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RESUMO

A interacdo da porfirina aniénica meso-tetrakifgdisulfonato) (TPPJ com
modelos simples de membrana biologica foi invedagatilizando as técnicas de
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) e dalhaspento de raios-X a baixo
angulo (SAXS, do inglés small-angle X-ray scatigyinOs modelos biomiméticos
empregados no presente trabalho sdo constituidosickdas catibnicas formadas a
partir do surfactante catiénico cloreto de cetitetilaménio (CTAC). Os experimentos
de RPE e SAXS foram realizados a temperatura atebenos pHs 4,0 e 9,0 a fim de
verificar se o0 estado de protonacgao das porfitiasa a natureza das interagdes com 0s
sistemas micelares. As analises de RPE mostraramouormortamento similar para os
marcadores de spin 5-DSA e 16-DSA; ou seja, a addg porfirina as micelas
catibnicas é seguida por uma reducdo da mobiliddeleambos os marcadores,
principalmente para concentracbes maiores de parfirEste comportamento foi
atribuido ao efeito de empacotamento das micel@s@gual os resultados obtidos dos
dados de SAXS parecem sustentar esta interpretd€@wmetanto, a polaridade
monitorada pelo marcador de spin 5-DSA mostropsgicamente a mesma para todas
as concentragdes de porfirina e em ambos os valergsi, sugerindo que o estado de
protonagédo da TPR% &0 altera a natureza das interagdes envolvidasacegido das
cabecas polares das micelas. Por outro lado, can@rae spin 16-DSA mostrou uma
pequena reducao de polaridade para maiores coacées de porfirina, principalmente
em pH 4.0. Isso indica que a interacdo da porfitia@bém ocorre nas regides
hidrofébicas das micelas. De fato, os ajustes @dolwslde SAXS permitiram concluir
que as distor¢cdes na forma de linha das curvasiegdd da concentracéo de porfirina
estdo associadas basicamente a uma reducdo dparaidnico da micela de CTAC
(parametro Ra). Contudo, nenhuma mudanca significativa na espgasda camada
polar (parametr@po) ou na sua densidade (paramedgg) foi observada. As curvas de
SAXS de melhor ajuste foram obtidas assumindo aslas de CTAC como elipsoéides
prolatos, onde a razdo axial (parametrondo mostrou mudancgas significativas para a
faixa de 2-10 mM de TPR® para os valores de pH estudados.

A técnica de RPE também foi utilizada para monitaranteracdo da albumina de
soro bovino (BSA, do inglés “bovine serum albumigdm o surfactante catibnico
CTAC em pH 7,0. Marcadores de spin derivados ddoaestearico (5-DSA e 16-DSA)
ligados aos sitios de ligacao de alta afinidad®8A revelaram que na presenca de

Vi



surfactante os espectros de RPE sdo compostosadgdpulacdes. Andlises espectrais
foram realizadas através do programa de simula¢Zi Ndo inglés, “nonlinear least-
squares”), o qual permitiu obter a difusdo rotagioe a contribuicdo de cada
componente nos espectros de RPE assim como avg@aridade do ambiente onde os
radicais nitroxidos estdo dissolvidos. Os valoredainpo de correlagéo rotaciong|,
indicaram que a componente 1 apresenta um estanhmloiédade mais restrito devido
aos marcadores de spin estarem em contato comteinaroa componente 2 menos
imobilizada surge dos marcadores de spin localzads estruturas micelares. Para o 5-
DSA, uma significante imobilizacdo deste marcadernfanece mesmo para altas
concentragcdes de surfactante, o qual é consistemesua maior constante de ligagédo
quando comparado ao 16-DSA. O aumento da concéotae; surfactante conduz a um
aumento nos niveis de movimento da componenteuidgegor uma reducéo da fracédo

de marcadores de spin associado a esta componente.

vii



ABSTRACT

Electron paramagnetic resonance (EPR) and smadk afigay scattering (SAXS)
were used to investigate the interaction of the aviewakis (4-sulfonatophenyl)
porphyrin (TPPg@ with simple biological membrane models. In theegent work,
cationic cethyltrimethylammonium chloride (CTAC) crlles were used as mimetic
models. RPE and SAXS experiments were performedah temperature and at pHs
4.0 and 9.0 in order to evaluate whether the paiton state of the TPR%ffects its
interaction with the cationic micelle. EPR analysi®wed a similar behavior for both
spin labels 5-DSA and 16-DSA, i.e., the additiorpofphyrin to the cationic micelles is
followed by a reduction of mobility state for bo#pin labels, mainly at higher
porphyrin concentrations. This behavior has beeaoaated to the micellar packing
effect, which seems to be supported by SAXS ddta. golarity monitored by the spin
label 5-DSA was practically the same in the whabdeppyrin concentration range and
pH values, suggesting that the protonation stateparphyrin did not contribute
significantly for its interaction with cationic medes. On the other hand, the spin label
16-DSA senses a slightly more hydrophobic enviramnaes a function of porphyrin
concentration, especially at pH 4.0. These findingdicate that the interaction of
porphyrin also occurs at the hydrophobic core dioc&c micelles. Indeed, the data
obtained from the best fittings for SAXS curvesoa#d to conclude that the
incorporation of porphyrin by the micelles is asated essentially to a shrinking of the

paraffinic shortest semi-axisR(, parameter). Nevertheless, the polar shell thicknes
(0,4) and the electron densityp(,) parameters were practically unaltered in the

whole porphyrin concentration range. The best-fAXS curves were achieved
assuming for CTAC micelles a prolate ellipsoidadst, where the axial ratiol(value)
did not exhibit significant changes over the ra@ge0 mM of TPP%and studied pH

values.

EPR technique was also used to monitor the interacf bovine serum albumin
(BSA) with cationic cethyltrimethylammonium chloed(CTAC) at pH 7.0. Spin-
labeled derivatives of stearic acids (5-DSA andDBA) bound to high-affinity binding
sites of BSA revealed that in the presence of stafd the EPR spectra are composed
of two label populations. Spectral analysis wadgoered using the nonlinear least-
squares (NLSL) simulation program, which allows tmebtain the rotational diffusion
rate and the contribution of each component inER® spectra as well as to evaluate
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environment polarity where the nitroxides are lomad. The values of rotational
correlation time,T, indicated that component 1 displays a more st mobility

behavior due to spin labels contacting the prottie;less immobilized component 2
arises from label localization in the bulk of miesl For 5-DSA, a significant
immobilization of probes remains even at higherfaiant concentrations, which is
consistent with its higher binding constant as carag to 16-DSA. The increase of
surfactant concentration leads to the increase atiomal levels of component 1

followed by a reduction of this fraction of spirb&s.
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CAPITULO 1 - Introduc&o

Este trabalho engloba os dois principais temasedguisa que abrangem a area de
biofisica molecular: as membranas e as proteinastedacédo de porfirinas com sistemas
modelos simples de membrana bioldgica tem sido asnpdincipais alvos de estudos do
Laboratério de Biofisica do Instituto de Quimica 8&o Carlos. O primeiro trabalho
envolvendo a interacdo da porfirina anibnica mes@kis (4-fenilsulfonato) (TPRBcom
diferentes sistemas micelares foi realizado pel#éata Shirley de Cassia Monte Gandini
[1]. A fim de avaliar a influéncia dos grupos sitlagites das porfirinas no mecanismo de
interacdo com as estruturas micelares, a porfoati@nica meso-tetrakis (4-metil-N-piridil)
(TMPyP) foi investigada pela estudante de mestRaloicia Soares Santiago [2]. Alguns
dos principais resultados obtidos pelos estudo<imeados acima bem como as técnicas
espectroscopicas utilizadas serdo abordados ndessegguintes. Assim, 0 presente
trabalho é uma continuacdo destes estudos utilizdnds novas ferramentas, a ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE) e o espalhamentaia® X a baixo angulo (SAXS). Estas
técnicas permitiram avaliar tanto as mudancasudelt quanto de estrutura das micelas
catibnicas de cloreto de cetiltrimetilamoénio (CTAEjn funcdo da concentracdo de

porfirina.

Um outro sistema bastante estudado no Laborat@idBidfisica diz respeito a
interacdo de surfactantes com as proteinas albudenaoro bovino (BSA, do inglés
“bovine serum albumin”) e albumina de soro humaH&A, do inglés “human serum
albumin”). Nos ultimos anos, diferentes técnicageeroscopicas foram utilizadas para
avaliar as mudancas nas regides dos residuogtiEdrios, na suas estruturas secundarias
e mesmo no raio de giro destas proteinas em futg@wncentracdo de surfactante. Estes

estudos encontram-se reunidos com uma diversidadafdrmacfes na dissertacdo de
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doutorado do pesquisador Emerson Luiz Gelamo, stituto de Quimica de Séo Carlos
[3].
1.1. Porfirinas e Seus Derivados

As porfirinas e seus derivados abrangem uma clas#fe importante de moléculas
por desempenhar um papel fundamental em diferendesssos bioldgicos. A Fe-porfirina,
por exemplo, constitui o sitio ativo das hemoprasj sendo responsavel pelo transporte e
armazenamento de oxigénio na hemoglobina e miagphiespectivamente [4]. Esta
porfirina também compde o0 grupo prostético do citow, uma hemoproteina responsavel
pela transferéncia de elétrons na cadeia respaabim como em enzimas como a catalase
e peroxidase [5]. Na clorofila, organela citoplaso@presente de células vegetais, também
encontramos um derivado de porfirina, a Mg-poréria qual esta associada ao processo de
fotossintese [6]. Estes dois exemplos demonstramaroente a importancia das porfirinas
para a manutencdo, em nivel fisiologico, de todafoamas de vida existentes no planeta

(animal e vegetal), contribuindo decisivamente pragessos bioquimicos envolvidos.

Figura 1.1. Estrutura bésica das porfirinas.
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As porfirinas sdo derivadas do nucleo porfina, wsiutura macrocilica formada
por quatro anéis pirrélicos unidos através dos atode carbono, constituindo um sistema
eletrbnico altamente conjugado. Assim, as porfairse diferem pela disposicdo dos
substituintes, conferindo-lhes certas propriedaddsiduais. A figura 1.1 representa a
estrutura basica da porfirina bem como as notat@és comumente utilizadas para as suas
posicdes [7]. Os quatro anéis pirrélicos sdo nudes@mpregando-se algarismos romanos
de | a IV e 0s outros quatro carbonos das metiaat)ém denominadas de posicées meso,
sao identificados pelas letras grega$, y e 8. Note também na figura 1.1 que o nucleo
porfina possui dois atomos de nitrogénio capazeaodétar protons e dois grupos NH
capazes de perder protons. Assim, quando o anfelipiop € estabilizado por dois prétons
de hidrogénio, o composto é chamado de porfiriree Harre. Porém, quando € feita a
remocao dos prétons do nitrogénio dos anéis W)elpela coordenacédo de diferentes ions
de metais com os quatro atomos de nitrogénio, dirigem a uma grande variedade de

metaloporfirinas.

Além da sua importancia em processos biolégicoaisyitas porfirinas e seus
derivados tém atraido o interesse de muitos ctastdevido a sua utilizagdo como drogas
terapéuticas e agentes alvos. Algumas propriedéide®-quimicas interessantes das
porfirinas, tais como, alta afinidade por tecidosiorais, atividade fotodinamica, intensa
absorgéo na regido espectral onde os tecidos mokgéao relativamente transparentes (
600 nm), alta fotoestabilidade e paramagnetismpgiagendo da porfirina), tém permitido
a sua aplicacdo no tratamento e diagnostico deedifes tipos de doencas. Porfirinas tém
sido aplicadas, por exemplo, como agentes de cbatean tomografia de fluorescéncia [8];

em imagem radiol6gica [9] e por ressonancia magaétuclear [10,11]; na detecgdo de
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cancer e como fotossensibilizadores em terapia didmica (PDT, do inglés
Photodynamic therapy) de cancer [12,13]. Além digstudos recentes sugerem que as
porfirinas apresentam um grande potencial paraages em PDT no tratamento de

psoriases, ateromas, infec¢des bacterianas e ivichindo as causadas pelo HIV [14].

1.1.1. Propriedade das Porfirinas

Para melhor compreender o mecanismo de interacgmuiginas com modelos
biomiméticos, € necesséario conhecer previamentaralg propriedades desta molécula em
solugdo aquosa. Sabe-se que as porfirinas séo pico gxemplo de cromoéforos que
exibem uma grande tendéncia em formar agregadospropriedades espectroscopicas
particulares. A formacdo e a natureza dos agregddoporfirinas em solucdo aquosa
podem ser afetadas pela estrutura dos seus resecubstituintes, forca ionica,
temperatura, pH, dentre outros fatores. Uma vez apigorfirinas podem apresentar
diferentes substituintes periféricos, isso permaitpreparacdo de derivados de porfirinas
com diferentes cargas, tamanhos e hidrofobicidgdeando agregados porfirinicos com

diferentes caracteristicas.

O interesse em estudar porfirinas que exibem gulvdés hidrofilicos, lipofilicos
ou substituintes hidrofdbicos é compreender comtesegrupos contribuem para o
transporte das porfirinas nas membranas biol6gicasmo favorecem ou desfavorecem a
formacdo de agregados em solucdo aquosa. Estutkrsoses tém demonstrado que a
formacédo destes agregados altera seus espectabsalgdo e emissao [15,16], rendimento
quantico, tempo de vida do estado singlete e tépleem como a producdo de oxigénio

singlete molecular [17,18], solubilidades em aguauteas caracteristicas. Estes agregados
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podem ser originados tanto pela auto-agregacagaidsinas em solucdo aquosa bem

como da interacdo de porfirinas com estruturagbiohs.

A figura 1.2 representa a estrutura da porfirinedP3f alvo de investigacdo do
presente trabalho. Note que as posi¢cdes meso d@ariiginico sdo caracterizadas pela
ligacdo de quatro grupos fenilsulfonato negativamearregados, conferindo um carater
hidrofilico a porfirina. Fazendo uso das técnicas absorcdo Otica, fluorescéncia,
espalhamento de luz e ressonancia magnética nuektados anteriores permitiram obter
valiosas informacdes acerca do mecanismo de idteraa TPPS com as micelas

catidnicas de cloreto de cetiltrimetilamonio (CTAC).

%

&

Figura 1.2. Estrutura da porfirina meso-tetrakigefdilsulfonato)
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Estes estudos revelaram, por exemplo, a presencttédeespécies de TPPPara
concentracdes crescentes de CTAC: monoémeros dermtivre, mondmeros de porfirina
ligados as micelas e agregados TPEBAC. Neste trabalho, somente a segunda espécie
sera investigada. Um outro resultado interessarastrou que a solubilizacdo desta
porfirina nas regides do nucleo hidrocarbdnico aegticelas é determinada em geral por

interac®es hidrofébicas ndo especificas, porém faddwpor interacdes eletrostaticas.

Ainda em relacdo a porfirina TPR% andlise dos resultados de SAXS mostrou a
formacdo de uma mistura de J e H-agregados em aolngds aquosa acida (pH 4,0).
Nestas condi¢cdes os atomos de nitrogénio do nipbefina estdo protonados, criando
sitios carregados positivamente no macrociclo d@ enassim, promovendo uma atracao
eletrostética pela carga negativa dos grupos satifen facilitando a agregacéo [1]. Estes
agregados sdo estruturas altamente organizada®o elassificados de acordo com a
orientagdo do dipolo de transicdo induzido no magrdnconstituinte. Os momentos de
dipolo de transicdo dos monémeros agrupados enréttados sdo perpendiculares a linha
gue conecta 0S seus centros, ou seja, estdo setmepms aos outros, produzindo um
deslocamento para o azul no espectro de absorgd¥-dds. Por outro lado, 0s momentos
de dipolo de transicdo dos mondmeros formando €gagos sdo paralelos a linha que
conecta os seu centro, formando um arranjo ladwla-e deslocando o espectro para
vermelho em relacdo ao espectro de absorcdo do mewad[l]. A origem deste
deslocamento da banda é explicada pela formacamdestado excitado pelo acoplamento

eletrénico de moléculas altamente empacotadas.

Devido a sua alta afinidade por células cancergyeagporfirina TPPStem sido

reconhecida como uma molécula promissora para oeusd®DT [12,13]. Complexos
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metalicos radioativos derivados da TRRStém sido utilizados como agentes de contraste
em imagem radiolégica e agente de contraste emgi@fi@ de fluorescéncia. O contraste
de células cancerigenas € claramente demonstradmagem de ressonancia magnética
nuclear (IRMN), usando a porfirina TPP8mplexada com Mn(lll) e Fe(lll) [10,11].
Além disso, estudos recentes sugerem a sua ufibzag tratamento de psoriasis, ateromas
e infec¢cbes bacterianas [15]. Portanto, estudoganésea de pesquisa tém sido
fundamentais para compreender as propriedadesvaa®Ina interagcdo desta porfirina
com membranas bioldgicas. Entretanto, como vererseguir, modelos mais simples de
membrana bioldgica serdo empregados, uma vez qaistesias bioldgicos exibem uma

grande complexidade seja em composi¢cao ou orgaitzac

1.2. Modelos Simples de Membrana Biologica

A complexidade das composic¢des lipidica e protéieen como a organizacao
destas moléculas nas membranas biolégicas restrobgeforma significativa as
investigacdes de fenbmenos em nivel molecular siesttemas atraves das técnicas
espectroscopicas convencionais. Uma alternatiagivzrtem sido a utilizacdo de sistemas
biomiméticos que reproduzem certas propriedadesngéasbranas bioldgicas e que exibem
uma menor complexidade tanto em sua organizaca®@ @mcomposi¢cdo. No presente
trabalho, agregados moleculares conhecidos porlasideram utilizados como modelos
simples de membrana biologica. Estas estruturas fefimadas pelo equilibrio
termodinamico de lipidios anfifilicos em solucange seu processo de agregacao depende
tanto das caracteristicas das espécies envolvigasta) das condi¢cdes do sistema onde

estao dissolvidas.
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As forcas repulsivas entre os grupos quimicos qugde a parte hidrofilica destes
lipidios, os quais podem conferir um carater newationico, anidnico ou zwiteridnicos a
molécula, combinadas as forcas atrativas entreadsias hidrocarbdnicas, representam
alguns dos fatores que contribuem decisivamenf@owesso de micelizacdo bem como no
crescimento da micela. Este processo € favorecidodp a area transversal dos grupos das
cabecas polares € maior do que a cadeia acilallafara tanto, é necessario que um
namero minimo de anfifilicos (usualmente conhecidm®o mondmeros de surfactantes)
estejam associados uns aos outros logo que unnzaefbininacdo da interface agua-cadeia
hidrocarbbnica seja alcancada. Entretanto, duasrésumoléculas de surfactantes n&o
podem formar uma micela estavel, independentenmsante nicleo hidrocarbbnico esta
numa fase liquida ou ordenada. Portanto, o proce&samicelizagdo necessita ser
cooperativo, requerendo a participacdo simultaeeauitas moléculas anfifilicas. Quando
a quantidade de mondémeros de surfactante em soll¢dioca uma concentragao tal que
ocorre a formacdo de agregados micelares, estaemmacdo € denominada de
concentracdo micelar critica (cmc). A cmc é um p&téo caracteristico de cada tipo de
surfactante e define o balanco de interacdes Militds e eletrostaticas. Os surfactantes

com longas cadeias acila geralmente possuem umaaixe;, da ordem de ToMm.

H3C
ch/\/\/\/\/\/\/\/\ N+7 CH3
H3C

Figura 1.3. Estrutura de um mondémero do surfacteatiénico CTAC.
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A figura 1.3 representa a estrutura de um mondrdersurfactante CTAC. Note
que a regido da cabeca polar da molécula anfif@icanstituida por um grupo amdnio
carregado positivamente e que sua cadeia acilssepee 16 atomos de carbono. Os
agregados micelares formados a partir dos mondnerdSTAC sdo caracterizadas por
duas regides bastante singulares: a regido da eashea8itern, que compreende a regido dos
grupos das cabecas polares dos surfactantes, dicleprhidrocarbdnico, formado pela
cadeia acila destas moléculas. Esta € uma casiiciarde micelas formadas por moléculas
anfifilicas de apenas uma cadeia hidrocarbéni@lfigao grupo da cabeca polar. A seguir,
algumas propriedades estruturais das micelas des@atidas, abordando principalmente as

formas geométricas que podem assumir.

1.2.1. Geometria das Micelas

As micelas podem assumir formas de pequenas esédidides, cilindros longos
ou ainda de bicamadas. Neste ultimo caso, as bidasm@rmadas pelos monémeros de
surfactante podem formar vesiculas com uma cavid@eeor preenchida ou ndo com
solvente, dependendo da natureza hidrofilica otoféitlica das moléculas envolvidas [19].
A seguir, serdo apresentados alguns aspectos gasiaxionados as formas micelares.
Entretanto, a discussao serd restringida para @ @asnoléculas anfifilicas com apenas

uma cadeia hidrocarbdnica. Para tanto, as segunpeEsicoes devem ser feitas [19]:

1. As micelas contem um nucleo hidrofébico consikiicompletamente pelas por¢des das

cadeias hidrocarbonicas. E assumido que os gruplste@minal estio sempre contidos

10
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neste nucleo, entretanto, um ou mais grupos metiiérproximos aos grupos das cabecas
polares dos mondmeros de surfactante podem néo Est@mitido também que nenhum
solvente pode entrar no nucleo. As propriedadésafislo nucleo assemelham-se aquelas
de uma pequena gota de um liquido hidrocarbénigmjfeando que o seu volume é
calculavel. Para uma micela contenabcadeias hidrocarbdnicas, o volume do nucleo em

angnstrons ao cubéi’) € dado pela equacéo
V = (274+269n.)m (1.1)

onde n. representa o nimero de 4tomos de carbono da caidetcarbonica que esta

embebido no nucleo hidrocarbénico, podendo ser mgm®n., 0 numero total de atomos
de carbono na cadeia. Essencialmente, a mesmdioetage ser obtida com base nas

densidades dos liquidos hidrocarbodnicos [19].

2. Uma vez que nenhum buraco pode existir no cefanmicela, uma dimensao é sempre
limitada pela extensdo maxima possivel da cadelitarbonica. Esta distancia é obtida
das distancias de 2.53 A entre atomos de carbtematios de uma cadeia completamente
estendida, com a adi¢do do raio de van der Waasujm CH terminal (2.1 A) e metade

do comprimento do primeiro &tomo néo contido dedtrmticleo hidrocarbonic@l.6 A).
Portanto, o comprimento maximb,, para uma cadeia com. atomos de carbono

embebidos, em angnstrons (A), é
| o = 15+1.2650, (1.2)

3. A é&rea de superficie por grupo cabeca dos mom@mde surfactanteS(m) € um

parametro critico na termodinamica de formacéo idalenno sentido que é uma medida da

11
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separacao entre 0s grupos cabeca adjacentes. @dmi@ento das forcas ditara um melhor
valor para este parametro. A repulsédo entre osogragbecas tende aumer$am mas isso
ndo serd importante quan&mtornar-se suficientemente grande. Quando issotecen
havera necessariamente um contato entre as maarigua e a superficie do nucleo, e a
existéncia de uma pressao consequentemente re8uzif&9]. O melhor valor d&/msera
determinado por balancos adequados entre estessatém fator termodinamico adicional

€ a concentracao total de moléculas anfifilicas:aummento na concentracdo representa
uma pressao para o aumento no tamanho da micedmoargue ainda deste modo, requeira

alguma diminuicéo er8/m[19].

1.2.1.1. Micelas Globulares

Como foi mencionado anteriormente, o raio do nutlielbofobico de uma micela
esférica ndo pode exceder, e o numero maximo de cadeias hidrocarbonicas poelas
é entdo determinado, para cada valomge pela combinag&do das equactes (1.1) e (1.2).

Para moléculas anfifilicas com uma simples cadieobarbdnica, isso equivale ao valor
maximo do numero de agregacag.(A tabela 1.1 mostra os valores calculados paras
valores den., onde a comparacgéo destes valores com os nimeragregacdo obtidos
experimentalmente mostra que muitas micelas peguenaompactas nao podem ser
verdadeiramente esféricas na sua forma. Por exemplomero de agregagéo médim,()
das micelas formadas pelo surfactante dodecil teulle sodio (SDS) varia de 62, na
auséncia de sal, para 126 na presenca de 0.5 Mi@E[MB]. O valor maximo do numero

de agregag&o para uma micela esférica dependealaaso valor den. . Contudo, vemos

12
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que mesmo para. =n. = 18 valor maximo den é somente de 56. Com uma escolha

mais realistica, o valor maximo é reduzido; pomepi®, comn. =10 tem-se quem = 40.

Tabela 1. Nimeros maximos de agregacéo para miesfiascas e elipsoidais [19]

n= 6 10 12 15 20

Esfera,’ r, =1, 17 40 56 84 143
Elipsoides,b, =1,

Prolato,a, /b, = 125 21 50 70 105 178
a,/b, =15 25 60 84 126 214
a,/b, =175 29 70 97 146 250
a,/b, =20 33 80 111 167 285
Oblato, a, /b, = 125 26 63 87 131 223
a,/b, =15 38 90 125 188 321
a,/b, =175 51 123 171 256 437
a,/b, =20 67 160 223 335 570

% n. representa o nimero de atomos de carbono na pde;@adeia alquila que esta

embebida no nudcleo hidrocarbbnico. Este numero Igerde serd menor que o
comprimento total da cadeia hidrocarbdénica

® Os valores tabulados s&o o nimero de cadeiaschith@nicas por micela. Isto é igual ao
namero de agregac&opor molécula de anfifilico com uma simples cadédocarbonica.

° Na verdade é fisicamente impossivel formar umaeki@sférica conr, =1 . e os

ndameros maximos de agregacao para pequenas di@amente possiveis sao portanto
muito menores que os valores tabulados.

Para incorporar um grande numero de cadeias hidr@gigas em uma micela, €

necessario haver distor¢des estruturais. As ptidsithes mais simples sdo os elipsoéides de

13
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revolugéo, onde o menor semi-eiXgy Y de um dado elipséide n&o pode exceder o valor de

I enquanto o semi-eixo maioay) nao é limitado, possibilitando assim um aumermto d

max?

volume. A tabela 1.1 mostra os célculos relaciosgmya os valores selecionadosndee

para os elipsoides prolato e oblato. Como podelseervado, pequenos valores da razao

dos eixos elipsoidaisa(/b,) séo suficientes para induzir um ganho substanociaimero

de agregacédo micelar, os quais podem ser obtiqeEsimentalmente.

A formagdo de um elipséideb{=1_,) a partir de uma esferar,(=1,,) €

acompanhada por uma diminuicdo na area de suepidcicadeia hidrocarbonic&(m')

e, como conseqléncia, existe uma diminuicdo daragj@ entre 0s grupos cabeca das
moléculas anfifilicas. Uma vez que os grupos cabe@stendem para fora da superficie do
nacleo hidrocarbénico, geralmente se faz necessémbecer o valor d&S/m'" a uma
distanciad fora desta superficie, isto €, para a superfieleucha esfera com um raio

r=r,+d ou para a superficie de um elipséide definido palemi-eixosa=a,+d e
b=b,+d.

A figura 1.4 representa um exemplo tipico da deperaid deS/m' comm', onde o

aumento dem' requer a formacdo de um elipsdide com uma madoraxial. Estes
céalculos foram realizados pama. = 12 d=2 A. Os valores dem 'sdo aqueles
apresentados na tabela 1.1 para esferas e elipstnder, ou b, =1, . Dados adicionais

tém sido gerados fazendo calculos para micelasigids com nucleos hidrofébicos muito

menores que o tamanho maximo, isto é, esferasrgenh, . e elipsoides conb, <l . . A

14
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figura 1.4 também ilustra os calculos da area gerficie para cilindros e bicamadas

planares.

100

80

o GLOBULAR

. 60
e P N A W e, M09 Imax_
E T CYLINDER = ——&— ]
~
w fo* | max
aof-
t = 0.7 tmax
BILAYER )
BRSNS 5 s
I ! ] \
50 100 150 200 250

Figura 1.4. Area da superficie por cadeia hidrai@ida como uma funcdo do tamanho e
forma da micela. Os célculos s&o realizados para12 e representam areas a uma

distancia de 2A fora do nucleo hidrocarbonico. @wslos referem-se aos célculos para as

formas esféricas e de elipséides, ambos agnmou b, igual a I, (tabela 1.1). Os

max

guadrados preenchidos referem-se aos elipséidatebenquanto os circulos preenchidos

aos elipsoides prolatos e para a esfera ¢tgml .. Os outros simbolos referem-se a

outros calculos parg, e b, menores qué

max

[19].

Para moléculas anfifilicas com uma cadeia hidrdgada simples, a figura 1.4
mostra um gréfico da area de superficie do grupega S/ m) em funcdo do niumero de
agregacamn. Quando todas as moléculas anfifilicas formam lascglobulares, temos que
0 numero de agregacdo médio € da ordem de 100, adgeira 1.4 mostra que para

micelas nesta faixa de tamant®,m esta préximo de ser uma funcao simplesndeara

15



CAPITULO 1 - Introdug&o

um dado valor den., o qual é minimamente afetado pela forma real idalen Analisando

esta situacdo, esta evidente que micelas esf@ietigsoidais representam uma familia de
conformacg@es dentro do qual o numero de agregacéatéhuamente variavel, com uma
variacdo paralela e/ m. Qualquer sistema real formado de micelas globslaonsistira
sem duvida alguma de uma distribuicdo de tamantosres acerca do melhor valor de
S/m, valor este onde um maior nimero de micelas paraado niumero de agregacgéo €
observado. As micelas menores podem ser esfédangsanto que micelas maiores ou de
tamanho intermediario serao elipsoéides prolatoskdatos, onde a assimetria crescera com

0 aumento do tamanho da micela.

1.3. Albuminas

As albuminas séricas correspondem as proteinas afaisdantes no sistema
circulatério e constituem cerca de 60 % do total gl@teinas séricas [20,21]. A albumina é
sintetizada pelo figado numa forma néo-glicosiladssta presente no plasma sanguineo a
uma concentracdo de 40 mgml(~0,6 mM), possuindo uma vida média de
aproximadamente 19 dias [20,22-24]. Além dissoalaeminas séricas sdo responsaveis
por cerca de 80 % da pressdo osmoética do sangleS|2® principal funcéo € transportar
acidos graxos nao-esterificados bem como uma \ateedle metabdlitos e drogas tais
como anti-coagulantes, tranquilizantes e aneste®oo geral [25]. As albuminas séricas
tém sido uma das proteinas mais estudadas nosldt anos em virtude de terem sua
estrutura priméria bastante conhecida. A estrudasaalbuminas séricas € constituida por
cerca de 580 aminoacidos. Além disso, é caractxipmr uma pequena quantidade de

triptofanos e uma grande variedade de cisteinasipoacidos carregados como acido
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aspartico, acido glutamico, lisina e arginina [2],2A estrutura secundaria da HSA é
constituida por 67 % de estrutuahélice e um largo nimero de pontes dissulfeton@d.7
total) [21,25]. Somente ha poucos anos, a estratar@bumina de soro humana (HSA, do
inglés “human serum albumin”) complexada com actddstico foi determinada através
de cristalografia de raios-X [25]. Estes estudoslegam que sua estrutura terciaria é
composta de trés dominios, usualmente conhecidodgoinio I, Il e Ill, cada um deles
constituido por dois subdominios formados par-Bélices unidas por pontes dissulfeto.

Estes subdominios sdo geralmente referidos comidIAIA, 11B, IIIA e IlIB.

1.3.1. Sitios de Ligacdo para Acidos Graxos

A figura 1.5 representa a estrutura cristalografiasHSA complexada com o acido
estearico [25]. Este estudo tem revelado a existéle sete sitios de ligacdo para acidos
graxos com uma cadeia metilénica variando entre 18 &tomos de carbono, um nimero
superior aqueles reportados em trabalhos anteriong® um total de apenas cinco sitios
foi encontrado. Por outro lado, para acidos greoars 10 a 14 &tomos de carbono na
cadeia alquila, os dados indicaram a presenca dasrgitios, alcancando um total de 11
sitios de ligacéo. Estes resultados demonstrararstarte a dependéncia do comprimento
da cadeia hidrocarb6nica com a ocupacdo dos siiddSA. Um outro aspecto notavel
destes resultados, diz respeito a distribuicdonedeca destes sitios de ligacdo, um

resultado ja descrito por inUmeros estudos bioquasi

O sitio 1 esté localizado no subdominio IB e é wherado ser relativamente aberto e
mais acessivel ao solvente quando comparado aas dutisdes da HSA. Localizado entre

0s subdominios IA e lIA, o sitio 2 é um dos maise#t®s para a ligacao de acidos graxos

17



CAPITULO 1 - Introdug&o

na proteina, uma vez que o grupo carboxilato dantigy estd fortemente protegido do
solvente. No subdominio IIA, ambos os sitios 3estdio ocupados pelo &cido estearico. No
caso do sitio 3, o grupo metilénico assume umaotoracao dobrada em forma de U, uma
vez que a dimenséo deste sitio acomoda somented®ed2-14 grupos metilénicos. O sitio
4 € o mais longo e mais estreito que o sitio 3eomdacido estearico se liga em uma
conformacéo estendida ao longo da dimensédo do.ca@ngtupo metilénico deste acido
estearico atravessa todo o subdominio, onde o gmgtidénico deste acido esteérico
emerge dentro do solvente na superficie oposta atalc Além disso, os dados
cristalograficos sugerem que o acido estearico pedigar no sitio 4 em uma configuracao

invertida.

Sitio 1

Figura 1.5. Estrutura cristalografica da HSA comatia com acido estearico [25].
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Formado por um canal hidrofébico que abrange todoroprimento do subdominio
IIB, o sitio 5 é ocupado por um simples &cido esteacom uma conformacao
completamente estendida. De forma similar ao ¢ftico grupo metilénico do acido
estearico se projeta na superficie oposta do cheehdo exposto ao solvente. Entretanto,
nao existe evidéncias para a inversdo desta maléousitio 5. Além disso, um sexto acido
estearico pode ser encontrado em uma regido ndo profunda na superficie da proteina,
na interface entre os subdominios IIA e 1IB. Est® slifere significamente dos sitios 1-5
uma vez que este ndo apresenta aminoacidos qu#eoaon a ligacdo do acido graxo por
meio do grupo carboxilato. Por fim, um sétimo acedtearico foi identificado dentro de
uma cavidade hidrofébica no subdominio IIA. Embanaosicdo deste sitio seja analoga a
cavidade no subdominio IIA (que contém os sitias 8), este sitio € consideravelmente

menor.

A notavel habilidade das albuminas para ligar &igmxos tem motivado nosso
grupo a utilizar marcadores de spin derivados ddoaestearico para monitorar as
mudancas conformacionais na vizinhanca dos siBagtd afinidade em resposta a adi¢ao
de surfactantes. Apesar dos numerosos estudosRiBreRvolvendo a albumina de soro
bovino (BSA), a orientacdo dos marcadores de spstes sitios de ligacdo da proteina
permanece ainda néo esclarecida. Estudos de RMilaiseagmentos de BSA marcados
com 0 *COOH-oleato tém evidenciado a existéncia de ddisssile alta afinidade para a
ligacdo de acidos graxos no dominio Il [26]; ondeaatores [27] assumiram a existéncia
de pelo menos um canal hidrofébico na proteina.fdde, estudos cristalograficos da
proteina HSA revelaram a existéncia de sitiosghbcfo no subdominio |IB desta proteina

na forma de canal [25]. Entretanto, ndo foi obsdava ligacdo do &cido miristico neste
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canal. Comparac¢des envolvendo os sitios de ligdg@SA e HSA podem ser realizadas
devido a alta identidade sequencial entre estateipes, 0 qual é estimada ser de
aproximadamente 76 %. Em funcdo desta alta idetgidaquiencial, trabalhos anteriores
envolvendo modelagem molecular revelaram que agéaulals de surfactantes ligam-se a

BSA a uma raz&o molar de 5:1, independentementipalde surfactante [28].
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Nesta secdo serdo apresentados alguns aspectiosgadmortantes associados as
técnicas de ressonancia paramagnética eletroniRg)(R espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXS, do inglés small-angle X-ray scattgyinEstes conhecimentos sédo de
fundamental importancia para uma melhor compreendd® fendmenos biofisicos
observados a partir das andlises dos resultadogriNeira parte, serdo apresentados
alguns fundamentos importantes da mecanica quéargiegionados a técnica de RPE
[29,30]. Entretanto, devido a vasta quantidadendlerinacfes contidas nesta teoria, esta
secao abordara somente a natureza de algumasideipgis interacdes magnéticas que
compde o hamiltoniano do sistema. Em seguida, boedagem classica serd empregada
para descrever o fendbmeno de espalhamento prodpzmdaim conjunto de particulas

monodispersas em solugao [31].

2.1. Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

A técnica de ressonancia paramagnética eletrorRRE) tem sido largamente
utilizada no estudo ndo somente de espécies iatdmsente paramagnéticas tais como
metaloproteinas e metaloporfirinas, mas tambénadieais livres intermediarios formados
em reacgOes bioquimicas. Entretanto, grande padeidtemas bioldgicos de interesse nao
apresenta centros paramagnéticos, tornando-se sdeieesa utilizacdo de sondas
especificas, usualmente conhecidas como marcadigespin. Estas moléculas sao
amplamente empregadas como sondas devido a gransibikdade do espectro de RPE a
sua mobilidade bem como a extraordinaria estabiéidaguimica do fragmento
paramagnético (radical nitréxido), mesmo quandormilnlo a condicbes extremas de pH e

temperatura. Ambos os fatores explicam porque dgcas nitroxidos, desde o seu
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desenvolvimento ha mais de 35 anos, tem sido unp@riante ferramenta em muitos
estudos de Biofisica, especialmente de membrapasteinas [32]. Apesar de existir uma
diversidade de estruturas quimicas, todos os riaditoxidos sdo constituidos por um
grupo N-O contendo um elétron desemparelhado. Adgutias interacdes magnéticas deste
elétron com um campo magnético externo e com aigughanca (ndacleo de nitrogénio)

serdo abordadas nas secdes seguintes.

2.1.1. Interagdo Zeeman

Um resultado bastante conhecido na mecéanica gadhticquantizacdo do momento

angular de spin do elétron, indicando que estatglaate pode assumir somente certos

valores discretos. Representando o momento andelapin do elétron pelo operadsr,

podemos escrever as seguintes relacdes

S?ls,m,) = rs(s+1)|s,m,) (2.1)

S,|sm,)=mplsm,) (2.2)

onde m, =-s,-s+1...,.s—1s. O numero quantics é chamado spin da particula e

evidéncias experimentais mostram que o valos gara um Unico elétron £€=1/2. Note

gue as equacdes (2.1) e (2.2) parecem ser verdadeima vez qué tem a mesma

dimensdo do momento angular e, portanto, 0s amimsideéz e Sséo multiplos dei. O
operador éz representa a componente z do operador momentolaande spiné e

S?=(S, + éy +S,)"2. Além disso, temos qus, m,) representa um conjunto completo de
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autofungdes comuns aos operadofese S*, uma vez que o comutadp®, S, € jgual a

Zero.

Com s =1/2, a magnitude do momento angular de spin delémoe é dado pela raiz

quadrada

[sts+a]"2 =[1/2@12)n2]"* = i

==h (23)

Além disso, parae =1/2, a equacédo (2.2) mostra que 0s possiveis elutexaxadeéZ para
um elétron sdo +1/2 e -1/2h . As autofuncdes de spin eletrénico correspondeneestes

autovalores s&o denotadas pof e| ), respectivamente. Assim,
S,|a) =+1/2Ha) (2.4)

S,|B)=-1/21B) (2.5)

Sabemos ainda que uma particula apresenta um nmwmmdendipolo magnético

quando o seu momento angular é diferente de zagimA para 0 momento angular de spin

S(notac&o vetorial), podemos escrever
f=-9.8.S (2.6)
onde g, é o fator giromagnético para o elétron livre e2v2J0023.5, é o magneton de

Bohr, o qual pode ser calculado classicamente patdo eh/47mc=9,2732x10™

erg.gauss. Quando um elétron experimenta um campo magnésiiicoB , teremos que

a interacdo do momento de dipolo magnéficaom este campo é dado pelo hamiltoniano
H=-1B (2.7)
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Adotando um sistema de referéncia tal que a diregémincida com a diregdo do campo

estaticoB, isto é,B = B, 2, teremos
H=-u,.B, (2.8)
Utilizando a notacdo de operadores, podemos reesaezquacao (2.8) como sendo
H =g.8.B,S, (2.9)
Uma vez que o operador hamiltoniano acima comutaamperadonéz, temos que}a) e

| ,8) também sdo autofungdes deste operador. Para earcoos$ a energia do sistema, basta

aplicarmos o operador hamiltoniano sobre estesedtéios de spin, assim

H|a) = 9.8.B,S,|a) (2.10)

H|B) = 9.8.B,S,| B) (2.11)

Fazendo uso das equacgdes (2.4) e (2.5), encontigueos
Ala) = &L a) (2.12)

H| ) = __ge/’;eBo 15 (2.13)

onde podemos inferir das equacgfes acima que agianeorrespondentes a estes dois

estados sdo dadas por

a

W =—geﬂ;B°h (2.14)

W, = _&;Boh (2.15)
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Assim, vemos que a degenerescéncia de um sistemmado por um elétron livre é

levantada enS+1 niveis de energia pela interacdo do momento dealipagnéticoy

com um campo magnético estatid®, sendo esta energia geralmente referida como

interacdo Zeeman. Este fendmeno ocorrera someatelqa condicdo de ressonancia
AW =W, -W, =g.8.B;i =hv (2.16)

for satisfeita. A figura 2.1 representa um esquemgual estdo apresentados os dois niveis

de energia para o elétron.

hu=g BBk

Figura 2.1. Niveis de energia da interacdo Zeemamra s estadosm, =+ 1/2

m, =-1/2.

Em termos classicos, o nivel de energia associadm & +1/2 corresponde ao

alinhamento do momento magnético paralelamente @aope, enquanto que para

m, =—-1/2, corresponde ao alinhamento antiparalelo do mameaignético. No entanto,
€ importante mencionar que o momento magnético éastatico e, ao inves disso,

apresenta um movimento de precessdo em torno dmocaragnéticos .

2€



CAPITULO 2 - ASPECTOS TEORICOS DAS TECNICAS EMPRESA

2.1.2. Fator g

Toda a discussao feita anteriormente diz respaitn aistema composto de um Unico
elétron isolado. Vamos considerar agora o casaictasle um elétron sob a influéncia de
um campo elétrico esfericamente simétrico geradospelcleos atbmicos e por outros
elétrons na sua vizinhanca. Esta situacdo podaigeteticamente estendida ao caso do
elétron desemparelhado presente no grupo N-O dhsars nitroxidos. Nesta situagdo é
possivel mostrar que, caso o elétron se mova cow@ eelocidade, teremos entdo que ele
experimenta um campo magnético local. Assim, aragée® do momento magnético do
elétron com o campo magnético produzido pela szinhanca € conhecida como interacao
spin-orbita. Neste trabalho, ndo entraremos noalltet das equacdes que envolvem esta

situacdo. Invés disso, somente uma anélise quditdéste fendmeno sera realizado.

Em uma situacdo onde a degenerescéncia foi le\araaafeito do acoplamento spin-
oOrbita & causar a mistura de orbitais com idénteéegsendéncias radiais, mas diferentes
dependéncias angulares. O efeito desta mistura ridiétais € que as propriedades
magnéticas serdo descritas em termos de um momeaoético associado a um spin

efetivo de modo qué2S+1) € o numero de niveis de energia em um campo magneéti

aplicado. O spin efetivo obedece as mesmas equdetmstovalores analogas aquelas para
0 spin verdadeiro do elétron. Entretanto, 0 momemignético ndo € exatamente
antiparalelo ao spin efetivo, e sua magnitude sé®mplesmente relacionada aquela para
um elétron livre, mas depende da orientacdo do cam@gnético aplicado relativo ao

sistema. O momento magnético esta relacionadoinefgiivo através da operacao de um

tensor de segunda ordem, o qual é conhecido camsort§ . Portanto, a equacéo (2.6) é

reescrita como
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f1=-p.3S (2.17)

onde o hamiltoniano Zeeman geral é,

A

H = 2.B.§.S (2.18)
Note que estamos utilizando a mesma notacdo papnoefetivo e spin verdadeiro do

elétron. No entanto, nas discussfes seguintes @tampe ter em mente que esta grandeza

S representa o spin efetivo do elétron.

Devido a anisotropia d€j, o campo ressonante para uma dada frequéncia de

microonda dependera da orientacdo da amostra npocarinvariancia do traco do tensor

g sob uma rotacdo dos eixos da molécula paramagrggnifica que caso ela esteja em

uma solucédo altamente fluida, onde o seu moviméntapido e aleatério, a posicao da

ressonancia é determinada pela média dos eleméatdsagonal do tensod, o qual é
chamado fator g. isotropico. Assim, podemos regscra equacao (2.18) como sendo
H = g8B.S (2.19)
onde
g= @/3)Tracaod) (2.20)

Assumindo um sistema de referéncia cartesianautalogeixox coincide com a ligagao N-
O do radical nitroxido (figura 2.2), o eixose encontra ao longo do orbitap, do atomo

de nitrogénio e o0 eixy é perpendicular aos eixos e z simultaneamente, podemos

reescrever a equacgao (2.20) anterior como sendo,

9= /3)[9x:9y,9..] (2.21)
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Figura 2.2. Esquema de um radical nitroxido conoréentac6es dos eixos principais dos

tensores de segunda ordejre A.

Para transicbesAM¢ =1 entre as autofungbes deste hamiltoniano, poderhtsr @

condicdo de ressonancia

T

H, = WV (222
9p

O requerimento para que a ressonancia acima ss@walola para o valor correspondente
ao fator g isotrépico é que o movimento da moléarta solucdo seja suficientemente

rapido e aleatério.

1.2.3. Acoplamento Hiperfino

Andalogo aos elétrons, os atomos apresentam um momegnético associado ao
momento angular do spin nuclear. Estas duas grasdezoriais sdo colineares e podem

ser combinadas pela equacéo,
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Ay =Wy IqN = gNIBNrN (2.23)
onde y, e g, S&o a razéo nuclear giromagnética e o fator geauclos quais séo
caracteristicas individuais de cada tipo de nuc¢jgpsé o magneton nuclear, que é

equivalente ao magneton de Bohr para um prétosefay S, =€in/2M c.

Se nos considerarmos uma molécula paramagnéticey am radical organico livre
contendo um nudcleo magnético, o elétron desempatelrexperimentara um campo
magnético local devido a este nucleo. Esta situpgde ser estendida ao caso dos radicais
nitroxidos, onde a probabilidade de encontrarme#tron € maior proximo ao nucleo de
nitrogénio do grupo N-O. No entanto, a magnitudecdmpo local experimentado pelo
elétron é determinada pelos detalhes da estrutietedrdica total deste radical, pelo
momento magnético do nudcleo e pela orientacdo do ragclear em relacdo ao campo
externo aplicado. Portanto, a ressonancia elem@uorre quando o campo total, levando-
se em conta as contribuicdes dos campos aplicagloseppectrometro e o campo local,
tem um valor dado pela condicdo de ressonanci&)2@ valor do campo aplicado
requerido para causar a ressonancia em um dadalradganico dependerd, portanto, dos
estados de spin dos nlcleos magnéticos naquetakadissim, quando o campo magnético
for varrido pelo espectrdmetro para registrar urpeeso, a quantidade de linhas de
absorcao sera igual ao numero de estados de spimidteos magnéticos, isto é, o espectro
contera @l +1) linhas. Além disso, estas linhas terdo a mesteasidade caso os estados

de spin nuclear estejam igualmente populados.

A interacédo classica entre dois momentos magnépicds ser derivada considerando

a energia de um momento magnético interagindo ceanmgpo magnético do outro. Temos
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gue o potencial escalar em um ponto definido petorw devido ao momento magnético

4, situado na origem é dado por
® =-p,.grad@/r) (2.24)
O campo magnético derivado deste potencial é
B = —grad(®) (2.25)
portanto, através de célculos diretos, encontrajues

B= AN _ A (2.26)

1 —
re r3

A energia do segundo momento magnético neste cémpo

E = _ﬁz'é — _3(/'11'r)5(/'12'r) + /"1-:;12 (227)
r r

Podemos obter o hamiltoniano para a interagdo ntiagnde um ndcleo e um spin
eletrbnico pela substituicdo g& e f, pelos seus respectivos operadores. Esta interagéo

hiperfina € usualmente denominada de interacdotafsca ou dipolar. Se nés tomarmos
0 caso de um nucleo com uma razdo giromagnétiagdvaosituada na origem, podemos

substituir

g =09yBuly € i, =—9.8.S (2.28)

e assim obter

H= gNﬂNgeﬁe{s( .rr)s(s.r) - (|r.3s )} (2.29)
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Expandindo o produto escalar da equagdo acima emsigtema de coordenadas

cartesianas, encontramos que

H = gﬁgngN{M [ +M| S +L;r2)|zsz}+

X r.5 yTy r

+9.8.9. By {%’(I S, +1 ysx) + 3yz(| ,S, +1 Zsy) +3;—)§Z(I S, + Izsx)} (2.30)

onder = (x* + y? + z?)"?, Analisando esta equac&o, podemos concluir queriltoniano
de spin para o acoplamento dipolar pode ser es@iforma tensorial
H=1.A%S (2.31)

onde o tensor de acoplamenfd é simétrico, j& que existem somente seis difesente
coeficientes do operador de spin na equacao (2G®klementos da diagonal principal

deste tensor podem ser escritos como
0 _ 3| 2 =-r 2 .
Ai - geﬂegNIBN r—5 1=XY,2 (232)

onde a parte dentro do braket denota o valor edpe@bre toda as autofuncdes eletrénicas

< A>= J'J'J'z/lm(x, y, 2) AY(x, y, z)dxdydz (2.33)

Existe ainda um segundo tipo de interacdo hipedurasurge da probabilidade finita
de se encontrar o elétron na posicdo do nlclea.iBsracdo € isotropica e € chamada de
interacdo de contato ou de Fermi [29]. O hamiltooigue descreve esta interacdo € dado

por
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H = g.8.0u8 200 (2.3

onde o(r ) € a funcdo delta de Dirac. Este hamiltoniano ptaakebém ser escrito da

seguinte forma,
H =al.S (2.35)

ondea é a constante de acoplamento isotropico, dado por
_(8m 2
a_(?jgeﬂegNﬂN |l//(0)| (236)

Note que esta constante depende do quadrado ddorgalfuncdo de onda eletrbnica na

posi¢cédo do nﬂcleqt,(/(O)|2), isto é, da probabilidade de se encontrar o@ié&io nucleo.

Assim, o hamiltoniano de interacéo hiperfina poee escrito como a soma desses

dois tipos de interagéo, dipolar e de contato:
H=1.A>S+al.S=SAI (2.37)

onde A esta relacionado corﬁ\) pela a adicdo dea em cada elemento da diagonal.
Recordando o que foi dito anteriormente para ooter§s, podemos observar que a

magnitude da interacao hiperfina também dependeidatacdo da molécula em relagéo a

direcdo do campo magnético aplicado. Entretanti@ paaso de um radical nitréxido em

um fluido isotrépico, temos que o traco do tensotehsor é invariante sob uma rotacdo

dos eixos da molécula. Assim, temos que a constiniateracdo hiperfina, (também

referido como desdobramento hiperfino isotropicdpda por

A = U3AL A AL (2.38)
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E importante mencionar que alguns comportamentpscesis importantes podem ser
observados quando aplicamos o campo magnético fenerties direcdes em relacdo aos
eixos moleculares do radical nitréxido. Estas mgdanestdo associadas ao fato das
interacbes ao longo da direcdo destes eixos sesgaingente diferentes, como uma
consequéncia da perda de simetria do orbital atbd@ atomo de nitrogénio quando
presente na molécula de radical nitréxido. Casaropo magnético externo seja aplicado
ao longo do eixo z desta molécula, onde esta lamd cerca de 80% da densidade
eletrbnica, temos um maior desdobramento da cdestda acoplamento hiperfino
isotropico (maiorA,,). Por outro lado, a constante hiperfina € men@ndo o campo é
aplicado ao longo das dire¢cdegy. A mudanca da direcdo do campo magnético também

acarreta mudancas no fator g. A componeaniegeralmente possui 0 menor valor porque é
a que mais se aproxima do elétron livre, ao pagsogg, € a componente que tem o valor

com a maior diferenca em relagéo ao elétron livre.

Adicionando o hamiltoniano hiperfino (2.37) ao hkomiano da interacdo Zeeman

(2.19) para um sistema isotropico, temos que
H =gBB.S+ASI (2.39)

Assim, a energia do sistema € obtida operando dltbarano acima nos estados de spin.
Vimos anteriormente que os autovalores g estdo relacionados com 0s numeros

quanticosm, = +1/2. Para o atomo de nitrogénio, temos que o spineauaco atomo de

nitrogénio é igual a 1 e, portanto, os autovalal@snomento angular do spin nucIeIAqr

séo dados em termos de =— 1, 0 e 1. Assim, temos seis possiveis estadopideas
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guais sdao comumente representados|mgr, m,). Aplicando o hamiltoniano (2.39) sob

cada um destes estados, encontramos as seguiatggsn

W, = A/2)9B.Byh + L/ 2) A, Wy, =(-1/2)gB. By + (L/2) A,
Wi, = (1/2)9B. By W._,,50 = (=1/2)gB. B2
W1/2,—1 = (1/ 2) glge Boh - (1/ Z)Ab V\/—1/2,1 = (_1/ 2) gﬂe Boh - (1/ Z)Ab

Entretanto, em virtude das regras de selefydg =+ e Ain, = 0, existem somente trés

possiveis transi¢cdes permitidas. Estas transicgiée eepresentadas na figura 2.3, onde um

tipico espectro de RPE (derivada da absorcéo) tanelséa apresentado.

a)

g =+1/ 2

g =—1/2

Figura 2.3. (a) Niveis de energia e transicfes pielas para um radical nitroxido em um

campo magnético constante num meio isotrépico. lijregta representado seu espectro de
RPE correspondente a derivada da absorc¢éao.
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2.2. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

Uma outra ferramenta bastante eficiente para iigasd mecanismo de interagéo
da porfirina TPPScom as micelas de CTAC é o espalhamento de radsXixo angulo.
Esta técnica tem demonstrado ser bastante Uutil etarndinacdo de caracteristicas
estruturais de particulas cujas dimensdes variadedenas a centenas de angstrons (A). O
processo de espalhamento envolve uma relacdo éneate tamanho de particula e angulo
de espalhamento, o qual pode ser visualizado dairdegmaneira: os elétrons de um
sistema ressoam com a frequiéncia dos raios-X gegap#or este sistema e emitem ondas
secundarias coerentes, que interferem entre sorfSlgpuma particula esférica, pode-se
assumir que a onda espalhada por um angiilpa®sui uma diferenca de caminhoXde
(figura 2.4) [31]. Sendo assim, se considerarm@smalhamento de todos os elétrons, a
superposicdo das ondas com todas as fases possiveiszira a um espalhamento na
direcdo B produzindo uma interferéncia. Se considerarmosulasgde espalhamento

menores, as diferencas de fase tornam-se menaeesrelas sobrepdem-se umas as outras.

Figura 2.4. Modelo de espalhamento de raios-X de panticula esférica homogénea [31].
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Esta técnica baseia-se no fato de que em uma solggfGpica de particulas
esféricas ou esferdides de baixa anisometria (r&zf#ice 0 eixo maior e menor do

esferdide) a intensidade do espalhamento de ram&aixo angulo é dada por [31]:

1 (@) =nP(a)S(q) (2.40)

ondeq é o vetor de espalhamento definido como sepdalnz/ Aserd en é um fator que
depende da densidade de particulas e de efeitomstlmmento. A funcdoP(q )é

conhecida como fator de forma, a qual esta reladammom a geometria da particula e com

a distribuicdo de densidadgxr) no seu interior. No caso do espalhamento de raias-X
baixo angulo,po(r )refere-se a distribuicdo de densidade eletrorddd Pode-se deduzir
expressdes mais simples para a funBgg no )aso de particulas com uma simetria bem

definida. Neste trabalho, discutiremos os fatoeefodma para esferas e elipsoéides.

A funcdo S(q )é conhecida como funcéo de interferéncia interpaes. Para o caso
de particulas que ndo interagem entre si, temos §ip =1, e a intensidade de
espalhamentd (g )} simplesmente proporcionalR{q). Neste caso, esta intensidade &

expressa pela equacao de Guinier [35],

—qug
1(q) =nP(q)=e (2.41)

ondeRy € o raio de giro da particula. Esta expresséambBemda como lei de Guinier e é

valida na regido dg que satisfaz a condicagR, < 10. Numa curva de espalhamento, a

regido para valores baixos g€gq— 0), conhecida como regido de Guinier, podemos abter
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raio de giro da particula através do grafico denf@ui(Inl vs g°) diretamente do

coeficiente angular da reta obtida nesta regiap [35

—_— 28

Figura 2.5. Modelo de curvas de SAXS para particdtamanhos diferentes em funcéo

do angulo de espalhamento, oridg <R ; <R;,[31].

A figura 2.5 apresenta trés modelos de curvas d¥SSAbtidos para particulas com

tamanhos diferentes. Os calculos dos raios dedfitinlos da regido de Guinier mostram
qgue a particula 1 € menor que a particula 3, quesy vez € menor que a particula 2.
Portanto, quanto mais deslocada for a curva paregi@es de angulos menores, maior é o

raio de giro da particula [31].

Podemos obter uma outra informacdo a partir desédicg. A faixa que
compreende valores dg maiores, também conhecida como regido de Porode @n

intensidade de espalhamento é independente da fdamgarticula e € dominada pelo
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espalhamento da superficie das particulas. Negi&ora intensidade de espalhamdid

€ dada por,
1(9) .. =NP(q) =271(Ap)*S/ q" (2.42)
com

HM:E (2.43)

qu 1(g)dg

ondeS ¢ a superficie total 8/Va superficie especifica da particula [36]

A lei de Porod pode ser generalizada para supesficactais do mesmo modo que
pode ser modificada se a interface ndo € abruptseca densidade de espalhamento no
interior da particula ndo € homogénea [37]. Umagsizacdo desta lei pode ser feita para

o0 estudo de SAXS de micelas [38]:

. 4 S A N
Ilmqﬂx’ A C(q) :277(\/) 7[(pp0| _ppar)2 +(pp0| _pO)ZY ] (244)
par /~ par

e

onde

-1+ [(1_ A)(l_ IOOVpol )]
A

Y

(Ppot = Po) (2.45)

Nas equacdes (2.44) e (2.45), temos Adeo numero de elétrons da cadeia parafinica em
relacdo ao numero de elétrons da molécula t&,é a superficie especifica da parte

parafinica, p,, € a densidade eletronica da regido potgy, € a densidade eletronica da

regido parafinica,0, € a densidade eletronica do solverMg, € o volume especifico
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parcial da regido polag, € a concentracéo eletrénicane Opara lamela, 1/2 para cilindro

e 2/3 para esfera.

2.2.1. A funcao distribuicao de distancias p(r)

Como mencionamos anteriormente, para sistemasesuémente diluidos de objetos
monodispersos, a intensidadg) esta relacionada com a forma e com o tamanho jeétoob
0 qual pode ser representado por uma transformadeodrier da funcéo distribuicdo das

distanciag(r) [35],

l(@=47 | o(r) 329 41 (2 46)
qr

0

ou
PO=- [1 @ = g 2.47)
me qr

onde D, corresponde a dimensdo maxima do objeto espallusdtal forma que(r) é

igual a zero para =D, .

A funcdo p(r) contém informacdes sobre a forma da particulallesgpara e do
contraste de densidade entre o seu interior e o mieundante [31]. Uma classificacédo
gualitativa da forma e estrutura interna destaide pode ser obtida diretamentepds,
como mostra a figura 2.6. A dimensdo maxima daqdat € obtida das curvas, uma vez

que p(r) se anula para =2 D,_,. No caso de esferap(r) tem um maximo em torno de

Dmay2. Por outro lado, para objetos anisométripgs, decai linearmente com a distancia
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entre o tamanho da sec¢ao transversal do objeta diswensdo maxima [31]. Para objetos
de secdo transversal constante e de forma arhjtdgonto de inflexdo entre o maximo e a

regido de decaimento fornece uma estimativa dorthmda secéo transversal [31].

PARTICULAS COM DISTRIBUICAO DE DENSIDADE ELETRONICA HOMOGENEA
plr)|
Doz
')
' i : .
v ‘ | "y :

I s ©
! EsFERA : PROLATO PROLATO

b. PARTICULAS COM DISTRIBUICAO DE DENSIDADE ELETRONICA NEO HOMOGENEA

Figura 2.6. Exemplos de funcdes de distribuicAalidédnciasp(r) para particulas com

distribuicdo de densidade eletrénica homogénea éodogénea [31].
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2.2.2. O fator de forma P(q)

As trés formas mais importantes relevantes paeatesgtalho correspondem a esfera,
elipsoide prolato de revolucdo e o cilindro. Podendeduzir expressfes simples para

fatores de forma de particulas com simetria dedinid

Esfera

Dada uma esfera de raiB e considerandoAp constante, a amplitude de

espalhamento € expressa pela equacao
R

Py (0) = 40| rz%dr (2.48)
0

Resolvendo a integral acima, encontramos que
Pes (0) = ApVe(u) (2.49)
sendo,
#(u) = Iser(u) -ucos()]/u® (2.50)
ondeu =R eV é o volume da esfera.

Supondo que as esferas sejam constituidas porcdoasias de diferentes densidades

eletronicas,p, e p,, em relagdo ao meip, (ver a figura 2.7), o fator de forma pode ser

descrito como[35]

P(Q) = Fezsf(Q) = [(:01_:02)\/1 ¢(qu)+(pz _po)vz¢(qu)]2 (2.51)

ondeV; eV, correspondem aos volumes das regi®esR; (figura 2.8), respectivamente.
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()
o)

~

Figura 2.7. Funcao distribuicdo de densidade ele®ado(r) de uma particula esférica,

composta por dois niveis de densidades difergnteg, em relacdo ao meja [35].

Elipséide de Revolucao

Seja um elipsdide comp constante e semi-eixd®e LR (v =razdo axial, também
chamado de anisometria), que pode ser transforeradama esfera de volume equivalente

cujo raio efetivoR,, € dado por

R, = R[ cos’ Y +v? serf z//]% (2.52)

sendo ¢ o angulo formado entre o eixo longo do elipséida éirecdo do vetor de

espalhamento.

Para qualquer orientacdo de um elipsoide, a ardplisera a mesma de uma esfera
com um determinado raio efetiR (equacdo 2.52). Se o elipsdide ndo tem orientacdo

preferencial, podemos obter o fator de forma agaeemédia de todos os possiveis valores

dey,



CAPITULO 2 - ASPECTOS TEORICOS DAS TECNICAS EMPRESA

P(a) =E{A,0V¢[qR91(w)]} “cosy)dy (2.53)

onde

O, () = (coS y +v?serfy)"'? (2.54)

Figura 2.8. Representacdo esquemética de um el@gplato de revolucdo com dois

niveis de densidade eletronica diferemiges o, em relagdo ao mejay [35].

Utilizando o modelo de duas camadas [35] indicaaldigura 2.8, analogamente ao

caso de esferas teremos que
F’(0|)=I0E [(0, = P )ViB(AR O, (1)) + (P, = P )V,P(AR,O, (1))]? cos)dy (2.55)

onde

0,(@)=(cos ¢ +v serfw)zl 250

O, () =(cos ¢ + v serty)?
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sendov,,, = (VR +0)/R, a razdo axial da particula inteiraR =R, +0, ondeo é a

espessura da segunda camada de densidade elejpgnica

2.2.3. Fator de estrutura S(q)

O fator de interferéncia ou funcdo de interferérg(@) entre as particulas coloidais
em um meio depende do potencial de interacdo estrparticulas e de suas posi¢cdes

relativas via a funcéo de distribuicao radial g(r)

S(a)=1+4m, ig‘(‘g)) { [g(r) ~1r? Se;(rqr) dr (2.57)

onde g(r ) representa a probabilidade de se encontrar unticydara uma distancia r do

centro da particula de referéncia. Como duas p#tcndo podem se interpenetrar,
nenhum vizinho pode ser encontrado mais proximaagaistancia maxima de aproximacao
D (diametro da particula), tal qug(r <D)= . Mo outro extremo, a densidade de
particulas longe da particula de referéncia éimgjuivel da densidade média e, portanto,

g(r - w)=1.
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3.1. Materiais
3.1.1. Preparacédo das Amostras de CTAC-TPPS

A porfirina anidnica meso-tetrakis (4-fenilsulfoapt(TPPS) foi adquirida da
Midcentury Chemicals e utilizada sem tratamentoviptéUma pequena quantidade da
porfirina TPP$ foi dissolvida em agua Mili-Q para preparar umdugdo estoque
concentrada. A concentracdo final do estoque foérdenada através do espectro de
absorcdo UV-VIS da porfirina, o qual foi obtido amm espectrémetro Hitachi U-3501
(Laboratorio de Biofisica, Instituto de Quimica®o Carlos) com uma varredura espectral
de 300-750 nm. O valor da absorbancia foi entaistraglo em 414 nm, onde tem-se que 0
coeficiente de extingdo molar é gg, = 5.42 x 16 M™ cmi*. Como o espectro de absorcéo
Otica da TPP&é caracterizado por uma forte absorcao nestesroueos de onda (banda

de Soret), uma cubeta de quartzo com caminho @ti£om foi empregada.

As amostras utilizadas para os experimentos de &RBEXS foram preparadas em
um tampao salino contendo 30 mM de acetato-fodfatato (concentracdes equimolares),
o qual foi obtido pela mistura destes sais (Matiiak) em agua Mili-Q. O tampéo foi entdo
ajustado para o pH 4,0 e 9,0 pela adicdo de umgdwiconcentrada de HCL e NaOH e
medida usando um pHmetro (Digimed). Uma segundac&ol estoque contendo o
surfactante catiénico cloreto de cetiltrimetilan®QCTAC) adquirido da Acros Organics
(New Jersey, USA) foi preparada medindo-se uma anapsopriada e dissolvendo-a no
tampé&o apropriado de forma a se obter uma concéotrinal de 100 mM de CTAC.
Assim, uma faixa de 2-10 mM de TPHSI alcancada pela diluicdo da solucdo estoque de

porfirina diretamente na solu¢do tamponada cont€idaC.
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3.1.2. Preparacdo das Amostras de BSA-CTAC

As amostras de BSA (St. Louis, MO, USA) foram pragas em 20 mM de tampao
fosfato (NaHPO,.H,0, pH 7,0) de modo a se obter uma concentracabd&@,15 mM. O
mesmo tampao foi utilizado na preparacao de 30 reMnitelas puras de CTAC. Uma
pequena aliquota de uma solugcéo concentrada dedaarde spin dissolvido em etanol foi
depositada em um tubo de eppendorf, onde o solf@gaporado sob um fluxo continuo
de gés nitrogénio. Uma faixa de concentracdo vdoiade 2-50 mM de surfactante foi
obtida pela diluicdo de uma solucdo estoque corammtna solucdo tampao contendo a
BSA. As amostras contendo 0,15 mM de BSA juntameaie a quantidade apropriada de
surfactante foram adicionadas diretamente sobikene fle marcador de spin formado no
tubo de eppendorf. A concentracdo final de marcaeaospin na solucéo foi de “1om.
Apés uma leve agitacdo, as amostras foram intrddgzem tubos capilares para as

medidas de RPE.

3.2. Métodos
3.2.1. Experimento de RPE

Os marcadores de spin derivados do acido este&f@8A e 16-DSA (DSA, do
inglés “doxyl stearic acid”) foram adquiridos dadAth Chem. Co. (Milwaukee, WI,
USA). Estes marcadores de spin apresentam o ganaonpgnético ligado as posicdes C-5
e C-16 da cadeia hidrocarbénica, respectivamente pequena aliquota de uma solucao
de marcadores de spin dissolvidos em etanol (10 feMylepositado em um tubo de

eppendorf e o solvente evaporado sob um fluxo coatide gas nitrogénio. Assim, as
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amostras contendo 100 mM de CTAC e a concentragfec#ica de porfirina foram
adicionadas ao fino filme de marcador de spin falonao interior do tubo de eppendorf,
onde a concentracéo final de marcador foi estinszlade 14 M. Ap6s uma moderada

agitacdo, as amostras foram introduzidas denttalutes capilares para as medidas de RPE.

Os espectros de RPE foram registrados em um e8pmtto Varian E-109
(Laboratério de Biofisica Molecular Sérgio Marcdras, Instituto de Fisica de Sao Carlos)
operando em banda X e equipado com uma cavidadeadeondas retangular padrdo. As
amostras dentro de capilares foram colocadas emtudn de quartzo de RPE e
centralizadas na cavidade de ressonéncia. Os paodnde operacdo do equipamento
foram: poténcia da microonda, 20 mW; frequénciandelulacdo, 100 KHz; amplitude de

modulacgéo, 1,0 G e varredura do campo magnétié:10

3.2.2. Andlise dos Espectros de RPE

Os espectros de RPE foram simulados através dagmagNLSL (do inglés,
Nonlinear Least-Squares). Somente ha pouco maisndedécada este programa tem sido
empregado nas analises de espectros de RPE nerdgimovimento lento [39,40,41], que
compreende situacbes em que os marcadores de E@iseatam tempos de correlacdo
rotacional no intervalo entre & 10° s. Esta faixa engloba sistemas em que os radicais
nitroxidos estao presentes em fluidos de fase antkertais como cristais liquidos e

membranas bioldgicas ou mesmo quando ligados somatgculas.

Este programa gera um espectro tedrico a partsotiegdo da equacao estocastica

de Liouville (SLE, do inglés “Stochastic LiouvillEquation”) utilizando os valores de



CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

entrada dos parametros definidos pelo usuério. B &luma equacgéo matricial construida
em um conjunto de bases que consiste de produtfsndées de spin, que representam
propriedades da ressonancia magnética, e das fegdelvendo os harmdnicos esféricos
generalizados, que representam a difusdo rotacmeaonda paramagnética. Como as
variaveis destas duas fungbes estdo correlaciora@aequacdo ndo pode ser resolvida
analiticamente, o programa NLSL utiliza célculosnéuicos para encontrar a solucdo da
SLE. Em seguida, o programa ajusta o0 espectrocte@® experimental através de um
algoritmo de minimizacdo envolvendo o método deimmds quadrados ndo lineares. Este
método é empregado pelo fato do residuo da difarqonedratica de ambos os espectros,
que constitui a fungcédo objetiva a ser minimizada, fermada por uma soma de fungdes
guadraticas nao lineares. Dentro deste método eexisinda diferentes modelos de
minimizacgao, tais como Gauss-Newton, quase-Newdorir(glés, “quasi-Newton”) dentre
outros, os quais sdo modificados do algoritmo paddd@ minimizacdo Levenberg-
Marquardt. No caso do programa NLSL, o modeloa#do é o quase-Newton, também
conhecido como modelo da regido de confianca. Assipnocedimento de minimizacéo da

funcéo objetiva é repetido até se atingir o granateergéncia pré-definido no programa.

A eficiéncia deste procedimento pode ser aumentdavés do método de
separacdo de variaveis. Neste método, as varigueipossuem uma relacdo nao linear
(por exemplo, 0s tensores magnéticos) sao sepadapselas que apresentam uma
dependéncia linear com a forma do espectro (panplke as amplitudes relativas de duas
espécies no mesmo espectro). Os valores otimizagkte segundo tipo de variaveis sao
calculados utilizando um algoritmo de fatorizac&® Que consiste em decompor a matriz

de coeficientes incégnitas em uma multiplicacdootrendo uma matriz ortonormal €
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uma triangular superior R. Em relacdo as variawéis lineares, o programa utiliza o
modelo da regido de confianca, limitando o tamahth@asso da variavel a ser otimizada.
O método de separacdo de variaveis também € bastinpara espectros de RPE com
multicomponentes, o qual possibilita obter a popderelativa de cada componente. Outra
vantagem encontrada no programa NLSL diz respeiiatétrface grafica, permitindo

acompanhar o processo de otimizacdo com a concumiitastracdo do espectro calculado.

3.2.2.1. Tensores Magnéticos e Larguras de Linha

O programa modela a reorientacdo de um sistemaagimpor um dnico elétron e
um Unico nucleo (tipicamente um nitréxido) deschitor trés tipos de interacdes: (a)
Zeeman do spin eletrdnico, com fator giromagnétiator g) anisotrépico (dependente da
orientacdo), (b) hiperfina elétron-ndcleo e (c) Maa isotrdpica do spin nuclear. Para
tanto, o programa NLSL utiliza diferentes tipossittemas de coordenadas, 0s quais seréo

abordados mais adiante. Como resultado da simylag&ensores magnéticgs (do fator

g) e A (da interacdo hiperfina) sdo determinados. Estesotes representam uma
anisotropia espectral e suas componentes podedesaminadas a partir do espectro de
amostras monocristalinas ou em sistemas onde cad@wrapresenta movimentos rapidos,
sendo que neste Ultimo caso sdo encontrados apenssalores médios. Por outro lado,
quando a sonda paramagnética apresenta uma dinartecmediaria, os valores destes
tensores ndo podem ser obtidos de uma simples valgGer direta do espectro

experimental.
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Os valores das componentes dos tensgresA podem ser obtidos de um espectro

onde o movimento do radical nitroxido é bastandrite, correspondente ao marcador
imobilizado. No caso dos radicais nitroxidos, odores mais comuns dos tensores

magneéticos estao nos seguintes intervaips= 2,007 a 2,010 Gg,, = 2,004 a 2,008 G,
d,,= 2,002a2,003GA,=5a8G,A,=4a6G,A,=32a36 G [12]. Na simulagao

€ conveniente fazer uma estimativa inicial adequi$atensores a partir das posicdes das
linhas e, logo durante o processo de refinamermtidarvum parametro de cada vez, ja que
podem estar fortemente correlacionados. Uma oytraxemacao € fixa-los, e variar
somente os parametros dinamicos e de ordenamenta$o de sistemas com ordenamento
microscopico) durante o procedimento de ajuste.r&iidade, na nossa experiéncia
observamos que, para formas de linha com movimento, o programa pode também ser
utilizado eficientemente para obter os parametragn@éticos do espectro num limite rigido

efetuando célculos no limite das varias pequenastde difusdo rotacional.

-

Os tensoregj e A neste programa de simulacdo podem ser represerdadinés
formas equivalentes: cartesiana (por exemplo, @a@,, d,,,9,,); axial, que pressupde
essa simetria dpll, gprp) e esférica modificadagl, g2, g3). Neste trabalho, por
conveniéncia de interpretacdo, € usada a formesiang.

A largura de linha dos espectros de RPE esta oglada com o tempo de correlagéo

rotacional do marcador de spin: quanto maior aulargde linha, maior o tempo de

correlagéo, isto €, menor a mobilidade da sondsgesBempos sdo caracterizados pelo

tensor de difusdo rotacionabD(), que sera abordado com mais detalhe na proxig@#ose

Adicionalmente, existem varios parametros na sigddagjue complementam a largura das

52



CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

linhas. Estes parametros representam n&o homogeesidlocais tanto do campo
magnético interno da amostra quanto do campo extgenado pelo equipamento. Dois
parametros sao isotropicos, isto €, afetam iguakrtenas as orientacdes, e outros dois sdo
anisotropicos. O coeficientlb (expresso em Gauss) representa uma largura dea linh
lorentziana isotropica adicional (portanto maiore qgero), sendo que seu uso € mais
apropriado quando as linhas tém forma de derivdddsrentziana, isto é, com variacdo
mais suave nas bordas. De forma similar, o coetiegb0 (em Gauss) € mais conveniente
quando as linhas tém uma forma mais aproximadaieada de gaussiana, ou seja, mais
abrupta nas bordas. Este coeficiente também pagguificado fisico unicamente para
valores maiores que zero. Analogamente, existernatez de largura de linha lorentziana
adicional anisotropicaV (em Gauss). Esta matriz pode alargar seletivaneetiteha do

espectro de RPE correspondente a cada compon&igta\(, e W,,). Por exemplo\W,,

alarga as linhas extremas (a de campo mais babeoceampo mais alto) que correspondem
a g,,e A, (no caso de nitréxidos) bem como a linha centvél.também pode ser
representada de trés formas diferentes. Por Ulbroogficientagib2 (em Gauss) representa
uma largura de linha gaussiana adicional dependerda orientacao,
ondegib = gib0 - gib2.cos’ ¢, ondey ¢ o angulo formado entre o eixo diretor e 0 campo
magnético externo (ver a sec&stemas de CoordengdeEle faz sentido unicamente
quando temos medidas com diferentes orientacdeslagfio ao eixo do campo externo ou
no modeloMOMD (do inglés, “Microscopic Order with Macroscopic bider”), o qual
nao sera abordado neste trabalho. O coeficiente pedassociado a ndo homogeneidade

do campo magnético externo. A diferergi0— gib2 deve ser positiva.
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3.2.2.2. Sistemas de Coordenadas

Na representacdo completa do problema séo defigidos sistemas de coordenadas
associados a diferentes grandezas tensoriaisd&séss sistemas estéo fixados na molécula
(marcador de spin), ou seja, giram em relacdo ao omade a sonda esta localizada e,
evidentemente, ao laboratério. Os outros dois edigados ao laboratério. As
transformagbes entre os diferentes sistemas sa@ssgs por trés rotacbes sucessivas

utilizando os angulos de Eulér = (a, 8, ¥)*3 (i) uma rotacdo em torno do eixatravés de
um anguloy; (i) uma rotacdo em torno do eixoatravés de um angulg e (iii) uma
rotacdo em torno do eixoatravés de um angula . Desta formaB € o angulo formado

entre os eixos longitudinaig € Z) do sistema original e do transformado, ao pagsn e

y estao relacionados com 0s eixos transversos. SBsTsEs fixos nos eixos moleculares

sdo:
» Sistema de coordenadas da interag¢ao hiperfing/y, z,) que contém o tensok.
» Sistema de coordenadas magnétixg ¥,.,z,, ) que contém o tensor do fatgr.

» Sistema de coordenadas de difusdo rotacioxal(,z ) que contém o tensor de

difusdo rotacionak.

Por convencdo, para os marcadores do tipo nitoxid sistema magnético de

coordenadasx_,, Y,,,Z,) € assumido como segue: 0 exao longo da liga¢do N-O, o eixo
z ao longo do orbitaRpn do nitrogénio e o eixyg perpendicular a ambos os eixos (figura

2.2) [42,43]. Para levar o sistema de interacaerfia para o sistema magnético sédo
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definidos os angulo® , = (a,,, 5., V..) - Geralmente, ambos os sistemas s&o considerados

colineares e, assim, esses angulos sdo nulosleRara sistema de difuséo rotacional para

0 magnético sao definidos os anguldg = (a,,5,,y, - Npta-se que no caso de simetria
axial para alguns dos tensores envolvidos em dadaformacéao, o angule,, que gira no
planoXY, é arbitrario.

Os outros dois sistemas de coordenadas estamreldos ao laboratério, isto é, sdo
fixos em relacdo ao espectrometro:

» Sistema diretor de coordenadas,,(y,,z,), que pode ser escolhido de forma
arbitraria. Para facilitar as analises, o sisteiret@ normalmente coincide com um
sistema que representa a anisotropia do meio. Felmdo a este sistema que a
molécula se reorienta em fluidos anisotrépicos.

» Sistema de coordenadas do laboratorgy(,z ), onde o eixa coincide com a

direcdo do campo magnético estéatico gerado pekecagmetro.

A Unica relacdo entre estes sistemas de coordegaatagves do angul@ = (0,4  Opois

0 sistema de laboratorio possui uma Unica diregdgitudinal definida pog, .

3.2.2.3. Modelos de Difusao

Os modelos de difusdo presentes no programa NLJS¢ésfdbelecem como o marcador de
spin ir4 se reorientar em relacdo aos eixos maleesilde rotacdox(,y,,z ), isto €, o

movimento desses eixos. Os quatro modelos de difusfizados pelo programa sao:
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difusdo rotacional browniana, néo-browniana, difusétacional por saltos discretos e
difusdo anisotrépica, onde o uso de cada modekfigidb pelo valor da variavel inteira

ipdf. O modelo de difuséo rotacional browniana € o rapi®priado para marcadores de
spin com tamanhos intermediarios e para macromialgauarcadas, sendo, portanto, o
modelo mais largamente utilizado. Neste traballoalo$ os ajustes espectrais foram
realizados fazendo uso deste modelo de difusddarmor somente este modelo sera

abordado a seguir.

Difusdo rotacional browniandipdf=0): Sequéncia de reorientacdes infinitesimais dadas

pelo tensor de difusdo rotaciond) J. Isto &, cada eixo molecular pode possuir um temp
de correlagdio caracteristico diferente. No programngensorD é dado em termos da
variavel R pela expressa® = Ioglo(lﬁ) . Ao longo deste trabalho, o simbolo log refere-se

alog,,.

Assim como os outros tensores, o tenBopode ter sua anisotropia representada nas

trés formas ja mencionadas: cartesiama,r{,rz), axial (rpll,rprp, assumindo uma
simetria axial) e mais uma envolvendo o valor médiar, N, Nxy). Nesta ultima forma,

que corresponde a mais utilizada na pratica, @&ofsa € expressa pelos fatores:

(rx+ry)

N=lo _bz =rz-
 Dx[Dy 2

(3.1) ou na simetria axial

N =lo D_pHJ =rpll —rprp (3.2)
Dprp
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*  Nxy= Iog[%]:rx—ry (3.3)

Para o valor médio do coeficiente de difusdo rotaali temos que:

« rbar=%/rxIy ¥z ou na simetria axialbar = \/rpll Ctprp (3.4)

Assim, podemos estimar o valor do tempo de cordielagtacional para um marcador de
spin em um fluido isotropico e com movimento um elodde difusdo Browniano pela

equacao,
r=(6R)™ (3.5)

Uma forma de estimar os valores iniciais do tempoatrelacdo médio bem como da
anisotropia é a partir de um espectro de RPE atemaperatura tal que a dinamica do
marcador de spin seja rapida e a forma de linhdedespectro seja caracterizada
aproximadamente por trés linhas finas bem definidessse espectro, a diferenca de
intensidades entre as linhas do campo central»® lprmite medir a anisotropi&l (no
caso de simetria axial), onde néo se leva em cerajéo a linha para campo alto. Quanto
maior for a diferenca de intensidade entre a lidbhaampo central e baixo, maior sera a
anisotropia do movimento do marcador de spin. yalar médio do tempo de correlagéo
rotacional depende da diferenca de intensidades astlinhas de campo central e alto,
sendo diretamente proporcional a largura da lirgmdral. Desta forma, quanto maior for a
largura da linha central bem como da raz&o entiatessidades de linha central e da de
campo alto, mais imobilizado estard o marcadompiee maior serd o tempo de correlacao

rotacional.
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3.2.3. Experimento de SAXS

Para as medidas de SAXS, as amostras contendo MO@en€CTAC sob as mesmas
condi¢des descritas anteriormente foram mantidasariibrio por pelo menos 48 h, onde
o volume final de cada amostra foi de 0,6 ml. Qseeixnentos de SAXS foram realizados
no Laboratério Nacional de Luz Sincontron (LNLSy(pinas, Sdo Paulo), usando uma
distancia amostra-detector de 930 mm. A amplitumlgator de espalhamentoé definida

comoq= (47serd)/ A, sendo28 o angulo de espalhamentol® comprimento de onda de

raios-X de 1,608 A. As intensidades experimentaiarh corrigidas pela amostra padréo,

contribuicdo do tampdo, atenuagdo da amostra énpelageneidade do detector.

3.2.4 Analise das Curvas de SAXS

Como vimos anteriormente, a intensidade de espah@mmde raios-X a baixo
angulo para particulas monodispersas com diferaareanhos e formas e distribuidas
aleatoriamente em uma solucao coloidal pode seeladd pela equacéo [31]

1(q) = kn,P(a)S(a) (3.6)
onde n, corresponde a densidade do numero de particklas, uma constante de
normalizacdo relacionada a montagem experimeR(g), € o fator de forma, refletindo o
tamanho e a forma da micel&&g) € o fator de estrutura interparticula. A deterigéimada
constante foi realizada através da intensidade de espalhandas micelas formadas pelo
surfactante aniénico dodecil sulfato de sodio (SD8ja vez que as funcoegy) e S(q)séo

bem conhecidas neste sistema [44].
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Neste trabalho, as formas das micelas de CTAC focamsideradas como
elipséides prolatos [20,21] com um semi-eixo medado pelo comprimento da cadeia

parafinica R_ .. (primeiro parametro livre nos ajustes) e com ois#r0 maior sendo

par

R onde v (segundo parametro livre) representa a razao .aRial micelas sao

par ?
constituidas de duas camadas com diferentes ddesi@detronicas: um nucleo parafinico

com densidade eletronica,, =0,275 e/R e uma camada externa de espessufa

(terceiro parametro) constituida pelos grupos caldes monémeros do surfactante e pela

agua de hidratacdo, o qual apresenta uma denselatténica dada powp,, (quarto

parametro) em relacdo ao meio aquoso. Neste ti@baldensidade eletronica da solucdo

tamp&o é assumida ser similar a da agya=0,327 elR.

Como mencionado anteriormente, a funcd@) na equacédo (3.6) € o fator de

estrutura interparticula. E importante mencionae quprograma de ajuste utiliza um
método de aproximagdo bastante conhecido chamadwedi esférica (MAS, do inglés
Mean Spherical Approximation) [45,46]. Neste métode particulas espalhadoras sdo
consideradas como esferas carregadas com coefidenibnizacdar = z/n (ondezen
sdo a carga da micela e o niumero de agregacaectiegmente) interagindo por meio de

um potencial de Coulomb.
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4.1. Interagéo da Porfirina TPPS com Micelas de CTAC

Antes de iniciarmos a discussdo dos resultadosmpgoriante fazer alguns
comentarios com relacdo ao modelo de ajuste wdizea simulacdo dos espectros de RPE.
Como vimos no capitulo anterior, o programa NLSknpte realizar ajustes espectrais
empregando diferentes modelos de movimento. Osesjuos espectros de RPE para os
marcadores de spin derivados do acido esteari@is@®-e 16-DSA) presentes nas micelas
de CTAC foram realizados assumindo uma modelo fles&lh Browniano, onde uma

anisotropiaN = R,/ R, =10 também foi considerada. Além disso, os ajustesedpsctros

de RPE referentes ao marcador de spin 16-DSA foeafizados utilizando um parametro
adicional, a largura de linha Gaussiana ndo-homeméRor outro lado, uma vez que as
formas de linha dos espectros de RPE do marcaB&/séo mais suaves nas bordas, uma

largura de linha Lorentziana ndo-homogénea foilb&ta

4.1.1. Anélise dos Espectros de RPE

As figuras 4.1A e 4.1B mostram os espectros de &pErimentais (linhas sélidas) e
de melhor ajuste (circulos abertos) dos marcadalesspin 5-DSA e 16-DSA,
respectivamente, incorporados as micelas formadast@0 mM de CTAC em tampéo
acetato-fosfato-borato 30 mM (pH 4,0), para as entracdes indicadas da porfirina TRPS
[47]. Estes ajustes foram realizados atraves dgramsa NLSL considerando a presenca de
uma Unica componente espectral, ou seja, a exigtdac@apenas uma populacao de radical

nitréxido. Esta consideracdo parece ser sustenpatka qualidade dos ajustes, como

indicado pelos pequenos valoresydéornecidos pelo programa NLSL (Tabelas 1 e 2).
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Além disso, as componentes cartesianas do terfevam fixadas durante o procedimento

de ajuste. Estes valores foram, =2,0086, g,, =2,0062 e g,,=2,0032 G para o

marcador de spin 5-DSA, g, = 2,0087,9,, =2,0067 eg,, =2,0030 G para 0 16-DSA.

A) B)
16DSA 5 |
pH40 § | ¢ [TPPS]

5-DSA

pH 4.0 [TPPS ]

0mM

330 3360 3380 3400 3420 340 3460 3340 3360 3380 3400 3420 3440 3460
Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)

Figura 4.1. Espectros de RPE experimentais (liflddisdas) e de melhor ajuste (circulos
vazios) a 24°C dos marcadores de spin (A) 5-DSB)el6-DSA incorporados a 100 mM
de CTAC em tampéo acetato-fosfato-borato 30 mM4pH para diferentes concentracdes

da porfirina TPP$H
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Os valores dos parametros de melhor ajuste obtidosimulacdo espectral estéo
apresentados nas tabelas 4.1 e 4.2 para ambosoossvde pHs estudados. E interessante

mencionar que os valores do tempo de correlacaoiomial,t, bem como das componentes

cartesianas do tensor hiperfind para um dado marcador de spin praticamente n&o
alteraram para uma faixa de 2-100 mM de CTAC pulad¢s ndo apresentados). Este
resultado sugere que o ambiente monitorado pelosad@res de spin 5-DSA e 16-DSA
ndo sofrem alteracdes para concentracdes do sumfacacima da concentragcdo micelar
critica (cmc). Neste trabalho, considerando as icoed de preparacdo das amostras, 0
valor da cmc foi de aproximadamente 1 mM. Um ouésultado curioso em relacao as

micelas puras de CTAC diz respeito ao pH da soluBama o 5-DSA, a tabela 4.1 mostra

que os valores de e da média aritmética das componentes do teﬁs(}narémetro,%)

foram de 1,03 ns e 15,14 G, respectivamente, nd,pHEstes valores sdo muito proximos
daqueles observados no pH 9,0, sugerindo que arcoa¢do dos grupos das cabecas
polares (camada de Stern) das micelas de CTAC iasipara ambos os valores de pHs

estudados. Um comportamento similar também podelsarvado para o 16-DSA.

Para efeitos de comparacdo, vale a pena mencioharesultados obtidos da
simulacao dos espectros de RPE para as micelas founaadas de 30 mM do surfactante
zwiteridnico N-hexadecil-N,Ndimetil-3-aménio-1-1pano fosfato (HPS) nos pHs 4,0 e
9,0 [48]. Em relacdo ao 5-DSA, os valoresderam 0,91 e 2,46 ns, respectivamente. Este
resultado denota que a regido da cabeca dos gpaperes do surfactante zwiteribnico &

afetada pelo valor do pH, uma vez que a mobilididmarcador foi um fator 2,7 menor no

meio alcalino. Além disso, as componentes do tefigerfino A foram A, = 6,30, A, =
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5,86 e A, = 33,00 G para o pH 4,0, &, =7,36, A, =7,50, e A,, =29,82 G para o pH

9,0. Estas mudancas sugerem que o fragmento pamnétimgdo 5-DSA em pH alcalino
esta orientado de modo que a contribuicdo da datesiéletrénica nas direcOre y é
aumentada enquanto que na diregéoeduzida.

Tabela 4.1. Tempo de correlacdo rotaciomaé desdobramento hiperfino isotropica, A

obtidos das simulacdes dos espectros de RPE (2d8Cinarcador de spin 5-DSA
incorporado a 100 mM de CTAC na auséncia e napcasgde TPPSem pH 4,0 e 9,0.

5-DSA
pH 4,0
[TPPS) ] (mM) t(ns)  Axx (1) Ayy (1) Azz (1) AQ) X2
0 1,03 6,57 5,99 32,86 15,14 2,29
2 1,10 6,47 5,98 32,65 15,03 10,99
5 1,23 6,51 5,95 32,52 14,99 7,17
10 2,41 9,30 5,80 29,50 14,87 3,37
pH 9,0
[TPPSy] (mM) 1 (ns) Axx (1) Ayy (1) Azz (1) AQ) X
0 1,05 6,43 6,01 33,01 15,15 3,16
2 1,12 6,49 6,01 32,71 15,07 5,49
5 1,21 6,62 6,02 32,51 15,05 13,59
10 3,23 9,83 6,06 28,70 14,86 6,11

Pode-se notar nas tabelas 4.1 e 4.2 que ambos msdoges de spin exibiram
diferentes estados de mobilidades. No pH 4,0, yemelo, os valores deforam de 1,03 e
0,20 ns para 0 5-DSA e 16-DSA, respectivamente.dggmifica que o marcador de spin 5-

DSA apresenta uma mobilidade cerca de 5 vezes nygramdo comparado ao 16-DSA, o
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qual é atribuido a proximidade do seu fragment@rpagnético a regido da camada de
Stern. Esta regido confere uma maior restricao kilidade do marcador de spin quando
comparado a regido do nucleo hidrocarbodnico dalan{oeonitorada pelo 16-DSA) devido
a uma menor flexibilidade da cabeca polar dos me@nésnde surfactante. No entanto, este
comportamento poderia estar associado a um gradaenflexibilidade do marcador, ou
seja, uma vez que o fragmento paramagnético doacharcl6-DSA esta localizado
proximo ao grupo Cklda cadeia hidrocarbénica, seria esperado uma mmaibilidade do
fragmento paramagnético em funcdo da grande fledablie desta porcdo da molécula do
marcador de spin. Entretanto, quando ambos os d@aesde spin estdo dissolvidos em
tampao, tem-se que os valores desdo 0,74 e 0,23 ns para 0 5-DSA e 16-DSA,
respectivamente. Isso indica que, apesar de retdregistir um gradiente, a mobilidade do
marcador de spin 5-DSA é apenas cerca de 3 vezes gquando comparado ao 16-DSA

em solucdo tampéao.

Além disso, os valores d&, para este mesmo pH indicam que ambos os marcadores

de spin monitoram um ambiente muito similar em terde polaridade. Este resultado é
bastante curioso, uma vez que seria esperada umar pelaridade (menor valor da,)

no nucleo hidrocarbénico da micela em relacdo &oega camada de Stern. Assim, duas
hipéteses podem ser sugeridas: (1) ou as molédeala&ggua penetrariam no interior do

centro hidrocarbdnico das micelas ou (2) os mamesdale spin assumiriam uma

conformagéo tal que seus fragmentos paramagnétisiasiam localizados a distancias

similares dos grupos das cabecas polares. E inmpertaencionar que os valores dg

para os marcadores presentes nas micelas de CTé&@nesdores quando comparados

aqueles observados para aos marcadores dissobntddampédo, onde o valor d§ é de
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aproximadamente 15,86 G para ambos marcadores.olsswe devido a uma maior
acessibilidade do solvente ao marcador, provocanddeslocando da densidade de elétron
desemparelhado no grupo N-O do fragmento paramagnéf consequentemente, um

aumento do valor do desdobramento hiperfino isatoEA, ).

Tabela 4.2. Tempo de correlagcdo rotaciomag desdobramento hiperfino isotrépica, A
obtidos das simulacdes dos espectros de RPE (28Qnarcador de spin 16-DSA
incorporado a 100 mM de CTAC na auséncia e napcasgde TPPSem pH 4,0 e 9,0.

16-DSA
pH 4,0
[TPPSy] (mM) T (ns) Axx (1)  Ayy (1) Azz (1) A (1) X
0 0,20 6,27 5,82 33,08 15,06 33,30
2 0,25 6,24 5,83 32,75 14,94 5,04
5 0,33 6,24 5,83 32,38 14,82 7,13
10 0,55 6,28 5,78 31,30 14,45 15,10
pH 9.0
[TPPSy] (mM) 7 (nS) Axx (1) Ayy (1) Azz (1) A (1) X
0 0,16 6,40 5,80 33,14 15,11 38,84
2 0,23 6,40 5,79 32,89 15,03 7,62
5 0,24 6,40 5,79 32,81 15,00 9,15
10 0,48 6,38 5,78 31,94 14,70 5,89

A figura 4.1.A mostra que a adicdo de porfirina aracterizada por pequenas
distor¢cdes na forma de linha dos espectros de Ri®avelmente associadas a mudancas
de mobilidade do radical nitroxido. De fato, osorak do tempo de correlagéo rotacional,
7, ha tabela 4.1 demonstram uma restricdo de movard marcador de spin 5-DSA em

funcdo da concentracdo de TRP&ra ambos os valores de pH, principalmente dtas a
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concentracdes de porfirina. Para 10 mM de T,PBS valores de foram 2,41 e 3,23 ns
para os pHs 4.0 e 9.0, respectivamente. Estesegaf#io cerca de 2 e 3 vezes maiores,
respectivamente, quando comparados aqueles obesryada micelas puras de CTAC.
Este resultado indica claramente que a adicdo deipa reduz a fluidez da micela, o qual
pode ser sido interpretado como devido ao efeiterdpacotamento, onde a presenca de
porfirinas na regido da interface das micelas dACpossivelmente induz a formacao de
uma estrutura micelar mais compacta. Além disgapala 4.1 mostra que, no caso do 5-

DSA, o valor da componentd,, do tensor hiperfino aumentou de 6,57 para 9,30G n

presenca de 10 mM de TRP®H 4.0). Por outro lado, um comportamento opdsio

observado para a componentg,, o qual reduziu de 32,86 para 29,50 G. Entretanto,
tomando-se a média aritmeética das componeAigs A, e A,, € possivel afirmar que a

adicdo de porfirina ndo altera significativamentpadaridade da regido dos grupos das
cabecas polares. Um comportamento similar tambébsérvado no pH alcalino. Deve-se

salientar que uma deficiéncia do programa NLSLf@® de que a polaridade do ambiente

medida peloA, s6 pode ser estimado através da média dos valorensorA .

Os espectros de RPE do 16-DSA também mostrararsessiveis a presenca de
porfirina (figura 4.1B). De fato, a tabela 4.2 nmasim aumento do valor deem funcédo da
concentracdo de porfirina, indicando que o nucleobarbbnico confere uma maior
restricdo ao grupo nitroxido do 16-DSA na preseaggorfirina. Isso € consistente com
um aumento no empacotamento do nucleo micelar. disito também mostrou ser mais
significativo para concentracdes mais alta de po&fj onde para 10 mM é visto que o
valor det para o marcador de spin 16-DSA em ambos pHs fdiation cerca de 2,9 maior

quando comparado a micela pura. Um comportamentitasitambém foi observado para
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este mesmo marcador em 30 mM de HPS [48], ondeinnmiailizacdo do marcador foi
observada para concentracdes crescentes de prfitabela 4.2 mostra que a adicao de

porfirina & seguida por uma redugéo da componéntelo tensor hiperfino, ao passo que
as componentes\, e A, permaneceram praticamente inalteradas para tdeia de

concentracdo de porfirina. Assim, um ambiente |lear@m mais hidrofébico € observado
para altas concentracdes de porfirina, onde esim gfarece ser mais evidente para o pH
4.0. Como veremos adiante, estes dados estao aoamim os resultados de SAXS, onde

uma redugéo do semi-eixo menor do raio parafinkRg, { foi interpretado como devido ao

efeito de empacotamento no nucleo hidrocarbéniamidala.

4.1.2. Andlise das Curvas de SAXS

A figura 4.2A mostra os dados de SAXS (simbolosa paicelas contendo 100 mM
de CTAC (pH 4,0) na auséncia e na presenca daiparinionica TPPSInicialmente, as
medidas de SAXS foram realizadas para concentragdesores a 100 mM de CTAC.
Entretanto, as intensidades de espalhamento namfeuficientes para realizar ajustes
adequados. As curvas de melhor ajuste (linhasas)livram obtidas assumindo as micelas
de CTAC como elipsoides prolatos, onde a razad éxjgentre 0 semi-eixo maior e menor
ndo exibiu mudancas significativas para a faixaateentracao 2-10 mM de TPA®&bela
4.3). Este resultado sera discutido posteriormente mais detalhes. Observe que a curva
de SAXS para uma solucdo micelar pura de 100 mK2Td&C (figura 4.2A) apresenta um

pico bem definido emq=0,06 A', em concordancia com os resultados obtidos em

trabalhos anteriores [49,50]. Este pico é refedoimo uma impresséao digital da funcéo de
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interferéncia interparticulaS(q) , a qual esta associada com a interacdo entrgadisies
carregadas das micelas. Em trabalhos prévios g@rgbdo um comportamento semelhante

para as curvas de SAXS de amostras contendo 40 en®D& puro em pH 4,0, onde este

pico estava localizado em=0,004 A* [44].

0.124

0.09-

0.06

I(q) (a.u.)

0.034

0.00

—0mM - 0.9
- =-2mM

- 5mM wn
—-— 10 mM o)
—406 =
o
<

- 0.3

0.3 0.4

Figura 4.2. (A) Curvas de SAXS experimentais (silodboe ajustadas (linhas sélidas) para
100 mM CTAC em tampdo acetato-fosfato-borato 30 mdipH 4.0 em funcdo da
concentracdo de TPRSEm (B) estdo apresentados as fungbes de inteciaré
interparticulass(q)e a funcédo de forma da partictl@) para os ajustes obtidos em (A).
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Por outro lado, ambos os surfactantes anidbnico &R®iteribnico HPS exibiram

um segundo pico bem definido com uma intensidadeimsaem q=0,17 e 0,12 A&,
respectivamente, o qual é caracteristico do fatdiocma intramicelaP(q ) No caso das

micelas puras de CTAC, este segundo pico ndo é@nctarte observado nas curvas de
SAXS da figura 4.2. Entretanto, a adicao de TARBece induzir seu aparecimento para
concentracdes maiores de porfirina, quando este @ideslocado na direcdo de valores
maiores de). Estes achados fornecem a primeira evidéncia @ aquicleo hidrocarbdnico
das micelas de CTAC é afetado pela incorporacgmde&ina. A seguir voltaremos a esta

discussao.

A figura 4.2B mostra a funcao de interferéncianmieelar S(q) e o fator de forma
intramicelar P(q ) associados as curvas de SAXS apresentadas na Bi@dx, onde foram

modeladas para os valores dos parametros listadombela 4.3. Note que nenhuma

mudanca significativa na funcas(q fpi observada para concentracdes crescentes de

porfirina. De fato, os ajustes revelaram que, emlmicoeficiente de ionizacde seja
pequeno (tabela 4.3), existe uma interacao reuésitre os agregados micelares.

Este resultado é surpreendente e igualmente ireeiparma vez que era previsto que
a interacao dos grupos sulfatos negativamentegaatos da porfirina anidénica TPP&mM
0s grupos amina dos mondémeros de CTAC neutralizsssargas positivas na superficie

da micela, consequentemente, reduzindo a funcamtdderéncia intermicelarS(q .)

Entretanto, trabalhos anteriores tém demonstradaquaior contribuicdo para a constante
de associacdo da TPPPelas micelas catibnicas de CTAC é devido as apfers

hidrofobicas [1]. Por outro lado, a func®&f{q eXibiu consideraveis mudancas em funcao

da concentracédo de porfirina (figura 4.2B).
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Tabela 4.3. Valores dos parametros obtidos dodezjusas curvas de SAXS para as
amostras contendo 100 mM de CTAC em tampao acktstato-borato pH 4,0 e 9,0 na

presenca e auséncia da porfirina TRPS

pH 4.0

[TPPS,] (mM) a Rpar (&) 0Gpot (A)  ppol (€/AY) v V(A3 n
0 0,045(5) 23,0(4) 3,93) 0,38(1) 3,1(1) 158037 344
2 0,040(3) 23,0(5) 3,9(3) 0,39(1) 3,02 152939 333
5 0,038(3) 21,5(5) 4,0(3) 0,39(1) 3,0(2) 124925 272
10 0,038(3) 20,0(5) 4,0(2) 0,40(1)  3,0(1) 100560 219

pH 9.0

[TPPS] (mM)  a Rpar (B)  Gpoi (A)  ppol (€/AY) v V(A% n
0 0,045(5) 23,03) 3,6(2) 0,39(1) 3,02) 152939 333
2 0,043(3) 22,5(5) 3,8(3) 0,39(1) 3,0(2) 143180 312
5 0,040(3) 21,5(5) 3,92) 0,402(3) 3,1(2) 129089 281
10 0,040(3) 20,0(5) 3,9(1) 0,405(2) 3,1(2) 103912 226

Legenda:a = coeficiente de ionizacddR . = eixo menor parafinicog ,= espessura

par — pol —
polar; o, = densidade eletronica;= razdo axial entre os eixos parafinicds; volume da

micela en = nimero de agregacao.

As curvas de SAXS mostraram ser bastante semethpata os dois valores de pH
estudados (curvas ndo mostradas para o pH 9,@)oBservacao é sustentada pelos valores
muito proximos dos parametros mostrados na tabgJantlicando que o efeito da porfirina
sobre as micelas de CTAC nao depende do seu eftgoimtonacdo. A fim de demonstrar

que as mudancas na func®gyq (figura 4.2B) estdo associadas essencialmenteaa um

reducdo do raio parafinico (paramefy, ), uma serie de analises foi realizada variando
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independentemente cada um dos parametros ajustéveisdelo; enquanto um parametro

foi variado, os outros eram mantidos fixos.

A v=2.6
0.5 - —v=28
I\ -v=30
o —-—v=32
Ieoo N\ v
I, 5
0.44 ', 7/ \“\‘ 0.03

I(a)(a.u)

0.0 ; , . , : ;
0.0 0.1 0.2 03 0.4

qA™)

Figura 4.3. (A) Curvas tedricas de SAXS obtidasinalacao pela variacdo da anisometria

(v). Os outros parametros foram fixos nos seguintdsres: R, =22 A, Op0 =4,0 A,

P =04 €/ B e a =0,04. (B) Inserto da regido de valoresyde faixa de 0.2 — 0.4,

Variacdes da razdo axial (parametrd mostraram uma reducéo da intensidade de
espalhamento, enquanto que a forma da curva de SpetSaneceu praticamente

inalterada para uma faixa de=2,6 a 3,2 (figura 4.3). Além disso, variacdes daswade
eletronica da camada polar (parametrg,) produziram alteracées na forma das curvas de

SAXS (figura 4.4), principalmente alteracdes assias a uma reducdo da intensidade de

espalhamento. Baseado nestas analises, foi possiveluir que variagbes em ambos os
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parametros/ e p,, ndo reproduziram satisfatoriamente as curvas erpetais de SAXS.
Por outro lado, a figura 4.5 mostra que variag@garametroR . resultaram em bons

ajustes, reproduzindo bem os dados experimentais.

Prai
074 A po
—— 0.380e/R
- — - 0.385¢/R
0.6
0.390e/R
05— —-—- 0.395¢e/R
W\ - 0.400e/R-B
= 04 RGN 0.405e34]
8
g 034
0.24
0.40
0.1
0.0 T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

qA™)

Figura 4.4. (A) Curvas tedricas de SAXS obtidasimaulacéo pela variacdo da densidade

eletronica polar g, ). Os outros parametros foram fixos nos seguiniémes:R ,, =22
A o0, =40A a=0,04ev=30. (B) Inserto da regido de valoresciea faixa de 0.2 —

0.4A7,

Como foi mencionado anteriormente, nenhuma mudsiggéficativa foi observada
em relacdo aos pHs, como poder ser visto comparasdparametros intramicelares
apresentados na tabela 4.3. Com o intuito de dio#lia discusséo, os resultados de SAXS

abaixo serdo analisados somente com base nos pia@os pH 4.0. Uma leitura rapida dos
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dados evidencia que o semi-eixo menor do raio fracafna auséncia de porfirin&®(, =

23,0 £ 0,4 A) esta em concordancia com valoresmnados previamente [49-51] e com o

comprimento esperado para a cadeia acila esterB#dacordo com a equacdo (1.2)

apresentada na introducao deste trabalho.

A
1.5 /- |:\)par
; ‘\ —— 20A
Lo Iy —-- 22A
. ! ‘\_ """ 24 A 015
! v ——-26A & B
— 1 N
g 0.0~ i \ 0.10 N
& . \ 1
G 1 \ 0.05 \-Q\ TN
- | RN _ N= ——

0.4

qA™)

Figura 4.5. (A) Curvas tedricas de SAXS obtidassimaulagdo pela variagdo do raio

parafinico R, ). Os outros parametros foram fixados nos seguirstses:o , =4,0 A,
P =0,4 €/ R, a =0,04 ev =3.0. (B) Inserto da regi&o de valorescpea faixa de 0.2 —

0.4A7,

Como observado da inspecéo das curvas de SAXS¢a@oatk porfirina induziu rearranjos

no nucleo hidrocarb6nico das micelas catibnicage Efeito é visto ser maior para altas

concentragdes de porfirina, onde o param&yg € reduzido para 20,0 £ 0,5 A, indicando
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um nudcleo hidrofébico que esta mais empacotado dpuaomparado a micela pura de

CTAC. Entretanto, os parametros relacionados asespe da camada polar,, =3,9 +
0,3 A bem como a densidade eletronjeg, =3,8 + 0,1 e/R praticamente n&o alteraram

para toda a faixa de concentracdo de porfirinamAdiéssso, a anisometria da particula
nao se alterou com a adicdo de TRR8gerindo que o efeito de empacotamento naa@alter

a forma da micela de CTAC.

Um estudo de espalhamento de néutrons a baixo @Q8ANS, do inglés “small-
angle neutron scattering”) mostrou a influéncia dastra-ions no tamanho das micelas de
SDS e CTAC [50]. As curvas de SANS obtidas pararh®de CTAC em solucdo aquosa
foram modeladas assumindo as micelas catibnica® ¢endo a forma de um elipsoide
prolato com razdo axial =1,61, onde um numero de agregacao de 120 foi tarobédo
[50]. Por outro lado, para micelas catibnicas ena wmucdo contendo 100 mM de KBr,
foram encontrados uma anisometriawde 3,05 e nimero de agregagéo igual a 227 [50].
Portanto, as observacdes acima mostram claramemteacpresenca de contra-ions na
solucdo tem uma grande influéncia sobre o tamaahmidela. E interessante mencionar
gue a curva de SANS obtida para as micelas congpdstd 00 mM de CTAC apresenta
uma forma similar as curvas de SAXS apresentad&$guaa 4.2A em 30 mM de tampéao
acetato-fosfato-borato (pH 4,0). Contudo, um numedeo agregacdo igual a 333 foi
encontrado neste trabalho, correspondendo a umr f@oa de 1,5 maior quando
comparado ao valor em solucdo de KBr. Uma provéxplicagdo para este fendbmeno é

devido as diferencas entre os contra-ions preseatsslucao.

A adigcéo de 2, 5 e 10 mM de TPRt micela de CTAC favoreceu a diminuigdo do

namero de agregacdo da micela de CTAC para 3332229, respectivamente. Estes
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achados suportam a idéia de que a incorporacaorfierma pelas micelas de CTAC induz
a formacdo de micelas menores, com um nucleo Hdoéaico mais empacotado quando
comparado as micelas catidnicas puras. A reducamrdanho da micela em funcdo da
adicdo de TPPRSpoderia ser explicada pela aproximacdo destarparfanidnica aos
grupos carregados positivamente das micelas cedé$nidiminuindo assim a repulsédo
eletrostatica entre os monémeros de surfactanteoesequentemente, o namero de
agregacao. Entretanto, como foi discutido antermie, as interacdes de natureza
hidrofobica contribuem mais significativamente paranteracdo da porfirina com as
micelas de CTAC, o que explica a alta constantesdeciacdo da TPP&s micelas neutras

e zwiteribnicas. A constante de associacao desfaipa com as micelas de CTAC foi de
10* Mt em pH 3,0 e 3.2 x f0M™ em pH 7.5 [1]. Estes valores sdo da mesma ordem de
grandeza que aqueles registrados para os surlestd®S (zwiteridnico). No caso do TX-
100 (neutro), a constante de associagdo é um poenor. Estes dados indicam um caréater

bastante hidrofébico da TPR$rovavelmente associado ao anel porfirinico.

4.2. Interagdo do Surfactante CTAC com a Proteina BA

A técnica de RPE com radicais nitroxidos tem sideviamente aplicada nos estudos
envolvendo a interacdo de surfactantes com a altzuche soro bovino (BSA) e com a
albumina de soro humano (HSA). Nestes estudosh@sses espectrais foram realizadas
através das relacdes de intensidade entre os pisoss distancias relativas como uma
medida indireta da mobilidade e da polaridade ofaskx pelos marcadores de spin,
respectivamente. Avancos na simulacdo dos espedgoRPE [39-41] tém permitido

monitorar em detalhes as mudancas que ocorrem nogsiqulades de movimento dos
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radicais nitroxidos, os quais ndo sao acessivaiptas técnicas espectroscépicas. Os
resultados a seguir foram obtidos através de asatisidadosas dos espectros de RPE dos
marcadores de spin 5-DSA e 16-DSA ligados a ur déialta afinidade da proteina BSA
através do programa NLSL. Este programa permititerobs parametros de difusédo
rotacional e as contribuicbes de cada componentespectro composto de RPE assim

como avaliar a polaridade dos ambientes onde osathares de spin estavam dissolvidos.

Durante o procedimento de ajuste dos espectrosPie Bstamos assumindo que o
modelo de difusdo rotacional dos marcadores de é&pilo tipo Browniano, sendo este
modelo largamente empregado nos casos em que amduegs de spin apresentam
tamanhos intermediarios e no caso de macromolécntasadas. Uma anisotropia de

movimento igual aN =R, /R, =10 foi também admitida, onde o critério empregado na

escolha do valor d&l estéa relacionado a qualidade do ajuste (valgr:dgfornecido pelo

programa NLSL. Parametros adicionais relacionadtagqura das linhas de RPE foram
também empregados, onde o critério utilizado pastréver uma largura de linha como
Lorentziana ou Gaussiana foi através de observatidetas dos espectros de RPE bem

como através da qualidade dos ajustes.

4.2.1. Anélise dos espectros de RPE

A figura 4.6A mostra os espectros de RPE experiam(linhas sélidas) e de melhor
ajuste (circulos abertos) do marcador de spin 5-X@Arporado a proteina BSA em
tampé&o fosfato 20 mM (pH 7,0) na auséncia e neepgasde diferentes concentragdes de

CTAC [52]. Note que o espectro de RPE referentSA Bura é formado pela existéncia de
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apenas uma componente espectral, onde a formanltke dieste espectro € tipica de um
marcador de spin fortemente imobilizado. De fatonaior valor do tempo de correlagcéao
rotacional,1;, na tabela 4.4 indica que a cadeia polipeptidécprdteina BSA confere uma
consideravel restricdo de movimento ao 5-DSA. Eoirigmte mencionar que o programa
NLSL ndo oferece a possibilidade de ajustar pam@metssociados diretamente a
mudancas de polaridade do ambiente monitorado pefasxidos. Assim, os dados de

polaridade apresentados na tabela 4.4 (valores jlfofam extraidos da média das

componentes do tensor hiperfir®. Além disso, os valores otimizados das componentes

do tensor § obtidos no procedimento de ajuste foray =2,0086, g,, =2,0064 e

g,, =2,0025 para ambos os marcadores de spin, estate® v@dores consistentes com

aqueles obtidos em trabalhos anteriores [53-55].

Estudos com marcadores de spin derivados do astdareco tém demonstrado que a
interacdo de surfactantes com a proteina BSA dngenée caracterizada pela coexisténcia
de duas componentes no espectro de RPE, onde alagigs de radicais nitroxidos de
cada uma destas componentes apresentam diferstadesde mobilidade. A componente
1, mais fortemente imobilizada, tem sido interptatdevido ao contato dos marcadores de
spin com a cadeia polipeptidica da BSA, enquant® @womponente 2 representa 0s
marcadores localizados nas estruturas micelare®emes tanto na estrutura da proteina
assim como livres em solucao [55]. Neste caso, wdefo de uma ou duas componentes
deve ser usado no procedimento de ajuste. Contmddises cuidadosas da forma de linha
revelaram que estas componentes ndo sdo obsersiatdtaneamente nos espectros de

RPE da figura 4.6A para todas as concentracfesT@eCCEm vez disso, a tabela 4.4
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mostra uma abrupta transicdo para 50 mM de suniactaguando uma completa

transferéncia dos marcadores de spin da compohgree a componente 2 é observada.

T
3200 3220 3240 3260 3280 3300 33203200 3220 3240 3260 3280 3300 3320

Campo Magnético (G) Carmpo Magnético (G)

Figura 4.6. A) Espectro de RPE experimental (linb@glas) e de melhor ajuste (circulos
vazios) a 24°C do marcador de spin 5-DSA ligad&A Bm 20 mM de tampao fosfato (pH
7,0) na auséncia e na presenca de CTAC. B) Espesitrulados para a BSA contendo 20
mM de CTAC usando um modelo de duas componentgedes superior, Chi-red =

35,35) e de uma componente (espectros inferiorré€thi 24,40).

Nos estados iniciais da simulagdo espectral, umetoode duas componentes foi

utilizado para realizar os ajustes espectrais panaentracbes mais baixas do surfactante
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catidnico. A figura 4.6B exibe dois espectros décRRra a proteina BSA com 20 mM de
CTAC, os quais foram ajustados fazendo uso de udeln@wom uma (espectro superior) e
duas (espectro inferior) componentes. Embora adatenlinha dos ajustes seja similar, a

qualidade dos ajustes fornecidos pelo programa NuSlor de x2,) sugere que o modelo

com uma componente foi melhor quando comparado wm anodelo. Assim, para

escolhermos 0 modelo correto, utilizamos uma rgg@ica empregada em ajustes
multiparameétricos (como € o caso do NLSL): se domelos fornecem ajustes com
qualidades similares, 0 modelo com menor nimegad&mnetros é escolhido, uma vez que

estes parametros sao suficientes para descregpeote de RPE.

Tabela 4.4. Parametros dindmicos e magnéticosasbtid simulacdo dos espectros de RPE
(24°C) para o marcador de spin 5-DSA ligado a B8A2® mM de tampéo fosfato (pH

7,0) na auséncia e na presenca das concentrac@dAdeindicadas.

5-DSA
[CTAC]
(mM) Componente 1 Componente 2
Tu(ns)  Awu(G) Nz (%) T2 (ns) Aoz (G) N, (%)
0 16,29 15,33 100 - - -
2 11,32 15,05 100 - - -
4 6,19 15,00 100 - - .
7 4,44 15,05 100 - - -
10 3,73 15,09 100 - - -
20* 3,48 14,95 95,3 1,35 15,03 4,7
20 3,56 15,15 100 - - -
40 3,46 15,09 100 - - -
50 - - - 1,11 15,03 100,0
70 - - - 1,08 15,07 100,0
micela 0,96 15,12 100,0
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Note na tabela 4.4 que os valorestgdeiminuem para concentracdes superiores do
surfactante CTAC. Este resultado indica que a aditgste surfactante a proteina BSA é
caracterizada por uma mudanca estrutural, comedddi pelo aumento consideravel da
mobilidade da cadeia polipeptidica na vizinhancaitlo de ligacdo do marcador de spin 5-
DSA. Para ilustrar este comportamento, temos quadar det; para 40 mM de CTAC é de
3,46 ns, um valor cerca de 4,7 menor quando compasaBSA pura. Por outro lado,
nenhuma mudanca significativa de polaridade (valoe A;) foi observada para toda a
faixa de concentracdo de surfactante. Com relag@on@onente 2, € interessante observar
gue os valores de sao relativamente proximos aquele observado gansi@elas puras de
CTAC, sugerindo que as regibes dos grupos das @&apetares monitoradas pelo
fragmento paramagnético do 5-DSA destas micelaesmondem a ambientes bastante
similares quanto a mobilidade. De fato, os valonesto proximos de & suportam esta

interpretacao.

Uma série de espectros de RPE para o marcadormd&DSA ligado a proteina
BSA com diferentes concentracbes de CTAC tambénanforsimulados e estédo
apresentados na figura 4.7A. Nestes espectros sivpbbservar a coexisténcia das
componentes 1 e 2 sobrepostas nos espectros dep&BE/ e 10 mM do surfactante
catiénico, onde um modelo de duas componentestifaglo no procedimento de ajuste.
Os valores de entrada dos tensores magnéticogmefera componente 1 foram obtidos
dos espectros para concentracdes inferiores deactamfe contendo apenas esta
componente. Assim, para obter os valores de entdi$a parametros referentes a
componente 2, foi necessario ajustar previamentegpactro formado exclusivamente por

esta componente. Para o ajuste dos espectros eoh® TmM de CTAC, os parametros de
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movimento e magnéticos (valores de entrada) forbtidas da simulacdo espectral da

amostra de BSA contendo 40 mM de surfactante.

20 220 A V0 PO /O VO30 P 040 0 LN 300 330
Carpo Megrético (G) Canpo Megrético (G)
Figura 4.7. A) Espectro de RPE experimental (linb@glas) e de melhor ajuste (circulos
vazios) a 24°C do marcador de spin 16-DSA liga@854 em 20 mM de tampéao fosfato
(pH 7,0) na auséncia e na presenca de CTAC. B)cEsgesimulados para a BSA contendo
7 mM de CTAC com suas respectivas componentesdas®slpelo programa NLSL. A

fracdo porcentual de cada componente também asseapada.
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O programa NLSL permitiu separar as componentesepobtas nos espectros
experimentais bem como estimar a fracdo das pdpesage marcadores de spin em cada
uma delas (tabela 4.5). A figura 4.7B mostra o espale RPE experimental e de melhor
ajuste para 7 mM de CTAC assim como suas respscativaponentes. Note que os valores
de 1, referentes a componente 2 sao sempre maiores @uemuparados aqueles
observados para as micelas puras de CTAC (tabé&p Este resultado estd em
concordancia com a interpretacdo feita anterioreanerca da origem da componente 2,
isto é, esta componente provavelmente correspondena situacdo envolvendo um
equilibrio de radicais nitroxidos entre as estragumicelares ancoradas na proteinas e as
micelas de CTAC livres em solucdo. Além disso, assude fluorescéncia tém sugerido
que o numero de agregacdo das micelas ancoradaSAaéBmuito menor quando
comparado aos valores observados para as micekss gm solucdo [56]. Micelas menores
implicariam em um nucleo hidrofébico mais empacota como conseqiiéncia, um
movimento mais restrito dos radicais nitroxidostagsnicelas. Para 20 mM de CTAC,
vemos que todos os marcadores 16-DSA foram desiegaara o ambiente micelar, uma

vez que nenhum sinal fortemente imobilizado (asstca componente 1) € observado.

Diferencas nos valores denas tabelas 4.4 e 4.5 sugere que as cadeiasyi@ipas
da BSA conferem uma maior restricdo a mobilidadgmpo nitroxido do 5-DSA quando
comparado ao 16-DSA. Esta diferenca tem sido irdeaga por outros trabalhos
assumindo que estes marcadores de spin estdodigadu sitio da BSA de tal forma que a
sua cadeia hidrocarbbnica esta localizada dentrondeanal da proteina. Entretanto, os
valores de A mostram que a ambos nitroxidos monitoram um anbigmito similar em

termos de polaridade, contrariando a idéia forreequblos autores. Caso a cadeia
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hidrocarb6nica dos marcadores de spin estivessiodda um canal da proteina, seria
esperado uma menor polaridade para o 16-DSA (mApdr Além disso, analises dos
espectros de RPE dos radicais nitroxidos derivalboscido estearico ligados a BSA e
interagindo com ions ferrocianeto revelaram queup@ nitréxido do 5-DSA é facilmente
acessado por este ion paramagnético, provocandoresingdo do sinal de RPE. Estes
estudos também mostraram que o grupo nitroxido6dD3A parece ser de alguma forma

alcancado por este ion, sugerindo que o solveatessivel em ambos os casos [57].

Tabela 4.5. Parametros dinAmicos e magnéticosasbtid simulacdo dos espectros de RPE
(24°C) para o marcador de spin 16-DSA ligado a B8A20 mM de tampao fosfato (pH

7,0) na auséncia e na presenca das concentrac@dsAdeindicadas.

16-DSA
[CTAC]
(mM) Componente 1 Componente 2
11 (ns) Ao (G) N: (%) T2 (NS) Aoz (G) N2 (%)
0 7,56 15,46 100 - - -
2 5,39 15,43 100 - - -
4 4,27 15,66 100 - - -
7 3,32 15,71 74,2 1,29 14,85 25,8
10 2,76 15,71 48,8 1,18 14,85 51,2
20 - - - 1,00 14,85 100,0
40 - - - 0,62 14,86 100,0
micela 0,17 15,08 100,0
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Um outro resultado bastante curioso diz respeitooagportamento das componentes
1 e 2 nos espectros de RPE das figuras 4.6A e £@m 20 mM de CTAC, temos que
todos os marcadores de spin 16-DSA estdo locakizads estruturas micelares, enquanto
gue o mesmo efeito s6 é observado para 50 mM dactamte em relacdo ao marcador 5-
DSA. Esta diferenca pode ser explicada em termosatstante de afinidade destes
marcadores pelo sitio da proteina. Um estudo de RREdemonstrado que os &cidos
estearicos com os fragmentos paramagnéticos nadessC-5, C-12 e C-16 da cadeia
acila e ligados a proteina HSA apresentam umaaotestle afinidade tal que 5-DSA > 10-
DSA > 12-DSA. Este efeito pode ser associado a ammmpedimento estérico daqueles
marcadores de spin com o anel do radical nitroladalizado préximo ao grupo metila da
cadeia hidrocarbdnica, sugerindo que estes mamesidderivados do acido estearico) nao

séo habeis para entrar no canal da proteina.
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5.1 Interacdo de Porfirinas com Micelas de CTAC

As simula¢cBes dos espectros de RPE através doapnagde ajuste NLSL
forneceram valiosas informagbes acerca da fluidezpotaridade das regibes
correspondentes a camada de Stern e ao nucleocdiidémico monitoradas pelo
fragmento paramagnético dos marcadores de spinfeDI%-DSA, respectivamente. O
tempo de correlacdo rotaciongl,indicou que a adicdo de porfirina é caracterizamta
uma diminuicdo da fluidez micelar, o qual tem sidtribuido ao efeito de
empacotamento deste sistema. Este efeito mostromais significativo para altas
concentracfes de porfirina. Para micelas de CTA@ddas por 10 mM de TPP8m
pH 4.0, por exemplo, os valores déoram iguais a 2,41 e 0,55 ns para 0 5-DSA e 16-
DSA, respectivamente. Estes valores sdo cerca fendiores quando comparados
aqueles observados para a micela pura. Por owdm & resultados mostraram que
somente pequenas variacdes de polaridade forastreatis no ndcleo hidrocarbdnico

devido a adicao de porfirina.

Os ajustes das curvas de SAXS também mostraramessgnciais para
compreender o mecanismo de interacdo da porfinf@mea TPPHcom as micelas de
CTAC. As curvas de SAXS foram bem ajustadas cormimfl® estas micelas como
elipséides prolatos, como descrito previamentespestudos de SANS [50]. As curvas

de SAXS exibiram a presenca da funcéo de interf@aéntermicelarS(q) na auséncia

e na presenca de porfirina, ao passo que um destota do pico caracteristico do fator
de forma P(q) na direcdo de valores maiores gefoi observado em funcdo da

concentragdo de porfirina. Assim como nos resutaloRPE, os dados de SAXS nao
exibiram mudancas significativas no nucleo hidrbéaico nem mesmo na densidade

ou espessura das camadas polares das micelas dg. ©r8emi-eixo menor do raio
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parafinico reduziu de 23,4 + 0,4 para 20,0 + 0,8afpresenca de 10 mM de porfirina,
mostrando que a regido do nucleo hidrofébico fetaafa pela incorporacdo do anel
porfirinico. Estes achados sustentam a interpretéajfa anteriormente para a reducéo
da fluidez, mostrado pelos resultados de RPE, d fpiaatribuida ao efeito de

empacotamento da micela. Por outro lado, a esmeskurcamada polawo bem

pol

como a densidade da camada pojgj, , ndo mudaram em funcao da concentragao de

porfirina. Além disso, a razao axial indicou que a forma da micela ndo altera para

altas concentracdes de porfirina.

5.2. Interacdo do Surfactante CTAC com a BSA

As simulagbes dos espectros de RPE das amostrddSAecom diferentes
concentragbes do surfactante CTAC também permitiservar caracteristicas
Importantes em relagdo a estes sistemas. Um résli&stante informativo diz respeito
ao aumento da mobilidade da cadeia polipeptidicafemao da concentracdo do
surfactante, o qual esta relacionado com mudanga$ormacionais na estrutura
terciaria da proteina. Notou-se também que os marea de spin 5-DSA e 16-DSA
apresentaram diferentes comportamentos frentecd@ade CTAC, onde foi necessario
uma maior concentracdo de surfactante para destmrapletamente o 5-DSA da
proteina (componente 1) para as regifes micelamsponente 2). Uma interpretacao
para este comportamento foi fornecia, onde sugeriouee este efeito pode estar
associado a uma maior constante de afinidade d8A4iela proteina em relacdo ao
16-DSA. Além disso, foi possivel mostrar que a congmte 2 surge de um equilibrio
entre dois meios micelares: estruturas micelaresradas na proteina e micelas livres

em solugéao.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

A idéia de que os marcadores de spin estdo inseddatro de um canal da
proteina também foi discutido, onde nossos resdtadostram ndo sustentar esta
interpretagcédo. Se realmente os marcadores de sfwessem em um canal, os ajustes
seriam sensiveis a anisotropia de movimento (vdéoN ) e a polaridade observada
para o 16-DSA seria menor quando comparada ao 5-BSé nao foi observado neste
trabalho, onde a polaridade dos dois marcadoreslftivamente proxima. Além disso,
um estudo anterior mostrou que ambos marcadoramfigualmente acessados por um

ion paramagnético.
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CAPITULO 6 - PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

Como foi dito no inicio deste trabalho, a porfirmaso-tetrakis (4-fenilsulfonato)
(TPPS) tem sido reconhecida como uma molécula promispara o uso em PDT.
Além disso, estudos recentes tém sugerido suaagflo no tratamento de psoriasis e
outras doencas de pele. Assim, o proximo passce deasbalho sera investigar o
mecanismo de interacdo das porfirinas anidnica TRP&atibnica meso-tetrakis (4-
methylpyridyl) (TMPyP) na forma de base livre e gbexada com os metais Fee
Zn** com as membranas do estrato cérneo (EC). O ECaénada mais superficial da
pele e, com cerca de 1t/n de espessura, controla a passagem de substénceasbas
direcBes através da pele. Estes estudos realizaitinando as técnicas de ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE), fluorescéncia, rgheoUV-Vis e de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fautransform infrared). Estas
investigagfes sao indispensaveis para um melhendimento em nivel molecular do
mecanismo de interacdo das porfirinas com as regi@s dominios lipidicos das
membranas de EC. Além disso, fornecem subsidias gpalesenvolvimento de novas

tecnologias relacionadas ao tratamento de doengaglaopico.

Além dos estudos de interacdo de porfirinas conCpderdo utilizados sistemas
modelos mais simples formados pela mistura dodidipimais abundantes encontrados
no EC. Estudos tém demonstrado que misturas apdawide ceramidas, acidos graxos
e colesterol mimetizam a regido dos dominios lguislido EC, o qual é responsavel pela
principal rota de permeacdo através da pele. Viasiae fosfolipidios também seréo

empregadas como modelos simples de membrana lwal6gi
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Referéncias Bibliograficas



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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