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Lista de Abreviaturas v

Lista de Figuras viii

Lista de Tabelas xx

Prefácio xxii

Resumo xxiv

Abstract xxv

1 Introdução 1

1.1 Biof́ısica de Membranas Biológicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
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5.3.2 Efeito Hemoĺıtico dos Terpenos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100

5.3.3 Alteração na Fluidez da Membrana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101

5.4 Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

5.5 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107

6 Efeitos do Nerolidol em Membrana Modelo e de Estrato Córneo Estudados
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acima da Tm passa a ser fase ĺıquida-desordenada (ld) (também conhecida como
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pelos grupos R). Figura adaptada de Molecular models of the intercellular lipid

lamellae from epidermal stratum corneum [62]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

1.15 Estrutura molecular das nanopart́ıculas AURORA-DSG (Painel esquerdo). O

conjugado possui forma molecular Au55C262H265P12NO7 e peso molecular 14745,27

g/mol. O painel da direita mostra uma micrografia eletrônica na qual as várias
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fosforescência. Figura adaptada de Principles of Fluorescence Spectroscopy [131]. 50

2.11 Diagrama de Jablonski simplificado ilustrando o significado de tempo de vida e
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B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82

4.5 Espectros de RPE dos marcadores 5-DMS, 16-DMS, 5-DSA e 12-DSA incorpora-
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veśıculas de DPPC tratadas com os terpenos na razão (0,8:1) terpeno:liṕıdio nos
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onde os liṕıdios podem estar covalentemente ligados à superf́ıcie exterior dos en-
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por suas diferenças de altura (escala de cor). As regiões negras representam o

substrato de mica onde as bicamadas não foram adsorvidas. Todas as imagens
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3. Os asteriscos representam os tempos de correlação rotacional dos marcadores

dissolvidos nas micelas de terpeno. Os quadrados representam os tempos de

correlação rotacional da amostra controle. As setas indicam a temperatura da

transição de fase principal (Tm = 41, 4 ◦C) da amostra controle (sem terpeno).

Painéis: A, 1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol. . . . . . . . 182

D.4 Tempo de correlação rotacional, τc, para o marcador 5-DMS incorporado em
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veśıculas de DPPC tratadas com terpenos na razão (1,2:1) terpeno:liṕıdio como
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D.7 Logaritmo natural do coeficiente de partição no equiĺıbrio, Ke, calculado com
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Prefácio

Nesta tese estão compilados parte dos resultados obtidos por mim, sob a orientação dos

professores Dr. Antônio Alonso e Dr. Félix M. Goñi, durante meu peŕıodo de doutoramento

(março de 2010 à abril de 2014). De maneira geral, este trabalho examina a interação de

algumas moléculas de interesse com uma série de biomembranas por meio de diferentes técnicas

experimentais. No primeiro caṕıtulo dessa tese, o leitor irá encontrar uma introdução sobre

as caracteŕısticas gerais das membranas liṕıdicas e sobre as caracteŕısticas particulares das

biomembranas estudadas, além de uma descrição das moléculas escolhidas (terpenos e uma

nanopart́ıcula conjugada) para serem estudadas nesse trabalho. No segundo caṕıtulo, estão

descritos os aspectos teóricos das técnicas experimentais utilizadas em nossos estudos com

ênfase em suas aplicações em sistemas biológicos. O leitor moderadamente familiarizado com as

espectroscopias de ressonância paramagnética eletrônica (associada ao método dos marcadores

de spin) e de fluorescência, e também com as microscopias de fluorescência e de força atômica

pode evitar este caṕıtulo e dirigir sua leitura diretamente aos caṕıtulos subsequentes sem perda

de linearidade do texto. No terceiro caṕıtulo, o leitor irá encontrar os principais objetivos desse

trabalho.

Nos caṕıtulos 4, 5 e 6 estão apresentadas as motivações, os métodos experimentais e

os resultados de nossos estudos sobre a interação de terpenos com alguns tipos de biomem-

branas (estes estudos foram realizados sob a orientação do professor Dr. Antonio Alonso, na

Universidade Federal de Goiás). No final de cada um destes caṕıtulos está inclúıda também

a contextualização de nossos resultados com os resultados encontrados na literatura e nos-

sas respectivas conclusões parciais. O estudo da interação de terpenos com biomembranas é
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particularmente interessante, uma vez que estas moléculas podem atuar como facilitadores da

penetração de fármacos através da pele, além de apresentarem atividade antitumoral, antibac-

teriana e antiparasitária entre outras.

O caṕıtulo 7 segue a mesma estrutura dos caṕıtulos 4, 5 e 6 para apresentar os resulta-

dos obtidos (sob a orientação do professor Dr. Félix M. Goñi, na Universidade do Páıs Basco)

sobre a interação da nanopart́ıcula de ouro conjugada 1,2-distearoil-sn-glicero-3-(Nanopart́ıculas

Aurora) com modelos de membranas liṕıdicas. Essa part́ıcula foi desenvolvida para aumentar

a resolução das bicamadas liṕıdicas em imagens de microscopia eletrônica e os primeiros resul-

tados sobre os efeitos de sua incorporação nessas bicamadas estão reportados nessa tese.

Finalmente, nos caṕıtulos 8 e 9 o leitor irá encontrar as conclusões gerais dos trabalhos

aqui apresentados, bem como nossas perspectivas sobre a continuação desses estudos. O leitor

pode encontrar ainda, no final desta tese, 5 apêndices nos quais estão apresentados partes do

tratamento matemático das técnicas experimentais usadas e uma série de resultados obtidos,

os quais foram separados da sequência principal do texto para facilitar sua leitura. Um último

apêndice foi inclúıdo na forma de uma lista dos artigos publicados e manuscritos preparados

durante meu peŕıodo de doutoramento. Espero que o texto à seguir corresponda as expectativas

do leitor.

Sebastião Antônio Mendanha Neto
Goiânia, abril de 2014.
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Resumo

As interações de terpenos com membranas de eritrócito, fibroblastos, estrato córneo e

membrana modelo composta de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina foram investigadas por

meio das espectroscopias de ressonância paramagnética eletrônica e de fluorescência por meio

do uso de sondas lipof́ılicas. Foi posśıvel demonstrar que quando adicionados em altas concen-

trações à sistemas que possuem uma alta relação liṕıdio/solvente, terpenos como o 1,8-cineol,

α-terpineol, (+)-limoneno e nerolidol são capazes de se estabilizar em agregados moleculares

capazes de extrair os liṕıdios das bicamadas. Estudos sobre o potencial hemoĺıtico e citotóxico

de vários terpenos demostraram que os danos celulares causados por estas moléculas são de-

pendentes da concentração e que dentre os terpenos estudados, nerolidol e terpineol são os mais

hemoĺıticos e citotóxicos enquanto limoneno e cineol são os menos hemoĺıticos e citotóxicos. En-

tretanto, a baixa correlação entre estes dois testes indica que os processos envolvidos em cada

caso não são totalmente dependentes. Ficou demonstrado ainda que uma vez incorporados nas

membranas, os terpenos aumentam a fluidez das bicamadas liṕıdicas e diminuem a tempera-

tura de sua transição de fase principal. Diferenças entre o aumento de fluidez promovido pelo

sesquiterpeno nerolidol e por todos os monoterpenos estudados foram verificadas. Contudo,

uma comparação entre o efeito dos monoterpenos estudados, não aponta para diferenças sig-

nificativas entre suas capacidades de aumento de fluidez. Além disso, foi demostrado através

das microscopias confocal e de força atômica e da espectroscopia de fluorescência que a 1,2-

distearoil-sn-glicero-3-(Nanopart́ıculas Aurora) é melhor incorporada em membranas liṕıdicas

em fase fluida e que a adição de 0,1% destas nanopart́ıculas conjugadas não produz grandes

variações na fluidez e não provoca mudanças morfológicas substanciais das bicamadas liṕıdicas.
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Abstract

The interactions of terpenes with membranes of erythrocyte, fibroblasts, stratum cor-

neum and the model membranes of 1,2-dipalmitoylsn-glycero-3-phosphocholine were investiga-

ted by using the the electron paramagnetic resonance and fluorescence spectroscopic of lipophilic

probes. It has been shown that when added at high concentrations to systems having a high

lipid/solvent ratio, terpenes such as 1,8-cineol, α-terpineol, (+)-limonene and nerolidol are able

to self-stabilize in molecular aggregates which can extract the bilayers lipids. Studies on the

hemolytic and cytotoxic potential of various terpenes showed that cell damage caused by these

molecules are concentration dependent and that among the studied terpenes, nerolidol and

α-terpineol are the most hemolytic and cytotoxic, while (+)-limonene and 1,8-cineole are the

least hemolytic and cytotoxic. However, the low correlation between these two tests indicates

that the processes involved in each case are not completely dependent. It was also shown that

once embedded in the membrane, terpenes increase the fluidity of lipid bilayers and decrease

the temperature of the main phase transition. Differences between increased fluidity promoted

by sesquiterpene nerolidol and all monoterpenes studied were observed. Meanwhile, in a com-

parison of the effect of the monoterpenes studied, no significant differences in their ability to

increase membrane fluidity were detected. Furthermore, it was demonstrated by using confocal

and atomic force microscopy and fluorescence spectroscopy that the 1,2-distearoylsn-glycero-

3-(Aurora nanoparticles) is better incorporated in lipid membranes under fluid phase and that

the addition of 0.1% of these conjugated nanoparticles do not produces large variations in

membrane fluidity and no causes substantial morphological changes of lipid bilayers.
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Introdução
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1.1 Biof́ısica de Membranas Biológicas 2

1.1 Biof́ısica de Membranas Biológicas

Existem várias áreas de interface cient́ıfica onde os f́ısicos têm fornecido - e continuam

fornecendo - diversas contribuições valorosas. Um exemplo desse tipo de aplicação é encontrado

no estudo da termodinâmica, estrutura, dinâmica e comportamento funcional das membranas

biológicas. A f́ısica das membranas biológicas é excepcionalmente interessante uma vez que elas

se auto-organizam espontaneamente em solução aquosa e são quase bidimensionais, compos-

tas de moléculas relativamente grandes mas flex́ıveis e que possuem vários graus de liberdade

intramoleculares. Além disso, as membranas biológicas exibem um comportamento de fase

complexo e incorporam biomoléculas grandes, tais como protéınas, sem comprometer sua inte-

gridade estrutural básica. Este ńıvel de diversidade estrutural apresenta muitos desafios para

aqueles que desejam investigar as propriedades f́ısicas e qúımicas das biomembranas, além de

apresentar a possibilidade de que novos modelos possam surgir a partir desses estudos [1].

As membranas biológicas têm sido quantitativamente estudadas experimentalmente

por uma grande variedade de métodos [2–4]. Neste trabalho vamos utilizar as espectroscopias

de ressonância de spin eletrônico e de fluorescêncica, bem como as microscopias de fluorescência

confocal e de força atômica para avaliar a interação de terpenos e de uma nanopart́ıcula de

ouro conjugada com uma série de biomembranas.

1.1.1 Composição Liṕıdica das Membrana Biológicas

Biomembranas t́ıpicas são altamente heterogêneas em sua composição, mas sua matriz

estrutural básica1, a bicamada liṕıdica, é a mesma em quase todas as células procariotas e

eucariotas [1]. Bicamadas liṕıdicas são estruturadas por duas monocamadas opostas compostas

por moléculas denominadas liṕıdios. Uma molécula de liṕıdio normal, geralmente tem peso

molecular de cerca de 750 g/mol e é constitúıda por duas partes distintas - uma hidrof́ılica

(solúvel em água) e outra hidrofóbica (insolúvel em água). A parte hidrofóbica é composta

1A visão conceitual de biomembranas com base no conceito bicamada liṕıdica, chamado de modelo de mosaico
fluido, foi proposto pela primeira vez em 1972 por Singer e Nicholson [5].



1.1.1 Composição Liṕıdica das Membrana Biológicas 3

por uma cadeia de grupos CH2 terminada por um grupo metila (CH3). Já a parte hidrof́ılica

varia de liṕıdio para liṕıdio. Para o caso dos fosfoliṕıdios, a parte hidrof́ılica pode conter entre

outros grupos, fosfato e colina. Em pH neutro o fosfato carrega uma carga negativa ĺıquida que

é equilibrada por uma carga positiva ĺıquida da colina. A natureza bipolar dos liṕıdios confere

a essas moléculas um caráter anfif́ılico para se organizar em estruturas que protegem as regiões

hidrofóbicas da água e maximizam o contato das regiões polares com a água.

Todas as membranas celulares contém glicerofosfoliṕıdios, formados à partir da com-

binação de vários grupos ligados através do glicerol a duas cadeias acila, uma das quais é

geralmente insaturada. Embora os glicerofosfoliṕıdios sejam suficientes para formar bicama-

das, a membrana plasmática da maioria das células eucarióticas contem ainda outras duas

classes de liṕıdios - os esteróis e os esfingoliṕıdios (Figura 1.1) [6].
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Figura 1.1: Estruturas moleculares das principais classes de liṕıdios que compõem as membranas das células
eucarióticas. Esteróis são baseados em uma estrutura de quatro anéis, com o colesterol sendo a forma presente
em maḿıferos. Glicerofosfoliṕıdios são baseados no diacilglicerol e, tipicamente tem cadeias acila de 16-18
átomos de carbono, uma das quais contém uma ligação dupla cis. O grupo radical (R) pode ser neutro (serina
ou inositol) ou positivo (etanolamina ou colina). Esfingoliṕıdios são baseados na ceramida e, em maḿıferos, o
grupo (R) pode ser a colina (esfingomielina) ou no caso dos glicoesfingoliṕıdios a glicose. A cadeia acila ligada à
base esfingóide é tipicamente saturada, variando entre 16-26 átomos de carbonos. Nos esfingoliṕıdios verifica-se
a presença de doadores (grupos hidroxila) e aceptores (grupos carbonil) de ligações de hidrogênio enquanto nos
glicerofosfoliṕıdios verifica-se a presença apenas de aceptores (grupo carbonil). Figura adaptada de Lipid Rafts:
Elusive or Illusive? [6].

Esfingoliṕıdios são baseados na ceramida e tem tanto a fosfocolina (esfingomielina) ou

uma série de estruturas de carboidratos (glicoesfingoliṕıdios) como grupo polar. Os esteróis

são baseados em uma estrutura ŕıgida de quatro anéis, com o colesterol sendo a principal
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forma encontrada nos vertebrados. Embora os ńıveis precisos desses liṕıdios variem de acordo

com o tipo de célula, o colesterol normalmente corresponde a 30-40 mol% dos liṕıdios da

membrana plasmática [7,8]. A esfingomielina por sua vez, corresponde a 10-20 mol%, enquanto

os glicoesfingoliṕıdios estão normalmente presentes apenas em baixos ńıveis [9]. Além disso,

as composições liṕıdicas das monocamadas que formam a membrana plasmática também são

muito diferentes. A maioria, senão todos os esfingoliṕıdios, estão presentes na monocamada

externa, enquanto alguns dos glicerofosfoliṕıdios estão restritos à monocamada interna [10]. Ao

contrário dos fosfoliṕıdios, o colesterol apresenta uma alta taxa de inversão espontânea entre

as duas monocamadas [11].

1.1.2 Poliformismo e Movimentação dos Liṕıdios

Devido à sua baixa solubilidade em água, quando dispersos em uma solução aquosa os

liṕıdios se auto-agregam em diferentes estruturas, dependendo basicamente da força iônica e

do pH da solução aquosa, da temperatura, da pressão, do ńıvel de hidratação e de sua própria

natureza geométrica. Dessa maneira, de acordo com as condições do sistema, os ĺıpidos são ditos

estar em uma fase particular. Essas fases são definidas por um arranjo espacial dos liṕıdios (sob

condições de equiĺıbrio termodinâmico) e caracterizadas por propriedades f́ısicas particulares.

As fases liṕıdicas podem ser classificadas de acordo com o tipo de rede, a ordem da

cadeia e a curvatura da estrutura geral em que os liṕıdios se estruturam. Os principais tipos

são as fases micelar, lamelar e hexagonal (Figura 1.2). Os liṕıdios das membranas celulares são

basicamente organizados na fase lamelar. No entanto, alguns processos biológicos fundamentais

tais como a fusão e a fissão de membranas [12] são caracterizados pela formação de estruturas

não lamelares mais complexas tais como a fase hexagonal. A fase hexagonal também é verificada

no complexo arranjo liṕıdico das membranas da camada mais superficial da pele (ver Seção 1.5).

Permutações entre as fases são chamadas transições de fase e ocorrem quando os

parâmetros f́ısicos espećıficos que definem uma determinada fase (tais como os coeficientes



1.1.2 Poliformismo e Movimentação dos Liṕıdios 5

cone
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truncado

cilindro

micelar micelar
invertida
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Figura 1.2: Poliformismo liṕıdico de acordo com a estrutura geométrica de cada tipo de molécula.

de ordem translacional e configuracional) são alteradas. Transições de fase podem ser indu-

zidas por meio da mudança de temperatura (transições termotrópicas) e pressão (transições

barotrópicas) do sistema ou ainda pela alteração na proporção dos solventes (transições li-

otrópicas). As transições termotrópicas são fortemente dependentes do comprimento da cadeia

acila liṕıdica e de seu ńıvel de insaturação, e sua caracterização para membranas compostas de

um único ou de vários tipos de liṕıdio são importantes principalmente para situações onde os

liṕıdios exibem transições termotrópicos na faixa de temperatura de relevância fisiológica (∼

37 ◦C).

Membranas biológicas, sob condições de equiĺıbrio, são compostas de uma bicamada

liṕıdica numa configuração lamelar. Elas, geralmente exibe duas fases: sólida-ordenada (gel)

e ĺıquida (l) (Figura 1.3). A fase gel é caracterizada por um alto grau de ordem translacional
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(coeficiente de difusão translacional da ordem de 10−11 cm2/s ou menor) e configuracional

(alta razão trans/gauche nas cadeias acila), enquanto a fase l é caracterizada por menor ordem

translacional (coeficiente de difusão translacional da ordem de 10−8 cm2/s) e configuracional

(baixa razão trans/gauche nas cadeias acila) [13]. Tem sido demonstrado que a fase gel parece

não ter relevância fisiológica, e de fato, o empacotamento das cadeias acila dos liṕıdios reduz

a temperatura de transição de fase principal Tm garantindo assim, a fase l da membrana em

temperaturas fisiológicas [6].

sólida-ordenada (gel) liquída-desordenada ( )ld liquída-ordenada ( )lo

Figura 1.3: Fases das bicamadas liṕıdicas. Bicamadas liṕıdicas que estão abaixo da temperatura de transição
de fase (Tm) formam uma fase sólido ordenada (gel) que acima da Tm passa a ser fase ĺıquida-desordenada (ld)
(também conhecida como ĺıquida-cristalina). A presença de colesterol (estruturas ovais) ordena as cadeias acila
da fase ld, criando a fase ĺıquida-ordenada (lo). Figura adaptada de Lipid Rafts: Elusive or Illusive? [6].

Membranas liṕıdicas que apresentam alta concentração de colesterol apresentam ainda

uma terceira fase. O colesterol se relaciona de maneira distinta com os diferentes tipos de

liṕıdios da membrana2, interagindo preferencialmente com liṕıdios de cadeias alifáticas total-

mente saturadas, quando comparada com liṕıdios que tem uma ou mais cadeias insaturadas [14].

Além disso, a posição de uma dupla ligação em uma cadeia alifática e sua configuração será de

suma importância no que diz respeito à interação dessa cadeia com o colesterol. Insaturações

além do décimo quarto ou décimo quinto átomo de carbono na cadeia tem pouco ou nenhum

efeito na interação com o colesterol [13].

Neste tipo de interação, a estrutura ŕıgida do colesterol faz com que as cadeias acila dos

fosfoliṕıdios assumam uma forma mais (menos) compacta, reduzindo (aumentando) a superf́ıcie

2A interação dos glicerofosfoliṕıdios com o colesterol por exemplo, diminui na seguinte ordem: fosfatidilcolina
> fosfatidilserina > fosfatidiletanolamina [13].
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ocupada pelo liṕıdio e aumentando (reduzindo) a espessura da bicamada na fase l (gel) [6,13].

O complexo condensado é estável em temperaturas abaixo da temperatura de transição de fase

Tm dos liṕıdios e se dissocia endotermicamente acima dessa temperatura [13]. Além disso, a

adição do colesterol reduz a entalpia da transição entre as fases gel e l, com total eliminação da

transição de fase a partir da concentração de 50 mol% de colesterol [15]. Como as moléculas de

colesterol ficam dispostas perpendicularmente à bicamada, o efeito de organização é direcional.

Isto significa que as cadeias liṕıdicas não se deformam facilmente para permitir o movimento

de pequenas moléculas através da membrana, mas os liṕıdios ainda podem se mover livremente

uns sobre os outros. Portanto, o colesterol tem a propriedade marcante de ordenar a bicamada

em uma dimensão e, consequentemente, diminuir (aumentar) a permeabilidade, enquanto tem

um efeito mı́nimo (máximo) sobre a taxa de difusão lateral de protéınas e liṕıdios no plano

da bicamada na fase l (gel) [15, 16]. Esta nova fase, que surge da interação do colesterol

com os outros liṕıdios é denominada fase ĺıquida-ordenada (lo). A fase lo possui propriedades

intermediárias entre as fases gel e fluida. Desta forma, uma membrana que contém baixa

concentração molar de colesterol é dita estar em uma fase ĺıquida-desordenada (ld) (Figura

1.3).

Uma quantidade considerável de dados demonstram que o colesterol interage mais fa-

voravelmente com a esfingomielina do que com outros fosfoliṕıdios, tanto em bicamadas como

em monocamadas [17–19]. O colesterol elimina a transição de fase da esfingomielina em mis-

turas binárias com outros fosfoliṕıdios, indicando uma interação preferencial. Além disso, a

permeabilidade à água é menor em bicamadas esfingomielina/colesterol do que em membranas

de fosfatidilcolina/colesterol, indicando um maior empacotamento lateral no primeiro sistema.

A razão para a preferência do colesterol pela esfingomielina perante a fosfatidilcolina

está nas diferenças estruturais dessas moléculas liṕıdicas. A esfingomielina é um derivado da

esfingosina (D-eritro-2-amino-trans-4-octadeceno-1,3-diol) onde um ácido graxo é ligado ao se-

gundo grupo amina da esfingosina formando uma amida. Em esfingoliṕıdios de mamı́feros, esse

ácido graxo é variável, mas geralmente é uma cadeia saturada com 16 a 24 carbonos com uma
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pequena fração de 24:1∆15cis, dependendo do tecido de origem. Assim, em termos da parte

apolar das moléculas, esses liṕıdios apresentam cadeias alifáticas bastante longas e totalmente

saturadas (com uma insaturação trans na base de esfingosina). Quando uma insaturação cis

aparece, ela está localizada, mais profundamente na bicamada. Já as fosfatidilcolinas monoin-

saturadas, as quais são as principais espécies liṕıdicas em membranas de células de mamı́feros,

geralmente têm uma ligação dupla cis na posição ∆9 de um dos ácidos graxos e pode ter mais

ligações duplas em posições mais profundas da cadeia acila.

Se considerarmos a ligação de hidrogênio como uma interação estrutural estabilizadora,

a parte polar dos liṕıdios também tem importância na formação de estruturas ordenadas na

membrana. Os liṕıdios baseados na esfingosina por exemplo, os quais possuem um grupo

hidroxila e um grupo amida (ambos podendo atuar como doadores ou aceptores de ligações de

hidrogênio) apresentam a habilidade de se ligar diretamente aos liṕıdios vizinhos via interação

de hidrogênio na interface aquosa da bicamada. Por outro lado, as fosfatidilcolinas possuem

apenas um grupo carbonila e átomos de oxigênio (podendo atuar somente como aceptores

de ligação de hidrogênio) e não se ligam diretamente aos liṕıdios vizinhos [13]. Portanto, os

esfingoliṕıdios se apresentam como parceiros ideais para a interação com o colesterol.

Tem sido demonstrado que esta fase lo tem uma ordem translacional ligeiramente maior

quando comparada com a fase l livre de colesterol (coeficiente de difusão translacional cerca de

duas vezes menor) e uma ordem configuracional comparável a de uma fase gel [13]. Não há,

no entanto, uma definição exata em termos de frequências esperadas ou parâmetros de ordem

para se distinguir rigidamente bicamadas em fase ld de bicamadas em fase lo.

Além disso, a fluidez da membrana permite que os liṕıdios e as protéınas se movam ao

longo do plano da bicamada e entre as monocamadas (no caso de alguns liṕıdios espećıficos). O

movimento em uma bicamada liṕıdica pode ser classificado em difusão lateral, rotação, flexão

e difusão transversal (flip-flop) (Figura 1.4). A difusão lateral é um processo muito rápido e

permite que a heterogeneidade da membrana ocorra [3]. Esse tipo de movimento permite que

ĺıpidos se movam no plano da monocamada na qual estão inseridos. O movimento de rotação
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dos ĺıpidos reflete o seu movimento ao longo do seu eixo perpendicular à bicamada e permite

que as interações liṕıdio-liṕıdio aconteçam. Já o movimento de flexão, reflete o movimento das

cadeias acila associadas aos glicerofosfoĺıpidos, glicogliceroliṕıdios e esfingoliṕıdios. Essa propri-

edade é fortemente dependente do comprimento da cadeia acila, de seu grau de saturação e da

temperatura. O movimento transversal, por sua vez, refere-se aos ĺıpidos que se deslocam entre

as monocamadas da membrana. Esse tipo de movimento é energeticamente desfavorável, uma

vez que o grupo polar do liṕıdio deve atravessar o núcleo hidrofóbico da membrana, portanto,

é um processo muito lento, com um tempo médio de duração de horas. O movimento transver-

sal dos liṕıdios é de grande importância, por exemplo, na resposta apoptótica de uma célula,

em que a exteriorização de fosfatidilserina, um fosfoliṕıdio presente apenas na monocamada

interna das membranas plasmáticas, é necessária para potencializar o reconhecimento celular

dos macrófagos. Flippases, floppases e scramblases são alguns tipos de protéınas que catalisam

o movimento transversal dos liṕıdios [20].

difusão lateral rotação flexão difusão transversal

Figura 1.4: Tipos de movimento realizados pelos liṕıdios nas bicamadas.

1.1.3 Domı́nios Liṕıdicos

As membranas celulares não são completamente homogêneas podendo apresentar então

heterogeneidades laterais denominadas domı́nios de membrana [21]. Tais estruturas tem rece-

bido grande atenção da comunidade cient́ıfica desde a proposta da hipótese dos lipid RAFTS

- domı́nios liṕıdicos ricos em esfingomielina e colesterol [6]. A grande quantidade de trabalhos

dedicados ao estudo deste tipo de domı́nio liṕıdico acabou criando uma terminologia confusa
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para se referir aos domı́nios de membrana. Termos tais como domı́nios de membrana, platafor-

mas liṕıdicas, domı́nios liṕıdicos, domı́nios em fase liquida-ordenada e membranas resistentes

a detergentes são frequentemente usadas indistintamente para referir-se a estruturas seme-

lhantes porém essencialmente distintas. Neste estudo, vamos utilizar a terminologia domı́nio

liṕıdico/fase liṕıdica para nos referir a heterogeneidades da membrana lateralmente segregadas

e que possuem concentrações de liṕıdios espećıficos.

Uma vez que bicamadas multicomponentes são sistemas mesoscópicos bidimensionais,

elas podem apresentar várias fases ou mesmo a coexistência de fases em estreita analogia com

sistemas macroscópicos tridimensionais3. Se a composição da membrana permite a coexistência

de fases, pode-se encontrar diferentes tipos de domı́nios nas bicamadas, ou seja, regiões ou zonas

lateralmente estendidas dentro da membrana que diferem em composição liṕıdica [22].

Domı́nios formados à partir da separação lateral dos liṕıdios podem se formar em

membranas biológicas todo o tempo, mas tendo em conta os altos coeficientes de difusão dos

liṕıdios (cerca de 5×10−8 cm2/s), um domı́nio desse tipo, formado em uma pequena área,

digamos 10000 Å2, (o que corresponde a cerca de 150 liṕıdios) desapareceria em menos de

10 µs [23]. Esse pode ser um sinal transiente útil para o citoplasma. No entanto, se estes

domı́nios contribuem para a organização estrutural da membrana, seu tempo de vida deve

ser significativamente mais longo. Isto é, eles podem começar como domı́nios cinéticos, mas

interações de estabilização termodinâmica devem estar presentes para assegurar um tempo

de vida suficientemente longo para o domı́nio. Num sistema em equiĺıbrio termodinâmico,

os domı́nios podem se formar simplesmente pela interação diferencial entre os componentes

da membrana (como no caso da interação preferencial entre o colesterol e a esfingomielina,

3No contexto da termodinâmica uma fase é sempre um sistema macroscópico que consiste em um grande
número de moléculas. No entanto, em bicamadas liṕıdicas, as fases muitas vezes tendem a ser fragmentadas em
pequenos domı́nios (algumas milhares de moléculas) onde cada qual, por si só, não tem um número suficiente
de moléculas para satisfazer estritamente a definição termodinâmica de fase. Na ausência de melhor descrição
para este tipo de estado mesoscópico, e assumindo que há um número grande de domı́nios em um determinado
sistema, os domı́nios podem ser tratados como se fizessem parte de uma fase macroscópica, de forma que as
mesmas propriedades atribúıdas aos domı́nios possam descrever a fase. Esta definição é provavelmente adequada,
desde que os domı́nios não se tornem muito pequenos. Por exemplo, em uma bicamada onde coexistam as fases
ld/lo, a fase ĺıquido-ordenada compreende todos os domı́nios (pequenos ou grandes) da fase RAFT e o resto da
membrana que envolve estes domı́nios é dita estar na fase ĺıquida, ld [13].
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discutida anteriormente).

Considere por exemplo uma molécula de liṕıdio em uma das monocamadas da mem-

brana, cercada por seis liṕıdios vizinhos mais próximos4. Se os liṕıdios forem de duas espécies

diferentes, por exemplo, A e B ambos em fase fluida, existem três interações liṕıdio-liṕıdio

envolvidas: AA, AB e BB. Contudo, apenas a diferença entre a interação AB e a média das

interações AA e BB são necessárias para descrever o sistema (Figura 1.5). A variação da energia

livre de Gibbs padrão5 por molécula para esta reação é dada por

∆G◦ = gAB − 1

2
(gAA + gBB), (1.1)

em que gAA e gBB são as energias livres de Gibbs da interação entre duas moléculas A ou duas

moléculas B e gAB é a energia livre da interação entre uma molécula A e uma molécula B.

A A B B A B B A+ +

A A
A A

A
B B

B B

B A A
A A

A
B B

B B

B

(1)

(2)

Figura 1.5: (1) Representação da reação de troca entre dois pares de ĺıpidos semelhantes que produz dois pares
de ĺıpidos contrários. Esta reação define a energia livre de Gibbs de interação, ωAB. (2) Reação de troca entre
dois liṕıdios. A diferença de energia livre entre as configurações inicial e final é um múltiplo de ωAB. Figura
adaptada de Thermodynamics of membrane domains [23].

Podemos definir um parâmetro, ωAB, para representar a variação da energia livre de

Gibbs da interação entre vizinhos mais próximos para liṕıdios de tipos diferentes. É este

parâmetro que determina se os liṕıdios A e B tendem a se misturar ou a se separar em domı́nios.

4Como discutido por Jerala e co-autores, apenas as cadeias acila dos liṕıdios estão em uma rede triangular
regular na fase gel. Entretanto o erro introduzido por esta aproximação é despreźıvel [24].

5A energia livre de Gibbs padrão, G◦, é a energia livre de Gibbs de um componente i em um estado de
referência (por exemplo, [Xi] = 1 M).
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Se analisarmos a segunda situação mostrada na Figura 1.5, verificamos que a variação na energia

livre de Gibbs para a troca de posição entre dois liṕıdios vizinhos é

∆G◦ = G◦
f −G◦

i

= 4gAA + 4gBB + 11gAB − (7gAA + 7gBB + 5gAB)

= 6gAB − 3gAA − 3gBB = 6ωAB (1.2)

O lado direito da Figura 1.5 é favorecido pelo aumento da entropia. Entretanto, se ωAB

for positivo, o lado esquerdo da Figura 1.5 é favorecido uma vez que a probabilidade de reação

é proporcional à e−∆G◦/RT (R representa a constante dos gases e T a temperatura). Ou seja,

a separação lateral de fase entre A e B irá acontecer sempre que ωAB for positivo. Note que

ωAB = 0 implica em uma mistura aleatória e que ωAB < 0 induz a formação de um padrão AB

na forma de um tabuleiro de xadrez [23]. Se a geometria do sistema for mais complicada, tal

como seria o resultado da introdução de uma protéına transmembranar na bicamada ou se mais

componentes liṕıdicos são introduzidos, este formalismo deve ser ajustado e mais parâmetros

do tipo ωAB devem ser inclúıdos. No entanto, o prinćıpio básico continua o mesmo e é suficiente

para entender a termodinâmica da formação dos domı́nios liṕıdicos. Já a origem f́ısica de ωAB

parece estar relacionada com o descompasso entre as espessuras hidrofóbicas dos componentes

da membrana (liṕıdios e protéınas integrais) [25]. Este descompasso hidrofóbico surge por

exemplo, quando dois ĺıpidos com diferentes comprimentos de cadeia são colocados lado-a-lado

(como no caso da interação esfingomielina-colesterol que leva a formação da fase lo descrita

anteriormente). Além do descompasso hidrofóbico, podem ser adicionados à ωAB os efeitos

relacionados a entropia da cadeia liṕıdica e ao empacotamento entre as cadeias de liṕıdicas

e as superf́ıcies hidrofóbicas das protéınas. Entretanto, estes efeitos tem sido muito menos

investigados e mais pesquisa nesta área é necessária [23].

O ponto de partida na caracterização das fases/domı́nios liṕıdicos é a construção do

diagrama de fases (Figura 1.6). Diagramas de fases podem ser constrúıdos a partir do compor-

tamento termodinâmico das membranas liṕıdicas obtidos por meio de técnicas como a calorime-
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tria diferencial, a ressonância magnética nuclear, a ressonância paramagnética eletrônica ou a

fluorescência. As espectroscopias de fluorescência e de a ressonância paramagnética eletrônica

envolvem o uso de sondas, mas isso não é um obstáculo para a obtenção de dados relevan-

tes, uma vez que a alta sensibilidade destas técnicas permite que o sistema seja minimamente

perturbado [26].

Figura 1.6: Diagrama de fases constrúıdo por meio da técnica de espectroscopia de fluorescência para com-
posição liṕıdica esfingomielina:1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina:colesterol (POPC:pSM:col) a 23 ◦C.
O ponto púrpura marca a composição 1:1:1 enquanto o ponto verde marca a composição 2:1:1. A linha pon-
tilhada horizontal (xcol=0,66) representa o limite da solubilidade do colesterol na bicamada liṕıdica. Figura
adaptada de Sphingomyelin/Phosphatidylcholine/ Cholesterol Phase Diagram: Boundaries and Composition of
Lipid Rafts [27].

A determinação dos limites da fase é o primeiro passo para construção de um diagrama

de fases. Para isto, pode-se utilizar a representação gráfica da dependência de um determinado

parâmetro da composição liṕıdica, o qual pode mostrar uma mudança abrupta sempre que

a fronteira da fase é cruzada. Um exemplo de um diagrama de fases constrúıdo através da

técnica de fluorescência para a mistura ternária esfingomielina:1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfocolina:colesterol está representado na Figura 1.6.
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1.2 Membranas Modelo

Desde que as membranas celulares são um sistema complexo, grande parte dos estudos

acerca de sua estrutura e função são realizados em sistemas simples denominados membranas

modelo. Os lipossomas são uns dos tipos de membrana modelo mais simples e são obtidos

espontaneamente quando liṕıdios com estrutura ciĺındrica são expostos a um ambiente aquoso.

Eles foram primeiramente observados em 1964 por Bangham e colaboradores [28] em suspensões

de lecitina e sua estrutura de bicamada esférica minimiza as interações desfavoráveis entre a

região hidrofóbica dos liṕıdios e as moléculas de água. As propriedades da bicamada tais como

a fluidez, a densidade de carga e a permeabilidade são determinadas pelos grupos polares e

pelas cadeias hidrofóbicas dos liṕıdios que formam o lipossoma. Dependendo do método de

preparação, os lipossomas podem assumir diferentes diâmetros e possuir uma única ou várias

bicamadas ou lamelas. Lipossomas compostos por várias estruturas lamelares concêntricas são

denominados veśıculas multilamelares (MLV’s)6. Após a hidratação dos liṕıdios, as MLV’s são

formadas espontaneamente geralmente contendo entre 7 e 10 bicamadas concêntricas, cada uma

delas separadas por uma fina camada de água. As MLV’s possuem um diâmetro médio de cerca

de 700 nm, que pode variar entre 100-5000 nm.

As MLV’s são bastante utilizadas pois sua preparação é fácil e rápida. Entretanto

este tipo de modelo apresenta uma desvantagem importante. Quando as MLV’s são tratadas

com algum tipo de agente de solubilização, ou quando se está interessado no efeito de protéınas

ligadas a estas veśıculas, apenas os efeitos de interação com os ĺıpidos da bicamada mais externa

estão sendo contabilizados. Para superar este problema, veśıculas unilamelares são geralmente

utilizadas. As veśıculas unilamelares podem ser classificadas de acordo com o seu diâmetro em

pequenas (SUV’s)7, grandes (LUV’s)8 e gigantes (GUV’s)9 (Figura 1.7). As SUV’s possuem

diâmetros médios de 60 nm, as LUV’s diâmetros entre 60 e 500 nm e as GUV’s diâmetros

6Sigla para Multilamellar Vesicles.
7Sigla para Small Unilamellar Vesicles.
8Sigla para Large Unilamellar Vesicles.
9Sigla para Giant Unilamellar Vesicles.
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superiores a 1 µm. Neste trabalho estamos utilizando MLV’s, SUV’s, LUV’s e GUV’S compostas

de diferentes tipos de liṕıdios (ver Caṕıtulos 4, 5, 6 e 7 para métodos de preparação).

40-50 Å

grupo polar

cadeia
hidrofóbica

GUV
(>1 m)m

SUV
(~ 60 nm)

MLV
(~ 700 nm)

LUV
(~ 250 nm)

Figura 1.7: Representação (em escala de comparação) dos tipos de veśıculas utilizadas neste trabalho.

Devido ao seu pequeno diâmetro as SUV’s apresentam uma tensão de curvatura ele-

vada, o que induz uma maior concentração liṕıdica na monocamada externa [29]. SUV’s são um

bom modelo para o estudo de fusão/fissão de veśıculas. As SUV’s são geralmente preparadas

através da sonicação de suspensões de MLV’s. Ao contrário das SUV’s as LUV’s apresentam

baixa tensão de curvatura e uma distribuição homogênea dos liṕıdios em cada uma das mo-

nocamadas. Desta forma, as LUV’s representam um ótimo modelo para uma grande gama de

estudos. As LUV’s geralmente são geradas através da extrusão de suspensões de MLV’s através

de filtros de policarbonato com poros de tamanhos adequados.

As GUV’s tem sido exploradas como principal tipo de modelo para o estudo da he-

terogeneidade da membrana [30]. Uma vez que suas dimensões são comparáveis as dimensões
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celulares, este tipo de veśıcula permite a realização de microscopia direta em veśıculas individu-

ais. A geração de GUV’s foi primeiramente descrita por Reeves e Dowben [31] expondo filmes

liṕıdicos à soluções aquosas em temperaturas superiores a temperatura de transição de fase

principal dos liṕıdios durante um peŕıodo de 24 horas. Entretanto, este método gera veśıculas

com baixa concentração liṕıdica e distribuição de tamanho muita heterogênea. Um método

de preparação alternativo foi desenvolvido por Angelova e Dimitrov [32] no qual as veśıculas

são formadas com base na exposição dos filmes liṕıdicos a uma solução aquosa na presença de

campos elétricos. Esta metodologia é muito mais rápida do que a anterior e as veśıculas forma-

das possuem maior concentração liṕıdica e uma distribuição de tamanho mais homogênea. A

geração de veśıculas na presença de campos elétricos é fortemente dependente da composição

liṕıdica empregada, da força iônica da solução aquosa e também da tensão eléctrica [33].

Outro tipo de membrana modelo comumente usada nos estudos biof́ısicos são as bi-

camadas liṕıdicas suportadas (SPB’s)10. As SPB’s podem ser preparadas pelo método de

Langmuir-Blodgett [34] bem como pela adsorção de lipossomas em superf́ıcies adequadas (método

utilizado neste trabalho) [35]. A adsorção de lipossomas em superf́ıcies hidrof́ılicas (como é o

caso do substrato de mica) podem resultar em bicamadas que preservam ou não a orientação

prévia em que suas monocamadas se encontravam nos lipossomas (Figura 1.8A e C). Já a ad-

sorção de veśıculas em superf́ıcies hidrofóbicas (Figura 1.8B) impõe a fixação e espalhamento

de cada monocamada durante a ruptura dos lipossomas. O mecanismo exato pelo qual esse

processo energeticamente desfavorável ocorre ainda não foi completamente elucidado. Uma

posśıvel explicação está associada a forte deformação que as veśıculas sofrem durante o pro-

cesso de adsorção. Em determinado momento do processo, há uma sobreposição das bicamadas

dos polos opostos da veśıcula levando ao rompimento do lipossoma devido à elevada tensão de

curvatura [36].

A composição liṕıdica dos lipossomas, as caracteŕısticas da superf́ıcie de adsorção, o

tamanho das veśıculas, a temperatura, a pressão osmótica e a presença de ı́ons de cálcio são

10Sigla para Supported Planar Bilayers.
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Figura 1.8: Representação esquemática dos posśıveis mecanismos para a formação SPB’s através da adsorção
de lipossomas em superf́ıcies hidrof́ılicas e hidrofóbicas. Os desenhos não estão em escala. Os liṕıdios estão
ampliados cerca de 50 vezes em relação aos lipossomas. (A) adsorção de veśıculas em uma superf́ıcie hidrof́ılica
na qual a orientação das monocamadas é invertida; (B) adsorção de veśıculas em uma superf́ıcie hidrofóbica;
(C) adsorção de veśıculas em uma superf́ıcie hidrof́ılica na qual a orientação das monocamadas é preservada.
Figura retirada de Planar lipid bilayers on solid supports from liposomes - factors of importance for kinetics and
stability [37].

alguns dos fatores que influenciam a adsorção dos lipossomas [37, 38]. Tipicamente, SPB’s

formadas à partir do método de adsorção mantém uma camada de água (∼ 10 Å) entre o

substrato e a superf́ıcie da membrana adjacente [39]. Este tipo de SPB é muito estável (dias ou

meses), em meio aquoso mas instável na presença de detergentes ou ar. A mobilidade lateral

dos ĺıpidos no interior da bicamada é mantida permitindo que as moléculas da membrana se

difundam normalmente [40].

1.3 Membranas de Eritrócito

Os eritrócitos (Figura 1.9) são as células mais abundantes e especializadas do corpo

humano. São compostos por água (721 mg/mL do eritrócito), protéınas (321 mg/mL do

eritrócito), liṕıdios (5,1 mg/mL do eritrócito) e carboidratos (80 mg/mL do eritrócito) [41]. Sua



1.3 Membranas de Eritrócito 18

principal função é transportar oxigênio (O2) e dióxido de carbono (CO2). Por não possúırem

núcleo, ribossomos e mitocôndrias os eritrócitos não possuem capacidade de divisão celular,

śıntese de protéınas e reações oxidativas mitocondriais necessitando assim, serem constante-

mente renovados pelo organismo [42].

Figura 1.9: Micrografia eletrônica de varredura de eritrócitos humanos normais mostrando sua forma de disco
bicôncavo (Créditos da imagem: Annie Cavanagh, Wellcome Images [43]).

A organização estrutural da membrana celular dos eritrócitos permite que eles sofram

grandes deformações mantendo sua integridade estrutural durante sua permanência de quatro

meses no sistema circulatório. Essa membrana consiste em uma bicamada liṕıdica composta por

19.5% (peso/peso) de água, 39.6% de protéınas, 35.1% de liṕıdios e 5.8% de carboidratos [41].

As protéınas da membrana do eritrócito podem ser classificadas em três categorias de

acordo com suas propriedades funcionais na ultra-estrutura da membrana. O primeiro grupo

é formado pelas protéınas que compõem o citoesqueleto, entre as quais estão as espectrinas

(cadeias α e β), as protéınas banda 4.1 e a actina. Essas protéınas se associam especificamente

entre si para formar um citoesqueleto localizado diretamente abaixo da bicamada liṕıdica. O

segundo grupo é composto por protéınas integrais inseridas na membrana liṕıdica através dos

domı́nios hidrofóbicos de suas sequências de amino-ácidos. Exemplos t́ıpicos deste grupo são
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a protéına banda 3 e as glicoforinas. O último grupo, o das protéınas ancoradas, é formado

Figura 1.10: Modelo esquemático da bicamada liṕıdica e das protéınas integrais, ancoradas e do citoesqueleto
que constituem a membrana do eritrócito. Protéınas integrais; B3: banda 3, Gf-A: glicoforina A e Gf-C:
glicoforina-C. Protéınas ancoradas; Anq: anquirina e P4.2: protéına 4.2. Protéınas do citoesqueleto; α-Spc:
α-espectrina, β-Spc: β-espectrina, Adc: aductina, Tms: tropomiosina e Tmd: tropomodulina (Figura adaptada
de Cell Membrane: The Red Blood Cell as a Model [41]).

por protéınas que se conectam com as protéınas integrais e com as protéınas do citoesqueleto.

Os exemplos mais representativos desse grupo são a anquirina e a banda 4.2 (Figura 1.10).

Cada um desses três conjuntos de protéına tem um importante papel no controle da forma da

célula, na ligação com outras células e substratos e na organização de domı́nios espećıficos da

membrana [41, 42].

No que diz respeito aos liṕıdios da membrana do eritrócito, é sabido que o total de

liṕıdios nos glóbulos vermelhos é aproximadamente 5×10−10 mg/célula. A bicamada liṕıdica

é composta por aproximadamente 60% de fosfoliṕıdios, 30% de colesterol e o restante princi-

palmente por glicoliṕıdios. Enquanto o colesterol é igualmente distribúıdo entre as duas cama-

das, os fosfoliṕıdios são dispostos assimetricamente. A fosfatidilcolina e a esfingomielina estão

predominantemente localizadas na monocamada exterior, enquanto a maioria da fosfatidileta-

nolamina e da fosfatidilserina se limita a monocamada interior. A maioria dos fosfoliṕıdios da

membrana do eritrócito tem duas cadeias de ácidos graxos, as quais são ligadas a uma estrutura
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de glicerol. O estado de saturação (saturado ou insaturado) desses ácidos graxos e o tamanho

de suas cadeias afetam significantemente o grau de fluidez da membrana. À medida que o grau

de insaturação aumenta, o empacotamento das cadeias hidrofóbicas da bicamada diminui cada

vez mais, aumentando assim a fluidez da membrana [41].

Os liṕıdios da membrana do eritrócito podem interagir com as protéınas integrais lo-

calizadas na bicamada (especialmente a banda 3) para formar canais de transporte através

da bicamada liṕıdica. Outras protéınas, particularmente a banda 4.1 e a espectrina, as quais

estão ligadas à superf́ıcie da bicamada, se ligam preferencialmente a fosfoliṕıdios aniônicos,

conferindo uma topografia extremamente espećıfica à monocamada interior da membrana das

células vermelhas [41]. Neste trabalho, estamos usando eritrócitos humanos obtidos através de

bancos de sangue (ver Caṕıtulo 5 para protocolo de utilização).

1.4 Membranas de Fibroblastos

Algumas das células diferenciadas no organismo adulto podem ser agrupadas em famı́lias

cujos membros estão intimamente relacionados por sua origem e caráter. Um exemplo impor-

tante é a famı́lia de células do tecido conjuntivo, cujos membros não são apenas relacionados,

mas também extraordinariamente interconverśıveis [44]. Neste grupo estão inclúıdos os fibro-

blastos (Figura 1.11), células especializadas para a secreção de matriz extracelular não ŕıgida

que é rica em colágeno tipo I e/ou III [45].

Os fibroblastos são encontrados em todos os tecidos do corpo e, dependendo da sua

localização assume várias morfologias [47,48]. Quando um tecido é lesionado, os fibroblastos se

proliferam nas proximidades, migram para dentro da ferida e produzem grandes quantidades

de matriz de colágeno, o que ajuda a isolar e reparar o tecido danificado. A sua capacidade

de prosperar em lesões, juntamente com o estilo proliferativo, podem explicar por que os fi-

broblastos são as células mais fáceis para se cultivar em laboratório tornando-as ideais para

estudos biológicos celulares [44]. Neste trabalho estamos usando fibroblastos Balb/c 3T3-A31

cedidos pelo Laboratório de Farmacologia e Toxicologia Celular da Faculdade de Farmácia da
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Figura 1.11: Micrografia confocal de uma célula de fibroblastos 3T3 antes da divisão em cultura. O núcleo foi
marcado de azul, enquanto os microfilamentos de actina que fazem parte do citoesqueleto foram marcados de
vermelho. O citoesqueleto forma a estrutura interna da célula, dando-lhe forma. (Créditos da imagem: David
Becker, Wellcome Images [46]).

Universidade Federal de Goiás (ver Caṕıtulo 5 para protocolo de cultivo), os quais fazem parte

de uma linhagem celular estabelecida por Todaro e Green [49].

1.5 Membranas de Estrato Córneo

Formada por camadas anatomicamente distintas, a pele humana é a barreira orgânica

que permite a regulação da perda transpidermal de água e da temperatura do nosso corpo, além

de efetuar a proteção necessária contra os efeitos nocivos da radiação solar e de agentes qúımicos

externos ou micro-organismos. A maior barreira para a penetração de agentes qúımicos através

da pele é fornecida por sua camada mais superficial (10-20 µm de espessura), o estrato córneo

(EC) (Figura 1.12). Logo abaixo do EC está a epiderme (50-100 mm de espessura) a qual é

responsável pela geração do EC. A derme (1-2 mm de espessura) é adjacente a epiderme e dá

o suporte mecânico para a pele.

A epiderme é um epitélio estratificado, formado pelos estratos basal (EB), espinhoso

(EE), granuloso (EG) e córneo (EC). Cada camada é definida por sua posição, forma, morfologia
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Figura 1.12: Micrografia eletrônica de varredura de uma seção transversal da pele humana que mostra o estrato
córneo. (Créditos da imagem: Veronika Burmeister, Visuals Unlimited Inc. [50]).

e estado de diferenciação dos queratinócitos (Figura 1.13). Por ser um tecido dinâmico e em

constante processo de auto-regeneração a epiderme garante que a perda das células da superf́ıcie

do EC seja compensada pelo crescimento de células em suas camadas mais internas [51].

Logo acima da camada basal os queratinócitos começam a se diferenciar e durante a

migração através do estrato espinhoso e granuloso passam por uma série de mudanças em sua

estrutura e composição. Durante este processo os queratinócitos sintetizam um grande número

de protéınas e liṕıdios estruturais. Em resposta a certo sinal (possivelmente um aumento

na concentração de cálcio), os corpos lamelares (organelas ovoides enrijecidas principalmente

em liṕıdios polares e enzimas catabólicas) os quais tem um papel essencial na formação do

EC se movem para a periferia apical das células granulares, se fundem com a membrana de

plasma e depositam seu conteúdo no espaço intercelular por exocitose. Os liṕıdios derivados

dos corpos lamelares são subsequentemente modificados e rearranjados na lamela intercelular,

sendo orientados aproximadamente paralelos à superf́ıcie das células [52–55].

Os corpos lamelares servem como carreadores dos liṕıdios percursores do EC, os quais

consistem principalmente de glicoesfingoliṕıdios, esteróis e fosfoliṕıdios. Depois da extrusão
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Derme
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Figura 1.13: Desenho esquemático de um corte transversal da pele. Na camada basal da epiderme as células
começam a se diferenciar até alcançarem a superf́ıcie da pele. Na interface entre o EC e o EG ocorre a
diferenciação final onde os queratinócitos são transformados em corneócitos. Substâncias permeiam a pele
principalmente pelo tortuoso caminho entre a região lamelar. C = corneócito, escala = 100 nm. Figura
adaptada de Structure of the skin barrier and its modulation by vesicular formulations [51].

dos corpos lamelares na interface EG/EC, os liṕıdios polares precursores são enzimaticamente

convertidos em produtos não polares e montados nas estruturas lamelares que circundam os

corneócitos. A hidrólise de glicoliṕıdios gera ceramidas enquanto que, fosfoliṕıdios são converti-

dos em ácidos graxos livres. A mudança na composição liṕıdica e na estrutura celular resulta na

formação de uma estrutura empacotada muito densa no EC. Por essa razão, os liṕıdios têm um

lugar insubstitúıvel na pele fazendo de seu mútuo arranjo nos domı́nios lamelares um processo

chave na formação da barreira da pele [55].

O EC também possui uma complexa mistura liṕıdica na região intercelular que se

interliga com o envelope liṕıdico celular formando uma estrutura conhecida como lamelas
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liṕıdicas [56, 57]. Ao contrário de outras membranas biológicas, o EC tem uma composição

única, sendo praticamente destitúıdo de fosfoliṕıdios. Seus principais constituintes são: cera-

midas (oito subclasses com os comprimentos de cadeia mais abundantes sendo C24-C26) 41%,

o colesterol 27%, os ésteres de colesteril 10%, os ácidos graxos livres (em sua maioria saturados

com os comprimentos de cadeia mais abundantes sendo C22-C24) 9%, e uma pequena fração de

sulfato de colesterol 2% [55]. O EC humano possui dois tipos de ceramidas com uma estrutura

molecular bastante excepcional, na qual um ácido linoleico está ligado a um ácido graxo de

ω-hidroxi com uma cadeia de comprimento de cerca de 30-32 átomos de carbono.

Através de estudos de FTIR11 informações sobre a mobilidade e a empacotamento

lateral dos ĺıpidos no estrato córneo levaram a determinação de uma fase hexagonal (fase gel),

uma subrede ortorrômbica e uma pequena subpopulação de ĺıpidos em fase ĺıquida [58, 59].

Estudos de difração de raios-x a baixos ângulos demonstraram que existem no EC duas fases

lamelares caracterizadas por uma periodicidade de ∼ 6 e 13 nm as quais desaparecem quando

a temperatura é elevada entre 60 e 75 ◦C [51, 55]. Alguns modelos foram desenvolvidos para

representar esta periodicidade [60, 61]. A Figura 1.14 mostra o modelo proposto por Hill e

Wertz [62] para representar o padrão largo-estreito-largo verificado nas membranas de EC.

A última sequência da diferenciação para a formação do EC está associada a profundas

mudanças na estrutura dos queratinócitos, a qual resulta em sua transformação em células fi-

sicamente e quimicamente resistentes, chamadas corneócitos. Os corneócitos são células chatas

e anucleadas que contém em seu interior filamentos proteicos (queratinas), um envelope celular

insolúvel de protéınas com ligações cruzadas além de, um envelope liṕıdico celular composto

principalmente de ω-hidroxiceramidas covalentemente ligados à periferia do envelope celular.

Devido ao carácter impermeável do envelope, a principal rota de penetração de agentes exter-

nos reside no tortuoso caminho entre os corneócitos [55, 63]. Neste trabalho estamos usando

EC obtido através de ratos recém nascidos da raça Wistar cedidos pelo biotério central da

Universidade Federal de Goiás (ver Caṕıtulo 6 para protocolo de extração).

11Sigla para Fourier Transformed Infrared Spectroscopy.
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Figura 1.14: Modelo molecular para o padrão largo-estreito-largo visualizado entre as extremidades adjacentes
dos corneócitos. As caixas hachuradas representam as regiões eletricamente densas onde os liṕıdios podem estar
covalentemente ligados à superf́ıcie exterior dos envelopes proteicos dos corneócitos (representados pelos grupos
R). Figura adaptada de Molecular models of the intercellular lipid lamellae from epidermal stratum corneum [62].

1.6 Facilitadores da Permeação

A aplicação controlada de drogas (drug delivery) através da pele tem se mostrado

uma excelente alternativa quando o fármaco em questão necessita ser administrado em doses

extremamente elevadas. O Zidovudine (AZT), por exemplo, primeiro medicamento anti-HIV

aprovado para uso cĺınico deve ser aplicado em doses de 200 mg a cada 4 h para manter seus

ńıveis terapêuticos [64]. Contudo, após a administração oral, o AZT é rapidamente absorvido

levando a concentrações plasmáticas iniciais muito elevadas e, consequentemente, alta incidência

de toxicidade. Desta maneira, a aplicação tópica deste tipo de fármaco se torna cada vez

mais interessante. Entretanto, o sucesso deste tipo de tratamento está associado a capacidade

de difusão dos fármacos através da pele, a qual em geral é muito baixa. A difusão é um

processo cinético passivo que diminui o gradiente de concentração de uma região com elevada

concentração em favor de uma região de baixa concentração. A difusão em estado estacionário
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pode ser descrita pela primeira lei de Fick [65]

J = −AD∇C, (1.3)

em que J representa a taxa de transferência (ou fluxo) da substância em difusão através de uma

área A da membrana, C representa a concentração da substância e D o coeficiente de difusão.

O sinal negativo na Equação (1.3) indica que o processo de difusão ocorre na direção oposta

do aumento de concentração. Podemos manipular a Equação (1.3) para encontrar a segunda

lei de Fick para a difusão na forma

∂C

∂t
= D∇2C. (1.4)

A Equação (1.4) relaciona a variação da concentração no tempo com a taxa de variação do

gradiente de concentração.

Se considerarmos que um determinado composto é aplicado à membrana em uma con-

centração fixa, no limite estacionário a Equação (1.4) pode ser escrita como [66]

J = AD
Cm

h
, (1.5)

em que Cm é a concentração do composto associada à membrana e h é o caminho de difusão

efetivo. O coeficiente de partição P pode ser definido como a razão entre as concentrações do

composto na membrana e no solvente na forma [66]

P =
Cm

Cs

. (1.6)

Desta maneira, a Equação (1.5) (lei de Fick modificada) pode ser escrita como

Je =
ADPCs

h
. (1.7)

Portanto, fica claro que para o caso da permeação passiva de drogas através da pele,

o aumento do fluxo de permeação pode ser alcançado através da manipulação de D, P e

C. Como discutido anteriormente, a principal barreira à permeação de compostos através

da pele é conferida por sua camada mais superficial, o estrato córneo. Assim, alternativas12

12Existe ainda a possibilidade de se manipular o fluxo de permeação através da alteração da atividade termo-
dinâmica do composto [66, 67]. Entretanto esta alternativa não é o foco deste estudo e mais informações sobre
suas consequências e aplicabilidades podem ser encontradas no trabalho de Lane e co-autores [68].
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para aumentar a permeação de compostos através da pele, devem se concentrar principalmente

em aumentar a solubilidade/partição ou as propriedades de difusão dos fármacos através das

membranas do EC.

Desta forma, o uso de moléculas que aumentam a permeação das drogas através da

pele tem se mostrado uma excelente alternativa para solucionar os problemas da aplicação

controlada de fármacos pela rota transpidermal. Contudo, para que determinada molécula

possa ser usada como um aumentador de permeação em aplicações farmacêuticas algumas

propriedades de interação com a pele são exigidas. Os candidatos a aumentadores não devem

ser tóxicos, irritantes ou alérgicos; sua atividade e efeito de duração devem ser reprodut́ıveis e,

principalmente, o aumento da penetração deve ser unidirecional, isto é, deve permitir a entrada

de agentes terapêuticos no corpo enquanto previne a perda de materiais internos [69].

Várias moléculas têm sido usadas para promover um aumento da permeação de fármacos.

Entre elas destacam-se os pirrolidones [70], os surfactantes [71], os ácidos graxos [72], os

glicóis [73], os álcoois [74], os ésteres [75], as amidas [76] e os terpenos [77–80]. Dentre estas,

uma classe de facilitadores de permeação usada em grande escala pelas indústrias são os terpe-

nos. Estas moléculas caracterizam-se por serem substâncias voláteis, extráıdas principalmente

de óleos vegetais, e que contêm somente átomos de carbono, hidrogênio e oxigênio em sua estru-

tura molecular. Os terpenos são derivados de unidades de isopreno (fórmula molecular C5H8).

As unidades de isopreno podem se agrupar para formar terpenos com cadeias lineares ou formar

anéis. De acordo com a quantidade de unidades isopreno os terpenos podem ser classificados em

hemi-(C5H8), mono-(C10H16), sesqui-(C15H24), di-(C20H32), ses-(C25H40), tri-(C30H48), sesquar-

(C35H56), tetra-(C40H64) e politerpenos (mais do que 8 unidades isopreno) [81].

Utilizando o modelo de EC de rato, Narishetty e Panchagnula demonstraram que alguns

monoterpenos são capazes de facilitar a permeação do AZT através do EC em concentrações

suficientemente grandes para que o fármaco atingisse a corrente sangúınea em concentrações

terapêuticas [77]. Em outro estudo, Jain e co-autores demonstraram que monoterpenos como o

mentol, terpineol, cineol e a mentona são facilitadores da permeação do cloridrato de imipramina
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[80]. Somado a esses estudos, uma série de trabalhos de nosso laboratório [78,82–84] utilizando a

técnica de ressonância paramagnética eletrônica associada ao método dos marcadores de spin,

demonstraram que os terpenos aumentam a dinâmica dos liṕıdios e a partição de pequenas

moléculas nas membranas do EC. Além disso, estudos utilizando uma série de monoterpenos

dietéticos demonstraram que estas moléculas têm atividade antitumoral [85–87], antibacteriana

[88], antifúngica [89], antiparasitária [90, 91], antiviral [92], e anti-inflamatória [93].

Para um entendimento da relação entre a taxa de aumento da permeabilidade do EC e

do potencial de irritação promovida pelos facilitadores de permeação, Karande e co-autores [94]

exploraram as alterações morfológicas no micro-ambiente da pele na presença dos facilitadores.

Seus resultados revelaram que dois mecanismos independentes são os principais responsáveis

pela ação de um facilitador da permeação - o aumento da fluidez e a extração dos liṕıdios.

No caso das moléculas que alteram a fluidez, o particionamento no interior da membrana é de

suma importância, enquanto que, para os extratores liṕıdicos as forças intermoleculares (especi-

almente ligações de hidrogênio) são as mais importantes. Nos Caṕıtulos 4, 5, 6 vamos apresentar

resultados para o efeito de terpenos em membranas modelo, de eritrócito, de fibroblastos e de

estrato córneo e apresentar um modelo de atuação para esses facilitadores de permeação.

1.7 Nanopart́ıculas Aurora

A 1,2-distearoil-sn-glicero-3-(Nanopart́ıculas Aurora) (AURORA-DSG) é um novo con-

jugado produzido pela Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA) que consiste em um cluster

de ouro recoberto de trifenilfosfina ligado a um único digliceŕıdeo (Figura 1.15). Nanopart́ıculas

de ouro tem sido utilizadas como agentes de contraste no imageamento através da microsco-

pia eletrônica de transmissão [95, 96], microscopia de fluorescência [97, 98], foto-acústica [99],

espectroscopia Raman [100, 101] e tomografia computadorizada [102–104]. Além disso, na-

nopart́ıculas de ouro ainda tem sido aplicadas como agentes terapêuticos para melhorar a

radioterapia [105], a entrega controlada de drogas [106] e a ablação fototérmica [107].

As nanopart́ıculas AURORA-DSG são compostas de uma estrutura de cinquenta e
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Figura 1.15: Estrutura molecular das nanopart́ıculas AURORA-DSG (Painel esquerdo). O conjugado possui
forma molecular Au55C262H265P12NO7 e peso molecular 14745,27 g/mol. O painel da direita mostra uma
micrografia eletrônica na qual as várias camadas de veśıculas multilamelares são identificadas graças ao contraste
conferido pela incorporação de 0,1% de AURORA-DSG. Imagens retiradas de http://www.avantilipids.com/.

cinco átomos de ouro primeiramente descrita por Schmid e Corain [108]. Este tipo de part́ıcula

é extremamente resistente a oxidação [109] além de proporcionar facilidade e integridade nas

reações de troca dos ligantes [110, 111] o que a torna uma excelente base genérica para a

śıntese de novas nanoestruturas centradas no ouro. Idealmente a AURORA-DSG ao contrário

das part́ıculas t́ıpicas de suspensões coloidais, é menos invasiva para as membranas liṕıdicas

comportando-se como uma molécula intŕınseca em vez de uma simples sonda metálica extŕınseca.

Entretanto, os reais efeitos da AURORA-DSG sobre a dinâmica e morfologia das membranas

liṕıdicas ainda não foram determinados. No Caṕıtulo 7 vamos apresentar resultados sobre a

interação da AURORA-DSG com membranas modelo compostas de diferentes tipos de liṕıdios.
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2.1 Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Ele-

trônica Aplicada a Sistemas Biológicos

2.1.1 Teoria Geral

A Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) é uma técnica que permite ao in-

vestigador detectar e caracterizar sistemas que possuem elétrons desemparelhados e pode ser

considerada como uma extensão do famoso experimento de Stern-Gerlach [112]. A primeira ob-

servação de um pico de RPE foi realizada em 1945, quando Zavoisky [113] detectou uma linha

de absorção para uma amostra de CuCl2·2H2O (campo magnético = 47,6 G e frequência = 133

MHz). Experimentos posteriores com maiores frequências (micro-ondas) e campos magnéticos

de 1000-3000 G mostraram as vantagens do uso de altas frequências e campos. Nesse con-

texto, radicais livres, membranas liṕıdicas e protéınas se tornaram os tipos de sistemas mais

investigados por RPE em pesquisas biof́ısicas.

A espectroscopia de RPE monitora as transições induzidas entre os ńıveis de energia

Zeeman de um sistema paramagnético situado em um campo magnético estático. Para que

ocorra transição, a amostra deve ser irradiada com um campo eletromagnético de frequência

ν definida que corresponda a separação ∆E dos ńıveis de energia entre os quais a transição

acontece; ou seja,

hν = ∆E. (2.1)

Essa relação é conhecida como condição de ressonância. Em experimentos comuns de RPE

o campo de radiação eletromagnética é polarizado em um plano perpendicular a direção do

campo magnético estático.

A energia de interação (energia Zeeman) do momento de dipolo magnético da amostra

irradiada com o campo externo estático H é descrita pelo Hamiltoniano1

H = −µ ·H, (2.2)

1Esta descrição está utilizando o sistema de medidas cgs no qual µ0 = 1. Isto permite escrever B = H e
usar Gauss (G) como unidade de medida para o campo magnético auxiliar H.
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para o qual o momento de dipolo magnético eletrônico, µ, pode ser expresso em termos do

momento angular eletrônico total, J, como

µ = −gβeJ, (2.3)

em que

g = 1 +
J(J + 1) + S(S + 1)− L(L+ 1)

2J(J + 1)
(2.4)

e

βe =
e~

2mc
(2.5)

representam, respectivamente, o fator espectroscópico de desdobramento e o magneton de Bohr

respectivamente [114].

Considerando que a direção do campo aplicado seja a direção z, a Equação (2.2) é

reescrita como

H = −µ ·H = −µzH

= gβeJzH, (2.6)

onde Jz é o operador correspondente a projeção do momento angular total na direção do campo

aplicado. Os valores esperados de Jz são denotados por mJ e variam entre −J e +J por valores

inteiros. Assim, o efeito do campo magnético estático é produzir (2J + 1) ńıveis, cada um com

energia EmJ
= gβeHmJ e população dada pela lei de distribuição de Boltzmann [115]

PmJ
= exp

(

−EmJ

kT

)

/

∑

mJ

exp
(

−EmJ

kT

)

. (2.7)

As transições são induzidas somente entre os ńıveis de energia adjacentes caracterizados

pelos números quânticos mJ e mJ±1, com isso, a condição de ressonância (∆E = gβeHr) pode

ser reescrita como

hν = gβeHr; (2.8)

Hr é chamado campo de ressonância [116].
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A Equação (2.8) é satisfeita para uma grande faixa de frequências e campos magnéticos.

Por razões técnicas, frequências na região das micro-ondas são usadas. Tipicamente para

frequências de ν = 9, 5 GHz (Banda X), é necessário um campo aplicado de Hr = 3400 G

e energias2 ∆Ē = 0,3 cm−1. A Equação (2.8) nos diz ainda que existem dois posśıveis meios

para a detecção da absorção ressonante de uma amostra paramagnética. Podemos fixar H e

então variar ν e vice versa. Por razões experimentais o segundo método é o usado. Assim um

espectro de RPE é registrado como função do campo magnético e não da frequência.

Energias magnéticas da ordem de 0,3 - 1 cm−1 são algumas centenas de vezes menores

que a energia térmica kT para temperaturas ordinárias. Sendo assim, a diferença de população

entre os ńıveis de energia, como dados na Equação (2.7) é muito pequena3. Contudo, é esta

diferença de população a responsável pela detecção do sinal de RPE. De fato, quando a amostra

é irradiada com um campo de micro-ondas, ela absorve energia desse campo e é excitada para

ńıveis energéticos superiores, ao mesmo tempo que a transição inversa ocorre por emissão

estimulada. Visto que as taxas de ambos processos são proporcionais a população do ńıvel de

energia do qual a transição começa, uma absorção de energia resultante permanece [116].

2Em espectroscopia, é comum expressar energia e frequência em unidades de número de onda (cm−1). Para
converter a energia real (em ergs) para número de onda (em cm−1) fazemos

E(ergs)

h(ergs · s) · c(cm/s) = Ē(cm−1),

de forma que 0,3 cm−1 equivalem a 5,94×10−17 ergs.
3À partir da Equação (2.7) temos que

P+ = exp

(−E+

kT

)/

∑

exp

(−E+

kT

)

e P− = exp

(−E−

kT

)/

∑

exp

(−E−

kT

)

,

de forma que
P+

P−
= exp

[− (E+ − E−)

kT

]

= exp

(−gβeH
kT

)

.

Expandindo e−x = 1− x com x << 1 (em geral gβeH é três ordens de grandeza menor do que kT ) temos

P+

P−
= 1− gβeH

kT
= 1− hν

kT
.

Considerando ν ≈ 10 GHz e T = 300 K encontramos

P+

P−
≈ 0, 9984.
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Essas circunstâncias entretanto, não são suficientes para permitir a detecção cont́ınua

do sinal de RPE. Desde que o processo de absorção prevaleça, as populações dos ńıveis de

energia irão se igualar causando o desaparecimento do sinal (saturação). Felizmente, existem

mecanismos de relaxação, os quais levam o sistema de volta as populações determinadas pela

distribuição de Boltzmann depois da perturbação causada pelo campo de micro-ondas com a

situação de equiĺıbrio sendo restaurada por meio da dissipação da energia magnética em forma

de energia térmica.

A taxa com a qual o equiĺıbrio térmico é restaurado é definida por um tempo ca-

racteŕıstico denominado tempo de relaxação spin-rede ou longitudinal T1. Considerando que

o processo de relaxação possa ser representado por um decaimento exponencial, T1 pode ser

representado como [116]

dMz

dt
=

−(Mz −Meq)

T1
, (2.9)

em que Mz é a magnetização macroscópica da amostra e Meq é dada pela lei de Curie [114]

Meq =
J(J + 1)N g2β2

eH

3kT
(2.10)

para qual N é o número de spins e T é a temperatura absoluta.

O processo de relaxação spin-rede diminui o tempo de vida dos ńıveis de energia, e con-

sequentemente, um alargamento das linhas espectrais pode ocorrer. Contudo, sobre condições

de baixa potência do campo de micro-ondas, o que evita os efeitos de saturação, o alarga-

mento de linha é causado por outro mecanismo de relaxação. Esses mecanismos mantém a

energia Zeeman total constante em contraste com os mecanismos de relaxação spin-rede e são

caracterizados por um tempo de relaxação T2 denominado tempo de relaxação transversal.

Devido a esses processos, a componente perpendicular da magnetização, que na ausência

de relaxação iria seguir o campo de micro-ondas com mesma velocidade angular ω = 2πν, decai

para zero com o tempo caracteŕıstico T2 de acordo com a Equação [116]

dMx

dt
=

−Mx

T2
. (2.11)
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As Equações (2.9) e (2.11) são conhecidas como equações de Bloch para a magnetização ma-

croscópica. Pode ser demonstrado [116], que o processo de relaxação transversal produz uma

curva de absorção que é descrita por uma função lorentziana. Na escala de frequência angular,

a forma normalizada da função para uma linha ressonante centrada em ω0 é escrita como

f(ω) =
T2
π

1

1 + T 2
2 (ω − ω0)2

, (2.12)

3
2

T2

2
T2

Figura 2.1: Curva Lorentziana e sua primeira derivada.

Experimentalmente, T2 é obtido à partir da largura na meia altura, a qual é 2/T2.

Geralmente, nos espectrômetros de ressonância eletrônica um campo de modulação (100 kHz)

é utilizado para amplificar o sinal. A utilização de tal metodologia, faz com que a curva

adquirida em cada experimento seja a derivada de ordem 1 da curva de absorção. Desta

maneira, a distância pico-a-pico medida na curva derivada corresponde a largura do pico da

curva de absorção. Denotando esta distância pico-a-pico como δ encontramos (Figura 2.1)

1

T2
=

√
3

2
δ. (2.13)

Para uma molécula (por exemplo, um radical livre) na qual o spin eletrônico inte-

rage um campo magnético estático e via acoplamento hiperfino com N núcleos de números

quânticos de spin individuais Ik, o hamiltoniano (2.2) pode ser escrita como (ver Apêndice A
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para derivação formal desse hamiltoniano)

H = βeH · g · S+

N
∑

k=1

S ·A(k) · I. (2.14)

Por simplicidade, vamos considerar o caso onde a rápida reorientação molecular de uma

espécie paramagnética em um solvente de baixa viscosidade, altera os termos anisotrópicos do

hamiltoniano de interação hiperfina. Com isso, a posição da linha central do espectro e a

magnitude do desdobramento hiperfino passam a ser determinadas pelos valores médios dos

elementos diagonais dos tensores g e A. Podemos então, definir um hamiltoniano isotrópico do

tipo

H0 = gβeH · S+

N
∑

k=1

akS · Ik

= gβeHSz +
N
∑

k=1

ak (SxIkx + SyIky + SzIkz) , (2.15)

onde

g =
1

3
Trg e ak =

1

3
TrA(k). (2.16)

Os ńıveis de energia do sistema podem ser determinados a partir do hamiltoniano

isotrópico, tratando o termo hiperfino como uma perturbação no termo de energia Zeeman.

Assim, as autofunções do hamiltoniano isotrópico são obtidas acrescentando-se um termo refe-

rente ao produto das autofunções de spin eletrônico e nuclear dos operadores de spin Sz e Ikz

ao termo Zeeman. Essas funções, também são autofunções do hamiltoniano simplificado

H′
0 = gβeHSz +

N
∑

k=1

akSzIkz (2.17)

e as energias de primeira ordem são os correspondentes autovalores

E = gβeHms +
N
∑

k=1

akmsmk, (2.18)

em que ms = ±1
2
e mk = −Ik,−Ik + 1, · · · , Ik.

Devido ao efeito do campo estático aplicado e do acoplamento hiperfino, os ńıveis de

energia originais são desdobrados em uma série de subńıveis com energias dadas pela Equação
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(2.18). Alguns desses ńıveis terão mesma energia, isto é, serão degenerados, se as interações

hiperfinas forem as mesmas para dois ou mais átomos. Nesse caso o núcleo será dito magneti-

camente equivalente, e essa propriedade é imediatamente reconhecida à partir da geometria da

molécula.

Como o operador S atua apenas sobre os estados de spin eletrônico, a disposição dos

spins nucleares de dois estados entre os quais a transição acontece deve ser a mesma. Em

conclusão, as transições permitidas devem satisfazer as regras de seleção ∆ms = ±1 e ∆mk = 0

para todos os núcleos (ver Apêndice A para mais informações).

hn

Hr= gbe

___hn

ms
1
2
__=

ms
1
2
__=-

a =0

1
0

-1

-1
0
1

A B

Figura 2.2: Ńıveis de energia do elétron desemparelhado do grupo nitróxido (N-O) na presença de um campo
magnético aplicado. O painel A mostra os ńıveis energéticos sem a interação com o spin nuclear do átomo de
nitrogênio; o painel B mostra os ńıveis energéticos desdobrados pela interação nuclear hiperfina.

Supondo que todos os N núcleos são equivalentes, temos ńıveis de energia dados por

E(ms,M) = gβeHms + amsM, (2.19)

em que M é a soma vetorial dos números quânticos mk. A diferença de energia entre os ńıveis

envolvidos nas transições permitidas é escrita como

∆E(M) = gβeH + aM. (2.20)

Dessa forma, o espectro será constitúıdo de um número de linhas igual a 2NIk + 1

posśıveis valores de M , com intensidade proporcional a degenerescência de cada estado de spin
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nuclearM . Se Ik = 1, entãoMk poderá assumir os valores 0,±1 e as linhas espectrais adjacentes

serão igualmente espaçadas pelo valor de a como mostrado na Figura 2.3.

dA
dB
___

a

g
H

Figura 2.3: Espectro de RPE de uma espécie magnética com I = 1; g define a posição da linha central e a é
a constante de desdobramento hiperfino definida no Apêndice A.

2.1.2 O Método dos Marcadores de Spin

Muitos sistemas biológicos contêm naturalmente centros paramagnéticos, entretanto,

tais sistemas são uma fração mı́nima dos quais a sensibilidade da espectroscopia de RPE pode

ser útil. Desta forma, seria muito desejável que qualquer sistema biológico ou molécula pudesse

ser feita paramagnética de um modo espećıfico para que a espectroscopia de RPE pudesse ser

empregada em seu estudo. Para solucionar este problema, foram desenvolvidos os marcadores

de spin (spin labels) [117,118] - radicais livres estáveis que podem ser ligados a śıtios espećıficos

de uma molécula em um sistema complexo e que a espectroscopia de RPE fornece informações

sobre o ambiente onde o marcador está inserido.

Uma propriedade essencial de um marcador de spin é a estabilidade sobre as condições

usadas no estudo de sistemas biológicos, tais como pH, concentração salina e temperatura. O

marcador de spin deve ser senśıvel a seu ambiente - preferencialmente a polaridade, as restrições

espaciais, a sua orientação além de campos magnéticos e elétricos locais. Além disso, sua

presença deve causar alterações despreźıveis no sistema. É necessário também, que as moléculas

usadas para o desenvolvimento de marcadores de spin possuam um bom entendimento qúımico,
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o qual permita a śıntese de marcadores espećıficos para determinados fins. Sob esta perspectiva,

os marcadores de spin mais utilizados são os baseados na molécula de nitróxido (Figura 2.4).

Figura 2.4: Estrutura molecular geral do radical nitróxido. R1 e R2 representam os grupos qúımicos que variam
de acordo com o marcador de spin.

Devido ao efeito protetor dos quatro grupos metil ligados aos carbonos adjacentes

ao átomo de nitrogênio, o radical nitróxido se torna uma molécula notavelmente estável e

inerte [119]. Os espectros de RPE do radical nitróxido são caracterizados por três linhas

hiperfinas bem resolvidas resultantes do acoplamento do spin eletrônico (S = 1
2
) com o spin

nuclear do átomo de nitrogênio. Os valores t́ıpicos dos parâmetros magnéticos (componentes

dos tensores A e g), obtidos a partir do estudo de cristais preparados com o radical nitróxido

incorporado em baixa concentração em uma matriz diamagnética, são apresentados na Tabela

2.1 [120]. O valor da constante de acoplamento isotrópico e a dependência angular dessa

Tabela 2.1: Parâmetros magnéticos para o radical nitróxido.

gxx 2,0089 Axx(A⊥) 5 G
gyy 2,0061 Ayy(A⊥) 5 G
gzz 2,0027 Azz(A‖) 31 G
g 2,0059 a 13,5 G

interação dipolar confirmam que o elétron desemparelhado do radical nitróxido está amplamente

localizado no orbital 2pπ do átomo associado ao átomo de nitrogênio [116].

Uma série de marcadores de spin baseados no nitróxido foi desenvolvida como ferra-

menta para o estudo de sistemas biológicos (Figura 2.5). Entre eles se destacam os marcadores
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de spin desenvolvidos para o estudo de membranas liṕıdicas e protéınas. Os marcadores de spin

projetados para o estudo de membranas, geralmente são baseados nos diversos tipos de liṕıdios

que compõem as bicamadas celulares e possuem o radical nitróxido ligado nas cadeias acila [121]

ou nos grupos polares dos liṕıdios base [122]. Esses tipos de marcadores se organizam na mem-

(a)

(b)

(c)

(d)

Figura 2.5: Estrutura qúımica de alguns marcadores de spin frequentemente usados no estudo de membra-
nas liṕıdicas e protéınas. (a) 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo(tempo)colina (TEMPO-PC), (b) 1-palmitoil-2-
estearoil-(10-doxil)-sn-glicero-3-fosfocolina (10-PC), (c) 2,2,6,6-tetrametil-piperidina-1-oxil-4-amino-4-carboxil
(TOAC) e (d) 3-maleimida proxil (MAL-5). Os marcadores TEMPO-PC e 10-PC se estruturam nas bicamadas
liṕıdicas através das interações hidrofóbicas. O marcador TOAC é diretamente incorporado nas cadeias laterais
das protéınas através das ligações pept́ıdicas e o marcador MAL-5 se liga covalentemente aos grupos sulfidrila
da cistéına.

brana pelas mesmas interações hidrofóbicas que mantém os liṕıdios naturais estruturados na

membrana e sua transferência pode ser realizada biossinteticamente, cultivando-se um orga-

nismo que contenha componentes previamente marcados; ou fisicamente, fazendo uso da alta

solubilidade destes marcadores de spin em um ambiente similar a sua composição. Já para as o

caso das protéınas, os marcadores podem ser acoplados aos grupos reativos das cadeias laterais

de seus aminoácidos (principalmente o grupo sulfidrila da cistéına) [123] ou serem diretamente

incorporados em suas cadeias através da ligação pept́ıdica4 [125].

Neste trabalho, estaremos interessados apenas nos marcadores desenvolvidos para o

4Existe ainda a possibilidade de usar os marcadores de spin através da metodologia conhecida como Site-
directed Spin Labeling [124]. Nesta metodologia, os marcadores de spin são introduzidos em śıtios espećıficos de
protéınas recombinantes devidamente mutadas. Esta técnica é especialmente útil no estudo do enovelamento e da
estrutura de protéınas. Entretanto, esta metodologia exige o uso da espectroscopia de ressonância paramagnética
pulsada, a qual não será abordada neste texto.
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estudo de membranas liṕıdicas, em especial nos baseados no ácido esteárico (Figura 2.6). Esses

marcadores, quando incorporados ao ambiente da membrana, possuem movimento restrito o

qual resulta no alargamento e na variação de suas linhas espectrais. O grau de restrição do

movimento desses marcadores pode ser avaliado por meio de seu tempo de correlação rotacional

τc, o qual pode ser usado como uma medida da fluidez relativa da membrana (a derivação de

uma expressão para τc pode ser encontrada no Apêndice B).

(a)

(b)

(c)

(d)

Figura 2.6: Estrutura qúımica dos marcadores liṕıdicos usados neste trabalho. (a) 5-metil estearato (5-DMS),
(b) 5-doxil estearato (5-DSA), (c) 16-doxil estearato (16-DSA) e (d) 12-doxil estearato (12-DSA).

Devido a anisotropia do fator g a linha central de cada espectro acontece para diferentes

valores de campo dependendo da orientação molecular. Se a ressonância ocorre para um campo

aplicado de H = 3400 G para marcadores orientados com o eixo z do nitróxido posicionado ao

longo do campo (Figura 2.7), as posições das linhas centrais dos espectros nas direções x e y

são calculados a partir das relações [116]

gxx(H + δHx) = gyy(H + δHy) = gzzH. (2.21)

Além disso, o espectro de RPE de marcadores de spin é muito senśıvel à taxa com

a qual o marcador consegue se reorientar. A Figura 2.8 mostra uma série de espectros de

nitróxidos com diferentes tempos de correlação rotacional τc entre os limites de movimento

lento e movimento rápido5.

5Os limites de movimento rápido e lento são geralmente definidos como 10−11 < τc < 10−9 e 10−9 < τc < 10−6

respectivamente; τc medido em s.
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Figura 2.7: Espectros de RPE obtidos com o campo magnético estático aplicado paralelamente aos eixos
moleculares x, y e z do nitróxido.

Em prinćıpio, as linhas espectrais deveriam ter a mesma intensidade, uma vez que a

separação entre os ńıveis de energia magnética é muito pequena em comparação com a energia

térmica kT , e as populações dos ńıveis energéticos, como pode ser visto a partir da Equação

(2.7) são praticamente iguais. Entretanto, os experimentos nos mostram que na maioria dos

casos, as alturas das linhas hiperfinas não são as mesmas. Uma análise da forma das linhas de

ressonância revela que isto se deve ao fato de que as linhas espectrais na verdade não possuem

a mesma largura.

As variações da largura de linha espectral podem ser atribúıdas, na maioria dos casos,

as flutuações dos termos anisotrópicos do hamiltoniano magnético causadas pelos movimentos

moleculares [126,127]. Mesmo que os termos anisotrópicos não contribuam para os parâmetros

magnéticos medidos em espectros de marcadores de spin em solução, eles constituem uma

importante fonte de alargamento de linha [116]. O hamiltoniano (2.14) descrito na seção

anterior, pode de fato, ser considerado como a soma de duas contribuições: uma isotrópica

(orientacionalmente invariante) que foi dada na Equação (2.15), e uma puramente anisotrópica

(orientacionalmente dependente) que pode ser escrita como

H1 = βeH · g′ · S+

N
∑

k=1

S ·A′(k) · I (2.22)

onde g′ e A′(k) são tensores com traço nulo.
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Figura 2.8: Espectros de RPE de nitróxidos com diferentes tempos de correlação rotacional τc. Os espectros
foram obtidos através de simulação utilizando o software easyspin com a opção chili. Parâmetros da simulação:
g, (2,008 2,006 2,003); A, (20 20 85); alargamento lorentziano, 0,3; e frequência, 9,5 GHz.
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Para marcadores de spin dissolvidos em solução aquosa, a agitação molecular faz com

H1 seja uma função aleatória do tempo. Como consequência, há uma modulação aleatória dos

ńıveis de energia e das frequências de transição. Embora H1 neste caso, seja computada apenas

como um valor médio que tende a zero, um alargamento das linhas de absorção deverá ocorrer.

As variações das frequências de transição podem ser caracterizadas por meio de suas

amplitudes e coerência. A amplitude ∆ é definida pelo valor quadrático médio das interações

anisotrópicas (em unidades de frequências angular) e a coerência é dada pelo tempo de cor-

relação τc do movimento aleatório. Para o caso de interesse deste texto ou seja, interações

anisotrópicas moduladas por um movimento do tipo Browniano, o tempo de correlação é uma

medida do peŕıodo no qual as moléculas estão fixas em uma determinada orientação.

Verifica-se então, que a dependência da largura de linha 1/T2 com o número quântico

M que especifica a transição, pode ser ajustada pela equação [116]

[T2(M)]−1 = C +DM + EM2, (2.23)

onde C, D e E são parâmetros que podem ser relacionados por exemplo com as anisotropias

magnéticas.

Pode ser demostrado também [116], que a componente hiperfina referente ao campo

alto é sempre mais larga do que as duas outras duas linhas, as quais tem aproximadamente a

mesma largura. Esse fato pode ser racionalizado, se usarmos a Equação (2.23) para calcular as

expressões expĺıcitas dos parâmetros C, D, e E em termos das anisotropias magnéticas.

O termo C inclui contribuições para o alargamento das linhas que resultam de meca-

nismos diferentes dos da modulação das interações anisotrópicas considerados até agora. Esses

efeitos surgem, por exemplo, da presença de oxigênio na solução ou de fatores instrumentais

(todos eles são independentes do ı́ndice de linha M) [116]. Por esta razão, e também porque

é mais fácil de medir as alturas relativas das linhas, em vez da largura de uma única linha, é

conveniente reescrever a expressão (2.23) na forma

[T2(0)]
−1 [T 2(0)/T 2(±1)− 1

]

= E ±D (2.24)
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onde [T2(0)]
−1 é a largura da linha central (M = 0). Os valores experimentais de T 2(0)/T 2(±1)

são obtidos a partir da raiz quadrada dos quocientes das alturas dos picos experimentais da

curva derivada da absorção. Considerações teóricas conduzem a um valor positivo para a

constante de acoplamento isotrópico, e isto permite a identificação do estado de spin M = 1

como sendo a componente hiperfina de campo baixo.

Em termos dos componentes dos tensores de anisotropia, podemos obter os parâmetros

D e E na forma [116]

D =
4

15
b∆γHτc, E =

1

8
b2τc (2.25)

onde

b = 2πA′
zz = 2π(Azz − a) =

4

3
π(A‖ − A⊥) (2.26)

com os valores de A expressos em unidades de MHz, e

∆γ = βe~
−1

[

gzz −
1

2
(gxx + gyy)

]

. (2.27)

Ao introduzirmos os valores listados na Tabela 2.1, verificamos que E ≃ −D para

valores de campo de cerca de 3400 G. Desta maneira, podemos verificar à partir da Equação

(2.24) que, devido ao sinal negativo de D, somente a linha de campo alto (M = −1) parece ser

mais larga do que a linha central em espectros de nitróxidos dissolvidos em solução aquosa (na

banda X).

Em experimentos de banda-X, nos quais a frequência de ressonância é de aproxima-

damente 9,5 GHz (o que é equivalente a 6×1010 s−1) e ∆ ≃ b calculado à partir da Equação

(2.26) é de aproximadamente 3×108 s−1. Assim, o tratamento desenvolvido até aqui, se aplica

a espectros de marcadores de spin baseados no nitróxido para os quais os tempos de correlação

rotacional estejam entre 5×10−11 − 10−9 segundos.

Além disso, de acordo com o modelo de difusão de Debye [128], o tempo de correlação

rotacional pode ser calculado em termos das dimensões moleculares, temperatura e da viscosi-

dade do meio se as moléculas poderem ser aproximadas por esferas de raio a pela equação

τc =
1

6R
(

R = kT/8πηa3
)

, (2.28)
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em que R representa a constante de difusão rotacional e η a viscosidade do meio.

Entretanto, os espectros de marcadores de spin incorporados em membranas liṕıdicas

tais como os mostrados nos Caṕıtulos 4 e 5 possuem tempos de correlação entre 10−9 < τc <

10−8 s (Slow Tumbling). O tratamento adequado para esta situação está desenvolvido no

Apêndice B e seus resultados nos mostram que a forma da linha espectral depende da solução

de um conjunto de equações algébricas acopladas que descrevem o perfil da curva de absorção

obtida pela perturbação do sistema através do campo de micro-ondas oscilante.

Por outro lado, os espectros de RPE de radicais livres nitróxido são senśıveis não

só aos movimentos moleculares, mas também dependem da natureza do meio em que estes

estão dissolvidos. Isto se dá pelo fato de que os parâmetros magnéticos de qualquer espécie

de radical livre são funções muito senśıveis da distribuição eletrônica da molécula e, portanto,

são influenciadas por pertubações devido ao ambiente. Dessa forma, o fator g e a constante

de desdobramento hiperfino a dos espectros de marcadores de spin se tornam uma ferramenta

eficiente de monitorar a natureza hidrof́ılica ou hidrofóbica do ambiente no qual o marcador

está inserido.

A Figura 2.9 mostra os principais componentes de um espectrômetro de RPE. Em

espectrômetros mais antigos, a fonte de radiação electromagnética era uma válvula klystron

que foi substitúıda por uma fonte de radiação de estado sólido chamada diodo Gunn nos

espectrômetros mais sofisticados. A maioria dos espectrômetros são de reflexão. Isto é, eles

medem as variações (devido a transições espectroscópicas) na quantidade de radiação refletida

à partir da amostra inserida em uma cavidade ressonante. Cavidades ressonantes são utilizadas

para amplificar os sinais de RPE provenientes da amostra uma vez que a cavidade armazena a

energia de micro-ondas e impede sua reflexão.

As cavidades são caracterizadas por sua qualidade Q, a qual indica o quão eficiente-

mente a cavidade armazena a energia de micro-ondas. A sensibilidade do espectrômetro está
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Figura 2.9: Diagrama de blocos simplificado de um espectrômetro de RPE. Figura adaptada de Quantitative
EPR [129].

diretamente relacionada com Q pela da relação

Q =
2π(energia armazenada)

energia dissipada por ciclo
, (2.29)

onde a energia dissipada em cada ciclo representa a quantidade de energia perdida durante

um peŕıodo de oscilação da radiação de micro-ondas. A energia pode ser dissipada nas paredes

laterais da cavidade uma vez que as micro-ondas geram correntes elétricas internas que, por sua

vez geram calor. Como consequência da ressonância, haverá uma onda estacionária no interior

da cavidade. Desde que ondas eletromagnéticas estacionárias têm suas componentes de campo

elétrico e magnético exatamente fora de fase, as cavidades ressonantes são constrúıdas de modo

a anular a componente do campo elétrico e maximizar a componente do campo magnético em

seu centro [129].

Como mencionado anteriormente, os espectrômetros de RPE utilizam uma técnica
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conhecida como detecção senśıvel à fase para melhorar sua sensibilidade. Neste tipo de de-

tecção, a magnitude do campo magnético a qual a amostra é submetida, varia senoidalmente

na frequência de modulação (normalmente 100 kHz). Se houver um sinal de RPE, a modulação

do campo varre rapidamente parte do sinal e a amplitude da radiação de micro-ondas refletida

da cavidade é modulada com a mesma frequência. Quaisquer sinais (como rúıdo e/ou inter-

ferências elétricas) que não estejam de acordo com a referência produzida pelo detector senśıvel

à fase são suprimidos. Para melhorar ainda mais a sensibilidade, uma constante de tempo é

usada para filtrar o rúıdo. A detecção senśıvel à fase com modulação do campo magnético pode

aumentar a sensibilidade de detecção em várias ordens de magnitude. No entanto, o usuário

deve ter cuidado na escolha da amplitude e da frequência da modulação, além da constante

de tempo. Uma má escolha de qualquer um destes três parâmetros pode causar distorções nos

sinais de RPE e criar artefatos experimentais6.

2.2 Espectroscopia e Microscopia de Fluorescência Apli-

cadas a Sistemas Biológicos

2.2.1 Teoria Geral

Luminescência é a emissão de fótons na região do ultravioleta, viśıvel ou infravermelho

à partir de estados eletrônicos excitados. A luminescência pode ser dividida em duas categorias

- fluorescência e fosforescência - dependendo da natureza do estado excitado. A fluorescência

é caracterizada por transições eletrônicas entre estados do tipo singleto, nos quais o elétron no

orbital excitado está orientado na direção oposta do elétron no orbital do estado fundamental.

Consequentemente, o retorno para o estado fundamental é permitido e ocorre rapidamente

acompanhado da emissão de um fóton. As taxas de emissão de fluorescência são tipicamente

de 108 s−1, desta forma, o tempo de vida t́ıpico da fluorescência é próximo de 10−9 s [131].

6Neste trabalho, estamos utilizando parâmetros instrumentais adequados para a detecção do sinal de mar-
cadores de spin baseados no nitróxido. Uma descrição detalhada sobre os efeitos da variação destes parâmetros
sobre a linha espectral pode ser encontrada em Instrumental Aspects of Spin Labeling [130].
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Por outro lado, a fosforescência é caracterizada por transições eletrônicas entre estados do tipo

tripleto, nos quais o elétron no orbital excitado tem a mesma orientação de spin do elétron do

estado fundamental. Este tipo de transição é proibida e a taxas de emissão são lentas (103 a

100 s−1), desta forma, o tempo de vida da fosforescência é tipicamente de milesegundos ou até

segundos [131]. Neste trabalho, estamos interessados no fenômeno da fluorescência.

Os processos t́ıpicos que ocorrem entre a absorção e a emissão de luz podem ser ilus-

trados por um diagrama de Jablonski (Figura 2.10). Depois da absorção de luz, o fluoróforo

geralmente é excitado para algum ńıvel de energia vibracional mais elevado. Com algumas raras

exceções, moléculas em fase condensada relaxam para um ńıvel vibracional menos elevado. Este

processo é chamado conversão interna e ocorre em 10−12 s ou menos [131]. Desde que os tempos

de vida da fluorescência são tipicamente próximos a 10−8 s, a conversão interna acontece antes

da emissão. Desta forma, a emissão fluorescente resulta de um estado excitado termicamente

equilibrado, isto é, do ńıvel vibracional de menor energia do estado excitado. Para a maioria

das moléculas, a diferença de energia entre o estado fundamental e os estados excitados é sufi-

cientemente grande para que os estados excitados possam ser termicamente populados. Esta é

a razão pela qual utilizamos luz e não calor para induzir a fluorescência.

O fenômeno da fluorescência apresenta um número de caracteŕısticas gerais. Uma

análise do diagrama de Jablonski (Figura 2.10) revela que a energia da emissão é tipicamente

menor do que a da absorção. Este fenômeno foi primeiramente observado por Sir. G. G. Stokes

[132] e por isso recebe o nome de deslocamento de Stokes. Uma causa comum do deslocamento

de Stokes é o decaimento para o ńıvel de menor energia vibracional de S1. Além disso, os

fluoróforos geralmente decaem para o ńıvel de maior energia vibracional de S0 (Figura 2.10),

resultando no favorecimento da perda de energia de excitação pela termalização do excesso de

energia vibracional. Somado a estes efeitos, os fluoróforos podem apresentar ainda deslocamento

de Stokes devido a efeitos do solvente, reações dos estados excitados, formação de complexos,

e/ou transferência de energia [131].

Outra caracteŕıstica geral da fluorescência é que o mesmo espectro de emissão é obser-
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Figura 2.10: Diagrama de Jablonski ilustrando as transições responsáveis pela fluorescência e fosforescência.
Figura adaptada de Principles of Fluorescence Spectroscopy [131].

vado para qualquer comprimento de onda usado na excitação (Kasha’s rule) [133]. Isso pode ser

explicado pelo fato de que na excitação para os ńıveis de energia eletrônicos e vibracionais mais

altos, o excesso de energia é rapidamente dissipado, deixando o fluoróforo no ńıvel vibracional

mais baixo de S1. Essa relaxação ocorre em cerca de 10−12 s e é provavelmente o resultado

da superposição dos estados de energia próximos. Devido esta relaxação rápida, o espectro de

emissão é usualmente independente do comprimento de onda da excitação.

O tempo de vida da fluorescência τv e o rendimento quântico Q talvez sejam as carac-

teŕısticas mais importantes de um fluoróforo. O rendimento quântico é definido como sendo o

número de fótons emitidos, relativos ao número de fótons absorvidos. Substâncias com maior

rendimento quântico (Q ≈ 1) tais como as rodaminas, apresentam as emissões mais brilhantes.

Já substâncias com maior tempo de vida, possuem um maior intervalo de tempo dispońıvel

para o fluoróforo interagir ou se difundir em um meio7. O significado de rendimento quântico e

7Geralmente, um aumento na temperatura resulta em um decréscimo no rendimento quântico e no tempo de
vida de fluorescência. Isto se deve ao fato de que os processos não radiativos relacionados com a agitação térmica
tais como as colisões com as moléculas do solvente além das vibrações e rotações intramoleculares tornam-se
mais efetivos em altas temperaturas. Entretanto, na maioria das vezes os experimentos estão em bom acordo
com a variação emṕırica linear ln(1/Q− 1) versus 1/T [134].
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tempo de vida podem ser melhor ilustrados por um diagrama de Jablonski simplificado (Figura

2.11).

hnabs hnflu
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S1

G knr

relaxação (10 s)-12

S1

Figura 2.11: Diagrama de Jablonski simplificado ilustrando o significado de tempo de vida e de rendimento
quântico. Figura adaptada de Principles of Fluorescence Spectroscopy [131].

O diagrama mostra os processos responsáveis pelo retorno do sistema para o estado

fundamental (os processos de relaxação individuais, os quais levam o sistema para o estado S1

não foram explicitados). Em particular, estão destacadas a taxa de emissão do fluoróforo Γ

e a taxa de decaimento não radiativo para S0 knr (por conveniência, todos os processos não

radiativos foram agrupados na constante knr). Ambas as taxas Γ e knr, são responsáveis pela

diminuição da população do estado excitado. Dessa forma, a fração de fluoróforos que decaem

por meio da emissão de fótons é interpretada como o rendimento quântico dado por [131]

Q =
Γ

Γ + knr
. (2.30)

Se knr << Γ o rendimento quântico se aproxima de 1. Note que o rendimento energético da

fluorescência é sempre menor do que 1 devido as perdas de Stokes.

O tempo de vida do estado excitado é definido pelo tempo médio que a molécula gasta

no estado excitado antes de retornar para o estado fundamental. Para o fluoróforo descrito pelo

diagrama ilustrado na Figura 2.11, o tempo de vida pode ser escrito como [131]

τv =
1

Γ + knr
. (2.31)

O tempo de vida de um fluoróforo na ausência de processos não radiativos é chamado de tempo
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de vida intŕınseco ou natural e é dado por [131]

τn =
1

Γ
. (2.32)

Usando as Equações (2.31) e (2.32) podemos escrever o tempo de vida natural como

τv =
τ

Q
. (2.33)

2.2.2 Espectroscopia de Fluorescência

A espectroscopia de fluorescência pode ser aplicada a uma vasta gama de problemas

em qúımicas, f́ısica e biologia. Esse tipo de espectroscopia faz uso dos espectros de emissão

e absorção dos fluoróforos, bem como a anisotropia de sua fluorescência para encontrar in-

formações sobre uma série de processos moleculares, incluindo interações molécula-solvente,

difusão rotacional de biomoléculas, distâncias intermoleculares e mudanças conformacionais.

As medidas de fluorescência podem ser classificadas em quase estáticas e resolvidas no tempo.

Neste trabalho, vamos utilizar medidas do tipo quase estática. Neste tipo de medida, durante

o processo de aquisição de dados a amostra é excitada com um feixe cont́ınuo de luz. Devido

a escala de tempo da fluorescência, quando a amostra é exposta a luz o estado quase estático

é atingido quase imediatamente [131].

A anisotropia da fluorescência usa o fato de que se excitadas com luz polarizada a

emissão de muitas moléculas também é polarizada, para obter informações sobre sistemas de

interesse. A origem da anisotropia está relacionada com a orientação preferencial dos momentos

de transição de absorção e de emissão ao longo da estrutura molecular dos fluoróforos (Figura

2.12). Contudo, a emissão fluorescente pode tornar-se despolarizada, por exemplo, pela difusão

rotacional do fluoróforo. Nesse tipo de movimento, a direção dos momentos de transição de

absorção e de emissão são alteradas e como consequência a radiação emitida se torna despola-

rizada. As medidas da anisotropia da fluorescência revelam então o deslocamento angular do

fluoróforo que ocorre entre absorção e a subsequente emissão de um fóton. A taxa de difusão

rotacional depende da viscosidade do meio, do tamanho e da forma da molécula fluorescente.
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Figura 2.12: Movimento rotacional incluindo despolarização da fluorescência. dA e dE representam os momen-
tos de transição de absorção e emissão respectivamente. Figura adaptada de Molecular Fluorescence: Principles
and Applications [134].

Pequenos fluoróforos em meios caracterizados por baixa viscosidade possuem alta difusão rota-

cional (mais rápida do que a taxa de emissão) e consequentemente sua emissão é despolarizada

o que leva os valores da anisotropia para próximos de zero.

Assim como no caso dos marcadores de spin, foram desenvolvidas sondas fluorescentes

estáveis sobre as condições usadas no estudo de sistemas biológicos, tais como pH, concentração

salina e temperatura. Essas sondas também são senśıveis a seu ambiente (polaridade, restrições

espaciais e campos elétricos locais) e sua presença causam alterações despreźıveis no sistema.

Seguindo esta ideia, uma série de sondas fluorescentes foram desenvolvidas como fer-

ramenta para o estudo de sistemas biológicos (Figura 2.13). Entre elas se destacam as sondas

desenvolvidas para o estudo de membranas liṕıdicas, DNA8 e protéınas. As sondas projeta-

das para o estudo de membranas, geralmente são baseados nos diversos tipos de liṕıdios que

compõem as bicamadas celulares (através da inserção de fluoróforos covalentemente ligados as

cadeias acilas [135,136] ou aos grupos polares dos liṕıdios [136,137]) ou em moléculas que pos-

suem grande hidrofobicidade [138,139]. Esses tipos de sonda se organizam na membrana pelas

8Sigla para deoxyribonucleic acid.
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mesmas interações hidrofóbicas que mantém os liṕıdios naturais estruturados na membrana.

Já para as o caso das protéınas, uma variedade de sondas que possuem comprimentos de onda

de excitação e emissão mais longos do que os aminoácidos aromáticos (dessa forma, a protéına

marcada pode ser estudada na presença de outras protéınas não marcadas) foram projeta-

das para se ligar covalentemente aos grupos reativos das cadeias laterais de seus aminoácidos

(principalmente aminas e histidinas) [140] ou não covalentemente [141] (sondas deste tipo pos-

suem baixa ou nenhuma fluorescência em água, mas fluorescem fortemente quando ligadas as

protéınas [142]).
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Figura 2.13: Estrutura qúımica de algumas sondas fluorescentes frequentemente usadas no estudo de mem-
branas liṕıdicas e protéınas. (a) cloreto de dansilo (DNS-Cl), (b) 2-anilinonaftaleno-6-sulfônico (2,6-ANS), (c)
dehidroergosterol (DHE), (d) 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(1-pirenosulfonil) (sal de amônio) (Pi-
reno-PE) e (e) 1-12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]dodecanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-
NBD-PC). A sondas DNS-Cl e 2,6-ANS se ligam covalentemente e não covalentemente as protéınas, respectiva-
mente. As sondas DHE, Pireno-PE e Liso-NBD-PC se estruturam nas bicamadas liṕıdicas através das interações
hidrofóbicas.

Neste trabalho, estamos particularmente interessados no comportamento da anisotro-

pia9 da fluorescência de sondas lipof́ılicas (Figura 2.14). Essas sondas, quando incorporadas ao

9A polarização e a anisotropia contém as mesmas informações. Entretanto, o uso da polarização deve ser
desencorajado já que comparada a anisotropia (a qual é normalizada pela intensidade total I = I‖+2I⊥), o uso da
polarização traz uma complicação nas equações. Por exemplo, suponha que uma determinada amostra contenha
várias espécies emissoras cada uma com valores de polarização Pi e intensidades fracionárias fi distintas. A
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ambiente da membrana possuem movimento restrito, o qual resulta na variação da anisotro-

pia de sua fluorescência e nos permite avaliar por exemplo a dinâmica interna de membranas

liṕıdicas ou o efeito de pequenas moléculas sobre suas temperaturas de transição de fase.
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Figura 2.14: Estrutura qúımica das sondas lipof́ılicas usadas neste trabalho. (a) 1-palmitoil-2-6-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-il)amino]hexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (6-NBD-PC), (b) 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH)
e (c) 2-amino-N-hexadecil benzamida (AHBA).

A Figura 2.15 mostra um esquema para medição da anisotropia da fluorescência. Na

maioria dos experimentos a amostra é excitada com luz verticalmente polarizada, ou seja, o

vetor campo elétrico da luz de excitação está orientado paralelamente a direção vertical (definida

aqui como eixo z). A intensidade da emissão é então medida por meio do uso de polarizadores

e seus valores são utilizados para calcular a anisotropia r dada por

r =
I‖ − I⊥

I‖ + 2I⊥
. (2.36)

Definida desta forma, a anisotropia da fluorescência é uma grandeza adimensional e

polarização total P desta mistura é dada por [143]

(

1

P
− 1

3

)−1

=
∑

i

fi
(

1
Pi

− 1
3

) , (2.34)

enquanto a anisotropia média r̄ é dada por [134]

r̄ =
∑

i

firi (2.35)

em que ri indica a anisotropia de cada espécie emissora. Além disso, o decaimento da polarização não pode ser
ajustado por uma única exponencial (como é o caso do decaimento da anisotropia) mesmo para uma molécula
com simetria esférica [144].
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independente da intensidade total da emissão da amostra. Além disso, na ausência de artefatos

experimentais, a anisotropia também é independente da concentração do fluoróforo.
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Detector
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Figura 2.15: Diagrama esquemático para a medida da anisotropia da fluorescência. Figura adaptada de
Principles of Fluorescence Spectroscopy [144].

Considerando que os momentos de transição de absorção e emissão sejam paralelos e

que o fluoróforo está orientado com ângulos θ e φ em relação ao sistema de coordenadas do

laboratório (Figura 2.16) existirão orientações preferenciais da população de estados excitados

na direção da polarização da radiação de excitação. As intensidades da radiação emitida são

então, proporcionais à projeção do momento de transição no sistema de coordenadas escolhido

(isto é verdade já que projetar o momento de transição é o mesmo que projetar o campo elétrico

criado pelo fluoróforo). O campo elétrico criado por um fluoróforo pode ser escrito como (ver

Apêndice C para mais informações)

E(θ, φ) = k
senθ

r
θ̂, (2.37)

em que k é uma constante, r é a distância do fluoróforo até o ponto de observação e θ̂ é um

vetor unitário na direção da coordenada θ. A intensidade da luz emitida é proporcional ao

quadrado do campo elétrico e é dada por

I(θ, φ) = k2
sen2θ

r2
r̂, (2.38)
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Figura 2.16: Intensidades emitidas para um único fluoróforo em um sistema de coordenadas. Figura adaptada
de Principles of Fluorescence Spectroscopy [144].

em que r̂ é um vetor unitário da direção da propagação.

Desta maneira, podemos escrever as intensidades descritas na Figura 2.16 como

I‖(θ) ∝ cos2 θ (2.39)

e

I⊥(θ, φ) ∝ sen2θsen2φ. (2.40)

Se considerarmos que os fluoróforos estão orientados aleatoriamente, a dependência em φ da

Equação (2.40) pode ser eliminada para uma situação onde a população de fluoróforos excitados

está simetricamente distribúıda em terno do eixo z, fazendo

〈sen2φ〉 =
∫ 2π

0
sen2φdφ
∫ 2π

0
dφ

=
1

2
. (2.41)

Portanto, as Equações (2.39) e (2.40) passam a ser escritas como

I‖ ∝ cos2 θ e I⊥ ∝ 1

2
sen2θ. (2.42)

Fazendo a média com respeito ao eixo z obtemos

I‖ =

∫ 2π

0

cos2 θP (θ)dθ = 〈cos2 θ〉 (2.43)
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e

I⊥ =

∫ 2π

0

sen2θP (θ)dθ =
1

2
〈sen2θ〉 (2.44)

onde P (θ) é a probabilidade do fluoróforo estar orientado entre θ e θ + dθ. Usando a Equação

(2.36) podemos reescrever a anisotropia da fluorescência como10

r =
I‖ − I⊥
I‖ + 2I⊥

=
〈cos2 θ〉 − 1

2
(1− 〈cos2 θ〉)

〈cos2 θ〉+ (1− 〈cos2 θ〉)

=
3〈cos2 θ〉 − 1

2
. (2.45)

Quando uma amostra é excitada com luz polarizada, as moléculas que possuem mo-

mento de transição paralelo ao campo elétrico da radiação de excitação possuem maior pro-

babilidade de serem excitadas. Entretanto, em geral, os momentos de transição de absorção e

emissão não são paralelos (Figura 2.17). Para esta situação temos que

cos θE = cos θA cosα + cosψsenθAsenα (2.46)

e

cos2 θE = cos2 θA cos2 α + cos2 ψsen2θAsen
2α + 2 cos θAsenθA cosαsenα cosψ. (2.47)

Assim, encontramos que

〈cos2 θE〉 = cos2 α〈cos2 θA〉+
1

2
〈sen2θA〉sen2α

=
3

2
cos2 α〈cos2 θA〉 −

1

2
〈cos2 θA〉 −

1

2
cos2 α +

1

2
, (2.48)

10Note que uma medida quase estática é simplesmente uma média dos fenômenos resolvidos no tempo. Se
um fluoróforo exibe um único tempo de decaimento (τv) e um único tempo de correlação rotacional (τc), o
decaimento da intensidade e da anisotropia da fluorescência são dados como [131]

I(t) = Iie
−t/τv

e
r(t) = rie

−t/τc ,

onde Ii e ri representam a intensidade e anisotropia da fluorescência respectivamente, em t = 0 imediatamente
após a excitação. Desta maneira, a anisotropia quase estática (r) é dada pela média de r(t) ponderada por I(t)
na forma

r =

∫∞

0
r(t)I(t)dt

∫∞

0
I(t)dt

,

onde denominador foi introduzido para normalizar a anisotropia de forma a torná-la independente da intensidade
total.
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Figura 2.17: Definição dos ângulos α, e ψ para a situação onde os momentos de transição de absorção (dA)
e de emissão (dE) não são paralelos.

onde usamos

〈cosψ〉 = 0 e 〈cos2 ψ〉 = 1

2
. (2.49)

Consequentemente, a Equação (2.45) pode ser reescrita como

r =
3〈cos2 θE〉 − 1

2

=
(3 cos2 α− 1)

2

(3〈cos2 θA〉 − 1)

2
. (2.50)

Podemos calcular 〈cos2 θA〉 fazendo

〈cos2 θA〉 =

∫ 2π

0

dφ

∫ π

0

cos2 θP (θ)dθ

=
3

5
, (2.51)

onde usamos [134]

P (θ) =
cos2 θsenθ

∫ 2π

0
dφ
∫ π

0
cos2 θsenθdθ

. (2.52)

Portanto,

r =
2

5

(

3cos2 α− 1
)

2
(2.53)

onde para α = 0 → r = r0 = 0, 4 e para α = 90 → r = −0, 2 (r0 é denominada anisotropia

fundamental).
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Entretanto, existe uma diferença entre o valor teórico da anisotropia de emissão na

ausência de movimento (anisotropia fundamental) e o valor obtido experimentalmente (aniso-

tropia limitante). A anisotropia limite pode ser determinada tanto por medidas quase-estáticas

em um meio ŕıgido (para evitar os efeitos do movimento browniano), quanto em medidas resol-

vidas no tempo através do valor da anisotropia de emissão no tempo zero [134].

Se não houverem artefatos instrumentais, qualquer diferença observada entre a aniso-

tropia fundamental e a anisotropia limitante deve estar relacionada com o próprio fluoróforo.

Existem diversas explicações para esta diferença, no entanto, considera-se geralmente que a di-

ferença entre as anisotropias fundamentais e limitantes é principalmente devido à torções vibra-

cionais (mudança da geometria molecular entre seu estado fundamental e seu estado excitado)

dos fluoróforos [134, 145]. Dessa maneira, uma dependência com temperatura da anisotropia

limitante é esperada. Em baixas temperaturas r0 pode ser considerada constante, enquanto

que para altas temperaturas seu valor diminui linearmente com a temperatura [134].

Na Figura 2.18 estão representados os principais componentes de um espectrofluoŕımetro

convencional. A luz de excitação geralmente é gerada por um lâmpada de xenon de alta pressão

que oferece a vantagem de uma emissão cont́ınua a partir de ∼ 250 nm até o infravermelho.

Monocromadores são usados para selecionar o comprimento de onda de excitação e a fluo-

rescência é detectada em ângulo reto com relação ao feixe incidente e amplificada por uma

fotomultiplicadora.

Em nossos experimentos, usamos um arranjo para medir a anisotropia da fluorescência

conhecido como arranjo tipo L (Figura 2.19). Esse arranjo, é usado para fluoŕımetros que

possúırem apenas um canal de emissão. Os fluoŕımetros são geralmente equipados com um

conjunto de monocromadores que possuem eficiências distintas para transmissão de luz verti-

calmente ou horizontalmente polarizada. Portanto, se a amostra for excitada com luz vertical-

mente polarizada, a rotação dos polarizadores da emissão irá alterar as intensidades medidas,

mesmo que a amostra emita luz não polarizada [144]. Dessa forma, as intensidades medidas

não são as verdadeiras intensidades paralela e perpendicular requeridas, mas sim, intensidades
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Figura 2.18: Diagrama de blocos de um espectrofluoŕımetro convencional. Figura adaptada de Molecular
Fluorescence: Principles and Applications [134].

proporcionais às eficiências de transmissão do monocromador para cada componente polari-

zada. Para solucionar este problema, medidas com um único canal de emissão requerem a

aquisição de quatro valores individuais das intensidades polarizadas; IV V , IV H , IHV e IHH .

Nessa notação, os dois ı́ndices subscritos indicam a orientação dos polarizadores de excitação e

emissão, respectivamente. Por exemplo, IHV corresponde a uma excitação por luz horizontal-

mente polarizada e uma emissão verticalmente polarizada. Esta notação é boa já que a ordem

dos ı́ndices subscritos representa a ordem na qual a luz passa através dos dois polarizadores.

Considerando que SV e SH sejam as sensibilidades do canal de emissão para os componentes

verticalmente e horizontalmente polarizadas, respectivamente, verificamos que para a excitação
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Figura 2.19: Diagrama esquemático para a medida da anisotropia da fluorescência no arranjo tipo L. Figura
adaptada de Principles of Fluorescence Spectroscopy [144].

polarizada verticalmente as intensidades observadas são (Figura 2.19)

IV V = kSV I‖ (2.54)

e

IV H = kSHI⊥, (2.55)

onde k é um fator de proporcionalidade para quantificar o rendimento quântico do fluoróforo e

outros fatores instrumentais dependentes da sensibilidade dos polarizadores [144]. Manipulando

(2.54) e (2.55) encontramos

IV V

IV H
=

SV I‖
SHI⊥

= G
I‖
I⊥
. (2.56)

Percebemos então que a razão das intensidades medidas é diferente do valor real, por

um fatorG. Para calcular a razão real entres as intensidades (I‖/I⊥) devemos determinar o fator

G, o qual é a razão das sensibilidades do sistema de detecção com respeito a luz verticalmente

e horizontalmente polarizada. Note que se as medidas das intensidades não forem corrigidas

por G, a anisotropia calculada estará incorreta. O fator G pode ser encontrado através de

uma excitação horizontalmente polarizada. Usando a excitação horizontalmente polarizada, a

distribuição de estados excitados é deslocada na direção do eixo de detecção. Com isso, ambas

as componentes polarizadas (H e V ) são iguais e proporcionais à I⊥ (as componentes são iguais
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porque o campo eléctrico é distribúıdo igualmente em torno do eixo de detecção e ambas as

orientações do polarizador são perpendiculares à polarização da excitação). Assim, qualquer

diferença medida em IHV e IHH está associada ao sistema de detecção. Especificamente temos

que

IHV

IHH
=
SV I⊥
SHI⊥

=
SV

SH
= G. (2.57)

Note que mesmo que a intensidade de excitação mude quando o polarizador do canal de ex-

citação é girado, esta mudança é um fator constante no numerador e no denominador da equação

acima e, que será portanto, cancelado.

Uma vez que o fator G seja determinado, a relação I‖/I⊥ pode ser calculada usando

IV V

IV HG
=
IV V IHH

IV HIHV

=
I‖
I⊥

(2.58)

e a anisotropia passa a ser dada por

r =
I‖/I⊥ − 1

I‖/I⊥ + 2
=

IV V −GIV H

IV V + 2GIV H
. (2.59)

2.2.3 Microscopia Confocal

O fenômeno da fluorescencia pode ser usado para construir imagens de amostras na-

turalmente fluorescentes e/ou feitas fluorescentes pela adição de moléculas extŕınsecas através

da microscopia de fluorescência. Fazendo uso desta metodologia, a microscopia confocal, ao

contrário da microscopia convencional, nos permite ver imagens claras dentro de amostras es-

pessas. Considere por exemplo um microscópio de epifluorescência, mostrado na Figura 2.20.

Durante a iluminação da amostra, embora a excitação seja focada em um determinado plano,

vários outros planos acabam sendo excitados. Desta forma, a imagem formada no detector

é o resultado da superposição da imagem proveniente do plano focal com um série de outras

imagens provenientes de planos fora de foco (ao longo da espessura da amostra) excitados du-

rante a iluminação. Já um microscópio confocal usa uma fonte de luz pontual para excitar

uma região muito pequena da amostra. Esse tipo de iluminação, excita fortemente um único

ponto ao longo da espessura da amostra fazendo com que a excitação de zonas fora de foco
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sejam minimizadas. Assim como no caso da epifluorescência, a imagem formada no detector

é o resultado da superposição da imagem proveniente do plano focal com uma série de outras

imagens provenientes de planos fora de foco. Entretanto, a imagem proveniente do plano focal

possui melhor resolução. Por outro lado, se incluirmos um pinhole no arranjo experimental de

tal forma que este possa eliminar toda a luz que não é proveniente do plano focal a imagem

formada no detector, passa a ter somente a contribuição da excitação do plano focal. Portanto,

laser

detector

lentes objetivas

espelho dicroico

pinhole

pinhole

plano focal

lâmina
luz fora de foco

microscópio
fluorescência confocal

lâmpada
de mercúrio

detector

lâmina

filtro

filtro

espelho dicroico

microscópio
epifluorescência

Figura 2.20: Principais componentes dos microscópios de epifluorescência e de fluorescência confocal. No
arranjo de epifluorescência, luz proveniente de vários planos ao longo da espessura da amostra chega ao detector
enquanto no arranjo confocal apenas a luz proveniente do plano focal chega o detector.

um microscópio confocal (Figura 2.20), é a combinação de uma fonte de luz pontual que excita

um ponto focal ao longo da espessura da amostra com um detector pinhole que seleciona a luz

emitida do plano focal

O microscópio confocal descrito acima, tem todas as caracteŕısticas que permitem a

obtenção de imagens referentes a um único ponto ao longo da espessura de uma amostra.

No entanto, não é muito interessante olhar apenas para um único ponto. Dessa maneira, o
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ideal é encontrar uma forma de mapear todo a amostra ponto-a-ponto. Para cumprir esta

tarefa a maioria dos microscópios confocais de varredura a laser usam métodos de digitalização

complexos para varrer os pontos do plano focal da amostra enquanto está fica parada. Um

microscópio confocal discrimina pontos acima e abaixo do foco, uma caracteŕıstica denominada

seccionamento óptico. Desta maneira, partes da amostra que estão acima ou abaixo do plano

focal são fracamente iluminadas e a luz proveniente destas partes será descartada pelo pinhole.

Os pinholes do microscópio confocal também eliminam a luz proveniente de pontos adjacentes

ao ponto focal. Isso aumenta o contraste, até mesmo para as amostras finas. Este tipo de

contraste é especialmente desejável quando se necessita diferenciar zonas escuras de zonas

brilhantes como no caso dos domı́nios liṕıdicos mostrados no Caṕıtulo 7.

Portanto, este microscópio pode determinar imagens em diferentes planos ao longo da

espessura da amostra sem que estas imagens interfiram umas nas outras. Com um controle ade-

quado, o microscópio confocal pode imagear uma série de seções ópticas, que podem depois ser

superpostas para formar uma imagem tridimensional (Figura 2.21). Neste trabalho, a micros-

copia confocal de varredura a laser foi aplicada para a caracterização de domı́nios liṕıdicos em

veśıculas unilamelares gigantes através da utilização de sondas fluorescentes que particionam-se

nas diferentes fases das bicamadas.

2.3 Microscopia de Força Atômica Aplicada a Sistemas

Biológicos

Microscópios convencionais usam luz ou um feixe de elétrons para obter imagens de

objetos. Entretanto, a resolução óptica de microscópios que utilizam luz é limitada pelo compri-

mento de onda da radiação utilizada. Embora uma alta resolução (em angstrons) de amostras

biológicas possa ser obtida utilizando um microscópio eletrônico, a preparação das amostras

surge como um fator limitante (via de regra as amostras devem ser congeladas, fixadas, secas

e/ou processadas para obter-se um contraste na imagem). Desta forma, as alterações mor-

fológicas, devido aos processos de preparação de amostra associados a microscopia eletrônica
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Figura 2.21: Micrografia confocal de uma veśıcula unilamelar gigante composta de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina. A imagem 3-D é constrúıda através da superposição de diversas imagens adquiridas entre
os planos polar e equatorial.

sempre foram uma grande preocupação. Neste contexto, a microscopia de força atômica

(AFM)11, a qual foi implementada por Bining e co-autores [146], tem se apresentado como uma

ferramenta poderosa para o estudo da estrutura e morfologia de membranas liṕıdicas [147,148].

A possibilidade de se obter imagens de alta resolução de superf́ıcies em meio aquoso tem reve-

lado detalhes em escala nanométrica da morfologia de bicamadas liṕıdicas, os quais não podem

ser observados por microscópios convencionais. Por exemplo, o estudo de eritrócitos através

de AFM pode fornecer informações topológicas sobe a superf́ıcie da célula e sobre as estru-

turas da membrana com uma resolução significativamente mais elevada do que as fornecidas

por um microscópio óptico [149]. Hoje em dia, a microscopia de força atômica aparece como

uma das mais poderosas técnicas para a análise topográfica de membranas biológicas a uma

resolução lateral inferior a 1 nm e uma resolução vertical entre 0,1 e 0,2 nm, permitindo que

11Sigla para Atomic Force Microscopy.
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macromoléculas individuais sejam estudadas em condições fisiológicas [150].

A ideia básica da microscopia de força atômica é utilizar uma ponta de prova montada

sobre um cantilever para varrer a superf́ıcie da amostra utilizando uma força constante [148].

Tanto a ponta como a amostra, podem ser precisamente deslocadas num padrão reticulado

usando um piezo-tubo xyz para digitalizar a superf́ıcie da amostra e a deflexão do cantile-

ver medida opticamente é usada para gerar uma força resposta na amostra [147] permitindo

que imagens de células vivas e membranas biológicas submersas em soluções aquosas sejam

constrúıdas (Figura 2.22).

amostra

laser

deflexão do cantilever

(A+B)-(C+D)
(A+B)+(C+D)

SINAL DA DEFLEXÃO

fotodiodo

Figura 2.22: Prinćıpio básico de uma medida de microscopia de força atômica. Figura adaptada de
http://www.jpk.com/.

A microscopia de força atômica em membranas biológicas, ou em um modelo de bica-

madas planas suportadas como no nosso caso, pode ser realizada normalmente através do modo

contato ou do modo contato intermitente. No modo contato, a sonda está em contato direto

com a superf́ıcie da amostra, realizando uma varredura com força vertical constante. Apesar

da alta resolução das imagens de AFM obtidas através deste modo de operação, a informação

sobre a altura da amostra gerada pode não ser precisa, uma vez que o um excesso de força de
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varredura pode modificar a estrutura da bicamada. No entanto, mesmo que a força empregada

possa deformar a superf́ıcie da bicamada, informações sobre suas propriedades visco-elásticas

das membranas e a determinação da constante de mola efetiva do cantilever, permitem que a

medição da altura da membrana seja feita com precisão. Por outro lado, no modo intermitente,

a ponta oscila a uma frequência alta, determinada pela constante de mola do cantilever, e inte-

rage com a superf́ıcie da amostra apenas no extremo inferior de cada ciclo para permitir que as

interações adesivas entre a ponta e a superf́ıcie da amostra atuem. No modo intermitente em

fluidos, as forças laterais são praticamente despreźıveis. A velocidade de varredura da ponta em

relação à amostra também desempenha um papel fundamental na qualidade da imagem. Como

as bicamadas liṕıdicas são amostras moles, uma digitalização de alta velocidade irá influenciar

a sua forma. Portanto, um movimento lento da ponta de AFM na superf́ıcie da membrana seria

ideal e resultaria em mı́nimas distorções e imagens melhor resolvidas.

Desde que força é usada para o detalhamento da topologia do material sob investigação,

as propriedades mecânicas da amostra podem influenciar criticamente a formação da imagem.

Ao estudar bicamadas liṕıdicas, as propriedades elásticas da amostra contribuem significativa-

mente para a imagem formada. Para minimizar os efeitos elásticos, bicamadas liṕıdicas devem

ser estudadas com a menor força de imagem posśıvel. As flutuações termais experimentadas por

um cantiléver livre podem ser usadas com indicação sobre o limite inferior das forças utilizadas

para obtenção da imagem. Se considerarmos o cantilever como uma mola descomprimida, as

flutuações térmicas resultam em movimentos espontâneos da ponta com amplitude ∆, e podem

ser estimados utilizando [151]

∆ =

√

kT

kc
, (2.60)

em que k é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta e kc a constante de mola do

cantilever. As amplitudes de flutuação e os correspondentes rúıdos de força em temperatura

ambiente (20 ◦C) para cantilévers comumente usados para construir imagens em modo contato

em meio aquoso estão apresentados na Tabela 2.2.

Uma análise destes dados nos mostra que a utilização de cantilévers mais flex́ıveis reduz
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Tabela 2.2: Valores para flutuação térmica, incertezas e razão sinal/rúıdo de cantilévers flex́ıveis. Tabela
retirada de Atomic Force Microscopy in Cell Biology [150].

Constante de mola Flutuação térmica (Å) Incerteza na força∗ Sinal/rúıdo∗

N/m (força equivalente, pN) pN
0,01 6,4 0,4 126

(6,4)
0,03 3,7 1,2 42

(11,1)
0,06 2,6 2,4 21

(15,6)
0,10 2,0 4,0 12,5

(20,0)
0,36 1,1 14,4 3,5

(39,6)

∗ Para uma força de 50 pN.

acentuadamente o valor limite das forças utilizadas na digitalização, as quais devem ser maiores

do que as flutuações térmicas. As flutuações são reduzidas, como uma função da força aplicada,

uma vez que a ponta está em contato com a superf́ıcie, de acordo com a equação [150]

∆c =
kT

2F
, (2.61)

onde ∆c é a amplitude da flutuação na posição da ponta em contato e F é a força aplicada12. Os

valores fornecidos pelos fabricantes para a constante de mola kc dos cantilévers são, em geral,

uma estimativa razoável do valor médio obtido para um número de cantilévers de comprimento

e espessura comparável. Uma melhor avaliação da constante de mola do cantilever pode ser

obtidas por meio da determinação da sua frequência de ressonância ou de seu rúıdo térmico

[150].

As pontas utilizadas em AFM para o estudo de membranas biológicas geralmente são

compostas de siĺıcio ou nitreto de siĺıcio e montadas sobre cantilévers que variam de 85 a 320

µm de comprimento e 0,3 a 2 µm de espessura. Para fazer o imageamento de membranas

biológicas no modo de contato, cantilévers mais flex́ıveis são ideais uma vez que eles podem

12Por exemplo, aplicar uma força de 20 pN em uma cantilever com constante de mola igual a 0,01 N/m,
corresponde a uma deflexão da posição da ponta de 2 nm e resulta em um decréscimo na flutuação de 6,4 para
1 Å. Ou seja, a flutuação espontânea é 1/20 do valor da deflexão imposta.
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defletir sem deformar a superf́ıcie da amostra13. Além disso, a geometria e o tamanho da ponta

desempenham um papel cŕıtico na aquisição de imagens de AFM de membranas biológicas [152].

Artefatos como a convolução da ponta na imagem podem ocorrer se a ponta de varredura é

menos acentuada do que o perfil do objeto naquele ponto [153] (ver Apêndice E para mais

informações).

As forças que dominam a interação ponta-amostra são fortemente dependentes de uma

distância de 0,1-100 nm. Essas forças são frequentemente referidas como forças de superf́ıcie

uma vez que controlam a interação entre as superf́ıcies de materiais que estão muito próximos.

Qualquer classificação das forças de superf́ıcie é um tanto arbitrária, uma vez que todas possuem

origem eletromagnética. Entretanto, a base da discussão é geralmente a teoria DLVO14. Esta

teoria propõe que as interações entre pequenas part́ıculas em solução aquosa pode ser explicadas

pela interação entre duas forças: a van der Waals força e a força eletrostática de camada dupla.

A força de van der Waals surge da correlação de dipolos dependentes do tempo em átomos

ou moléculas. A dependência com o tempo ocorre tanto porque dipolos permanentes mudam

sua orientação espacial quanto porque o próprio dipolo está mudando com o tempo. Uma vez

que todos os materiais são polarizáveis, a força de van der Waals ocorre entre todos os átomos

e todas as superf́ıcies. A força entre dois átomos é relativamente fraca e de curta distância

(D), diminuindo proporcionalmente a D−7 para pequenas separações e a D−8 para separações

maiores, onde a força é retardada devido às correlações mais fracas entre os átomos [156]. O

cálculo das forças de van der Waals para sistemas de muitos átomos é complexo, uma vez que

as forças entre átomos individuais não são aditivas. O tratamento moderno da forças de van

der Waals, conhecido como teoria de Lifshitz [157, 158], é uma combinação de eletrodinâmica

quântica e dados espectroscópicos15.

A força eletrostática de camada dupla é a outra contribuição para a força DLVO e surge

13O outro problema importante no estudo de bicamadas liṕıdicas utilizando a AFM é a adesão de agregados
liṕıdicos na ponta de prova que resulta em perda de resolução, geração de artefatos na imagem, ou na total
incapacidade de gerar uma força de resposta [150].

14Sigla em homenagem a Derjaguin e Landau [154], e Verwey e Overbeek [155].
15Um tratamento mais completo das forças de van der Waals entre a ponta de prova e a amostra pode ser

encontrado no trabalho de Persson [159].
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das cargas de superf́ıcie nas interfaces. A água tem uma constante dielétrica elevada. Assim, a

dissociação de superf́ıcie ou adsorção de uma espécie carregada em água é muito comum [156].

A carga de superf́ıcie é balanceada por contra-́ıons dissolvidos que são atráıdos para a superf́ıcie

pelo campo eléctrico mas são espalhados para aumentar a entropia. Juntos, os ı́ons e superf́ıcie

carregada são conhecidos como a dupla camada elétrica [156, 160]. Quando outra superf́ıcie se

aproxima, a dupla camada é perturbada e a força resultante é conhecida como a força de dupla

camada16.

A teoria DLVO trata o meio intermediário como cont́ınuo, por isso o modelo não

atinge bons resultados quando o meio ĺıquido entre as duas superf́ıcies é de apenas poucos

diâmetros moleculares de largura. Neste regime, as forças tendem a sofrer grandes oscilações

com aproximadamente a periodicidade da molécula de solvente. Estas forças são normalmente

descritas como forças de oscilação ou estruturais, e suas magnitudes aumentam com o grau de

ordenação do solvente [156]. Em adição às forças estruturais, a interação entre solvente e sólidos

pode também conduzir a forças mais espećıficas para as quais não existe um entendimento

completo. Estas forças são muitas vezes conhecidos como forças de hidratação17. Devido sua

correlação com a baixa energia de interação entre alguns sólidos com água, estas forças tem

sido atribúıdas à energia necessária para remover a água de hidratação da superf́ıcie.

O uso de suportes sólidos adequados também é cŕıtico quando estamos medindo es-

truturas moles tais como as bicamadas liṕıdicas. Por esta razão, são necessários suportes

atomicamente planos. Suportes hidrof́ılicos negativamente carregados tais como a mica e hi-

drofóbicos tais como o grafite são comumente usados em experimentos de AFM de estruturas

de bicamada. Este tipo de suporte é facilmente preparado através da clivagem de suas folhas

superiores antes da aplicação da amostra, apresentando uma superf́ıcie plana e limpa. Ou-

tra condição fundamental necessária para a realização de experimentos de AFM sob soluções

aquosas é a seleção apropriada do tampão de ensaio. A solução tamponante deve ter condições

16Para uma descrição elaborada das forças de camada dupla ver Foundations of Colloid Science [161].
17Para uma descrição elaborada das forças estruturais e de hidratação ver Intermolecular and Surface Forces

[162].
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ideais de pH e de força iônica para permitir uma boa preparação das amostras além de permitir

interações ponta-amostra adequadas durante o processo de imageamento.

Neste trabalho, estamos utilizando a microscopia de força atômica em modo contato

para estudar domı́nios liṕıdicos formados em bicamadas liṕıdicas planas suportadas. Neste tipo

de experimento, a ponta de AFM reflete as diferenças topológicas geradas pela separação lateral

de fase de misturas liṕıdicas (Figura 2.23).

fase lofase ld fase ld

ponta AFM

1,5 nm

Figura 2.23: Imagem topográfica (altura) de bicamadas planas suportadas compostas de 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfocolina:N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina:colesterol (2:1:1). As estruturas identificadas com maior
altura relativa à bicamada (fase ld) são os doḿınios ricos em N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina:coleste-
rol (fase lo), regiões claras na imagem, e as regiões negras representam o substrato de mica onde as bicamadas
não foram adsorvidas.
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Este trabalho tem como principais objetivos:

• usar a técnica de Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) através do método dos

marcadores de spin para avaliar o efeito de terpenos sobre as componentes espectrais de

marcadores estruturados em membranas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC);

• estudar o efeito hemoĺıtico de alguns terpenos e usar a técnica de RPE e o método dos

marcadores de spin para avaliar seus efeitos sobre a dinâmica da membrana de eritrócitos

e de fibroblastos para verificar se a capacidade dos terpenos em alterar a dinâmica das

membranas plasmáticas está associada com seus efeitos de toxicidade;

• estabelecer uma metodologia para o estudo de membranas de estrato córneo (EC) através

da anisotropia da fluorescência de sondas lipof́ılicas e avaliar o efeito de terpenos sobre a

dinâmica de suas bicamadas;

• avaliar o efeito da incorporação da nanopart́ıcula de ouro conjugada 1,2-distearoil-sn-

glicero-3-(Nanopart́ıculas Aurora) sobre a morfologia e dinâmica de membranas modelo

compostas por diferentes combinações liṕıdicas através das técnicas de microscopia con-

focal de fluorescência, microscopia de força atômica e espectroscopia de fluorescência.
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4.1 Motivação

O estudo das componentes espectrais provenientes de marcadores de spin estrutura-

dos em bicamadas liṕıdicas pode ser usado para se obter informações sobre as propriedades

dinâmicas (as quais estão relacionadas com a permeabilidade) das membranas liṕıdicas. Em

trabalhos anteriores de nosso laboratório [78,82,83,163], os efeitos de terpenos sobre as compo-

nentes espectrais de marcadores de spin estruturados em membranas de estrato córneo foram

utilizados para avaliar as mudanças provocadas por esses terpenos na dinâmica dessas mem-

branas e explicar a habilidade dos terpenos em atuar com facilitadores da permeação. Neste

contexto, nesta parte deste trabalho estamos interessados em estudar os efeitos de terpenos nas

componentes espectrais de marcadores de spin baseados no ácido esteárico e estruturados em

membranas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, para obter informações complementares

sobre a ação dos terpenos como facilitadores de permeação.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Qúımicos

Os terpenos 1,8-cineol, α-terpineol, (+)-limoneno e nerolidol foram adquiridos da Acros

Organics (Geel, Bélgica). Os marcadores de spin 5-metil estearato (5-DMS), 16-metil estearato

(16-DMS), 5-doxil estearato (5-DSA) e 12-doxil estearato (12-DSA) foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, EUA) e o fosfoliṕıdio, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) foi

adquirido da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA) (Figura4.1). Os demais reagentes

foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) ou Merck S.A. (Rio de Janeiro, Brasil)

com o maior grau de pureza dispońıvel.
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Figura 4.1: Estrutura qúımica do liṕıdio, dos marcadores de spin e dos terpenos utilizados neste trabalho.

4.2.2 Preparação e Marcação das Membranas de DPPC

Filmes liṕıdicos de DPPC (1 mg/mL) dissolvidos em clorofórmio contendo os marcado-

res de spin desejados obedecendo a proporção de marcador:fosfoliṕıdio (1:150) foram formados

em tubos de vidro por evaporação do solvente usando um fluxo de nitrogênio gasoso. Os filmes

foram mantidos sob vácuo moderado durante 12 h e posteriormente hidratados com 200 µL

de tampão fosfato salino (fosfato 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) para formar uma suspensão

multilamelar de DPPC. Veśıculas unilamelares foram preparadas utilizando um mini-extrusor

adquirido da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA) equipado com filtros de policarbonato

com poros de 0,1 µm de diâmetro. Em seguida, as suspensões de veśıculas foram resfriadas e

concentradas por centrifugação (diminuição do volume final para ∼ 50 µL). As aĺıquotas de

solução estoque contendo cada terpeno dilúıdo em etanol na proporção terpeno:etanol 1:2 foram

adicionadas sobre as veśıculas unilamelares de DPPC e as membranas foram então homogenei-

zadas e introduzidas em tubos capilares com diâmetro interno de 1 mm, os quais foram selados

por chama. Finalmente, as amostras foram pré-aquecidas a 45 ◦C durante 30 min antes da

realização dos experimentos de RPE.
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4.2.3 Espectroscopia de RPE

As medidas de RPE foram realizadas utilizando espectrômetro Bruker ESP300 (Rheins-

tetten, Alemanha) equipado com uma cavidade ressonante ER4102 ST operando em banda-X

(aproximadamente 9,4 GHz) e um sistema de controle de temperatura Bruker. Para melhorar

a estabilidade térmica das amostras, os capilares contendo as veśıculas de DPPC foram mergu-

lhados em óleo mineral no interior do tubo de quartzo utilizado para posicionar a amostra na

cavidade ressonante. Um termopar foi introduzido no tubo de quartzo e em contato com o óleo

em uma posição um pouco acima do centro da cavidade para aumentar a precisão nas medidas

de temperatura da amostra. As medidas foram realizadas utilizando os seguintes parâmetros:

potência de micro-ondas, 2 mW; frequência de modulação, 100 kHz; amplitude de modulação,

1 G; varredura de campo magnético, 100 G; tempo de varredura, 168 s e constante de tempo

de detecção, 41 ms.

4.2.4 Simulação Espectral

A simulação dos espectros de RPE foi realizada utilizando o software NLLS desenvol-

vido por Freed e co-autores [164] (para mais informações consultar apêndice B). Neste trabalho,

estamos considerando que o tensor de difusão rotacional R é axialmente simétrico em torno do

eixo molecular z e que a anisotropia rotacional axial é descrita por N = log10(R‖/R⊥) = 1.

A taxa de difusão rotacional, Rbar, obtida à partir do NLLS foi convertida para tempo de

correlação rotacional, τc, através da relação (difusão rotacional browniana) [165]

τc =
1

6Rbar
. (4.1)

Os espectros experimentais foram ajustados utilizando modelos de 1 ou 2 componentes espec-

trais. Similarmente a outros estudos [166–168], os parâmetros magnéticos foram determinados

com base em uma análise global do conjunto de espectros obtidos neste trabalho e todos os es-

pectros foram simulados usando os mesmos parâmetros de entrada para os tensores magnéticos

g e A: gxx(1) = 2, 0080; gyy(1) = 2, 0060; gzz(1) = 2, 0017; Axx(1) = 6, 9; Ayy(1) = 6, 0;
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Azz(1) = 32, 0; gxx(2) = 2, 0082; gyy(2) = 2, 0062; gzz(2) = 2, 0027; Axx(2) = 5, 7; Ayy(2) = 5, 6;

e Azz(2) = 31, 2. No Apêndice D estão inclúıdos os arquivos de entrada utilizadas para si-

mulação de espectros com 1 e 2 componentes espectrais.

4.3 Resultados

4.3.1 Análise das Componentes Espectrais

Como demonstrado por Camargos e Alonso [169], os espectros de marcadores de spin

tais como o 5-DMS estruturado em membranas de DPPC podem ser ajustados como a su-

perposição de duas componentes espectrais, as quais possuem forma de linha, parâmetros

de movimento e de polaridade caracteŕısticos. Neste trabalho, estamos utilizando o mesma

ideia de Camargos e Alonso na qual o marcador de spin pode se encontrar em dois estados

energéticos distintos quando incorporado em bicamadas liṕıdicas e adicionando um terceiro

estado energético associado ao marcador de spin fora da membrana (Figura 4.2). Estamos de-

notando como componente espectral 1 (C1) a componente que diz respeito aos marcadores de

spin que estão estruturados nas membranas de DPPC e interagindo fortemente com os grupos

polares da bicamada, e como componente espectral 2 (C2) a componente espectral que diz

respeito aos marcadores de spin que estão inseridos mais profundamente na membrana e, por

isso, interagindo fracamente com a interface polar. Por fim, denotamos como componente 3

(C3) a componente relacionada aos marcadores de spin que estão dissolvidos nas micelas dos

terpenos que se encontram fora das bicamadas de DPPC. Seguindo esta composição espectral,

para todos os espectros experimentais onde a presença de duas componentes espectrais era evi-

dente, foi realizada uma simulação usando uma combinação das componentes C1/C3 ou C1/C2.

Desde que a forma de linha espectral está diretamente relacionada com o microambiente no

qual o marcador de spin se encontra inserido, marcadores ditos na condição da componente C1

apresentam linhas mais anisotrópicas devido seu menor grau de movimento. Já os marcadores

ditos na condição da componente C2 apresentam linhas mais estreitas e menos anisotrópicas
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Figura 4.2: Representação esquemática das configurações propostas para o marcador de spin 5-DMS em
membranas de DPPC e suas respectivas linhas espectrais. Os marcadores de spin da componente 1 (verde)
estão localizados principalmente na região mais superficial da bicamada (onde se pode formar ligações de
hidrogênio com maior facilidade) enquanto os marcadores de spin da componente 2 (azul) estão inseridos
mais profundamente na membrana (realizando principalmente interações hidrofóbicas). Os marcadores de spin
da componente 3 (cinza) estão fora da bicamada (dissolvidos no solvente).
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resultantes de seu maior grau de movimento. E finalmente, marcadores ditos na condição da

componente C3, onde o movimento molecular é superior ao das bicamadas, apresentam linhas

ainda mais estreitas e isotrópicas do que as das componentes C2 (Figura 4.2).

As Figuras 4.3 e 4.4 (e também as Figuras D.1 e D.2 do Apêndice D) mostram o espectro

experimental mais representativo, seu melhor ajuste e as respectivas componentes espectrais

do marcador 5-DMS introduzido em membranas de DPPC puras e tratadas com os diferentes

terpenos na razões 0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 (terpeno:liṕıdio) nos intervalos de temperatura α, β e γ

(α=0-20 ◦C, β=20-45 ◦C e γ=45-80 ◦C) respectivamente. De maneira geral, a presença dos

a b g

Campo Magnético (G)

3320 3340 3360 3380 3400

Figura 4.3: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC nos intervalos de temperatura α=0-20 ◦C, β=20-45 ◦C e γ=45-80 ◦C.
As linhas verde e azul representam as componentes espectrais 1 e 2 respectivamente. A escala de varredura do
campo magnético para todos os espectros foi de 100 G.

terpenos facilita a transferência do marcador de spin de C1 para C3 no intervalo α (o que não é

verificado para a amostra controle) e de C1 para C2 no intervalo β-γ. Como exemplo, na razão

0,8:1 os espectros das membranas tratadas com 1,8-cineol, (+)-limoneno e nerolidol na região

α podem ser descritos como uma superposição das componentes C1/C3 enquanto os espectros

das membranas tratadas com α-terpineol são ajustados somente por C1 assim como na amostra

controle. Para as regiões β e γ os espectros das membranas de DPPC pura e tratadas com

todos os terpenos podem ser ajustados por uma combinação das componentes C1/C2 (Figura
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4.4).

Figura 4.4: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpenos na razão (0,8:1) terpeno:liṕıdio nos intervalos
de temperatura α=0-20 ◦C, β=20-45 ◦C e γ=45-80 ◦C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2, respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores incorporados nas micelas dos
terpenos (componente 3). A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros foi de 100 G.
Painéis: A, 1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Todavia, a capacidade dos terpenos de facilitar a transferência dos marcadores de spin

de C1 para C3 também está relacionada com a estrutura molecular de cada sonda. Na Figura

4.5 estão representados os espectros de RPE de quatro marcadores de spin incorporados em

membranas de DPPC tratadas com o terpeno (+)-limoneno a 10 ◦C (região α). Veja que

para os marcadores que possuem o grupo carbonila (5- e 16-DMS), os quais podem formar

apenas uma ligação de hidrogênio com os grupos polares das bicamadas, o espectro composto

apresenta a componente C3 bem resolvida para uma razão terpeno:liṕıdio de 0,8:1. Entretanto,
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para os marcadores que possuem o grupo carboxila (5- e 12-DSA), os quais podem realizar

até duas ligações de hidrogênio a componente C3 não está presente no espectro experimental.

É importante notar que o aumento da razão terpeno:liṕıdio (0,8:1 para 1,2:1) não modifica o

espectro do marcador 5-DSA, sugerindo que o (+)-limoneno não consegue extrair os marcadores

do tipo n-DSA das bicamadas de DPPC mesmo para a concentração de terpeno mais alta

analisada nesse trabalho. Desta maneira, todas as análises a seguir sobre a interação dos

terpenos com membranas de DPPC dizem respeito ao marcador de spin 5-DMS.

5-DMS 16-DMS 5-DSA 12-DSA

controle

(0,8:1)
limoneno:DPPC

(1,2:1)
limoneno:DPPC

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420

Campo Magnético (G)

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420

Campo Magnético (G)

Figura 4.5: Espectros de RPE dos marcadores 5-DMS, 16-DMS, 5-DSA e 12-DSA incorporados em veśıculas de
DPPC tratadas com (+)-limoneno a 10 ◦C. As setas indicam a posição do campo magnético onde as linhas da
componente 3 estão claramente resolvidas. A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros
foi de 100 G.
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4.3.2 Dinâmica e Perfil Termodinâmico das Componentes Espec-
trais

Na Figura 4.6 estão indicados os valores do tempo de correlação rotacional τc para

o marcador de spin 5-DMS estruturado em micelas dos terpenos 1,8-cineol, (+)-limoneno, α-

terpineol e nerolidol como função da temperatura. Esse parâmetro é obtido através da simulação

dos espectros experimentais e reflete o grau de liberdade de movimento dos marcadores de

spin [82, 165, 169]. As diferentes caracteŕısticas moleculares dos terpenos fazem com que a

dinâmica do marcador incorporado em suas micelas seja diferente em cada caso. Como pode

ser visto, o marcador 5-DMS atinge maiores e menores graus de mobilidades quando inserido

nas micelas de (+)-limoneno e α-terpineol, respectivamente.

0 5 10 15 20 25 30 35

0,1

1

10
1,8-cineol
(+)-limoneno
a-terpineol
nerolidol

t c
(n

s)

Temperatura (°C)

Figura 4.6: Melhor ajuste dos espectros de RPE do marcador 5-DMS dissolvido em micelas de 1,8-cineol,
(+)-limoneno, α-terpineol e nerolidol a 10 ◦C (Painel esquerdo) e o comportamento dos respectivos tempos de
correlação rotacional como função da temperatura (Painel direito).

A Figura 4.7 (e também as Figuras D.3 e D.4 do apêndice D) mostra o comportamento

do tempo de correlação rotacional como função da temperatura para as veśıculas de DPPC

tratadas com os terpenos na razão 0,8:1. Como pode ser observado, a adição dos terpenos

causa uma diminuição dos valores de τc1 e τc2 em comparação com a amostra controle para

todas as concentrações estudadas, principalmente para temperaturas inferiores a temperatura

da transição de fase principal, Tm = 41, 4 ◦C [170], das membranas de DPPC.
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Tm

TmTm

Tm

Figura 4.7: Tempo de correlação rotacional, τc, para o marcador 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC
tratadas com os terpenos na razão (0,8:1) terpeno:liṕıdio nos intervalos de temperatura α=0-20 ◦C, β=20-45
◦C e γ=45-80 ◦C. Os śımbolos fechados referem-se a componente 1 e os śımbolos abertos as componentes 2
ou 3. Os asteriscos representam os tempos de correlação rotacional dos marcadores dissolvidos nas micelas de
terpeno. Os quadrados representam os tempos de correlação rotacional da amostra controle. As setas indicam
a temperatura da transição de fase principal (Tm = 41, 4 ◦C) da amostra controle (sem terpeno). Painéis: A,
1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Na Tabela 4.1 estão indicados os tempos de correlação rotacional para as componentes

1, 2 e 3 do marcador de spin 5-DMS para temperaturas selecionadas dentro dos intervalos de

temperatura α, β e γ. Note que para a razão 0,6:1 apenas os terpenos 1,8-cineol e (+)-limoneno

são capazes de extrair o marcador de spin das membranas de DPPC (presença de uma fração

de marcadores de spin na componente 3) e que para a razão 1,2:1 todos os terpenos são capazes

de extrair os marcadores de spin das bicamadas liṕıdicas.

Perceba ainda, que para a razão 1,2:1 os terpenos α-terpineol e nerolidol demonstram
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Tabela 4.1: Valores para os tempos de correlação rotacional τc associados as componentes 1, 2 e 3 do marcador
de spin 5-DMS incorporado em membranas de DPPC tratadas com os terpenos 1,8-cineol, (+)-limoneno, α-
terpineol e nerolidol nas razões 0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 (terpeno:liṕıdio). O erro experimental do parâmetro τc é de
0,2 ns.

Região α Região β Região γ

Amostras
10 (◦C) 38 (◦C) 50 (◦C)

C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3

1,8-cineol
0,6:1 17,5∗ — 1,1 1,3 0,5 — 1,0 0,3 —
0,8:1 11,6 — 0,6 1,0 0,4 — 0,7 0,3 —
1,2:1 12,0 — 0,4 0,7 0,5 — 0,4 0,3 —

(+)-limoneno
0,6:1 7,0 — 0,4 1,1 0,7 — 1,0 0,4 —
0,8:1 5,5 — 0,6 1,4 0,5 — 1,2 0,3 —
1,2:1 4,3 — 0,4 1,4 0,4 — 1,3 0,3 —

α-terpineol
0,6:1 15,0 — — 1,4 0,5 — 1,2 0,3 —
0,8:1 16,0 — — 1,3 0,5 — 1,1 0,3 —
1,2:1 5,0 — — 0,7 — 0,4 0,4 — 0,4

nerolidol
0,6:1 7,7 — — 1,2 0,6 — 1,0 0,4 —
0,8:1 18,0 — 1,0 1,3 0,5 — 1,1 0,4 —
1,2:1 — — 1,0 — — 0,2 — — 0,2

controle 18,0 — — 2,7 1,5 — 1,2 0,4 —

∗ Valores de τc medidos em ns.

uma capacidade de extração em todo o intervalo de temperatura analisado. Além disso, pode ser

verificado que um aumento na concentração dos terpenos causa reduções no tempo de correlação

rotacional associado as componentes 1 e 2. Isto sugere que uma vez inseridos na membrana,

os terpenos tem a capacidade de criar desordem na bicamada e aumentar o movimento dos

marcadores de spin.

Somado a isto, como pode ser visto através dos espectros mostrados na Figura 4.8, a

adição dos terpenos faz com que a temperatura da transição de fase principal das membranas

de DPPC que ocorre em ∼ 41 ◦C para a amostra controle passe a ocorrer entre 26-34 ◦C

(diminuição entre 8-16 ◦C).

Supondo que as componentes espectrais estejam em equiĺıbrio termodinâmico, à partir

das populações relativas dos marcadores de spin em cada componente espectral (N1, N2 e N3)
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controle 42 °C
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Figura 4.8: Espectros do marcador 5-DMS incorporado em membranas de DPPC tratadas com os terpenos
nas razões (0,6:1) e (0,8:1) terpeno:liṕıdio. Os espectros apresentados são aqueles que mais se assemelham
ao espectro controle (DPPC sem terpeno a 42 ◦C). A escala de varredura do campo magnético foi de 100 G.
Painéis: A, 1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

obtidas por meio da simulação, a constante de partição no equiĺıbrio, Ke, pode ser determinada

para diversas temperaturas. Isto nos permite calcular os parâmetros termodinâmicos associados

com a transferência do marcador de spin de C1 para C2 ou de C1 para C3. Sabendo que a

variação da energia livre de Gibbs do sistema ∆G pode ser escrita como [115, 171]

∆G = ∆G◦ +RTlnKe, (4.2)

em que ∆G◦ é a variação da energia livre de Gibbs padrão, R é a constante universal dos gases

e T é a temperatura absoluta. Como no equiĺıbrio termodinâmico ∆G = 0, podemos escrever

∆G◦ = −RTlnKe. (4.3)
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Usando a definição da energia livre de Gibbs [115]

G = H − TS, (4.4)

onde H é a entalpia e S é a entropia do sistema, podemos reescrever (4.3) na forma

lnKe =
∆H◦

RT
− ∆S◦

R
, (4.5)

com ∆H◦ e ∆S◦ representando as variações na entalpia e entropia padrão necessárias para

transferir o marcador de spin da componente 1 para a componente 2 ou da componente 1 para

a componente 3 respectivamente. A Equação (4.5) conhecida como equação de van’t Hoff [171],

fornece uma maneira prática de encontrar os parâmetros termodinâmicos do sistema pela análise

de gráficos em que lnKe é uma função linear de 1/T (Figuras 4.9, 4.10, D.7 e D.6). Neste tipo

de gráfico, os coeficientes angular e linear são equivalentes a ∆H◦/R e ∆S◦/R, respectivamente.

Figura 4.9: Logaritmo natural do coeficiente de partição no equiĺıbrio, Ke = (N2/N1), calculado com base
nas populações N1 e N2, do marcador de spin 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC como função da
temperatura absoluta.

Na Tabela 4.2 estão apontados os valores para os parâmetros termodinâmicos associa-

dos à transferência do marcador de spin 5-DMS da componente 1 para a componente 2 ou da
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Figura 4.10: Logaritmo natural do coeficiente de partição no equiĺıbrio, Ke, calculado com base nas populações
N1, N2, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC tratadas com terpenos na razão
(0,8:1) terpeno:liṕıdio como função da temperatura absoluta. Os śımbolos abertos equivalem a Ke = (N3/N1)
e os śımbolos fechados a Ke = (N2/N1). Painéis: A, 1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

componente 1 para a componente 3 em veśıculas de DPPC tratadas com os terpenos nas razões

0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 para as temperaturas onde a combinação dessas componentes estavam clara-

mente resolvidas no espectro experimental. À partir dos valores encontrados para os potenciais

termodinâmicos pode-se notar que a adição dos terpenos facilita a transferência do marcador

de spin de C1 para C2 para temperaturas abaixo de Tm em todas as concentrações estudadas.

Além disso, um aumento na razão terpeno:liṕıdio aumenta a transferência do marcador de spin

de C1 para C3 (visto também na Figura D.5 do Apêndice D). Assim, podemos associar os

valores encontrados para ∆H◦ na região α com a energia necessária para se extrair o marcador

liṕıdico da bicamada na presença dos terpenos.
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Tabela 4.2: Variações∗ da energia livre de Gibbs padrão ∆G◦ a 10 ◦C e 38 ◦Ce da entalpia ∆H◦ e entropia
∆S◦ padrão associadas à transferência do marcador de spin 5-DMS de C1 para C3 (região α = 0-20 ◦C) e de C1
para C2 (região β-γ = 20-80 ◦C) em membranas de DPPC tratadas com os terpenos 1,8-cineol, (+)-limoneno,
α-terpineol e nerolidol nas razões 0,6:1, 0,8:1 e 1,2:1 (terpeno:liṕıdio).

∆G◦ ∆H◦ ∆S◦

(kcal/mol) (kcal/mol) (cal/mol·K)

Amostras
10 ◦C 34 ◦C α β-γ α β-γ
C1→C3 C1→C2 C1→C3 C1→C2 C1→C3 C1→C2

0,6:1

1,8-cineol 0,59 0,34 8,3 3,4 27,6 10,0
(+)-limoneno 0,90 0,50 6,2 2,0 18,7 5,7
α-terpineol — 0,41 — 2,2 — 6,0
nerolidol — 0,19 — 3,2 — 9,9

0,8:1

1,8-cineol 0,45 0,08 9,2 2,1 30,9 6,0
(+)-limoneno 0,66 0,43 5,1 3,9 15,9 11,3
α-terpineol — 0,43 — 2,4 — 6,6
nerolidol 0,08 0,10 7,1 2,6 24,8 8,1

1,2:1

1,8-cineol 0,29 0,12 13,0 1,6 44,7 5,2
(+)-limoneno 0,48 0,23 2,7 3,2 7,7 9,9
α-terpineol∗∗ — — — — — —
nerolidol — — — — — —

controle — 0,60 — 16,6 — 51,9

∗ Os valores foram calculados com base nas Equações 4.3 e 4.5, usando os dados das Figuras 4.9, 4.10, D.7 e D.6.
∗∗ Não havia pontos suficientes para calcular os parâmetros termodinâmicos na região α com segurança.

4.4 Discussão

A presença de duas componentes espectrais relacionadas as configurações energéticas

do marcador de spin 5-DMS inserido em bicamadas liṕıdicas foi demonstrada por Camargos

e Alonso [169] para uma série de liṕıdios com diferentes cadeias carbônicas, por Queiroz e co-

autores [172] para membranas de estrato córneo e também por Anjos e co-autores [82] para

membranas de DPPC na presença do terpeno 1,8-cineol. Neste trabalho, foi introduzida uma

terceira configuração energética para realizar o melhor ajuste dos espectros experimentais, a

qual está relacionada com o marcador de spin 5-DMS incorporado nas micelas dos terpenos

estudados. O aparecimento dessa nova componente espectral (componente 3) está diretamente

associado à relação liṕıdio/solvente de nossas amostras. Desde que as amostras aqui estuda-
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das possuem uma alta relação liṕıdio/solvente, a adição de moléculas hidrofóbicas no solvente

cria uma situação onde o exterior das bicamadas passam a ser um ambiente energeticamente

favorável aos marcadores de spin. O estudo deste tipo de situação se torna relevante já que

a situação fisiológica é caracterizada por uma alta concentração molecular no plasma a qual

depende muitas vezes da interação de agregados moleculares com seus alvos.

Como demonstrado por Karande e co-autores [94] para uma série de moléculas, entre

elas os terpenos cineol, terpineol e limoneno, as forças responsáveis pela extração liṕıdica e

pelo potencial de irritação na pele são ambas proporcionais a capacidade que as moléculas tem

de realizar ligações de hidrogênio. Além disso, já foi demonstrado que terpenos que possuem

grupos -OH ou -C=O alteram a rede de ligações de hidrogênio das ceramidas das membranas

intercelulares do estrato córneo, aumentando o potencial de permeação do hidrocloreto de

imipramina através da pele [80]. Entretanto, o potencial de extração liṕıdica verificado neste

trabalho está relacionado também com a capacidade que os terpenos possuem para alterar a

polaridade do solvente, ou a atividade da água. A atividade de água é uma medida de quão

eficientemente a água pode participar de uma reação qúımica (f́ısica). Por exemplo, se parte da

água está ligada as micelas dos terpenos a atividade global da água é reduzida, o que modula

a preferência de ambiente dos marcadores de spin e consequentemente a formação de C3.

Desta maneira, as caracteŕısticas moleculares de cada terpeno influenciam em seu po-

tencial de extração. Uma comparação entre os terpenos mostra que para a razão 0,6:1 apenas

limoneno e cineol são capazes de extrair os marcadores das membranas na faixa de temperatura

α. Isto pode ser explicado pelo fato de que em baixas temperaturas as membranas estão forte-

mente compactadas o que diminui a partição dos terpenos nas bicamadas e favorece a formação

de estruturas micelares no solvente. Consequentemente, esses dois terpenos por serem os menos

polares (PSA1: limoneno=0 Å2; cineol=9,23 Å2; terpineol=20,23 Å2; nerolidol=20,23 Å2 [174]),

1Sigla para Molecular Polar Surface Area. A área de superf́ıcie polar é definida como a soma das superf́ıcies
dos átomos polares (geralmente oxigênios, nitrogênios e hidrogênios ligados) da molécula. Este parâmetro é um
indicador que correlaciona-se bem com o transporte molecular passivo através de membranas e, consequente-
mente permite uma avaliação prévia das propriedades de transporte dos fármacos [173].
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são aqueles que provocam maior alteração na hidrofobicidade do solvente. O aumento da tem-

peratura faz com que os terpenos penetrem melhor na bicamada distribuindo-se igualmente

nas membranas e passando a atuar principalmente como espaçadores (aumentando a dinâmica

dos liṕıdios, a população relativa e a mobilidade dos marcadores na componente 2) como pode

ser visto nas Figuras D.3, D.4, 4.7, D.5 e na Tabela 4.1 (diminuição dos valores de ∆H◦
1→2).

Esse comportamento está de acordo como os resultados obtidos por Anjos e co-autores [78,82]

e Camargos e co-autores [83] para os marcadores de spin 5-DMS, 5-DSA, TEMPO2 e DTBN3

em membranas de DPPC, DMPC4 e estrato córneo tratadas com terpenos.

Por outro lado, o aumento na razão terpeno:liṕıdio para 0,8:1 e 1,2:1 parece favorecer

a formação de micelas dos terpenos fora das membranas de DPPC. A diminuição dos valores

de ∆H◦
1→3 com o aumento da razão terpeno:liṕıdio para as membranas tratadas com (+)-

limoneno e o aumento dos valores para as membranas tratadas com 1,8-cineol indicam que a

ligação dos marcadores de spin com as micelas de cineol é mais estável. Isto pode ser explicado

pelo caráter anfif́ılico da molécula de cineol que leva vantagem na ligação com os marcado-

res de spin quando comparado com a molécula apolar de limoneno. Além disso, o limoneno

possui o maior coeficiente de partição dentre os terpenos estudados (logP 5: limoneno=3,22;

cineol=2,35; terpineol=2,17 e nerolidol=4,31 [174]) o que facilita sua permeação nas bicamadas

de DPPC. Curiosamente, para a razão 1,2:1, α-terpineol e nerolidol tem a capacidade de extrair

os marcadores de spin durante todo o intervalo de temperatura estudado provavelmente, pelo

fato de apresentarem as maiores áreas polares [174]. Por ter o ponto de ebulição de 214 ◦C, o

mais elevado dentre os quatro terpenos utilizados [174], o α-terpineol tem maior força de auto

2Sigla para 2,2,6,6-Tetrametilpiperidina 1-oxil.
3Sigla para Di-terc-butil nitróxido.
4Sigla para 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina
5O coeficiente de partição, P , é a razão entre as concentrações de um composto não ionizado nas duas fases

de solventes imisćıveis (água e n-octanol) em equiĺıbrio (isto é, o seu balanço hidrof́ılico/lipof́ılico). logP é a
medida logaŕıtmica em base 10 deste coeficiente e é expressa como [175]

logP = log10

(

[soluto]n-octanol

[soluto]não ionizado
água

)

.
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agregação [80,176] o que pode tornar suas micelas mais coesas e explicar o fato dos marcadores

de spin dissolvidos nestas micelas possúırem tempos de correlação rotacional mais altos. Além

disso, o α-terpineol possui o menor coeficiente de partição dentre os quatro terpenos estudados

o que poderia justificar a permanência das estruturas micelares perante o aumento de tempe-

ratura. Já para o nerolidol, o baixo ponto de fusão (145 ◦C) e o alto coeficiente de partição

parecem não justificar o comportamento do terpeno. Entretanto, por ser um sesquiterpeno,

apesar do número de moléculas no solvente ser o mesmo que no caso dos monoterpenos, o peso

molecular é 1,5 vezes maior. Assim, para a razão 1,2:1 esse terpeno parece se encontrar em uma

concentração suficientemente alta para se estabilizar na forma micelar durante todo o intervalo

de temperatura o que indica uma aparente desestruturação das bicamas de DPPC.

Tudo isto, somado ao fato de que o (+)-limoneno tem maior capacidade de extrair os

marcadores de spin que realizam menos interações de hidrogênio com os grupos polares (Figura

4.5) nos leva a entender que para nossas amostras, o potencial extrator dos terpenos polares

parece ser uma combinação entre os “efeitos de micela” e os efeitos de ruptura da rede de

ligações de hidrogênio dos grupos polares das membranas de DPPC.

4.5 Conclusões

Os resultados deste trabalho indicam que os terpenos podem atuar como espaçadores

ou extratores liṕıdicos. Ficou demonstrado que a capacidade dos terpenos de atuar como ex-

tratores liṕıdicos não está relacionada somente com sua capacidade de afetar a rede de ligações

de hidrogênio dos grupos polares das bicamadas, mas também com sua habilidade de formar

estruturas micelares com uma hidrofobicidade suficiente para competir pelos liṕıdios das mem-

branas. Além disso, quando inseridos na bicamada os terpenos aumentam a fluidez e reduzem

a temperatura de transição de fase das membranas de DPPC. Em particular, nossos resultam

mostram que (+)-limoneno e 1,8-cineol são os terpenos que apresentam maior facilidade para

extrair os marcadores e alterar a temperatura de transição de fase das bicamadas de DPPC

enquanto α-terpineol e nerolidol em concentrações acima de 0,8:1 (terpeno:liṕıdio) mantem o
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efeito extrator para um maior intervalo de temperatura.
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5.1 Motivação

Os terpenos são frequentemente usados como facilitadores da permeação transpidermal

de fármacos. As membranas intercelulares do estrato córneo, camada mais externa da pele e

barreira primária para a permeação através da pele, se torna flúıda na presença de terpenos

como DL-mentol [163] e 1,8-cineol [82]. Entretanto, eventualmente surgem efeitos colaterais

deste tipo de tratamento, os quais podem estar associados a interação dos terpenos com as

células sangúıneas (hemólise) e da pele (irritação). Nesta parte deste trabalho estamos inte-

ressados em investigar se a habilidade dos terpenos para facilitar a permeação de pequenas

moléculas através da pele, se correlaciona com o aumento do potencial de irritação e com seu

efeito hemoĺıtico.

Nota: Por terem grande correlação com os resultados apresentados nesta tese, os dados sobre

o potencial de toxicidade em fibroblastos obtidos através de experimentos realizados pela Prof.a

Dr.a Marize C. Valadares e pela M.a Soraia S. Moura, também foram inclúıdos neste texto.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Qúımicos

O marcador de spin 5-doxil estearato (5-DSA) e o material para o cultivo celular foram

adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os terpenos (Figura 5.1) foram adquiridos da

Acros Organics (Geel, Bélgica). Os demais reagentes utilizados possúıam a mais alta qualidade

dispońıvel e os todas as soluções foram preparadas com água Milli-Q.

5.2.2 Cultura Celular

Os fibroblastos Balb/c 3T3-A31 foram cultivados em meio de cultura DMEM1–D5648,

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS-Gibco R©) a 37±1 ◦C, 90±10% de umidade,

5±1% CO2/ar. As células foram removidas dos frascos de cultura usando uma solução con-

1Sigla para Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium.
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tendo tripsina:EDTA2 na razão 0,25%:0,02% quando sua confluência estava entre 50 e 80%.

A viabilidade celular foi avaliada usando o método do azul de Tripano com o aux́ılio de uma

doadores de
ligações de hidrogênio

aceptores de
ligações de hidrogênio

hidrofóbico

5-DSA

CH3

CH3

CH3 OH

a-terpineol DL-mentol

nerolidol

1,8-cineol pulegona

L-mentona L(-)-carvona

(+)-limoneno

Figura 5.1: Estrutura qúımica dos terpenos e do marcador de spin utilizados neste trabalho.

câmara de Neubauer.

5.2.3 Processamento do Sangue

As amostras de sangue obtidas de três doadores de dois bancos de sangue distintos

foram dilúıdas em tampão fosfato salino (PBS 5 mM de fosfato, 150 mM NaCl, pH 7,4) e cen-

trifugados a 150×g durante 10 min a 4 ◦C. O plasma e as células brancas foram cuidadosamente

removidas em cada lavagem (3 vezes).

5.2.4 Indução da Hemólise

Para induzir a hemólise, aĺıquotas dos terpenos dilúıdos em etanol (300 mM) foram

adicionadas a tubos contendo uma suspensão de eritrócitos dilúıdos em PBS contendo um

hematócrito 50% (volume final de 100 µL). Após serem cuidadosamente agitados os tubos

foram incubados a 37 ◦C por 1,5 h. Subsequentemente, os eritrócitos foram precipitados por

centrifugação a 300×g a 25 ◦C durante 10 min. A magnitude da hemólise foi determinada

2Sigla para Ethylenediamine tetraacetic acid.
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espectrofotometricamente a 540 nm de acordo com a equação

%hemólise =
Aa − Ac1

Ac2 − Ac1
× (100) (5.1)

onde Ac1 é a absorção da amostra controle (0% de terpeno), Ac2 é a absorção da amostra com-

pletamente hemolisada com água Milli-Q e Aa é a absorção da amostra contendo a concentração

desejada de terpeno. A concentração de terpeno que provoca 50% de hemólise foi determinada

em unidades de mM. Como está bem aceito que o volume médio do eritrócito humano é de 90

fL, o número de células em cada amostra e a razão terpeno/célula que provoca 50% de hemólise

foram calculados com base neste volume.

5.2.5 Marcação das Membranas de Eritrócito e de Fibroblastos e
Tratamento com Terpenos

Os terpenos foram dissolvidos em etanol na concentração desejada e 4 µL desta solução

foram aplicados diretamente a suspensão de células (45 µL). As suspensões terpeno-eritrócito ou

terpeno-fibroblasto foram incubadas a 37 ◦C durante 1,5 h. Subsequentemente, uma pequena

aĺıquota (∼ 1 µL) do marcador de spin 5-DSA dissolvido em etanol (5 mg/mL) foi adicionado

as células. Cada amostra contendo 5×108 eritrócitos ou 1,3×107 fibroblastos dilúıdos em PBS

contendo 10% de etanol e a concentração desejada de terpeno foram introduzidos em tubos

capilares e selados por fogo para os experimentos de RPE. As amostras controle, com e sem

etanol, foram medidas e foi determinado que a concentração de etanol utilizada não altera

significantemente a fluidez das membranas de eritrócito e de fibroblastos. Para calcular a razão

terpeno/células para cada amostra, o volume dos eritrócitos foi adotado como 90 fL e o número

de fibroblastos foi adotado como o número de células presentes na suspensão estoque de células.

5.2.6 Espectroscopia de RPE

As medidas de RPE foram realizadas utilizando espectrômetro Bruker ESP300 (Rheins-

tetten, Alemanha) equipado com uma cavidade ressonante ER4102 ST operando em banda-X

(aproximadamente 9,4 GHz) e um sistema de controle de temperatura Bruker. As medidas fo-
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ram realizadas utilizando os seguintes parâmetros: potência de micro-ondas, 2 mW; frequência

de modulação, 100 kHz; amplitude de modulação, 1 G; varredura de campo magnético, 100 G;

tempo de varredura, 168 s e constante de tempo de detecção, 41 ms.

5.2.7 Simulação Espectral

A simulação dos espectros de RPE foi realizada utilizando o software NLLS desenvol-

vido por Freed e co-autores [164] (para mais informações consultar apêndice B). Neste trabalho,

estamos considerando que o tensor de difusão rotacional R é axialmente simétrico em torno do

eixo molecular z e que a anisotropia rotacional axial é descrita por N = log10(R‖/R⊥) = 1.

A taxa de difusão rotacional, Rbar, obtida à partir do NLLS foi convertida para tempo de

correlação rotacional, τc, através da relação (difusão rotacional browniana) [165]

τc =
1

6Rbar
. (5.2)

Os espectros experimentais foram ajustados utilizando modelos de 1 ou 2 componentes espec-

trais. Similarmente a outros estudos [166–168], os parâmetros magnéticos foram determinados

com base em uma análise global do conjunto de espectros obtidos neste trabalho e todos os es-

pectros foram simulados usando os mesmos parâmetros de entrada para os tensores magnéticos

g e A: gxx(1) = 2, 0088; gyy(1) = 2, 0060; gzz(1) = 2, 0026; Axx(1) = 6, 1; Ayy(1) = 6, 3;

Azz(1) = 36, 5; gxx(2) = 2, 0082; gyy(2) = 2, 0062; gzz(2) = 2, 0027; Axx(2) = 5, 7; Ayy(2) = 5, 6;

e Azz(2) = 31, 2. No apêndice D estão inclúıdos os arquivos de entrada utilizadas para simulação

de espectros com 1 e 2 componentes espectrais.

5.3 Resultados

5.3.1 Citotoxicidade dos Terpenos

O teste Balb/c 3T3-A31 NRU foi utilizado para avaliar a citotoxicidade em fibroblastos

de diferentes concentrações de oito terpenos após uma incubação de 48 h. A Figura 5.2 mostra

a dependência da viabilidade celular com a concentração para os terpenos com maior e menor
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citotoxicidade. O valor da concentração de terpeno que mata 50% das células (IC50) para os

oito terpenos testados está apresentado na Tabela 5.1.

Figura 5.2: Teste citotóxico Balb/c 3T3-A31 NRU após uma exposição das células aos terpenos mais (nerolidol)
e menos (1,8-cineol) citotóxicos durante 48 h. Os dados representam a viabilidade celular média (%) ± desvio
padrão (DP) para três experimentos independentes.

Tabela 5.1: Valores de IC50 obtidos do teste citotóxico Balb/c 3T3-A31 NRU para os terpenos testados após
uma incubação de 48 h.

Terpeno IC50 (mM)∗

nerolidol 0,06 ± 0,01a,∗∗

α-terpineol 0,13 ± 0,01a

L(-)-carvona 0,93 ± 0,18b

pulegona 1,01 ± 0,21b

DL-mentol 1,58 ± 0,26c

(+)-limoneno 1,58 ± 0,05c

L-mentona 1,74 ± 0,13c

1,8-cineol 4,02 ± 0,15d

As médias e DP foram calculadas a partir de três experimentos independentes.
∗ Neste experimento, 1 mM corresponde a 1013 terpenos/célula.
∗∗ Significância estat́ıstica: se não está marcado com a mesma letra é estatisticamente diferente a P<0,05 (teste Tukey).

5.3.2 Efeito Hemoĺıtico dos Terpenos

O efeito hemoĺıtico dos terpenos em eritrócitos humanos foi avaliado após 1,5 h de

incubação e está apresentado na Figura 5.3B. O etanol foi usado como véıculo para otimizar a

incorporação dos terpenos nas membranas e seu efeito hemoĺıtico foi previamente caracterizado.
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Os ńıveis de hemólise induzidos pelo etanol para hematócrito 50% (Figura 5.3A) indicam que

danos significativos a membrana ocorrem para concentrações de etanol acima de 10% (v/v).

Figura 5.3: Ńıveis hemoĺıticos induzidos após incubar uma suspensão de eritrócitos contendo um hematócrito de
50% com diferentes concentrações de etanol durante 1,5 h (Painel A). Ńıveis hemoĺıticos induzidos após incubar
uma suspensão de eritrócitos contendo um hematócrito de 50% com diferentes concentrações de 1,8-cineol e
nerolidol durante 1,5 h (Painel B).

O potencial hemoĺıtico pode ser usado como um indicativo da toxicidade das moléculas

em eritrócitos humanos [177]. Na Figura 5.3B pode-se observar a dependência da hemólise com

a concentração adicionada dos terpenos mais (nerolidol) e menos (1,8-cineol) hemoĺıticos. Note

que o nerolidol é hemoĺıtico a baixas concentrações enquanto o 1,8-cineol mostra mudanças

significativas nos ńıveis de hemólise apenas para concentrações superiores a 10 mM. Para os

outros terpenos usados neste trabalho, a hemólise ocorre em concentrações entre 1 e 6 mM.

A concentração de terpeno que causa 50% de hemólise foi determinada com base no ajuste

sigmoidal das curvas obtidas para cada molécula e estão apresentadas na Tabela 5.2.

Para avaliar a posśıvel correlação entre o efeito hemoĺıtico e a viabilidade celular dos

fibroblastos tratados com os terpenos, a concentração que causa 50% de hemólise foi relacio-

nada com a respectiva IC50 para cada molécula (Figura 5.4); entretanto, apenas uma pequena

correlação (R= 0, 61) foi observada.

5.3.3 Alteração na Fluidez da Membrana

Os espectros do marcador 5-DSA incorporados nas membranas de eritrócito tratadas
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Tabela 5.2: Concentração de terpeno necessária para 50% de hemólise após 90 min de incubação da suspensão
de eritrócitos.

Terpeno Concentração (mM) (108 terpenos/célula)
(+)-limoneno 23,8 ± 0,5a,∗ 26,0 ± 0,6
1,8-cineol 18,4 ± 0,6b 20,1 ± 0,7
L(-)-carvona 10,5 ± 1,4c 11,4 ± 1,6
pulegona 9,6 ± 0,5c 10,5 ± 0,6
L-mentona 8,3 ± 0,9c,d 9,0 ± 1,0
α-terpineol 6,1 ± 0,6d,e 6,6 ± 0,7
DL-mentol 4,9 ± 1,1e 5,3 ± 1,2
nerolidol 2,3 ± 0,8f 2,5 ± 0,9

As médias e DP foram calculadas a partir de três experimentos independentes.
∗ Significância estat́ıstica: se não está marcado com a mesma letra é estatisticamente diferente a P<0,05 (teste Tukey).

a

(+)-limoneno

D
(-)

Figura 5.4: Correlação entre as concentrações dos terpenos requeridas para provocar 50% de hemólise e para
obter o IC50 de viabilidade celular. Cada ponto no gráfico corresponde a um terpeno (Tabelas 5.1 e 5.2). O
valor obtido para o coeficiente de correlação (R) foi de 0,61.

com os terpenos 1,8-cineol e nerolidol estão apresentados na Figura 5.5. A simulação espec-

tral permite avaliar a mobilidade do marcador de spin na membrana. A grande maioria dos

espectros experimentais foram ajustadas utilizando um modelo de uma componente espectral.

A presença de duas componentes espectrais foi observada apenas para amostras tratadas com

altas concentrações de alguns terpenos. Para estas amostras o tempo de correlação rotacional
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τc foi substitúıdo por uma média calculada de acordo com a equação

τc = N1τc1 +N2τc2 (5.3)

onde N1 e N2 são as populações relativas das componentes espectrais 1 e 2, respectivamente, e

τc1 e τc2 são os respectivos tempos de correlação rotacional.

t

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420

Campo Magnético (G)

Figura 5.5: Espectros do marcador de spin 5-DSA (linhas negras) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas)
incorporado nas membranas de eritrócito para a amostra controle e para amostras incubadas por 90 minutos
com 1,8-cineol e nerolidol na razão terpeno:célula de 12, 7 × 109 : 1. O melhor ajuste para cada espectro foi
obtido usando o programa NLLS com um modelo de duas componentes espectrais. Os valores do tempo de
correlação rotacional (τc) obtidos em cada ajuste estão indicados. A escala de varredura do campo magnético
para todos os espectros foi de 100 G.

O comportamento do parâmetro τc com a concentração de terpeno adicionado as mem-

branas de eritrócito está apresentado na Figura 5.6. Note que enquanto os monoterpenos tem

um efeito similar para todo o intervalo de concentração analisado, o sesquiterpeno (nerolidol)

apresentou grandes mudanças para o parâmetro τc confirmando o comportamento verificado

nos testes hemoĺıtico e de viabilidade celular.

A Figura 5.7 mostra os espectros de RPE, seus melhores ajustes e os valores corres-

pondentes do tempo de correlação rotacional do marcador de spin 5-DSA incorporado nas

membranas de fibroblastos para os oito terpenos estudados. Para uma razão de 6, 3 × 109

moléculas/célula, todos os terpenos causam aumento na fluidez das membranas de fibroblastos

enquanto o nerolidol apresenta maior efeito. É importante notar que uma comparação entre
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(+)-limoneno

D
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Figura 5.6: Tempo de correlação rotacional τc para o marcador 5-DSA incorporado nas membranas de eritrócito
em função do número de terpenos/eritrócitos.

os valores de τc para as amostras controles das Figuras 5.5 e 5.7 revela que as membranas dos

fibroblastos são naturalmente mais fluidas do que as membranas de eritrócito.

5.4 Discussão

Os facilitadores de permeação são moléculas importantes no uso de sistema de en-

trega controlada de drogas e na formulação de compostos que aumentam a absorção tópica de

fármacos para o tratamento de diversas doenças da pele. Entretanto, a dificuldade de restringir

seus efeitos a camada mais superficial da pele (o estrato córneo) e evitar irritação ou toxici-

dade nas camadas mais profundas tem limitado severamente sua aplicação [178]. É comumente

aceito que os facilitadores qúımicos podem aumentar a permeação de drogas através da pele

afetando os liṕıdios intercelulares do estrato córneo através da extração ou do aumento da

fluidez3 liṕıdica [179–181]. Em um estudo para projetar facilitadores da permeação de maneira

a balancear o aumento final na permeação e o potencial de irritação, foi observado que o uso

3Note que neste trabalho, os terpenos atuam como facilitadores da permeação principalmente através do
aumento da fluidez das membranas, uma vez que a linha espectral caracteŕıstica do processo de extração
liṕıdica (componente 3) não é verificada nos espectros dos marcadores incorporados nas membranas de eritrócito
e fibroblastos. A ausência da componente 3 está relacionada com a razão liṕıdio/solvente das amostras deste
estudo (ver caṕıtulo 4 para mais informações).
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Figura 5.7: Espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA (linhas negras) e seus melhores ajustes (linhas ver-
melhas) incorporado nas membranas de fibroblastos para uma amostra não tratada (controle) e para fibroblastos
tratados com diversos terpenos (incubados por 90 minutos) na razão terpeno:célula de 6, 3× 109 : 1. O melhor
ajuste para cada espectro foi obtido usando o programa NLLS com um modelo de duas componentes espectrais.
Os valores do tempo de correlação rotacional (τc) obtidos em cada ajuste estão indicados. O erro experimental
em τc é estimado em 0,2 ns. A escala de varredura do campo magnético para todos os espectros foi de 100 G.

de facilitadores qúımicos como extratores liṕıdicos demonstraram uma correlação direta entre

permeabilidade e irritação na pele, a qual não foi previamente observada para as moléculas que

tipicamente atuam como espaçadores [94].

Neste estudo, foi demonstrado que os monoterpenos aumentam a dinâmica liṕıdica

das membranas de eritrócito humano, mas que seus efeitos individuais não são significativa-

mente distintos. Este resultado está de acordo com dados anteriormente reportados por nosso

laboratório [78,82,83,163], os quais demonstram um aumento na fluidez das membranas inter-

celulares do estrato córneo e de veśıculas de DPPC causadas por quatro monoterpenos, mas
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nenhuma diferença significativa entre eles. Desta forma, combinações de monoterpenos que faci-

litam a partição de pequenas drogas com baixo potencial de irritação, tais como o (+)-limoneno

e o 1,8-cineol, com o sesquiterpeno nerolidol, o qual é citotóxico mas tem maior habilidade de

desestabilizar a membrana, pode ser usada para alcançar uma permeação efetiva de fármacos

polares e não polares através da pele.

Como proposto por Jain e co-autores [80], os terpenos tais como o α-terpineol e o DL-

mentol, os quais tem grupos -OH que atuam como doadores de ligações de hidrogênio podem

desfazer a rede de ligações de hidrogênio das membranas de estrato córneo para facilitar a

permeação de fármacos através da pele. Por outro lado, terpenos como 1,8-cineol, L-mentona,

pulegona e L(-)-carvona, os quais possuem apenas aceptores de ligação de hidrogênio (grupos

carbonila ou éter) apresentam menor capacidade para romper a rede de ligações de hidrogênio

e, desta forma, demonstram uma capacidade reduzida de aumentar a permeação de drogas.

De maneira similar, nossos dados mostram que os monoterpenos α-terpineol e DL-mentol (do-

adores de ligação de hidrogênio) são altamente hemoĺıticos; enquanto L-mentona, pulegona,

L(-)-carvona e 1,8-cineol (aceptores de ligação de hidrogênio) tem potencial hemoĺıtico mo-

derado e finalmente que o (+)-limoneno o qual não forma ligação de hidrogênio, apresenta

menor potencial hemoĺıtico. Por outro lado, o sesquiterpeno nerolidol o qual possui um grupo

-OH, apresentou os maiores efeitos hemoĺıticos e citotóxicos. Geralmente, os terpenos podem

competir com as ligações de hidrogênio intermoleculares mediadas por moléculas de água en-

tre os liṕıdios, rompendo a rede de ligações de hidrogênio da bicamada e desestabilizando a

membrana. Um importante resultado deste trabalho, é que os monoterpenos não apresentam

diferenças significativas em seu potencial para aumentar a fluidez da membrana, ao passo que

diferem em seu potencial hemoĺıtico (5.2) e citotóxico (5.1). Uma comparação entre os terpe-

nos estudados mostra que os monoterpenos menos polares, (+)-limoneno e 1,8-cineol, foram os

que causaram menor dano às membranas de eritrócito e aos fibroblastos enquanto o nerolidol

apesar de apresentar o maior potencial para aumentar a fluidez das membranas possui também

a maior capacidade hemoĺıtica e citotóxica.
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A concentração de nerolidol que causa 50% de hemólise foi de aproximadamente 2, 5×

108 moléculas/célula (5.2), enquanto a concentração que produz um aumento significativo na

fluidez das membranas de eritrócito foi de 2, 5×109 moléculas/célula. Desta forma, verificamos

que a mudança na fluidez da membrana é observada para uma concentração 10 vezes superior

a observada na hemólise. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a razão molar

entre os marcadores de spin e os liṕıdios naturais das membranas usada nos experimentos de

RPE foi de 1:200. Desta forma, para detectar mudanças na fluidez, o micro-ambiente no qual

a maioria dos marcadores de spin está inserido deve mudar (mudança geral das bicamadas)

enquanto uma mudança altamente localizada é suficiente para provocar hemólise.

Os efeitos anti-proliferativos dos monoterpenos foram previamente demonstrados através

da modulação da expressão gênica associada a apoptose [182–184]. Mesmo que os mecanismos

responsáveis pela citotoxicidade dos terpenos não tenham sido investigados neste trabalho, su-

gerimos que os terpenos podem desencadear mecanismos de morte celular relacionados com a

alteração da membrana celular, o que provavelmente ocorre durante a hemólise induzida pelos

terpenos. Visto que alguns monoterpenos apresentam atividade contra Leishmânia infantum

promastigota [185] e que o sesquiterpeno nerolidol inibe o crescimento de diversas espécies de

Leishmânia promastigota e amastigota [91], estes terpenos podem ser interessantes candida-

tos a componentes de formulações para o tratamento tópico de leishmaniose cutânea. Neste

caso, os terpenos ou suas combinações atuariam não somente como facilitadores da permeação

de fármacos com atividade leishmanicida mas também contribuiriam para o tratamento anti-

parasitário.

5.5 Conclusões

O potencial hemoĺıtico e citotóxico em fibroblastos de vários terpenos foi examinado e

demonstramos que os danos celulares causados por estas moléculas são dependentes da concen-

tração. Nerolidol, α-terpineol e DL-mentol foram os terpenos mais hemoĺıticos enquanto que

(+)-limoneno e 1,8-cineol foram os menos hemoĺıticos. Com relação a citotoxicidade, nerolidol
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e α-terpineol apresentaram maior efeito e o 1,8-cineol o menor efeito. Entretanto, a baixa cor-

relação entre os dois testes (R=0,61) indica que os processos envolvidos em cada caso são pouco

dependentes. Este estudo demonstrou ainda que os monoterpenos tem grande capacidade para

aumentar a fluidez das membranas de eritrócito e de fibroblastos e foi observado que os efeitos

não diferem significativamente entre eles, sugerindo que todos os monoterpenos estudados tem

o mesmo potencial para aumentar a permeação transpidermal.
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6.1 Motivação

O nerolidol é um sesquiterpeno presente em óleos essenciais de diversas plantas e um

agente promissor para aumentar a penetração de fármacos usados em sistemas transpidermais

de entrega controlada de droga [180] além de ter sido apontado como um composto leishma-

nicida [91]. Em nosso laboratório, a espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica

(RPE) associada ao método dos marcadores de spin tem sido empregada para estudar os efei-

tos de terpenos sobre as membranas de estrato córneo (EC). Mesmo fornecendo informações

importantes, o uso da técnica de RPE é limitado pelo alto custo dos espectrômetros. Desta

forma, nesta parte deste trabalho estamos interessados em estabelecer uma metodologia al-

ternativa para o estudo de membranas de EC através da espectroscopia de fluorescência de

sondas lipof́ılicas e avaliar os efeitos do nerolidol sobre as bicamadas liṕıdicas do EC para obter

informações complementares sobre a ação dos terpenos como facilitadores de permeação.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Qúımicos

O fosfoliṕıdio 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) assim como a sonda fluo-

rescente 1-palmitoil-2-6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]hexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina

(6-NBD-PC) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA). A sonda fluores-

cente 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) foi adquirida junto a Life Technologies do Brasil Ltda

(São Paulo, Brasil) enquanto a sonda fluorescente 2-amino-N-hexadecil benzamida (AHBA)

foi preparada como descrito anteriormente por Marquezin e colaboradores [186]. Os terpenos

nerolidol e (+)-limoneno foram adquiridos da Organics (Geel, Bélgica) (Figura 6.1). Todos os

outros reagentes com mais alto grau de pureza dispońıvel, foram adquiridos da Sigma-Aldrich

(St. Louis, EUA) ou da Merck SA (Rio de Janeiro, Brasil). Todas as soluções foram preparadas

com água Milli-Q.
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Figura 6.1: Arranjo molecular dos liṕıdios que formam as membranas intercelulares do estrato córneo, baseado
no modelo proposto por Hill e Wertz [62]. As sondas fluorescentes e o sesquiterpeno nerolidol estão mostrados
na figura em suas prováveis localizações. As caixas hachuradas representam as regiões eletricamente densas
onde os liṕıdios podem estar covalentemente ligados à superf́ıcie exterior dos envelopes proteicos dos corneócitos
(representados pelos grupos R). 1©, AHBA; 2©, 6-NBD-PC; 3©, DPH e 4©, nerolidol. Figura adaptada de
Dynamics and partitioning of spin-labeled stearates into the lipid domain of stratum corneum [172].
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6.2.2 Preparação das Membranas de EC

As membranas de EC foram obtidas a partir de ratos da raça Wistar com idade inferior

a 24 h e preparadas de acordo com o protocolo descrito por Alonso e colaboradores [187]. Um

breve sumário do protocolo segue: após serem sacrificados, os animais tem suas peles removidas

e separadas da gordura residual. Para separar o EC da epiderme, as peles foram colocadas em

contato com vapor de hidróxido de amônio durante 5 min e em seguida com água destilada

durante 2 h. Após este procedimento, as peles foram colocadas em papel filtro e as membranas

de EC foram cuidadosamente separadas da epiderme. Em seguida, as membranas de EC foram

lavadas com água destilada e secas à temperatura ambiente. Finalmente, as membranas foram

armazenadas em um dessecador sob vácuo moderado contendo śılica gel até ao momento da

utilização.

6.2.3 Marcação e Tratamento das Membranas de EC

As amostras de EC intacto (∼2 mg) foram incubadas durante 30 min à temperatura

ambiente em solução salina tamponada com acetato (acetato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 5,1).

Em seguida, foram realizadas repetidas passagens das membranas de EC já hidratadas em pla-

cas de vidro onde as sondas fluorescentes desejadas (dissolvidas em etanol) foram previamente

depositadas. Após este procedimento, as membranas de EC foram incubadas durante 90 min

à temperatura ambiente em soluções contendo terpeno-etanol/tampão (0,25-1% v/v). Final-

mente, as amostras de EC foram colocadas entre placas de quartzo e introduzidas em cubetas

de quartzo contendo tampão. Sob estas condições, o EC pode ser considerado, no seu estado

completamente hidratado durante todas as medições. Um esquema do arranjo utilizado está

apresentado na Figura 6.2.

6.2.4 Preparação e Tratamento das veśıculas de DPPC

Filmes liṕıdicos de DPPC (dissolvidos em clorofórmio) contendo a sonda fluorescente

desejada (inicialmente dissolvida em etanol) a uma proporção de sonda/ĺıpido (1:100) foram
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Figura 6.2: Arranjo utilizado para realização dos experimentos de espectroscopia de fluorescência em membranas
de estrato córneo. As membranas de estrato córneo foram colocadas entre placas de quartzo e introduzidas em
cubetas de quartzo (com um ângulo ligeiramente inferior a 45◦ com os lados da cubeta) contendo solução salina
tamponada com acetato e pH 5,1.

formados em tubos de vidro por evaporação do solvente usando um fluxo de nitrogênio gasoso.

A fim de remover o solvente orgânico residual os filmes foram mantidos sob vácuo durante 12

h. Em seguida, os filmes de liṕıdios foram hidratados com um volume adequado de tampão

fosfato salino (fosfato 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), para formar uma suspensão de veśıculas

multilamelares de DPPC. Veśıculas unilamelares foram preparadas com um mini-extrusor ad-

quirido da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA), equipado com filtros de policarbonato

com poros de 0,1 µm de diâmetro. Subsequentemente, as veśıculas de DPPC foram resfriadas

e concentrada por centrifugação. A esta suspensão foram adicionadas as aĺıquotas desejadas de

uma solução contendo terpeno:etanol na proporção 1:2. Para evitar os efeitos de espalhamento

de luz, a concentração final de DPPC foi fixada em 0,2 mM.

6.2.5 Medidas da Anisotropia da Fluorescência

As medidas da anisotropia da fluorescência foram realizadas usando um espectro-

fluoŕımetro Horiba Fluorolog R© FL-3221 (Kyoto, Japão) com polarizadores nos canais de emissão

e excitação e equipado com um sistema de medida tipo L. A temperatura das amostras foi con-
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trolada usando um circulador térmico Cientec (Charqueada, Brasil). Os comprimentos de onda

de excitação de cada sonda foram de 330 nm para o AHBA, 460 nm para o 6-NBD-PC e 360

nm para o DPH. A anisotropia da fluorescência foi calculada de acordo com a equação [188]

r =
I‖ − I⊥

I‖ + 2I⊥
(6.1)

na qual r é a anisotropia da fluorescência quase estática e I‖ e I⊥ são as intensidades da fluo-

rescência paralela e perpendicular, respectivamente, ao plano de polarização da luz de excitação

para cada comprimento de onda de excitação das sondas utilizadas.

6.3 Resultados

6.3.1 Validação do Arranjo Experimental

Para validar o arranjo experimental estabelecido para as medidas da anisotropia da

fluorescência de sondas lipof́ılicas incorporadas nas membranas intercelulares do EC, foram

realizados experimentos controle para otimização dos parâmetros experimentais necessários.

Experimentos paralelos com veśıculas de DPPC também foram realizados para determinar

posśıveis alterações no comportamento padrão das sondas (AHBA, 6-NBD-PC e DPH) provo-

cadas pelo nerolidol.

As Figuras 6.3 e 6.4 mostram o comportamento dos espectros de emissão de fluo-

rescência a 25 ◦C das sondas AHBA, 6-NBD-PC e DPH incorporadas em veśıculas de DPPC e

em membranas de EC respectivamente, tratadas com nerolidol. Uma vez que a adição de nero-

lidol não alterou significativamente a estrutura de bandas ou a posição dos picos dos espectros

de emissão, os comprimentos de onda de emissão utilizados nos experimentos de anisotropia

da fluorescência foram fixados em 400 nm para o AHBA, 527 nm para o 6-NBD-PC e 427 nm

para o DPH.

A Figura 6.5 mostra os valores da anisotropia da fluorescência das sondas AHBA,

6-NBD-PC e DPH como função do ângulo θ entre o feixe de excitação e o vetor normal ao



6.3.1 Validação do Arranjo Experimental 115

Figura 6.3: Espectros de emissão de fluorescência a 25 ◦C das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B)
e DPH (Painel C) incorporadas em veśıculas de DPPC tratadas com nerolidol na razão 0,8:1 (terpeno:liṕıdio).
Os comprimentos de onda de excitação de cada sonda foram: AHBA, 330 nm; 6-NBD-PC, 460 nm e DPH, 360
nm.

,
,

Figura 6.4: Espectros de emissão de fluorescência a 25 ◦C das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B)
e DPH (Painel C) incorporadas em membranas de EC tratadas com nerolidol nas razões 0,25; 0,5 e 1 % (v/v).
Os comprimentos de onda de excitação de cada sonda foram: AHBA, 330 nm; 6-NBD-PC, 460 nm e DPH, 360
nm.
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plano da amostra de EC. Note que variações de θ não alteram significantemente os valores

encontrados para a anisotropia da fluorescência das três sondas utilizadas. Desta forma, para

os experimentos de anisotropia da fluorescência como função da temperatura, as amostas de

EC foram introduzidas nas cubetas de quartzo em um ângulo ligeiramente inferior 45◦ com

os lados da cubeta. Está posição facilita a padronização dos experimentos e evita efeitos de

espalhamento de luz (θ exatamente igual a 45◦ maximiza os efeitos de espalhamento de luz).

Detector

Fonte de

Radiação

q

Figura 6.5: Dependência angular da anisotropia da fluorescência das sondas AHBA, 6-NBD-PC e DPH incor-
poradas nas membranas de EC a 25 ◦C. As linhas representam o valor médio de todas as medidas.

6.3.2 Anisotropia da Fluorescência

Uma vez que os parâmetros experimentais foram estabelecidos, foram realizados expe-

rimentos de anisotropia da fluorescência como função da temperatura para as membranas de

EC marcadas com as sondas AHBA, 6-NBD-PC e DPH. Nas Figuras 6.6 e 6.7 está represen-

tada a diminuição da anisotropia da fluorescência destas sondas incorporadas nas membranas

de DPPC (experimento controle) e EC indicando um aumento da fluidez das bicamadas para
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a concentrações à partir de 0,8:1 (DPPC) e 0,25% (v/v) (EC).

Figura 6.6: Anisotropia da fluorescência das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B) e DPH (Painel
C) incorporadas nas membranas de DPPC como função da temperatura para a razão 0,8:1 (nerolidol:liṕıdio).
As linhas verticais pontilhadas indicam a temperatura da transição de fase principal (Tm = 41, 4 ◦C) da amostra
controle (sem terpeno).

Figura 6.7: Anisotropia da fluorescência das sondas AHBA (Painel A), 6-NBD-PC (Painel B) e DPH (Painel
C) incorporadas nas membranas de EC como função da temperatura para diferentes concentrações (v/v) do
sesquiterpeno nerolidol. As linhas verticais pontilhadas indicam a temperatura da primeira transição de fase
(Tm ∼ 55 ◦C) da amostra controle (sem terpeno).



6.3.2 Anisotropia da Fluorescência 118

A Figura 6.7 sugere ainda que a adição de 0,25 e 0,5% (v/v) de nerolidol é suficiente

para suprimir a transição de fase retratada pelas sondas AHBA e DPH. Já para o 6-NBD-

PC, o aumento gradual da concentração de nerolidol faz com que a transição de fase que não

estava bem resolvida na amostra sem tratamento com nerolidol possa ser melhor visualizada.

Pode-se observar também, para as três sondas utilizadas, que a adição do nerolidol reduz em

aproximadamente 6 ◦C a temperatura de transição de fase das bicamadas de DPPC (Figura

6.6).

A Figura 6.8 apresenta uma comparação entre o efeito sobre a anisotropia da fluo-

rescência da sonda DPH incorporada em membranas de EC tratadas com 1% (v)̌ de (+)-

limoneno (monoterpeno) ou nerolidol (sesquiterpeno). Pode-se observar que o tratamento com o

Figura 6.8: Anisotropia da fluorescência da sonda DPH incorporadas em membranas de EC como função da
temperatura. As amostras foram tratadas com com 1% (v/v) de (+)-limoneno ou nerolidol durante 90 min a
25 ◦C. A linha vertical pontilhada indica a temperatura da primeira transição de fase (Tm ∼ 55 ◦C) da amostra
controle (sem terpeno).
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monoterpeno causa uma diminuição nos valores encontrados para a anisotropia da fluorescência

do DPH mas uma leve transição de fase com ińıcio entre 45-50 ◦Ccontinua sendo visualizada.

Já no tratamento com nerolidol, a diminuição da anisotropia é maior e a transição de fase

é completamente suprimida indicando que o nerolidol tem maior capacidade de aumentar a

dinâmica das bicamadas intercelulares do EC quando comparado ao (+)-limoneno.

6.4 Discussão

O EC é um tecido composto de células achatadas (cheias de queratina) incorporadas

em uma matriz liṕıdica [189] que pode ser separado do restante da pele na forma de uma

membrana de pequena espessura. Quando hidratada, a membrana de EC atinge um estado

flex́ıvel e quase translúcido, adequado para ser estudado através da espectroscopia de fluo-

rescência. Neste trabalho, a espectroscopia de fluorescência de sondas lipof́ılicas foi usada para

estudar as alterações provocadas pelo tratamento de membranas de EC com o terpeno nero-

lidol. Para isso, foi desenvolvido um arranjo experimental, no qual as membranas hidratadas

de EC foram colocadas entre placas de quartzo submersas em solução tamponante durante a

realização dos experimentos. Posśıveis artefatos experimentais provocados pelo arranjo experi-

mental escolhido foram descartados uma vez que quando incorporadas no EC, as sondas AHBA,

6-NBD-PC e DPH reproduziram seus respectivos espectros de emissão tais quais reportados

na literatura [186, 190, 191], demonstrando que as sondas estão devidamente incorporadas nas

lamelas liṕıdicas do EC e que o tratamento com nerolidol não dá origem a comportamentos

singulares.

O EC é caracterizado por possuir uma composição liṕıdica distinta das demais mem-

branas celulares e uma organização bastante complexa com três transições de fase descritas. A

primeira transição de fase acontece para uma temperatura entre 55-65 ◦C [59] e está relacio-

nada com a perda da estrutura cristalina ortorrômbica dos liṕıdios covalentemente ligados ao

exterior do envelope do corneócito. As outras duas acontecem a 72 ◦C e 83 ◦C [192–194] e estão

associadas com o desordenamento da fase lamelar (transição da fase gel para a fase ĺıquida



6.4 Discussão 120

cristalina). Estas duas últimas transições desaparecem com a deslipidização do EC [194], o que

sugere que estão relacionadas com liṕıdios livres (não ligados covalentemente aos corneócitos,

ver modelo apresentado no caṕıtulo 1) das membranas intercelulares do EC. O comportamento

da anisotropia da fluorescência como função da temperatura das sondas AHBA, 6-NBD-PC

e DPH inseridas nas membranas de EC, reflete a transição de fase localizada entre 55-65 ◦C.

Curiosamente, esta transição de fase está bem resolvida para as sondas AHBA e DPH mas apa-

rece como apenas uma leve mudança de inclinação no comportamento da anisotropia da sonda

6-NBD-PC. Além disso, a adição do terpeno nerolidol, suprime a transição observada com as

sondas AHBA e DPH enquanto aumenta a resolução da transição visualizada com 6-NBD-PC.

Uma análise da sonda 6-NBD-PC mostra que o grupo fluorescente está introduzido

em uma posição intermediária de sua cadeia acila. É esperado então que esta sonda monitore

as mudanças da região hidrofóbica das bicamadas. Entretanto, uma tendência do grupo polar

NBD a se deslocar em direção a interface água-liṕıdio esta demonstrada através de estudos

de dinâmica molecular e anisotropia da fluorescência quase estática e com resolução temporal

[195, 196] e de supressão da fluorescência [197, 198] de sondas lipof́ılicas com o grupo NBD

ligado as cadeias acilas. Este comportamento parece ser o responsável por esta sonda refletir

fracamente a primeira transição de fase do EC. Por outro lado, a presença do nerolidol, parece

facilitar a entrada do grupo NBD na região hidrofóbica das membranas, aumento assim sua

sensibilidade a transição de fase. Esta habilidade dos terpenos em suprimir a primeira transição

de fase e alterar a posição relativa de sondas extŕınsecas inseridas nas membranas do EC está

demonstrada no trabalho de Anjos e Alonso [82], onde a adição do monoterpeno 1,8-cineol

facilita a transferência de marcadores de spin baseados no ácido esteárico de uma posição

menos inserida (em contato com os grupos polares das bicamadas) para uma posição mais

profundamente inserida nas membranas (em contato com o núcleo hidrofóbico das bicamadas)

de EC.

Por outro lado, a adição de 0,25 e 0,5% (v/v) de nerolidol, faz com que a transição

de fase reportada pelas sonda AHBA (que possui seu grupo fluorescente posicionado próximo
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dos grupos polares das bicamadas) e DPH (que possui caráter não polar), respectivamente,

não possam mais ser observadas. Curiosamente, quando incorporada nas membranas de EC

a sonda AHBA apresenta uma anisotropia cerca de 3 vezes menor em relação aos valores

encontrados para as veśıculas de DPPC. Como discutido por Marquezin e co-autores [186] dois

tempos de correlação rotacional foram identificados para esta sonda incorporada em membranas

de DMPC1. O maior destes tempos foi relacionado com a rotação da sonda como um todo,

enquanto o menor foi relacionado com o movimento do anel aromático fluorescente. Os baixos

valores encontrados para a anisotropia da fluorescência desta sonda incorporada nas membranas

de EC podem estar relacionados com uma posśıvel interação de hidrogênio entre o grupo amida

da sonda e os grupos polares dos liṕıdios das bicamas a qual resultaria em uma imobilização

temporária da cadeia acila do marcador. Desta forma, a maior contribuição para a anistropia

quase estática viria da rotação do anel aromático.

Como discutido por Jain e colaboradores [80] um tratamento com os terpenos que

possuem grupos -OH ou -C=O altera a rede de ligações de hidrogênio entre os grupos polares

das ceramidas das membranas intercelulares do EC levando a um menor empacotamento das

bicamadas e um aumento na fluidez das membranas. Além disso, dados de PRE reportados

por nosso grupo [78, 82, 83] indicam que uma vez incorporados no EC, os terpenos (polares e

não polares) se distribuem pelas membranas, atuam como espaçadores liṕıdicos e aumentam a

fluidez do EC e o particionamento de pequenas moléculas. Neste trabalho, através da anisotro-

pia da fluorescência das sondas lipof́ılicas também foi posśıvel verificar um aumento na fluidez

das membranas de EC tratadas com nerolidol e (+)-limoneno. Entretanto, uma comparação

entre nerolidol (sesquiterpeno que possui um grupo polar) e o (+)-limoneno (monoterpeno que

não possui grupo polar) mostra que o sesquiterpeno apresenta maior capacidade em aumentar

a fluidez das membranas de EC. Este resultado está de acordo com os dados apresentados no

caṕıtulo 5 onde o nerolidol mostra maior capacidade em aumentar da dinâmica das membranas

de eritrócito e de fibroblastos. Desta forma, sugerimos que quando incorporados no EC os

1Sigla para 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina.
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terpenos apresentam um efeito combinado entre desestabilizar a rede de ligações de hidrogênio

e provocar desordem nas cadeias acilas dos liṕıdios do EC (Figura 6.9)

monocamada ordenada
(rede de ligações de hidrogênio)

Monocamada desordenada
(quebra da rede de ligações de hidrogênio

e aumento da dinamica dos lipídios)

tratamento
com os

terpenos

baixa difusão aumento da difusão/fluidez

(     ) água (     ) etanol (     ) terpeno

Figura 6.9: Modelo para a ação dos terpenos em membranas de estrato córneo. Figura adaptada de Transdermal
drug delivery of imipramine hydrochloride. I. Effect of terpenes. [80].

6.5 Conclusões

Nossos resultados demonstram que a metodologia empregada para estudar a interação

dos terpenos com as membranas intercelulares do EC através da anisotropia da fluorescência de

sondas lipof́ılicas foi satisfatória e pode ser empregada no estudo de outras moléculas. Utilizando

esta metodologia observamos que em concentrações de 1% (v/v para o EC) e na proporção 0,8:1

(terpeno:ĺıpido para DPPC) o sesquiterpeno nerolidol provoca alterações drásticas na dinâmica

molecular das bicamadas liṕıdicas, aumentando sua fluidez e modificando sua transição de fase.

Isto sugere que o efeito leishmanicida do nerolidol pode estar diretamente relacionado com sua

capacidade de alterar a dinâmica das membranas2. Desta forma, este sesquiterpeno além de ser

usado diretamente no tratamento da leishmaniose, pode ser usado para aumentar a permeação

através da pele de fármacos espećıficos de maneira eficaz para se obter um efeito combinado.

2De fato esta correlação foi demonstrada por nosso grupo em um trabalho submetido para publicação:
Camargos, HS; Moreira, RA; Mendanha, SA; Fernandes, KS; Dorta, ML e Alonso, A. Terpenes increase the lipid
dynamics in plasma Leishmania membrane at concentrations similar to their IC50.
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7.1 Motivação

O estudo de membranas liṕıdicas através da microscopia eletrônica depende do uso de

contrastes baseados em metais pesados tais como o ósmio, chumbo e o urânio. Entretanto,

o uso destes agentes de contraste não conferem às imagens resolução suficiente para o estudo

detalhado das bicamadas liṕıdicas. Para resolver este problema, a Avanti Polar Lipids Inc.

criou nanopart́ıculas de ouro conjugadas com duas cadeias acila, que quando incorporadas

nas bicamadas liṕıdicas são capazes de conferir uma resolução suficientemente grande para se

distinguir individualmente cada lamela de veśıculas multilamelares. Desta forma, nesta parte

deste trabalho estamos interessados em avaliar os efeitos da incorporação destas nanopart́ıculas

de ouro sobre a morfologia e dinâmica de diferentes tipos de membrana modelo para determinar

o posśıvel surgimento de artefatos experimentais.

7.2 Materiais e Métodos

7.2.1 Qúımicos

Os liṕıdios 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-

3-fosfocolina (DOPC), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), N-palmitoil-D-eritro-es-

fingosilfosforilcolina (pSM), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), a sonda fluores-

cente 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lissamina rodamina B sulfonil) (Liss-Rho-

PE), o colesterol (col) e a 1,2-distearoil-sn-glicero-3-(Nanopart́ıculas Aurora) (AURORA-DSG)

foram adquiridos da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, EUA). A sonda fluorescente Nafto[2,3-

a]pireno (NAP) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e a sonda fluorescente 1,6-

difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) foi adquirida da Molecular Probesr (Eugene, EUA) (Figura

7.1). Os demais reagentes utilizados possúıam a mais alta qualidade dispońıvel e todas as

soluções foram preparados com água Milli-Q.
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7.2.2 Manipulação da AURORA-DSG

Filmes de AURORA-DSG dissolvida em clorofórmio (0,5 mg/mL) foram formados em

tubos de PFA1 (Savillex, Eden Prairie, EUA) por evaporação do solvente usando um fluxo de

nitrogênio gasoso. Os tubos contendo os filmes de AURORA-DSG foram armazenados a 4 ◦C

até o momento de sua utilização.
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Figura 7.1: Estrutura qúımica dos liṕıdios e das sondas fluorescentes utilizados neste trabalho.

7.2.3 Preparação das Veśıculas Unilamelares Gigantes

As veśıculas unilamelares gigantes (GUV’s) foram preparadas através do método de ele-

troformação de acordo com o protocolo descrito por Montes e co-autores [199] usando câmaras

de formação especiais baseadas nas descritas por Fidorra e co-autores [200], as quais permitem

a observação direta das GUV’s sob o microscópio. Um breve sumário do protocolo segue: 5

µL das soluções estoque dos liṕıdios (0,2 mM) dissolvidos em clorofórmio:metanol (2:1 v/v)

1Sigla para PerFluoroAlkoxy.
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contendo 0,3 mol% da sonda fluorescente Liss-Rho-PE foram adicionados sobre a superf́ıcie dos

eletrodos de platina das câmaras de formação. As câmaras foram mantidas sob vácuo moderado

durante 90 min para eliminar o solvente orgânico residual. Em seguida, foram adicionados 400

µL de solução tampão (HEPES2 25 mM, NaCl 15 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) a cada câmara

e estas foram conectadas a um gerador elétrico de corrente alternada TG330 (Thurlby Than-

dar Instruments, Huntington, Reino Unido). Os parâmetros do processo de eletroformação

foram: frequência da corrente alternada, 500 Hz; tensão da corrente alternada, 0,03 V durante

6 min, 0,33 V durante 20 min e 0,8 V durante 90 min. As câmaras foram mantidas a 60 ◦C

durante todo o processo de eletroformação. A incorporação da AURORA-DSG nas amostras

foi realizada através da adição das soluções estoque sobre os filmes de AURORA previamente

preparados. As soluções resultantes foram cuidadosamente agitadas durante 2 min antes de

serem adicionadas sobre os eletrodos de platina. A concentração final de AURORA-DSG em

cada amostra foi de 0,1 mol%.

7.2.4 Microscopia Confocal

Após o peŕıodo de formação, as câmaras foram introduzidas em um microscópio inver-

tido confocal Nikon D-ECLIPSE C1 (Nikon Inc., Melville, EUA) para aquisição das imagens de

fluorescência das GUV’s. O comprimento de onda de excitação para a Liss-Rho-PE foi de 561

nm. As imagens foram adquiridas através de um canal de detecção equipado com um filtro de

593±20 nm e tratadas com o software EZ-C1 3.20 (Nikon Inc.). Todas as imagens foram adqui-

ridas em temperatura ambiente e nenhuma diferença no tamanho, formação ou distribuição dos

domı́nios liṕıdicos foi verificada durante ou após o peŕıodo de exposição ao laser de excitação.

7.2.5 Preparação das Veśıculas Multilamelares

Filmes dos liṕıdios dissolvidos em clorofórmio:metanol (2:1) contendo 0,2 mol% da

sonda fluorescente DPH foram formados em tubos de PFA (Savillex, Eden Prairie, EUA) por

evaporação do solvente usando um fluxo de nitrogênio gasoso. Os tubos foram mantidos sob

2Sigla para 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid.
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vácuo moderado durante 90 min para eliminar o solvente orgânico residual e posteriormente

hidratados com 1000 µL de solução tampão (HEPES 25 mM, NaCl 15 mM, EDTA 1 mM, pH

7,4) a 45 ◦C para formar uma suspensão de veśıculas multilamelares (MLV’s). As amostras

foram homogeneizadas através de sonicação a 50 ◦C durante 6 min em um sonicador FB-

15049 (Fisher Scientific, Waltham, EUA). A incorporação da AURORA-DSG nas amostras foi

realizada através da adição das soluções de liṕıdios sobre os filmes de AURORA previamente

preparados. As soluções resultantes foram cuidadosamente agitadas durante 2 min antes de

serem evaporadas pelo fluxo de nitrogênio gasoso. A concentração final de AURORA-DSG em

cada amostra foi de 0,1 mol%. Para evitar os efeitos de espalhamento de luz, a concentração

final das MLV’s foi fixada em 0,025 mM.

7.2.6 Medidas da Anisotropia da Fluorescência

As medidas da anisotropia da fluorescência foram realizadas usando um espectro-

fluoŕımetro QuantaMaster 40 (Photon Technology International, Lawrenceville, EUA) com

polarizadores nos canais de emissão e excitação e equipado com um sistema de medida tipo L.

Um controlador térmico TC125 (Quantum Northwest, Liberty Lake, EUA) foi utilizado para

estabilizar a temperatura das amostras. Os comprimentos de onda de excitação e de emissão

para o DPH foram 360 e 427 nm respectivamente. A anisotropia da fluorescência foi calculada

de acordo com a equação [188]

r =
I‖ − I⊥
I‖ + 2I⊥

(7.1)

na qual r é a anisotropia da fluorescência quase estática e I‖ e I⊥ são as intensidades da fluo-

rescência paralela e perpendicular, respectivamente, ao plano de polarização da luz de excitação

para o comprimento de onda de excitação do DPH.

7.2.7 Preparação das Bicamadas Planas Suportadas

As bicamadas planas suportadas (SPB’s) foram preparadas através do método de ad-

sorção de veśıculas unilamelares pequenas (SUV’s) [35]. Filmes dos liṕıdios dissolvidos em
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clorofórmio:metanol (2:1) foram formados em tubos de PFA (Savillex, Eden Prairie, EUA) por

evaporação do solvente usando um fluxo de nitrogênio gasoso. Os tubos foram mantidos sob

vácuo moderado durante 90 min para eliminar o solvente orgânico residual e posteriormente

hidratados com 100 µL de solução tampão (PIPES3 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,

pH 7,4) a 45 ◦C. Os SUV’s foram formados através da sonicação da suspensão de MLV’s du-

rante 60 min a 45 ◦C. Logo após, 60 µL da solução de SUV’s foi adicionada a um substrato

de mica (Asheville-Schoonmaker Mica Co., Newport News, EUA) previamente introduzido em

uma célula especial (BioCell) para microscopia de força atômica de amostras ĺıquidas (JPK

Instruments, Berlim, Alemanha). Em seguida, foram adicionados a BioCell 60 µL de solução

tampão contendo CaCl2 e 60 µL de solução tampão sem CaCl2 e a solução final foi lentamente

aquecida até 45 ◦C (1 ◦C/min). A concentração final de liṕıdio foi de 0,17 mM. Após 30 min

a 45 ◦C a temperatura da BioCell foi ajustada para a temperatura ambiente (22-24 ◦C) e as

SPB’s foram equilibradas a esta temperatura durante 30 min. Os SUV’s não adsorvidos foram

eliminados através de repetidas trocas de solução tampão (sem CaCl2). A incorporação da

AURORA-DSG nas amostras foi realizada através da adição das soluções de liṕıdios sobre os

filmes de AURORA previamente preparados. As soluções resultantes foram cuidadosamente

agitadas durante 2 min antes de serem evaporadas pelo fluxo de nitrogênio gasoso. A concen-

tração final de AURORA-DSG em cada amostra foi de 0,1 mol%.

7.2.8 Microscopia de Força Atômica

Os experimentos de microscopia de força atômica (AFM) foram realizados em um

microscópio NanoWizard II (JPK Instruments, Berlim, Alemanha) equipado com cantiléveres

e pontas de nitreto de siĺıcio (raio nominal ∼ 20 nm) modelo MLCT (Bruker AFM Probes,

Camarillo, EUA). O valor para a constante de mola usado nas medidas em modo contato

(deflexão vertical do cantiléver constante) foi de 0,1-0,5 N/m. As imagens medindo 512×512

pixels foram adquiridas a uma taxa de varredura de 1 Hz (30×30-10×10 µm) ou 10 Hz (0,5×0,5

3Sigla para Piperazine-N,N-bis(2-ethanesulfonic acid).
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µm) e tratadas com o software JPK Data Processing (JPK Instruments).

7.3 Resultados

7.3.1 Efeito da AURORA-DSG sobre a Morfologia dos Domı́nos
Liṕıdicos

As amostras estudas neste trabalho podem ser divididas em duas classes: a) ho-

mogêneas: POPC, pSM, DPPC e pSM:col (0,6:0,4); b) com domı́nios: DOPC:DSPC (1:1)

e DOPC:pSM:col (2:1:1). Em temperatura ambiente, as amostras compostas de POPC se en-

contram na fase ĺıquida-desordenada, as amostras compostas de pSM e DPPC se encontram na

fase gel e as amostras compostas de pSM:col (0,6:0,4) se encontram na fase ĺıquida-ordenada.

Já as amostras compostas de DOPC:DSPC (1:1) se encontram nas fases ĺıquida-desordenada

(rica em DOPC)/gel (rica em DSPC) enquanto as amostras compostas por DOPC:pSM:col

(2:1:1) se encontram nas fases ĺıquida-desordenada (rica em DOPC)/ĺıquida-ordenada (rica em

pSM:col).

A Figura 7.2 mostra as imagens de microscopia confocal de GUV’s compostas de POPC,

pSM, DPPC, pSM:col (0,6:0,4), DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1) e marcadas com

a sonda Liss-Rho-PE, a qual se particiona preferencialmente na mais fase fluida (ver apêndice

E para mais informações) das veśıculas. Desta maneira, as zonas negras de cada imagem

representam os domı́nios liṕıdicos que se encontram nas fases gel ou ĺıquida-ordenada. Note

que a adição de 0,1% de AURORA-DSG não altera a morfologia das veśıculas, ou em outras

palavras, não induz a formação de domı́nios nas amostras homogêneas bem como não modifica

a estrutura dos domı́nios pré-existentes.

Nas Figuras 7.3 e 7.4 estão apresentadas as imagens de microscopia de força atômica

de SPB’s compostas de POPC, DPPC, DOPC:DSPC (1:1), DOPC:pSM:col (2:1:1), pSM e

pSM:col. Assim como no caso das GUV’s a adição de 0,1% de AURORA-DSG parece não

alterar de maneira significativa a morfologia das SPB’s com exceção da amostra DOPC:pSM:col
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Figura 7.2: Micrografias de fluorescência de veśıculas unilamelares gigantes marcadas com a sonda Liss-Rho-
PE e compostas de POPC, pSM, DPPC, pSM:col (0,6:0,4), DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1). Os
painéis esquerdos (imagem 3D e plano equatorial) mostram as imagens das amostras controle e os painéis direitos
(imagem 3D e plano equatorial) das amostras contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG. Todas as imagens foram
adquiridas à temperatura ambiente. A barra de escala equivale a 10 µM.
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onde a presença da AURORA-DSG faz com que os domı́nios de fase ĺıquida-ordenada passem

a ter formas mais irregulares.
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Figura 7.3: Imagens topográficas de microscopia de força atômica de SPB’s compostas de pSM e psM:col
(0,6:0,4). Os painéis esquerdos mostram as imagens das amostras controle e os painéis direitos das amostras
contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG. As regiões negras representam o substrato de mica onde as bicamadas
não foram adsorvidas. Todas as imagens foram adquiridas à temperatura ambiente. A barra de escala equivale
a 5 µM.

Entretanto, para todas as amostras, a incorporação de AURORA-DSG nas SUV’s leva

a uma diminuição da extensão das bicamadas e a um acúmulo de agregados liṕıdicos. Para

as SPB’s compostas de pSM e pSM:col não foi posśıvel preparar extensões de membranas

suficientemente grandes e homogêneas para que se adquirir imagens confiáveis indicando que a

incorporação da AURORA-DSG está interferindo na extensão destas amostras (Figura 7.3).
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Figura 7.4: Imagens topográficas de microscopia de força atômica de SPB’s compostas de POPC, DPPC,
DOPC:DSPC (1:1) e DOPC:pSM:col (2:1:1). Os painéis esquerdos mostram as imagens das amostras controle
e os painéis direitos das amostras contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG. Os doḿınios liṕıdicos são identificados
por suas diferenças de altura (escala de cor). As regiões negras representam o substrato de mica onde as
bicamadas não foram adsorvidas. Todas as imagens foram adquiridas à temperatura ambiente. A barra de
escala equivale a 5 µM.
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7.3.2 Visualização das Nanopart́ıculas AURORA-DSG

Afim de visualizar as nanopart́ıculas AURORA-DSG inseridas nas SPB’s e estudar seu

comportamento, para todas as amostras onde a extensão das bicamadas foi satisfatória, foram

adquiridas imagens com 0,5×0,5 µm. Nestas imagens foi posśıvel identificar pequenas regiões

reprodut́ıveis as quais possúıam maior altura quando comparadas com o restante das bicamadas

(Figura 7.5). Como pode ser visto, há um maior número de eventos (presença de AURORA-

DSG) nas SPB’s que estão em fase ĺıquida o que indica que as nanopart́ıculas são incorporadas

com maior facilidade na fase fluida. Devido a forma semi-esférica/cônica encontrada para as

nanopart́ıculas, estimar seu real diâmetro se torna uma tarefa dif́ıcil. Para tentar minimizar

erros de medida, o diâmetro médio de cada nanopart́ıcula foi adotado como sendo o diâmetro

a meia altura visualizada na seção transversal das imagens. Na Figura 7.6 estão apresentadas

as distribuições de alturas das nanopart́ıculas AURORA-DSG como função de seus diâmetros

médios (obtidos através do software JPK Data Processing).

A Figura 7.7 mostra os histogramas4 constrúıdos à partir dos valores obtidos para a

altura das part́ıculas AURORA-DSG em relação as SPB’s. Os valores médios para a altura das

AURORA-DSG incorporadas nas amostras de POPC, DPPC, DOPC:DSPC e DOPC:pSM:col

calculados à partir do ajuste dos histogramas estão apresentados na Tabela 7.1. Como pode

ser observado, a altura média das nanopart́ıculas é menor para a fase ĺıquida-desordenada.

Finalmente, na Figura 7.8 estão apresentados os valores da anisotropia da fluorescência

da sonda DPH incorporada em MLV’s compostas de POPC, pSM, DPPC e pSM:col. A adição

de 0,1% de AURORA-DSG não provoca alterações significativas na fluidez das bicamadas que

4Os histogramas foram constrúıdos obedecendo o critério de Sturges [201], segundo o qual o conjunto n de
medidas deve ser distribúıdo em k grupos representados no histograma como colunas, onde

k = 1 + 3, 222log10(n). (7.2)

A largura de cada coluna é definida como a diferença entre os valores do maior e do menor elemento da contagem,
dividido pelo inteiro superior mais próximo de k. Cada histograma foi ajustado pela distribuição lognormal [202]

f(x;µ, σ) =
1

xσ
√
2π
e−

(lnx−µ)2

2σ2 , (7.3)

onde 0 < x <∞, 0 < σ e µ é real.
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Figura 7.5: Imagens topográficas de microscopia de força atômica de SPB’s compostas de POPC, DPPC,
DOPC:DSPC e DOPC:pSM:col. Os painéis esquerdos mostram as imagens das amostras controle, os painéis
centrais das amostras contendo 0,1 mol% de AURORA-DSG e os painéis direitos uma representação 3D dos
painéis centrais. As part́ıculas, em sua maioria, permaneceram estáveis durante o processo de aquisição da
imagem. Por motivos técnicos não foi posśıvel adquirir imagens da fase ĺıquida-ordenada das amostras de
DOPC:pSM:col. Todas as imagens foram adquiridas à temperatura ambiente e possuem 0,5×0,5 µM.
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se encontram nas fases ld e lo. Por outro lado, paras as membranas de DPPC e pSM (fase gel) a

presença de AURORA-DSG provoca um ligeiro aumento e diminuição da fluidez das bicamadas

respectivamente.
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Figura 7.6: Distribuição dos diâmetros como função das alturas medidas através das imagens topográficas
de AFM das nanopart́ıculas AURORA-DSG introduzidas nas SPB’s. O parâmetro R determina a correlação
entre os valores encontrados para os diâmetros e para as alturas. Painéis: A, POPC; B, DOPC:DSPC (fase
ĺıquida-desordenada); C, DOPC:pSM:col (fase ĺıquida-desordenada); D, DPPC; E, DOPC:DSPC (fase gel).

Tabela 7.1: Valores para a altura média das nanopart́ıculas AURORA-DSG incorporadas nas SPB’s encontrados
à partir das distribuições mostradas nas Figura 7.7.

Altura (nm)
fase ld fase gel

POPC 2,87±1,25 —
DPPC — 7,55±1,11
DOPC:DSPC 1,20±1,18 1,75±1,20
DOPC:pSM:col 1,55±1,17 —
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Figura 7.7: Histogramas e seus ajustes das alturas medidas através das imagens topográficas de AFM das
nanopart́ıculas AURORA-DSG introduzidas nas SPB’s. Painéis: A, POPC; B, DOPC:DSPC (fase ĺıquida-
desordenada); C, DOPC:pSM:col (fase ĺıquida-desordenada); D, DPPC; E, DOPC:DSPC (fase gel).

Figura 7.8: Anisotropia da fluorescência da sonda DPH incorporada em MLV’s de POPC, pSM, DPPC e
pSM:col. Foram adicionados as amostras 0,1 mol% de AURORA-DSG. O asterisco indica estatisticamente
diferente a P<0,05 (teste Tukey).
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7.4 Discussão

A separações laterais de fase lo/ld e ld/gel estão bem caracterizadas em GUV’s [33,

200,203–206] e SPB’s [207–211] para uma diversidade de composições liṕıdicas. Nossos resulta-

dos de microscopia confocal indicam que a incorporação de 0,1% de AURORA-DSG não afeta

a estrutura morfológica das bicamadas, uma vez que as veśıculas gigantes conservaram seus

domı́nios pré-existentes e o surgimento de novos tipos de domı́nios também não foi verificado.

No caso das SPB’s a incorporação das nanopart́ıculas parece não alterar de maneira substancial

a topografia das bicamadas compostas por POPC, DPPC, DOPC:DSPC e DOPC:pSM:col. Cu-

riosamente, as SPB’s compostas de pSM e pSM:col não apresentaram o mesmo comportamento.

Como discutido por Lawrence e co-autores [212], a alta concentração de colesterol (próximas de

50 %) impedem a formação de SPB’s com uma reprodutibilidade adequada (apesar disto não

ser verificado para o caso de monocamadas) para o estudo de AFM. Este fato pode explicar

a baixa adsorção de nossas amostras de pSM:col, sobretudo da amostra controle. Entretanto,

no caso da amostras de pSM e pSM:chol onde a AURORA-DSG foi incorporada, parece haver

uma interação preferencial entre as part́ıculas de AURORA-DSG e as moléculas de pSM, a

qual não pode ser completamente explicada neste momento, que impossibilita a adsorção dos

SUV’s e impede seu estudo por AFM. Além disso, aparentemente esta interação não está as-

sociada a rigidez das bicamadas de pSM, uma vez que para SPB’s compostas de DPPC, as

quais apresentam uma rigidez similar as das SPB’s de pSM, foi posśıvel realizar uma extensão

satisfatória.

De acordo com os resultados para a anisotropia da fluorescência da sonda DPH, a

presença das nanopart́ıculas AURORA-DSG não provocam alterações significativas na fluidez

das amostras em fase flúıda. Por outro lado, alterações na dinâmica das membranas em fase

gel (DPPC e pSM) são verificadas e mais uma vez uma interação entre a AURORA-DSG

e as moléculas de pSM pode ser observada. Recentemente, tem sido reportado interações

preferenciais entre a pSM e ceramidas de diferentes tamanhos de cadeia. Neste tipo de interação,
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a afinidade da hidroxila da parte polar da ceramida pelo grupo amida das moléculas de pSM é

tão alta que exclúı as moléculas de colesterol que interagem com a pSM para formar domı́nios

de fase ĺıquida-ordenada dando origem a um novo tipo de domı́nio com maior rigidez [30,

213–215]. Uma interação similar pode ser a origem das alterações provocadas pela inserção das

nanopart́ıculas nas membranas compostas de pSM, uma vez que a parte liṕıdica das AURORA-

DSG possue um posśıvel grupo amida (não detalhado pelo fabricante) o qual poderia estar

interagindo fortemente com o grupo amida da pSM. Contudo, ao que tudo indica, a baixa

concentração de AURORA-DSG não é suficiente para promover um efeito macroscópico sobre

os domı́nios das amostras estudadas neste trabalho. Mesmo que a forma dos domı́nios lo das

SPB’s compostas de DOPC:pSM:col-AURORA tenham formas distintas da amostra controle,

nossos dados não são conclusivos e mais experimentos devem ser realizados afim de esclarecer

a interação AURORA-pSM.

Entretanto, ficou demonstrado que as nanopart́ıculas AURORA-DSG se inserem nas

SPB’s compostas pelas diferentes composições liṕıdicas. Devido a dimensão das nanopart́ıculas

AURORA, os dados relacionados com o diâmetro médio das part́ıculas obtidos através das

imagens de AFM poderiam estar afetados pelo efeito da convolução da ponta. No entanto, em

nossos experimentos, os valores encontrados para a altura das part́ıculas foi sempre inferior a 15

nm, enquanto a sobrevaloração introduzida pela convolução da ponta na imagem gera medidas

entre 15 e 22 nm (considerando um diâmetro médio para a parte metálica da nanopart́ıcula entre

1,4 e 3 nm e assumindo o raio nominal da ponta igual a 20 nm, como indicado pelo fabricante, ver

apêndice E para maiores informações). Note que o diâmetro (Figura 7.6A) associado ao valor de

altura média (2,87 nm) encontrada para as amostras de POPC é ∼ 30 nm, o que ajuda a validar

nossos dados. Mesmo que diâmetros maiores do que 20 nm tenham sido encontrados e que as

dimensões reais das nanopart́ıculas quando inseridas nas SPB’s não possam ser determinadas

de maneira precisa, a diferença de inserção das nanopart́ıculas entre as fases ld e gel é evidente.

A dependência linear encontrada entre as alturas e os diâmetros médios obtidos através das

imagens de AFM, indica que as nanopart́ıculas estão inseridas nas SPB’s sempre com a mesma
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orientação/perfil e diferem apenas em seu grau de inserção nas bicamadas. Este resultado

é importante pois exclui a possibilidade das regiões observadas serem artefatos experimentais,

uma vez que posśıveis agregados liṕıdicos responsáveis pelas diferenças topográficas encontradas

nas imagens de AFM teriam formas irregulares e orientações aleatórias.

7.5 Conclusões

Os resultados deste trabalho mostram que a adição de 0,1% de AURORA-DSG não pro-

voca mudanças morfológicas substanciais em bicamadas liṕıdicas homogêneas ou com domı́nios

liṕıdicos, bem como não produz grandes variações em sua fluidez. Além disso, ficou demons-

trado que a AURORA-DSG se incorpora melhor em membranas que estão em fase flúıda.

Desta maneira, nossos resultados sugerem que a AURORA-DSG pode ser usada como agente

de contraste em imagens de microscopia eletrônica de membranas liṕıdicas sem provocar efeitos

colaterais associados.
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Este trabalho descreveu posśıveis mecanismos da interação de diferentes tipos de ter-

penos com as membranas liṕıdicas, os quais são responsáveis por seu papel como facilitadores

da permeação. Através das espectroscopias de ressonância paramagnética eletrônica e de fluo-

rescência fomos capazes de demonstrar que

• os terpenos podem atuar como espaçadores ou extratores liṕıdicos e que sua capacidade

de atuar como extratores liṕıdicos não está relacionada somente com sua capacidade de

afetar a rede de ligações de hidrogênio dos grupos polares das bicamadas mas também

com sua habilidade de formar estruturas micelares com uma hidrofobicidade suficiente

para competir pelos liṕıdios das membranas;

• quando inseridos nas membranas liṕıdicas, os terpenos aumentam sua fluidez e reduzem

a temperatura da transição de fase das bicamadas;

• os monoterpenos estudados não apresentam diferenças entre si em sua capacidade de

aumentar a dinâmica de membranas liṕıdicas, mas que mudanças signficativas são vistas

quando eles são comparados com o sesquiterpeno nerolidol;

• os processos envolvidos no ataque dos terpenos às membranas de eritrócito e de fibroblas-

tos não são completamente independentes.

Além disso, este trabalho apresentou os primeiros resultados sobre a interação da na-

nopart́ıcula de ouro conjugada AURORA-DSG desenvolvida pela Avanti Polar Lipids Inc. para

aumentar o contraste das bicamadas liṕıdicas em imagens de microscopia eletrônica. Através

das microscopias confocal e de força atômica e da espectroscopia de fluorescência fomos capazes

de demonstrar que a adição de 0,1% de AURORA-DSG

• não provoca mudanças morfológicas substanciais em bicamadas liṕıdicas homogêneas ou

com domı́nios liṕıdicos;

• não provoca grandes variações na dinâmica das bicamadas liṕıdicas;
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sugerindo então que essas nanopart́ıculas podem ser usadas como agente de contraste em ima-

gens de microscopia eletrônica de membranas liṕıdicas sem provocar efeitos colaterais associa-

dos.
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Com base nos resultados obtidos sobre a interação de terpenos com as diversas mem-

branas liṕıdicas estudadas nesta tese, nossas principais perspectivas a cerca deste tema são

• estudar a interação de terpenos com as membranas de parasitos tais como o Trypano-

soma cruzi (agente etiológico da tripanossomı́ase) para determinar seus posśıveis efeitos

antiparasitários e os respectivos mecanismos de ação;

• estudar a interação de terpenos com as membranas de linhagens de células canceŕıgenas

para determinar seus posśıveis efeitos antitumorais e os respectivos mecanismos de ação;

• usar a metodologia desenvolvida nesta tese para o estudo do estrato córneo (EC) por meio

da espectroscopia de fluorescência para estudar os efeitos de terpenos sobre a partição de

porfirinas utilizadas na terapia fotodinâmica nas membranas do EC.

No que diz respeito aos resultados obtidos sobre a interação das nanopart́ıculas 1,2-

distearoil-sn-glicero-3-(Nanopart́ıculas Aurora) (AURORA-DSG) com bicamadas liṕıdicas, nos-

sas principais perspectivas são

• elucidar a posśıvel interação da AURORA-DSG com a N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfos-

forilcolina (pSM) e com outros liṕıdios de mesma estrutura;

• avaliar os efeitos da inserção da AURORA-DSG em membranas celulares tais como a

membrana de eritrócito.
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Para construir um hamiltoniano que represente melhor os sistemas estudados neste

trabalho por meio da ressonância de spin eletrônico, devemos levar em conta uma série de

interações magnéticas que ocorrem em nossas amostras. Elas podem ser intra- ou intermole-

culares e se manifestar dependendo da natureza do sistema ou do meio no qual as moléculas

paramagnéticas estão inseridas. As interações intermoleculares não são desejadas e podem ser

evitadas pelo uso de amostras nas quais as moléculas paramagnéticas estejam suficientemente

dilúıdas na matriz diamagnética. Contudo, a alta sensibilidade dos espectrômetros e a possi-

bilidade de se trabalhar com amostras concentradas garantem uma boa detecção do sinal de

RPE.

Já as interações magnéticas inerentes a espécies paramagnéticas, são as responsáveis

pela estrutura complexa de seu espectro. A seguir, vamos discutir em detalhes as principais

interações observadas nos espectros obtidos através do método dos marcadores de spin (Zeeman,

com o campo de micro-ondas e hiperfina) e construir um hamiltoniano adequado para nossas

finalidades.

A.1 Interação Zeeman

A interação Zeeman surge da interação entre o spin eletrônico e o campo magnético

estático aplicado. O hamiltoniano de um elétron de carga e (e negativa) sob ação de uma

campo externo H pode ser escrita como [216]

H =
1

2m

(

p− e

c
A
)2

+ V0 + λL · S+ 2βeH · S, (A.1)

onde A é o potencial vetor associado com o campo magnético estático aplicado H, V0 é o

potencial do “átomo livre”, λL · S é o termo de acoplamento spin-órbita e 2βeH · S representa

o acoplamento do momento de spin eletrônico e o campo externo aplicado. Estamos usando

λ para representar a constante de acoplamento spin-órbita e βe para expressar o momento

magnético eletrônico. O magneton de Bohr está relacionado com γe, a razão giromagnética do
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elétron e com µ, o momento de dipolo magnético de spin, através da equação

µ = −γe~S = −2βeS ou γe~ = 2βe. (A.2)

O sinal negativo representa o fato de que o spin e o momento são diretamente opostos.

Expandindo o primeiro termo do lado direito da Equação (A.1) temos

1

2m

(

p− e

c
A
)2

=
p2

2m
− e

2mc
(p ·A+A · p) + e2

2mc2
A2. (A.3)

É conveniente explicitar que na notação aqui apresentada o potencial vetor é definido como

A =
1

2
H× r, (A.4)

que nos leva a

1

2m

(

p− e

c
A
)2

=
p2

2m
− e~

2mc
H · L +

e2

8mc2
H2
(

x′
2

+ y′
2
)

(A.5)

onde, como é usual, L = −i~r×∇, e onde os eixos x′ e y′ são perpendiculares a direção do campo

z′ (estamos distinguindo a direção do campo z′ e o eixo cristalino z). O termo proporcional

a H2 nos dá o diamagnetismo usual. Ele acaba por ser irrelevante, quando comparado com

o termo H · L, na influência sobre a ressonância de spin eletrônico. Utilizando o fato de que

βe = e~/2mc, temos o hamiltoniano

H =
p2

2m
+ βeH · L+ V0 + λL · S+ 2βeH · S. (A.6)

Vamos considerar que o principais termos de energia são os termos cinético e o potencial

do “átomo livre”V0. Sendo assim, vamos tratar os termos βeH · L e λL · S usando o método

de teoria de perturbação. Para isso, iremos usar os três estados degenerados do orbital tipo p

xf(r), yf(r) e zf(r), os quais são solução do potencial do átomo livre, para denotar funções

de onda do tipo xf(r)um, yf(r)um e zf(r)um, onde as funções um são funções de spin. Se

não existir acoplamento spin-órbita1, o spin será quantizado independentemente do orbital,

1Ao examinar o tipo de elementos de matriz que os termos βeH ·L e λL ·S possuem, encontramos dois tipos:
aqueles que conectam o mesmo orbital, e aqueles que conectam orbitais diferentes. Temos então, elementos de
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de forma que as funções um serão autofunções do operador Ŝz′ onde z
′ é a direção do campo

magnético aplicado.

Temos então, uma função de onda modificada2 ψxm [217]

ψxm = xf(r)um +
∑

m′

∑

ω=y,z

〈ωm′|βeH · L|xm〉
Ex −Eω

ωf(r)um′. (A.7)

Como βeH · L não depende do spin, m′ = m. Escrevendo βeH · L na forma de componentes,

encontramos

ψxm =

[

xf(r) +
∑

ω=y,z

∑

q=x,y,z

〈ω|Lq|x〉
Ex − Eω

βeHqωf(r)

]

um. (A.8)

Agora usamos esta função de onda corrigida para calcular os elementos da matriz de λL · S,

que envolvem o estado fundamental do orbital. Na verdade, existem elementos de matriz para

o estado excitado, que em segunda ordem podem retornar para o estado fundamental. No

entanto, esses estados não envolvem o campo aplicado H [216]. Ao negligenciá-los, estamos

encontrando a energia de acoplamento dependente do campo

∫

ψ∗
xm′λL ·SψxmdτdτS = λ

∑

ω=y,z

∑

q,q′=x,y,z

〈m′|Sq′|m〉 [〈x|Lq′ |ω〉〈ω|Lq|x〉+ 〈x|Lq|ω〉〈ω|Lq′|x〉]Hq

Ex −Eω
.

(A.9)

Para computar os elementos de matriz internos do estado fundamental orbital, basta

matriz tais como [216]
∫

xf(r)u∗mβeHzLzxf(r)um′dτdτS ou

∫

xf(r)u∗mλLzSzxf(r)um′dτdτS

onde dτ representa uma integral sobre as coordenadas espaciais e dτS sobre as variáveis de spin. Podemos notar
que as integrais acima envolvem

∫

xf(r)Lzxf(r)dτ.

Usando a expressão Lz = −ı~
(

x ∂
∂y − y ∂

∂x

)

[217] e o fato de que as funções xf(r) são funções reais, percebemos

que a integral acima deve ser nula, o que leva a supressão do momento angular orbital. Portanto, os únicos
elementos de matriz que não desaparecem dos termos βeH ·L e λL ·S conectam estados que diferem em energia
orbital.

2Os termos βeH · L e λL · S não apresentam contribuição de primeira ordem [216]. Em segunda, e ordens
mais elevadas, ambos os termos perturbam a função de onda. Vamos tratar primeiramente do efeito de βeH ·L
sobre a função de onda. Pode parecer mais sensato tomar o termo λL · S em primeiro lugar. Entretanto, como
veremos a seguir, a expressão final envolve uma aproximação que é proporcional ao produto βeH ·L e λL ·S (que
é a interação entre as duas energias que causam o efeito). Sendo assim, é irrelevante qual a interação usamos
para perturbar a função de onda.
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substituir os termos βeH · L e λL · S por um termo efetivo no hamiltoniano (Hef)

Hef =
∑

q,q′

SqHq′λβe
∑

ω

[〈x|Lq|ω〉〈ω|Lq′|x〉+ 〈x|Lq′|ω〉〈ω|Lq|x〉
Ex −Eω

]

= βe
∑

q,q′

Sqaqq′Hq′ . (A.10)

Uma vez que os elementos de matriz que compõem aqq′ são transformados sobre rotações coor-

denadas como Lq e Lq′ , os aqq′ são identificados como componentes de um tensor de segunda

ordem. Uma análise da Equação (A.10) mostra que se trata de um tensor simétrico (aqq′ = aq′q).

Para nosso caso particular podemos computar os elementos de matriz dos operadores

Lx = −ı~
(

y
∂

∂z
− z

∂

∂y

)

, Ly = −ı~
(

z
∂

∂x
− x

∂

∂z

)

e Lz = −ı~
(

x
∂

∂y
− y

∂

∂x

)

. (A.11)

Usando as três expressões acima, encontramos

Lxxf(r) = 0, Lyxf(r) = −ı~zf(r) e Lzxf(r) = ı~yf(r). (A.12)

Desta forma, os elementos de matriz de Lx desaparecem, os de Ly conectam-se apenas com o

estado zf(r), e os de Lz conectam-se apenas com yf(r). Isto nos dá contribuições apenas para

os termos onde q = q′. Isto é, os eixos x, y, z são os eixos principais do tensor aqq′. Usando

(A.11) e (A.12) temos,

Hef = 2βe

(

λ

Ex − Ez
SyHy +

λ

Ex −Ey
SzHz

)

. (A.13)

Combinando este resultado com o termo Zeeman 2βeH · S, obtemos um hamiltoniano de spin

para o estado fundamental orbital na forma

HZ = βe (gxxHxSx + gyyHySy + gzzHzSz) , (A.14)

onde

gxx = 2, gyy = 2

(

1− λ

Ez −Ex

)

, gzz = 2

(

1− λ

Ey −Ex

)

. (A.15)

Podemos empregar a notação diádica g, definida por

g = igxxi+ jgyyj+ kgzzk, (A.16)
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para escrever a interação como

HZ = βeH · g · S (A.17)

no lugar de

HZ = 2βeH · S. (A.18)

Comparando as Equações (A.17) e (A.18) percebemos que o efeito combinado do acoplamento

spin-órbita e da energia Zeeman é substituir o campo real H por um campo efetivo Hef dado

por

Hef =
H · g
2

= Hx
gxx
2
i +Hy

gyy
2
j +Hz

gzz
2
k (A.19)

e com ressonância dada por

HZ = 2βeHef · S. (A.20)

Como gxx, gyy e gzz são em geral diferentes, o campo efetivo difere do campo real aplicado tanto

em magnitude quanto em direção. Se denotarmos z′′ como sendo a direção do campo efetivo,

fica evidente que a transformação de coordenadas irá colocar (A.20) na forma

HZ = 2βeHefSz′′, (A.21)

onde Hef é a magnitude do campo Hef . A frequência de ressonância ν0 portanto, satisfaz a

condição

hν0 = 2βeHef

= βe

√

H2
xg

2
xx +H2

yg
2
yy +H2

z g
2
zz

= βeH
√

α2
1g

2
xx + α2

2g
2
yy + α2

3g
2
zz, (A.22)

onde α1, α2 e α3 são os cossenos dos ângulos entre H e os eixos x, y, z. Geralmente podemos

escrever (A.22) como

hν0 = gβeH, (A.23)

onde o fator g é definido pela equação

g =
√

α2
1g

2
xx + α2

2g
2
yy + α2

3g
2
zz. (A.24)
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As Equações (A.23) e (A.24) enfatizam o fato de que para uma dada orientação de H, o

desdobramento dos estados de spin é diretamente proporcional a magnitude de H. À partir de

(A.15) e (A.24) e reconhecendo que ambas Ez −Ex e Ey −Ex são positivas, vemos que valores

positivos de λ fazem g menor ou igual a 2, enquanto valores negativos de λ fazem g maior ou

igual a 2 (g = 2 para o elétron livre).

A.2 Interação com o Campo de Micro-ondas

Em adição ao efeito do campo magnético estático, o qual determina a separação dos

ńıveis Zeeman, devemos considerar a presença do campo de micro-ondas, o qual é responsável

pelas transições de RPE. O campo magnético associado com a radiação oscilante ao longo do

eixo x perpendicular a direção do campo principal aplicado, tem componentes

H1x = H1 cosωt, H1y = H1z = 0. (A.25)

O hamiltoniano correspondente a interação com o momento magnético de spin, negligenciando

por simplicidade a anisotropia do fator g é

H′ = gβeH1Sx cosωt. (A.26)

Como H1 é muito menor do que o campo principal H (é normalmente da ordem de alguns

miligauss para evitar o fenômeno de saturação), H′ pode ser tratada com uma perturbação de-

pendente do tempo nos autoestados de HZ . Para isto, escrevemos a função de onda dependente

do tempo como

|ψ(t)〉 =
∑

n

cn(t)|α〉, (A.27)

com

cn(t) = bn(t)e
ıEnt/~. (A.28)

Usando a teoria de perturbação dependente do tempo, encontramos a aproximação de primeira

ordem de bn(t) através de [218]

b(1)n (t) =
1

ı~

∫ t

0

eıωαα′ t′Aαα′(t′)dt′, (A.29)
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com ωαα′ =
Eα−Eα′

~
e Aαα′ = 〈α|H|α′〉. Substituindo (A.26) em (A.29) encontramos

b(1)n (t) =
1

ı~

∫ t

0

〈α|geβeH1Sx cosωt
′|α′〉eıωαα′ t′dt′

=
geβeH1

2ı~
〈α|Sx|α′〉

∫ t

0

eıωαα′ t′
[

eıωt
′

+ eıωt
′
]

dt′

=
geβeH1

2ı~
〈α|Sx|α′〉

[

eı(ωαα′+ω)t − 1

(ωαα′ + ω)
+
eı(ωαα′−ω)t − 1

(ωαα′ − ω)

]

. (A.30)

Fazendo a aproximação3

2|ωαα′| ≫ ∆ω ou t≫ 1

|ωαα′ | ≃
1

ω
, (A.31)

temos que

b(1)n (t) =
geβeH1

2ı~
〈α|Sx|α′〉e

ı(ωαα′−ω)t/2

(ωαα′ − ω)

[

eı(ωαα′−ω)t/2 − e−ı(ωαα′−ω)t/2
]

=
geβeH1

~
〈α|Sx|α′〉e

ı(ωαα′−ω)t/2

(ωαα′ − ω)
sen [(ωαα′ − ω)t/2] . (A.32)

A probabilidade de transição α → α′ é dada então por

Pαα′ = |b(1)n (t)|2

=

(

g2eβ
2
eH

2
1 |〈α|Sx|α′〉|2
~2

)

sen2 [(ωαα′ − ω)t/2]

(ωαα′ − ω)2

=

(

g2eβ
2
eH

2
1 |〈α|Sx|α′〉|2
~2

)

F (t, ωαα′ − ω) . (A.33)

Utilizando a Regra de ouro de Fermi [218] temos que

lim
t→∞

F (t, ωαα′ − ω) = πtδ(ωαα′ − ω)

= 2π~tδ(Eα − Eα′ − ~ω), (A.34)

que nos leva a

Pαα′ =

(

g2eβ
2
eH

2
1 |〈α|Sx|α′〉|2
~2

)

2π~tδ(Eα − Eα′ − ~ω). (A.35)

3Esta aproximação é válida apenas se a perturbação atua durante um tempo t o qual é suficientemente grande
quando comparado a 1/ω. O significado f́ısico desta aproximação é claro: durante o intervalo de tempo [0, t],
a perturbação deve executar numerosas oscilações para aparecer no sistema como uma oscilação senoidal. Se,
por outro lado, t for pequeno comparado com 1/ω a perturbação não terá tempo para oscilar e será equivalente
a uma perturbação variando linearmente no tempo, ou constante. Para uma perturbação constante a condição
A.31 nunca será satisfeita, já que ω = 0 [218].
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Assim, a taxa de transição por unidade de tempo pαα′ é

pαα′ =

(

2π

~

)

g2eβ
2
eH

2
1 |〈α|Sx|α′〉|2δ(Eα − Eα′ − ~ω), (A.36)

em que δ é a função delta de Dirac, a qual impõe a condição Eα −Eα′ = ~ω. A condição para

valores diferentes de zero de 〈α|Sx|α′〉 é encontrada reescrevendo o operador de spin Sx em

termos dos operadores de abaixamento e levantamento S+ e S− [217]

S± = Sx ± ıSy, Sx =
1

2
(S+ + S−) . (A.37)

O efeito destes operadores nas funções de onda de spin é

S±|S,ms〉 = [S(S + 1)−ms(ms ± 1)]
1
2 |S,ms ± 1〉. (A.38)

Portanto, as transições irão acontecer apenas entre ńıveis de energia com separação igual a

∆E = ~ω, satisfazendo a regra de seleção ∆mS = ±1.

A.3 Interação Hiperfina

Devemos considerar também a interação hiperfina, a qual surge do acoplamento do

spin eletrônico com o spin nuclear de um núcleo próximo. A forma básica da interação pode

ser diferenciada entre os estados tipo s e não s [216].

estados s

HI =
8π

3
γeγn~

2I · Sδ(r). (A.39)

estados não s

HI =
γeγn~

2

r3

[

3(I · r)(S · r)
r2

, I · S
]

. (A.40)

com γn = e
2mpc

gn = gnβn

~
onde γn, βn e gn representam o fator giromagnético nuclear, o magneton

nuclear e o fator de desdobramento espectroscópico nuclear respectivamente.

Considerando que o momento angular orbital é suprimido, notamos que na matriz

hamiltoniana existirão elementos referentes ao acoplamento hiperfino semelhantes aos que co-

nectavam estados de diferentes energias cristalinas descritos na Seção A.1. Negligenciando os
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elementos que estão fora da diagonal, temos elementos tais como [216]

〈xmSmI |HI |xm′
Sm

′
I〉 =

∫

φ∗
mI
u∗mS

xf(r)HIφ
′
mI
u′mS

xf(r)dτdτSdτI , (A.41)

em que mS e mI são os autovalores de Sz e Iz; φmI
e umS

são funções nucleares e eletrônicas

respectivamente, e dτ e dτS representam integrações sobre coordenadas especiais e de spin

eletrônico respectivamente; e finalmente dτI representa uma integração sobre as coordenadas

do spin nuclear. É conveniente deixar a especificação da quantização do spin eletrônico e do

spin nuclear para depois, uma vez que os estados quânticos adequados dependerão de outras

partes do hamiltoniano. Vamos então omitir as funções eletrônicas e nucleares de spin e suas

integrações e computar apenas
∫

xf(r)HIxf(r)dτ , denotada como

HIS =

∫

xf(r)HIxf(r)dτ. (A.42)

Substituindo (A.40), obtemos

HIS = γeγn~
2

∫

1

r3

[

3

(

I · r
r2

)

(S · r)− I · S
]

x2f 2(r)dτ. (A.43)

Os termos tais como IxxSyy não irão contribuir, já que para eles, o integrando é uma função

ı́mpar de x e y. Os outros termos podem ser expressos como o produto de integrais angulares

e radiais, que levam a [216]

HIS = γeγn~
2

(

1

r3

)

2

5
(3IxSx − I · S) , (A.44)

onde (1/r3) representa o valor médio de 1/r3 sobre o estado xf(r).

Se ao invés de um estado p tivermos um estado s, ou uma função de onda ψ que contem

algum estado tipo s, podemos computar o termoHIS decorrente do acoplamento hiperfino como

HIS =

∫

ψ∗(r)HIψ(r)dτ =
8π

3
γeγn~

2|ψ(0)|2I · S. (A.45)

A interação mais geral, é claro, a soma dos acoplamentos das interações de (A.39) e

(A.40):

HIS =

∫

|ψ|2
{

8π

3
γeγn~

2I · Sδ(r) + γeγn~
2

r3

[

3(I · r)(S · r)
r2

− I · S
]}

dτ. (A.46)
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Examinando separadamente os termos do hamiltoniano acima, percebemos que o segundo termo

da integral (termo dipolar) pode ser escrito na notação notação diádica como

Hhf1 = I ·A′ · S, (A.47)

onde A′ é um tensor de segunda ordem com elementos dados pela relação

A′
ij = −geβegnβn〈(r2δij − 3xixj)r

−5〉 (A.48)

e os brackets denotam a integração sobre a distribuição eletrônica. O termo dipolar é simétrico,

e seu traço tende a zero uma vez que
∑

x2i = r2. Além disso, assim como para o tensor g, a

magnitude da interação dipolar depende da orientação da molécula com respeito a direção do

campo aplicado.

Já o primeiro termo da integral (A.46) (termo de contato de Fermi) pode ser escrito

como

Hhf2 = aI · S, (A.49)

onde a constante de acoplamento isotrópico, a, é definida por

a = (8π/3) geβegNβN |ψ2(0)|. (A.50)

Dessa maneira, o hamiltoniano hiperfino completo assume a forma4

Hhf = I ·A · S, (A.51)

onde o tensor A tem componentes

Aij = A′
ij + δija. (A.52)

Podemos combinar as Equações (A.51) com (A.17) para obter o hamiltoniano de spin

que melhor representa os sistemas estudados neste trabalho na forma

H = βeH · g · S+ S ·A · I. (A.53)

4Se não estivéssemos considerando a supressão do momento angular orbital, seria necessário incluir o aco-
plamento do momento de spin nuclear com o campo magnético originado do movimento orbital do elétron e
escolher um novo conjunto de estados eletrônicos para obter o hamiltoniano de spin, como por exemplo, estados
que fossem autofunções de J2.
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Ao examinar os tipos de efeito que o acoplamento de (A.53) produz, notamos que não

há razão para que os eixos principais de g e A coincidam. Assumindo que de fato os eixos

principais não coincidem e que o H é paralelo a um dos eixos principais, o eixo z por exemplo,

temos então

H = βeHgzzSz − γn~HIz + AxIxSx + AyIySy + AzIzSz. (A.54)

Infelizmente, não podemos resolver o hamiltoniano acima em sua forma fechada sem assumir

que a energia Zeeman eletrônica βeHgzz é muito maior que as energias de acoplamento hiperfino

Ax, Ay e Az. Esta aproximação é frequentemente boa quando temos campos magnéticos fortes

(2βeH = 1010 Hz para H = 3300 G, enquanto A é geralmente 109 Hz ou menos). Se tomarmos

o termo Zeeman eletrônico como sendo suficientemente grande, percebemos que H comuta

com Sz com boa aproximação e vamos tomar as autofunções de Sz, com autovalores mS como

sendo as autofunções do Hamiltoniano. Os termos AxIxSx e AyIySy não possuem elementos de

matriz que são diagonais em mS e serão exclúıdos do hamiltoniano em aproximação de primeira

ordem. Por outro lado, AzIzSz é diagonal em mS e será mantido. Isto nos dá um hamiltoniano

aproximado do tipo

H = βegzzHSz − γn~HIz + AzSzIz. (A.55)

Notamos ainda, que Iz comuta com (A.55) e como anteriormente, usaremos suas autofunções

de Iz com autovalores mI como sendo as autofunções do Hamiltoniano. A energia de primeira

ordem é dada então por

E = βegzzHmS − γn~HmI + AzmSmI . (A.56)

Desde que I2, S2, Iz e Sz todos comutam com o hamiltoniano (A.55) podemos definir as

autofunções do sistema como sendo um produto das funções de spin nuclear pelas funções de

spin eletrônico do tipo

ψmImS
= φImI

uSmS
. (A.57)

As posśıveis transições produzidas por um campo alternado são encontradas considerando os
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elementos de matriz do operador H′(t) (usando a mesma metodologia da Seção A.2)

H′(t) = (γe~Sx − γn~Ix)Hx cosωt (A.58)

entre estados como os de (A.57). Encontramos então que a parte Sx de H′(t) conecta estados

com ∆mS = ±1 e ∆mI = 0, enquanto Ix conecta ∆mS = 0 e ∆mI = ±1. Como já hav́ıamos

encontrado que umas das regras de seleção deveria ser ∆mS = ±1, percebemos que a regras de

seleção completas para nosso caso devem ser ∆mS = ±1 e ∆mI = 0.

Notamos portanto, que o efeito do acoplamento hiperfino na ressonância eletrônica

é equivalente a adicionarmos um campo magnético extra proporcional a componente z do

spin nuclear. Desde que o núcleo pode assumir apenas orientações quantizadas, a ressonância

eletrônica é desdobrada em 2I + 1.
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Espectros de RPE na região de movimento lento (10−9 < τc < 10−6) são observados

no movimento de marcadores de spin baseados no nitróxido incorporados em membranas ou

protéınas [167, 219–221]. Usando os métodos desenvolvidos por Freed e co-autores [126, 222]

é posśıvel interpretar as formas de linhas espectrais em termos de parâmetros obtidos através

de algoritmos computacionais, tais como as componentes dos tensores A e g e o tempo de

correlação rotacional τc para avaliar a dinâmica dos processos de reorientação molecular. A

seguir, vamos apresentar a teoria para o cálculo da forma de linha de espectros de RPE de

marcadores de spin em regime de movimento lento, bem como as principais caracteŕısticas do

software utilizado para a realização das simulações espectrais contidas nesse trabalho.

B.1 Teoria Geral

Em um experimento de RPE a forma da curva de absorção é determinada pelo perfil da

intensidade de energia absorvida em função da frequência do campo de micro-ondas oscilante

Hx(t). Pode ser demonstrado que a potência absorvida do campo oscilante pela amostra pode

ser escrita como [116]

P ∝ Mx, (B.1)

em que

Mx = −N gβe〈Sx〉 = −N gβeTrρ(t)Sx, (B.2)

representa a magnetização macroscópica da amostra, N é a concentração de spins eletrônicos, g

é o fator espectroscópico de desdobramento, βe é o magneton de Bohr e ρ é a matriz densidade

do sistema. Assim, para determinar a forma de linha espectral, basta encontrarmos uma

expressão adequada para o comportamento temporal de Mx (que nesse caso significa encontrar

o comportamento temporal de ρ). A equação de movimento da matriz densidade, considerando

o mesmo hamiltoniano H(t) para todos os membros do sistema, é dada pela equação quântica

de Liouville [217]

∂ρ

∂t
= −ı[H(t), ρ]. (B.3)
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Nessa descrição, estamos assumindo que a dependência do hamiltoniano H(t) do mar-

cador de spin vem de suas interações com o ambiente de tal forma que H(t) é totalmente

determinado por um conjunto completo de variáveis Ω. Estamos assumindo ainda, que a de-

pendência temporal de Ω é descrita por um processo de Markov estacionário de tal forma que

a probabilidade de se estar em um estado Ω1 no tempo t,partindo de um estado Ω2 no tempo

t − ∆t, é independente do valor de Ω em qualquer tempo anterior a t − ∆t e depende ape-

nas de ∆t e não de t. Um processo de Markov estacionário pode ser descrito pela equação

diferencial [165, 223]

∂

∂t
P (Ω, t) = −ΓΩP (Ω, t), (B.4)

em que P (Ω, t) é a probabilidade de se encontrar o radical livre no estado Ω em um determinado

tempo t. Como o processo é assumido estacionário, Γ é independente do tempo. O operador

de evolução ΓΩ é dependente apenas das variáveis aleatórias Ω e independente do espaço de

spin. Além disso, estamos assumindo que o processo tem uma única distribuição de equiĺıbrio

P0(Ω), caracterizada por

ΓΩP0(Ω) = 0. (B.5)

Pode ser demonstrado [222, 224] que as Equações (B.3)-(B.5) levam a equação de mo-

vimento estocástica de Liouville

∂

∂t
ρ(Ω, t) = −ı[H(t), ρ(Ω, t)]− ΓΩρ(Ω, t), (B.6)

em que agora, ρ(Ω, t) é entendido como sendo um valor de ρ associado com um valor particular

de Ω. Dessa maneira, ao invés de nos preocuparmos com a dependência temporal explicita do

hamiltoniano de spin H, a qual envolve a interação com o ambiente, vamos expressar H em ter-

mos das variáveis angulares aleatórias Ω de forma que suas modulações devido aos movimentos

rotacionais passam a ser expressas pela dependência temporal de Ω.

Dessa forma, encontramos então para a λ-ésima linha hiperfina especificada por Ω do

espectro de estado estacionário de um marcador de spin na presença de um campo oscilante de
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micro-ondas [222]

Pλ(Ω) = 2N~ωdλZ
(1)′′
λ (Ω), (B.7)

em que Pλ é a potência absorvida, dλ é o momento de transição dado por dλ = 1
2
γeH1〈λ−|S−|λ+〉

(em que S± = Sx±ıSy e λ
± são os estados de spin eletrônicomS = ±1

2
para a λ-ésima transição)

e Z
(1)′′
λ é definido pela série de equações [222]

(ρ− ρ0)λ = χλ, (B.8)

χλ =

∞
∑

n=−∞

eınωtZ
(n)
λ , (B.9)

e

Z
(n)
λ = Z

(n)′
λ + ıZ

(n)′′
λ . (B.10)

Na Equação (B.8), ρ0(Ω) é a matriz densidade de spin na qual a dependência com Ω é tal

que ΓΩρ0 = 0 e χλ representa a susceptibilidade magnética da amostra. Na Equação (B.9),

a solução do estado estacionário χλ foi expandida em uma série de Fourier com coeficientes

independentes do tempo Z
(n)
λ de forma que ρ0(Ω) = ρ

(0)
0 . Note que a Equação (B.7) mostra o

fato de que é o harmônico n = 1 o diretamente observado. Na notação acima, ρλ representa o

elemento de matriz de tal forma que

ρλ ≡ 〈λ−|ρ|λ+〉, (B.11)

em que λ− e λ+ são os dois ńıveis de energia entre os quais a λ-ésima transição acontece (para

o nitróxido existem três transições permitidas).

A absorção total é obtida como uma média do equiĺıbrio da Equação (B.7) sobre todos

os Ω. Assim, introduzimos médias tais como [222]

Z
(n)

λ =

∫

dΩP0(Ω)Z
(n)
λ (Ω), (B.12)

de forma que a absorção total pode ser escrita como

Pλ = 2N~ωdλZ
(1)′′

λ , (B.13)
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em que estamos considerando dλ essencialmente independente da orientação. O hamiltoniano

de spin total H(t), expressa em unidades de frequência angular pode ser separada em três

componentes

H = H0 +H1(Ω) +H′(t). (B.14)

Para o termo independente do tempo H0 podemos usar o procedimento descrito na

Seção A.3 do Apêndice A para encontrar os ńıveis de energia de ordem zero e as frequências de

transição na forma

~H0 = geβeHSz − ~

∑

i

γiIziH − ~γe
∑

i

aiSzIzi . (B.15)

O termo H1 diz respeito a perturbação dependente da orientação dos ângulos Ω e sendo um

escalar, pode ser expresso como o produto escalar de dois tensores. Dessa forma, na notação

de Freed e Fraenkel [126]

H1(Ω) =
∑

L,m,m′′µ,i

D
L
−m,m′′(Ω)F ′

µ,i
(L,m)

A
(L,m′′)
µ,i , (B.16)

em que F ′
µ,i

(L,m) e A
(L,m′′)
µ,i são componentes irredut́ıveis de um tensor de ordem L e componente

m, µ distingue os diferentes tipos de interação presentes em H1, i se refere aos diferentes

núcleos do radical e os apóstrofos indicam que as interações estão escritas nos eixos moleculares

e os elementos da matriz de rotação de Wigner D
(L)
−m,m′′(Ω) incluem a transformação do eixo

molecular fixo (x′, y′, z′) para o eixo do laboratório (x, y, z). Estaremos preocupados com os

tensores A e g, para os quais L = 2. Finalmente, para o termo H′(t), o qual diz respeito a

interação do spin eletrônico com o campo magnético da radiação oscilante, podemos escrever

(assim como descrito na Seção A.2 do Apêndice A)

H′(t) = gβeH1Sxcosωt. (B.17)

com Sx = 1
2
(S− + S+).

Quando tomamos os elementos de matriz 〈λj−| |λj+〉 da Equação (B.6) e utilizamos

as Equações (B.8)-(B.10), a equação do estado estacionário para Z
(n)
λ é escrita como [222]

(nω − ωλ)Z
(n)
λ (Ω)+

[

H1(Ω), Z
(n)(Ω)

]

λ
−ı
[

ΓΩZ
(n)(Ω)

]

λ
+dλ

[

χ
(n−1)
λ+ − χ

(n−1)
λ−

]

= qωλdλ. (B.18)
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Os ı́ndices sobrescritos nos χλ± se referem aos harmônicos no sentido da Equação (B.9). Para

temperaturas moderadas e valores de intensidade de campo comumente encontrados nos expe-

rimentos de ressonância eletrônica, podemos escrever [222] ρ0 = N ′−1 − qH0, em que N ′ é o

número de autoestados de spin de H0 e q = ~/N ′kT . Além disso, temos que ~ωλ = Eλ+ −Eλ−

e os Z
(n)
λ (Ω) são matrizes de spin definidas pelas Equações (B.8)-(B.10) e as Eλ± são as autoe-

nergias de H0 para os estados λ±.

Para obter a linha espectral devemos resolver a Equação da difusão (B.4) e em seguida

a Equação (B.12). A solução de tais equações diferenciais podem ser expressas em termos de

um conjunto completo de autofunções ortonormais denotadas Gm(Ω) [222] tais que

ΓΩGm(Ω) = τ−1
m Gm(Ω), (B.19)

em que τ−1
m é o m-ésimo autovalor.

Expandindo os elementos de matriz de Z
(n)
λ (Ω) em um conjunto completo de funções

ortonormais Gm(Ω) temos

Z
(n)
λ =

∑

m

[

C(n)
m (ω)

]

λ
Gm(Ω), (B.20)

em que os coeficientes C
(n)
m (ω) são operadores no espaço de spin e funções de ω, entretanto são

independentes de Ω.

Substituindo as Equação (B.20) na Equação (B.18), multiplicando a equação resultante

por G∗
m(Ω), integrando sobre Ω e usando as propriedades de ortonormalidade das Gm(Ω),

obtemos [222]

[

(nω − ωλ)− ıτ−1
m

] [

C(n)
m

]

λ
+
∑

m′

∫

dΩG∗
m(Ω)

[

H1(Ω), C
(n)
m

]

λ
Cm′ +

dλ
([

C(n−1)
m

]

λ+ −
[

C(n−1)
m

]

λ−

)

= qωλdλδ(m, 0)δ(n, 1). (B.21)

Como a absorção descrita pela Equação (B.13), depende apenas de Z
(1)
λ , ao resolvermos a

Equação (B.21) para
[

C
(1)
0

]

λ
e para todas as transições permitidas, encontraremos a forma da

linha espectral. Na ausência de saturação podemos assumir dλ = 0 [165] no lado esquerdo da

Equação (B.21) e fazer n = 1, para obter as expressões necessárias.
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Uma largura de linha Lorentziana rotacionalmente invariante T−1
2 pode ser inclúıda

nas Equações (B.18) ou (B.21) fazendo

ωλ −→ ωλ + ıT−1
2 . (B.22)

No limite quase ŕıgido, essa largura de linha corresponde a largura de linha de um monocristal,

ou mais precisamente a largura de linha residual do espectro de pó [126]. De maneira mais

geral, uma variação angular da largura de linha pode ser introduzida na forma [165]

T−1
2 (θ) = α + β cos2 θ, (B.23)

em que θ é o ângulo entre o eixo do campo magnético e o eixo molecular z.

As expressões acima nos fornecem equações algébricas acopladas para os coeficientes
[

C
(n)
m

]

λ
, as quais devemos resolver utilizando um número finito de coeficientes (já que a base

completa escolhida anteriormente, inclui um número infinito de autofunções). A convergência

depende essencialmente da razão |H1(Ω)|/τ−1
m . Quanto maior o valor dessa razão, mais termos

de
[

C
(n)
m

]

λ
serão necessários para alcançar a convergência.

B.2 Difusão Rotacional Browniana

Quando o método da seção anterior é aplicado para a modulação rotacional, Ω passa

a se referir aos ângulos de Euler Γ ≡ (α, β, γ) entre os eixos moleculares girantes e os eixos

fixos do laboratório. Para uma molécula sobre o efeito de inúmeras colisões, as quais causam

pequenas reorientações angulares aleatórias, o movimento browniano isotrópico resultante é um

processo markoviano que pode ser descrito pela equação de difusão rotacional [222]

∂

∂t
P (Ω, t) = R∇2

ΩP (Ω, t), (B.24)

em que ∇2
Ω é o operador laplaciano na superf́ıcie de uma esfera unitária e R é o coeficiente de

difusão rotacional. Se a molécula puder ser aproximada por uma esfera ŕıgida de raio a girando

em um meio de viscosidade η, a relação de Stokes-Einstein fornece [225]

R =
kT

8πa3η
. (B.25)
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Em um ĺıquido isotrópico, a distribuição de equiĺıbrio P0(Ω) é igual para todas as orientações,

o que nos leva à P0(Ω) = 1/8π2. Além disso, o operador markoviano ΓΩ é identificado como

sendo −R∇2
Ω, que é formalmente o hamiltoniano cujo as autofunções são as matrizes de rotação

normalizadas de Wigner ou os harmônicos esféricos generalizados [226]

Gm −→ φL
KM(Ω) =

[

(2L+ 1)

8π2

]
1
2

D
L
K,M(Ω), (B.26)

com autovalores RL(L + 1). Note que para K = 0, DL
0,M(α, β, γ) = [4π/(2L+ 1)]

1
2YLM(β, γ),

em que YLM são os harmônicos esféricos [217]. De maneira similar, o hamiltoniano para o

movimento browniano axialmente simétrico em torno de um eixo molecular z fixo também

possui as matrizes de rotação de Wigner como autofunções de autovalores

ΓΩφ
L
KM =

[

R⊥L(L+ 1) +
(

R‖ −R⊥

)

K2
]

φL
KM , (B.27)

em que R⊥ e R‖ são as constantes de difusão rotacional sobre os eixos x, y e z respectivamente

[165,226,227]. Os ı́ndices K e M das matrizes de rotação de Wigner se referem a projeções ao

longo do eixos de simetria molecular e ao longo do eixos fixos do laboratório, respectivamente.

Com isso, basta executarmos todos os passos entre (B.6) e (B.20) para obter uma expressão

análoga a (B.21) que diga respeito à difusão rotacional browniana.

Para os nitróxidos, existem três transições de EPR permitidas e outras seis proibidas

(Figura B.1), as quais devem ser consideradas em uma solução rigorosa da Equação (B.21).

Portanto, para conseguir resolver a Equação (B.21) devemos incluir expressões para os tensores

g e A (na notação de Freed e Fraenkel) no hamiltoniano de spin H1(Ω), que fica na forma [165]

H1(Ω) = D
2
0,0(Ω) [F0 +D′Iz]Sz +

[

D
2
−2,0(Ω) + D

2
2,0(Ω)

]

(F2 +D(2)′Iz)Sz

+
[

D
2
0,1(Ω)I+ − D

2
0,−1(Ω)I−

]

DSz +
[

D
2
−2,1(Ω) + D

2
2,1(Ω)

]

D(2)I+Sz

−
[

D
2
−2,−1(Ω) + D

2
2,−1(Ω)

]

D(2)I−Sz, (B.28)

em que

Fi =

√

2

3
g(i)~−1βeH0, (B.29)
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Figura B.1: Ńıveis de energia e as respectivas transições posśıveis para uma molécula de nitróxido submetida a
altos valores do campo magnético aplicado, H. Na figura, S = 1

2
, I = 1 e a notação utilizada é |mS ,MI〉. As

linhas sólidas indicam as transições permitidas e as linhas pontilhadas as transições proibidas. Figura adaptada
de Theory of Slow Tumbling ESR Spectra for Nitroxides [165].

g(0) =
1√
6
[2gz′ − (gx′ + gy′)] , (B.30)

g(2) =
1

2
[gx′ − gy′] , (B.31)

D =

( |γe|
2
√
6

)

(Ax′ + Ay′ − 2Az′) , (B.32)

D(2) =
1

4
|γe| (Ay′ −A′) , (B.33)

com D′ = −(8/3)
1
2D e D(2)′ = −(8/3)

1
2D(2). Dessa maneira, verificamos que as transições

proibidas da Figura B.1 estão acopladas nas expressões das transições permitidas através dos

termos que envolvem I±Sz na Equação (B.28) (I± são os operadores de spin nuclear de levan-

tamento e abaixamento) e que os ângulos de Euler α, β, γ definem as rotações entre o sistema

de coordenadas do laboratório e o sistema de coordenadas principal das moléculas nos quais os

tensores g e A são diagonais. A Equação (B.21) pode ser avaliada para (n = 1) e dλ = 0 e as

expressões resultantes estão extensamente discutidas no trabalho de Freed [165]. As expressões

obtidas por Freed, definem um conjunto de equações algébricas acopladas que conectam as

transições proibidas com as transições permitidas e aproximações para a solução completa po-

dem ser obtidas restringindo as equações acopladas a um limite finito ao fixar CL
KM(i) = 0 para

todo L > nL.
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B.3 Software NLLS

O software NLLS 1 utiliza um algoritmo modificado à partir do método de Levenberg-

Marquardt (um dos métodos quasi-Newton) conhecido como modelo de região de confiança

[228,229] e as equações obtidas na seção anterior para determinar a forma de linha de espectros

de RPE. Dessa forma, este software nos permite ajustar um único espectro experimental através

da superposição de componentes espectrais distintas, cada uma delas possuindo parâmetros

magnéticos (componentes dos tensores g e A), populações relativas (N) e taxas de difusão

rotacional (Rbar) caracteŕısticas que fornecem informações da natureza local do ambiente onde

os marcadores de spin estão inseridos (Figura B.2 e Tabela B.1).

experimental
simulado

componente 1

componente 2

Figura B.2: Espectro de RPE (linha preta) e seu
melhor ajuste (linha vermelha) do marcador 5-DMS
incorporado em veśıculas de DPPC a 34 ◦C. As linhas
verde e azul representam as compontentes espectrais
que formam o espectro composto (linha vermelha)
separadas através do software NLLS.

Tabela B.1: Parâmetros magnéticos (G), po-
pulações relativas (%) e taxas de difusão rotacional
(s−1) utilizados pelo software NLLS para ajustar o
espectro experimental ao lado.

componente 1 componente 2
A g A g

xx 6,9 2,008000 5,7 2,008200
yy 6,0 2,006000 5,6 2,006200
zz 30,0 2,002260 28,0 2,004633

N Rbar N Rbar

72,9 7,704327 27,1 8,050981

Para realizar a simulação espectral o software NLLS expressa os tensores magnéticos

A e g e o tensor de difusão rotacional R em um conjunto de eixos fixos no marcador de spin.

Além disso, para explicitar as interações magnéticas dos spins eletrônico e nuclear, é posśıvel

especificar o tensor W, o qual está associado com o sistema de coordenadas magnético e que

especifica um alargamento não homogêneo adicional do tipo Lorentziano e os parâmetros ∆, os

quais adicionam uma largura de linha não homogênea do tipo Gaussiana. O cálculo da forma

de linha ainda incorpora diferentes tipos de modelo para a difusão rotacional (browniana, não

1Sigla para Nonlinear Least-Square.
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browniana, viscosidade anisotrópica e saltos discretos). Todas as simulações desse trabalho

foram realizadas utilizando o modelo de difusão browniana. Esse modelo trata a difusão como

uma série de reorientações infinitesimais e é o mais adequado para marcadores de spin de

tamanho intermediário e macromoléculas marcadas [228]. O software permite ainda, que um

tensor de difusão rotacional completamente anisotrópico seja especificado para esse modelo. Já

os parâmetros dinâmicos são especificados como log10 do valor real dos parâmetros, divididos

por unidades de s ou s−1. A escala logaŕıtmica é adotada porque ela ajusta os parâmetros

dinâmicos à mesma escala de magnitude dos outros parâmetros necessários para a simulação,

o que melhora substancialmente a convergência do algoritmo [228]. Somado a isto, o software

inclui também um potencial de orientação dado por [228]

U(Ω) = −kT
∑

L,M

CL
KDL

0K(Ω), (B.34)

que modela a tendência do marcador de spin a se reorientar quando esse está inserido em uma

membrana. Na notação acima, Ω = (α, β, γ) representam os ângulos que relacionam os eixos de

difusão com o eixo diretor e os coeficientes CL
K tem a propriedade CL

K = CL
−K = CL

K
∗
e DL

0K(Ω)

são os elementos da matriz de rotação de Wigner [165].

Na Tabela B.2 estão apresentados os principais parâmetros que devem ser considera-

dos para o ajuste de espectros que se encontram no intervalo de movimento lento, divididos

em quatro categorias: (i) parâmetros magnéticos e estruturais, os quais descrevem os tenso-

res magnéticos g e A e um tensor não homogêneo para a largura de linha; (ii) parâmetros

dinâmicos, que incluem as taxas de difusão rotacional para os tipos de modelos implementados

no software; (iii) parâmetros de ordem, os quais descrevem a influência da orientação em fluidos

anisotrópicos, tais como cristais ĺıquidos e membranas; e (iv) parâmetros inteiros, que definem

o tipo de modelo ou de cálculo utilizado.

A seguir, estão representadas os arquivos de entrada utilizados para a simulação dos es-

pectros de RPE dos marcadores de spin utilizados nesse trabalho. Em cada arquivo, o parâmetro

par rbar foi substitúıdo por um valor inicial para a taxa de difusão rotacional.
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Tabela B.2: Lista de parâmetros usados pelo software NLLS para a simulação de espectros de RPE no regime
de movimento lento. Tabela adaptada de Nonlinear-Least-Squares Analysis of Slow-Motion EPR Spectra in One
and Two Dimensions Using a Modified Levenberg-Marquardt Algorithm [228].

Parâmetro Descrição
Magnéticos, Estruturais e de Ordem

gxx, gyy, gzz tensor g
axx, ayy, azz tensor hiperfino A (G)

wxx, wyy, wzz
tensor (definido no sistema de coordenadas molecular)
para a largura de linha Lorentziana (G)

alphad, betad, gammad ângulos de inclinação de difusão (◦)
alpham, betam, gammam ângulos de inclinação magnéticos (◦)
psi ângulo de inclinação diretor (◦)

gib0, gib2
alargamento (dependente do sistema de coordenadas diretor)
inomogêneo Gaussiano (G)

c20, c22, c40, c42, c44 coeficientes para o potencial de orientação
phase fase do espectro (◦)
B0 campo magnético estático

Dinâmicos
pl, pkxy, pkzz log10 dos parâmetros para o modelo de difusão não browniana
rxx, ryy, rzz log10 do tensor de difusão rotacional (s1)

djf, djfprp
log10 do tensor de difusão efetivo para o modelo de viscosidade
anisotrópica (s1)

oss log10 da taxa de interação de troca de Heisenberg (s1)
Inteiros

in2 duas vezes o valor do spin nuclear

ipdf
parâmetro de escolha do modelo (difusão browniana,
não browniana, viscosidade anisotrópica)

ist número de śıtios simetricamente relacionados (saltos discretos)
ml, mxy, mzz sinalizadores para o modelo de difusão não browniana
lemx, lomx, kmn, kmx,

ı́ndices de truncamento dos cálculos
mmn, mmx, ipnmx
nort número de orientações no modelo MOMD
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Arquivo de entrada para simular espectros com uma componente

echo off
echo  Open file ’nome.log’ to save a record of this session
echo
log nome
echo
echo  Set magnetic parameters for a generic nitroxide
echo
let gxx(1),gyy(1),gzz(1) = 2.0080,2.0060,2.0017
let in2=2
let axx(1),ayy(1),azz(1) = 6.9,6.0,32.0
let wxx(1),wyy(1),wzz(1) = 1.1,1.0,1.1
let B0(1) = 3354.0
echo
echo  Specify that two components are to be calculated
echo
sites 1
echo
echo  Specify basis set truncation parameters
echo
let lemx,lomx,kmx,mmx=6,5,4,4,2
echo
echo  Read in the datafile
echo
data nome ascii nspline 200 bc 20 shift
echo
echo  Provide initial estimates for rotation rates for each component
echo  Parameters for a given component are specified by an index
echo  in parentheses following the parameter name
echo
let rbar(1),N(1) = par rbar1,1.0
let c20(1),c22(1)= 0.0,0.0
vary c20(1),c22(1),rbar(1),wyy(1),gzz(1),azz(1)
echo
echo  Carry out nonlinear least-squares procedure:
echo  (1) Stop after a maximum of 80 iterations
echo  (2) Stop after a maximum of 2000 spectral calculations
echo  (3) Chi-squared convergence tolerance is 1%
echo
fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001
echo
echo  fit again for full convergence
echo
fit
fix all
vary c20(1),c22(1),wxx(1),wyy(1),wzz(1)
fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001
fit
fix all
vary c20(1),c22(1),rbar(1),wyy(1),gzz(1)
fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001
fit
echo
exit
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Arquivo de entrada para simular espectros com duas componentes

echo off
echo  Open file ’nome.log’ to save a record of this session
echo
log nome
echo
echo  Set magnetic parameters for a generic nitroxide
echo
let gxx(1),gyy(1),gzz(1) = 2.0080,2.0060,2.0017
let gxx(2),gyy(2),gzz(2) = 2.0082,2.0062,2.0027
let in2=2
let axx(1),ayy(1),azz(1) = 6.9,6.0,32.0
let axx(2),ayy(2),azz(2) = 5.7,5.6,31.2
let wxx(1),wyy(1),wzz(1) = 0.8,0.4,0.8
let wxx(2),wyy(2),wzz(2) = 0.5,0.5,0.5
let B0(1) = 3270.0
let B0(2) = 3270.0
echo
echo  Specify that two components are to be calculated
echo
sites 2
echo
echo  Specify basis set truncation parameters
echo
let lemx,lomx,kmx,mmx=6,5,4,4,2
echo
echo  Read in the datafile
echo
data nome ascii nspline 200 bc 20 shift
echo
echo  Provide initial estimates for rotation rates for each component
echo  Parameters for a given component are specified by an index
echo  in parentheses following the parameter name
echo
let rbar(1),N(1) = par rbar1,1.0
let rbar(2),N(2) = par rbar2,1.0
let c20(1),c22(1) = 0.0,0.0
let c20(2),c22(2) = 0.0,0.0
vary c20(*),c22(*),wyy(*),rbar(*),gzz(1),azz(1)
echo
echo  Carry out nonlinear least-squares procedure:
echo  (1) Stop after a maximum of 80 iterations
echo  (2) Stop after a maximum of 2000 spectral calculations
echo  (3) Chi-squared convergence tolerance is 1%
echo
fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001
echo
echo  fit again for full convergence
echo
fit
fix all
vary c20(*),c22(*),wyy(*),rbar(*),gzz(2),azz(2)
fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001
fit
fix all
vary c20(*),c22(*),wxx(*),wyy(*),wzz(*)
fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001
fit
fix all
vary c20(*),c22(*),rbar(*),wyy(*),gzz(*)
fit maxit 2000 maxfun 20000 ftol .001
fit
echo
exit
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Para calcular as intensidade da radiação emitida por um fluoróforo devemos ser capazes

de calcular o respectivo campo elétrico associado a essa radiação. É sabido que um fluoróforo

pode ser tratado como um dipolo elétrico que emite radiação [230]. Dessa forma, vamos modelar

nosso fluoróforo como sendo duas pequenas esferas metálicas separadas por uma distância a e

conectadas por um fio fino (Figura C.1).

a

+q

-q

q´

R+

R-

r

z

y

Figura C.1: Cargas ±q conectadas por um fio fino para formar um dipolo elétrico.

Para um tempo t, vamos considerar que a carga na esfera de cima é q(t), e a carga na

esfera de baixo é −q(t). Suponha também que a carga q oscile entre as extremidades do fio à

uma frequência angular ω. Dessa forma, podemos escrever que

q(t) = q0 cos(ωt) (C.1)

e

d(t) = d0 cos(ωt)ẑ, (C.2)

onde d representa o momento de dipolo e

d0 = q0a (C.3)

é seu valor máximo.
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O potencial elétrico retardado para esta situação pode ser escrito como [231]

V (r, t) =
1

4πǫ0

{

q0 cos [ω (t−R+/c)]

R+
− q0 cos [ω (t−R−/c)]

R−

}

, (C.4)

onde pela lei dos cossenos

R± =

√

r2 ∓ ra cos θ′ + (a/2)2. (C.5)

Dessa forma, para transformar esse dipolo f́ısico em um dipolo perfeito, devemos fazer a se-

paração entre as cargas muito pequena, ou seja

a≪ r. (C.6)

Logicamente, se a for zero não teremos potencial de dipolo; dessa forma, desejamos

uma expressão expandida até primeira ordem em a. Assim,

R±
∼= r

(

1∓ a

2r
cos θ′

)

. (C.7)

Segue então que

1

R±

∼= 1

r

(

1± a

2r
cos θ′

)

, (C.8)

e

cos [ω (t−R±/c)] ∼= cos
{

ω
[

t− r

c

(

1∓ a

2r
cos θ′

)]}

∼= cos
[

ω (t− r/c)± ωa

2c
cos θ′

]

, (C.9)

que pode ser reescrito na forma

cos [ω (t−R±/c)] ∼= cos [ω (t− r/c)] cos
[ωa

2c
cos θ′

]

∓ sen [ω (t− r/c)] sen
[ωa

2c
cos θ′

]

. (C.10)

Na aproximação do dipolo perfeito temos então1 que

a≪ c/ω. (C.11)

Sobre estas condições

cos [ω (t−R±/c)] ∼= cos [ω (t− r/c)]∓
(ωa

2c
cos θ′

)

sen [ω (t− r/c)] . (C.12)

1Desde que ondas de frequência ω tem comprimentos de onda λ = 2π/ω, isto equivale ao requerimento a≪ r.
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Substituindo (C.8) e (C.12) em (C.4), obtemos o potencial de um dipolo oscilante

perfeito

V (r, θ′, t) =
p0 cos θ

′

4πǫ0r

(

1

r
cos [ω (t− r/c)]− ω

c
sen [ω (t− r/c)]

)

. (C.13)

No limite estático (ω → 0) o primeiro termo reproduz o resultado encontrado para o

potencial de um dipolo estacionário [231]

V (r, θ′) =
p0 cos θ

′

4πǫ0r2
. (C.14)

Entretanto, esse não é o termo de interesse. De fato, estamos interessados nos campos que

sobrevivem à distâncias longas à partir da fonte, na chamada zona de radiação2 caracterizada

por

r ≫ c/ω. (C.15)

Nessa região o potencial se reduz a

V (r, θ′, t) = − p0ω

4πǫ0c

(

cos θ′

r

)

sen [ω (t− r/c)] . (C.16)

Sabemos que o potencial vetor é determinado por [232]

A(r) =
µ0

4π

∫

J(R)

R dR3 (C.17)

onde a densidade de corrente J é dada por

J = Idl

=
dq

dt
dl

=
d

dt
[q0 cos(ωt)] dl. (C.18)

De acordo com a Figura C.1 o potencial vetor A(r, t) pode ser escrito como

A(r, t) =
µ0

4π

∫ d/2

−d/2

−q0ωsen [ω (t−R/c)]
R dzẑ, (C.19)

2Note que as aproximações (C.11) e (C.15) agrupam a aproximação (C.6) e que uma combinação dessas
equações nos leva a a≪ λ≪ r.
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com

R =
√
r2 − 2rz cos θ′ + z2. (C.20)

Usando a Equação (C.6) encontramos

R ∼= r
(

1− z

r
cos θ′

)

, (C.21)

que nos leva a

1

R
∼= 1

r

(

1 +
z

r
cos θ′

)

(C.22)

e consequentemente

sen [ω (t−R/c)] ∼= sen [ω (t− r/c)] cos
[ωz

2c
cos θ′

]

+ cos [ω (t− r/c)] sen
[ωz

2c
cos θ′

]

. (C.23)

Usando novamente a Equação (C.11) temos

sen [ω (t−R±/c)] ∼= sen [ω (t− r/c)] +
(ωz

2c
cos θ′

)

cos [ω (t− r/c)] . (C.24)

Substituindo (C.24) e (C.22) em (C.19) encontramos uma expressão para o potencial vetor na

forma

A(r, θ′, t) = −µ0p0ω

4πr
sen [ω (t− r/c)] ẑ. (C.25)

Note que apesar de usar as Equações (C.6) e (C.11) mantendo somente os termos de primeira

ordem em a, a Equação (C.25) não está sujeita a Equação (C.15).

A partir das Equações (C.16) e (C.25) podemos calcular o campo elétrico E usando a

relação [232]

E = −∇V − ∂A

∂t
= −

(

∂V

∂r
r̂ +

1

r

∂V

∂θ′
θ̂′
)

− ∂A

∂t
. (C.26)

Calculando os termos encontramos

∇V = − p0ω

4πǫ0c

{

cos θ′
∂

∂r

(

sen [ω (t− r/c)]

r

)

+

(

sen [ω (t− r/c)]

r2

)

∂

∂θ′
(cos θ′)

}

= − p0ω

4πǫ0c

{

cos θ′
(

− 1

r2
sin [ω (t− r/c)]− ω

rc
cos [ω (t− r/c)]

)

r̂

−sin θ′

r2
sin [ω (t− r/c)] θ̂′

}

∼= p0ω
2

4πǫ0c2

(

cos θ′

r

)

cos [ω (t− r/c)] r̂ (C.27)
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onde usamos (C.15), e

∂A

∂t
= −µ0p0ω

4πr

∂

∂t
(sen [ω (t− r/c)]) ẑ

= −µ0p0ω
2

4πr
cos [ω (t− r/c)]

(

cos θ′r̂ − senθ′θ̂′
)

. (C.28)

Portanto, o campo elétrico E pode ser escrito como

E(r, θ′, t) = −µ0p0ω
2

4π

(

senθ′

r

)

cos [ω (t− r/c)] θ̂′. (C.29)

Usando a relação [232]

B = ∇×A =
1

r

[

∂

∂r
(rAθ′)−

∂Ar

∂θ′

]

φ̂, (C.30)

podemos calcular os termos para o campo magnético B na forma

∂

∂r
(rAθ′) = −µ0p0ω

4π
senθ′

∂

∂r
(sen [ω (t− r/c)])

= −µ0p0ω
2

4πc
senθ′ cos [ω (t− r/c)] (C.31)

e

∂Ar

∂θ′
=

µ0p0ω

4πr
sen [ω (t− r/c)]

∂

∂θ′
(cos θ′)

= −µ0p0ω

4πr
sin θ′ sin [ω (t− r/c)] (C.32)

para reescrever o campo magnético (C.30) como (novamente estamos usando (C.15))

B(r, θ′, t) = −µ0p0ω
2

4πc

(

senθ′

r

)

cos [ω (t− r/c)] φ̂. (C.33)

As Equações (C.29) e (C.33) representam ondas monocromáticas de frequência ω viajando

na direção radial à velocidade da luz. E e B estão em fase, mutuamente perpendiculares,

transversos e a razão entre suas amplitudes é dada por E0/B0 = c. Tudo isto é precisamente

o que esperamos para ondas eletromagnéticas no espaço livre. Entretanto, estas são ondas

esféricas e sua amplitude decresce com 1/r. Assim, para r → ∞ elas se tornam em boa

aproximação ondas planas para pequenas regiões.
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A energia irradiada por um dipolo elétrico oscilante é determinada pelo vetor de Poyn-

ting [232]

S =
1

µ0
(E×B) = Eθ′Bφr̂. (C.34)

Dessa maneira, a energia irradiada toma a forma

S =
µ0

c

{

p0ω
2

4π

(

senθ′

r

)

cos [ω (t− r/c)]

}2

r̂, (C.35)

e a intensidade da radiação é obtida através da média temporal sobre um ciclo completo

I =
µ0

c

[

p0ω
2

4π

(

senθ′

r

)]2 ∫ τ

0

cos2 [ω (t− r/c)] dtr̂

=
µ0p

2
0ω

4

32π2c

(

sen2θ′

r2

)

r̂. (C.36)

Dessa forma, encontramos que a intensidade da radiação emitida pelo fluoróforo é proporcional

ao seno ao quadrado do ângulo θ′ entre o fluoróforo e o eixo z do sistema de coordenadas do

laboratório.



Apêndice D

Material Suplementar 1

179



D. Material Suplementar 1 180

As Figuras D.1 e D.2 mostram o espectro experimental mais representativo, seu melhor

ajuste e as respectivas componentes espectrais do marcador 5-DMS introduzido em membranas

de DPPC tratadas com os diferentes terpenos na razão terpeno:liṕıdio 0,6:1 e 1,2:1 nos intervalos

de temperatura α, β e γ. Para a região α os espectros das membranas tratadas com 1,8-cineol,

Figura D.1: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpenos na razão (0,6:1) terpeno:liṕıdio nos intervalos
de temperatura α=0-20 ◦C, β=20-45 ◦C e γ=45-80 ◦C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2 respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores incorporados nas micelas dos
terpenos (componente 3). A escala de varredura do campo magnético foi de 100 G. Painéis: A, 1,8-cineol; B,
α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

(+)-limoneno e nerolidol podem ser descritos como uma superposição das componentes C1/C3

ou C1/C2 para a razão 0,6:1. Para uma razão 1,2:1 os espectros da região α das membranas

tratadas com 1,8-cineol e (+)-limoneno podem ser ajustados pela combinação C1/C3 ao passo

que as membranas tratadas com nerolidol passam a ser ajustados somente por C3. Já os es-

pectros das amostras tratadas com α-terpineol podem ser ajustados pela componente espectral
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C1 para a razão 0,6:1 e C1/C3 para a razão 1,2:1.

Figura D.2: Espectros de RPE (linhas pretas) e seus melhores ajustes (linhas vermelhas) do marcador 5-DMS
incorporado nas bicamadas de DPPC tratadas com os terpenos na razão (1,2:1) terpeno:liṕıdio nos intervalos
de temperatura α=0-20 ◦C, β=20-45 ◦C e γ=45-80 ◦C. As linhas verde e azul representam as componentes
espectrais 1 e 2 respectivamente. A linha cinza representa o sinal dos marcadores incorporados nas micelas dos
terpenos (componente 3). A escala de varredura do campo magnético foi de 100 G. Painéis: A, 1,8-cineol; B,
α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Para a região β, os espectros das membranas de DPPC podem ser sempre ajustados

por uma combinação de C1/C2 para os terpenos 1,8-cineol e (+)-limoneno para as razões 0,6:1

e 1,2:1. Já os espectros das veśıculas tratadas com α-terpineol e nerolidol podem ser ajustados

pela combinação de C1/C2 apenas para a razão (0,6:1) uma vez que para a razão (1,2:1) os

espectros das membranas tratadas com α-terpineol passam a ser ajustados pela combinação

de C1/C3 enquanto os espectros das membranas tratadas com nerolidol são ajustados somente

por C3. Para a região γ, na razão 0,6:1 os espectros das membranas de DPPC tratadas com

todos os terpenos podem ser ajustadas por uma combinação de C1/C2. Para a razão 1,2:1,
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os espectros das veśıculas tratadas com 1,8-cineol e (+)-limoneno continuam sendo ajustados

pela combinação C1/C2. Já os espectros das membranas tratadas com α-terpineol passam

a ser ajustados pela combinação C1/C3 e os espectros das bicamadas tratadas com nerolidol

continuam a ser ajustados somente por C3.

As Figuras D.3 e D.4 mostram o comportamento do tempo de correlação rotacional,

τc, como função da temperatura para as veśıculas de DPPC tratadas com os terpenos na razão

0,6:1 e 1,2:1.

Tm

Tm Tm

Tm

Figura D.3: Tempo de correlação rotacional, τc, para o marcador 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC
tratadas com os terpenos na razão (0,6:1) terpeno:liṕıdio nos intervalos de temperatura α=0-20 ◦C, β=20-45
◦C e γ=45-80 ◦C. Os śımbolos fechados referem-se a componente 1 e os śımbolos abertos a componentes 2
ou 3. Os asteriscos representam os tempos de correlação rotacional dos marcadores dissolvidos nas micelas de
terpeno. Os quadrados representam os tempos de correlação rotacional da amostra controle. As setas indicam
a temperatura da transição de fase principal (Tm = 41, 4 ◦C) da amostra controle (sem terpeno). Painéis: A,
1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.
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TmTm

Tm

Tm

Tm

Figura D.4: Tempo de correlação rotacional, τc, para o marcador 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC
tratadas com os terpenos na razão (1,2:1) terpeno:liṕıdio nos intervalos de temperatura α=0-20 ◦C, β=20-45
◦C e γ=45-80 ◦C. Os śımbolos fechados referem-se a componente 1 e os śımbolos abertos a componentes 2
ou 3. Os asteriscos representam os tempos de correlação rotacional dos marcadores dissolvidos nas micelas de
terpeno. Os quadrados representam os tempos de correlação rotacional da amostra controle. As setas indicam
a temperatura da transição de fase principal (Tm = 41, 4 ◦C) da amostra controle (sem terpeno). Painéis: A,
1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Na Figura D.5 está representado o comportamento das populações relativas do marca-

dor de spin 5-DMS incorporado em membranas de DPPC tratadas com os terpenos 1,8-cineol,

α-terpineol, (+)-limoneno e nerolidol. O aumento gradual da razão terpeno:liṕıdio facilita a

transferência dos marcadores de spin de C1 para C3 ou de C1 para C2 (dependendo da faixa

de temperatura e do terpeno analisado).

Nas Figuras D.6 e D.7 estão representados o comportamento do logaŕıtmico natural do

coeficiente de partição no equiĺıbrio, Ke como função da temperatura absoluta para as amostras

tratadas com os terpenos na razão 1,2:1 e 0,6:1, respectivamente.
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N3

N3

N3

N3

N1

N1

N1

N1

A B

C D

Figura D.5: Populações relativas do marcador de spin 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC tratadas com
os terpenos. N3 e N1 dizem respeito as frações de marcadores de spin nas componentes 3 e 1 respectivamente.
Painéis: A, 1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.

Figura D.6: Logaritmo natural do coeficiente de partição no equiĺıbrio, Ke, calculado com base nas populações
N1, N2, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC tratadas com terpenos na razão
(1,2:1) terpeno:liṕıdio como função da temperatura absoluta. Os śımbolos abertos equivalem a Ke = (N3/N1)
e os śımbolos fechados a Ke = (N2/N1). Painéis: A, 1,8-cineol; B, (+)-limoneno.
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Figura D.7: Logaritmo natural do coeficiente de partição no equiĺıbrio, Ke, calculado com base nas populações
N1, N2, e N3, do marcador de spin 5-DMS incorporado em veśıculas de DPPC tratadas com terpenos na razão
(0,6:1) terpeno:liṕıdio como função da temperatura absoluta. Os śımbolos abertos equivalem a Ke = (N3/N1)
e os śımbolos fechados a Ke = (N2/N1). Painéis: A, 1,8-cineol; B, α-terpineol; C, (+)-limoneno; D, nerolidol.
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Como demonstrado por Baumgart e co-autores [233], sondas aromáticas polićıclicas

tais como o NAP particionam-se preferencialmente na fase ĺıquida-ordenada pois são capazes

de se incorporar nas bicamadas sem alterar o empacotamento liṕıdico. Por outro lado, sondas

fluorescentes ligadas a fosfoliṕıdios de cadeia saturada, tais como a Liss-Rho-PE particionam-

se preferencialmente na fase ĺıquida-desordenada. Na Figura E.1 estão apresentadas imagens

de microscopia confocal de GUV’s compostas de DOPC:pSM:col (2:1:1) e DOPC:DSPC (1:1)

marcadas com as sondas Liss-Rho-PE e NAP. Como pode ser observado, na presença das fases ld

D
O

P
C

:p
S

M
:c

o
l

Liss-Rho-PE NAP NAP+Liss-Rho-PELiss-Rho-PE

D
O
P
C
:D
S
P
C

Figura E.1: Micrografias de fluorescência (imagem 3D e plano equatorial) de veśıculas unilamelares gigantes
marcadas com as sondas Liss-Rho-PE e NAP e compostas de pSM:col, DOPC:pSM:col, POPC e DOPC:DSPC.
As amostas foram preparadas de acordo com a seção 7.2.3 com a adição de 0,5 mol% da sonda fluorescente
NAP (comprimento de excitação de 457 nm). As imagens foram adquiridas à temperatura ambiente através de
dois canais de detecção equipados com filtros de 593±20 nm (Liss-Rho-PE) e 485±20 nm (NAP). A barra de
escala equivale a 10 µM.

e lo a sonda Liss-Rho-PE particiona-se preferencialmente na fase ld enquanto a NAP particiona-

se preferencialmente na fase lo. Por outro lado, na presença das fases gel e ld ambas as sondas

encontram-se particionadas na fase ld. Desta maneira, em amostras marcadas somente com

Liss-Rho-PE onde existe a co-existência de fases ld/lo ou ld/gel, os domı́nios ordenados excluem

a sonda e são representados nas imagens de microscopia confocal por zonas negras.

Em experimentos de AFM nos quais a dimensão do objeto de estudo é muito menor
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do que a dimensão da ponta utilizada, a imagem adquirida é na verdade uma convolução

da geometria da ponta com a topografia do objeto de estudo. Uma série de métodos foram

desenvolvidos para a recuperação da real topografia das amostras (deconvolução da ponta) [234].

Neste trabalho porém, estamos interessados somente em uma valor aproximado para o diâmetro

das nanopart́ıculas AURORA-DSG inseridas em diferentes composições liṕıdicas. Desta forma,

podemos estimar o efeito da convolução da ponta sobre as imagens de AFM utilizando o esquema

descrito na Figura E.2. Portanto, o raio da imagem de AFM pode ser descrito como (assumindo

Rp

r

RI

Figura E.2: Esquema ilustrativo da determinação do raio da imagem de um corpo menor do que a ponta de
AFM. Por simplicidade, a ponta de AFM foi aproximada para uma esfera.

que a ponta tenha uma forma esférica)

(Rp + r)2 = R2
I + (Rp − r)2

RI = 2
√

Rpr. (E.1)

Uma vez que as pontas utilizadas neste trabalho possúıam um raio nominal de 20 nm

e a parte metálica das nanopart́ıculas AURORA-DSG um raio de 1,39 nm (ambos os raios

especificados pelos respectivos fabricantes) a Equação (E.1) nos fornece um raio para a imagem

de AFM de 15 nm.
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MC. 4-Nerolidylcatechol and its synthetic analogues: Antioxidant activity and toxicity evalu-

ation. Eur J Med Chem, 62, 371-378, 2012, doi:10.1016/j.ejmech.2012.12.028.

3. Fernandes, KS; Silva, AHM; Mendanha, SA; Rezende, KR e Alonso, A. Antioxidant effect

of 4-nerolidylcatechol and α-tocopherol in erythrocyte ghost membranes and phospholipid

bilayers. Braz J Med Biol Res, 46, 780-788, 2013, doi:10.1590/1414-431X20132940.



F. Publicações 191

4. Moreira, RA; Mendanha, SA; Hansen, D e Alonso, A. Interaction of miltefosine with the

lipid and protein components of the erythrocyte membrane. J Pharm Sci, 102, 1661-1669,

2013, doi:10.1002/jps.

5. Moreira, RA; Mendanha, SA; Fernandes, KS; Matos, GG; Alonso, L; Dorta, ML e Alonso,

A. Miltefosine increases lipid and protein dynamics in Leishmania membranes at similar con-

centrations to those needed for cytotoxicity activity. Antimicrob Agents Chemother, 58,

3021-3028, 2014, doi:10.1128/AAC.01332-13.

Manuscritos Submetidos Durante o Peŕıodo de Doutoramento
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Moments. John Wiley & Sons, Inc, 1998.
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nuous Wave EPR. Springer-Verlag/Wien, 2010.

[130] P Jost e OH Griffith. Spin Labeling: Theory and Applications, caṕıtulo Instrumental
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