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Resumo

Nascimento, Cayque Monteiro de Castro; Pimentel, André Silva. Propriedades
Reoldgicas Interfaciais de Modelos de Surfactante Pulmonar. Rio de
Janeiro, 2021. 86 p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica,

Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

As propriedades reologicas na interface ar/dagua de modelos de
surfactantes pulmonares (DPPC, DPPC:DPPG, DPPC:DPPG:Colesterol,
Survanta e Curosurf) foram investigadas utilizando técnicas de cisalhamento
superficiais (reometria de cisalhamento interfacial) e dilatacionais (tensiometria
da gota pendente). Assim, alguns parametros de interesse foram obtidos para o
estudo da viscoelasticidade das amostras (como viscosidade e médulos de
armazenamento e perda) e as limitacdes das técnicas também foram analisadas.
Os experimentos foram realizados de forma dinamica, em que a faixa de
frequéncia de interesse abrange, inclusive, a frequéncia respiratoria de um
atleta. Os resultados obtidos mostram a maior viscosidade do Survanta, frente
ao Curosurf, e mostram o carater intermediario do DPPC, que pode ser alterado
pela adicdo de DPPG (aumentando a elasticidade) e Colesterol (aumentando a
viscosidade), sugerindo que a mistura DPPC:DPPG pode ser mais adequada do
que com DPPC:DPPG:COL para simular o comportamento do surfactante
pulmonar. A reometria dilatacional ndo se mostrou aplicavel ao estudo dos
surfactantes, o que pode ser causado pela alta viscoelasticidade e relativa

instabilidade do Survanta.

Palavras — Chave
Surfactante pulmonar; Propriedades reologicas; Redbmetro de cisalhamento

interfacial; Tensibmetro de gota.
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Abstract

Nascimento, Cayque Monteiro de Castro; Pimentel, André Silva. Interfacial
Rheological Properties of Lung Surfactant Models. Rio de Janeiro, 2021. 86
p. Dissertagcédo de Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade

Catoélica do Rio de Janeiro.

The interfacial rheological properties of lung surfactants models (DPPC,
DPPC:DPPG, DPPC:DPPG:Cholesterol, Survanta and Curosurf) at the air/water
interface were investigated using shear (interfacial shear rheometry) and
dilatacional (pendent drop tensiometry) techniques. Thus, some parameters of
interest were obtained to study the viscoelasticity of the samples (such as
viscosity and storage and loss modules) and the limitations of the techniques
were also analyzed. The experiments were carried out dynamically, in which the
interest frequency range includes the respiratory rate of an athlete. The results
obtained show the higher viscosity of Survanta, compared to Curosurf, and show
the intermediate character of DPPC, which can be altered by addition of DPPG
(increasing the elasticity) and Cholesterol (increasing the viscosity), suggesting
the DPPC:DPPG mixture may be more suitable than with DPPC:DPPG:CHOL to
simulate the lung surfactant behavior. The dilatacional rheometry does not shown
to be applicable for surfactants studies, which can be caused by the high

viscoelasticity and relative instability of Survanta.

Keywords
Lung surfactants; Rheological properties; Interfacial Shear Rheometer; Drop

Tensiometer.
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“Existe algum conflito entre a ciéncia e religido? N&o ha conflito
na mente de Deus, mas muitas vezes ha conflito na mente dos
homens. ”

Henry Eyring

“A meu ver, jamais se encontrara uma verdadeira contradi¢do
entre a fé e a ciéncia.”

Robert Andrews Millikan
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1 Introducéo

Nos alvéolos pulmonares de animais e seres humanos, células de
pneumdécitos do tipo Il produzem uma mistura lipoprotéica de fundamental
importancia conhecida como surfactante pulmonar. Composta em sua maioria
por fosfolipidios, principalmente por dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), essa
mistura auxilia o processo de respiracao reduzindo a tensdo superficial dos
alvéolos para valores proximos de zero. O surfactante pulmonar é produzido
naturalmente pelo bebé préximo das 32 semanas de gestacdo até alcancar a
guantidade suficiente para que o pulméo consiga efetuar as trocas gasosas
guando alcanca a maturacéao pulmonar (BAER et al., 2019)

Quando bebés nascem prematuros, seus pulmdes ficam debilitados
devido a falta ou producéo insuficiente deste tensoativo, acometendo os bebés
com sindrome da angustia respiratoria neonatal (SARN) ou sindrome do
desconforto respiratério (SDR) do recém-nascido. Com esta insuficiéncia, os
alvéolos requerem um esforgo respiratorio grande para voltarem a inflar apos a
liberacdo de gas carbbnico, correndo o risco do colabamento pulmonar.
Procedimentos de rotina de hospitais incluem a aplicacdo de surfactantes
pulmonares exégenos no recém-nascido e estudos comprovam sua
aplicabilidade e eficiéncia (RAMANATHAN et al., 2004).

Estudos indicam que h& cerca de 15 milh6es de nascimentos
prematuros no mundo por ano, com cerca de 4 milhdes de mortes (LAWN et al.,
2004), sendo esta a principal causa de mortalidade em criancas de até os cinco
anos de idade (LIU et al., 2016). O Brasil ocupa a 102 posi¢do no ranking de
nascimentos prematuros, com cerca de 300 mil ao ano (12% do total) e 12 mil
mortes, sendo os problemas respiratdrios a principal causa que leva ao 0Obito, a
frente dos problemas cardiacos, neurolégicos e problemas relacionados ao baixo
peso (BLENCOWE et al., 2012). Os indices de mortalidade neonatal na América
Latina podem ser até quatro vezes maior do que nos paises europeus e norte
americanos (CARRERA; CABERO; BARAIBAR, 2001; JM; CABERO;
BARAIBAR R, 2001). Com estes indices significativos, os surfactantes

pulmonares passaram a ser mais explorados e desenvolvidos especialmente a
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partir da década de 70 com o objetivo de assemelhar-se ao surfactante
endogeno (ENHORNING; ROBERTSON, 1972) e, a partir da década de 90,
modelos comerciais passaram a ser disponibilizados para uso clinico (FREDDI,
N. A; FILHO, J, O; FIORI, H, 2003).

Curosurf e Survanta sdo suspensfes estéreis comerciais extraidos por
lavagens de tecido pulmonar porcino e bovino picado, respectivamente. O
Curosurf é ainda purificado por diferentes etapas cromatograficas, para remover
o colesterol e outros lipidios neutros, enquanto o Survanta € suplementado com
guantidades adicionais de DPPC, acido palmitico e tripalmitoilglicerol. Os dois
ultimos aditivos contribuem para os niveis mais altos de acidos graxos livres e
triglicerideos encontrados no Survanta em relacdo ao surfactante pulmonar
natural. Além disso, devido a extracdo com acetato de etila, o teor de colesterol
no Survanta € significativamente menor do que o do surfactante pulmonar
natural. Apesar das diferencas na composicao lipidica, também existem
diferencas na composicéo proteica entre Curosurf e Survanta, que podem estar
relacionadas a alguns aspectos inexplorados de sua complexidade multilamelar
e que também podem conduzir a diferencas significativas em suas propriedades
reologicas. Além destes modelos, o proprio DPPC é um modelo mais simples de
surfactante pulmonar devido as suas caracteristicas reoldgicas, tensoativas e
seu teor nestes surfactantes. Outros modelos existentes sdo as misturas
DPPC:DPPG (70:30) e DPPC:DPPG:Colesterol (70:20:10), que representam a
composicdo lipidica majoritaria no surfactante pulmonar, porém nao refletem
todos os aspectos de sua complexa composicdo (ROBERTSON; ENHORNING,
1974) (FILHO, P. L. O; GERBELLI, B. B., FORNASIER, F.; FILHO, A. B. C;
YOSHINAGA, M. Y; MIYAMOTO, S; MORTARA, L; LACERDA, C. D;
CUCCOVIA, I. M; PIMENTEL, A. S; OLIVEIRA, 2020).

Apesar de haver outros modelos disponiveis, como Infasurf, BLES e BNS,
o alto custo comercial ndo os tornam acessiveis para a populacdo em geral e
também devido as regulacdes da agéncia nacional de vigilancia sanitaria
(ANVISA) do Brasil, destacando-se o fato de ndo haver surfactante pulmonar
comercial desenvolvido no Brasil, 0 que certamente o tornaria mais acessivel.
Para este desenvolvimento, torna-se fundamental um método de controle de
gualidade de surfactantes para que suas propriedades reolégicas possam ser

medidas e analisadas. N&o foi encontrado na Associacéo Brasileira de Normas
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Técnicas (ABNT) catalogo de normatiza¢cBes sobre procedimentos para controle
de qualidade de surfactantes pulmonares, ou seja, ndo foram encontrados
estudos que sistematizassem processos de analises de propriedades reoldgicas
de surfactantes pulmonares. Sem duvidas, procedimentos reprodutiveis seriam
importantes para estudos controlados e tornariam o conhecimento acessivel
para a sociedade. Este fato tornou-se uma das motivacoes deste trabalho.

O surfactante BLES® nos Ultimos meses ganhou um enfoque especial
devido a sua aplicacdo em pacientes com problemas respiratérios graves devido
a pandemia do COVID-19, que pode reduzir a quantidade de ventilacédo
necessaria durante o tratamento desta doenca (AHMED, S.; AKTER, MD. S.;
ROY, K.; ISLAM, 2020; SCHLEGELMILCH, 2020; VELDHUIZEN, R. A. W.; ZUO,
Y. Y.; PETERSEN, N. O.; LEWIS, J. F.; POSSMAYER, 2020). Também h&
estudos que indicam a melhora de pacientes com asma brénquica com a
inalacdo de surfactante pulmonar sintético (PULMOLOGY, 2019).

As monocamadas de surfactantes pulmonares sédo formadas devido as
suas propriedades anfifilicas. As propriedades mecéanicas das monocamadas de
modelos de surfactantes pulmonares podem ser estudadas na interface ar-agua,
fornecendo informagdes importantes sobre sua estabilidade estrutural e médulos
de armazenamento e perda (BERNHARD et al., 2000). Propriedades
importantes destas monocamadas podem ser obtidas através de analises do seu
comportamento perante deformacdes, caracterizando a area da reologia.

A reologia é uma area da ciéncia que analisa as deformacfes da matéria
guando provocada por uma tensao, isto €, uma for¢ca por unidade de area ou
uma forca por unidade de comprimento. Para um sélido, o foco do estudo esta
na alteracdo de sua forma, tamanho e/ou volume. Ja para os fluidos, a taxa de
deformacdo em funcdo da tensado se torna mais importante. Analises reolégicas
contam com dois tipos de deformacéo: a deformacéo dilatacional, na qual ocorre
com a expansao-compressao da interface a uma taxa constante, e a deformagéao
de cisalhamento, que aplica tensdes sobre o material causando deslocamento
entre moléculas, mantendo a area interfacial constante (ZHANG; MATAR;
CRASTER, 2002). Neste trabalho, os dois tipos de analises reoldgicas foram
aplicados (dilatacional e de cisalhamento).

As propriedades reoldgicas em destaque neste trabalho séo a viscosidade

e a viscoelasticidade. Viscosidade é a medida de resisténcia interna de uma
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substancia ao escoamento devido a uma forca de atrito interna que surge entre
as camadas adjacentes de fluido que estdo em movimento relativo. Pode ser
também entendido como o inverso da fluidez. J& a viscoelasticidade é
propriedade dos materiais que apresentam caracteristicas viscosas e elasticas
ao sofrer deformacdo. Esta propriedade é comum entre os surfactantes
pulmonares, que formam monocamadas das espécies ativas na interface ar-
agua e estruturas nanométricas no meio aquoso tais como vesiculas
unilamelares e multilamelares (TADROS, 2005) (BAER et al., 2019).

O estudo da reologia interfacial tem um papel importante na sociedade
atual. No ramo alimenticio, algumas proteinas sdo naturalmente ativas na
superficie, o que significa que elas tendem a adsorver na interface, sendo, por
isso, muito utilizadas na fabricacdo de espumas e emulsificantes. Na industria, a
medicao da estabilidade de detergentes e espumas torna-se fundamental para
controle de qualidade. Na producdo de petrdleo, emulsdes estaveis agua/dleo
sdo formadas constantemente devido a presenca de tensoativos. Assim, as
propriedades reolégicas interfaciais tornam-se fundamentais para o
entendimento da viscoelasticidade e da estabilidade desses fluidos complexos
(BENNET; MYERS, 1978; MORRIS, 2003).

O estudo da reologia de cisalhamento interfacial € importante também
para caracterizar as monocamadas na interface ar-agua. O assunto tem sido
investigado especialmente a partir da década de 90 e o conhecimento adquirido
sobre as propriedades reoldgicas de monocamadas estdo em desenvolvimento.
Instrumentos para essas medicbes tém sido desenvolvidos para fornecer
informacdes sobre propriedades viscoelasticas, tais como o modulo de
cisalhamento elastico, ou médulo de armazenamento, (G’), e mddulo de
cisalhamento viscoso, ou modulo de perda, (G”) (BAILEY; WEIR, 1998).

Benmekbhi & Sébastien (2013) investigaram a aplicabilidade do rebmetro
de cisalhamento interfacial (da sigla em inglés, ISR) e sugeriram que a técnica
pode ndo ser adequada para medidas de propriedades reoldgicas de amostras
de derivados de petroleo e surfactantes por ndo possuir sensibilidade adequada
(BENMEKBHI; SEBASTIEN, 2014). Hermans e colaboradores (2015) utilizaram
a mesma técnica para determinar propriedades reoldgicas interfaciais de
diferentes modelos de surfactantes pulmonares, mostrando que Survanta possui

viscosidade superficial mais alta que outros surfactantes e que a técnica é
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adequada (HERMANS et al., 2015). Estes estudos sdo importantes para analisar
modelos de surfactantes pulmonares na busca de possiveis divergéncias de
informacgdes encontradas na literatura quanto a eficacia do ISR. Tal fato também
se tornou uma das motivacdes deste trabalho.

Na busca por informacdes rapidas e precisas sobre as propriedades de
superficies e de interfaces, os tensidmetros se tornaram grandes aliados nestes
estudos de fluidos imisciveis. Para as analises com deformacdes dilatacionais,
o tensibmetro de gota se tornou largamente utilizado em andlises de fluidos com
variacdes de volume (IVANOVA, TZ.; MINKOQV, |.; PANAIOTOV, I.; SAULNIER,
P.; PROUST, 2004) (LI, J. B.; KRETZSCHMAR, G.; MILLER, R.; MOHWALD,
1999) (RAVERA, F; LOGLIO, G; KOVALCHUK, 2010).

A frequéncia utilizada nos experimentos é importante pois pode se
relacionar a frequéncia respiratoria a qual os alvéolos pulmonares estdo
submetidos, que varia conforme a idade nos serem humanos. Em geral, a média
varia de 10 a 20 respiracdes por minuto nos idosos acima de 80 anos, 40 para
recém-nascidos e pode chegar até 80 em atletas (GAZITUA, 2014; LINDH, W,
Q; POOLER, M; TAMPARO, C. D; DAHL, 2009; LIPPINCOTT WILLIAMS;
WILKINS, 2006; RODRIGUEZ-MOLINERO, A; NARVAIZA, L; RUIZ, J; GALVEZ-
BARRON, 2013). Neste trabalho, estudou-se as propriedades reoldgicas dos
surfactantes pulmonares sob frequéncias altas, inclusive, aquelas que se
relacionam a frequéncia respiratoria de um atleta em acdo. Hermans e Vermant
(2014) realizaram uma analise da reologia de cisalhamento interfacial do DPPC
em frequéncias baixas em funcdo da temperatura e da pressédo da superficie,
mostrando que a monocamada se comporta como um liquido viscoelastico
(HERMANS; VERMANT, 2014). A principal diferenca entre este trabalho e o
nosso esta na faixa de frequéncia que os experimentos foram realizados (0,5 a
2,0 Hz), mostrando sua originalidade e relevancia pois nao foram encontrados
estudos de reologia interfacial de modelos de surfactantes pulmonares em altas

frequéncias.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho é investigar as propriedades reoldgicas de
cisalhamento do DPPC, DPPC:.DPPG (70:30), DPPC:DPPG:Colesterol
(70:20:10), Survanta e Curosurf utilizando o redmetro de cisalhamento interfacial
bem como as propriedades reoldgicas dilatacionais do Survanta e Curosurf
utilizando o tensidmetro de gota pendente, bem como avaliar a aplicabilidade

das técnicas quanto as suas limitacdes e sensibilidade.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar o médulo interfacial de cisalhamento, bem como os modulos
elastico e Viscoso, do DPPC, DPPC:DPPG (70:30),
DPPC:DPPG:Colesterol (70:20:10), Survanta e Curosurf em funcéo da
frequéncia;

e Determinar o modulo interfacial dilatacional, bem como os moddulos
elastico e viscoso, do Survanta e Curosurf em funcao da frequéncia;

e Calcular arazdo de G”/G’ e E”/E’ (tand) em funcéo da frequéncia;

e Determinacdo da viscosidade superficial dos modelos de surfactantes
pulmonares;

e Analisar a aplicabilidade do redbmetro de cisalhamento interfacial e do
tensiobmetro de gota nas medi¢cbes das propriedades viscoelasticas,
nestas condi¢des de trabalho, bem como investigar se h& a sensibilidade

adequada.
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3 Referencial Teodrico

3.1 Surfactantes Pulmonares

Nos alvéolos pulmonares, células de pneumacitos tipo Il sdo capazes de
produzir o surfactante pulmonar, uma complexa mistura lipoprotéica de
fundamental importancia para a respiracdo por possuir caracteristicas
tensoativas. Estas caracteristicas, devido a interacdo dos fosfolipidios com a
agua (principalmente), reduzem a tenséo superficial dos alvéolos que possuem
goticulas de 4gua condensadas que cobrem o epitélio pulmonar, provenientes
do ar atmosférico no momento da inspiracdo (HALLIDAY, 2008) (GEHR, 1978;
WEIBEL, 1963). Assim, o alvéolo pulmonar no momento da inalagdo necessita
de menor esforco (trabalho respiratorio), evitando seu colapso. Uma
representacdo de sua estrutura € mostrada na figura 1. Para entender a
funcionalidade do surfactante pulmonar é necessario caracteriza-lo
biofisicamente (SWABE et al., 1992).

Capilar Sanguineo

Alveolo Pulmonar
Bronquiolo
Ar expirado

Ar inspirado

Artéria Pulmonar Veia Pulmonar

Alveolos Capilares Sanguineos

Figura 1: llustracédo do alvéolo pulmonar (EERP/USP, 2020).
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A tensoatividade, caracteristica primaria dos surfactantes pulmonares (do
inglés surface active agent), influencia diretamente na reducdo da tensdo
superficial apresentada na interface ar-agua dos alvéolos pulmonares. Uma
molécula tensoativa apresenta sua estrutura dividida entre parte hidrofébica
(geralmente proveniente de cadeias hidrocarbbnicas) e pela parte hidrofilica
(formada por grupos fosfatos e o grupo colina, no caso do DPPC), responsavel
pela interacdo do tensoativo com agua. Se a parte polar possuir cargas positivas,
o surfactante é classificado como catidénico, caso contrario, ou seja, se possuir
cargas negativas, sera classificado como aniénico. Ha também os surfactantes
nao iénicos, que apresentam grupos hidrofilicos sem carga ligados a cadeia
hidrocarbénica, possuindo menos solubilidade em agua. Um outro tipo € o
surfactante anfétero, ou zwitteribnico, que possui um radical acido e um basico.
Esses tensoativos em solucdo aquosa possuem caracteristicas catibnicas ou
anidnicas dependentes do pH da solucdo (DALTIN, 2012) (WEIBEL, 1973).

O surfactante pulmonar é um fluido lipoproteico que forma uma
monocamada de lipidios e proteinas surfactantes na interface ar-agua, e
estruturas unilamelares e multilamelares constituidas, de modo geral, por lipidios
(80 a 90% em massa) e proteinas surfactantes (~5-10% em massa). Dentre a
massa fosfolipidica, 70 a 80% ¢é constituida de fosfatidilcolinas (PC), 5 a 10 % de
fosfatidilglicerol (PG) e o restante por outros fosfolipidios como fosfatidilnositol
(P1), fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS) (RODRIGUEZ; PEREZ-
GIL, 2014). Colesterol e seus ésteres constituem menos de 5% da composicéo,
mas possuem importancia fundamental no aumento da fluidez das
monocamadas e bicamadas lipoproteicas. O espalhamento do filme é facilitado
pelo DPPC, principalmente. As proteinas surfactantes SP-A, SP-B, SP-C e SP-
D fazem parte de sua composicdo, sendo SP-B e SP-C as principais
responsaveis pelas propriedades biofisicas e funcionais dos surfactantes
pulmonares. Ja as proteinas surfactantes SP-A e SP-D fazem parte do sistema
autoimune inato de defesa contra particulas estranhas ao pulmao (NAG et al.,
1999). A estimativa da quantidade de surfactante pulmonar nos alvéolos é
4mg/kg e diminui com a idade, mas ndo de maneira significativa (BAOUKINA,;
TIELEMAN, 2011).
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Os fosfolipidios séo a base do surfactante pulmonar bem como de todas
as membranas celulares, uma vez que sua estrutura contribui favoravelmente
para a reducdo da tensdo superficial na interface ar-agua. Por serem moléculas
anfipaticas, a porcédo polar é direcionada a fase aquosa, e a porgdo apolar
direcionada para o ar. Desta forma, o contato entre a regido hidrofébica e as
moléculas de agua é minimizado (PARRA; PEREZ-GIL, 2015). Apesar de uma
guantidade pouco significativa, a presenca de uma pequena quantidade de
colesterol e proteinas no surfactante também €& importante para seu
funcionamento. A composicao fosfolipidica do surfactante pulmonar permeia
entre espécies saturadas e insaturadas. Essa coexisténcia é a base para a alta
estabilidade dos filmes de surfactantes em altas taxas de compresséo e para a
fluidez e a dindmica necessarias para as transformacfes estruturais ocorridas
nas estruturas de monocamadas e bicamadas encontradas nos alvéolos
(PEREZ-GIL et al., 1992; PEREZ-GIL; CASALS; MARSH, 1995).

Como espécie saturada, ha principalmente o DPPC, de caracteristica
zwitteribnica, que possui uma grande capacidade de rigidez, empacotamento,
rapida adsorcao e espalhamento na interface, sendo o principal responsavel pela
reducdo da tensao superficial dos alvéolos pulmonares. Sua temperatura de
transicdo de fase gel para fluido em bicamadas se da em torno dos 41°C, e,
portanto, na temperatura corporal humana, seu estado € de gel cristalino em
membranas que se apresentam como bicamadas, como membranas
plasmaticas. Para as monocamadas alveolares, seu estado varia entre fluido e
gel de acordo com o estado de compressao/expansdo da membrana alveolar,
conseguindo reduzir a tenséo superficial dos alvéolos de 70 para 20 mN m™.
Outro fosfolipidio importante na composi¢cao do surfactante pulmonar é o DPPG,
gue acrescenta carga negativa ao fluido (REBELLO et al., 2002). A maior parte
dos fosfolipidios insaturados é formada por POPG, que possui caracteristica
anidnica e temperatura de transicdo de fase perto dos -2° C para bicamadas,
atribuindo carga e fluidez ao surfactante (DE LA SERNA et al.,, 2012).
Representacdes das estruturas do DPPC, DPPG e Colesterol sdo mostradas na

Figura 2.
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Figura 2: Representacao das estruturas do DPPC (acima), DPPG (meio) e Colesterol (abaixo).

As proteinas surfactantes SP-A e SP-D, hidrofilicas, pertencem a familia
das proteinas colectina, um grupo proteico que faz parte do sistema imunolégico
inato, se incorporando facilmente nos alvéolos gracas a afinidade com o DPPC
(GOERKE, 1998). Essas proteinas estdo ligadas diretamente a defesa do
pulmio (OLMEDA; GARCIA-ALVAREZ; PEREZ-GIL, 2012). Ja as proteinas SP-
B e SP-C sdo proteinas hidrofébicas ligadas fortemente aos fosfolipidios,
contribuindo diretamente na estabilidade mecéanica dos filmes e aumentando a
adsorcdo de moléculas ativas da interface ar-agua. A deficiéncia dessas
proteinas, especialmente as duas Ultimas, em surfactantes levam a patologias
respiratérias. A falta de SP-B pode levar a letalidade, demonstrando a relacdo
direta entre as propriedades biofisicas e funcionais do surfactante pulmonar com
o desempenho do pulméo. As proteinas SP-B e SP-C reduzem a temperatura
critica de transicdo de fase do DPPC em bicamadas de 41 para 37° C
aproximadamente. Isso sugere que aumentando a adsorcao proteica, a fluidez
da monocamada tende a aumentar, assim como a velocidade de dispersao na
interface ar-agua (HILLS, 1999).
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Segundo a Equacdo de Young-Laplace (Equacdo 1) para estruturas
esféricas, a diferenca entre a pressao interna do alvéolo pulmonar e a pressao
externa (AP) se relaciona de forma diretamente proporcional com sua tenséo
superficial (y) e inversamente proporcional ao seu raio R (de aproximadamente
1 mm). Desta forma, um trabalho significativo € necessario para a expansao
deste alvéolo no processo de inalacdo-exalacéo. A Equacao também indica que
alvéolos de tamanhos diferentes possuem pressdes internas diferentes
(BAOUKINA; TIELEMAN, 2016).

AP =

~ | Y

(1)

Quando os fosfolipidios do surfactante pulmonar sdo adsorvidos no
alvéolo pulmonar, a tensdo superficial diminui e pode ser descrita através da
Equacédo 2, sendo yo a tensdo superficial na interface ar-agua pura, a area
molecular por lipidio (APL) e a pressao de superficie resultante das interacdes
das moléculas (1 (AL). O aumento ou diminui¢cdo da tensao superficial depende
da densidade molecular na superficie, que é inversamente proporcional a area
por lipidio, ou seja, a tensdo superficial ira diminuir quando a densidade for maior
na superficie, diminuindo a area média disponivel por lipidio (SELLADURAI et
al., 2016). A densidade pode aumentar quando se tem adsor¢ao de surfactante
na subfase ou quando se comprime a interface (VELDHUIZEN et al., 1998).
Assim, o surfactante pulmonar permite a estabilidade alveolar e possibilita que
os alvéolos de diferentes tamanhos funcionem com a mesma eficacia, conforme
se observa na Figura 3 (DAVIS; FLEMING; KEOUGH, 1981).

v (APL) = yo — m (AL) (2)
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Figura 3: llustrac6es dos alvéolos pulmonares de diferentes tamanhos e pressdes: Instavel
(esquerda) e Estavel (direita) [(HILLS, 1999) — ModificadQ].

A densidade superficial (o inverso da area por lipidio) pode ser aumentada
através da compressao da interface ou pela adsor¢ao do surfactante na subfase.
Essa densidade gera uma dependéncia inversamente proporcional a tensao
superficial. O surfactante pulmonar adsorvido na interface gera uma tenséo
superficial de equilibrio na faixa de 20 a 25 mN m™ e, na exalagdo, com a
compressao alveolar, a densidade superficial aumenta e a tensédo superficial
pode chegar ao valor de zero. Neste momento também ocorre a exclusao de
alguns lipidios, fosfolipidios insaturados e proteinas da monocamada, ficando
ela enriquecida com DPPC (que € o fosfolipidio mais importante para a reducao
da tensao superficial do alvéolo). Com a posterior inalacao, a tenséo superficial
torna a aumentar até a faixa de equilibrio. Assim, a monocamada do surfactante
pulmonar encontra-se num estado metaestavel entre a tensdo de equilibrio e
colapso e mostra-se que a interface ar-agua, na qual atua a tensao superficial, é
instavel e varia de acordo com o ciclo respiratorio (PANDA et al., 2003) (ZUO et
al., 2008).

Estudos cientificos tém demonstrado que ha uma coexisténcia de fases
tanto em monocamadas de surfactante pulmonar quanto em bicamadas lipidicas
devido aos ciclos respiratorios e essas diferentes fases tém relacdo com a
estabilidade dos filmes. A mistura de fosfolipidios com diferentes temperaturas
de transicdo (como mencionado para DPPC e POPG) permite que o surfactante
pulmonar seja uma mistura fluida, caracteristica fundamental para ser adsorvido
de forma rapida na interface. Suas fases conhecidas sdo chamadas de liquido

condensado (LC), liquida expandida (LE) e liquida organizada (LO), ilustradas
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na Figura 4, possuindo caracteristicas diferentes entre si quanto a sua
disposicao, gerando propriedades diferentes para o filme. Desta forma, as
moléculas do surfactante se organizam através destas transicfes de fases até
chegar o colapso, em pressdes de superficie de aproximadamente 65 mN m
(CASALS; CANADAS, 2012; MONSEN; BAGATOLLI, 2004; PEREZ-GIL, 2008;
WORTHMAN et al., 1997).

Liquido condensado Liquido organizado

(L)
L)

WW%’@MQW?%NXMM%%; 4l¢ s

Uquido andido

el
g Uquido desorganizado

(o ) w)

(W) SP-B
L N
/ AB8HS
/Mm&’m&mm

Figura 4: Fases da monocamada de surfactante pulmonar (NAG et al., 1991)

Em temperatura fisioldgica, proxima dos 37 graus Celsius, sob baixos
niveis de compressdo e empacotamento, as cadeias hidrocarb6nicas dos
fosfolipidios apresentam grande liberdade de movimento, caracterizando a fase
liquido expandido (LE). Sob condi¢cbes contrarias, ou seja, altos niveis de
compressao e empacotamento, é caracterizada a fase liquido condensado (LC).
Quando hé a influéncia do colesterol na estrutura do surfactante, com reducao
do grau de empacotamento e dando maior mobilidade aos fosfolipidios em
relacdo a fase LC, a regido é denominada liquido ordenado (LO), sendo
considerada uma regido intermediaria. Na fase LC, as estruturas dos
fosfolipidios estao dispostas como a de um sélido semicristalino; ja a fase LE é
uma fase fluida desordenada, apresentando um filme flexivel e resistente
(SEEHASE et al., 2012). Alguns lipidios apresentam também a fase soélida (S)

antes do colapso da monocamada.
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A variacdo da pressdo de superficie (IT) influencia diretamente no
comportamento das moléculas do filme como pode ser representado na Figura
5. Quando as moléculas do filme néo interagem entre si, o flme de superficie é
semelhante a um gas e, com 0 aumento da pressao, ocorre a transicao para as
fases LE, LO e LC. (DUNCAN; LARSON, 2010).

Monocamada
Ar

7, b -
5 S I e I Pressédo
E \ Superficial
3| .
LE‘: -. L
B |1 I |
511N
7] .\'.
!§ ,\\._
“ L,

E {" \ \\ S ( I I
H " \"H-. wJ
S =

Area por molécula (A)

Figura 5: Comportamento das moléculas em uma monocamada (A. A. HIDALGO, A. S.
PIMENTEL, M. TABAK AND O. N. OLIVEIRA, 2006)

Define-se como periodo de maturacao do pulméao o tempo para producao
de surfactante pulmonar suficiente para a independéncia do funcionamento do
pulmao, e sua consequente reducdo de pressao. Este periodo se da por volta
das 32 semanas de gestacdo, mostrando que quanto mais prematura for a
crianca, maior sera a probabilidade deste bebé néo ter produzido surfactante
suficiente (ou até mesmo nenhum surfactante) que pode causar o colabamento
do alvéolo, tornando mais dificultosa sua capacidade de se encher de ar na
inspiracdo, situacdo também conhecida como atelectasia pulmonar (RUDIGER
et al., 2005). A doenca da membrana hialina, ou atualmente conhecida como
sindrome do desconforto respiratério do recém-nascido, é a doenca
caracterizada pela dificuldade que o bebé possui ao respirar por ndo possuir
guantidade suficiente de surfactante pulmonar, necessitando de aplicacdes de

surfactante pulmonar exégeno no pulméo do bebé (LOCCI et al., 2014).
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A busca por novos modelos lipidicos de surfactantes pulmonares visa sua
aplicagédo para suprir a falta dos surfactantes naturais, sendo a base deles o
DPPC. Segundo Schuer (2020), os modelos devem ser reprodutiveis, robustos
e devem prever propriedades dos surfactantes pulmonares naturais (SCHUER,
JULIA J; ARNDT, ALEXEJ; WOLK, CHRISTIAN, PINNAPIREDDY, SHASHANK,
R; BAKOWSKY, 2020). Esses surfactantes propagam-se eficientemente e em
seguida formam filmes finos e estaveis nos alvéolos que resistem ao desbaste
rapido e ao umedecimento. Survanta®e Curosurf® sdo exemplos de surfactantes
pulmonares exdgenos utilizados mundialmente derivados lipidicos de extrato de
pulm&o bovino e suino, respectivamente. Outros modelos comerciais sdo o BNS,
do inglés Bovine Natural Surfactant, que € obtido através da lavagem
broncopulmonar de bovinos recém abatidos, mantendo em sua composi¢ao a
maioria dos componentes do surfactante enddégeno, BLES e Infasurf, que,
durante a fabricagdo, sofrem extragédo organica tendo as proteinas SP-A, SP-B
e SP-C totalmente ou parcialmente removidas (ZHANG et al., 2011). Estes
surfactantes sdo comercialmente disponiveis em solucBes estéreis para
aplicagao intratraqueal (CHRISTMANN et al., 2009). Foi observado que esses
surfactantes séao rapidamente incorporados ao tecido pulmonar e sua aplicacéo
ndo interfere nas vias metabodlicas do surfactante enddgeno, ndo havendo
inibicdo em sua producdo. ApGs poucos minutos da primeira aplicacdo ja €
notado o aumento da oxigenacéao do sangue (POLIN; CARLO, 2008).

Apesar do alto desempenho dos surfactantes exdgenos demonstrados
durante os Ultimos anos, a producdo ainda néo satisfaz a demanda mundial de
sua utilizacdo porque a matéria prima de qualidade para a producdo de
medicamentos a serem utilizados em humanos néo é suficientemente disponivel.
Somando-se aos altos custos de producao, a busca por alternativas mais baratas
€ encontrada em produtos artificiais ou sintéticos mais simples (MINGARRO et
al., 2008). Survanta, por possuir menor quantidade de lipidios em sua
composicdo, é suplementado com DPPC, além de possuir colesterol. J& o
Curosurf, por ter maior concentracéo lipidica, ndo sofre adicdo de DPPC e seus
lipidios neutros s&o removidos por cromatografia (BLANCO; PEREZ-GIL, 2007).

A Tabela 1 mostra a composi¢ao destes surfactantes.
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Composicao (%) Curosurf Survanta
Fosfolipidios 99 84
FC 78 (67,5) 62 — 87
DPPC (%FC) 35 - 56 70
Colesterol NR 0,2
Proteinas (SP-B + SP-C) 1 05-1

Tabela 1: Composicao dos surfactantes pulmonares em quantidades relativas em percentual.
[(CHRISTMANN et al., 2009) — Adaptado]. *NR = Nao representativo

A utilizacdo de surfactantes pulmonares exdégenos em bebés recém-
nascidos torna-se uma opcao viavel que pode reduzir bruscamente o indice de
mortalidade nestes casos, através de administracdo intratraqueal ou até mesmo
em aerossol, a fim de manter a estabilidade pulmonar e, consequentemente, a
func&o pulmonar. Porém, os estudos cientificos sobre suas aplica¢des ainda ndo
foram encerrados, havendo constantes pesquisas sobre sua atuacdao quando
aplicado no bebé apos dias de seu nascimento. Além disso, ja estdo surgindo
estudos que demonstram a sua eficacia para tratamento de outras doencas.
Consequentemente, isto implica na importancia do campo das pesquisas de
suas propriedades reoldgicas para realizar o controle de qualidade desse
medicamento ou o desenvolvimento de novos modelos de surfactantes
(SEEHASE et al., 2012).

Os surfactantes pulmonares sintéticos possuem uma composicdo mais
uniforme e n&do apresentam risco potencial para transmissdo de doencas.
Esperam-se isotermas semelhantes para os modelos de surfactantes
pulmonares comerciais, apesar de serem esperadas caracteristicas reoldgicas
distintas devido a diferenca na composi¢ao. Desta forma, precisam se espalhar
eficientemente, e na regido alveolar, precisam também formar um filme fino e
estavel. Assim, as propriedades termodinamicas e de transporte dos modelos de
surfactantes sdo de fundamental importancia (SCHUER, JULIA J; ARNDT,
ALEXEJ; WOLK, CHRISTIAN, PINNAPIREDDY, SHASHANK, R; BAKOWSKY,
2020). A velocidade de espalhamento destes materiais nos alvéolos pulmonares
depende diretamente de suas propriedades dindmicas de adsorcdo, sendo o

tempo de estabilizagéo do Survanta préximo de 1 hora, e do Curosurf, cerca de
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1 minuto (BYKQV, A. G.; MILYAEVA, O. YU.; ISAKQOV, 2020). Os modelos mais
simples de surfactante pulmonar, tais como DPPC:SP-C, possuem uma alta
viscoelasticidade, e a medida que é adicionado colesterol (DPPC:SP-C +
colesterol) ao surfactante pulmonar, a viscosidade de cisalhamento interfacial
reduz bruscamente (ALONSO; WARING; ZASADZINSKI, 2005; CHOI et al.,
2014).

As propriedades reoldgicas dos surfactantes pulmonares podem variar de
acordo com a frequéncia respiratéria a qual os alvéolos pulmonares estao
submetidos. Este ritmo respiratério é determinado pelo numero de ciclos
respiratérios que o individuo realiza em um determinado intervalo de tempo.
Normalmente, € expressa em respiracbes por minuto e o movimento ritmico
entre a inspiracéo e expiracdo é regulado pelo sistema nervoso central. O ciclo
respiratorio possui velocidades diferentes para cada etapa da vida humana
(conforme tabela 2) e aumenta com a pratica de exercicios fisicos, tornando o
coracao mais acelerado, para bombear mais sangue para o corpo e efetuar a
troca gasosa mais rapidamente. O ciclo respiratério também pode ser dividido
em quatro fases, que sao: fase inspiratéria, mudanca da fase inspiratéria para a
fase expiratéria, fase expiratéria e mudanca de fase expiratoria para a
inspiratéria. Em cada etapa hd uma mudanca na pressao do pulmao conforme
mostrado na Figura 6 (FORNAZIER et al., 2011).

Idade Frequéncia Respiratéria Normal

Recém-nascidos 44

Criancas de até 7 anos 18 - 30

Pré-adolescentes 20-30

Adolescentes 18 — 26

Adultos 12 - 20

ldosos acima de 65 anos 12 - 28

Atletas em atividades fisicas 60 - 70

Tabela 2: Indicagéo da frequéncia respiratéria normal (em respirages por minuto) de acordo
com a faixa etaria do ser humano (GAZITUA, R. 2014) (LINDH, W. et al. 2014) (RODRIGUEZ-
MOLINERO, A. et al. 2013) (MCARDLE, WILLIAM D. et al. 2006).
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Pausa
Inspiratéria

Pressao

Pausa
Expiratoria

T. ins T.exp Tempo

Figura 6: Alteracdo da presséo no ciclo respiratério (FORNAZIER et al., 2011).

As frequéncias respiratdrias se relacionam as frequéncias de
cisalhamento aplicadas nos experimentos de reologia interfacial utilizando o ISR.
Estudos na éarea com baixas frequéncias podem se relacionar ao ritmo
respiratorio de criancas até adultos; frequéncias intermediarias, a respiracao de
recém-nascidos e, altas frequéncias, a atletas em exercicio. Assim, torna-se
fundamental o estudo sob altas frequéncias de cisalhamento para entendermos
melhor o funcionamento do surfactante pulmonar nos alvéolos pulmonares de

atletas com a pratica de exercicios fisicos.
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3.2 Reologia e Propriedades Reoldgicas

Reologia € o ramo da ciéncia responsavel pelo estudo do escoamento e
das deformacdes da matéria, tendo como foco principal a viscosidade,
plasticidade e elasticidade, descrevendo a deformacdo sob influéncia de
tensdes, sendo importante para o desenvolvimento e controle de qualidade de
suspensdes comerciais, por exemplo. Particularmente, a reologia interfacial se
preocupa com deformacdes da interface, sendo de dois tipos, de acordo com o
tipo de deformacédo: a reologia de cisalhamento interfacial, e a reoldgica
dilatacional interfacial. Enquanto a segunda é medida através uma tensdo que
altere a area interfacial, a reologia de cisalhamento interfacial ndo provoca
mudanca de area interfacial, mas um corpo de prova deve se deslocar pela
superficie. Neste sentido, dois conceitos tornam-se fundamentais: tensédo de
cisalhamento (o) e taxa de cisalhamento () (SCHRAMM, 2006).

Muitos tipos de forcas atuam sobre um fluido em movimento. Essas forcas
tém origem devido a gravidade, as interacfes entre as moléculas, aos gradientes
de pressdo e ao proprio movimento dinamico. Quando uma for¢ca atua em
determinada area de fluido, gera-se uma tensao. Ao serem aplicadas na direcao
do movimento do fluido, mas em sentido oposto, gera-se uma tensao de
cisalhamento (o), que dificulta a fluidez devido a transferéncia de momento linear
eficiente entre as camadas adjacentes. A tensdo de cisalhamento é a
componente da tensao aplicada a um material que faz com que suas camadas
paralelas transfiram momento linear entre planos de cisalhamento em contato.
Desta forma, o deslocamento relativo no plano de duas camadas paralelas desse
material dividido pela distancia entre essas camadas (y), chama-se taxa (ou
gradiente) de cisalhamento (y), que pode ser calculada pela variagdo da
velocidade (v) entre camadas paralelas a qual sofrem a tensao de cisalhamento,
calculada pela Equacao 3 (SCHRAMM, 2006).

._dv

1= ©
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Uma relacdo entre a tensao de cisalhamento e taxa de cisalhamento foi
determinada por Newton, como descrita na Equacdo 4. O coeficiente de
proporcionalidade entre ¢ e 7 € a viscosidade aparente do fluido, ou viscosidade.
Essa relacao classifica os fluidos como newtonianos (cuja viscosidade nao se
altera sob diferentes taxas de cisalhamento, como agua e leite) e néo
newtonianos (que apresentam comportamento ndo ideal e a viscosidade altera
sob diferentes taxas de cisalhamento, como polimeros). No caso de fluidos néo
newtonianos, o fluido é chamado de dilatante quando a viscosidade aumenta
com o aumento da taxa de cisalhamento. Caso contréario, o fluido é classificado
como pseudoplastico. A relacdo entre as viscosidades e taxas de cisalhamento
de fluidos newtonianos e ndo newtonianos € exibida na Figura 7 (SCHRAMM,
2006).

c

n=r=- (4)
Y
A

=~ .

~ / Dilatante

= /

= /

& /

N~ J

S N /

S N Y ,

-~ N / Newtoniano

E: ;‘7-{\ =

2 > .

3 ™ —

-5 Pseudoplastico

>

Taxa de deformacado (dv/dy)

Figura 7: Relacdo entre c e 7.

A viscosidade pode ser entendida como a resisténcia de um fluido quando
submetido a deformacdo sob aplicacdo de uma tensdo ou agitacdo. Essa
propriedade esta relacionada a coeséo, as interagcdes moleculares, e a forca
necessaria para retira-las do repouso, podendo ser observada em fluido em
movimento, indicando sua capacidade em escoar. O inverso da viscosidade é

conhecido como fluidez. Essa propriedade depende condi¢gbes externas, como
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temperatura e presséo do sistema e pode variar de 10 a 103 Pa s* (SCHOTT,
1992).

Os tipos mais importantes de viscosidade sédo a viscosidade complexa
(n*), que é a funcéo da viscosidade que depende da frequéncia da oscilagédo
harmbénica forcada da tensdo de cisalhamento conforme Equagdo 5, a
viscosidade fora de fase (n’), que € a componente complexa da viscosidade,
determina pela razdo entre o médulo de armazenamento e a frequéncia angular,
conforme Equacao 6, viscosidade cinematica (v), que é a razao entre a
viscosidade do fluido por sua densidade, conforme Equacéo 7, e viscosidade de
cisalhamento zero (n,), que é o limite da viscosidade sob baixa taxa de
cisalhamento, conforme descreve a Equacdo 8 (SHU-PING LI; GE ZHAO;
HONG-YUAN, 2006).

= YO ©)
n = % (6)
v=1J (7)
no = %ir_)non (8)

No estudo de suspensfes, como os surfactantes pulmonares, quando as
condicdes néo lineares de cisalhamento sdo aplicadas, espera-se uma resposta
nao newtoniana no comportamento do fluido. Sob cisalhamento constante, a
viscosidade dindmica pode ser relacionada a viscosidade complexa do material
e pode ser obtida através de analises do comportamento das taxas de
deformacdo do fluido analisado, apresentando respostas semelhantes. A
hip6tese de Cox-Merz é uma regra empirica que afirma que a dependéncia da
viscosidade de cisalhamento constante sobre a taxa de cisalhamento pode ser
estimada a partir da viscosidade dinamica em funcao da frequéncia, pois as duas
curvas sao aproximadamente idénticas, conforme Equacéo 9 (LI; ZHAO; CHEN,
2005).

(@) = () ©)
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Se uma monocamada na superficie de um liquido de viscosidade no for
submetida a uma tensao de cisalhamento ¢ na direcao vertical z e sendo v a

velocidade na diregdo x variando ao longo de y, a taxa de cisalhamento y e a
tensdo de cisalhamento podem ser calculadas no regime linear através das
Equacdes 10 e 11, respectivamente. Proximo a superficie, a viscosidade local
varia e a tensao de cisalhamento pode ser descrita utilizando uma viscosidade
n(z) igual a no (longe da superficie) que aumenta gradativamente quanto mais

proximo da superficie devido a presenca da monocamada, conforme Equacgéo

12. A Figura 8 mostra um esquema da variacdo de 1 em relagéo ao eixo vertical

z proximo da superficie. A area do grafico € o valor da viscosidade superficial 1s.

(LANGENVIN, 2014).

. 0

y= = (10)
oy

5 = 1Mo j—y (11)

ns= [’ @ - noldz+ ["n (2)dz (12)

[ S 3

>
>

0 Z
Figura 8: Variacdo de n em funcéo de z (LANGENVIN, 2014).
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Deformacéao € o conceito utilizado quando a posicdo de moléculas de um
fluido é modificada através da acédo de uma tensdo, de modo que a continuidade
do corpo nédo seja destruida, resultando na mudanca de forma e/ou volume. As
deformacdes em fluidos podem ser elasticas (reversiveis) ou plasticas
(irreversiveis). A deformacao elastica é apresentada por sistemas que retornam
a suas formas e/ou volumes originais apos seu término. Ja& na deformacgéo
plastica, também conhecida como escoamento, o material ndo retorna a sua
forma e volume originais, dissipando energia sob forma de calor quando
submetido a deformacéo. Existem fluidos que, simultaneamente, se deformam e
sofrem deformacfes eldsticas e viscosas, ou seja, apresentam caracteristica
viscoelastica e, como tal, exibem deformacdo dependente do tempo. A
elasticidade é consequéncia do alongamento da interagdo quimica ao longo dos
planos ordenados.

Do ponto de vista reolégico, as propriedades mecéanicas dos materiais sao
descritas por contribuicdes inerciais, elasticas ou viscosas. Neste sentido, a
deformacdo inercial ndo envolve aceleracdo, a deformacdo -elastica
normalmente é expressa em funcao da tensdo de cisalhamento aplicada e a
deformacdo viscosa através da taxa de cisalhamento (LANGENVIN, 2014).

Portanto, a caracteristica elastica permite que o material seja tensionado
guando é esticado e retorna ao seu estado original ap0s cessar-se a deformacao.
J& a caracteristica viscosa € responsavel pela resisténcia do material ao fluxo de
cisalhamento, apresentando variacao linear do esforco com o tempo quando a
tenséo é aplicada (MEYERS, MARE; CHAWLA, 2009).

Com relacdo a reologia interfacial, os materiais que apresentam
comportamento viscoelastico, quando submetidos a tensdo de cisalhamento,
apresentam um modulo interfacial de cisalhamento (G*) que descreve seus
comportamentos interfaciais, sendo uma relagéo entre a tensao de cisalhamento
aplicada e a resposta da deformacdo causada em condicdes oscilantes. Este
mddulo pode ser representado em sua forma complexa, sendo formado por uma
parte real e outra imaginaria, conforme apresentado na Equacao 13. A parte real
chama-se médulo de armazenamento elastico (G’), responsével pela rigidez do
material, armazenando energia elastica e, posteriormente, restituindo-a. A
componente complexa é o médulo de perda viscosa (G”), sendo responsavel

pela energia dissipada pelos movimentos moleculares, determinando o
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comportamento viscoso do material (RAO, 1992) (MIRKA KORHONEN; LEENA
HELLEN; JOUNI HIRVONEN, 2001).

(G} = G+ iG” (13)

ondei?2=-1

A propriedade viscoelastica de fluidos pode ser entendida como um
rearranjo molecular. Uma tensdo de cisalhamento aplicada causa a
reorganizacdo de moléculas, que € chamada de fluidez interfacial. Assim,
algumas conformagdes sao energeticamente favorecidas em relacdo a outras.
Como o movimento térmico é um fator que contribui para a deformacdo de
materiais, as propriedades viscoelasticas variam em funcdo da temperatura.
Geralmente, uma tensdo menor € necessaria para deformar um material sob
maiores temperaturas (KRAGEL et al., 1996).

A Lei de Hooke relaciona proporcionalmente os parametros tenséo e taxa
de cisalhamento conforme a Equagéo 14, sendo o médulo dindmico de superficie
a constante de proporcionalidade. Um corpo que obedece a esta lei ndo pode
ser viscoelastico e nem escoa, ou seja, ndo sofre aumento continuo da
deformacdo sob acdo de uma tensdo. As analises reoldgicas necessitam da
determinacdo da regido de Regime Viscoelastico Linear (RVL), onde G é
independente da tensao de cisalhamento ou deformagdo em uma determinada
temperatura. Apesar desta lei impor uma mudanca linear da deformacédo em
relacdo a tensdo que se aplica sobre o filme, ndo é sob qualquer faixa de
frequéncia ou presséo que esta proporcionalidade acontece. Caso as medicdes
sejam realizadas fora desta regido, os resultados obtidos podem néo ter valor
cientifico. Em curvas de tensdo x deformacdo, uma caracteristica em comum
encontrada é a histerese, cuja area abaixo da curva representa a energia

dissipada ao término da carga.

c =Gxy (14)
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Tanto a tensdo (¢) quanto a tensdao de cisalhamento (o) possuem
comportamentos oscilantes senoidais. Estas propriedades podem ser
determinadas pelas Equagbes 15 e 16, respectivamente. Nos experimentos
reologicos, a diferenca do angulo de fase (8) entre a deformacéo e a tenséo de
cisalhamento é um importante objeto de estudo, pois é relacionado diretamente
ao comportamento elastico, viscoso ou viscoelastico de monocamadas.
Idealmente, materiais puramente elasticos ndo possuem defasagem entre ¢ € a
deformacao (6 = 0°) pois toda energia € armazenada e restituida no material. Ja
materiais viscosos possuem & > 75° (tan = 3,7) e dissipam toda a energia quando
d = 90°. Os modulos de armazenamento e perda podem ser relacionados a
amplitude da tenséo €0 e a amplitude da tenséo de cisalhamento co conforme as
Equacdes 17 e 18. A Tabela 3 correlaciona 6 com as caracteristicas elastica,

viscosa e viscoelastica.

€ = gosen (wt) (15)
6 = cosen (wt+9) (16)
Onde, @ = 211f
G' = :—Z cosd (17)
G'" = Z—s send (18)
Faixas de & Tand Comportamento do filme
§ < 10° Menor que 0,17 Elastico
10°28§<75° 0,17<Tan<3,7 Viscoelastico
d>75° Maior que 3,7 Viscoso

Tabela 3: Relacao entre tand e os comportamentos do filme.

Outro parametro importante que descreve a resposta de um filme sob
tensdo de cisalhamento é a tand, que fornece uma medida de dissipacdo no
material. O parametro pode ser visualizado no espaco vetorial como a tangente

do angulo de fase (0) entre os médulos de perda e armazenamento, e calculado
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através da razdo destes parametros, conforme Equacdo 19. Um material que

possui tand maior que 1, apresentara maior amortecimento do que outro material

com tand menor que 1, visto que sua capacidade elastica serd menor que a

viscosa. A frequéncia de estudo também se torna muito importante para as
analises reoldgicas (BUHAENKO; GOODWIN; RICHARDSON, 1988).

"

G
tando = = (19)

Hermans & Vermant (2014) analisaram a dependéncia da reologia de
cisalhamento interfacial do DPPC em funcdo da temperatura e pressao.
Segundo os autores, os resultados encontrados na literatura sao incipientes e
inconsistentes porque o experimento pode nao apresentar condi¢des relevantes
para o estudo ou a técnica ndo apresenta sensibilidade adequada. O
comportamento  viscoelastico do DPPC foi caracterizado, sendo
majoritariamente viscoso sob baixas pressdes e a sensibilidade da técnica foi
mantida através da mudanca da geometria do sensor.

Espera-se alta viscosidade superficial para o DPPC em condi¢des de
temperatura ambiente e pressées moderadas em torno dos 30 mN/m, sugerindo
gue tal caracteristica € importante para manter o surfactante pulmonar nos
alvéolos, reduzindo possivel fluxo de Marangoni. No entanto, um valor baixo de
viscosidade superficial foi detectado, sendo atribuida a sua capacidade de rapida
disseminacdo do surfactante pulmonar, n&o apresentando variacdes
significativas com a frequéncia. Assim, 0s autores sugerem que estudos séo
necessarios para determinar se a hipétese de que a alta viscosidade é que faz
manter o surfactante nos alvéolos é verdadeira (Hermans & Vermant, 2014).

Muitos estudos de reologia interfacial do DPPC sao realizados sob janela
limitada de pressdes e temperaturas, em condi¢cdes nao relevantes para o estado
fisiolégico do corpo humano. Tentativas fracassam quando tendem a aumentar
a temperatura do experimento, obtendo dados abaixo do limite real de
sensibilidade dos dispositivos utilizados (Kim et al, 2011) (Nishimura et al, 2008)
(Leiske et al, 2011).
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Segundo Hermans e colaboradores (2015), compreender os diferentes
modos de estabilizagdo dos filmes dos modelos de surfactante pulmonar
auxiliam no projeto de engenharia de substitutos sintéticos no desenvolvimento
de novos modelos. O surfactante se espalha pelo pulmdo em um tempo curto,
auxiliado pela ventilacdo mecanica e outros fatores, gracas as propriedades
fisicas interfaciais que permitem uma rapida disseminac¢do. Diversos fatores
podem contribuir para a eficacia clinica em geral, porém, a alta viscoelasticidade
do Survanta leva a uma propagac¢ao mais lenta, tornando o Curosurf mais eficaz,
ao menos sob prisma de espalhamento e estabilizacdo (HERMANS et al, 2015).

Ivanova e colaboradores estudaram as propriedades dilatacionais de
Survanta e Curosurf na interface ar/agua e analisaram alta eficacia de
espalhamento deste Ultimo. Segundo os autores, uma das caracteristicas
favoraveis de surfactantes pulmonares seria a alta elasticidade, que contribui
para a manutencdo da estabilidade estrutural dos alvéolos durante suas
deformacgdes que acompanham a respiracado (IVANOVA et al, 2014)

A reologia interfacial dilatacional também é uma importante area da
ciéncia para o estudo de propriedades viscoelasticas de surfactantes
pulmonares, cuja principal diferenca da reologia interfacial de cisalhamento € a
compressao e expansao do fluido analisado (variacdo de volume ou de area). A
Equacao 20 define o modulo interfacial dilatacional (E), que € um parametro de
resisténcia do fluido em criar um gradiente de tensao. Esta Equag¢do mostra que
as camadas interfaciais sdo compressiveis, sendo y a tenséo interfacial e A, a
area. A partir dos valores de E, os mddulos elastico (E’) e viscoso (E”) podem
ser obtidos como componentes real e imaginario, respectivamente,
analogamente ao G’ e G”, conforme Equacédo 21 (RAVERA, F; LOGLIO, G;
KOVALCHUK, 2010). A Figura 9 mostra didaticamente a representacdo das

deformacdes dilatacional e de cisalhamento.

E=— (20)

E = E+ iE” 1)

ondei2=-1
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Figura 9: Representacdo da deformacéo dilatacional (esquerda) e de cisalhamento (direita).
(MILLER, R; FERRI, J. K; JAVADI, 2010).

Segundo Ravera e colaboradores (2010), um equipamento largamente
utilizado para atuar na medi¢do de parametros interfaciais (como E’ e E”) é 0
tensibmetro de gota. Este instrumento € capaz de medir a tensao interfacial de
fluidos a partir do perfil de sua gota e € utilizado para investigar o equilibrio e
propriedades dinamicas de interfaces simples e complexas (RAVERA, F;
LOGLIO, G; KOVALCHUK, 2010). Seu principio de funcionamento sera tratado
em capitulo separado

A analise do perfil da gota é feita baseando-se na Equacédo de Laplace
(Equacéo 22), que relaciona o raio de curvatura da gota com a diferenca de
presséo entre as fases imisciveis e a tenséo interfacial. Nesta Equacéo, R1 e R2
representam o raio de curvatura da gota, y a tensao interfacial ou superficial e
essa Equacao norteia a parametrizacdo para a determinagdo dos valores
(RAVERA, F; LOGLIO, G; KOVALCHUK, 2010).

1 1
AP = y(+ =) (22)

As propriedades mecanicas das monocamadas de fosfolipidios e seus
comportamentos quando submetidas a tensdo de cisalhamento e compressao
desempenham um papel importante em processos bioldgicos, como a respiracao
e piscar de olhos (ALBERTO S. LUVIANO, JOSECAMPOS-TERAN,
DOMINIQUE LANGEVIN; ESPINOSA, 2019). Essas monocamadas
fosfolipidicas sdo modelos de membrana bioldgicas que aderem perfeitamente
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as interfaces fluidas. Assim, muitos estudos tém sido dedicados as medi¢des de
propriedades mecanicas e fisico-quimicas destas monocamadas, que podem ser
caracterizadas por cisalhamento superficial e viscoelasticidade. Desta forma,
guanto mais exploradas as propriedades de cisalhamento das monocamadas,
mais conhecidas sdo suas estruturas. Estas monocamadas representam um
modelo simples para uma membrana bioldgica, cuja estrutura priméria é formada
por uma bicamada fosfolipidica (ALONSO; WARING; ZASADZINSKI, 2005).

Na superficie, mudangcas no comportamento da monocamada geradas
pela reducdo da tensdo superficial (ou aumento da pressdo de superficie)
causam variacfes da viscosidade superficial. Sob pressdes de superficies
relativamente pequenas (< 20 mN m?) ha basicamente fases fluidas. Ao
contrario, o aumento da pressao de superficie conduz a fases condensadas e
s6lidas a partir de 20 mN.m. Porém, em monocamadas de surfactantes
pulmonares h& a coexisténcia entre fases fluidas e condensadas, que, mesmo
com pequenas mudancas em sua proporcgao, pode causar grandes variacdes na
viscosidade da superficie do surfactante. A aplicacdo da proteina SP-C faz com
gue ocorra interacdo com os lipidios das monocamadas regulando essa
viscosidade superficial (ALONSO; WARING; ZASADZINSKI, 2005).
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3.3 Rebmetro de Cisalhamento Interfacial

O re6metro de cisalhamento interfacial (ou ISR, do inglés Interfacial Shear
Rheometer) € um instrumento de caracterizacdo avancada para o estudo da
viscoelasticidade dos filmes de Langmuir, auxiliando na deteccdo de transicoes
microestruturais, inclusive. Assim, além de ser aplicAvel em estudos de
estabilidade de emulsbes e espumas e no controle de propriedades interfaciais
de cosméticos e produtos alimenticios, o equipamento pode ser utilizado
também para estudar a reologia dos surfactantes pulmonares na interface ar-
agua. Dentre suas aplicacbes, ha o atual interesse no médulo dinédmico de
cisalhamento, visto que tal propriedade influi diretamente em suas
viscoelasticidades (ERNI; FISCHER; WINDHAB, 2003).

Os parametros reoldgicos (médulos de armazenamento e de perda, e a
viscosidade interfacial) podem ser obtidos de forma dinamica. A correlacdo entre
esses dados com a pressao de superficie da monocamada e suas transi¢des de
fase sdo fundamentais para o estudo de surfactantes pulmonares. Além disso, o
instrumento deve ter sensibilidade suficiente para medir médulos dinamicos de
superficie (G) relativamente baixos e permitir que sejam feitas analises em tempo
real de estabilizag&o dos filmes (SANCHEZ-PUGA et al., 2018).

O método de funcionamento € baseado na reologia de cisalhamento
interfacial, em que uma agulha (capilar de vidro oco com fio de cadmio
magnetizado) posicionada na superficie do liquido dentro de uma cuba de
Langmuir com barreiras hidrofébicas moéveis é utilizada para criar deformacdes
na interface. Seus movimentos sdo monitorados por uma camera posicionada
de modo a capta-los opticamente e projeta-los em uma matriz de fotodiodos
(como mostrado na Figura 10). H& um suporte de vidro conectado ao interior da
cuba que é utilizado para manter a haste na regido central da cuba e para garantir
gue seu eixo seja disposto paralelamente. O movimento da haste é provocado
por duas bobinas de Helmholtz, que se encontram perpendicularmente em cada
lado da cuba, que aplicam uma for¢ca magnética tangente a interface de modo
gue o gradiente liquido do campo magnético gerado entre as bobinas seja zero.

Uma corrente alternada é aplicada em uma bobina, enquanto na outra ha uma
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corrente constante. Desta forma, a forca oscilatéria aplicada a haste é conhecida
e as propriedades reoldgicas da monocamada podem ser obtidas (VERWIJLEN
etal., 2011).

S 1600 -
1400
1200

1000 - f

Posi¢ao [um]

800 /

600 -

Tempo (s)

Figura 10: Imagem microscopica processada da haste na interface (esquerda) e gréafico
da posi¢éo da haste em funcdo do tempo (VERWIJLEN et al., 2011 - ADAPTADO).

O equipamento desenvolvido combina essencialmente uma cuba de
Langmuir para cisalhamento superficial e médulos de determinacdo visual em
tempo real. Algumas vantagens da técnica sao: o facil controle do
empacotamento do filme por meio das barreiras moveis, que alteram a pressao
de superficie, a facil variacdo da frequéncia e sua sensibilidade, sendo o
instrumento capaz de medir baixos modulos elasticos e viscosos, como nos
casos dos modelos de surfactantes pulmonares. A Figura 11 mostra uma
representacdo dos componentes do ISR. A partir do movimento da haste
determinada pelo microscopio e a forca aplicada, o angulo de fase entre a tenséo
de cisalhamento e deformacdo causada podem ser determinados (ROSSINI;
MOLINA; CASELI, 2017).
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Figura 11: Representacdo dos componentes do ISR (VERWIJLEN et al., 2011).

A medicao da tensdo superficial é feita através do método da placa de
Wilhelmy, utilizando geralmente de filtro de papel suspenso por um braco de uma
balanca e que toca perpendicularmente a interface ar-agua (representado
esquematicamente na Figura 12) (BROOKS et al., 1999). Em contato com o
fluido, o papel de filtro mede a média da variacdo das forcas aplicadas ao longo
do tempo. A forca oposta exercida pela fase liquida a placa é diretamente
proporcional da tensao superficial. O principio de funcionamento deste método
o torna mais acurado e pratico do que outros, como por exemplo, o método do
anel de Du Nouy (BARROY:; HILLS, 1979).

Apesar de ser necessario um pequeno esforco para deformar
monocamadas, a capacidade de cisalhar filmes e relacionar essa informacgéo
com diferentes dados termodinamicos requer alta sensibilidade da técnica que,
inclusive, serve como base para estudos mais aprofundados, como em
interacbes intermoleculares do filme. Alguns instrumentos ja foram
desenvolvidos para deformacdo de filmes, tais como anéis rotativos. Porém,
espera-se do ISR uma maior sensibilidade na medida dos moédulos de
armazenamento e de perda do filme na presenca de tensdes de cisalhamento
em uma dada pressao de superficie (GOODRICH; ALLEN; POSKANZER, 1975;
STONE, 1995).
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O ISR apresenta algumas vantagens em relacdo a outras técnicas
disponiveis para a medicao de propriedades reoldgicas. Pode-se citar: medidas
de tensao de cisalhamento interfacial em tempo real, permitindo o estudo das
propriedades em funcdo do tempo, como elasticidade e viscosidade de
monocamadas; facil variacdo de frequéncia da tensédo de cisalhamento, sem a
necessidade de mudanca de elementos do reémetro (como é o caso de alguns
instrumentos de torsédo); a deformacdo € medida diretamente da posicdo da
haste magnetizada; e a temperatura e pressao de superficie podem ser alteradas
sem a necessidade da mudanca da geometria da célula. Desta forma, espera-
se que o ISR seja uma ferramenta capaz de realizar medi¢des reologicas de

modelos de surfactantes pulmonares.

Figura 12: llustracdo do método da Placa de Wilhelmy

Benmekhbi & Simon (2014) analisaram as limitagcdes e aplicabilidade da
técnica do redbmetro de cisalhamento interfacial com sensor de agulha em
amostras de surfactantes e compostos relacionados ao petréleo. Segundo os
autores, os resultados obtidos ndo corresponderam as expectativas quando
comparados aos dados da literatura, uma vez que as propriedades dos filmes
ndo foram caracterizadas pelos dados recuperados dos experimentos de
cisalhamento, apresentando, inclusive, comportamentos distintos durante seus
experimentos. Desta forma, sugeriram que esta técnica ndo é adequada para
tais medicbes (BENMEKHBI & SIMON, 2014).
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Em 2014 e 2015, Hermans e colaboradores utilizaram o redmetro de
cisalhamento interfacial em medidas reolégicas de filmes de DPPC e
surfactantes pulmonares, como Survanta e Curosurf, sob baixas frequéncias.
Neste trabalho, foi notada a caracteristica viscosa do Survanta, frente ao
Curosurf e DPPC. Os sensores utilizados foram o anel de parede dupla (DWR,
do inglés Double Wall Ring) e a agulha. Os autores sugerem maior sensibilidade
deste ultimo e os valores de G’ e G” variaram entre 102 e 10 mN/m (Hermans
& Vermant, 2014) (HERMANS et al, 2015).

Segundo Hermans e colaboradores (2015), sob temperatura ambiente e
pressdes moderadas (cerca de 20 mN/m), o DWR detecta somente G’ e G” do
Survanta. DPPC e Curosurf somente com ISR, sendo este, portanto, mais
sensivel. Desta forma, uma maior viscoelasticidade é esperada para o Survanta
em relacdo do Curosurf e DPPC (HERMANS et al, 2015).
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3.4 Tensiometro de Gota

O tensidmetro de gota se tornou largamente utilizado em laboratérios de
pesquisa e controle de qualidade por atuarem na caracterizacdo precisa de
propriedades superficiais e interfaciais de fluidos em geral. Como principais
atribuicdes, o instrumento pode ser utilizado para medi¢des dindmicas de angulo
de contato ao longo da contracdo e expansao da gota, molhabilidade de sélidos,
tensdo superficial, tensdo de interfaces liquido/gas e liquido/liquido, além da
reometria dilatacional (modulo viscoelastico). Para isso, o equipamento €
acoplado ao software (Windrop) que analisa o perfil da gota através de
algoritmos com parametrizacdes baseadas na Equacdo de Laplace (Equacgéo
22). A partir do programa, as variaveis do experimento podem ser controladas,
como frequéncia (até 10 hz) e volume da gota (ARASHIRO, E. Y.
DEMARQUETTE, 1999).

O principio de funcionamento baseia-se na analise do perfil da gota como
resposta a variacao de seu volume a partir de imagens que sao geradas por um
microsopio acoplado. As gotas sédo formadas com volume pré-determinado pelo
WINDROP, que controla o motor acoplado a seringa, além de fazer o tratamento
dos dados obtidos. Além de ser utilizado em analises reoldgicas de lubrificantes,
alimentos e cosméticos, o tensibmetro de gota € utilizado na caracterizacao de
surfactantes e analises de capacidade de reducdo da tensdo superficial,
molhabilidade da superficie e até mesmo na quantidade de surfactante para
saturar a superficie (ALEXANDROV, N.; MARINOVA, K. G.; DANOV, K. D;
INANOV, 2009).

A propriedade de interesse, ou seja, 0 médulo viscoelastico E, é obtida
através da resposta da tensdo sobre a variacdo de volume causada e, a partir
da analise harménica feita pelo software, os médulos real (E’) e imaginario (E”)
séo determinados. As Figuras 13 e 14 mostram, respectivamente, o instrumento

utilizado e a interface do Windrop para obtencéo dos resultados.
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Figura 14:

Interface do Windrop no tratamento dos dados obtidos.
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4 Metodologia

4.1 Reologia de Cisalhamento

As propriedades reoldgicas de cisalhamento foram investigadas utilizando
um redbmetro de cisalhamento interfacial ISR 400 (KSV, Finlandia) equipado com
uma cuba de Langmuir de alta compressao (modelo KN1005 da KSV, Finlandia).
Os modelos de surfactantes pulmonares utilizados foram Survanta (Abbvie,
EUA), de concentracdo 25 mg/mL, e Curosurf (Chiesi, Italia) de concentracéo 80
mg/mL, ambos obtidos comercialmente. As solu¢cbes preparadas em laboratério
foram de DPPC 0,5 mg/mL, utilizando DPPC adquirido da Avanti Polar Lipids Inc.
(Alabaster, AL) e o solvente de espalhamento, o cloroférmio (Sigma-Aldrich,
Brasil), DPPC:DPPG (70:30), utilizando DPPG adquirido da marca xyz (pais) e
DPPC:DPPG:Colesterol (70:20:10).

Inicialmente, a cuba de Langmuir de Teflon® (KSV, Finlandia) de area 587

cm? foi preenchida com 293 mL de &gua destilada deionizada (resistividade de
18,2 Q/cm e pH ~ 6,0) como subfase de um sistema de filtragem Milli-Q (EMD,
Milipore, MA). A cuba e as barreiras foram limpas com agua, acetona e
finalmente com agua ultrapura Mili-Q. Um sugador foi utilizado para limpar poeira
na superficie (ou sugar agua da cuba) e o procedimento foi repetido até que o
sistema fosse suficientemente limpo, gerando uma pressao de superficie menor
gue 1,0 mN/m apds a compressao das barreiras.

Uma solucédo de CaCl2.2H20 foi preparada a partir de 0,24g do sal
adicionado em 1L de agua deionizada Milli-Q. Uma aliquota de 10 pyL desta
solucdo de Ca?* foi adicionada a subfase e as medidas reoldgicas foram
realizadas. Apdés, 10 pL de amostra foram espalhados cuidadosamente ao longo
da cuba gota a gota. Ambas as adicdes foram feitas com auxilio de microseringas
Hamilton limpas com acetona, etanol e agua. O tempo de estabilizacao do filme
foi respeitado através da analise do gréafico de pressao de superficie x tempo (60

minutos para Survanta e 60 segundos para Curosurf) e, no caso do DPPC,
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esperou-se 10 minutos para a evaporacdo do cloroformio. Representacéo

esquematica do equipamento encontra-se na Figura 15.

Fonte de luz

//\\

Calha de
Langumir,

Microscépio
intertivo \

Sensor
Fotodiodo magnetizado

Bobinas de Helmholtz

Figura 15: Representacao esquematica do experimento (BROOKS et al., 1999)

Posteriormente, uma agulha (de 29,40 mm de comprimento, 0,4 mm de
diametro e 0,0080 g de massa) foi posicionada na superficie da agua na regiao
central da cuba. Esta agulha possui uma das extremidades na cor branca, que
foi posicionada no foco da camera de microscopio (Navitar Inc.).

Uma varredura de amplitude de tensao foi realizada em frequéncia
préxima de 0,1 Hz para determinacdo da faixa do Regime Viscoelastico Linear,
0 que significa que a estrutura do filme nao foi alterada. Este fendmeno foi
representado por valores constantes de G’ e G” e termina com um valor critico
ao qual, acima dele, ha variagdo de ambos os médulos.

Apods as barreiras hidrofébicas e simétricas de Teflon® foram fechadas a
uma velocidade de 10 mm/min até que fosse obtida uma presséo de superficie
de 30 mN/m, medida através de uma placa de Wilhelmy de filtro de papel que

toca a interface, conectada a um sensor de pressdo de superficie (KSV Nima
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Ltd., Finlandia). Medicdes em baixas pressfes (de 0 a 10 mN/m) também foram
realizadas e medi¢bes acima de 30 mN/m colapsavam o filme. Apés obtida a
pressdo, uma for¢ca magnética oscilatoria foi aplicada através das bobinas de
Helmholtz, magnetizando a agulha que flutua na interface ar-dgua. O
deslocamento horizontal da agulha foi capturado por meio do microscopio, que
cisalhou o fiime sob uma faixa de frequéncias de 0,5 até 2,0 Hz para
determinacdo dos maédulos elastico (G’) e viscoso (G”) e a amplitude da tenséo
aplicada foi 0,5 V.

A partir destes valores, tand também foi calculada. O equipamento é
disposto sobre uma mesa antivibragcao para minimizar os efeitos vibracionais da
bancada. O experimento foi realizado sob temperatura de 30° C. Os comandos
foram realizados através de interface da cuba com um computador utilizando o
software KSV Server (KSV Nima Ltd., Finlandia).
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4.2 Reologia Dilatacional

Na anélise do modulo viscoelastico dilatacional do Survanta e Curosurf, o
tensibmetro de gota Teclis Tracker — H foi utilizado. Em todas as medicfes, uma
cubeta de quartzo de 25 mL foi utilizada somente como suporte para ejetar a
gota. O controle de formacao da gota e o controle de variacdo de seu volume
foram feitos através da interface do software com o motor acoplado Tracker e as
medicdes iniciaram apos 2 minutos de espera apos a formacéo da gota.

O Survanta também foi extraido diretamente do frasco com auxilio de
seringa e formou-se a gota com 8 puL com variagdo de volume de 10%. As
medic¢des iniciaram apos 1h de espera depois de formada a gota. A gota rompia
em volumes maiores que 8 L e quando a variagdo de seu volume era maior que
10%.

O procedimento foi similar com o Curosurf, com volume da gota de 4 pL
com variacao de 5% e apos a formacao da gota, esperou-se 10 minutos para
garantir que o surfactante aderiu a interface. Volumes maiores que 4 puL e
variacfes de volume maiores que 5% rompiam a gota.

No Windrop, como valores de entrada, foram utilizados a densidade da
gota como aproximadamente da agua (0,99 g/cm?®) e da fase ar = 0,00125 g/cm?.

Com o Survanta, a medicao ocorreu com frequéncia de 0,1 Hz e com o
Curosurf, 0,1 e 0,5 Hz.
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5 Resultados e Discussodes

5.1 Valores de G’ e G” em fungao da frequéncia

Os modulos de armazenamento (G’) e perda (G”) foram determinados na
faixa de 0,5 a 2,0 Hz e cinco medidas foram feitas por frequéncia. A Tabela 4

mostra a média dos valores obtidos para a solugdo de Ca?*.

Freq. (Hz) 0,63 0,8 1 1,26 1,59
G’ (mN/m) 3,3x10* 5,4x10* 7,3x10* 1,1x10°3 1,7x103
G”’(mN/m) | 1,80x10% 3,1x10% 3,7x10* 2,70x10% 5,0x10°

Tabela 4: Valores de G’ e G” na interface ar-agua de uma solucgédo de Ca?* 1,63.10°° mol.L*

Os parametros foram determinados com a solucédo de Ca?* sem amostra
na interface acima da mesma. Tal adicdo de ions Calcio € importante para
simular melhor o ambiente fisiolégico do surfactante, inclusive, para o
funcionamento das proteinas surfactantes nos alvéolos pulmonares. Espera-se
gue a viscoelasticidade aumente com a adicdo das amostras. Desta forma, tal
medicao também funcionou como “branco”.

Nas condicdes de trabalho, a solucdo de Ca?* mostrou-se elastica, tendo
este comportamento agravado com o aumento da frequéncia. Valores muito

baixos (10°) puderam ser detectados pelo equipamento, mostrando sua
sensibilidade. O Grafico 1 mostra os valores de G’ (representado por O) e G”
(representado por A) obtidos na faixa de frequéncia de 0,6 a 1,6 Hz. Nota-se

caracteristica elastica da solugdo em toda a faixa de frequéncia analisada.
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Gréfico 1: G’ (O) e G” (A) para a solugdo de Ca?* de concentracgdo 1,63.10° mol L't na
interface ar/agua.

Com a adicdo de Survanta, novos valores de G’ e G” foram obtidos na
faixa de 0,6 a 1,6 Hz. Foi percebida viscoelasticidade relativamente alta,
conforme ja constatado na literatura (HERMANS, ELINE; BHAMLA, M. S; KAO,
P; FULLER, G. G; VERMANT, 2015). Em toda a faixa de frequéncia de estudo,
seu modulo viscoso € maior que o elastico (justificando seu comportamento
viscoso), sendo a diferenca acentuada sob maiores frequéncias. No Gréfico 2,
nossos resultados (representados pelos simbolos A para G’ e Bl para G”) séao
apresentados juntamente com o resultado da literatura (representados pelos
simbolos A para G’ e O para G”), que mostram o comportamento viscoso do
Survanta também sob baixas frequéncias (HERMANS, ELINE; BHAMLA, M. S;
KAO, P; FULLER, G. G; VERMANT, 2015).

Survanta pode nédo ser ideal sob altas frequéncias respiratorias, visto que
seu modulo viscoso tende a aumentar e seu modulo elastico ser baixo. Tanto
nossos resultados quanto os resultados da literatura (HERMANS, ELINE;
BHAMLA, M. S; KAO, P; FULLER, G. G; VERMANT, 2015) se mostraram no
limite da técnica apresentada pelo manual do instrumento. Sua alta
viscoelasticidade pode ser detectada, inclusive, sob reémetros de cisalhamento
com diferentes geometrias, como o DWR (HERMANS, ELINE; BHAMLA, M. S;
KAO, P; FULLER, G. G; VERMANT, 2015). Entende-se que a quantidade de
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colesterol presente neste surfactante seja uma das responsaveis pela alta

viscosidade como pode ser demonstrado comparando-se amostras de
DPPC/DPPG e DPPC/DPPG/Colesterol a seguir.
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Gréfico 2: G’ e G” do Survanta com nossos dados(A e W) e da literatura (A e O).

Curosurf apresentou comportamento contrario ao Survanta, visto que em

toda a faixa de frequéncia analisada comportou-se elasticamente, sugerindo que

o surfactante possa ter uma interessante aplicacdo em atletas. O baixo médulo

viscoso do Curosurf é cerca de 20 vezes menor que Survanta em altas

frequéncias e o médulo elastico é alto em altas frequéncias. O fato de n&do haver

colesterol em sua composicdo pode ser um dos fatores que leva a alta

elasticidade. O Grafico 3 mostra nossos resultados (representados pelos

simbolos A para G’ e W para G”) e os resultados da literatura (representados
pelos simbolos A para G’) (HERMANS, ELINE; BHAMLA, M. S; KAO, P;

FULLER, G. G; VERMANT, 2015)
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Gréfico 3: Valores de G’ (A para nossos resultados e /A para os resultados da literatura) e
G”(M) do Curosurf. Sob baixas frequéncias, seus modulos elastico e viscoso sao proximos.

O DPPC apresentou comportamento particular em nossos experimentos,
possuindo caracteristicas intermediarias entre Survanta e Curosurf. Sob baixas
frequéncias (menores que 1 Hz), seu modulo viscoso € maior que o modulo
elastico, tendo como resultado aparente o comportamento viscoso. Sob
frequéncias maiores, um comportamento contrario é percebido. No Grafico 4,
nossos resultados (representados pelos simbolos A para G’ e ll para G”) séo
apresentados junto com os resultados obtidos na literatura (representados pelos
simbolos A para G’ e O para G”’) (HERMANS, ELINE; BHAMLA, M. S; KAO, P;
FULLER, G. G; VERMANT, 2015), que também mostraram a caracteristica
viscosa do DPPC sob baixas frequéncias. A ordem de grandeza obtida em
Hermans e colaboradores (2015) por outro lado, foi 100 vezes menor. Mesmo
obtido a frequéncias mais baixas, acreditamos que essa variagcdo se deve a
fatores como caracteristicas da agulha e sensibilidade da técnica para cada

equipamento usado.
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Gréfico 4: G’ e G” do DPPC com nossos dados (A e H) e da literatura (A € O). Percebe-se a
caracteristica viscosa do DPPC em ambos trabalhos e mudan¢a de comportamento sob
frequéncias maiores, com nossos resultados.

Na busca de informacdes sobre a viscoelasticidade de modelos de
surfactantes pulmonares, a mistura DPPC:DPPG parece ser adequada devido a
adicdo de mais um tipo de fosfolipidio, que torna o modelo mais completo. A
adicéo de Colesterol nesta mistura foi realizada para investigar sua contribuicéo
na viscoelasticidade da amostra (e fazer uma comparacdo) com Survanta e

Curosurf). Os médulos G’ e G” foram obtidos conforme mostrado na Tabela 5.

DPPC:DPPG (70:30)

Freq. (Hz) 0,63 1,26 2
G’ (mN/m) 7,0x10% 7,4x1073 9,7x10°3
G”’(mN/m) 1,4x10°2 4,0x10* 4,6x10°3

DPPC:DPPG:COL (70:20:10)

Freg. (Hz) 0,80 1,26 1,59
G’ (mN/m) 3,2x10°3 9,0x103 1,0x102
G’’(mN/m) 3,2x10°3 6,4x10* 1,5x103

Tabela 5: G’ e G” para as misturas de DPPC:DPPG (70:30) e DPPC:DPPG:COL (70:20:10).
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Comparando os dados da Tabela acima com os valores obtidos para o
DPPC, percebe-se que houve aumento da elasticidade da mistura e reducao de
sua viscosidade em toda a faixa de frequéncia estudada somente com adicao de
DPPG. Essa mudanca pode ter sido causada devido a carga do DPPG. A
elasticidade da mistura tornou-se ainda maior que a do Curosurf, surfactante
comercial, que também n&o possui colesterol em sua composicao.

A adicdo de colesterol aumentou cerca de 60 vezes o valor de G”
(responsavel pela viscosidade) da mistura em nossos experimentos. Sob
frequéncias maiores, tal aumento também ocorre, mas nao € tao significativo.
Analogamente, podemos sugerir que o colesterol aumenta a viscosidade de
modelo de surfactante pulmonar (tanto em baixas quanto em altas frequéncias
respiratdrias), ndo sendo o ideal em geral. Mas, por exemplo, deve ser prejudicial
em atletas cujos alvéolos pulmonares expandem-se acima do normal,
necessitando de elasticidade.

A mistura DPPC:DPPG:COL tornou-se mais viscosa que DPPC:DPPG,
aparentando ndo ser um modelo adequado, visto seu aumento de viscosidade.
Para estudos com modelos de surfactantes pulmonares, a mistura DPPC:DPPG
pode ser mais adequada visto que o DPPG aumentou a elasticidade da amostra,
tornando-se mais importante em baixas frequéncias, onde o DPPC mostra
caracteristicas viscosas.

As amostras analisadas possuiam viscoelasticidades suficientemente
altas para serem avaliadas no ISR, estando dentro dos limites de sensibilidade
do equipamento, ndo havendo necessidade dos resultados serem corrigidos
para o arraste da subfase (HERMANS, ELINE; BHAMLA, M. S; KAO, P;
FULLER, G. G; VERMANT, 2015).
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5.2 O Mobdulo Dinamico e o Regime Viscoelastico

Conforme Equacao 13, o médulo G também foi determinado e analisado
de forma dindmica em funcdo da frequéncia de estudo. Nossos resultados
apresentaram-se no regime viscoelastico linear. Assim, aplicando uma
frequéncia mais alta, permitiu-se menores rearranjos moleculares na interface
ar-agua, e, portanto, uma maior resisténcia a deformacéo elastica e viscosa. Este
regime traz maior confiabilidade aos nossos resultados.

Para a solugcdo de ions Calcio e amostras de Curosurf, DPPC,
DPPC:DPPG e DPPC:DPPG:COL, os valores de G variaram linearmente com a
frequéncia. Os Gréficos 5, 6 e 7 (representado por M para nosso G e por A para
G obtido por Hermans e colaboradores, 2015) mostram, respectivamente, 0s
valores de G para a solugdo de ions calcio e amostras de Curosurf, DPPC,
DPPC:DPPG e DPPC:DPPG:COL. A Tabela 6 mostra os resultados para as

duas ultimas misturas.
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Grafico 5: Relagdo entre G da solugédo de Ca?* e a frequéncia.
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Grafico 6: Relagdo entre G do Curosurf e a frequéncia.

0.1 ~

0.01 ~

0.001

G (MmN m?)
[ |
[ |
[ |

0.0001

MQAAA

0.000001 T T T T
0 0.5 1 15 2 2.5

Frequéncia (Hz)

0.00001

Gréfico 7: Relagdo entre G do DPPC e a frequéncia, com nossos resultados (H) e da
literatura (A).
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Freq. (Hz) 0,63 1,26 2

G (mN/m) 1,6x103 7,5x10°3 1,0x107?
DPPC:DPPG:COL (70:20:10)

Freq. (Hz) 0,80 1,26 1,59

G (mN/m) 4,5x103 9,1x10°3 1,0x107?

Tabela 6: Médulo dinadmico interfacial das misturas de DPPC:DPPG com e sem

colesterol. Os valores apresentam-se no Regime Viscoelastico Linear trazendo confiabilidade e

sentido fisico para nossos resultados.

No Gréfico 8, os resultados obtidos sdo mostrados abaixo junto com 0s

dados obtidos em frequéncias mais baixas na literatura. Nossos valores de G

sao representados por A e os dados da literatura, por B (HERMANS, ELINE;
BHAMLA, M. S; KAO, P; FULLER, G. G; VERMANT, 2015). A regressao linear

dos nossos valores de G com a frequéncia ndo apresentou um coeficiente de

correlagdo satisfatorio para se definir como regime viscoelastico linear. A maior

viscoelasticidade medida pode ser justificada pela relativa instabilidade do

Survanta, notada ao longo da experiéncia no nosso laboratério.
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Grafico 8: Relacao entre G do Survanta e a frequéncia, com nossos resultados (A ) e
da literatura (H).

5.3 Valores de tand em funcéo da frequéncia
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Através da Equacédo 19, tand pode ser calculada em funcéo da frequéncia
do experimento. Os Graficos 9, 10, 11 e 12 foram construidos através dos
resultados obtidos e facilitam a visualizagdo do comportamento das amostras
(solugédo de Ca?*, Curosurf, Survanta e DPPC, respectivamente) ao longo da
frequéncia, de acordo com resultados do item 5.1. A Tabela 7 mostra os valores
para as amostras de DPPC:DPPG (70:30) e DPPC:DPPG:Colesterol (70:20:10).

Os célculos obtidos para a amostra de solucédo de Ca?* sdo mostrados no
Gréfico 9. Em toda a faixa de frequéncia estudada, os valores de tand séo
menores que 1, mostrando seu comportamento elastico. Comportamento similar
foi obtido para a amostra de Curosurf, conforme item 5.1, cujos resultados dos

calculos sao mostrados no Grafico 12.
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Grafico 9: tan$ da solugdo de Ca?*, mostrando caracteristica elastica ao longo de toda
a frequéncia estudada.
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Gréfico 10: tand do Curosurf, mostrando sua caracteristica elastica ao longo de toda
faixa de frequéncia estudada.

O comportamento viscoso do Survanta (tand > 1) é percebido ao longo de
toda a faixa de frequéncia de interesse, cujos resultados dos calculos sao
mostrados no Grafico 11. Nota-se o aumento da viscosidade conforme aumenta-
se a frequéncia. O Gréfico 12 mostra os resultados de tans para o DPPC. Com
a mudanca da tand ao longo da frequéncia, pode-se visualizar o ponto em que
este parametro se torna menor que 1, caracterizando visualmente o
comportamento intermediario do DPPC. Desta forma, pode-se visualizar que o

DPPC se apresenta elastico em frequéncias maiores que 1,2 Hz.
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Gréfico 11: tand do Survanta, mostrando sua caracteristica viscosa ao longo de toda a
faixa de frequéncia estudada.
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Grafico 12: tansd do DPPC, mostrando sua mudanca de comportamento (viscoso para
elastico) com o aumento da frequéncia.

A Tabela 7 mostra os valores obtidos de tand para as misturas de DPPC
e DPPG, com e sem Colesterol. Percebe-se que o comportamento intermediario
continua presente na amostra sem Colesterol, apresentando mudanca de
comportamento viscoelastico ao longo da frequéncia e, sob frequéncias mais
altas. Ambas amostras possuem comportamento elastico, mesmo com aumento

no comportamento viscoso da amostra com Colesterol.

DPPC:DPPG (70:30)

Freq. (Hz) 0,63 1,26 2

tand 1,98 0,07 0,47

DPPC:DPPG:COL (70:20:10)

Freq. (Hz) 0,8 1,26 1,59

tand 0,98 0,07 0,14

Tabela 7: tand das amostras de DPPC:DPPG com e sem colesterol.
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5.4 Determinacao da viscosidade complexa (n:)

Conforme Equacéo 5, as viscosidades complexas puderam ser calculadas
a partir dos valores de G’ e G” obtidos dinamicamente com a frequéncia.
Survanta possui viscosidade mais alta que Curosurf, que ndo possui Colesterol
em sua composicao. A adicao de Colesterol a mistura DPPC:DPPG aumentou a
viscosidade.

O Grafico 13 mostra os valores obtidos da viscosidade complexa do

Survanta ao longo da frequéncia. Neste Grafico, nossos valores séo
representados por ® e os obtidos na literatura, em frequéncias menores, sao

representados por o. Estes valores sédo cerca de 10 vezes maiores que 0S
valores do Curosurf. Por isso, a aplicacéo de Survanta pode nédo ser aconselhada
sob condi¢cdes de alta frequéncia respiratéria e, consequentemente, grande
esforco pulmonar. Além de outros fatores nao analisados neste trabalho como a
presenca de outros componentes, a presenca de Colesterol pode ser um dos
motivos da alta viscosidade.
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Grafico 13: Viscosidade complexa do Survanta ao longo da frequéncia de interesse,

com nossos dados (®) e da literatura (O).
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A viscosidade complexa do Curosurf também foi analisada e os resultados
obtidos sdo mostrados no Gréfico 14, cujos valores séo representados por @.
Nota-se valores mais altos sob frequéncias maiores, mostrando que o Curosurf
se torna mais aplicavel sob condi¢des de baixo esfor¢o respiratério. Mesmo com
valores mais altos de viscosidade em maiores frequéncias, os resultados ainda

estdo bem abaixo dos apresentados pelo Survanta (Gréfico 13).
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Gréfico 14: Viscosidade complexa do Curosurf.

O Grafico 15 mostra os valores de viscosidade obtidos para a amostra de
DPPC, com nossos dados experimentais (representados por @) e de Hermans
e colaboradores (representados por O). Este Grafico também contempla os
resultados obtidos por Hermans em pressdo de 20 mN.m, representados por
A . (HERMANS, ELINE; BHAMLA, M. S; KAO, P; FULLER, G. G; VERMANT,
2015). Relativa estabilidade na viscosidade do DPPC é percebida, tanto para
frequéncias mais baixas, quanto para mais altas. Sugere-se que o modelo pode
ser interessante em sua aplicacdo bioldgica pois o alvéolo ndo sofrerd mudanca
significativa de resisténcia do surfactante, independente do seu esforco

respiratdrio.
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Gréfico 15: Viscosidade complexa do DPPC, com nossos dados (@) e da literatura (O
e A)

Os resultados obtidos na andlise da viscosidade complexa das amostras
de DPPC:DPPG (70:30) e DPPC:DPPG:COL (70:20:10) sdo mostrados no
Gréfico 16, representados por e € o, respectivamente. Nota-se maior viscosidade
com a presenca de Colesterol, assim como no Survanta. Para estudos de
surfactantes pulmonares, a amostra sem colesterol pode ser mais interessante,
uma vez que se apresenta mais elastica. Os valores de viscosidade das
amostras de DPPC:DPPG (70:30) e DPPC:DPPG:COL (70:20:10) apresentam-

se bem menores que os de Survanta.
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Grafico 16: Viscosidade complexa das misturas de DPPC:DPPG (70:30) (®) e
DPPC:DPPG:Colesterol (70:20:10) (O).
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5.5 Reologia Dilatacional

b

Survanta e Curosurf foram submetidos a analise dilatacional. Porém,
devido a alta viscoelasticidade destas amostras, ndo foi possivel submeter os
experimentos na frequéncia de interesse (0,5 a 2,0 Hz). Os experimentos com 0
Survanta s6 atingiram a 0,1 Hz e nao foi possivel formar uma gota com volume
adequado (10 pL). Sendo assim, o volume méaximo de 8 L foi obtido, com 10%
de variacdo de volume para a realizacdo da analise dilatacional. Apesar de sua
relativa instabilidade, Survanta apresentou modulos elastico e viscoso estaveis
na interface ar/agua, como mostrado no Gréfico 17. Neste Grafico, os valores de
E’ e E” sdo representados, respectivamente, por A e O; jA o0 médulo dilatacional
€ representado por A. Survanta apresentou comportamento elastico frente a
deformacdao dilatacional. Seu mddulo dilatacional e tand (Grafico 18) mostraram-
se estaveis ao longo do tempo em contato com ar. Apesar de ter apresentado
comportamento viscoso na reologia de cisalhamento, estas informacgdes néo séo
necessariamente confrontaveis, pois as causas das deformacdes séo diferentes
e, consequentemente, a resposta da amostra também sera, inclusive em termos
de estabilidade. (GUSMAN, EDUARDO; TAJUELO, JAVIER; PASTOR, JUAN
MANUEL; RUBIO, MIGUEL ANGEL, ORTEGA, FRANCISCO; RUBIO, 2018).

O Curosurf, por ser mais elastico que Survanta, mostrou-se mais estavel
na interface ar/agua sob maior frequéncia. Desta forma, além do experimento
sob 0,1 Hz também foi feito sob 0,5 Hz. Frequéncias maiores rompiam facilmente
a gota da amostra de Curosurf. Nao foi possivel formar gota com volume de
costume praticado no laboratério, sendo 4 uL o volume maximo obtido, e
variacao de 8% para expansao e contracdo. Foram obtidos valores mais estaveis

sob a frequéncia maior, conforme mostrados nos Gréficos 19, 20 e 21.
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Gréfico 17: Valores de E’ (A) e E” (O) do Survanta, com dados estaveis na interface ar/agua e
apresentando caracteristica elastica e valores de E (A )do Survanta relativamente estaveis em
funcdo do tempo na interface ar/agua.
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Gréfico 18: tand do Survanta na andlise reoldgica dilatacional mostrando seu
comportamento elastico

Os resultados obtidos para a amostra de Curosurf sdo mostrados no

Gréafico 19, tanto em frequéncia de 0,1 Hz (cujo E’ é representado por A e E”,

por O) quanto 0,5 Hz (cujo E’ é representado por A e E”, por m). Este surfactante

se mostrou mais elastico que o Survanta, apresentando maior adequabilidade a
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técnica frente nossas condicbes experimentais. Em ambas frequéncias os
valores de E’ e E” mostraram-se relativamente estaveis na interface, mesmo
apos o envelhecimento da gota (por cerca de 1 minuto). Os resultados néo se
apresentaram suscetiveis a mudanca de frequéncia. Por isso, espera-se que
Curosurf apresente valores parecidos de médulos elastico e viscoso mesmo sob
frequéncias maiores. Sob a frequéncia maior, percebe-se maior estabilidade dos
parametros. Assim, espera-se que o Curosurf seja um bom modelo de estudo

sob frequéncias maiores.
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Grafico 19: Valores de E’ e E” para Curosurf sob frequéncias 0,1 (representados pelos
simbolos vazios) e 0,5 Hz (representados pelos simbolos cheios). Sob a frequéncia maior,
nota-se maior estabilidade do Curosurf, que possuia varia¢do de volume mais rapida. Nao

foram obtidos valores muito discrepantes entre tais frequéncias.

O Gréfico 20 foi construido com os valores do modulo dilatacional do
Curosurf obtidos em frequéncias de 0,1 (representado por A) e 0,5 Hz (A). Sob
a frequéncia maior também se percebe maior estabilidade deste parametro ao
longo do tempo. Assim, espera-se que o Curosurf seja um bom modelo de
estudos frequéncias respiratérias mais altas, devido a manutencdo de seus

parametros reoldgicos.
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Gréfico 20: Modulo dilatacional do Curosurf em fungéo do tempo sob frequéncias de 0,1 (A) e
0,5 Hz (A). ApGs formada a gota, esperou-se 1 minuto para as medicdes e sob a frequéncia

maior, E mostrou-se mais estavel.

O Grafico 21 foi construido a partir dos valores obtidos no Gréfico 19,

conforme Equacédo 19. Os valores de tand calculados para a frequéncia de 0,1

Hz foram representados por O, e 0s valores para a frequéncia de 0,5 Hz, por @.

Novamente, percebe-se maior estabilidade do parametro sob a frequéncia maior,

cujos modulos E’ e E” mostraram-se estaveis ao longo do tempo na interface

ar/agua.
0.2
@)
0.1
o ° o ) [ o o () [
c O
S O o
0 A O 0]
O
'0.1 T T T T T
0 20 40 60 80 100
Tempo (s)

Grafico 21: tand do Curosurf na reologia dilatacional, sob frequéncias de 0,1 (O) e 0,5 Hz (@)
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6 Conclusoes

Nesta dissertacao, as propriedades reolégicas interfaciais dos modelos de
surfactante pulmonar foram obtidas por meio das técnicas de cisalhamento
(rebmetro de cisalhamento interfacial) e dilatacional (tensibmetro de gota). Desta
forma, os modulos elastico e viscoso (tanto de cisalhamento, quanto
dilatacionais) foram obtidos e analisados, assim como a viscosidade complexa.

Os experimentos da reologia de cisalhamento foram realizados nas
condicOes de presséo de superficie de 30 mN/m e temperatura de 28° C. Nestas
condi¢bes, Survanta apresentou comportamento viscoso, Curosurf apresentou
comportamento elastico e o DPPC apresentou comportamento intermediario,
sendo viscoso em baixas frequéncias (< 1 Hz) e elastico em maiores frequéncias.
A adicao de DPPG ao DPPC aumentou sua elasticidade e reduziu sua
viscosidade sob baixas frequéncias.

A influéncia do colesterol no modelo de surfactante pulmonar
(DPPC:DPPG (70:30)) sob altas frequéncias também foi analisada, indicando um
aumento da viscosidade da mistura. Por isso, sugere-se que o0 modelo
simplificado DPPC:DPPG (70:30) possa ser mais interessante do que
DPPC:DPPG:Colesterol (70:20:10). Em atletas, cuja frequéncia respiratoria €
alta, o colesterol pode prejudicar a atividade do surfactante pulmonar. Também,
no desenvolvimento de novos modelos comerciais, € encontrado em Nnosso
estudo que o colesterol pode ser prejudicial para 0 comportamento elastico do
surfactante pulmonar. O Gréfico da tand foi construido, facilitando a visualizagéo
do comportamento das amostras ao longo da frequéncia e do tempo.

A viscosidade superficial das amostras foi determinada, sendo a do
Survanta a maior das amostras analisadas, na faixa dos 102 mN/m, enquanto
Curosurf e DPPC possuem viscosidades na faixa dos 10 mN/m. A adicdo de
DPPG e Colesterol ao DPPC aumentaram a viscosidade da amostra, em
especial neste ultimo, considerando como principal nho aumento da parcela
viscosa nas amostras neste estudo.

A técnica do rebmetro de cisalhamento interfacial mostrou-se sensivel o
suficiente para nossas medi¢cdes, ndo sendo necessaria nenhuma troca de

geometria do sensor durante os experimentos. Porém, a técnica mostrou-se
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limitada quanto a atingir a faixa de presséo de superficie de 50 a 70 mN m™,
colapsando os filmes a partir de 30 mN/m.

O tensibmetro de gota ndo se mostrou tdo aplicavel para estudar os
surfactantes pulmonares nas condi¢des do experimento. Tendo em vista a alta
viscoelasticidade das amostras, ndo se pode formar a gota em volume ideal de
trabalho (em torno de 10 pL) e com variacdo ideal de volume para o estudo

(10%), nem se variar a frequéncia para valores maiores que 0,5 Hz.
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7 Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras, sugere-se testar a reprodutibilidade da técnica
de cisalhamento, com amostras de surfactantes pulmonares de lotes diferentes
e analisar a variabilidade destas amostras. Aléem disso, seria interessante o
estudo em condigBes mais proximas da fisiologia pulmonar (cuja pressdo de
superficie é entre 50 e 70 mN m e a temperatura préxima de 36,5° C).

Pela experiéncia do laboratdério, o Survanta mostra-se mais instavel que o
Curosurf. Por isso, sugere-se analisar essa diferenca de estabilidade com testes
rotineiros. Também seria interessante estudar a reologia de cisalhamento das

amostras com sensores de diferentes geometrias.
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