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RESUMO 

NANOCARREADORES LIPOSSOMAIS CONTENDO A LECTINA 

BVL: INFLUÊNCIA DE POLÍMEROS GLICOSILADOS NA 

DINÂMICA MOLECULAR 

Autora: Marinalva Cardoso dos Santos 

Orientadora: Vânia Rodrigues de Lima 

Co-orientador: Alexandre Dal-Bó 

 

Rio Grande, 21 / 08  / 2017. 

 

Neste estudo foram investigadas e caracterizadas as interações de um sistema 

lipossomal contendo lipídio, polímero glicosilado e proteína lectina, extraída de Bauhinia 

variegata, denominada BVL, que possui propriedades farmacológicas. O sistema 

lipossomal estudado foi constituído por fosfolipídios presentes na asolecitina de soja 

(Aso), onde foi inserido o novo polímero modificado, o docosanato de β-D-glicosil-

PEG900, cuja porção glicosil era constituída por glicosídeos do tipo manose ou galactose, 

para avaliar diferenças na interação da proteína com estes monossacarídeos e efeito na 

estabilidade do sistema. Assim, as interações moleculares do sistema lipossomal foram 

caracterizadas pelas técnicas infravermelho com transformanda de Fourier com 

reflectância total atenuada horizontal (HATR-FTIR), calorimetria de varredura 

diferencial (DSC), espectroscopia no ultravioleta visível (UV), espalhamento dinâmico 

de luz (DLS), potencial zeta (ζ), ressonância magnética nuclear de 1H (RMN de 1H), e de 

31P (RMN de 31P). Ambos os polímeros, docosanato de β-D-Manose-PEG900 e docosanato 

de β-D-Galactose-PEG900 ao serem incorporados em seus distintos sistemas lipossomais 

permitiram maior estabilidade. Ao inserir a BVL no lipossomo composto por tais 

polímeros, respectivamente, propiciou diferentes interações. 

 

 

 

 

  

Palavras chaves: lipossomos; polímeros; lectina; interações moleculares 
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ABSTRACT 

 

LIPOSOMAL NANOCARRIERS CONTAINING THE LECTIN 

BVL: THE INFLUENCE OF GLYOSILATED POLYMERS IN 

MOLECULAR DYNAMICS 

Author: Marinalva Cardoso dos Santos 

Advisor : Prof. Drª. Vânia Rodrigues de Lima 

Co-Advisor : Prof. Dr. Alexandre Dál-Bó 

Rio Grande,  21 / 08  / 2017. 

 

This study investigated and characterized the interactions of a liposomal system 

containing lipid, glycosylated polymer and a lectin protein, called BVL, which has 

pharmacological properties. The liposomal system was composed of phospholipids 

present in soybean asolecithin (Aso), where the new modified polymer, β-D-glycosyl-

PEG900 docosanate, whose glycosyl moiety was composed of glycosides of the mannose 

or galactose type, was inserted. Evaluate differences in the interaction of the protein with 

these sugars and effect on the stability of the system. The lectin incorporated into this 

system was extracted from Bauhinia variegata. Thus, the molecular interactions of the 

liposomal system containing lipid, polymer and lectin were characterized by techniques 

Fourier transform infrared spectroscopy  whith horizontal attenuated total reflectance 

(HATR - FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), visible ultraviolet spectroscopy 

(UV), dynamic light scattering (DLS), zeta potential (ζ),  nuclear magnetic resonance of 

1H (1H NMR), and 31P (31P NMR). Both polymers, docosanate β-D-Manose-PEG900  and 

docosanate  β-D-Galactose-PEG900 when incorporated in liposomal systems allowed 

greater stability when inserting the BVL in the liposome composed of such polymers, 

respectively, provided different interactions. 

 

 

 

 

 

Keywords: liposomes; polymer; lectin; molecular interactions 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O sistema de liberação prolongada de substâncias ativas é considerado uma forma 

eficiente de baixa toxidade, pela qual o fármaco é disponibilizado no organismo 

EGBARIA et al., 1991). Entretanto, o desenvolvimento e a investigação de novas formas 

de transporte de substâncias ativas no organismo, envolve a consideração de diversas 

barreiras anatômicas a serem ultrapassadas. Dentre estas, cita-se a barreira 

hematoencefálica, determinante para entrada de fármacos no cérebro, em função de seus 

tamanhos, e lipofilicidades (BARENHOLZ, 2012). Neste contexto, torna-se muito 

importante a biocompatibilidade do sistema de liberação prolongada de fármaco (SESSA 

et al., 1968; MERTINS et al., 2009). Assim sendo, nas últimas décadas, destacam-se os 

estudos baseados em nanocarreadores lipídicos, tais como os lipossomos (LASIC, 1993; 

SANTOS et al., 2002). 

Os lipossomos são carreadores lipídicos que transportam substâncias ativas a 

células, tecidos ou órgãos-alvo. Na ausência de uma substância ativa encapsulada, os 

lipossomos umidificam a pele, melhorando a sua elasticidade e a função de barreira de 

tecidos (ULRICH et al., 2002). 

Este sistema carreador foi estudado inicialmente por Alec Bangham e 

colaboradores (BANGHAN et al., 1965; SANTOS et al., 2002). Foi estabelecido na 

década de 60 e desde os anos 80, vem sendo comercializado como fonte para a entrega 

de fármacos em tecidos específicos (LIS et al., 1998; EGBARIA et al, 1991; KLÜPPEL 

et al., 2007). Os lipossomos podem minimizar os efeitos colaterais de substâncias ativas, 

pois evitam que estas se desloquem a células e tecidos saudáveis, e que podem prolongar 

o tempo de ação associado a uma dose das mesmas no organismo (BATISTA et al., 2007; 

ULRICH et al., 2002). Atualmente entre os sistemas transportadores disponíveis, os 

lipossomos, ocupam uma posição de destaque. De acordo com Ghosh & Bachhawat 

(1995), os lipossomos atuam como imunomoduladores, com ação imunoadjuvante, 

ativando macrófagos, ou atuando sobre outras células do sistema imunológico, tais como 

os linfócitos. Podem ser administrados por via oral, intravenosa, ocular, pulmonar ou 

dérmica (KLÜPPEL et al., 2007). 

Os lipossomos são carreadores lipídicos altamente versáteis, podendo sua 

composição ser manipulada em função dos requisitos farmacêuticos e farmacológicos. 

Visando-se o avanço das aplicações terapêuticas associadas aos lipossomos, a inserção 

de proteínas nos mesmos, tais como lectinas, são estudadas como substâncias ativas e 
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vetorizadores do sistema (FU et al., 2011). Lectinas possuem propriedades 

farmacológicas tais como anti-inflamatórias, antivirais e antitumorais. Estas proteínas 

podem melhorar o funcionamento do sistema imunológico, quando associados a sistemas 

de carreadores como os lipossomos, e assim agir diretamente contra vírus, inflamações, 

ou associados no tratamento ou prevenção de câncer (ROLLENHAGEM et al., 2001; 

SHARON et al., 1993; TIMOSHENKO et al., 2001). Adicionalmente, as lectinas 

possuem a capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarídeos e glicoproteínas, 

por se ligarem específica e reversivelmente a determinados carboidratos (SHARON et 

al., 1993).  

Estas propriedades favorecem uma função vetorizante da proteína quando inserida 

em uma matriz lipossomal, ou seja, a lectina pode contribuir no sistema de entrega de 

outra substancia ativa em um tecido específico (FU et al., 2011). Assim, matrizes 

lipossomais constituídas por lectinas extraídas de plantas como a Bauhinia variegata, a 

BVL, são investigadas intensamente em função da sua diversidade e a sua vasta aplicação 

na área medicinal.  

Um desafio relacionado às interações moleculares entre lectinas e lipídios, 

presentes nos lipossomos, é a estabilidade do sistema e a estabilidade deste no organismo 

(LIM et al., 2008). Existe a captura precoce dos lipossomos pelo sistema fagocitário 

(atuação dos macrófagos que são células de grandes dimensões do tecido conjuntivo, ricos 

em lisossomos que fagocitam, ou seja, realizam a digestão de elementos estranhos ao 

corpo) bem como a força de atração de Van der Walls ou eletrostática da proteína que 

pode variar em função da composição lipossomal, fazendo com que essa não permaneça 

em interação com o sistema durante o transporte no organismo (BATISTA et al., 2007; 

ULRICH et al., 2002).  

 De forma a aumentar os sítios de reconhecimentos nos lipossomos pela lectina e 

aumentar sua estabilidade, e consequentemente sua permanência e circulação no 

organismo, pode-se inserir como componente do sistema, polímeros glicosilados (LIM et 

al., 2008). Dal-Bó e colaboradores (2011, 2012) propuseram um polímero composto por 

glicídio e um modificador covalente do tipo polietileno glicol (PEG), o docosanato de β-

D-glicosil-PEG900. O uso deste polímero, aumenta o tempo de meia-vida do lipossomo 

no organismo, diminui a sua toxicidade e protege as vesículas dos atritos ao passar pelos 

poros das membranas (AWSTHI et al., 2004; BARENHOLZ, 2012; FRÉZARD et al., 

2005; LIM et al., 2008). Variando-se o tipo de açúcar no polímero, varia-se também as 

forças de interação entre a BVL e o polímero, influenciando assim suas atrações/repulsões 
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com o sistema lipossomal. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, investigaram 

as interações de um sistema lipossomal contendo asolecitina de soja (Aso), BVL e o 

polímero docosanato de N-acetil-β-D-glicosaminil-PEG900. A BVL interagiu com as 

porções colina e carbonila, tendo desordenado a região hidrofóbica lipídica e tal 

comportamento foi relacionado com a estabilidade e vetorização do sistema (SANTOS et 

al, 2016). Com base no estudo supracitado, este trabalho foi desenvolvido para variar o 

tipo de monossacarídeo no polímero, e assim as forças de interação entre a BVL e os 

respectivos polímeros, para compreender e aprimorar a estabilidade e eficiência do 

sistema lipossomal.  

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Investigar e caracterizar as interações moleculares de sistemas lipossomais 

baseados em asolecitina de soja (Aso), de novos polímeros com distintas porções 

glicosiladas, docosanato de β-D-Manose-PEG900e docosanato-β-D-Galactose-PEG900, na 

ausência e na presença de BVL extraída de Bauhinia variegata, BVL.  

 

2.2. Objetivos específicos 

Produzir lipossomos de Aso contendo: 

• Polímero docosanato de β-D-Manose-PEG900. 

• Polímero docosanato de β-D-Galactose-PEG900. 

• Polímero docosanato de β-D-Manose-PEG900 e BVL. 

• Polímero docosanato de β-D-Galactose-PEG900 e BVL.  

Caracterizar a localização preferencial tanto dos polímeros quanto da BVL no 

sistema lipossomal, bem como seus efeitos nos graus de hidratação e ordem da membrana 

por análises de infravermelho com transformada de Fourier com reflectância total 

atenuada horizontal (FTIR- HATR), por estudo de deslocamento de frequência variação 

das larguras das bandas de estiramento axial de picos lipídicos à 75% da sua altura. 

Caracterizar e monitorar o efeito dos polímeros e da BVL no que tange: 

• A turbidez do sistema lipossomal, através de análises de espectroscopia de 

ultravioleta visível (UV-Vis); 

• O estado de fase de lipossomos, através de análises de temperatura de transição 

de fase (Tm), obtidas por calorimetria de varredura diferencial (DSC); 
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• Tamanho dos lipossomos por espalhamento de luz dinâmico (DLS) e 

distribuição de cargas na membrana, através de medidas de potencial zeta (ζ); 

• A velocidade rotacional de regiões da membrana, através das medidas de tempo 

de relaxação longitudinal (T₁) de núcleos específicos dos lipídios, através de ressonância 

magnética nuclear de hidrogênio (RMN ¹H), bem como através de medidas da anisotropia 

do deslocamento químico do grupo fosfato lipídico, obtido por RMN de fósforo (RMN 

31P). 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Lipossomos 

3.1.1. Definição e composição da membrana lipossomal 

 

  Por definição, lipossomos são vesículas esféricas, formadas por uma ou várias 

bicamadas concêntricas de lipídios de natureza anfótera, sendo constituídos por uma fase 

externa contendo um sistema de membranas fosfolipídicas e uma fase interna constituída 

por um meio aquoso (Figura 1), onde a região polar dos lipídios está representada por 

bola e a região hidrofóbica, por caudas) (LEHNINGER et al., 2000). 

Os lipossomos podem ser aplicados como carreadores de fármacos ou substâncias 

ativas hidrofílicas e/ou hidrofóbicas, a serem direcionadas a tecidos específicos. Os 

lipossomos são estruturados por um ou uma mistura de lipídios (s) idênticos ou similares 

aos presentes na membrana celular, o que favorece sua biocompatibilidade (CAMPBELL 

et al., 2009; LEHNINGER et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática de lipossomos- Adaptado 

de https://pbs.twimg.com/media/DCxn99xU0AAgnKi.jpg  
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Os lipídios podem ser classificados entre dois grupos principais: (i) os que 

possuem anéis aromáticos fundidos, denominado de esteróides e (ii) os que possuem 

compostos de cadeia aberta, com região polar e apolar, sendo denominados 

triacilgliceróis, esfingolipídios, fosfolipídios e os glicolipídios (CAMPBELL et al., 

2009). Dentre estes últimos, os fosfolipídios, principalmente as fosfatidilcolinas, são 

responsáveis pela manutenção da estrutura em bicamada lipídica da membrana celular 

(LEHNINGER et al., 2000).  

Os fosfolipídios são formados por uma molécula de ácido fosfórico, que pode 

formar ligações ésteres com glicerol ou álcool (Figura 2). Em função da sua natureza, 

alguns dos lipídios que podem fazer parte na formação das bicamadas vesiculares 

lipossomais estão citadas no quadro abaixo (Quadro 1). Onde R1 e R2 são alguns 

exemplos de cadeias de ácidos graxo. A variação em números de átomos de carbono 

presentes na cadeia de ácidos graxos, determinam entre outros fatores a formação 

(diâmetro e bicamadas) das vesículas lipossomais (HOPE et al., 1986).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Exemplificação de fórmula estrutural de lipídio, utilizados 

na preparação de lipossomos 
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Os fosfolipídios são compostos anfifílicos, ou seja, possuem em sua estrutura uma 

região polar hidrofílica (iônica ou não), e uma região apolar, hidrofóbica que em geral 

são compostas por uma ou duas cadeias de hidrocarbonetos (que podem conter ou não 

insaturações). Estas características, permeiam fosfolipídios de fontes naturais e 

fosfolipídios sintéticos (CAMPBELL et al., 2009).  

As fosfatidilcolinas são os fosfolipídios mais utilizados para a obtenção dos 

lipossomos (Figura 3 (a)). Dentre suas fontes naturais de extração (animal ou vegetal), 

cita-se principalmente da gema de ovo, grãos de soja e gérmen de trigo. Estão também 

presentes em cerca de 25% em associações fosfolipídicas, como a Asolecitina de soja 

(Aso), juntamente com outros fosfolipídios como a fosfatidiletanolamina (Figura 3 (b)), 

fosfatidilinositol fosfato (Figura 3 (c)).   

 

 

 

 

R1, R2 

Cadeia de ácido graxo 

Nomenclatura e abreviatura 

CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7-(O)- Dioleilfosfatidilcolina (DOPC) 

 

CH3-(CH2)12-C(O)- Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) 

 

CH3-(CH2)14-C(O)- 

 

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) 

 

CH3-(CH2)16-C(O)- Diestearoillfosfatidilcolina (DSPC) 

Quadro 1: Exemplo de fosfolipídios utilizados na preparação de lipossomos 
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A fosfatidilcolina possui sua região polar composta por um grupo colina 

(N+(CH3)3), com carga parcialmente positiva, e por um grupo fosfato (PO2
-) com carga 

parcialmente negativa (Figura 4, em destaque vermelho). Uma região de interface tendo 

um grupo éster (R’-COOR’’) (Figura 4, em destaque azul) e duas cadeias longas de 

hidrocarbonetos (CH), na denominada região apolar, que podem ser insaturadas ou não 

(Figura 4, em destaque verde).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Por apresentar um cabeça polar com uma carga positiva e outra negativa, as 

fosfatidilcolinas são moléculas classificadas como anfóteras ou “zwitteriônicas” 

(MEYRS, 1999). 

A presença de fosfatidilcolina em uma mistura de vários lipídios como a Aso, 

proporciona ao lipossomo o aumento da capacidade de retenção de substâncias. Suas 

diferentes cadeias de hidrocarboneto, variantes em tamanho, possibilitam irregularidades 

Figura 3: Fórmula estrutural da fosfatidilcolina (a), fosfatidiletanolamina 

(b) e fosfatidilinositol fosfato (c). 

Figura 4: Fórmula estrutural de fosfatidilcolina. Ilustração de porção 

polar, interface e apolar do lipídio. 
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para acomodar os fármacos ou substâncias ativas que serão acrescidos a este sistema 

(ULRICH et al., 2002). 

 

3.1.2. Organização dos lipossomos 

 

Há diversas formas dos lipídios organizarem-se nos lipossomos, ou seja, 

diferentes modos de empacotamento lipídico que ocorrem de acordo com a estrutura da 

molécula. A formação dos lipossomos dá-se a partir de fosfolipídios de cadeia dupla, 

associados a um solvente orgânico e uma pequena parcela de água, o que propicia a 

organização de estruturas em bicamadas (lamelares), em qualquer concentração. 

Entretanto, ao reduzir-se o comprimento da cadeia apolar dos fosfolipídios para números 

de carbono igual ou menor que doze, a formação de estruturas micelares, será 

predominante na suspensão obtida a partir da mesma preparação citada anteriormente 

(SÁNCHEZ et al., 2013). 

As estruturas vesículares podem variar desde de micelas (pequenos agregados), 

até estruturas altamente organizadas como os lipossomos, que podem ter graus de  ordem 

molecular variadas. As condições experimentais e os constituintes, determinam as fases 

lipídicas, como a fase lamelar ou bicamada (Figura 5 (a)), entre outras fases como por 

exemplo a micela esférica e a micela esférica invertida (Figura 5 (b) e (c)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Fases dos lipossomos- (a) fase lamelar ou bicamada, (b) micela 

esférica, (c) micela esférica inversa - Adaptado de SÁNCHEZ et al., 2013. 
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Dentre as técnicas que podem ser usada para a identificação das fases polimórficas 

dos lipossomos, destaca-se a técnica de calorimetria de varredura diferencial (DSC), a ser 

discutida posteriormente (GHOSH, 1988; SÁNCHEZ et al., 2013). 

 

3.1.3. Classificação dos lipossomos 

 

Os constituintes da membrana lipossomal, bem como o número de bicamadas 

lipídicas e o diâmetro, influenciam as propriedades físico-químicas dos lipossomos 

(BATISTA et al., 2007).  

Dependendo das características estruturais dos seus constituintes, os lipossomos 

são classificados em:  

i) Convencionais, contendo fármacos hidrofílicos na fase aquosa dos 

lipossomos (Figura 6 (A)) ou fármacos lipofílicos adsorvidos ou inseridos 

em regiões específicas da bicamada lipídica (Figura 6 (B)).  São exemplos 

os lipossomos compostos por Aso, podendo esta ser associada ou não com 

colesterol. In vivo, são rapidamente removidos da circulação, pelo sistema 

fagocitário (VERMURI et al., 1995). 

ii) De longa circulação, contendo um polímero hidrofílico na superfície 

(Figura 6 (D)), tal como o polietileno glicol (PEG) (SAGRISTÁ et al., 

2000; TORCHILIN et al., 2005). In vivo, os polímeros que revestem a 

superfície da membrana lipossomal aumentam o tempo de circulação no 

organismo, pois retardam o reconhecimento pelos macrófagos (células de 

grandes dimensões do tecido conjuntivo, ricos em lisossomos, que 

fagocitam elementos estranhos ao corpo; os macrófagos derivam dos 

monócitos do sangue e de células conjuntivas ou endoteliais). Isto porque 

previne a associação com as opsoninas no plasma. Opsoninas são 

moléculas que agem como facilitadoras de ligação no processo de 

fagocitose. Revestem substancias (ou microorganismos) estranhas ao 

organismo aumentam a capacidade de englobamento das mesmas por parte 

dos fagócitos.  

iii) Sítio-específicos, são lipossomos que possuem ligantes acoplados a sua 

superfície, cuja função é distribuir seletivamente o fármaco no sítio 

desejado (Figura 6 (E)). As vesículas lipossomais sítio-específicas, 

podem ser formadas por fosfatidiletanolamina e colesterol, ou PEG, em 
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função de conterem grupos hidroxílas. Estes atuam como ligantes de 

reconhecimento de, por exemplo, os anticorpos, glicopeptídeos e lectinas. 

Dentro desta classe de lipossomos sítio-específicos, temos:  

a) Imunolipossomos (Figura 6 (F)), que possuem ligantes como as 

imunoglobulinas e seus fragmentos, que proporcionam o aumento do 

acúmulo de fármacos nas células e tecidos alvo. 

b) Carreadores de proteínas e peptídeos (Figura 6 (G)), cuja superfície 

é formada por compostos biologicamente ativos de origem proteica 

(subunidade proteica) ou peptídica, como hormônios. 

c) Virossomos (Figura 6 (H)), contendo hemaglutinina na superfície, que 

funciona como um direcionador. A hemaglutinina liga-se a resíduos de 

ácido sialíco na membrana das células. Este sistema lipossomal, 

proporciona maior intensidade nos efeitos benéficos das vacinas 

encapsuladas, com liberação específica do antígeno. 

iv) Lipossomos polimórficos, que são lipossomos, cuja reatividade é 

aumentada pela modificação da estrutura da membrana lipídica, quando 

submetidos a variações de potencial hidrogeniônico (pH), temperatura ou 

carga eletrostática. Sendo assim, esta classe é subdividida, de acordo com 

a sensibilidade a uma destas variações, em:  

a) Lipossomos sensíveis ao pH, são sensíveis ao pH, e geralmente 

compostos por fosfatidiletanolaminas insaturadas.  

b) Lipossomos termo-sensíveis, são formados por mistura de lipídeos 

sintéticos, como a DPPC, que possuem uma temperatura de transição 

de fase (Tm), alguns graus acima da temperatura fisiológica.  

c) Lipossomos catiônicos (Figura 6 (C e I)), ou aniônicos, são 

classificados de acordo com a carga de superfície da membrana 

lipídica. Os lipossomos catiônicos são os mais frequentemente 

utilizados na terapia gênica humana, visto que o ácido 

desoxirribonucleico (DNA) possui uma carga efetiva negativa, e 

interage com os lipossomos catiônicos através de interações 

eletrostáticas.  
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Quanto ao tamanho os lipossomos podem variar entre 20 nanômetros (nm) e 

dezenas de micrômetros (µm). O tamanho é definido pelo método de obtenção dos 

mesmos (HOPE et al., 1986). Quanto ao número de bicamadas, são divididos em 

unilamelares quando possuem uma única bicamada e quando apresentam mais de uma 

bicamada, são classificados como multilamelares.  

 Em função do tamanho e número de bicamadas, são denominados de: 

i) Vesículas multilamelares grandes (MLVs - "Multilamellar Large 

Vesicles"), é o modelo mais clássico apresentado nos estudos com 

lipossomos, tendo produção rápida e imediata. Seus diâmetros variam 

entre 400 nm e 3.500 nm e possuem diversas bicamadas lipídicas. Estudos 

de tempo de meia-vida com MLVs de tamanhos entre 200 e 400 nm, e 

composições lipídicas idênticas, demonstraram que as MLVs de maiores 

concentrações lipídicas, foram removidas do sangue mais rapidamente do 

que as vesículas menores (LAVERMAN et al., 1999). Vesículas MLVs 

em geral, são utilizadas como modelos para estudos relacionados a 

propriedades estruturais e termodinâmicas das membranas ou como 

carreadores para aplicações tópicas. 

ii) Vesículas oligolamelares (OLVs - “Oligolamellar Vesicles”); 

apresentam tamanhos entre 100 e 500 nm, com 2 ou 6 bicamadas lipídicas. 

Sendo assim, podem ser subdivididas em vesículas oligolamelares 

Figura 6: Classificação dos lipossomos quanto às 

características estruturais de seus constituintes. Adaptado de 

BATISTA et al., 2007. 
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pequenas (SOVs, Small Oligolamellar Vesicles) com diâmetros entre 20 

nm e 50 nm, vesículas oligolamelares grandes (LOVs, large oligolamellar 

vesicles) e vesículas oligolamelares gigantes (GOVs, giant oligolamellar 

vesicles), 

iii) Vesículas unilamelares grandes (LUVs - "Large Unilamellar 

Vesicles"). As LUVs possuem tamanhos iguais ou superiores a 100 nm. 

As vesículas de diâmetro entre 100 e 200 nm, atravessam os poros das 

membranas, e por isso tem sido um dos modelos mais utilizados como 

carreador (BARENHOLZ, 2012). Permite carrear o máximo de 

substância ativa para ser liberada gradualmente no tecido específico, 

reduzindo o tempo de administração do fármaco, melhorando assim a 

biodistribuição. 

iv) Vesículas unilamelares pequenas (SUVs- “Small Unilamellar 

Vesicles”), à semelhança das SOVs, com diâmetro de 20 a 50 nm, 

diferenciando-se no número de lamelas, contêm uma única bicamada. As 

SUVs são usadas para estudos de superfície, porém são 

termodinamicamente instáveis (sujeitas a processos de agregação e 

fusão). 

v) Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs - “Giant Unilamellar 

Vesicles”) com dimensões superiores a 1000 nm, pode chegar a dezenas 

de μm (LAOUINI et al., 2012; TYRRELL et al., 1976). Este tamanho é 

comparável à de uma célula eucariota (entre 10 a 100 μm de diâmetro). 

As GUVs são modelos membranares que por conter propriedades que 

podem ser observadas por microscopia óptica, são usados para estudos 

referentes à elasticidade de membrana, por exemplo. 

 

3.1.4. Interações moleculares e dinâmica lipossomal 

 

As bicamadas fosfolipídicas das membranas são mantidas por interações de Van 

der Waals tais como as interações dipolo-dipolo, e por interações hidrofóbicas. Tais 

interações refletem em diferentes movimentos da membrana lipossomal, em nível 

vibracional, rotacional e translacional. Tal dinâmica é afetada pela presença de 

substâncias exógenas ao lipossomo, e pode ser monitorada por diferentes técnicas 
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instrumentais. Neste item, cada movimento da dinâmica molecular será discutido seguido 

de explanação sobre a técnica instrumental que pode ser usada para monitorá-lo. 

 

3.1.4.1. Interações com água 

 

As moléculas de água que estão disponíveis para fazer interações com os lipídios 

presentes na vesícula lipossomal, encontram-se de quatro (4) formas; livres, aprisionadas, 

fracamente ligadas, e as que estão firmemente ligadas ocupando a camada de hidratação 

principal ou ocupando a camada de hidratação interna (TEXTER, 2001). 

O efeito hidrofóbico dos metilenos, durante o método de preparo lipossomal em 

solvente aquoso, resulta no aumento de entropia (S) dos lipídios, o que permite que haja 

um processo espontâneo de formação das vesículas. Quando um sistema sofre uma 

mudança de estado (entalpia (H), temperatura (T) e S), a energia livre de Gibbs (G) se 

altera (equação 1). 

Assim, a influência do efeito hidrofóbico durante a preparação de lipossomos, 

como um processo termodinâmico, ocorre de forma a diminuir G. As moléculas se 

arranjam de forma a minimizar o contato da cadeia apolar com a água.  Este processo de 

agregação lipídica espontânea, permite maior mobilidade ao movimento das moléculas, 

originando agregados termodinamicamente mais estáveis (ATKINS et al., 2008; 

MOURITSEN et al., 1994).  

 

G = H – TS      (equação 1) 

 

 A equação 1 descreve informações importantes da reação química e da 

temperatura de transição de fase (Tm) (ATKINS et al., 2008), que ocorre no sistema 

lipídico e discutida mais a adiante. 

 

3.1.4.2. Movimentos vibracionais lipídicos: estudos na dinâmica molecular 

da membrana fosfolipídica, por infravermelho com transformanda de 

Fourier com reflectância total atenuada horizontal (HATR-FTIR). 

 

As moléculas tais como os lipídios, vibram constantemente de diferentes formas. 

Dentre estas, destacam-se os estiramentos axiais (ou angulares (. Os estiramentos 

envolvem uma variação continua na distância interatômica ao longo do eixo da ligação 
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entre dois átomos. Já, as vibrações de deformação são características de variações do 

ângulo entre duas ligações, tais como as deformações angulares do tipo: balanço no plano, 

tesoura no plano, sacudida fora do plano e torção fora do plano (SKOOG et al., 1998).  

A partir de uma curva de energia potencial característica de uma molécula 

diatômica, é possível observar no mínimo da curva, onde a energia potencial pode ser 

próxima de uma parábola, ou seja, próximo do comprimento da ligação no equilíbrio (Re) 

(Figura 7) (ATKINS et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com base nesta informação, tem-se a equações 2 e 3 que fornece a energia 

potencial da molécula em relação a constante de força de ligação (K). Quanto mais rígida 

for a ligação, maior será a constante da força, pois mais inclinadas estarão as paredes da 

curva de potencial (ATKINS et al., 2011).  

 

𝑉 =  
1

2
𝐾𝑋2 

Onde, 

𝑋 = 𝑅 − 𝑅𝑒 

   

Utilizando a série de Taylor (suporte matemático), para ver a relação citada 

anteriormente, entre a forma da curva de energia potencial da molécula e o valor de K é 

permissível expandir a energia potencial em torno do ponto de mínimo da curva (equação 

4).  

equação 2 

equação 3 

Figura 7: Representação da curva da energia potencial de uma 

molécula e de uma parábola. Adaptado de ATKINS et al., 2011. 
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V0 , pode ser igualado a zero. A primeira derivada de V é zero no ponto de mínimo. 

O primeiro termo diferente de zero é proporcional ao quadrado do deslocamento e assim 

pequenos deslocamentos podem ter todos os termos de ordem superior ignorados 

(Equação 5) (ATKINS et al., 2011).  

 

 

V(X) = V(0) + (
𝑑𝑉

𝑑𝑋
)0 X + ½ (

𝑑2𝑉

𝑑𝑋2)0 X
2 

 

V(X) ≈ 
1

2
 + (

𝑑2𝑉

𝑑𝑋2)0 X
2 

 

Sendo assim, a curva de energia potencial da molécula é a de um potencial 

parabólico (equação 6) (ATKINS et al., 2011). 

 

K = 
1

2
 + (

𝑑2𝑉

𝑑𝑋2)0  

 

A K será, portanto, grande quando a curva de energia potencial for muito aguda 

(fechada) nas vizinhanças do mínimo, e K será pequena quando for aberta nas vizinhanças 

do mínimo. 

As restrições na ligação molecular são refletidas nos modos vibracionais das 

ligações (ATKINS et al., 2011). Os grupos lipídicos fosfato e colina, presentes nas regiões 

polares, bem como o grupo carbonila presente na interface, podem interagir com o meio 

aquoso por interações eletrostáticas e/ou por ligações de hidrogênio, o que define o grau 

de hidratação nas respectivas regiões. O grau de hidratação influencia os modos 

vibracionais moleculares. Outro fator que influencia as vibrações moleculares lipídicas é 

a isomerização trans-gauche, ocorrente nas cadeias hidrocarboneto dos lipídios 

(MORENO et al., 2009). As variações nas quantidades destes confôrmeros, influência na 

liberdade de movimento vibracional ou torção das cadeias acíl lipídicas (CASAL et 

al.,1980).  

As vibrações são responsáveis pela absorção na região do infravermelho do 

espectro eletromagnético (ATKINS et al., 2011), sendo assim as interações moleculares 

em uma membrana lipossomal, podem ser estudadas a nível vibracional, através da 

técnica de HATR-FTIR, discutida a seguir. 

equação 4 

equação 5 

equação 6 
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Estudos de modos vibracionais lipídicos por HATR-FTIR, a técnica de 

espetroscopia de infravermelho permite a identificação estrutural e o estudo de dinâmica 

molecular de diversos compostos e complexos, sejam estes orgânicos ou inorgânicos.  

Esta técnica permite investigar a composição de uma amostra, através de uma variação 

no momento dipolar de suas ligações. Uma amostra em contato com a radiação 

eletromagnética na região do infravermelho, sofrerá interferência nas rotações e vibrações 

das ligações covalentes aumentando a sua amplitude (BARBOSA et al., 2008; 

SILVERSTEIN et al., 2012).  

A teoria ondulatória e a teoria corpuscular complementam-se para descrever a 

natureza da radiação eletromagnética. A radiação eletromagnética possui propriedades de 

partículas e de ondas, e assim podem ser descritas por sua frequência (ν) e por seu 

comprimento de onda (λ) (BARBOSA et al., 2008; SILVERSTEIN et al., 2012). A teoria 

ondulatória descreve a formação da radiação eletromagnética a partir de um campo 

elétrico perpendicular a um campo magnético, onde ambos oscilam e se propagam. A 

velocidade desta oscilação no vácuo corresponde à velocidade da luz (c), correspondente 

a 2,997925 x108 m s-1.  

A frequência é correspondente ao número de ciclos ou número de onda por 

segundo. O número de onda é uma grandeza física inversamente proporcional ao 

comprimento de onda (λ ≈ 2,5-16,7 μm) (VOLLHARDT & SCHORE, 2013) e pode ser 

definido por: 

 

ῡ = c/λ             (equação 7)  

 

A quantidade de número de onda (ν) é uma medida do número de ciclos ou número 

de ondas que passa a cada segundo em um determinado ponto, ou seja, a frequência da 

radiação. Como não é conveniente trabalhar com valores numéricos de ordem de grandeza 

em ciclos por segundo, ficou definido uma quantidade denominada número de onda que 

é proporcional a frequência e a energia, sendo, portanto, um valor recíproco e a unidade 

é dada em cm-1 (VOLLHARDT & SCHORE, 2013). 

 

ῡ = 1/λ              (equação 8)  
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As mudanças de energia associadas às absorções variam entre 10 Kcal mol-1 a 42 

KJ mol-1. 

A teoria corpuscular descreve a radiação eletromagnética como sendo formada 

por fótons ou quanta. De acordo com Planck, Bohr e Einstein (BARBOSA et al., 2008), 

a energia associada a uma radiação eletromagnética (E) é proporcional a sua frequência. 

A constante de Planck (h) corresponde ao valor de 6,6242x10-27 J/s.  

 

E = h ν             (equação 9) 

 

Combinando as equações de ambas as teorias (Equação 7 e 9), tem-se a Equação 

10. 

 

E = h c / λ     (equação 10) 

 

 Cada modo vibracional de energia para um determinado grupo funcional é 

relacionado a um pico de absorção ou transmitância em determinada frequência no 

espectro de IV.  

O espectro de infravermelho é comumente dividido em regiões de acordo com a 

faixa de número de onda, onde a radiação eletromagnética será absorvida pelos grupos 

funcionais da molécula.  A região do espectro denominada de infravermelho médio 

compreende o número de ondas entre 4000 a 400 cm-1 e é amplamente utilizada pelos 

químicos orgânicos. Apresenta bandas de absorção porque para cada mudança de nível 

vibracional, ocorre uma série de transições rotacionais que vão depender da geometria 

molecular, das massas dos átomos, além da forma da superfície de energia potencial da 

molécula (SILVERSTEIN et al., 2012). Tal característica, permitirá identificar grupos 

funcionais específicos de uma molécula, bem como compreender a sua dinâmica, visto 

que esta é influenciada por movimentos rotacionais, translacionais e referentes a colisões 

no seu ambiente (LEE & CHAPMAN, 1986). 

Para que ocorra mudanças de estado vibracional ocorrida em função da absorção 

ou emissão de radiação, o momento de dipolo elétrico da molécula tem que sofrer uma 

variação quando os átomos forem deslocados uns em reação aos outros, sendo ativas, 

portanto no infravermelho. As vibrações inativas no infravermelho, são referentes as 

moléculas que suas vibrações não afetam o momento de dipolo da molécula, como por 

exemplo, o movimento de estiramento de uma molécula diatômica homonuclear, com 
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exceção para o N2, que possui pelo menos um modo de vibração que provoca alteração 

no momento de dipolo (ATKINS et al., 2011) 

A Figura 8, representa um modelo de ligações entre dois átomos, com massas 

desiguais em uma mola que oscila (“vibra”) com uma certa frequência. A frequência das 

vibrações de dois átomos, depende das forças das ligações entre eles e seus pesos 

atômicos. Esta força é a denominada Lei de Hooke. Como as ligações se comportam como 

molas, é possível aplicar esta Lei, para determinar a frequência das vibrações (BARBOSA 

et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Lei de Hooke é descrita conforme a equação 11, onde ῡ é a frequência, c é a 

velocidade da luz, K é uma constante que indica a tenacidade da mola e m1 e m2 é uma 

função de massa dos dois átomos envolvidos na ligação (VOLLHARDT & SCHORE, 

2013). 

 

ῡ = 𝐾√𝑓
(𝑚1 + 𝑚2)

𝑚1𝑚2
 

 

 

Esta equação sugere que cada ligação de uma molécula tem uma absorção 

específica no espectro de infravermelho, porém a interpretação deste tipo de espectro, é 

um pouco mais complexa, visto que as moléculas que absorvem luz infravermelha não 

sofrem apenas deformações axiais, mas também deformações angulares, bem como as 

combinações delas. As vibrações angulares possuem em geral intensidade mais fraca, 

superpõem-se a outras absorções e podem produzir padrões mais complicados. As 

vibrações de ligações polares fornecem bandas fortes de absorção no infravermelho, 

(equação 11) 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema representativo para a excitação vibracional de uma 

ligação. Molécula formada por dois átomos distintos de massa 

desiguais em uma mola que oscila. Adaptado de VOLLHARDT & 

SCHORE, 2013 
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enquanto que as absorções associadas com ligações apolares, podem ser fracas ou estar 

ausentes (VOLLHARDT & SCHORE, 2013).    

O espectro de infrevermelho pode ser obtido por modos de FTIR como a HATR. 

Este modo destaca-se por ser não-invasivo, por apresentar maior precisão nas medidas de 

números de ondas (≈ 2 cm-1), com resolução de até 4 cm-1, e por demandar menores 

quantidades de amostra nas análises. A HATR possibilita também o aumento da razão 

sinal /ruído (BARBOSA et al., 2008). Por este modo, a amostra é depositada em um 

cristal altamente polido, com um alto índice de refração como o seleneto de zinco (ZnSe). 

Um feixe de radiação de infravermelho é incidido neste cristal, de forma que a luz seja 

refletida internamente no mesmo (Figura 9), e parte desta luz é transmitida, e denominada 

onda evanescente. Esta onda evolui para além do cristal, de modo a interagir com a 

amostra sem danificá-la. Quando a amostra absorve determinado comprimento de onda 

evanescente, ocorre uma atenuação do feixe cujo comprimento de onda corresponde às 

bandas de absorção no infravermelho. As posições de absorção, associadas a excitação 

vibracional dos átomos em torno de suas ligações, dependem do tipo de grupo funcional, 

e o espectro de infravermelho exibe um padrão único para cada substância 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como dito anteriormente, a técnica de HATR- FTIR permite o monitoramento das 

interações moleculares em uma membrana lipossomal, em nível vibracional. Através da 

análise dos espectros de HATR-FTIR, pode-se obter parâmetros como o grau de 

hidratação e ordem molecular de grupos funcionais de regiões especificas lipídicas, tais 

como a região polar (hidrofílica) de interface e região apolar (hidrofóbica) (MANTSCH 

et al., 1991). 

Para se obter informações quanto o grau de hidratação e mobilidade de grupos 

funcionais presentes na membrana lipídica, em função da presença de uma substância 

exógena, deve-se observar a variação do número de onda e a variação de largura à 75% 

Figura 9: Ilustração do cristal de ZnSe. Adaptado de 

http://rtilab.com/techniques/ftir-analysis/   
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da altura dos picos de absorção referente aos estiramentos axiais dos grupos funcionais, 

tais como o estiramento assimétrico do grupo colina (νas N
+(CH3)3) na faixa de absorção 

próxima a 970 – 974 cm-1; o estiramento assimétrico do grupo fosfato (νas PO2 
- ), na faixa 

de absorção de 1260 – 1220 cm-1; o estiramento do grupo carbonila (ν C=O), na faixa de 

absorção de 1725 – 1740 cm-1; o estiramento simétrico do grupo metileno (νs CH2), 

próximo a faixa de absorção 2850 cm-1; e o estiramento assimétrico do grupo metileno 

(νas CH2), próximo a faixa de absorção de 2920 cm-1 (MORENO et al., 2010). 

Quanto ao deslocamento de número de onda referente ao νas N
+(CH3)3, este pode 

refletir as comunicações intermoleculares com o grupo fosfato (νas PO2
-) do lipídio mais 

próximo (lipídio vizinho), ou com interações dipolo-dipolo com moléculas de água. O νas 

N+(CH3)3 também pode ser influenciado pela interação da membrana com  substâncias 

exógenas (MORENO et al., 2009).   

O grupo fosfato lipídico assim como o grupo carbonila, interage com a água ou 

com uma substancia ativa por interações eletrostáticas e/ou ligações de hidrogênio. O 

aumento do seu grau de hidratação pode ser indicado pelo deslocamento do número de 

onda do νas PO2
- para menores valores e vice-versa (CHEN et al., 2008; MORENO et al., 

2010; KORKMAZ et al., 2005; SEVERCAN et al., 2005). 

Para a análise do comportamento da cadeia de hidrocarbonetos (região apolar) 

lipídica, sabe-se que o número de onda de νs CH2 e νas CH2 estão associados à presença 

de ligações trans e gauche, e consequentemente ao estado de fase lipídico (LEE et al., 

1986). Quando os lipídios estão em uma fase mais ordenada, de menor mobilidade 

molecular, e ocorrendo maior presença de ligações hidrocarbonetos em conformação 

trans, as bandas dos estiramentos dos metilenos ocorrem em valores de número de onda 

menores (LEWIS et al., 1998). As cadeias acilo estão organizadas entre si de uma forma 

paralela, e são estabilizadas por interações de Van der Waals (NAGLE 1980). Quando os 

metilenos da cadeia hidrofóbica lipídica sofrem transição para um estado mais fluido, há 

um aumento da presença de ligações hidrocarboneto do tipo gauche. Ocorre a diminuição 

das interações de Van der Waals, o que origina um aumento da distância entre os lipídios 

e uma diminuição da organização das cadeias acilo (NAGLE 1980). Os valores de número 

de onda das bandas de estiramento dos metilenos aumentam (MANNOCK et al., 2010). 

O aumento da largura da banda de estiramento de um grupo específico presente 

no lipídio, reflete um aumento da dinâmica molecular, e vice-versa (TOYRAN et al., 

2003).  
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As informações providas por análises de HATR-FTIR permitem a obtenção de 

dados importantes tais como, a localização da substância ativa na membrana lipossomal, 

o grau de hidratação e mobilidade molecular, que podem influenciar em outros 

parâmetros do sistema como a cinética de liberação. 

 

3.1.4.3. Movimentos rotacionais lipídicos: estudos na dinâmica molecular 

da membrana fosfolipídica, por ressonância magnética nuclear (RMN 1H 

e RMN 31P) 

 

A dinâmica rotacional de uma molécula lipídica está representada na Figura 10, 

apontando a rotação sobre o eixo (D‖‖), a rotação restrita do eixo (wobble) e reorientação 

interna (KLAUDA et al., 2008). Esta última pode ser exemplificada através da 

reorientação do fosfato tetraédrico com respeito as moléculas presentes no glicerol 

(DUFOURC et al., 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O tempo de correlação (é definido como o tempo necessário que o núcleo de 

hidrogênio leva para girar em um radiano em torno do próprio eixo. Reflete o movimento 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Modelo pararepresentar a dinâmica de lipídio ao longo do eixo 

(rotação do eixo), descrito por D‖‖: rotação restrita ao longo do eixo (wobble) e 

D┴ a reorientação interna. β, é o ângulo médio entre o vetor de interesse (em 

verde escuro) e o eixo longo (D‖‖) do lipídio. A bicamada normal é mostrada em 

marrom. A extensão média de ondulação lipídica e reorientação interna do 

vetor é representada pelo discomaior, em verde e azul, respectivamente. Uma 

trajetória hipotética é projetada no disco maior para ilustrar o bamboleio. 

Adaptado de KLAUDAet al. (2008). 

Figura 10: Modelo para representar a dinâmica de lipídio ao longo do eixo 

(rotação do eixo), descrito por D‖‖: rotação restrita ao longo do eixo (wobble) e 

D┴ a reorientação interna. β, é o ângulo médio entre o vetor de interesse (em 

verde escuro) e o eixo longo (D‖‖) do lipídio. A bicamada normal é mostrada em 

marrom. A extensão média de ondulação lipídica e reorientação interna do vetor 

é representada pelo disco maior, em verde e azul, respectivamente. Uma 

trajetória hipotética é projetada no disco maior para ilustrar o bamboleio. 

Adaptado de KLAUDA et al., 2008. 
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rotacional molecular e quando aplicado a estudos de dinâmica de membranas, é 

influenciado pela estrutura lipídica e pelo empacotamento do meio. No caso dos grupos 

lipídicos, o valor é influenciado por interações dipolares do grupo com hidrogênios 

vizinhos; para o grupo fosfato, interações com hidrogênios presentes no grupo glicerol e 

com o grupo colina, bem como pela anisotropia de deslocamento químico (CSA, do inglês 

chemical shift anisotropy) são também fatores determinantes (KLAUDA et al., 2008). 

Em estudos de dinâmica molecular de membranas, estudos de relaxação e CSA fornecem 

informações importantes sobre regiões específicas dos lipídios e podem ser monitorados 

por ressonância magnética nuclear de 1H e de 31P, discutidas a seguir. 

Espectroscopia de ressonância magnética nuclear - A espectroscopia de RMN 

1H, foi desenvolvida para estudar as propriedades de núcleos atômicos na década de 40, 

mas foi em 1951 que esta técnica foi implementada para estudos de compostos orgânicos. 

Isto foi possível por os compostos orgânicos apresentarem núcleos com estados de spin 

de + 1/2 e -1/2. Os núcleos de hidrogênios foram os primeiros a serem estudados, dai, a 

designação de “RMN”– ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H). 

Surgiram mais tarde estudos relacionados a outros núcleos magnéticos, como por 

exemplo a espectômetria de RMN 31P (SEELIG, 1978). 

Quase todos os elementos químicos possuem um isótopo com um núcleo atômico 

que possui um momento magnético (M), quando submetido a um campo magnético 

externo, o núcleo é excitado na sua frequência de precessão (ν0), a frequência que define 

a quantidade de giros do núcleo por segundo; e o mesmo será desviado do seu estado de 

equilíbrio (MILHAUD, 2004; SILVERSTEIN et al., 1991). O núcleo gira e tende a 

alinhar-se a favor ou contra o campo de maior magnetismo. Mais energia é então 

necessária, para um próton alinhar-se contra o campo, do que a favor dele. Prótons que 

se alinham a favor do campo magnético, estão no estado de spin α de menor energia, e os 

que se alinham contra o campo, estão em estado de spin β de maior energia. Um número, 

maior de núcleos encontram-se no estado de spin α, do que spin β. Esta diferença de 

populações é o que permite que a ressonância nuclear propicie os espectros de RMN. 

A radiação requerida está na região de radiofrequência (rf) do espectro 

eletromagnético e é denominada radiação rf. 

A energia necessária para a transição que ocorre dos spins é pequena (“excitação” 

dos spins). Quando os núcleos relaxam, ou seja, retornam ao seu estado fundamental, 

emitem sinais eletromagnéticos, cuja frequência depende da diferença de energia (ΔE) 

entre os estados de spins α e β. O espectrômetro de RMN detecta esses sinais e os 
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apresenta como um registro de frequência do sinal versus sua intensidade. Isto é possível, 

por os núcleos estarem em ressonância com a radiação de rf. A ressonância refere-se ao 

giro do núcleo entre os estados de spin α e β em resposta a radiação de rf. 

A constante de Planck, é a constante de proporcionalidade que relaciona ΔE e ν. 

A equação 12 exprime a diferença de energia entre os estados de spins (ΔE), que depende 

da frequência de operação do espectrômetro, o qual depende da força de B0 medida em 

tesla (T) e de razão giromagnética (y). A razão giromagnética é uma constante que 

depende do momento magnético (tipo de núcleo particular). O próton (H) por exemplo, 

tem um valor de y de 2,675 x 108 T-1s-1.  

 

∆𝐸 = ℎ𝜈 = ℎ
𝑦

2𝜋
 𝐵ₒ 

 

Cancelando a constante de Planck em ambos os lados da equação, temos que  

 

𝜈 =  
𝑦

2𝜋
 𝐵ₒ 

 

 

Os espectros de RMN permitem ajustes de diferentes fontes de radiação em 

diferentes frequências, para que outros espectros de RMN de diferentes tipos de núcleos 

sejam averiguados, como o RMN 31P. 

Nos Espectrômetros de pulso com transformada de Fourier (FT), o campo 

magnético é mantido constante e um pulso curto de duração de rf, excita os spins (estado 

de ressonância) de todos os prótons simultaneamente. Após estar em contato com o 

campo magnético externo, serão incididos e absorvidos no núcleo numerosos pulsos de 

radiação de rf. No intervalo entre os pulsos, os elétrons retornam ao equilíbrio (em um 

processo denominado relaxação), produzindo um sinal de decaimento da indução livre 

(FID, do inglês Free Induction Decay), em uma frequência correspondente a ΔE. A 

intensidade do sinal cai à medida que os núcleos perdem energia que ganharam do pulso 

de rf (SILVERSTEIN et al., 1991; SKOOG et al., 1998). O espectro de RMN é então 

obtido pela coleta de informações do computador (por meio de operações matemáticas, 

FT), que converte o sinal de FID (resultante das relaxações) de intensidade versus 

frequência, que pode ser convertida em valores de deslocamento químico. 
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Os processos de relaxação podem ser do tipo spin-rede (ou longitudinal, R1) e 

relaxação spin-spin (ou transversal, R2). O processo de relaxação spin-rede, está associada 

ao retorno do núcleo para seu estado fundamental, após a transferência da energia por 

toda a rede molecular, enquanto que a relaxação spin-spin, o retorno ocorre via 

transferência de energia entre spins. A partir de R1 e R2, pode-se calcular os tempos de 

relaxação longitudinal (T1) e transversal (T2), respectivamente (SILVERSTEIN et al., 

2005). 

Ao analisar sistemas como os lipossomos, averígua-se a mobilidade das 

membranas fosfolipídicas, através das medidas de T1 associados com o tempo de 

correlação, visto que ambos refletem movimentos rotacionais influenciados por 

interações dipolo-dipolo com núcleos vizinhos (LASIC, 1998). Quando se emite pulsos 

de rf no RMN em diferentes intervalos de tempo, esse núcleo muda de eixo de rotação, e 

quando cessam essas emissões de rf, o núcleo tende a relaxar. Este tempo que ele leva 

para relaxar é denominado de T1 (SKOOG et al., 1998; SILVERSTEIN et al., 2005). 

O T1 varia segundo o ambiente químico do núcleo em análise. Por isto, em um 

experimento para determinação do T1, os tempos de intervalos entre pulsos são variados, 

para garantir que se obtenha a relaxação completa do núcleo. A este experimento chama-

se, sequência de pulsos com recuperação da inversão. 

Na região polar lipídica é possível estudar a mobilidade dos hidrogênios presentes 

no grupo colina, enquanto que na região apolar, a mobilidade é indicada pela análise dos 

hidrogênios da cadeia de hidrocarbonetos, por estudos de RMN 1H (LEPORE et al., 

1992). 

 Estudos que correlacionam T1 e está descrito no gráfico representado na Figura 

11, onde se percebe um ponto de mínimo que separa duas regiões. Em uma delas o T1 é 

inversamente proporcional ao , sendo típico dos sistemas de baixa mobilidade, tal como 

MLVs . Assim, se uma substância exógena produz a redução do valor de T1 de um núcleo 

presente no lipossomo, isto é um indicativo de que a mesma provocou um aumento da 

sua mobilidade e vice-versa. Na segunda região, existe proporcionalidade entre T1 e , 

típico de sistemas de alta mobilidade, como SUVs e micelas (DE LIMA et al., 2007). 
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Enquanto os ensaios de RMN 1H podem fornecer informações sobre a relaxação 

do grupo colina, os ensaios de RMN 31P fornecem informações quanto CSA da região do 

fosfato dos fosfolipídios que constituem a membrana lipossomal (GHOSH, 1988; 

SÁNCHEZ et al., 2013). Uma vez que os lipídios em membranas biológicas são 

predominantemente fosfolípidos, a RMN 31P é uma ferramenta usada para estudar o 

movimento e a orientação média do grupo fosfato (SEELIG, 1978). 

As medidas de CSA, fornecem parâmetros sobre a ordem e mobilidade do grupo 

fosfato nas membranas fosfolipídicas. As formas dos espectros de RMN 31P, são 

indicadores do estado da fase da membrana lipossomal (SÁNCHEZ et al., 2013). Assim, 

a forma da linha do espectro está associada aos fatores relacionados com os movimentos 

rotacionais, sendo influenciada pela CSA dos núcleos de fósforo (Figura 12 (a)), assim 

como interações com outros núcleos, por exemplo, interações dipolares entre o 

hidrogênio (moléculas de água) e o fósforo (Figura 12 (b)) (GHOSH, 1988). 

 

 

Figura 11: Gráfico de Medidas de T1 em função do tempo (s), 

para sistemas lipossomais de alta mobilidade e baixa mobilidade 
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A fim de compreender e interpretar os diferentes espectros obtidos, usa-se como 

referência os modelos propostos por Pfeiffer (PFEIFFER et al., 2012), a partir dos 

espectros de RMN 31P dos lipossomos. Um pico típico de 31P de um fosfato presente em 

uma bicamada lipídica é largo com um ombro em campo baixo e um pico em campo alto 

(Figura 13 (a)). Quando os lipídios estão em fase micelar ou indicam um estado fluído 

líquido cristalino (SEELIG, 1978), resultam em um espectro simétrico (Figura 13 (b)). 

Na bicamada o movimento das moléculas lipídicas é anisotrópico enquanto que as 

estruturas micelares mostram um comportamento isotrópico (SÁNCHEZ et al., 2013). 

 

 

Figura 12: Representação esquemática de espectro de RMN 31P, quanto 

a anisotropia do deslocamento químico dos núcleos de fósforo. (a) 

núcleo de fósforo e (b) núcleos de fósforo com interações com 

moléculas de água. Adaptado de GHOSH, 1988. 
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 Ao incorporar uma substância ativa em um sistema lipossomal, pode haver 

mudanças na forma do espectro como ilustrado na Figura 14. A Figura 14 (a) representa 

o limite de rede rígida em que o grupo fosfato está completamente restrito. A adição de 

pequenas quantidades de água, induz um movimento lento de reorientação (tumbling) do 

segmento fosfato, que conduz aos espectros correspondentes as Figura 14 (b) e (c). As 

mudanças espectrais de um grupo fosfato lipídico dependem não apenas da taxa de 

reorientação, ao inserir-se uma substância exógena por exemplo, na membrana, mas 

também dos detalhes do processo de reorientação (difusão, mecanismo “de salto”). As 

membranas quando em estado fluido, apresentam rotação rápida das moléculas lipídicas 

em torno de um eixo perpendicular (SEELIG, 1978). Isto reduz os valores de CSA, 

quando comparado a membranas em estado de fase mais ordenado. A CSA é refletida na 

largura do pico de RMN, quanto mais fino menor a CSA e por consequência, mais móvel 

o grupo fosfato. O oposto é válido para grupos fosfatos lipídicos com movimentação 

rotacional restrita, onde os picos de RMN 31P apresentar-se-ão mais largos.  

 

 

 

Figura 13: Modelos espectrais de movimentos anisotrópicos (a) típico 

de bicamada lipídica ou de fase lamelar e movimentos isotrópicos (b), 

típico de micelas ou estado fluido de líquido cristalino. Adaptado de 

PFEIFFER et al., 2012. 
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3.1.4.4. Movimentos vibracionais e rotacionais lipídicos 

 

Na Espectroscopia de Ultravioleta-visível (UV-Vis) as faixas de energias 

envolvidas nas regiões do ultravioleta e do visível, estão relacionadas à diferença entre os 

estados vibracionais e rotacionais que as moléculas podem apresentar (PAIVA et al., 

2010; SKOOG et al., 1998). A região do ultravioleta visível ocorre na faixa de λ de 400 

nm a 800 nm, com energia correspondente em torno de 72 kcal.mol-1 a 36 kcal.mol-1, 

respectivamente. A região do ultravioleta do espectro é na faixa de 200 nm a 400 nm com 

energias correspondentes de 150 kcal.mol-1 a 72 kcal.mol-1, respectivamente. 

Os ensaios de UV-Vis podem ser usados para medidas a absorbância (turbidez) 

de amostras. Valores maiores de absorbância sugerem um ordenamento do 

empacotamento molecular da amostra, sendo maiores, portanto, os seus valores de 

turbidez. Valores menores de absorbância, sugerem um desordenamento quanto ao 

empacotamento molecular da amostra, tende à um estado mais fluido. Menores serão 

então, os valores de turbidez (SOUSA et al., 2013). 

A absorção da radiação ultravioleta ou visível excita os elétrons da molécula, 

dando origem às chamadas transições eletrônicas. A energia de transição eletrônica 

envolvida entre os estados eletrônicos de energia ocorre na faixa de 200 a 400 nm, como 

mencionado anteriormente. Nestas transições os elétrons de valência são promovidos de 

seu estado fundamental (estado normal) para estados de mais alta energia (estado 

Figura 14: Movimento anisotrópico do deslocamento químico da região do fosfato 

dos fosfolipídios (118,5 MHz) de lipossomos de 1,2 dipalmitoloil-sn-glicero-3-

fosfocolina a 15 °C: (a) rígido, sem adição de H2O, (b) e (c) perda da rigidez, adição 

de 6% e 7% de H2O, respectivamente. Adaptado de SEELIG, 1978. 



53 
 

excitado). De maneira geral, o tempo no estado excitado é da ordem de 10-8 s sendo que 

em seguida, o excesso de energia é emitido na forma radiativa (luminescência, 

fosforescência) ou na forma não-radiativa (sem reemissão de luz) (PAIVA et al., 2010; 

SKOOG et al., 1998). 

A absorção pelos compostos orgânicos e inorgânicos é relacionada com uma 

deficiência de elétrons na molécula. Nos inorgânicos o comprimento de onda de absorção 

das transições “d-d” depende do metal envolvido, do número de grupos coordenados, da 

basicidade, dos átomos doadores e da geometria dos grupos coordenados (SKOOG et al., 

1998). 

Nos compostos orgânicos os que possuem dupla ligação absorvem fortemente no 

ultravioleta remoto. Os compostos que possuem ligações simples e duplas 

alternadamente, chamadas de ligações conjugadas, produzem absorção em comprimentos 

de ondas maiores. Quanto mais extenso for o sistema conjugado, mais longos serão os 

comprimentos de onda absorvidos, podendo chegar à região do visível. 

Os valores de turbidez indicam, portanto, a fluidez da membrana lipossomal 

(HOPE et al., 1986) e também pode averiguar o tamanho e estabilidade dos lipossomos 

(MAZA et al., 1994; MAZA et al., 1996).  

 

3.1.4.5. Parâmetros translacionais: temperatura de transição de fase (Tm) 

dos lipossomos e seus efeitos na membrana fosfolipídica – Estudos por 

calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

 

A viscosidade da membrana lipídica é descrita pela sua fluidez. Se a temperatura 

da membrana for mantida em torno de 37 °C, alguns lipídios estarão em um estado fluido. 

Se diminuir-se gradualmente a temperatura, as bicamadas dos mesmos sofrerão uma 

mudança. Os lipídios são convertidos desta forma de um estado líquido para o gel. Ocorre 

assim uma transição de uma fase em função de um gradiente de temperatura (Figura 15) 

(LASIC, 1993; NEW, 1990). A temperatura de transição de fase, Tm (do inglês main 

transition temperature) é definida como a temperatura em que há presença de 50% de 

lipídio em estado gel e 50% em estado fluido (DE LIMA et al., 2010).  A Tm dos 

fosfolipídios que compõem os lipossomos depende da natureza do seu grupo polar, bem 

como do comprimento e grau de insaturação das suas cadeias acíclicas. A Tm é, portanto, 

específica para cada lipídio. Geralmente a Tm aumenta com o aumento do tamanho das 

cadeias apolares e diminui com o grau de insaturação (NEW, 1990). Para misturas de 
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fosfolípidios, presentes em membranas de composição homogênea, o valor de Tm, 

compreende um intervalo de temperaturas. Por exemplo, em misturas de fosfatidilcolinas, 

as Tm podem variar de valores negativos a valores superiores a 60°C. Este valor delimita 

a temperatura mínima necessária para que a água se insira nos lipídios para formar os 

lipossomos. A presença de substâncias exógenas, pode alterar a Tm do (s) lipídio (s) 

componentes dos lipossomos (ATKINS et al., 2008). 

A transição da fase gel para a fase fluída, é um processo endotérmico, 

acompanhado por uma variação de entalpia (ΔH), requerida para quebra de ligações de 

Van der Waals. 

Acima da Tm, as moléculas de lipídios e suas caudas hidrofóbicas estão livres 

para mover-se em certas direções, mantendo uma certa ordem. Abaixo da temperatura de 

transição de fase, o movimento das moléculas é bastante restrito, e toda a bicamada pode 

ser descrita como gel cristalino. 

Para um designo dos lipossomos a serem usados em uma terapia, é apropriado 

escolher lipídios que apresentem uma Tm superior à temperatura fisiológica, para que 

quando administrado no organismo, mantenha uma cinética de liberação do fármaco 

reduzida, pois estarão mais ordenados (fase gel), visto que as amplitudes dos movimentos 

lipídicos de rotação são reduzidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As análises relacionadas às transições de fase nos lipossomos, são frequentemente 

estudadas por Calorimetria de varredura diferencial (DSC), como “fusão” do estado 

gel, para o estado cristal líquido. 

Estudo da temperatura de transição de fase por DSC (do inglês differential 

scanning calorimetry, DSC), constitui uma técnica térmica e analítica que fornece 

informações detalhadas sobre as propriedades físicas e energéticas de uma substância. 
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Análises realizadas através de DSC têm sido amplamente descritas no estudo das 

interações intermoleculares entre fármacos e adjuvantes, sendo de grande utilidade em 

estudos de pré-formulação (HOHNE et al., 1996S; CHAFFZICK et al., 2003). São 

aplicados, também na elucidação da forma de associação/organização de substâncias 

ativas e componentes integrados a carreadores lipídicos como polímeros e proteínas 

(CASTELLI et al., 1997). 

Os parâmetros termodinâmicos da transição principal de fase em membranas 

lipídicas, podem ser analisados pela variação de energia na transição de fase gel para 

fluida, a partir da relação entre um gradiente de temperatura e o fluxo de calor em função 

do tempo (CASTELLI et al., 1997). Para tal, a diferença entre o fluxo de calor da amostra 

e a de um material de referência, é detectada usando-se células de alumínio, submetidos 

a um gradiente de temperatura (McELHANEY et al., 1982; BILTONEN et al., 1993).   

Em aparelhos de DSC por fluxo de calor, as células de alumínio são aquecidas por 

uma única fonte de calor (Figura 16). Se a amostra sofrer algum tipo de modificação em 

sua estrutura, o sinal correspondente a média de variação de temperatura (ΔT), é obtido 

como uma diferença de potencial elétrico (Watts, W) (McELHANEY et al., 1982). Este 

procedimento, portanto, utiliza o recurso termoelétrico para medir a ΔT, entre os 

recipientes de referência e amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inicialmente, a ΔT entre a referência e a amostra é nula. A amostra e a referência 

são aquecidas a uma taxa de aquecimento fixa. Quando ocorre uma transição de fase ou 

um rearranjo molecular na amostra, a ΔT terá valor diferente de zero, em função de uma 

Figura 16: Representação esquemática do método 

experimental para análises de DSC 
 



56 
 

variação na distribuição do estado energético da mesma (Figura 16), gerando os picos no 

espectro de DSC. Os picos podem ser exotérmicos ou endotérmicos. Os eventos 

exotérmicos ocorrem quando a amostra liberar energia na forma de calor durante algum 

processo termodinâmico. A amostra estará em um estado mais energético e transitará para 

um estado mais estável, ou de menor energia. Os eventos endotérmicos serão gerados 

quando a amostra absorver calor para vencer a barreira de energia, para sofrer a transição, 

sendo típicos dos processos de transição de fase principal, onde pode-se obter a Tm 

(HOHNE et al.,1996). Deste modo, torna-se possível analisar a influência de uma 

substancia exógena, como uma substancia ativa na ordem da parte hidrofóbica (visto que 

a Tm é influenciada pelo número de carbonos e grau de insaturações das cadeias de 

hidrocarbonetos lipídicas, como dito anteriormente) de um sistema lipossomal.  

No DSC é adotada a convenção termodinâmica na qual os eventos endotérmicos 

têm variação positiva de entalpia, ΔH > 0; enquanto que eventos exotérmicos têm 

variação de entalpia negativa, ΔH < 0.  A ΔH é obtida através da integração da área sob o 

pico. As análises de ΔH, através de DSC, incluem monitorar quanto de energia é 

necessária para que ocorra a transição principal de fase. O aumento do valor do ΔH de 

um lipídio, após interação com uma substância exógena, pode indicar um estado de fase 

mais ordenado, enquanto o valor que a redução de ΔH pode indicar um sistema mais 

desordenado (MARS et al., 1977). 

 

3.1.4.6. Distribuição de cargas superficiais do lipossomo: Estudo da 

distribuição de cargas na membrana por análises de Potencial Zeta (ζ) 

 

A maioria das partículas em suspensão possui uma carga de superfície, por 

apresentarem grupos ionizáveis ou por adsorção de espécies carregadas. Quando 

apresentam grupos ionizáveis, contra-íons criam uma camada ao redor da partícula, 

chamada camada de Stern. Com o movimento Browniano, essa camada se move como 

parte da partícula. Na fronteira entre a camada de Stern há uma segunda camada de contra-

íons, chamada difusa, existe o plano de cisalhamento (Figura 17). E o potencial que existe 

neste limite, é conhecido como o potencial zeta, uma medida indireta do potencial de 

superfície da partícula, discutido a seguir (MALVERN, 2012). No caso dos fosfolipídios, 

o potencial de carga de superfície e o potencial de dipolo, são constituídos pela 

organização dos resíduos positivos e/ou negativos das moléculas e a orientação dos 

dipolos com a água (CEVC, 1991; CLARKE, 2001). A organização dos grupos positivos 
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e/ou negativos de um fosfolipídio, está relacionada a sua orientação para cima ou para 

baixo do plano da membrana, que pode ser influenciada pela interação com substâncias 

exógenas (DISALVO & BOUCHET, 2014). 

O potencial de superfície das partículas é influenciado por substâncias exógenas, 

e assim pode fornecer informações sobre interações da sua interface com o meio 

dispersante, em razão da dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula, ou 

da adsorção de espécies iônicas presentes no meio aquoso de dispersão, bem como da 

orientação dos grupos funcionais carregados de uma molécula (SCHAFFAZICK et al., 

2003).  

 

 

O potencial zeta consiste no potencial elétrico no plano hidrodinâmico de 

cisalhamento. Depende não somente da superfície da partícula, mas do dispersante. Pode 

ser afetado pelo pH ou força iônica do meio. Os fosfolipídeos (como fosfatidilcolinas), 

polímeros e proteínas, quando são componentes presentes no sistema lipossomal, são 

capazes de influenciar o potencial zeta. Os fosfolipídios de origem natural fornecem um 

potencial negativo à interface (SCHAFFAZICK et al., 2003). Em lipossomos 

multicomponentes, os valores de potencial zeta podem ser mais positivos em função da 

Figura 17: Representação das condições em uma partícula negativa com 

uma camada de íons positivos adsorvidos na camada adjacente, denominada camada 

de Stern. No plano de cisalhamento, pode ser medido potencial zeta. Adaptado de 

MALVERN, 2012. 

 

 

 

 

 

 



58 
 

presença de um lipídio positivamente carregado, como por exemplo, a estearilamina ou   

1,2 dioleoil-3-trimetilamônio-propano (DOTAP, lipídio catiônico) ou ainda um lipídio ou 

polímero que apresente carga positiva orientada em direção à superfície da membrana 

(SOPPIMATH et al., 2001). 

Os valores de potencial zeta são também um indicativo da estabilidade de um 

lipossomo. Em módulo um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para 

uma boa estabilidade físico-química do sistema, pois grandes forças repulsivas tendem a 

evitar a agregação em função das colisões ocasionais de nanopartículas adjacentes 

(MALVERN, 2012). 

As características de superfície das partículas, também podem alterar a resposta 

biológica do fármaco associado. Sendo assim, pode-se modificar a carga de superfície do 

lipossomo, para que estes não sejam removidos rapidamente da circulação sanguínea pelo 

sistema fagocitário. Isto pode ser realizado a partir da redução da hidrofobicidade da 

superfície das partículas através da adsorção física de um polímero hidrofílico, 

constituído de PEG, por exemplo (CALVO et al., 2001). Calvo e colaboradores (1987) 

prepararam nanoemulsões e nanocápsulas de poli-ε-caprolactona (PCL), contendo 

quitosana (um polissacarídeo catiônico). A presença da quitosana aumentou o potencial 

de superfície positivo das partículas, proporcionando um aumento da interação destas 

com as membranas fosfolipídicas celulares, negativamente carregadas. A quitosana 

também promoveu maior estabilização do sistema, devido à adsorção de cátions e 

proteínas catiônicas presentes nos fluidos biológicos (SCHAFFAZICK et al., 2003). 

A estabilidade da suspensão de partículas, é indicada por um valor de potencial 

zeta maior do que - 30 mV ou + 30 mV, em módulo (MALVERN, 2012). O índice de 

polidispersidade obtido em medidas de potencial zeta, reflete a formação de sistemas 

mono ou polidispersos. Sistemas monodispersos são indicados por índices menores que 

0,3 (CALVO et al., 1987). 

 

3.1.4.7. Análise de tamanho do lipossomo por espalhamento de luz 

dinâmico (DLS) 

 

O DLS é uma técnica não invasiva que permite medir o tamanho de partículas em 

sistemas como os lipossomais. A partir destas medidas, pode-se também avaliar possíveis 

agregações e fusões entre lipossomos, causados por instabilidade das vesículas em função 

dos constituintes de membranas, incluindo uma substância ativa encapsulada 
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(KOMATSU et al., 1999; SCHAFFZICK et al., 2003).  A técnica de DLS caracteriza 

partículas, emulsões ou moléculas, dispersas ou dissolvidas num líquido, em função do 

movimento browniano de partículas que faz com que um laser seja espalhado em 

diferentes intensidades. O movimento Browniano das partículas é decorrente da sua 

colisão aleatória com as moléculas do líquido que as rodeiam. Neste meio, a intensidade 

da luz espalhada pelas partículas, em um ângulo fixo, forma um padrão de movimento 

que caracteriza o tamanho de uma partícula. As partículas maiores se movem mais 

lentamente que as pequenas, de forma que a taxa de flutuação da luz espalhada por elas, 

também é mais lenta.  

A homogeneidade ou heterogeneidade da distribuição dos tamanhos, assim como 

o controle destes, é medida pelo Índice de Poli dispersão (PDI), já que este indica o perfil 

das nanopartículas (tamanho e distribuição). Desta forma o PDI é utilizado para estudos 

da estabilidade física das suspensões (MÜLLER-GOYMANN, 2004) e mostra quanto o 

tamanho da partícula desviou da média. Quanto menor o PDI (< 0,3) mais uniforme é a 

suspensão, indicando a formação de sistemas monodisperso (ELSAYED et al., 2011). 

 

3.1.4.8. Influência do tamanho lipossomal na eficiência terapêutica 

 

O tamanho e uniformidade dos lipossomos definem sua interação com organelas 

do organismo e eficácia em função da sua forma de administração, sendo determinante 

para o tempo de meia vida de circulação e percentual de encapsulação de uma substância 

ativa. Por exemplo, o tamanho de lipossomos, negativamente carregados, referente à faixa 

de 500 a 1000 nm, liberam a substância ativa encapsulada de forma mais eficiente 

(ALLEN et al., 1991). O tamanho dos lipossomos influência na eficiência de captura 

destes pelos macrófagos. Os lipossomos pequenos (menores que 100 nm) são facilmente 

eliminados do organismo, quando comparados aos maiores (próximo de 100 nm). Isto 

permite que a vesícula lipossomal, permaneça mais tempo na circulação sanguínea, 

proporcionando uma liberação mais prolongada (FRÉZARD et al., 2005; BATISTA et 

al., 2007). 

Assim sendo, torna-se necessário o controle do tamanho lipossomal e sua 

uniformidade, esta última para garantir a dosagem apropriada para ser determinado em 

tratamento medicamentoso. Existem diferentes métodos de preparos de lipossomos que 

garantem a obtenção de MLVs, LUVs e SUVs de tamanhos uniformes (AKBARDAZEH 
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et al., 2013), bem como técnicas de avaliação e monitoramento dos mesmos. Uma destas 

é o espalhamento de luz dinâmico, como descrito anteriormente.   

 

3.1.4.9. Processos de entrega no organismo da substância ativa, mediados 

por vesículas lipossomais 

 

Os componentes da membrana lipossomal, permitem que as substâncias 

hidrofóbicas ou hidrofílicas (Figura 18) sejam inseridas neste sistema estruturado para 

serem transferidas posteriormente no organismo para membranas celulares (MERTINS 

et al., 2009). 

. 

 

 

 

 

A substância ativa é carreada pelos lipossomos até as células, órgãos ou tecidos 

alvo, onde pode ocorrer a absorção por fagocitose/endocitose, fusão, troca de lipídio 

(intercâmbio) ou por adsorção do sistema (LAMPRECHT et al.,1999). A eficiência do 

transporte e a entrega do fármaco encapsulado é determinada pela especificidade do 

material com o qual foi desenvolvido o carreador, e a forma como a célula alvo recebe 

este lipossomo. A interação entre a célula-alvo e os lipossomos, pode ocorrer de quatro 

modos distintos (LASIC, 1993; NEW, 1990) (Figura 19). 

i) Por fagocitose/endocitose, processo pelo qual as células fagocitam os 

lipossomos em um pH entre 5,0 e 5,5 ocorrendo a incorporação dos 

mesmos em organelas da membrana plasmática, denominadas de 

lisossomas e endossomas. Nos lisossomas ocorre a digestão celular, e os 

endossomas são fundidos com os lisossomas formando um lisossoma 

secundário que posteriormente é degradado em pH próximo a 4,5. 

Durante o processo de ruptura dos lipossomos no lisossoma secundário, a 

substancia ativa anteriormente encapsulada permanece no lisossoma até 

que sofra a exocitose ou se desprenda no conteúdo celular (liberação para 

Figura 18: Representação esquemática de lipossomos com substâncias 

hidrofóbicas e hidrofílicas inseridas em lipossomos 
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o citoplasma). A fagocitose e pinocitose formam juntos processos 

endocíticos, pelos quais a membrana se modifica para incorporar a 

substância, e processos exocíticos, que expulsam as substâncias da célula 

ii) A fusão ocorre devido à aproximação da membrana celular e dos 

lipossomos. Os lipossomos rompem e fusionam-se na célula alvo, o que 

resulta em mistura completa dos lipídios das membranas lipossomais e a 

celula em consequente liberação da substância ativa para o citoplasma.  

iii) A transferência dos componentes lipídicos ocorre por transferência 

intermembranar. É possível ocorrer esta transferência sem danos a 

membrana lipossomal e sem a transferência do conteúdo do 

compartimento aquoso. Durante a troca de lipídios, os lipossomos que 

contêm substâncias ativas lipofílicas, podem ser transferidos para as 

lipoproteínas do plasma. 

iv) A adsorção de lipossomos na membrana celular, ocorre quando este 

apresenta moléculas vetorizadoras em sua superfície, ou quando sua carga 

é contrária à da célula alvo (que normalmente é negativa). Esta adsorção 

ocorre como resultado de forças físicas atrativas ou da ligação de 

moléculas da membrana dos lipossomos a receptores específicos da 

célula. O contato entre lipossomos e lisossomos, aumenta a 

permeabilidade da membrana lipossomal, permitindo a liberação dos 

solutos hidrossolúveis que podem assim ser absorvidos pela célula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Representação esquemática de membrana celular 

e as interações com as vesículas lipossomais 
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Um dos fatores que contribui para a entrega do fármaco no tecido especifico é o 

pH.  A presença de tumores, por exemplo, altera o pH intracelular, tornando-o mais ácido, 

devido ao aumento da taxa de glicólise aeróbia e ao aumento da hipóxia (baixo teor de 

oxigênio) nas células vizinhas ao tumor. Tal fato, propicia a protonação dos fármacos que 

normalmente são bases fracas, com 7,4< pKa <8,2 (SANFORD et al., 1993).   

Um modelo de Sanford e colaboladores (1993), propõe que lipossomos carregados 

de agentes quimioterápicos, difundam-se em um gradiente de concentração na célula 

alvo. Os lipossomos são transportados para fora do citosol. Assim, ocorrem mudanças no 

pH intracelular alterando a partição transmembranar ou sequestro intracelular de 

fármacos. Desta forma a membrana lipossomal é protonada no citosol e o fármaco na sua 

forma iônica se liga a seus alvos, tais como DNA. Se as células tumorais estão 

comprometidas em sua capacidade de regular o pH, elas podem ser mais suscetíveis do 

que células saudáveis às abordagens farmacológicas que modificam a regulação do pH. 

Sendo assim, lipossomos podem potencializar agentes quimioterápicos na entrega de 

fármacos. 

 

3.1.4.10. Aplicação de lipossomos como modelo de membranas celulares. 

 

Os lipossomos são um modelo (Figura 20 (a)) que pode ser aplicado aos estudos 

de efeitos e fenômenos em membranas celulares, por apresentarem similaridade em sua 

constituição (MERTINS et al., 2009). As membranas celulares são formadas por uma 

bicamada lipídica contendo proteínas, sacarídeos e outras organelas (figura 20 (b)) 

(CAMPBELL et al., 2009; LEHNINGER et al., 2000).  Mais especificamente, pode-se 

descrever tais componentes como:  

 

i) Bicamada lipídica (ou fosfolipídica) (Figura 20-b (A)), formada por 

fosfolipídios, são moléculas que tem a porção hidrofóbica apolar dirigida 

para o centro da membrana, e com a porção hidrofílica polar (cabeça com 

terminal fosfato) direcionada para o exterior ou interior da célula. As 

moléculas de fosfolipídios que integram a membrana celular 

(LEHNINGER et al., 2000) podem se mover livremente, mantendo-se em 

constante reorganização (característica fluida), evitando rupturas na 

membrana e possuindo alta capacidade de regeneração. 
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ii) Colesterol (Figura 20-b (B)), reduz ou aumenta a fluidez da membrana 

de acordo com a temperatura.  

iii) Proteína transmembranar (intrínseca ou integrais) (Figura 20-b (C)) 

são firmemente aderidas aos lipídios da membrana, e formam canais de 

transporte de substâncias. São também receptores específicos de 

hormônios. 

iv) Proteína extrínseca (Figura 20-b (D)) liga-se à membrana por interação 

com a região polar dos lipídios (por atração eletrostática) ou por interação 

com as proteínas transmembranares. 

v) Glicoproteína (Figura 20-b (E)) descrita como uma associação entre 

carboidratos e proteínas de membrana. 

vi) Glicolipídios (Figura 20-b (F)) descritos como uma associação entre 

carboidratos e lipídios. 

vii) Glicocálice (ou Glicocálix) (Figura 20-b (G)), definido como a união 

entre glicoproteínas e glicolipídios. É através do glicocálix, que as células 

se reconhecem e se unem umas às outras, para formar os tecidos. 

A natureza do sistema membranar consiste em igualar concentrações (intra e 

extracelular) dos componentes celulares. Sendo assim, a troca entre a célula e o meio 

externo pode ocorre por: transporte passivo, transporte ativo e processos mediados por 

vesículas. O transporte passivo ocorre sem o gasto de energia. No processo passivo temos 

a difusão a favor de um gradiente de concentração, difusão facilitada e a osmose. Já o 

transporte ativo, ocorre com gasto de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP).  

(b) 

 

(b) 

 

(b) 

 

(b) 

 

Figura 20:(a) representação de membrana lipossomal; (b) modelo 

mosaico fluido- Semelhança estrutural entre ambas 

(a) 

 

(b) 

 

(b) 

 

(b) 

(b) 

 

(b) 

 

(b) 

 

(b) 
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3.2.  Lectinas 

 

Lectinas referem-se as proteínas ou glicoproteínas (Figura 21) que reconhecem e 

se ligam à resíduos de carboidratos com certa especificidade. De acordo com Goldstein 

(1980) as lectinas são definidas como proteínas que se ligam, de um modo estável, a 

hidratos de carbono (carboidratos ou glicídios) de origem não imunológica, capazes de 

aglutinar células ou precipitar complexos de hidratos de carbono. Tais proteínas 

complexam-se reversivelmente a glicoproteínas expostas na superfície de células 

(SHARON et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1. Lectinas e suas aplicações 

 

As lectinas são encontradas na maioria dos organismos, tais como os de vírus, 

bactérias, animais e plantas. 

Lectinas foram extraídas pela primeira em 1888 por Peter Hermann Stillmark a 

partir de mamonas (Ricinus communis L.) (BOROWSKI et al., 2012). Pertencem à 

família de proteínas distintas, que apesar de apresentarem sequências e características 

estruturais semelhantes, variam amplamente em tamanho, estrutura, organização 

molecular e sítios de interações (CAMPBELL et al., 2009).  

A lectina pode ser encontrada em qualquer planta, em quantidades variadas, sendo 

que está mais concentrada nos órgãos de reservas (VAN, 1988). Tais plantas apresentam 

o ciclo de vida perene, são encontradas em áreas tropicais, subtropicais e equatoriais 

(CRUZ, 1985; CARIBE et al., 1991), tendo se adaptado principalmente no Sul e Sudeste 

do Brasil. 

Figura 21: Representação esquemática da lectina de 

Bauhinia variegata (BVL) 
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O uso de proteínas extraídas de plantas, tem se mostrado efetivo para aplicações 

imunológicas como anti-inflamatória, antiviral e antitumoral (LIS et al., 1986; SHARON 

et al., 1993) bem como para reconhecimento da porção glicídica de moléculas presentes 

na superfície de células, como principalmente as neurais (ROLLENHAGEM et al., 2001). 

Em geral, estas superfícies de células são compostas por glicoproteínas, glicolipídios e 

proteoglicanos, que proporcionam rigidez à matriz, podem formar géis que atuam como 

um filtro para regular a passagem de moléculas através do meio extracelular, e ainda 

podem bloquear, ativar ou guiar a migração celular através da matriz (LEHNINGER et 

al., 2000).  

Desta forma, as lectinas são foco de estudos pertinentes devido a sua atuação 

determinante no reconhecimento de carboidratos em diversos processos biológicos, além 

de suas propriedades farmacológicas (LIS et al., 1986; SHARON et al., 1993). 

 

3.2.2. Origem da BVL: gênero e espécie. 

 

Lectinas podem ser obtidas através de métodos de extração, bem como por 

técnicas de DNA recombinante (LIS et al., 1998). As lectinas extraída de plantas como a 

conhecida popularmente por pata de vaca, pertence ao gênero Bauhinia, cujo nome 

homenageia o botânico Gaspar Bauhin, são extensivamente caracterizadas (IRIMURA et 

al., 1972; COELHO et al., 2000; SILVA et al., 2001; PINTO et al., 2005; PINTO et al., 

2008; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012.). Pertencem à família das leguminosas 

(Fabales: subfamília Caesalpinaceae) (SHARON et al., 1990), compreendendo cerca de 

300 espécies (LEWIS, 1987) das quais aproximadamente 64 podem ser encontradas no 

Brasil (Figura 22).  
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A lectina extraída do gênero e espécie Bauhinia variegata é denominada BVL, 

está representada na (Figura 21). A BVL ainda não tem uma estrutura determinada na 

literatura, e sim uma previsão de sua provável estrutura, a partir do uso de programas, tais 

como o Bhageerath-H (método de algoritmos baseados em homologia, nos quais os 

modelos 3D são calculados usando uma estrutura existente, altamente idêntica, do Protein 

Data Bank (PDB)) (JAYARAM et al., 2012; BANGHAM et al., 1965). Este tipo de 

método consiste em usar parâmetros comparativos com modelos em 3D de estruturas 

existentes e já determinadas. A aproximação deste modelo em 3D pode ser calculada 

quando a identidade da sequência é maior que 50%, embora seja utilizada uma faixa entre 

30% e 50%. 

 

3.2.3.   Principais constituintes da Bauhinia variegata 

 

Os principais constituintes lipídicos da Bauhinia variegata são o ácido palmítico 

(19,69%) (Figura 23 (a)), ácido linoleico (56,98%) (Figura 23 (b)), ácido esteárico 

(13,98%) (Figura 23 (c)) e o ácido eicosanóico (1,08%) (Figuras 23 (d)) (PINTO et al., 

2005). Nesta planta há em torno de 16,41% de lipídeos totais. Quando comparados a 

outras plantas como a Bauhinia forficata (lipídeos, 5,89% e proteína, 19,69%) (BRAGA, 

1960), o teor de proteínas e lipídios provindos da Bauhinia variegata são superiores 

Figura 22: Pata de vaca 
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(PINTO et al., 2005). As lectinas de Bauhinia variegata (BVL) (Figura 21) são proteínas 

de cadeia única específicas para D-lactose (1,15 mM), D-galactose (2,3 mM) e D-GalNAc 

(0,58 mM) de PM de 32 817 Da (PINTO et al.,2008). Quanto aos teores de proteínas que 

constitui a BVL, estes representam 29,29%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As sementes de Bauhinia variegata apresentam ainda em sua constituição uma 

porcentagem em relação aos seus teores de umidade de 3,71%, carboidratos solúveis 

totais de 13,38%, açúcares redutores de 4,46 %, amido, um total de 19,08%, e 

carboidratos insolúveis (fibra bruta) de 9,26% (PINTO et al., 2005). 

 

3.2.4. Ponto isoelétrico e aminoácidos da BVL: determinação da carga 

total na macromolécula 

 

O ponto isoelétrico (PI) é definido como o valor de potencial hidrogeniônico (pH) 

para o qual a carga total do aminoácido (aa) é nula (CHANG, 2010). 

 Os aa possuem um grupo amina e um grupo carboxílico, ambos ionizáveis, ou 

seja, podem sofrer protonação/desprotonação. Entretanto, nas cadeias laterais de vários 

aa é possível encontrar outros grupos adicionais ionizáveis. A proteína pode, portanto, 

apresentar carga total positiva, negativa ou neutra, em função dos aa que compões a 

macromolécula (CHANG, 2010; CAREY, 2011).  

Figura 23: (a) ácido palmítico, (b) ácido linoleico, 

(c) ácido esteárico e (d) ácido eicosanóico 
 

 

Fig 15. (a) ácido palmítico, (b) ácido linoleico, (c) 

ácido esteárico e (d) ácido eicosanoico 

 

Figura 2:(a) ácido palmítico, (b) ácido linoleico, (c) 

ácido esteárico e (d) ácido eicosanoico 

 

 

Fig 15. (a) ácido palmítico, (b) ácido linoleico, (c) 

ácido esteárico e (d) ácido eicosanoico 
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Dentre as variedades de aa que compõem a BVL, tem-se os principais aa 

catiônicos apresentados na Figura 24 e na Figura 25, estão apresentados os principais aa 

aniônicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Fórmula estrutural de aminoácidos catiônicos presentes na 

BVL, lisina (a), prolina (b), arginina (c) e histidina (d). 

 

 

(a) (b) 

(c) 
(d) 

(a) (b) 

(c) 
(d) 

Figura 25: Fórmula estrutural de aminoácidos aniônicos presentes na 

BVL, triptofano (a), fenilalanina (b), isoleucina (c) e vanila (d). 
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A composição química do aa ou da molécula onde o aa está inserido, como no 

caso da BVL, o pH da solução e a composição química do sistema onde a BVL está 

inserida, são fatores que irão influenciar a carga do aa que compõem a BVL. A presença 

de determinados átomos e/ou grupos funcionais numa molécula, altera a distribuição da 

nuvem eletrônica, tornando algumas ligações covalentes mais fortes e outras mais fracas, 

além de poder haver interações eletroestáticas entre os aa e os componentes do sistema 

(FATOUROS &ANTIMISIARIS, 2002). O grupo funcional que compõem o aa vai 

apresentar um estado de protonação que é influenciado pelo pH do meio, ou seja, se o pH 

for inferior ao seu pKa, o grupo funcional tende a estar protonado, e se for superior ao 

pKa, tende a estar desprotonado (CHANG, 2010). Neste contexto, quando a BVL que 

possui um PI de 6,31, é colocada numa solução, por exemplo com um pH inferior ao seu 

PI, adquire carga positiva, pois os grupos funcionais tendem a estar protonados. Se o pH 

for superior ao PI, a carga total é negativa, pois os grupos funcionais tendem a estar 

predominantemente desprotonados. 

 

3.2.5. Similaridade entre as estruturas primarias de lectinas  

 

A similaridade da lectina com outras lectinas da mesma subfamília, permitiu um 

sequenciamento de múltiplos clones de BVL. Isto foi realizado como o auxílio de 

programas computacionais, que utilizou uma sequência de aminoácidos de espécies já 

estabelecidas como parâmetro. Este estudo revelou, que a lectina é provavelmente 

codificada por uma família de genes. Duas isoformas diferentes de lectinas foram 

identificadas e denominadas BVL I e BVL II (PINTO et al.,2008). As sequências de 

nucleotídeos de outras lectinas, como por exemplo as de Bauhinia purpurea e Bauhinia 

ungulata, foram utilizadas para os estudos dos fragmentos. Apresentaram identidade com 

o correspondente fragmento de BVL I em 99% (Bauhinia purpúrea) e 90% (Bauhinia 

ungulata). Para BVL II a identidade foi de 94% respectivamente. 

O alinhamento das sequências de aa de BVL I e BVL II é apresentado na Figura 

26, onde a sequência de consenso é apresentada em itálico; os espaços em branco 

representam as alterações de aa não compatíveis entre as sequências. O sinal de adição 

(+) indica alterações em aa quimicamente semelhantes. Em negrito está o péptido-sinal 

(N-terminal, constituído de 20 a 30 resíduos de aa). As caixas cinzentas indicam os locais 

prováveis de glicosilação. Adaptado de PINTO et al., 2008. A sequência de aa pró-

proteína totaliza 291 aa em ambas as isoformas. A BVL I possui cinco (5) locais de 
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glicosilação putativos, enquanto que a BVL II, possui dois prováveis sítios de glicosilação 

putativos (PINTO et al.,2008). 

Este estudo pôde comprovar a alta similaridade das sequências primárias presente 

nesta família, e que a estrutura genética foi mantida ao longo dos anos. 

 

 

As estruturas tridimensionais (3D) da BVL-I e BVL-II não foram resolvidas 

experimentalmente, pois são difíceis de cristalizar, possivelmente devido à presença de 

diferentes estados de oligomerização, após a purificação. Desta forma, suas estruturas 

terciárias e quaternárias, foram estudadas com o auxílio de programas computacionais, 

como o Bhageerath-H (JAYARAM et al., 2012; BANGHAM et al., 1965).  

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Descreve a semelhanças entre as sequências de aminoácidos; BVL I e BVL II. 

Adaptado de PINTO et al., 2008. 
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A estrutura resultante da BVL I é relacionada quanto à presença das folhas β 

(Figura 27), onde a folha dianteira esta destacada em vermelha, a folha traseira em 

amarela e a folha pequena, chamada de folha-S em azul (GUSTAVO et al., 2013). A 

posição de aa terminais está indicado pelas setas. Por esta análise detectou-se 1.26% de 

hélice, e 44.96% de folha estendida. 

 

3.2.6. Lectinas e suas interações com carboidratos 

 

Como já mencionado, as lectinas se ligam reversivelmente a monossacarídeos e 

oligossacarídeos com alta especificidade. As lectinas são desprovidas de atividade 

catalítica, e em contraste com os anticorpos, não são produtos de uma resposta imune 

(LIS et al., 1998). 

As lectinas se ligam a carboidratos por diversos tipos de ligações, com destaque 

para a interação com as ligações glicosídicas (combinação da hidroxila de um carbono 

anomérico de um monossacarídeo com a hidroxila de um álcool ou com a hidroxila de 

qualquer carbono de outro monossacarídeo, produzindo água). As lectinas se ligam a 

extremidade redutora presente no monossacarídeo (OH presente no C1), formando a 

ligação glicosídica com a eliminação de uma molécula de água (QUIOCHO, 1986). 

Podem se ligar também a sacarídeos não redutores, onde não há hidrólise na formação 

desta ligação glicosídica (LEHNINGER et al., 2000; LIS et al., 1989). Outras 

FTFPDFWSNSQENGTKIIFLGGATYTPGALRLTRIAKDGFPMKSNAGQ

ASYSHPVFLWDSTGHVASFYTSFSFIVRNCDVPKITADGFAFFLAPVDS

SVKGFGGCLGLFTYGTAADPSKNQVVAVEFDTWPNTQWSDLSYRHI

GIDVNSIVSVATRRWENDDAYGNKIGTAHITYDATSKIITVLLTYDNG

RHYQLSHVVDLPKILPKWVRIGFSAATGYNETQYILSWSFTSTLDST 

Figura 27: Sequência de aminoácido da BVL I de 

Bauhinia variegata 
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possibilidades são as interações hidrofóbicas, das quais muitas são criadas pelas 

hidroxilas estéricas dispostas nas proteínas. O posicionamento das hidroxilas, fazem com 

que as regiões hidrofóbicas da proteína se encontre com as regiões hidrofóbicas da 

superfície do sacarídeo (RINI, 1999). 

O arranjo tridimensional das interações moleculares entre lectina-glicídio, podem 

favorecer a ligações entre lectina e a porção sacarídica de um polímero glicosilado em 

um sistema lipossomal, por exemplo. Estudos relacionados a sítios de ligação entre a 

lectina e glicídios, conduzem ao aumento de substâncias na afinidade.  

 

3.2.7. Lectinas e o reconhecimento de glicídios (carboidratos) em 

polímeros e superfícies celulares. 

 

As lectinas podem interagir com a membrana lipídica e com os glicídios presentes 

no polímero que constitui este sistema lipossomal, assim como também podem 

reconhecer os carboidratos, que constituem as superfícies celulares. Cada subunidade de 

lectina possui pelo menos um domínio que permite a interação (modelo chave e 

fechadura) entre sacarídeos localizados na superfície de células adjacentes (LIS et 

al.,1986). 

A investigação das lectinas e o seu papel no reconhecimento celular, bem como a 

aplicação dessas proteínas para o estudo de carboidratos em solução e em superfícies 

celulares, vem contribuindo de forma significante para o avanço da glicobiologia 

(DWEK, 1996). 

Tais descrições reforçam a hipótese de que lectinas como a BVL, podem 

reconhecer polímeros glicosilados na superfície das vesículas lipossomais, bem como o 

reconhecimento de substratos, e assim direcionador a um sítio especifico (GABIUS, 

1994). O desenvolvimento e a caracterização de uma matriz lipossomos-polímero-lectina, 

é promissora para sistemas de liberação prolongada de fármacos (DOS SANTOS et al., 

2016; MAKHLOF et al., 2011; MEYER et al., 1994). As ligações que são predominantes 

para a estabilização deste sistema (lipossomos, polímero e BVL)), são ligações de 

hidrogênio e as forças de Van der Waals (WEIS et al., 1996). 
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3.3.  Polímeros 

3.3.1. Conceitos e Histórico 

 

A palavra polímero tem origem grega polumeres, que quer dizer “muitas partes”. 

Os polímeros são macromoléculas, constituídas por repetição de unidades estruturais 

simples e menores, denominado de monômeros (do grego “mono” – um), dando origem 

a dímeros, trímeros, tetrâmeros...ou polímeros. 

Os monômeros são moléculas de baixa massa molecular que a partir de reações 

de polimerização, geram uma macromolécula polimérica. O processo de polimerização 

foi descoberto por Hermann Staudinger, químico alemão pioneiro no estudo da química 

dos polímeros, e ganhador do Prêmio Nobel da Química em 1953. As unidades 

repetitivas, chamadas de mero, presentes na estrutura do monômero é chamado grau de 

polimerização (CAREY, 2011). 

Os polímeros possuem origem natural como por exemplo a celulose (plantas), 

caseína (proteína do leite), dentre outros, ou origem sintética como o docosanato de β-D-

glicosil-PEG900 (DAL-BÓ et al., 2011; DAL-BÓ et al., 2012), um polímero baseado em 

polietileno glicol (PEG) com uma porção glicídica. 

 

3.3.2. Polímeros docosanato de β-D-glicosil-PEG900 inseridos em 

lipossomos 

 

Com os avanços nos estudos dos carreadores lipídicos, o uso de polímeros neste 

tipo de matriz é cada vez mais assíduo. O desenvolvimento de novas moléculas 

poliméricas tornou-se útil e essencial, pois os polímeros permitem estabilidade as 

vesículas lipossomais e favorecem a sua farmacocinética. Neste contexto, Dal-Bó e 

colaboradores (2011, 2012, 2015) desenvolveram o polímero docosanato de β-D-glicosil-

PEG900. Tal polímero é composto por monossacarídeo, heterociclo 1,2,3-triazól, 

modificador covalente do tipo polietileno glicol (PEG) e uma cadeia de hidrocarboneto 

que contam de 22 átomos de carbono. As Figuras 28 e 29 apresentam as fórmulas 

estruturais do docosanato de β-D-glicosil-PEG900 baseados em monossacarídeos do tipo 

manose ou galactose. 
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Várias composições são estudadas para ser utilizada no preparo de novos sistemas 

de liberação prolongada de fármacos, seja por via intramuscular, subcutânea, 

intraperitoneal ou intravenosa. Neste contexto, é importante a aplicação de polímeros 

como o docosanato de β-D-glicosil-PEG900 em lipossomos que encapsulem a lectina 

extraída de Bauhinia variegata, a BVL como fármaco ou vetorizadoras do sistema 

(Figuras 28 e 29) (DAL-BÓ et al., 2011; DAL-BÓ et al., 2012). Estes polímeros 

peguilados contém uma porção glicídica, que pode variar entre glicosamina, manose ou 

galactose, cujo objetivo é ampliar o reconhecimento e a estabilidade entre a BVL e os 

lipossomos e direcionar a tecidos específicos. 

Os monossacarídeos possuem quatro ou mais carbonos que em solução formam 

estruturas cíclicas (CAMPBELL et al., 2009; LEHNINGER et al., 2000). Sendo assim, 

os monossacarídeos manose e a galactose formam hemiacetais internos (por reações 

intramoleculares entre o grupo álcool e o grupo carbonila). O grupo aldeído C1 liga-se ao 

grupo hidroxil C5 da mesma molécula, formando uma estrutura cíclica, em solução 

Figura 28: Fórmula estrutural do docosanato de β-D-glicosil-PEG900, 

ou seja, docosanato de β-D-manose-PEG900 (C22PEG900Manose). 
 

Fig. 17 (a) - Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-manose-PEG900-docosanato (C22Manose). 
 

Figura 3:Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-manose-PEG900-docosanato (C22PEG 900Manose). 

 

Fig. 17 (a) - Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-manose-PEG900-docosanato (C22Manose). 

Figura 29: Fórmula estrutural do docosanato de β-D-glicosil-PEG900, 

ou seja, docosanato de β-D-Galactose-PEG900 (C22PEG900Galactose). 
 
 

Fig. 17 (b) - Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-Galactose-PEG900-docosanato (C22Galactose). 

 

Figura 4:Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-Galactose-PEG900-docosanato (C22PEG900Galactose). 

 

 

Fig. 17 (b) - Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-Galactose-PEG900-docosanato (C22Galactose). 
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aquosa (Esquema 1). O carbono anomérico pode assumir uma de duas configurações, α 

ou β (LEHNINGER et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A manose e a galactose são epímeros, desta forma se diferem na rotação de um 

carbono quiral. Na forma de anel, o epímero é chamado de anômero.  

Os PEGs são obtidos por reação de condensação, onde dois monómeros (óxido de 

etileno) irão condensar para formar um dímero (dois do mesmo monômero unidos) em 

presença de um iniciador (que pode ser etileno glicol, álcool ou água). A reação é 

catalisada por ácidos ou bases.  Dependendo do catalisador, o mecanismo da 

polimerização pode ser do tipo catiônico ou aniônico. O mecanismo aniônico é mais 

preferível porque permite a obtenção de PEG com baixa polidispersividade.  

Estes modificadores covalentes que são obtidos pela polimerização de óxido de 

etileno, são nomeados de acordo com o seu peso molecular, cuja faixa varia entre 200 a 

10.000 Daltons (Da). O peso molecular e a temperatura ambiente definem seus estados 

físicos. Os polímeros de baixo peso (600 Da) possuem geralmente a forma de um líquido 

transparente. Os que se encontram na faixa de 600 a 800 Da, possuem a consistência de 

graxa ou cera, e os que possuem peso molecular maior que 800 Da, são sólidos 

esbranquiçados. O nome polietileno glicol está associado ao peso molecular de até 20.000 

 

 

 

 

Figura 5: 

Representação 

da ciclização 

dos glicídios (a) 

β-D-Manose e 

(b) β-D-

Galactose. 

 

 
Esquema 1: Representação da ciclização dos glicídios 

(a) β-D-Manose e (b) β-D-Galactose. 
 

Fig. 18- Representação da ciclização dos glicídios D-Manose 

e D-Galactose. 

 

 

Figura 6: Representação da ciclização dos glicídios (a) 

β-D-Manose e (b) β-D-Galactose. 

 

Fig. 18- Representação da ciclização dos glicídios D-Manose 

e D-Galactose. 
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Da. Podem assumir diversas formas como discos, cilindros, vesículas, entre outros, 

determinadas por seu meio de solvatação, concentração e interações moleculares 

(GIACOMELLI et al., 2010; LIM et al., 2009). 

O PEG possui número relativamente reduzido de repetição de unidades de 

monômero, embora um maior número de unidades repetidas também seja possível, 

permitindo que o etileno glicol seja usado em diferentes produtos, dentre os quais 

destacam-se os fármacos. A utilidade deste polímero como material de partida para a 

produção de fármacos está relacionada ao fato deles degradarem antes de entrarem em 

ebulição (NAG et al., 2013). Sobrevivem no corpo humano quando este sofre uma 

variação para temperaturas elevadas, como as que proporcionam estado de febre.  

Considerado um dos melhores polímeros biocompatíveis, o PEG é aprovado pelo 

Food and Drug Administration (FDA). Possui um conjunto de propriedades dentre os 

quais destacam-se a ampla gama de solubilidades em meios orgânicos e aquosos 

(POWELL, 1980), falta de toxicidade, imunogenicidade e facilidade de excreção de 

organismos vivos (YAMAOKA et al., 1994).  

Como dito anteriormente, o PEG é geralmente utilizado como um modificador 

covalente de uma variedade de substratos. É também usado como transportador de 

fármacos a sítios ativos de reconhecimento específicos por receptores (DAL-BO et al., 

2011). Lipossomos constituídos por PEGs, são denominados por lipossomos peguilados, 

furtivos ou estabilizados.  

A porção PEG do polímero modifica a superfície destas vesículas lipossomais, 

definindo a farmacocinética, estabilidade e tempo de meia vidado sistema.  

Lipossomos com polímeros peguilados diminuem o atrito ao passar pelos poros 

de membranas, como as barreiras hematoencefálicas. No organismo, reduz a velocidade 

de captação dos lipossomos furtivos, estabelecendo uma barreira estérica, que atrasa o 

seu reconhecimento e depuração da corrente sanguínea pelos macrófagos dos órgãos do 

sistema fagocítico mononuclear (fígado, baço, medula óssea). Isto diminui, portanto, o 

nível de opsonização (processo pelo qual os microorganismos ou partículas são 

recobertos por anticorpos e complementos ou outros fatores, para a atuação das células 

fagocíticas) dos lipossomos (BATISTA et al., 2007, ULRICH et al., 2002). O PEG 

associado ao lipossomo, permite maior estabilidade ao sistema e sua circulação 

prolongada no plasma sanguíneo (AWSTHI et al., 2004). 
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A meia-vida plasmática dos lipossomos, contendo um polímero peguilado, 

depende de vários fatores, como o peso molecular que deve ter um valor próximo de 2000 

Da e o diâmetro médio de vesículas na faixa de 150 a 200 nm (WOODLE et al., 1992).  

Para desenvolver carreadores lipídicos com tal capacidade melhorada de 

vetorização dirigida ao local, é necessário compreender as propriedades físico-químicas 

moleculares e os efeitos que podem influenciá-la, tais como ordem, mobilidade, estado 

de fase, tamanho, potencial de carga entre outros (CHAKRABORTY et al., 2012). 

Estudos realizados por Micheletto e colaboradores (2015) analisaram um sistema 

nanoestruturado composto por lipossomos de Asolecitina de soja (Aso) e o polímero 

docosanato de N-acetilglicosamina PEG900 (C22PEG900GlcNAc) (Figura 30). O polímero 

C22PEG900GlcNAc, possui a mesma estrutura do C22PEG900Manose e 

C22PEG900Galactose, porém diferenciam-se na porção sacarídica. Enquanto que o 

C22PEG900Manose possui uma porção sacarídica do tipo manose e o C22PEG900Galactose 

do tipo galactose o docosanato de N-acetilglicosaminaPEG900 possui a porção sacarídica 

do tipo glicosamina. O C22PEG900GlcNAc mostrou estar inserido no lipossomo através 

da inclusão da sua região apolar (cadeia hidrofóbica, com 22 átomos de carbonos), de 

modo que a porção glicosamina ficasse na superfície do lipossomo. As análises 

concluíram que este novo polímero interagiu com toda a membrana, sendo mais evidentes 

suas interações na interface, indicando um efeito de desordem induzido pelo polímero. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 30: Fórmula estrutural do docosanato de β-D-glicosil-PEG900, 

ou seja, docosanato de N-acetilglicosaminaPEG900 

(C22PEG900GlcNAc). 
 

 

Fig. 17 (b) - Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-Galactose-PEG900-docosanato (C22Galactose). 

 

Figura 7:Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 

seja, β-D-Galactose-PEG900-docosanato (C22PEG900Galactose). 

 

 

Fig. 17 (b) - Fórmula estrutural do β-D-glicosil-PEG900-docosanato, ou 
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3.3.3. Formação do heterociclo 1,2,3-triazol, via reação de ciclo adição 1,3 

dipolar ao gerar a molécula de docosanato de β-D-glicosil-PEG900. 

 

O 1,2,3-triazol é um heterociclo de origem exclusivamente sintética. Os 1,2,3-

triazóis com três átomos de nitrogênio vicinais, apresentam seis elétrons π. 

 Um dos métodos utilizados para sua obtenção é a reação de cicloadição 1,3-

dipolar envolvendo azidas orgânicas e alcinos terminais. O heterocíclico (1,2,3-triazóis), 

possui um vasto campo de aplicações, com destaque para o desenvolvimento de novos 

fármacos (SHARPLES et al., 2001), que a partir da reação “Click Chemistry” ao formar 

o 1,2,3 triazol, pode propiciar uma biblioteca de variedades de descobertas de inúmeras 

moléculas com funções variadas. E é por meio desta, que ocorre a inclusão do glicídio na 

molécula polimérica (docosanato de β-D-glicosil-PEG900). 

Originalmente observada por Michael em 1893, e desenvolvida por Huisgen em 

1967, a Reação de Huisgen (reação de cicloadição 1,3-dipolar) segue um esquema 

particular, em que a reação de cicloadição, a partir de 1,3-dipolos com alcenos ou alcinos, 

envolve quatro elétrons π do 1,3-dipolo (dipolo) e dois elétrons π do alceno ou alcino 

(dipolarófilo) (HOUK et al., 1995; BROCKSOM et al., 2010). Este mecanismo é 

concertado, mas não necessariamente sincronizado. Há formação de um estado de 

transição de seis elétrons, formando um ciclo-aducto. Quanto à geometria do estado de 

transição, o dipolo e o dipolarófilo estão dispostos em planos paralelos, deixando os 

orbitais perpendiculares em posição favorável à formação das novas ligações sigmas 

(MELO et al., 2006). 

A velocidade da reação depende da concentração dos componentes e a entropia 

da reação é fortemente negativa. A reação apresenta baixos rendimentos e há formação 

de uma mistura de regioisômeros triazólicos 1,4 e 1,5-dissubstituídos, quando alcinos 

assimétricos estão envolvidos (Esquema 2), onde R1 é igual ou diferente de H e R2 é 

diferente de H. 
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Os problemas desta reação como o baixo rendimento, a formações de subprodutos 

como por exemplo o triazolo-triazois e a necessidade de longos tempos reacionais e de 

altas temperaturas, dentre outros fatores, foram contornados por Sharpless (2001). Ao 

utilizarem Cu (I) ou pela formação deste in situ, a reação aumentou a taxa de velocidade 

na ordem de 7 vezes e obtiveram maiores rendimentos.  

O método clássico de cicloadição 1,3-dipolar de Huisgen, após adição de cobre 

como catalisador, resultou em uma reação rápida comumente chamada de Reação “Click 

Chemistry”. A reação nestas condições leva à formação exclusiva do regioisômero 1,4-

dissubstituído (Esquema 3). 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2: Representação esquemática da Reação de Huisgen 

(reação de cicloadição 1,3-dipolar): formação de heterociclo 

triazólico1,4 e 1,5-dissubstituídos, respectivamente. 

 
 

 

Figura 8:Representação esquemática da Reação de Huisgen (reação 

de cicloadição 1,3-dipolar): formação de heterociclo triazólico 

 

 

Esquema 3: Representação esquemática da Reação “Click 

Chemistry”. Formação de heterociclo triazólico 1,4-dissubstituido. 
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3.3.4. Variação do sacarídeo, via Reação “Click Chemistry”, na molécula 

de docosanatode β-D-glicosil-PEG900 

 

A variação da porção sacarídica no polímero docosanato de β-D-glicosil-PEG900, 

foi obtida tendo por base a reação de cicloadição 1,3-dipolar; Reação “Click Chemistry”. 

Segundo Sharpless (2001), a reação Click é uma reação rápida, 

termodinamicamente favorável e estereoespecífica. Esta reação tende a gerar altos 

rendimentos e co-produtos inofensivos. A reação 1,3-dipolar entre um alcino terminal e 

uma azida orgânica é em geral catalisada por cobre, com formação regioespecífica de 

1,2,3-triazóis-1,4-dissubstituídos (SHARPLESS et al., 2001). Levando em consideração 

o Esquema 3, R1 é composta pelo polietileno glicol e a cadeia hidrofóbica, enquanto que 

R2 é composta pela cadeia sacarídica que consta do alcino terminal, resultando no 

Esquema 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4: Representação esquemática da Reação “Click 

Chemistry”, para a introdução da porção sacarídica na cadeia 

polimérica. 
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

4.1. Reagentes e solventes utilizados 

 

A asolecitina de soja (Aso) e a água deuterada (D2O) foram obtidas da empresa 

Sigma-Aldrich Ltda (Brasil). O clorofórmio foi obtido da SYNTH (São Paulo, Brasil). 

Todos os reagentes usados no trabalho apresentam alto grau de pureza (PA). 

A lectina Bauhinia variegata, BVL foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Luciano 

Pinto, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). 

Os polímeros docosanato de β-D-Galactose-PEG900 e o docosanato de β-D-

Manose-PEG900, foram cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Alexandre Dal-Bó, da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). 

 

4.2. Método de preparação de lipossomos por evaporação por fase reversa. 

 

Os lipossomos contendo Aso possuíram concentração de 5 mg/mL; em 

lipossomos contendo docosanato de β-D-manose-PEG900 (AsoC22PEG900Manose) e 

lipossomos de docosanato de β-D-galactose-PEG900 (AsoC22PEG900Galactose), possuem 

concentração de 7,5 mg/mL (5 mg/mL de Aso e 2,5 mg/mL de polímero), enquanto que 

na presença de BVL, apresentaram concentração total 10 mg/mL, sendo a razão entre os 

componentes 2:1:1 (m/m, ou seja, 5 mg/mL de Aso, 2,5 mg/mL de polímero e 2,5 mg/mL 

de BVL).   

Para a preparação dos lipossomos, primeiramente foi obtido o lipossomo de Aso 

(controle). A Aso foi solubilizada em 1 mL de CHCl3 (clorofórmio) e 20 μL de água 

destilada, dentro de um balão de fundo redondo (volume de 25 mL). O balão foi levado 

ao banho de ultrassom por 3 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o sistema 

foi submetido à rotaevaporação e temperatura do banho não superior a 30 ° C, sob vácuo 

de aproximadamente 450 mmHg, para evaporação do solvente. O filme lipídico formado 

foi então ressuspendido em 1 mL de água destilada.  

Para a obtenção dos sistemas lipossomais poliméricos (C22PEG900Manose e 

C22PEG900Galactose), cada polímero foi adicionado na etapa de solubilização do lipídio 

em clorofórmio. E as etapas seguiram conforme descrito anteriormente, obtendo-se os 

dois sistemas lipossomais poliméricos (Esquema 5).   

Para a obtenção dos sistemas lipossomais poliméricos (C22PEG900Manose e 

C22PEG900Galactose) incorporados de BVL, cada polímero foi adicionado na etapa de 
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solubilização do lipídio em clorofórmio, enquanto que a BVL foi previamente 

solubilizada em 1 mL de água destilada, e este incorporada durante a etapa de hidratação 

do filme lipídico (Esquema 5). As etapas seguiram conforme descrito para a obtenção 

dos lipossomos de Aso, obtendo-se os dois sistemas lipossomais poliméricos 

incorporados da BVL.  

 

 

 

 

4.3. Extração e purificação da BVL 

 

As sementes de Bauhinia variegata foram descascadas, trituradas e peneiradas. 

Em seguida foi adicionado a estas hexano, para retirar por afinidade de polaridade os 

componentes hidrofóbicos, como por exemplo gorduras. O solvente foi rotaevaporado, e 

foram então adicionados 0,1 M de Tris-HCl a pH 7,4 (em baixa temperatura, para evitar 

a degradação da proteína) e 0,15M de cloreto de sódio (NaCl) (para evitar o rompimento 

das hemácias). A solução com a BVL foi levada para a câmera fria, de forma a ocorrer a 

precipitação máxima das proteínas e em seguida foi centrifugada e filtrada. Para a 

purificação da BVL, utilizou-se uma coluna de agarose- lactose, onde a BVL foi eluída 

com 100 mM de lactose em tampão, até que o efluente da coluna ficasse com absorbância 

inferior a 0,05. A eluição foi monitorada a 280 nm. As frações foram reunidas, passaram 

extensivamente por diálise em água destilada e foram liofilizadas (PINTO et al., 2005; 

PINTO et al., 2008). Um esquema desta extração está demonstrado no Esquema 6. 

Esquema 5: Representação esquemática do método de preparação de lipossomos 

por Evaporação por Fase Reversa. (a) Solubilização do lípidio, (b) formação do 

filme lipídico e (c) suspensão lipossomal. 
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4.4. Síntese dos polímeros 

 

Os polímeros C22PEG900Manose e C22PEG900Galactose foram sintetizados sob 

supervisão do Prof. Dr. Alexandre Dal-Bó, na Universidade do Extremo Sul Catarinense 

(UNESC). Pode-se dividir a síntese do polímero docosanato de β-D-glicosil-PEG900 em 

quatro partes: (i) obtenção do PEG900N3; (ii) obtenção do docosanato de PEG900N3 e (iii) 

funcionalização do sacarídeo com uma cadeia lateral, que possui um alcino terminal 

e (iv) inclusão do sacarídeo no polímero (glicosilação) (Dal-Bó et al, 2011, 2012). 

 

4.4.1. Metódo experimental de obtenção do monoazida de polietileno 

glicol (PEG900N3) 

  

Para obtenção do monoazida de polietileno glicol (PEG900N3), o Tosilato de PEG 

(PEGTs) (7,6 g) sob refluxo, em banho de óleo, foi solubilizado em tetrahidrofurano 

(THF) (40 mL). Quando foi alcançada a temperatura de 55°C, foi adicionada a azida 

sódica (NaN3) (2,12g). Após 24 horas de refluxo, a reação foi filtrada e foram efetuadas 

sucessivas lavagens em diclorometano (CH2Cl2). O CH2Cl2 foi rotaevaporado (a 50°C). 

Os cristais formaram precipitados ao serem adicionados CHCl3 e acetona (C3H6O) (20:10, 

v/v). 

Esquema 6: Representação esquemática de método de extração e purificação da BVL. 

(a) trituração das sementes de BVL; (b) 1°- adição de hexano e evaporação deste por 

rotaevaporador, (c) 2°- adição de tampãoTris-HCl (pH 7,6) e NaCl 0,15 M e Câmera fria; 

(d) Centrifugação, 30 min; (e) filtração; (f) Coluna de agarose-lactose, BVL eluidas com 

tampão-  Proteinas dializadas e armazenadas (30°C). 
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4.4.2. Método experimental de obtenção do docosanato de monoazida de 

polietileno glicol (C22PEG900N3) 

 

O PEG900N3 obtido a partir do procedimento descrito anteriormente, foi 

solubilizado em 40 mL de CH2Cl2. O solvente foi rotaevaporado e a massa obtida pesada 

(3,44g).  

À PEG900N3 (3,44g) adicionou-se CH2Cl2 (40mL), 4-dimetilaminopiridina 

(DMPA) (0,08g) e o ácido docosanóico (C22H44O2) (2,4g). O sistema foi mantido por 

agitação constante durante 24 horas. 

Em seguida, sucessivas lavagens com diclorometano foram realizadas. O solvente 

foi rotaevaporado a 45°C. À massa obtida desta reação, foram adicionados CHCl3 e 

C3H6O (20:10, v/v) para a precipitação do produto. Este produto, C22PEG900N3, foi 

purificado em coluna de cromatografia flash (fase móvel, metanol (CH3OH) e CH2Cl2 

1:9, v/v).    

 

4.4.3. Funcionalização do glicídio para inserção no polímero 

 

Os glicídios manose e galactose foram primeiramente acetilados, para proteger as 

hidroxilas que são suscetíveis a reações que possam a vir ocorrer no meio. Para a 

acetilação, os glicídios foram adicionados em seu respectivo balão (cada um, pesados em 

5g), cada um contendo acetato de sódio (C2H3NaO2) (4g) e o anidrido acético (C4H6O3) 

(25 mL), mantidos sob aquecimento de 70°C, por 24 horas. 

A extração foi realizada em CH2Cl2, água destilada e bicarbonato de sódio 

(NaHCO3) (pH ≈ 7). Foi adicionado em seguida sulfato de sódio (Na2SO4, como agente 

dessecante), seguido de filtração. Esta reação proporcionou 11,64 g de glicídios 

acetilados. A esta massa, foram adicionados álcool propargílico (C3H4O) (1,6 mL) e 

trifluoreto de boro (BF3) (5,13 mL), e a solução ficou sob agitação por uma hora. Em 

seguida foram adicionados carbonato de potássio (K2CO3) (10,5g) e NaHCO3 para 

neutralização, em seguida a solução foi filtrada e concentrada (16,18g). A desacetilação 

na estrutura glicídica resultante, foi efetuada ao adicionar CH3OH (100mL) e metóxido 

de sódio 1M (MeONa,) (1 mL). Depois de 24 horas a solução esteve em contato por 10 

minutos com uma resina ativada (com 2,3 g de sódio metálico em metanol), em seguida 
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foi filtrada e concentrada (14,17g), seguida de purificação em coluna de cromatografia 

flash (fase móvel, CH2Cl2 / CH3OH, 8:2 v/v) e rotaevaporada. 

 

4.4.4. Inclusão do glicídio no polímero 

 

Em um balão de fundo redondo contendo os solventes THF (25 mL) e água 

destilada (25 mL), foi adicionado o produto obtido a partir do procedimento anterior 

(glicídio funcionalizado) (0,05 g) e a solução foi agitada até solubilização completa dos 

reagentes. Após, foi adicionado o ascorbato de sódio (C6H7NaO6) (0,03g) para prevenir 

a formação de subprodutos e adição de sulfato de cobre (CuSO4) (0,02g) com a geração 

de Cu (I) in situ. Estes foram agitados até completa solubilização e levados 

posteriormente ao refluxo por 48 horas, a 40 °C. A purificação do polímero glicosilado 

foi realizada por cromatografia flash (fase móvel, CH2Cl2 / CH3OH, 8:2 v/v), seguido de 

rotaevaporação. 

 

4.5. Medidas de FTIR- HATR 

 

Os espectros de FTIR dos sistemas lipossomais (Aso, AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose e AsoC22PEG900ManoseBVL e AsoC22PEG900GalactoseBVL) 

foram obtidos em espectrofotômetro Shimadzu-IR Prestige-21 (disponível na FURG), 

com cristal de Reflexão Total Atenuada Horizontal (HATR). As análises foram realizadas 

depositando-se 1 mL da amostra em cristal de Seleneto de Zinco. Os interferogramas 

foram obtidos através de 45 varreduras com resolução de 2 cm-1. As leituras foram 

realizadas na região de 4000 a 400 cm-1 (CHEN et al., 2000). Pelos espectros de FTIR 

analisou-se a variação das frequências e largura (a 75% da altura do pico) das bandas 

referentes aos estiramentos axiais dos principais grupos lipídicos, causadas pela presença 

dos polímeros glicosilados (manose ou galactose) na ausência e presença de lectina 

(CHEN et al., 2000; MORENO et al., 2009). 

 

4.6. Medidas de DSC 

 

Os ensaios de DSC para os sistemas lipossomais foram realizados na Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC). As transições de fase foram analisadas através de um 

equipamento DSC-50 Shimadzu, com uma taxa de aquecimento de 2,5 °C / min. A faixa 
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de temperatura usada foi de -50 ° a 60 ° C. O Índio foi usado para calibração do aparelho 

e o nitrogênio (N2) como gás de purga, a um fluxo de 50/50 mL.min -1. Assim, como nos 

ensaios de FTIR foram realizadas medidas em lipossomos de Aso (controle), de 

AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose (associação de lipídio com polímero 

glicosilado), bem como de AsoC22PEG900ManoseBVL e AsoC22PEG900GalactoseBVL 

(associação de lipídio, polímero e BVL). 

 

4.7. Medidas de turbidez 

 

As medidas de turbidez dos lipossomos em estudo (Aso, AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose, AsoC22PEG900ManoseBVL e AsoC22PEG900GalactoseBVL) 

foram obtidas por espectrofotometria de UV-Vis., em aparelho Shimadzu UV-2550 

(disponível na FURG). Os valores de absorbância das amostras foram medidos em 

comprimentos de onda (λ) de 400nm (SKOOG et al., 1998). Foram utilizadas células de 

quartzo, com caminho óptico de 1 cm.  

 

4.8. Medidas de DLS e potencial zeta ( ζ ) 

 

As medidas do diâmetro e de potencial zeta (dos sistemas lipossomais foram 

realizadas na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob supervisão do Prof. 

Dr. Alexandre Luis Parize. Foi utilizado um equipamento Zetasizer-Malvern UK- Nano 

ZS a 25 °C, com dispersante água miliQ, caminho óptico de 1 cm e ângulo fixo de 173 

°C. Um volume de 25 μL de cada suspensão (amostra) foi adicionado em 1 mL de água 

miliQ. Após homogeneização foram realizadas as respectivas análises.  

 

4.9. Medidas de RMN 1H e 31P 

 

Os lipossomos foram analisados por RMN com referência interna H2O:D2O 

(80:20, v/v), em equipamento Bruker 400 MHz (disponível na FURG). As medidas de T1 

de 1H do grupo colina lipídico (N+(CH3)3, δ=3,2 ppm) foram obtidas a 400 MHz através 

da sequência de pulsos de recuperação da inversão (DE LIMA et al., 2007). 

As medidas de anisotropia de deslocamento químico de 31P foram realizadas a 161 

MHz em temperatura de 25 °C.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As análises foram realizadas inicialmente de forma a caracterizar os efeitos dos 

polímeros glicosilados (C22PEG900Manose e C22PEG900Galactose) no lipossomo de Aso. 

Assim, comparou-se os valores obtidos por diversas técnicas instrumentais (descritas a 

seguir), para lipossomos de Aso e de AsoC22PEG900Manose e C22PEG900Galactose. 

Posteriormente, foi caracterizado o efeito da BVL nos lipossomos de 

AsoC22PEG900Manose e C22PEG900Galactose, ou seja, lipossomos de 

AsoC22PEG900ManoseBVL e C22PEG900GalactoseBVL, pelas mesmas técnicas 

instrumentais supracitadas.  

 

5.1. Medidas de HATR-FTIR 

 

Para obter informações sobre a localização de C22PEG900Manose, 

C22PEG900Galactose e BVL em membranas de Asolecitina de soja (Aso), assim como as 

alterações induzidas por esses, tais como na ordem e grau de hidratação do lipídio, foram 

realizados ensaios de HATR-FTIR. 

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de Aso, AsoC22PEG900Manose 

constam na Figura 31. Com base nestes espectros, foram calculadas as variações das 

frequências e larguras dos principais picos referentes aos estiramentos axiais (ν) dos 

grupos lipídicos que o polímero interagiu: colina, νas N
+(CH3)3 (estiramento assimétrico); 

éster, ν C-O e carbonila, ν C=O. As atribuições referentes a estes grupos, bem como os 

valores das variações citadas anteriormente, estão citadas na Tabela 1 e 2 

respectivamente.  
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Tabela 1: Variação da frequência de bandas de grupos específicos, presentes nos 

lipossomos de Aso e lipossomos de Aso contendo o polímero C22 PEG900 Manose (AsoC22 

PEG900Manose), em cm-1 

Grupo funcional Aso (cm-1) AsoC22PEG900Manose 

(cm-1) 

Δ (cm-1) 

ν C-O 1070,49 1076,28 5,79 

νas N
+(CH3)3 977,91 974,05 3,86  

 

 

Tabela 2: Variação de largura de bandas de grupos específicos, presentes nos lipossomos 

de Aso e lipossomos de Aso contendo o polímero C22PEG900Manose 

(AsoC22PEG900Manose), em cm-1. 

Grupo funcional Aso (cm-1) AsoC22PEG900Manose 

(cm-1) 

Δ  

 (cm-1) 

ν C=O 12,5 4,16 8,34  

ν C-O 41,66 45,83 4,17 

 

Figura 31: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos 

de Aso e lipossomo de AsoC22PEG900Manose 
 

Figura 9: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos de 

Aso e lipossomo de AsoC22PEG900Manose 
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A variação da frequência ocorrida no νas N
+(CH3)3 , (Figura 32) referente à colina 

localizada na região polar do lipossomo, demonstrou que o polímero C22PEG900Manose 

promove mudanças conformacionais  no grupo em relação à moléculas de água ou ainda 

altera interações do tipo dipolo-dipolo que ocorrem entre este grupo e o grupo fosfato 

(PO2
-) do lipídio mais próximo (Esquema 7 (a) e (b), respectivamente) (MORENO et al., 

2009; POPOVA et al., 2011). 
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Figura 32: Ampliação da região de absorção de número de onda do νas 

N+(CH3)3 do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e 

lipossomo de AsoC22PEG900Manose 
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Em relação ao efeito do polímero C22PEG900Manose na interface lipídica, 

monitorada nas análises do pico referente ao ν C-O (Figura 33, (a)), observou-se o 

deslocamento do pico para maiores valores de frequência, assim como um aumento da 

largura de sua banda inicial (esta última, referente à uma variação de 4,17 cm-1). Isto 

indicou que o polímero influenciou fortemente a região de interface lipídica.  

A análise de ν C=O lipídico demonstrou um maior efeito do polímero nesta região, 

visto que reduziu a largura do pico em 8,34 cm-1 (Figura 33, (b)), restringindo sua 

mobilidade. 
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Figura 33: Ampliação da região de absorção de número de onda em (a) do ν C-O e (b) do ν 

C=O do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e lipossomo de 

AsoC22PEG900Manose 
 
 

Esquema 7: Representação esquemática de (a) interação com molécula 

de água ou (b) com o grupo fosfato do lipídio próximo. 
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Considerando o efeito do polímero C22PEG900Galactose nos lipossomos de Aso, 

estes constam nos espectros de FTIR apresentados na Figura 34. Assim como para 

AsoC22PEG900Manose, o C22PEG900Galactose afetou os mesmos grupos de Aso: colina, 

νas N
+(CH3)3 (estiramento assimétrico); éster, ν C-O e carbonila, ν C=O. As atribuições 

referentes a estes grupos, bem como os valores das variações em frequência e largura das 

bandas de FTIR após inserção do polímero, estão descritas na Tabela 3 e 4, 

respectivamente.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Tabela 3: Variação de frequência de bandas de grupos específicos, presentes nos 

lipossomos de Aso e lipossomos de Aso contendo o polímero C22 PEG900Galactose 

(AsoC22 PEG900Galactose), em cm-1 

Grupo funcional Aso (cm-1) AsoC22PEG900Galactose 

(cm-1) 

  Δ frequência 

(cm-1) 

ν C-O 1070,49 1087,85 17,36  

νas N
+(CH3)3 977,91 974,05 3,86  

 

 

 

Figura 34: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos de 

Aso e lipossomo de AsoC22PEG900Galactose. 
 

Figura 10: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos de 

Aso e lipossomo de AsoC22PEG900Galactose 
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Tabela 4: Variação de largura de bandas de grupos específicos, presentes nos lipossomos 

de Aso e lipossomos de Aso contendo o polímero C22PEG900Galactose (AsoC22 

PEG900Galactose), em cm-1. 

Grupo funcional Aso (cm-1) AsoC22PEG900Galactose 

(cm-1) 

  Δ lg. bandas 

(cm-1) 

ν C=O 12,5 4,16 8,34  

ν C-O 41,66 58,33 16,67 

 

 

O polímero C22PEG900Galactose afetou o grupo colina da membrana lipídica 

(Figura 35), de forma semelhante ao C22PEG900Manose, indicando o mesmo tipo de 

interação com a água ou com o grupo fosfato do lipídio vizinho (Esquema 8 (a) e (b), 

respectivamente) (MORENO et al., 2009; POPOVA et al., 2011). Esta comunicação pode 

atuar no dipolo elétrico do grupo da cabeça do lipídio, desta forma a cabeça do lipídio 

pode inclinar-se devido à atração que o fosfato exerce sobre o grupo colina. A técnica de 

Potencial Zeta (ζ), que fornece informações sobre a carga superficial da membrana, pode 

esclarecer sobre o quanto estas interações influenciaram na carga superficial da 

membrana lipossomal. As técnicas usadas para avaliar o comportamento da região polar 

da membrana lipossomal (colina e fosfato), como potencial zeta e RMN 1H e 31P serão 

discutidas a seguir. 
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Figura 35: Ampliação da região de absorção de número de onda do νas 

N+(CH3)3 do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e 

lipossomo de AsoC22PEG900Galactose 
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O polímero influenciou significativamente a região de interface (ν C-O) (Figura 

36 (a)), deslocando a faixa de frequência de absorção da banda desta vibração em 17,36 

cm-1. Em comparação à interação do C22PEG900Manose nesta região do lipossomo, a 

interação do C22PEG900Galactose é quatro (4) vezes maior na interface da membrana 

lipídica. Entretanto, a mesma extensão de ordenamento do grupo carbonila lipídico, 

detectada nos estudos com C22PEG900Manose (variação da largura de pico de ν C=O em 

8,34 cm-1), foi observada no grupo da carbonila após interação lipídica do 

C22PEG900Galactose (Figura 36 (b)).  

 

 

Esquema 8: Representação esquemática de interação com molécula de 

água ou com o grupo fosfato do lipídio próximo. 
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Sendo assim a diferença observada pode ser em função, ou devido a diferença de 

posição do grupamento OH no carbono C4 e C2 (Figura 37). 
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Figura 36: Ampliação da região de absorção de número de onda em (a) do ν C-O e (b) do ν 

C=O do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e lipossomo de 

AsoC22PEG900Galactose 
 
 

Figura 37: Fórmula estrutural do (a) C22PEG900Manose e (b) 

C22PEG900Galactose 
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Estudos realizados por Micheletto e colaboradores (2015) analisaram um sistema 

nanoestruturado composto por lipossomos de Aso e o polímero docosanato de N-

acetilglicosaminaPEG900 (C22PEG900GlcNAc) (Figura 38). O polímero 

C22PEG900GlcNAc diferencia-se dos polímeros analisados neste trabalho, na porção 

sacarídica.  

 

 

 

 

 

 

 

O C22PEG900GlcNAc interagiu fortemente com a interface, mas também, com as 

outras regiões (polar e hidrofóbica) da membrana. Este polímero, em lipossomos de Aso, 

aumentou o grau de hidratação de ν C=O, demonstrando-se sensível às condições de 

hidratação, ao contrário de C22PEG900Manose e C22PEG900Galactose. Isto pode ser 

influência do grupo amino na formação de ligações hidrogênio com o grupo lipídico 

carbonila. Na ausência deste grupo, as interações dos polímeros em estudo nesta 

dissertação, demonstraram as mesmas interações dipolo-dipolo que possivelmente 

ocorrem entre os grupos hidroxila dos sacarídeos e a região colina (MICHELETTO et al., 

2015) (da mesma forma para ambos os polímeros). Na região próxima ao glicerol, 

entretanto, a orientação do grupo hidroxila da galactose parece afetar mais esta porção do 

que a orientação da hidroxila da manose, e assim o C22PEG900Galactose provoca uma 

maior variação em C-O, entretanto os resultados de ambos os polímeros em seus 

respectivos sistemas lipossomais influenciam nas mesmas regiões (Figura 39).  

 

 

 

Figura 38: Fórmula estrutural do docosanato de N-

acetilglicosaminaPEG900 (C22PEG900GlcNAc) 
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Os resultados a seguir descrevem os efeitos da BVL na membrana de 

AsoC22PEG900Manose, monitorados por HATR-FTIR. 

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Manose na presença da BVL (AsoC22PEG900ManoseBVL) constam na 

Figura 40. Os estiramentos axiais dos grupos lipídicos presentes no sistema lipossomal 

influenciados pela BVL foram: νas PO2
-, ν C-O e ν C=O. As atribuições referentes a estes 

grupos, bem como os valores das variações citadas anteriormente, estão na Tabela 5 e 6, 

respectivamente.   

 

 

 

 

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos Aso, na presença 

do polímero C22PEG900Manose e incorporado a BVL 

(AsoC22PEG900ManoseBVL) 
 

Figura 11: Resumo do resultado das análises quanto o deslocamento 

de frequência e variação de largura das bandas: influência da lectina 

nos sistemas lipossomais de: AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose - HATR-FTIRFigura 12: Espectro de 

HATR-FTIR de lipossomos Aso, na presença do polímero 

C22PEG900Manose e incorporado lectina BVL 
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presente no polímero.  

Figura 39: Resumo das interações moleculares do C22PEG900 Manose e 

C22PEG900Galactose. 
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Tabela 5: Variação de frequência de bandas de grupos específicos, presentes nos 

lipossomos de Aso contendo o polímero C22PEG900Manose (AsoC22 PEG900Manose) e 

lipossomos de Aso contendo o polímero C22PEG900Manose e a BVL (AsoC22 

PEG900ManoseBVL), em cm-1. 

Grupo 

funcional 

AsoC22PEG900Manose 

(cm-1) 

AsoC22PEG900Manose 

BVL (cm-1) 

  Δ frequência 

(cm-1) 

ν C=O 1732,08 1734,01 1,93  

    

 

 

Tabela 6: Variação de largura de bandas de grupos específicos, presentes nos lipossomos 

de Aso contendo o polímero C22PEG900Manose (AsoC22 PEG900Manose) e lipossomos de 

Aso contendo o polímero C22PEG900Manose e a proteína BVL (AsoC22 

PEG900ManoseBVL), em cm-1. 

Grupo 

funcional 

AsoC22PEG900Manose 

(cm-1) 

AsoC22PEG900Manose 

BVL (cm-1) 

Δ lg. bandas 

(cm-1) 

νasPO2
- 9,16 6,72 2,44  

ν C-O-C 45,83 42,01 3,82  

 

 

A BVL foi responsável pelo ordenamento da região polar do sistema lipossomal. 

Tal fato foi demonstrado pela redução da largura PO2
- de 2,44 cm-1 (Figura 41). Este 

resultado pode estar relacionado ao fato de que os grupos fosfato poderem interagir com 

grupos hidroxilos presentes nos aminoácidos (aa) da BVL (no caso, prolina e lisina) 

formando ésteres de fosfato. A ligação covalente de um grupo fosfato a um ou mais aa da 

cadeia lateral de uma proteína é comum. A carga negativa do grupo fosfato atrai os aa de 

cadeia lateral positiva (LEHNINGER et al., 2000).  
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O aumento do ordenamento também foi observado na região de interface no 

estiramento C-O (redução de 3.82 cm-1 da largura de banda) (Figura 42).  

 

  

 

1740 1734 1728

109

110

111

112

 

 

T
ra

n
s
m

it
â

n
c
ia

 (
%

)

Frequência (cm
-1
)

 AsoC
22

PEG
900

Manose

 AsoC
22

PEG
900

ManoseBVL

1250 1225 1200 1175

80

90

100

110

120

 

 

T
ra

n
s
m

it
â

n
c
ia

 (
%

)

Frequência (cm
-1
)

 AsoC
22

PEG
900

Manose

 AsoC
22

PEG
900

ManoseBVL

1150 1100 1050 1000

108

110

112

114

 

 

T
ra

n
s
m

it
â

n
c
ia

 (
%

)

Frequência (cm
-1
)

 AsoC
22

PEG
900

Manose

 AsoC
22

PEG
900

ManoseBVL

Figura 41: Ampliação da região de absorção de número de onda do νasPO2
- do espectro de 

HATR-FTIR de lipossomos de AsoC22PEG900Manose e lipossomo de 

AsoC22PEG900ManoseBVL 
 
 

Figura 42: Ampliação da região de absorção de número de onda em (a) do ν C-O e 

(b) do ν C=O do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de AsoC22PEG900Manose 

e lipossomo de AsoC22PEG900ManoseBVL 
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A BVL quando inserida no sistema lipossomal de Aso C22PEG900Manose, 

propiciou um efeito discreto no ν C=O, referente à redução na quantidade de ligação de 

hidrogênios.  

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de AsoC22PEG900Galactose e 

AsoC22PEG900GalactoseBVL, são apresentados na Figura 43.  Neste sistema, a BVL 

influenciou os estiramentos axiais dos grupos lipídicos: ν PO2
-, C-O e ν C=O. As 

atribuições referentes a estes grupos, bem como os valores das variações citadas 

anteriormente, estão na Tabela 7 e 8, respectivamente.   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7: Variação de frequência de grupos específicos, presentes nos lipossomos de Aso 

contendo o polímero C22PEG900Galactose (AsoC22PEG900Galactose) e lipossomos de Aso 

contendo o polímero C22PEG900Galactose e a proteína BVL 

(AsoC22PEG900GalactoseBVL), em cm-1 

Grupo 

funcional 

AsoC22PEGGalactose 

(cm-1) 

AsoC22PEG900Galactose 

BVL (cm-1) 

  Δ frequência 

(cm-1) 

ν C=O 1732,08 1734,01 1,93  

ν C-O 1087,85 1076,29 11,56  
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Figura 43: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos Aso, na presença 

do polímero C22PEG900Galactose e incorporado a BVL 

(AsoC22PEG900GalactoseBVL) 
 

Figura 13: Resumo do resultado das análises quanto o deslocamento 

de frequência e variação de largura das bandas: influência da lectina 

nos sistemas lipossomais de: AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose - HATR-FTIRFigura 14: Espectro de 

HATR-FTIR de lipossomos Aso, na presença do polímero 

C22PEG900Manose e incorporado lectina BVL 

(AsoC22PEG900ManoseLectina) 
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Tabela 8: Variação de largura de bandas de grupos específicos, presentes nos lipossomos 

de Aso contendo o polímero C22PEG900Galactose (AsoC22PEG900Galactose) e lipossomos 

de Aso contendo o polímero C22PEG900Galactose e a proteína BVL (AsoC22 

PEG900GalactoseBVL), em cm-1. 

Grupo 

funcional 

AsoC22PEG900Galactose 

(cm-1) 

AsoC22PEG900Galactose 

BVL (cm-1) 

Δ lg. 

bandas 

(cm-1) 

PO2
- 8,33 6,66 1,67  

ν C-O 58,33 41,66 16,67  

 

 

Na região polar, o ordenamento foi considerado em virtude de uma discreta 

redução da variação de largura da banda do grupo fosfato (PO2
-) de 8,33cm-1 para 6,66 

cm-1 (Figura 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A adição da BVL no sistema lipossomal de Aso composto por 

C22PEG900Galactose, influenciou a região de interface do sistema, tanto para o ν C-O 

quanto para o CNo ν C-O foi verificado uma variação de frequência de 11,56 cm-

1, para maiores faixas de absorção e uma redução na variação da largura de 16,67 cm-1 

induzida pela proteína (Figura 45 (a)). Os resultados indicaram um aumento discreto do 

valor de frequência do Ccm-1) (Figura 45 (b)), proporcionando uma discreta 
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Figura 44: Ampliação da região de absorção de número de onda do νasPO2
- do espectro 

de HATR-FTIR de lipossomos de AsoC22PEG900Galactose e lipossomo de 

AsoC22PEG900GalactoseBVL 
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redução do grau de hidratação do grupo carbonila lipídico, promovido pela presença da 

BVL no sistema. 

 

 

 

 

Os estudos dos espectros de HATR- FTIR dos respectivos sistemas lipossomais 

constituídos dos lipídios e os respectivos polímeros glicosilados, demonstraram que a 

BVL interage principalmente na região de interface da membrana de Aso contendo ambos 

os polímeros, sendo que as interações são mais fortes, quando o polímero é composto pela 

porção sacarídica galactose. A BVL influência também a região polar de ambos sistemas 

lipossomai (Figura 46).  
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Figura 45: Ampliação da região de absorção de número de onda em (a) do ν C-O e (b) do ν 

C=O do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de AsoC22PEG900Galactose e lipossomo 

de AsoC22PEG900GalactoseBVL. 
 
 

Figura 46: Resumo das interações moleculares do lipossomo de 

AsoC22PEG900 ManoseBVL e AsoC22PEG900GalactoseBVL. 

Ordena 
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Os polímeros C22PEG900Manose, C22PEG900Galactose e a proteína BVL, 

apresentam grupos metilênicos em sua estrutura, da mesma forma que a membrana 

lipídica de Aso (Figura 47) (Figura 48, ampliação da região dos metilenos). 
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Figura 47: Espectro de HATR-FTIR lipossomo de Aso, polímero 

C22PEG900Manose, polímero C22PEG900Galactose e BVL. 

 

 

 

Fig. 41-Espectro de HATR-FTIR de lipossomos Aso, polímero 

C22PEG900Manose, polímero C22PEG900Galactose e lectina (BVL). 

 

 

Figura 15: Ampliação da região de absorção dos metilenos: espectro de HATR-

FTIR de lipossomos de Aso, polímero C22PEG900Manose, polímero 

C22PEG900Galactose e lectina (BVL).Figura16:Espectro de HATR-FTIR de 

lipossomos Aso, polímero C22PEG900Manose, polímero C22PEG900Galactose e 

lectina (BVL). 

 

 

 

Fig. 41-Espectro de HATR-FTIR de lipossomos Aso, polímero 

C22PEG900Manose, polímero C22PEG900Galactose e lectina (BVL). 

 

Figura 48: Ampliação da região de absorção dos metilenos: espectro de 

HATR-FTIR de lipossomos de Aso, polímero C22PEG900Manose, polímero 

C22PEG900Galactose e BVL. 
 

 

 

 

Figura 17:Curva de DSC referente aos lipossomos de: (a) Aso, (b) 

AsoC22PEG900Manose e (c) AsoC22PEG900Galactose.Figura 18: Ampliação da 
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Quando os compostos (polímero e proteína) foram submetidos ao mesmo sistema 

lipossomal, houve sobreposição destas bandas no espectro de FTIR ( CH2), o que 

influência a obtenção dos dados da região apolar. Por isto, não foram avaliados os 

estiramentos de νas CH2 e νs CH2. Sendo assim, esta região foi caracterizada pelas técnicas 

de DSC.  

 

5.2. Medidas de Potencial Zeta - Estudo da distribuição de cargas na membrana 

( ζ ). 

 

A técnica de potencial zeta permitiu monitorar alterações provocadas pela 

inserção dos polímeros e/ou BVL na membrana, na carga superficial dos lipossomos de 

Aso. Os resultados estão descritos na Tabela 9. 

 

 

 

Lipossomos Potencial 

Zeta (mV) 

Δ (mV)  

 Aso -68,2   

Aso+C22PEG900Manose -56,8 | 11,4 |  

Aso+C22PEG900Galactose -53,9 | 14,3 |  

Aso+C22PEG900ManoseLectina -32,5 | 24,3 |  

Aso+C22PEG900GalactoseLectina -45,4 | 8,5 |  

 

 

A Aso apresenta naturalmente um potencial negativo na superfície das membranas 

lipídicas, devido a presença de 5% de ácido fosfatídico e fosfatidilinositol fosfato em sua 

composição (SCHAFFAZICK et al., 2003; FATOUROS et al., 2002; MERTINS et al., 

2010). É valido ressaltar que a estabilidade de uma suspensão é indicada pelas partículas 

que apresentam potencial zeta maior do que -30 mV ou + 30 mV, em módulo 

(MALVERN, 2012). 

Os resultados apresentados na Tabela 9 demonstram que todos os sistemas 

analisados foram estáveis, devido à repulsão eletrostática entre partículas.  

Tabela 9: Influência dos polímeros e da BVL, quanto a distribuição 

de cargas na superfície de lipossomos de Aso. 

 
 

Tabela 1: Influência dos polímeros e da lectina BVL, quanto a 

distribuição de cargas na interface das vesículas lipossomais de 

Aso. 
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Ao adicionar o polímero C22PEG900Manose no sistema lipossomal contendo Aso, 

houve uma redução do valor absoluto do potencial zeta em 11,4 mV.  Já o 

C22PEG900Galactose, reduziu o valor absoluto em 14,3 mV (2.9 mV a mais que o polímero 

glicosilado por Manose). O aumento desta carga superficial, indica que a porção glicídica 

do polímero, está inserido funcionalizando a interface e a região polar da membrana. Estas 

variações indicaram que tais polímeros, influenciaram na orientação do grupo colina 

(N+(CH3)3), direcionando-o mais para a superfície da membrana (Figura 49, destaque em 

preto, valores positivos), visto que os valores de potencial zeta do lipossomo de 

AsoC22PEG900Manose e C22PEG900Galactose tornaram-se mais positivos. O aumento da 

carga superficial, permite aos lipossomos maior estabilidade, para que os carreadores 

lipídicos permaneçam mais tempo na corrente sanguínea, além de aumentar os sítios de 

reconhecimento para a incorporação da BVL (AWSTHI et al., 2004; SHARON et al., 

1993; ULRICH et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados de FTIR indicaram que ambos os polímeros influenciaram da 

mesma forma as interações dipolo-dipolo do grupo colina lipídico. O maior valor de 

Figura 49: Representação da orientação do grupo colina (N+(CH3)3), destaque em 

preto, acima do plano da bicamada lipídica e em destaque amarelo, abaixo do 

plano da bicamada lipídica. Adaptado de CHENG et al., 2015 

Grupo colina 
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potencial zeta demonstrado para a presença do C22PEG900Galactose pode ser um efeito 

das posição do grupo hidroxila (em C4) do monossacarídeo na orientação mais acentuada 

do grupo colina em direção à superfície da membrana (acima do plano da bicamada 

lipídica), ou da conformação das hidroxilas do monossacarídeo (Figura 50 (a)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um maior efeito na colina também pode justificar a maior influencia do polímero 

na região glicerol lipídica, tendo deixado estes dois grupos mais próximos entre si (visto 

que houve maior efeito na banda de FTIR de  C-O), quando comparado ao sistema com 

C22PEG900Manose.  

A presença dos polímeros ao reduzirem a carga superficial negativa da membrana, 

pode promover mudanças nas propriedades físico-químicas e nas características da 

superfície destas partículas, reduzindo a hidrofobicidade da superfície destas partículas. 

Além da influência da porção glicosídica, vale ressaltar que possíveis interações com o 

polímero hidrofílico de PEG, pode aumentar a permanência do lipossomo na corrente 

sanguínea (ULRICH et al., 2002).  

A BVL quando inserida no sistema AsoC22PEG900Manose, aumentou 

consideravelmente o potencial zeta em 24,3 mV. Este potencial zeta mais positivo, pode 

estar sendo determinado por uma maior reorientação em direção à superfície da 

membrana do grupo colina lipídico, mas também pode estar associado ao fato de ter 

Figura 50: Fórmula estrutural (a) do C22PEG900Galactose e 

(b) C22PEG900Manose. 
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ocorrido interações eletroestáticas entre a proteína e o polímero (FATOUROS & 

ANTIMISIARIS, 2002). 

O efeito mais positivo de superficie de membrana no lipossomo, não esta 

relacionado a presença de aa catiônicos (como por exemplo a lisina, prolina, arginina e 

histidina) que estão presentes na BVL, visto que deve-se levar em consideração o 

potencial isoelétrico (PI). A suspensão lipossomal possui um pH próximo de 7,4 e a BVL 

possui um PI de 6,31, desta forma uma solução com o pH maior que o PI, proporciona 

um potencial de superficíe de carga total negativa, enquanto que uma solução com o pH 

menor que o PI, proporciona um potencial de superficíe de carga total positiva (CHANG, 

2010). A contribuição da BVL para um potencial zeta mais positivo, a partir da inserção 

da proteína em lipossomos de AsoC22PEG900Galactose, foi menor (8,5 mV), em relação 

ao sistema AsoC22PEG900Manose. Isto pode estar relacionado ao maior efeito na 

reorientação da colina que o polímero promove. É então provável que a BVL tenha maior 

efeito na reorientação do grupo colina presente no sistema de AsoC22PEG900Manose do 

que no AsoC22PEG900Galactose.  

O potencial de superficíe de carga total mais positiva, adquirida pelos lipossomos 

e seus respectivos polímeros com ou sem a adição da BVL, permite maior estabilidade ao 

retardar a atuação de captura destes sistemas (AsoC22PEG900Manose, 

AsoC22PEG900ManoseBVL, AsoC22PEG900Galactose e AsoC22PEG900GalactoseBVL) 

pelos macrófagos (BATISTA et al., 2007) e assim aumenta o tempo de meia-vida do 

lipossomo no organismo, além de diminuir a sua toxicidade e proteger as vesículas dos 

atritos ao passar pelos poros das membranas (AWSTHI et al., 2004; BARENHOLZ, 

2012; FRÉZARD et al., 2005; LIM et al., 2008). 

Mais informações sobre o efeito dos polímeros e da BVL no grupo colina, bem 

como fosfato lipídicos, foram obtidas por ensaios de RMN  de 1H e 31 P, respectivamente 

e estão descritas a seguir. 

 

5.3. Medidas de RMN 1H 

 

De forma a complementar a investigação relacionada à influência dos polímeros 

C22PEG900Manose e C22PEG900Galactose, bem como a da BVL na região polar do 

lipossomo de Aso, foi investigado por RMN de 1H seus efeitos no tempo de relaxação do 

tipo spin-rede, ou longitudinal da colina lipídica (N+(CH3)3). As curvas de recuperação 

do sinal de FID, respectivas aos hidrogênios presentes no grupo colina lipídico (νas 
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N+(CH3)3 , pico a 3,2 ppm), estão apresentadas nas Figuras 51, 52 (a) e (b). As variações 

dos valores de T1 foram calculadas a partir destas curvas (SKOOG et al., 1998; 

SILVERSTEIN et al., 2005) e estão descritas na Tabela 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lipossomos T1 (s) Δ T1 (s) 

Aso 0,184  

Aso+C22PEG900Manose 0,25 0,066 

Aso+C22PEG900Galactose 0,183 0,001 

Aso+C22PEG900ManoseLectina 0,2 0,05 

Aso+C22PEG900GalactoseLectina  0,3     0,12 

 

A partir dos valores de T1, foi possível obter informação sobre a dinâmica de 

regiões específicas dos lipídios que constituem a membrana lipossomal de Aso (DE 

LIMA et al., 2007). Para os estudos que refletem a velocidade de rotação da região polar, 

foram investigados os hidrogênios do grupo colina dos lipossomos de Aso, cujo valor de 

Figura 51: Recuperação dos sinais de RMN de 1H (de FID) da colina em 

lipossomo de: Aso, AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose. 
 

 
 

 

 

 

Tabela 2: Valores de T1 dos prótons da colina presentes nos lipossomos de: 

Aso, AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose, 

AsoC22PEG900ManoseLectina e AsoC22PEG900GalactoseLectina.Figura 

19:Recuperação dos sinais de RMN (de FID) dos prótons da colina, presentes 

no lipossomo de: Aso, AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose. 

 

 

 

 

 

Tabela 10: Valores de T1 dos prótons da colina presentes nos lipossomos de: 

Aso, AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose, 

AsoC22PEG900ManoseBVL e AsoC22PEG900GalactoseBVL. 

 

 

Tabela 3: Valores de T1 dos prótons da colina presentes nos lipossomos de: 

Aso, AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose, 

AsoC22PEG900ManoseLectina e AsoC22PEG900GalactoseLectina. 

 

0 2 4 6 8 10

-1,0x10
6

-5,0x10
5

0,0

5,0x10
5

1,0x10
6

 

 
In

te
n

s
id

a
d

e
 d

o
 s

in
a

l

Tempo (s)

 Aso (T1: 0,184 s)

 AsoC22PEG900Manose (T1: 0,25 s)

 AsoC22PEG900Galactose (T1: 0,183s)



108 
 

T1 foi de 0,184 s. Ao inserir neste lipossomo o C22PEG900Manose, os valores de T1 

aumentaram para 0,25 s (Figura 51; Tabela 10). Este acréscimo no tempo de relaxação 

sugere uma redução discreta da mobilidade, induzida por este polímero na região polar 

dos lipossomos de Aso.  

Não foram obtidos resultados relevantes, quanto a variação dos valores de T1 no 

sistema lipossomal de AsoC22PEG900Galactose, pois a variação de T1 foi de 0,8%. 

 

 

Quando a BVL foi incorporada no lipossomo de AsoC22PEG900Manose (Figura 

52 (a)), reduziu o valor de T1 do lipídio em 0,5 s (T1 variou de 0,25 s para 0,20 s), 

aumentando discretamente a mobilidade do grupo colina. A integração da BVL no 

sistema de AsoC22PEG900Galactose aumentou o valor de T1 dos hidrogênios presentes na 

colina lipídica duas vezes mais do que a proteína inserida em AsoC22PEG900Manose 

(variação de 0,12 s nos valores de T1). Assim, a BVL inserida na vesícula de 

AsoC22PEG900Galactose reduziu a mobilidade do grupo colina. É possível que o maior 

efeito na reorientação por parte da BVL no grupo colina em sistemas compostos por 

AsoC22PEG900Manose, observados por potencial zeta, deva-se a este efeito de 

desordenamento discreto no grupo polar.  

Nos Quadros 2 e 3 estão representados, as análises das técnicas apresentadas até 

o momento (HATR-FTIR, RMN 1H e PZ), referente as interações moleculares dos 
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Figura 52: Recuperação dos sinais de RMN de 1H (de FID) da colina, em lipossomo de: 

(a) AsoC22PEG900ManoseBVL e AsoC22PEG900Manose e (b) AsoC22PEG900Galactose BVL 

e AsoC22PEG900Galactose 

 
 

 

 

 

Figura 20:Recuperação dos sinais de RMN (de FID) dos prótons da colina, presentes no 

lipossomo de: AsoC22PEG900ManoseLectina e AsoC22PEG900GalactoseLectina 
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sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polímeros, bem como a influência da BVL 

nestes, respectivamente.  

 

 

 

 

 

5.4. Medidas de RMN 31P 

 

A espectroscopia de RMN 31P representa uma técnica viável para estudos 

referente ao ambiente eletrônico do átomo 31P (GHOSH, 1988; SÁNCHEZ et al., 2013). 

Quadro 2: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H e PZ     

Quadro 3: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de 

AsoC22PEG900ManoseBVC e AsoC22PEG900GalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H 

e PZ     

 

PZ, menos negativo (-)  

PZ, menos negativo (-)  
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As formas lineares obtidas dos espectros permitiram avaliar o efeito que os 

polímeros e a BVL causaram na anisotropia do deslocamento químico (CSA) da região 

do fosfato dos fosfolipídios que constituem a membrana, bem como as restrições na 

liberdade de movimento do núcleo. A partir dos espectros de RMN de 31P (Figura 53 (a), 

54 (b) e (c) e 55 (d), (e)), foram calculadas, as variações das larguras dos picos a 75% de 

sua altura (Tabela 11). 

Um pico isotrópico, em campo alto, característico de lipossomos de 

fosfatidilcolina em estado de fase líquido-cristalino, aparece em torno de 0,20 ppm. 

Adicionalmente, um pico anisotrópico com um ombro de intensidade reduzida, ocorre em 

campo baixo próximo de 0,30 ppm, Fig. 53 (a). Um segundo pico isotrópico, é observado 

próximo a 1,7 ppm. A presença destes dois picos nos lipossomos de Aso resulta de duas 

orientações magneticamente não-equivalentes de fosfatidilcolina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53: Espectro de RMN 31 P- anisotropia do deslocamento químico da região do fosfato 

dos fosfolipídios de lipossomos de (a) asolecitina de soja (Aso). 
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Figura 55: Espectros de RMN 31P- anisotropia do deslocamento químico da região 

do fosfato dos fosfolipídios de lipossomos de: (d) AsoC22PEG900ManoseBVL e (e) 

AsoC22PEG900GalactoseBVL.  
 

Figura 54: Espectros de RMN 31P- anisotropia do deslocamento químico da 

região do fosfato dos fosfolipídios de lipossomos de: (b) 

AsoC22PEG900Manose e (c) AsoC22PEG900Galactose.  
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Lipossomos Largura dos 

deslocamentos químicos 

(região PO2
-) (ppm) 

Δ de Largura dos 

deslocamentos químicos 

(região PO2
-) (ppm) 

Aso 1,67  

Aso+C22PEG900Manose 6,83 5,16 

Aso+C22PEG900Galactose 0,24 1,43 

Aso+C22PEG900ManoseBVL 0,56 6,27 

Aso+C22PEG900GalactoseBVL       1,12     0,88 

 

 

O C22PEG900Manose no lipossomo de Aso modificou o perfil do pico (Figura 54 

(b); Tabela 11), tornando-o mais largo em 5,16 ppm, ordenando assim a região do 

fosfato. A liberdade de movimento do grupo fosfato foi então reduzida.  

A adição do polímero C22PEG900Galactose no lipossomo de Aso, reduziu a largura 

do pico do fósforo de 1,67 ppm para 0,24 ppm (Figura 53 (a) e 54 (c); respectivamente, 

Tabela 11), o que indicou a alteração da mobilidade da região do fósforo para mais fluido.  

A redução da largura do pico de 6,83 ppm para 0,56 ppm no RMN 31P, dos 

lipossomos de AsoC22PEG900Manose, foi observada após a adição da BVL no sistema, o 

que permitiu maior liberdade de movimento para grupo fosfato (Figura 54 (b) e 55 (d), 

respectivamente; Tabela 11). 

A BVL, quando inserida no sistema liposomal AsoC22PEG900Galactose, reduziu 

a liberdade de movimento do grupo fosfato em 0,88 ppm (Figura 54 (c) e 55 (e), 

respectivamente; Tabela 11). Este efeito discreto pode estar relacionado a uma 

consequência da redução da mobilidade do grupo colina (observado pela técnica de RMN 

de 1H), causada pela inserção desta mesma proteína. 

A BVL interagiu de forma diferente com o núcleo de fósforo nos sistemas 

lipossomais de AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose, ao aumentar e reduzir 

a sua mobilidade, respectivamente. O mesmo comportamento foi observado nas análises 

de RMN de 1H. Quando a BVL foi incorporada no lipossomo de AsoC22PEG900Manose, 

Tabela 11: Valores das larguras dos picos referente a anisotropia do deslocamento químico 

presentes nos lipossomos de: Aso, AsoC22PEG900Manose e AsoC22PEG900Galactose, 

AsoC22PEG900ManoseBVL e AsoC22PEG900GalactoseBVL, em ppm. 
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reduziu o valor de T1 (RMN 1H) dos hidrogênios presentes na colina lipídica em 0,5 s, 

indicando o aumento da mobilidade neste grupo e reduziu a largura do pico do fosfato 

(RMN 31P) em 6,27 ppm, indicando o aumentando da mobilidade do grupo fosfato. A 

fluidez do grupo colina (região polar), pode estar relacionado com o potencial de 

superfície da membrana lipossomal menos negativo.  A integração da BVL no sistema de 

AsoC22PEG900Galactose aumentou o valor de T1 (RMN 1H) dos hidrogênios presentes na 

colina lipídica em 0,12 s, reduzindo a mobilidade do grupo colina e aumentou a largura 

do pico do fosfato (RMN 31P) em 0,88 ppm, indicando a redução da mobilidade do grupo 

fosfato. Desta forma o potencial de superfície da membrana lipossomal menos negativa 

pode estar relacionado a neutralização das cargas por interações eletrostáticas.  

 Tal fato, pode estar relacionado a posição das hidroxilas nos sacarídeos, como 

também pode estar relacionado à disposição espacial do anél glicídico (LIS et al., 1998; 

WEIS et al., 1996).  Estas diferenças de interações que podem ocorrer quanto ao arranjo 

espacial do glicídio, podem causar distintas interações moleculares no sistema lipossomo-

polímero-proteína, e consequentemente na sua mobilidade (SHARON et al.,1998; WEIS 

et al.,1996).  

Nos Quadros 4 e 5 estão representados, as análises das técnicas apresentadas até 

o momento (HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P e PZ), referente as interações moleculares 

dos sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polímeros, bem como a influência da 

BVL nestes, respectivamente.  

 

 

 

Quadro 4: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P e PZ     

PZ, menos negativo (-)  
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5.5. Caracterização dos parâmetros termodinâmicos dos sistemas, analisados 

por Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) 

 

Devido à possíveis sobreposições das bandas de FTIR referentes ao estiramento 

dos grupos metilênicos lipídicos, conforme mencionado anteriormente, a técnica de DSC 

permitiu obter maiores informações sobre o grau de ordem nesta região, já que as 

alterações de transição de fase são atribuídas ao núcleo hidrofóbico da membrana e não 

às demais regiões de interface e polar (ZHAO et al., 2007). 

Os eventos térmicos das amostras de lipossomo de Aso, e lipossomo de Aso 

contendo o polímero C22PEG900Manose, assim como o contendo o C22PEG900Galactose, 

estão representados  na Figura 56. Os  eventos térmicos dos respectivos lipossomos em 

presença da BVL estão representados na Figura 57. As curvas demonstram picos 

endotérmicos (HOHNE et al., 1996) referentes à transição de fase do ácido oleico 

presente na fosfatidilcolina, que está contida em Aso. Através destes eventos térmicos, 

foi possível observar a contribuição de cada constituinte da membrana, na sua região 

hidrofóbica.  

As variações das temperaturas de transição de fase (Tm), calculadas a partir das 

curvas do DSC (Figuras 56 e 57) estão listadas na Tabela 12. 

 

 

 

Quadro 5: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de AsoC22PEG900ManoseBVL 

e AsoC22PEG900GalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P e PZ.     

PZ, menos negativo (-)  
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Figura 56: Curva de DSC referente aos lipossomos de: (a) Aso, (b) 

AsoC22PEG900Manose e (c) AsoC22PEG900Galactose. 
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Lipossomos Aso Tm (°C) Δ, Tm(°C) 

Aso   |33,67|  

Aso+C22PEG900Manose |10,46| |23,18|  

Aso+C22PEG900Galactose |17,91| |15,76|  

Aso+C22PEG900ManoseBVL |39,32| |28,86|  

Aso+C22PEG900GalactoseBVL |17,42| |0,49|  

 

 

O polímero C22PEG900Manose, quando incorporado nas vesículas de Aso, 

provocou redução da Tm, em módulo de 33,67 °C para 10,46 °C. O polímero promoveu 

assim um rearranjo da bicamada lipídica de Aso para um estado mais desordenado, 

indicando maior fluidez na região apolar da membrana.  

O polímero C22PEG900Galactose, quando inserido no lipossomos de Aso, reduziu 

a Tm em 15,76 °C, promovendo também  um estado mais desordenado da região 

Tabela 12: Tabela de variação de temperatura de transição de fase 

(Tm,°C) dos sistemas Aso, AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose, AsoC22PEG900ManoseBVL e 

AsoC22PEG900GalactoseBVL. 

 

 

Figura 22:Gráfico de absorbância de lipossomos de Aso na 

presença: do C22PEG900Manose, C22PEG900Galactose, 

C22PEG900ManoseLectina e C22PEG900GactoseLectina.Tabela 

5: Tabela de variação de temperatura de fusão Tm  (°C) 

 

Figura 57: Curva de DSC referente aos lipossomos de: (d) 

AsoC22PEG900ManoseBVL e (e) AsoC22PEG900GalactoseBVL.  
 

 

Tabela 4: Tabela de variação de temperatura de fusão Tm  (°C)Figura 21:Curva de 

DSC referente aos lipossomos de: (d) AsoC22PEG900ManoseLectina e (e) 

AsoC22PEG900GalactoseLectina. 
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hidrofóbica lipídica, porém aumentando a mobilidade de Aso em uma menor proporção 

que o C22PEG900Manose.  

Quando a BVL foi adicionada no sistema AsoC22PEG900Manose, elevou a Tm de 

10,46 °C para 39,32 °C. A integração da proteína no sistema favoreceu um ordenamento 

da região hidrofóbica lipídica. O efeito da BVL na membrana, parece ter se sobreposto 

ao efeito de fluidificação de C22PEG900Manose.  

A presença da BVL no sistema AsoC22PEG900Galactose, não propiciou alterações 

na região hidrofóbica tão consideráveis como em AsoC22PEG900Manose. A presença da 

proteina tornou discretamente mais fluida a região hidrofóbica da membrana, visto que 

reduziu em 0,49°C a Tm do sistema lipossomal. O efeito da BVL no sistema 

AsoC22PEG900Galactose, foi próximo ao observado em trabalhos prévios com lipossomos 

de Aso contendo docosanato de N-acetilglucosamina-PEG900(C22PEG900GlcNAc), na 

qual a proteína reduziu em 0,15 °C a Tm das vesículas, desordenando discretamente sua 

região apolar. Tal resultado foi atribuído a sua localização na interface e região polar do 

lipossomo (DOS SANTOS et al., 2016).  

A partir dos resultados de caracterização das propriedades físico-químicas dos 

lipossomos de Aso na ausência e presença dos polímeros C22PEG900Manose e 

C22PEG900Galactose, bem como a destes sistemas na ausencia e presença da lectina, pode-

se constatar que: 

- O polímero C22PEG900Manose afeta mais a região polar (colina e fosfato) e a região 

hidrofóbica (cadeia metilênica) dos fosfolipídios de Aso, quando comparado ao efeito de 

C22PEG900Galactose. Após a inserção da BVL no sistema lipossomal costituida pelo 

polímero C22PEG900Manose, a proteina desordena a região do fosfato e ordena a cadeia 

hidrofóbica.  A presença da proteína parece orientar mais o grupo colina para a superfície 

da membrana quando inserida em AsoC22PEG900Manose, talvez em função do efeito de 

desordenamento deste grupo e do grupo fosfato. Na carbonila (interface) foi observado 

efeito de ordenamento pela presença do polímero AsoC22PEG900Manose nos lipossomos 

de Aso.  

- A BVL propiciou igualmente o grau de hidratação dos sistemas C22PEG900Galactose e 

C22PEG900Manose e reduziu discretamente a sua mobilidade. 

- O polímero C22PEG900Galactose parece afetar mais a região glicerol do fosfolipídio de 

Aso, quando comparado ao  C22PEG900Manose. O efeito da BVL também ocorre de forma 

mais intensa nesta região. C22PEG900Galactose fluidifica a região apolar de lipossomos 
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de Aso, entretanto a BVL tem pouco efeito fluidificante no sistema 

AsoC22PEG900Galactose. 

A BVL apresenta 36,9% de frequência de aa hidrofóbicos, que incluem alanina, 

isoleucina, leucina, fenilalanina, valina e triptofano. É possível que pelo maior efeito de 

fluidificação do C22PEG900Manose na membrana de Aso (em relação ao 

C22PEG900Galactose), a BVL tenha se inserido mais facilmente em direção à região 

hidrofóbica da membrana e houve maior interação com os aa hidrofóbicos da proteína, 

ordenando o sistema. 

A disposição espacial dos glicídios, bem como a posição das hidroxilas, podem 

influenciar na aproximação e nas interações  entre a porção glicídica do polímero e a BVL 

(LIS et al., 1998; WEIS et al., 1996).  

Nos Quadros 6 e 7 estão representados, as análises das técnicas apresentadas até 

o momento (HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P, DSC e PZ), referente as interações 

moleculares dos sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polímeros, bem como a 

influência da BVL nestes, respectivamente.  

 

 

 

 

PZ, menos negativo (-) 

Quadro 6: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P, DSC e PZ     
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5.6. Medidas de Turbidez: Espectrofotometria de Ultravioleta Visível (UV-Vis) 

 

 Os resultados obtidos, com base nas absorbâncias a 400 nm dos sistemas 

lipossomais estão representados na Figura 58 e descritos na Tabela 13.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58: Gráfico de absorbância de lipossomos de Aso na presença de: 

C22PEG900Manose, C22PEG900Galactose, C22PEG900ManoseBVL e 

C22PEG900GactoseBVL. 

 

 

 

 

Tabela 6: Influência dos polímeros e da proteína no diâmetro das vesículas lipossomais de 

Aso, em nm.Figura 23:Gráfico de absorbância de lipossomos de Aso na presença: do 
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Quadro 7: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de AsoC22PEG900ManoseBVL 

e AsoC22PEG900GalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P, DSC e PZ.     

PZ, menos negativo (-) 
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Os cálculos referentes a variação de turbidez, ou seja, valores de absorbância 

foram feitos com base na média dos valores de turbidez, que foram realizadas em 

triplicata (Tabela 13).  

A presença do polímero constituído do açúcar manose elevou os valores de 

turbidez do sistema de Aso em cerca de 37,43%, enquanto que o sistema 

AsoC22PEG900Galactose elevou 29,33%. Entretanto, a BVL quando foi integrada ao 

sistema composto por AsoC22PEG900Manose elevou a turbidez de 0,171 par 0,233, já no 

sistema lipossomal de AsoC22PEG900Galactose, a BVL variou a sua turbidez em cerca de 

0,186 quando comparado ao sistema lipossomal de AsoC22PEG900Galactose.  

O aumento dos valores de absorbância, conforme os dados na Tabela 13, mostram 

uma influência com relação à estabilidade dos sistemas (CHORILLI et al., 2007). Neste 

contexto, é importante ressaltar que o aumento dos valores de turbidez pode estar 

relacionado ao diâmetro dos lipossomos (SOUSA et al., 1990), ou seja, ao aumento do 

seu tamanho ou aglomeração (MAZA et al., 1994; MAZA et al., 1996). 
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Lipossomos Valores de turbidez 

𝑿
 

Desvio padrão Δ dos valores 

de turbidez 

% de turbidez 

 Aso 0,103;  0,101;  0,113 0,106 ± 0,0064   

Aso+C22PEG900Manose 0,167;  0,164;  0,183 0,171 ± 0,011 0,065 37,43 

Aso+C22PEG900Galactose 0,148;  0,139;  0,162 0,150 ± 0,012 0,044 29,33 

Aso+C22PEG900ManoseBVL 0,235;  0,205;  0,258 0,233 ± 0,027 0,062 26,61 

Aso+C22PEG900GalactoseBVL 0,330;  0,314;  0,363 0,336 ± 0,025 0,186 55,36 

Tabela 13: Valores de turbidez dos lipossomos de Aso na presença: do C22PEG900Manose, C22PEG900Galactose, 

C22PEG900ManoseBVL e C22PEG900GactoseBVL 
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A partir dos dados descritos, é possível afirmar que a galactose presente no 

AsoC22PEG900Galactose, indica estar localizada mais na superfície do sistema 

lipossomal, promovendo maiores interações com a BVL aproximando e aglomerando os 

lipossomos. É provável que esta aglomeração seja resultado de interações de denominada 

de Л-Л stacking (empilhamento apolares) entre a face A do anel glicídico (anômero) 

galactose do polímero C22PEG900Galactose e o anel triptofano (Figura 59) (ou 

felilalanina), presente na BVL,  superpondo-se (LIS et al., 1998; WEIS et al., 1996).  Por 

vezes, estes estão um pouco deslocados desta posição pararlela (WEIS et al., 1996). O 

empilhamento apolar, ratifica a preferencia de interação da BVL com o monossacarídeo 

galactose, o que justifica o maior valor de tubidez do lipossomo de 

AsoC22PEG900GalactoseBVL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para averiguar o efeito dos polímeros e inserção da BVL nos lipossomos e tentar 

uma correlação entre os dados, foram realizadas medidas de Espalhamento de Luz.  

 
 

5.7. Medidas de Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) 

 

As medidas de DLS permitiram averiguar as inserções dos polímeros e da BVL 

na membrana lipídica. De acordo com os resultados obtidos, os parâmetros foram 

avaliados e mostraram alterações significativas por influência da composição dos 

Figura 59: Fórmula estrutural de triptofano (a) componente 

da BVL e galactose (b) componente do polímero, constituinte 

do lipossomo. Adaptado de WEIS et al., 1996. 

(a) (b) 
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sistemas avaliados (Tabela 14). Tanto a presença dos polímeros quanto a da BVL, 

aumentaram o tamanho dos lipossomos, demonstrando que foram encapsulados.  

No lipossomo de AsoC22PEG900Manose a fluidez na região apolar, bem como a 

interação do polímero com a membra na região polar e interface podem ser responsáveis 

pelo aumento do diâmetro dos lipossomos.  

O lipossomo de AsoC22PEG900Galactose com interações mais fortes, quando 

comparado ao lipossomo de AsoC22PEG900Manose proporcionou uma dinâmica mais 

empacotada reduzindo o diâmetro do sistema. 

 A presença da BVL aumentou o tamanho dos lipossomos compostos por 

AsoC22PEG900Galactose em cerca de 200 nm, em relação ao aumento provocado pela 

proteína em AsoC22PEG900Manose. Este aumento de tamanho pode estar relacionado ao 

comportamento observado nos ensaios de turbidez, sugerindo  a localização da BVL na 

superfície lipossomal composta por AsoC22PEG900Galactose, que pode facilitar a 

aglomeração deste sistema. Este polímero indica estar na região de interface e região 

polar.  

A BVL quando foi integrada nos lipossomos compostos por 

AsoC22PEG900Manose, interagiu entre as cadeias de hidrocarbonetos lipídica (conforme 

as análises de DSC, que indicou ordenamento na região apolar). O polímero em questão 

viabilizou a expansão da proteína, para mais internamente na membrana. Desta forma, o 

lipossomo de AsoC22PEG900Manose aumentou consideravelmente o diâmetro.  

A BVL ao integrar a membrana lipídica composta pelo AsoC22PEG900Galactose, 

propiciou ordenamento da região polar (grupo colina, N+(CH3)3, e fosfato, PO4
-2). Tal 

ordenamento foi responsável pelo aumento expressivo das vesículas, a partir da 

possibilidade de interação entre a BVL com o monossacarídeo (galactose) (ULRICH et 

al., 2002) que compõem o polímero no sistema lipossomal.  

Os valores de PDI (Tabela 14) indicaram a homogeneidade das vesículas do tipo 

LUVs, ou seja, quanto o diâmetro dos lipossomos, desviaram da média (ELSAYED et 

al., 2011). 
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Lipossomos         Diâmetro (nm) 

𝑿
 

Desvio padrão 

(diâmetro) 

PDI 

𝑿
 

Desvio 

padrão (PDI) 

Δ diâmetro 

(nm) 

 Aso 587,9;  649,4;  601,2 612,8 ± 32,36  0,787;  0,554;  0,818 0,720 ± 0,144  

Aso+C22PEG900Manose 603,8;  692;2  666,6 654,2 ± 45,49  0,832;  0,584;  0,566 0,658 ± 0,143 41,4 

Aso+C22PEG900Galactose 462,2;  408,2;  510,2 460,2 ± 51,03  0,968;  0,842;  0,762   0,857 ± 0,104 152,6 

Aso+C22PEG900ManoseBVL 1403;   909,5;  936,5 1083 ± 277,5  0,874;  0,689;  0,708     0,757 ± 0,102 428,8 

Aso+C22PEG900GalactoseBVL 1319;   980,5;  975,3 1092 ± 196,8  0,841;  0,925;  0,764  0,843 ± 0,843 631,8 

 

 

 

 

 

 

Tabela 14: Influência dos polímeros e da proteína no diâmetro das vesículas lipossomais de Aso, em nm. 

 
 

Tabela 7: Influência dos polímeros e da lectina BVL, quanto a distribuição de cargas na interface das vesículas lipossomais de 

Aso.Tabela 8: Influência dos polímeros e da proteína no diâmetro das vesículas lipossomais de Aso, em nm. 
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Nos Quadros 8 e 9 estão representados, as análises das técnicas realizadas nesta 

dissertação (HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P, DSC e PZ), referente as interações 

moleculares dos sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polímeros, bem como a 

influência da BVL nestes, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

PZ, menos negativo (-) 

Quadro 8: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de AsoC22PEG900Manose e 

AsoC22PEG900Galactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P, DSC e PZ     

Quadro 9: Resumo da dinâmica molecular das análises dos lipossomos de AsoC22PEG900ManoseBVL 

e AsoC22PEG900GalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 1H, RMN 31P, DSC e PZ.     

PZ, menos negativo (-) 
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6. CONCLUSÃO 

 

O anfifílico C22PEG900Manose interagiu com a membrana lipídica de Aso. Na 

região polar, permitiu interações entre o grupo colina e o grupo fosfato (PO2
-) do lipídio 

mais próximo. Pelos dados de RMN 1H e 31P, esta interação causou a redução da 

mobilidade da região polar; na interface lipídica, também foi constatado o ordenamento 

da mesma em função da adição deste polímero; observou-se também o aumento discreto 

da mobilidade na cadeia de hidrocarbonetos (região hidrofóbica) lipídica. A fluidez na 

região de apolar, bem como a interação do polímero na região polar e interface podem 

ser responsáveis pelo aumento do diâmetro dos lipossomos. Portanto, o 

C22PEG900Manose, está localizado preferencialmente na região de interface e região 

polar. Esta preferência pode influenciar em tornar mais positiva a carga superficial da 

membrana, considerando uma reorientação do grupo colina. Tal funcionalização, permite 

aos lipossomos maior estabilidade, para que os carreadores lipídicos permaneçam mais 

tempo na corrente sanguínea, além de aumentar os sítios de reconhecimento para a 

incorporação da BVL (AWSTHI et al., 2004; SHARON et al., 1993; ULRICH et al., 

2002). 

O anfifílico C22PEG900Galactose ordenou a região de interface de lipossomos de 

Aso, como também observado nos estudos com lipossomos contendo 

AsoC22PEG900Manose, porém suas interações foram mais fortes, permitindo assim um 

empacotamento mais efetivo e reduzindo o diâmetro do sistema. O aumento do potencial 

de superfície da membrana, assim como observado para o polímero C22PEG900Manose 

no lipossomo de Aso, permite maior estabilidade ao retardar a atuação de captura deste 

sistema vetorizador (AsoC22PEG900Galactose) pelos macrófagos (BATISTA et al., 2007; 

ULRICH et al., 2002). Além de aumentar os sítios de reconhecimento para a incorporação 

da BVL. 

A BVL quando foi integrada nos lipossomos compostos por 

AsoC22PEG900Manose, interagiu com a interface e ordenou região apolar lipídicas. O 

polímero em questão viabilizou a expansão da proteína, para mais internamente na 

membrana, de forma, que o lipossomo de AsoC22PEG900Manose aumentou 

consideravelmente o diâmetro das LUVs e potencial de superfície da membrana.  

A BVL ao integrar a membrana lipídica composta pelo AsoC22PEG900Galactose, 

propiciou ordenamento da região polar (grupo colina, N+(CH3)3, e fosfato, PO4
-2). Tal 

ordenamento foi responsável pelo aumento expressivo das vesículas LUVs, a partir da 



127 
 

possibilidade de interação entre a BVL com este sistema lipossomal. A proteína aumentou 

discretamente o potencial de superfície do sistema lipossomal de 

AsoC22PEG900Galactose, quando comparado à incorporação desta mesma proteína nos 

lipossomos Aso associados de C22PEG900Manose. 

Apesar da similaridade das estruturas e das características físico-químicas, os 

glicídios manose e galactose que constituem os respectivos polímeros possuem a 

capacidade de reconhecer e interagir com a BVL de formas distintas. Enquanto que a 

BVL interage em lipossomos de AsoC22PEG900Manose na região de interface e na região 

de hidrocarbonetos, no lipossomo contendo AsoC22PEG900Galactose, a BVL interage na 

região polar e interface lipídicas. Deste modo, a BVL quando em um sistema lipossomal 

de AsoC22PEG900Manose, pode ser utilizada como um fármaco com maior tempo de meia 

vida dentro do lipossomo. Ao aumentar a carga superficial da membrana, a BVL também 

aumenta a probabilidade do lipossomo ficar por um maior período de tempo na circulação 

sanguinea. Ao aumentar o potencial deste sistema para valores mais positivos, a lectina 

pode atuar de forma eficiente  em células mais negativamente carregadas, tais como as 

tumorais. A proteína ao está localizada mais internamente, em uma região empacotada 

(região apolar) do lipossomo, pode permanecer na membrana lipossomal até a chegada 

deste sistema a celula alvo.   

Quando a BVL compõe  um lipossomo de AsoC22PEG900Galactose, a proteína 

aumenta a carga superficial da membrana, e assim também aumenta a probabilidade deste 

ficar por um maior período de tempo na circulação sanguinea. Localizada mais na 

superficie da membrana (AsoC22PEG900GalactoseBVL), a  proteína pode reconhecer mais 

facilmente glicoproteinas presentes em tecidos-alvo do organismo, quando comparado ao 

sistema lipossomal de AsoC22PEG900ManoseBVL. Desta forma, o lipossomo de 

AsoC22PEG900GalactoseBVL pode ser usado como um sistema vetorizador, e carrear um 

outro fármaco, que esteja localizado na região hidrofóbica, ou no compartimento aquoso 

do lipossomo. 

Assim sendo, os resultados obtidos contribuem para a escolha adequada de 

materiais de forma a aumentar a eficiencia do sistema composto por lipídio, polímero 

glicosilado e BVL, seja como agente terapeutico (BVL como um fármaco) ou como um 

sistema vetorizador para carrear fármacos antitumorais. O uso destes polímeros, 

aumentam o tempo de meia-vida do lipossomo no organismo, diminui a sua toxicidade e 

protege as vesículas dos atritos ao passar pelos poros das membranas (AWSTHI et al., 

2004; BARENHOLZ, 2012; FRÉZARD et al., 2005; LIM et al., 2008). Este trabalho 
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sugere perspectivas no âmbito de averiguar  a atividade antitumoral de sistemas 

compostos por AsoC22PEG900GlicídioBVL, bem como a de tais sistemas associados a um 

segundo fármaco antitumoral de forma a detectar possível efeito sinergístico.  
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