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Introdução

Um dos mais importantes aspectos es-

truturais da organização biológica é a 

presença de uma membrana delimita-

dora de tal modo que a própria unidade 

básica da vida – a célula – é definida 

física e funcionalmente por uma mem-

brana celular. Compreender os sistemas 

biológicos, requer portanto uma fami-

liaridade com a química e a física das 

membranas biológicas. 

As membranas celulares constituem a 

primeira estrutura biológica encontra-

da pelos fármacos. De facto, durante o 

trajecto de uma substância activa desde 

o seu local de absorção até aos locais 

onde a sua acção será exercida, é ine-

vitável a passagem de variadas barreiras 

lipídicas formadas pelas membranas 

celulares, estruturalmente constituídas 

por uma bicamada de fosfolípidos onde 

se encontram incluídas proteínas, glico-

proteínas e outros constituintes. As liga-

ções ou interacções dos fármacos com 

os componentes lipídicos da membrana 

podem ser responsáveis pela sua acção 

tóxica ou podem igualmente explicar o 

seu modo de acção uma vez que estes 

fármacos podem actuar a um nível 

membranar ou podem ter que passar 

através de membranas antes de atingi-

rem um alvo intracelular. Da interacção 

fármaco-membranas pode ainda resul-

tar uma alteração das propriedades físi-

co-químicas da própria membrana que, 

por si só, pode contribuir de uma forma 

directa para o seu mecanismo de acção 

ou, consequentemente, originar uma 

alteração da actividade das enzimas 

membranares. O conhecimento exaus-

tivo da interacção dos fármacos com as 

membranas lipídicas é crucial para a 

compreensão dos parâmetros de distri-

buição dessas moléculas no organismo, 

bem como para o estabelecimento das 

relações entre as suas propriedades 

físico-químicas e os parâmetros farma-

cológicos apresentados, relações impor-

tantes no estudo e desenho de novos 

compostos com maior eficácia terapêu-

tica e com menores efeitos secundários, 

a maior parte das vezes indesejáveis.

A complexidade, o número e diversida-

de de factores envolvidos e operantes no 

mesmo fenómeno que ocorre na mem-
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A importância do conhecimento das interacções de uma 
substância farmacologicamente activa com as membra-
nas biológicas deve-se, principalmente, aos efeitos que 
estas podem exercer na sua eficácia terapêutica por con-
dicionarem a sua biodisponibilidade ou por terem um 
papel primordial no seu mecanismo de acção.

Estas interacções dependem simultaneamente das pro-
priedades das próprias membranas, determinadas pela 
respectiva composição, mas também das propriedades 
físico-químicas dos próprios fármacos. O conhecimento 
integral das interacções dos fármacos com as membranas 
lipídicas é assim de extrema relevância na elucidação do 
seu modo de acção, não só quando este está dependente 
da ligação a receptores membranares, mas também no 
caso da actividade dos fármacos ser inerente à sua en-
trada na célula. As relações que se possam estabelecer 
entre o mecanismo de acção de um fármaco e o seu 
comportamento face às membranas biológicas permitirá 
ainda estabelecer uma relação causa-efeito entre as ca-
racterísticas físico-químicas dos compostos e os respecti-

vos perfis farmacológicos, de tal modo que será possível 
desenvolver o conceito de relação estrutura-actividade de 
forma a criar novos compostos com maior eficácia tera-
pêutica e com menores efeitos secundários indesejáveis.

Com base no exposto, pretende-se no presente traba-
lho apresentar, de uma forma geral, os efeitos que os 
fármacos podem exercer, directa ou indirectamente, ao 
nível das propriedades físico-químicas das membranas 
biológicas e a importância da avaliação desses efeitos 
no conhecimento dos respectivos mecanismos de acção. 
São descritas e discutidas as metodologias usualmente 
utilizadas na avaliação das interacções fármaco – matriz 
lipídica, baseadas na avaliação da alteração das proprie-
dades físico-químicas do fármaco, da própria membrana 
ou de uma sonda exógena e que permitem a avaliação do 
coeficiente de partição do fármaco, a localização do fár-
maco na matriz lipídica, a avaliação do efeito da presença 
do fármaco na fluidez da membrana e na carga superficial 
da membrana e ainda na estabilidade dos fosfolípidos 
membranares.



40

QUÍMICA 099 OUT | DEZ 05

brana celular, faz com que os estudos 

físico-químicos nem sempre possam 

ser realizados in vivo usando sistemas 

celulares. Assim, e numa primeira fase, 

podem utilizar-se sistemas in vitro, muito 

simples, que simulem pequenas partes 

desses sistemas complexos. A partir da 

informação retirada com estes sistemas 

podem usar-se sistemas de maior com-

plexidade, numa contínua aproximação 

dos sistemas biológicos reais, de forma 

a obter dados que possam ser extrapo-

lados para situações in vivo.

O conhecimento químico das estruturas 

membranares tem permitido, então, de 

uma forma progressiva, desenvolver e 

aperfeiçoar modelos cada vez mais har-

monizados com as funções de mimeti-

zação dos processos mediados pelas 

membranas. Dos diversos modelos de 

biomembranas desenvolvidos os lipos-

somas e as micelas são as estruturas 

que mostram ser mais adequadas e que 

melhor ilustram a interacção dos fárma-

cos com as biomembranas, uma vez 

que, estes micro-agregados, e em es-

pecial os lipossomas, apresentam o am-

biente químico e anisotrópico observado 

nas membranas biológicas. Para além 

disso, o seu manuseamento é mais fácil 

e mais reprodutível do que a utilização 

de células ou tecidos animais, já que 

as micelas e os lipossomas podem ser 

fácil e homogeneamente preparados, e 

as suas propriedades físicas bem carac-

terizadas.

Utilização de modelos de 
biomembranas no estudo da 
interacção de fármacos

Tipos de modelos de biomembranas

Os surfactantes, geralmente designados 

por detergentes, são moléculas anfifíli-

cas que possuem uma “cabeça” hidro-

fílica (polar) e uma “cauda” hidrofóbica 

(apolar) (Figura 1).

Os monómeros livres de agentes anfifí-

licos têm a capacidade de se dissolver 

em água numa determinada concen-

tração formando-se monocamadas de 

surfactante na interface solvente / ar 

(Figura 2). Acima dessa gama estreita 

de concentração há uma transição sú-

bita nas propriedades físicas dos sur-

factantes. Esta transição corresponde à 

concentração a partir da qual se torna 

termodinamicamente favorável a for-

mação de agregados e é definida como 

concentração micelar crítica ou CMC. A 

auto-agregação dos agentes anfifílicos 

em água leva à formação de estruturas 

que dependem da contribuição relativa 

das regiões hidrofóbicas e hidrofílicas 

da molécula. Agentes anfifílicos com 

uma só cadeia hidrocarbonada, ou duas 

cadeias curtas formam micelas em so-

lução aquosa, organizando-se de forma 

a maximizarem a superfície de exposi-

ção dos seus grupos polares ao meio 

aquoso e evitando a existência de inter-

faces entre as suas partes hidrófobicas 

e a água. De acordo com a ocupação 

espacial relativa dos grupos polares ou 

apolares das moléculas anfifílicas, assim 

os agregados resultantes apresentam 

formas diferentes (Figura 2). Quando as 

moléculas de surfactante exibem uma 

configuração cónica, possuindo uma 

área de "cabeça" elevada e uma "cauda" 

única, tendem a formar micelas esféri-
cas. Se a área da "cabeça" diminuir em 

relação à "cauda", o agregado formado 

assumirá a forma de bastonete. Agen-

tes anfifílicos com dupla cadeia apolar e 

valores baixos de área polar  tendem a 

formar micelas inversas especialmente 

em solvente apolar [1]. 

Por outro lado, agentes anfifílicos con-

tendo duas cadeias hidrocarbonadas 

longas possuem a capacidade de, es-

pontaneamente, formar agregados em 

bicamada, que assumem a forma de 

uma estrutura esférica e fechada (ve-
sícula) quando dispersos em solução 

aquosa. As vesículas compostas de fos-

folípidos são usualmente denominadas 

lipossomas (Figura 3), enquanto que o 

termo genérico vesícula é atribuído às 

estruturas formadas por outros agentes 

anfifílicos [2]. Estas estruturas fechadas 

envolvem um determinado volume de 

solução aquosa, variando o seu tama-

nho desde alguns nanómetros a micró-

metros de diâmetro [3, 4]. Sem qualquer 

processamento adicional, a dispersão 

de fosfolípidos em água origina uma 

população polidispersa denominada 

MLV ("multilamellar vesicles"– vesículas 

multilamelares), cujos tamanhos estão 

geralmente compreendidos entre 0,4 e 

3,5 µm de diâmetro (Figura 3B). Cada 

vesícula consiste em várias lamelas lipí-

dicas (à volta de cinco ou mais) dispos-

tas concentricamente, entre as quais se 

dispõe uma fracção do meio aquoso in-

terno. Os lipossomas formados por uma 

única camada são denominados LUV 

("large unilamellar vesicles"– vesículas 

Figura 1  Composto anfifílico Figura 2  Agentes miméticos das membranas. Micelas



QUÍMICA 099 OUT | DEZ 05

41

unilamelares) se o seu tamanho for su-

perior a 50 nm segundo alguns autores 

[1, 3] (Figura 3A). Os SUV ("small unila-

mellar vesicles") são caracterizados por 

diâmetros aproximados de 25 a 50 nm e 

os IUV ("intermediate-sized unilamellar 

vesicles") por tamanhos intermédios 

[1, 3].

A carga da parte polar das moléculas 

anfifílicas determina grande parte das 

suas propriedades físico-químicas, pelo 

que é base da classificação mais usual 

dos agentes anfifílicos, que se dividem 

em aniónicos, catiónicos, zwitteriónicos 

e não iónicos. Os agregados são tam-

bém caracterizados pela parte polar 

dos surfactantes que os constituem. As 

micelas são geralmente de origem sin-

tética e a oferta extensa dos diferentes 

tipos de surfactantes permite usá-las 

para mimetizar as interacções físico-

-químicas como se fossem modelos de 

biomembranas extremamente simplifi-

cados, apresentando apenas dois com-

partimentos. Como exemplo de micelas 

iónicas apresenta-se as constituídas por 

brometo de cetiltrimetilamónio (CTAB), 

por dodecilsulfato de sódio (SDS) e por 

hexadecilfosfocolina (HDPC) (Figura 4) 

que formam, respectivamente, micelas 

aniónicas, catiónicas e zwiteriónicas  

[5]. Os surfactantes não-iónicos têm 

uma parte polar, sem carga associada, 

formada por grupos com uma grande 

afinidade para a água tais como álcool 

nos glicerideos ou açúcar nos glicolípi-

dos.

As micelas de HDPC devido à presença 

do grupo fosfocolina zwitteriónico, exi-

bem uma evidente similaridade estru-

tural com os fosfolípidos presentes nas 

membranas biológicas. As micelas têm a 

vantagem de serem agregados estáveis, 

fáceis de preparar, muito homogéneos 

e apresentando menos interferências 

nas medidas, nomeadamente espec-

troscópicas, devido ao seu tamanho. 

Têm vindo, assim, a ser utilizados como 

modelos para estudos de interacções de 

moléculas e iões com membranas lipí-

dicas, constituindo um modelo prático e 

facilmente manipulável.

A escolha dos surfactantes que formam 

os lipossomas é mais restrita, pois, em-

bora se usem fosfolípidos sintéticos, a 

preferência vai para os compostos de 

origem natural. Os fosfolípidos conten-

do colina (fosfatidilcolina), geralmente 

denominados lecitinas (Figura 5), são 

os mais abundantes na natureza (en-

contram-se na gema dos ovos e na soja) 

e constituem o maior componente das 

membranas naturais, sendo portanto 

bastante utilizados na formação de li-

possomas para as mais variadas apli-

cações. As lecitinas são moléculas zwit-

teriónicas a pH fisiológico e possuem 

a vantagem de se poder manusear à 

temperatura ambiente sendo relativa-

mente inertes quimicamente e passíveis 

de serem obtidas a baixo custo. Exigem 

apenas alguns cuidados na preparação 

das vesículas como sejam a preparação 

na ausência de luz e de oxigénio, uma 

vez que os fosfolípidos são sensíveis à 

temperatura, ao oxigénio/luz e aos agen-

tes oxidantes.

Mais ainda do que as micelas que, ape-

sar de serem modelos simples, apresen-

tam relativa falta de semelhança estru-

tural com os sistemas que pretendem 

mimetizar, os lipossomas constituem 

modelos valiosos das membranas bio-

lógicas pois, sendo compostos pelos 

mesmos constituintes das membranas 

naturais, formam uma estrutura idêntica 

a estas. 

Tendo em conta que as interacções dos 

fármacos com as biomembranas de-

pendem da composição química das 

próprias membranas, é frequente pre-

parar lipossomas introduzindo na sua 

estrutura diferentes constituintes, para 

além dos fosfolípidos, nomeadamente 

colesterol ou mesmo enzimas membra-

nares, mantendo a actividade destas 

Figura 3  Agentes miméticos das membranas. Lipossomas. A: LUV, B: MLV

Figura 4 Surfactantes iónicos
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em microambientes muito semelhantes 

aos reais. Estes lipossomas constituem 

sistemas de maior complexidade, numa 

contínua aproximação dos sistemas bio-

lógicos reais. 

As interacções dos fármacos com as 

biomembranas dependem ainda das 

propriedades físico-químicas dos pró-

prios fármacos. Assim sendo, a interac-

ção de um fármaco com a membrana 

depende da sua lipofilia que condiciona 

igualmente a sua localização. Na Figura 

6 apresenta-se de uma forma esque-

matizada estes dois aspectos que in-

fluenciam o tipo de interacções fárma-

co-membrana. Por um lado mostra-se 

como diferentes constituintes inseridos 

na estrutura lipídica (como os surfactan-

tes aniónicos) vêem acrescentar a pos-

sibilidade de interacção com diferentes 

compostos (neste caso estende a possi-

bilidade de interacção com compostos 

catiónicos). Por outro lado, ilustra-se a 

relevância das características físico-quí-

micas dos fármacos na localização na 

matriz lipídica de lipossomas, apresen-

tando os fármacos localizações diferen-

tes conforme a sua carga e lipofilia.

Preparação dos modelos de 
biomembranas

Preparação de micelas – As soluções 

micelares são preparadas por pesagem 

do surfactante, seguida de diluição em 

água ou tampão apropriado. 

Preparação de lipossomas – Os liposso-

mas podem ser preparados pelo método 

clássico de hidratação do filme lipídico 

[4]. Segundo este método, a quantida-

de necessária de lípido dissolvida num 

solvente orgânico, é evaporada à secura 

sob corrente de um gás inerte. O filme 

lipídico preparado é posteriormente hi-

dratado com tampão apropriado. Após 

agitação da mistura em vórtice, forma-

-se uma população de vesículas lipos-

sómicas heterogénea no que respeita 

ao tamanho e número de bicamadas 

lipídicas. Os lipossomas assim prepa-

rados são denominados por lipossomas 

multilamelares (MLVs) e são usados sem 

qualquer processamento adicional nos 

estudos com este tipo de estruturas. No 

entanto, a utilização de lipossomas como 

simuladores de sistemas naturais impli-

ca, muitas vezes, o uso de vesículas com 

propriedades bem definidas com vista à 

compreensão do impacto de cada factor 

na membrana. Neste sentido, os LUVs, 

apresentando uma única membrana e 

um volume de solução aquosa razoavel-

mente grande no seu interior, têm maior 

interesse prático. Para a obtenção de 

LUVs a partir de MLVs é necessário re-

correr a processos adequados como por 

exemplo a sonicação ou extrusão. De 

acordo com o método de extrusão (Fi-

gura 7), as dispersões de MLVs passam 

sob pressão através de filtros de policar-

bonato, de diâmetro de poro bem defini-

do. Após várias passagens consecutivas 

pelo filtro, em ambiente de gás inerte e 

a uma temperatura superior à transição 

de fase dos lípidos constituintes, obtêm-

-se os lipossomas unilamelares (LUVs) 

(Figura 3A). 

A concentração final de fosfolípido pode 

ser determinada pelo método do fosfo-

molibdato modificado [6]. Este método 

baseia-se na mineralização do fósforo 

presente nos fosfolípidos a fosfato inor-

Figura 5  Lecitina

Figura 6  Lipossoma composto por surfactantes catiónicos e interacções possíveis de vários tipos de 
compostos: 1. composto aniónico, 2. composto catiónico, 3. surfactante aniónico incluído, 4. composto 
catiónico possuindo uma parte apolar, 5. composto lipofílico, 6. composto aniónico possuindo uma 
parte apolar, 7. DPH-PA, 8. sondas fluorescentes (n-AS)
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gânico. O fosfato é depois convertido 

em ácido fosfomolíbdico por adição de 

uma solução de molibdato de amónio e 

posteriormente reduzido pelo reagente 

de Fiske & Subbarrow a azul de moli-

bdénio. A intensidade da cor azul das 

soluções é, então, medida espectrofoto-

metricamente.

Caracterização dos lipossomas

As características físicas e químicas 

dos lipossomas, tais como o tamanho, 

número de lamelas, potencial de mem-

brana e estabilidade são dependentes 

da composição e do método utilizado na 

sua preparação, pelo que é importante 

proceder à sua caracterização.

Determinação do diâmetro dos liposso-

mas – A granulometria dos lipossomas, 

assim como a sua homogeneidade, 

pode ser determinada por espectrosco-

pia de correlação fotónica. Segundo este 

método, os diâmetros são determinados 

através da medição da dispersão pro-

vocada numa radiação laser incidente 

por parte das vesículas em suspensão. 

Uma vez que estas não são estáticas, a 

difracção da luz ao longo do tempo varia 

em função do coeficiente de difusão (D) 

do meio de dispersão. Assim, as varia-

ções da intensidade da difracção da luz 

são tanto mais rápidas quanto menores 

forem as vesículas em suspensão. O co-

eficiente de difusão (D) pode ser deter-

minado analisando dados a diferentes 

tempos de amostragem. A partir destes 

dados e, juntamente com os da tempe-

ratura absoluta (T) e da viscosidade do 

meio (µ), é possível determinar o raio 

hidrodinâmico (R) das vesículas, através 

da equação de Stokes-Einstein:

D = KT / 6 π µ R (1)

em que K é a constante de Boltzmann.

Como os lipossomas obtidos por hidra-

tação do filme lipídico (MLV) constituem 

uma população irregular e polidispersa, 

cujo tamanho pode variar entre alguns 

nanómetros a vários micrómetros, cons-

tituídos na sua maioria por várias cama-

das de fosfolípidos concêntricas e aglo-

merados de vesículas, havendo também 

fosfolípidos não incluídos nas membra-

nas [4] o seu diâmetro é difícil de medir 

por espectroscopia de correlação fotóni-

ca. Os LUV são o tipo de amostra que 

proporciona bons resultados com esta 

técnica de determinação de raio de par-

tículas, devido à sua homogeneidade de 

tamanhos e à sua esfericidade, sendo a 

espectroscopia de correlação fotónica 

uma técnica muito difundida para aná-

lise destas vesículas [7].

Determinação do potencial-zeta dos li-

possomas – Outros métodos de carac-

terização dos lipossomas baseiam-se na 

determinação do potencial-zeta a partir 

do qual se obtém informação acerca do 

potencial de membrana das vesículas 

lipossómicas. O potencial de superfície 

dos lipossomas pode ser determinado 

usando o mesmo equipamento descrito 

no estudo da granulometria. Este estu-

do baseia-se na medição da mobilidade 

electroforética das vesículas fosfolipídi-

cas, a partir da qual é possível calcular o 

potencial-zeta (Figura 8).

Para a medição da mobilidade electrofo-

rética recorre-se à utilização de uma cé-

lula munida de dois eléctrodos que criam 

Figura 7  Preparação de lipossomas

Figura 8  Representação esquemática da dupla camada de cargas à superfície de uma partícula 
aniónica (membrana biológica, modelos de membrana)
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uma diferença de potencial, na qual se 

movimentam as partículas em suspen-

são. A velocidade de deslocamento das 

partículas depende da respectiva carga 

(Figura 9). A medição efectuada por este 

equipamento é baseada no efeito de Do-

ppler (“Laser Doppler Electrophoresis”), 

ou seja, na alteração da frequência so-

frida pela luz dispersa por uma partícula 

em movimento. Como a frequência da 

luz é demasiado elevada, a alteração 

desta, pode ser medida recorrendo ao 

uso de barras de interferência causadas 

pelo cruzamento de dois raios laser ori-

ginados de uma mesma fonte. Assim, as 

partículas em movimento interagem com 

as barras, causando a dispersão da luz 

que é medida por um fotomultiplicador 

focado para o ponto de confluência dos 

lasers. A contagem dos fotões permite a 

elaboração de um espectro de frequên-

cia, a partir do qual o potencial-zeta das 

partículas pode ser calculado. 

Verificação da estabilidade dos liposso-

mas – Os lipossomas podem sofrer agre-

gação, fusão e ruptura membranar, com 

o decorrer do tempo e dependendo da 

constituição lipídica, bem como do meio 

envolvente. A verificação da estabilidade 

física dos lipossomas pode efectuar-se 

através da avaliação do diâmetro médio 

das vesículas ao longo do tempo. 

Estudos realizados com diversas amos-

tras de lipossomas (MLVs e LUVs) guar-

dadas ao longo de vários dias a 4º C e a 

25º C, permitiram verificar que os MLVs 

são pouco estáveis, sofrendo rapida-

mente (ao fim de 3 dias) alteração por 

aglomeração, originando aumento no 

diâmetro médio das partículas. Por sua 

vez, os LUVs são muito estáveis fisica-

mente: quando mantidos à temperatura 

de 4º C não apresentam alteração do di-

âmetro médio ao fim de 5 dias; quando 

armazenados à temperatura ambiente 

apresentam aumento de diâmetro médio 

de 10% ao fim do mesmo tempo.

Quimicamente, os fosfolípidos que 

constituem os lipossomas podem sofrer 

dois grandes processos degenerativos: 

hidrólise e oxidação [4]. A oxidação dos 

fosfolípidos acontece preferencialmen-

te com os fosfolípidos poli-insaturados, 

como é o caso da fosfatidilcolina. Essa 

oxidação dá-se, na ausência de oxidan-

tes específicos, via um mecanismo de 

radicais livres. A presença de oxigénio, 

luz e elevadas temperaturas intensifica 

o processo, pelo que é importante a 

protecção dos lipossomas contra estes 

factores. Os produtos da degeneração 

lipídica podem ser detectados experi-

mentalmente através de diversas meto-

dologias descritas na literatura [8-10].

Metodologias usadas na avaliação das 
interacções fármaco / membrana

A acção dos fármacos divide-se geral-

mente em duas fases: fase farmacociné-

tica e fase farmacodinâmica. A primeira 

compreende os processos de absorção, 

distribuição, metabolismo e eliminação. 

A fase farmacodinâmica inclui os pro-

cessos biológicos envolvidos na interac-

ção dos fármacos com os seus alvos de 

acção (receptores, enzimas, etc). Antes 

de exercer o seu efeito e para que seja 

produzida uma resposta terapêutica, os 

fármacos têm que atravessar as mem-

branas e atingir os locais alvo numa 

concentração suficiente para permitir 

actividade biológica. Com efeito, resul-

tados obtidos em diversos estudos per-

mitem apontar para a hipótese de que 

a interacção não específica de certos 

fármacos com a membrana faz parte do 

seu processo de acção, por permitir que 

os fármacos atinjam receptores protei-

cos específicos.

Neste sentido é evidente a importância 

quer da extensão da interacção fárma-

co / membrana lipídica, fenómeno quan-

tificado pelo coeficiente de partição 

(Kp) [11], quer a localização adequada 

do fármaco na membrana [12]. Valo-

res de Kp elevados (> 100) aumentam 

a probabilidade de o fármaco interagir 

com o receptor por uma via transmem-

branar ou a possibilidade de penetrar a 

uma profundidade adequada na mem-

brana lipídica, de modo a que se possa 

difundir até ao local activo. A orientação 

com que o fármaco se localiza na mem-

brana é também crucial, uma vez que 

deverá interactuar na posição adequada 

com o local activo do receptor. 

Para além de estudos de partição e lo-

calização, é ainda fundamental, que a 

interacção de fármacos com as mem-

branas, seja avaliada pela determinação 

do potencial de membrana [13]. De fac-

to, as membranas celulares apresentam 

carga, devida à presença de compo-

nentes ionizados (lípidos, glicolípidos e 

glicoproteínas) na sua constituição. A 

interacção dos fármacos com as mem-

branas e a consequente alteração do 

potencial de superfície resultante pode 

afectar diversos processos regulatórios, 

nomeadamente a condução de estímu-

los eléctricos, assim como, a confor-

mação e actividade de enzimas mem-

branares [14, 15]. Neste contexto, além 

deste estudo permitir a quantificação de 

fármacos possuidores de carga eléctrica 

ligado à membrana, também possibilita 

a caracterização das propriedades elec-

trostáticas da membrana induzidas por 

essa ligação, a qual constitui um parâ-

metro fundamental dada a relevância 

biológica das propriedades de superfície 

da bicamada lipídica. 

Para além dos aspectos químicos da 

interacção dos fármacos com as mem-

branas biológicas é também necessá-

rio atender aos aspectos físicos dessa 

interacção. As membranas biológicas 

exibem uma estrutura global comum, 

altamente dinâmica e fluida com as 

moléculas de fosfolípidos orientadas de 

modo a formar uma dupla camada na 

qual se inserem as proteínas membra-

nares. Os lípidos nas membranas das 

células à temperatura corporal estão no 

estado fluido o que permite movimentos 

laterais. A microviscosidade em cada fo-

Figura 9  Representação esquemática de uma célula pertencente ao equipamento de espectroscopia 
de correlação fotónica com dois eléctrodos e uma amostra de um lipossoma carregado 
negativamente
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lheto da bicamada lipídica pode assim 

determinar o grau de penetração e a 

taxa de difusão lateral de proteínas da 

membrana. Deste modo, a região hidro-

carbonada da bicamada lipídica pode 

ter um papel significante determinando 

interacções de proteína-lípido além de 

apenas constituir a matriz hidrofóbica 

na qual proteínas de membrana se in-

serem. Assim, qualquer modificação da 

estrutura lipídica da membrana alterará 

as propriedades da membrana e poderá 

afectar o funcionamento da célula. Os 

fármacos capazes de provocar altera-

ções na fluidez da membrana poderão 

ser responsáveis por mudanças nas 

propriedades catalíticas observadas em 

enzimas ligadas à membrana [16].

A estrutura da membrana parece então 

ser importante não só para as caracte-

rísticas de permeabilidade da membra-

na e interacção de moléculas exógenas, 

como também para a acção de molécu-

las endógenas acopladas à membrana 

(proteínas, receptores, canais) e nos 

mecanismos moleculares envolvidos 

nos efeitos farmacológicos exibidos por 

uma variedade de fármacos, pelo que é 

fundamental a avaliação dos efeitos dos 

fármacos na fluidez da membrana.

Os lipossomas devido à sua semelhança 

estrutural com as membranas celulares 

têm demonstrado fornecer uma boa 

correlação relativamente à interacção 

de fármacos com biomembranas pos-

sibilitando realizar vários e diferentes 

estudos sem a complexidade verificada 

nos ensaios in vivo e com a aplicação de 

metodologias analíticas simples descri-

tas seguidamente.

Quantificação da interacção do fármaco 

com a membrana – A lipofilia dos fár-

macos tem sido, desde há muito tempo, 

associada a fenómenos biológicos, 

como o transporte através de membra-

nas, aos efeitos tóxicos e terapêuticos 

apresentados e a fenómenos de bio-

acumulação em tecidos. O parâmetro 

mais largamente usado para descrever 

a lipofilia de um composto é o coeficien-

te de partição octanol / água (Ko / a) que 

corresponde à razão entre a concentra-

ção na fase orgânica e a concentração 

na fase aquosa1. No entanto, enquanto 

que para fármacos relativamente hidro-

fóbicos este modelo mimetiza razoavel-

mente a partição solvente-membrana, 

para substâncias com grupos polares 

nem sempre se obtém uma boa cor-

relação. Isto porque as membranas 

biológicas, constituídas por uma bica-

mada de fosfolípidos, apresentam uma 

zona interna de natureza apolar e duas 

zonas externas de natureza polar, pelo 

que as interacções das membranas 

com os fármacos são mais complexas 

do que é sugerido pelo modelo simplis-

ta de cálculo do Ko / a. Os lipossomas e 

as micelas têm vindo a substituir van-

tajosamente os sistemas octanol / água, 

devido principalmente ao seu arranjo 

molecular ordenado, semelhante ao das 

membranas naturais, mas também pela 

possibilidade de estudar as influências 

electrostáticas durante os fenómenos de 

partição. Assim, a determinação do co-

eficiente de partição lipossomas ou mi-

celas/água (Kp) fornece indicações mais 

fiáveis sobre o grau de interacção de um 

fármaco com as biomembranas sendo 

estes modelos biomiméticos capazes de 

mimetizar os variados ambientes mem-

branares, desde a superfície polarizada 

até ao seu interior lipofílico. Por outro 

lado, o facto do n-octanol ser relativa-

mente tóxico e poluidor (duas vertentes 

opostas à ideia de química verde) ditam 

a sua cada vez maior inaplicabilidade 

neste tipo de estudos.

A determinação experimental do valor 

do Kp em modelos membranares pode 

ser efectuada com base em dois tipos de 

técnicas distintas. No primeiro grupo in-

cluem-se métodos que recorrem a uma 

separação de fases, envolvendo por 

exemplo, processos de filtração, de cen-

trifugação e de diálise, seguidos da de-

terminação quantitativa do soluto numa 

e noutra fase por técnicas habitualmen-

te usadas em análise quantitativa como 

a absorção de UV / Vis, fluorescência 

ou outros. O segundo grupo engloba as 

metodologias que não recorrem à sepa-
ração de fases. Neste conjunto de mé-

todos a determinação do coeficiente de 

partição é efectuada directamente nas 

soluções, nas quais o soluto na mem-

brana se encontra em equilíbrio com 

o soluto livre em solução. A vantagem 

destes métodos é que a medida é efec-

tuada sem alteração das condições de 

equilíbrio. A determinação do Kp é efec-

tuada por avaliação da modificação das 

propriedades de um dos componentes 

do sistema: a) propriedades do soluto 

após interacção com o lípido tais como 

as suas propriedades espectroscópicas 

ou características ácido/base de acidez, 

b) propriedades do lípido por acção do 

soluto, como a permeabilidade, fluidez, 

tensão superficial, temperatura de tran-

sição de fase, carga superficial, entre 

outras, c) ou, finalmente, de uma pro-

priedade de uma terceira molécula que 

pode ser incorporada no sistema e fun-

cionar como sonda e cuja variação das 

propriedades em função da interacção 

molecular é usada para avaliar a exten-

são da interacção.

Dos métodos apresentados para a de-

terminação de Kp serão apenas descri-

tos aqueles que se baseiam em procedi-

mentos analíticos simples e comuns em 

qualquer laboratório e que englobam a 

determinação do Kp por espectrofoto-

metria derivativa; por desactivação de 

fluorescência e por determinação do 

potencial-zeta.

A determinação do Kp usando a es-

pectrofotometria UV-Vis baseia-se na 

variação das características espectrais 

(absortividade molar e/ou comprimento 

de  onda de absorção máximo, λmáx) 

do soluto, quando este se localiza em 

meios com características polares distin-

tas [11]. O recurso à espectrofotometria 

UV-Vis apresenta bastantes vantagens, 

pois não só a maioria dos compostos 

possui propriedades espectroscópicas 

facilmente mensuráveis, que dependem 

da natureza química do meio e são pro-

porcionais à concentração do compos-

to em cada uma das fases, como, por 

outro lado, a sua sensibilidade permite 

o uso de concentrações semelhantes 

às encontradas em sistemas naturais. 

No entanto, especialmente no caso 

do uso de lipossomas como modelos 

membranares, a presença de estruturas 

micro-heterogéneas de tamanhos não 

1 O coeficiente de partição é definido pela IUPAC em termos de actividades e a correspondência para concentrações é denominada por razão de partição, 
mas dada a prática comum em literatura biológica do coeficiente de partição, neste artigo adoptou-se esta nomenclatura.
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negligenciáveis causa dispersão da luz, 

principalmente a comprimentos de onda 

inferiores a 300 nm o que resulta na di-

minuição da quantidade de luz que atin-

ge o detector. Estas interferências espec-

troscópicas, bem como a absorvância 

das próprias microestruturas, dificultam 

grandemente a análise das variações 

da absorvância do soluto. A subtracção 

de um branco é sempre uma primeira 

operação para reduzir este efeito, no 

entanto ele só é geralmente eliminado 

após a aplicação da segunda derivada 

aos sinais registados. Neste contexto, os 

métodos de espectrofotometria derivati-

va apresentam vantagens pois permitem 

a eliminação de interferências causadas 

pelos sistemas organizados, difíceis de 

anular em espectrofotometria de ordem 

zero, sem a necessidade de se recorrer 

a técnicas de separação de fases. As 

medidas são, assim, efectuadas sem in-

terferência nos equilíbrios estabelecidos 

obtendo-se uma melhor resolução das 

bandas sobrepostas e a eliminação de 

interferências espectrais (dispersão de 

luz).

Atendendo à definição de constante de 

partição e nas condições em que é váli-

da a lei de Lambert-Beer, a absorvância 

de uma solução contendo uma deter-

minada concentração de fármaco (Abs) 

que é partilhado entre as fases membra-

nar (m) e aquosa (a) pode relacionar-se 

com Kp segundo a equação (2):

 (2)

sendo AbsT, Absm e Absa a absorvância 

do composto total, em lípido e em água, 

respectivamente; Kp o coeficiente de 

partição, [L] a concentração lipídica e 

Vϕ o volume molar lipídico.

Tal como as absorvâncias, também as 

intensidades obtidas após derivação 

dos espectros são proporcionais à con-

centração de fármaco, desde que os 

fenómenos de dispersão de luz sejam 

eliminados. Como tal, uma expressão 

formalmente idêntica pode ser usada 

para a determinação do Kp após a de-

rivação dos espectros, substituindo 

Abs pela sua derivada D=(dnAbs)/(dλn) 

[17- 19]. 

Assim, na prática para a determinação 

do Kp de um fármaco num sistema mo-

delo membranar / água por espectrofo-

tometria derivativa, procede-se à leitura 

de absorvâncias de uma dada solução 

de fármaco de concentração conheci-

da em diversas suspensões lipídicas de 

concentrações crescentes (Figura 10A). 

Após subtracção das absorvâncias de 

soluções de brancos com concentrações 

lipídicas idênticas procede-se ao cálculo 

da derivada (Figura 10B). Representan-

do graficamente as absorvâncias má-

ximas obtidas no espectro da derivada 

(onde as interferências espectrais são 

totalmente eliminadas – Figura 11) em 

função das concentrações do lípido uti-

lizado e ajustando a equação (2) a estes 

valores experimentais, obtém-se uma 

regressão não linear cujo parâmetro Kp 

pode ser calculado (Figura 10C).

A desactivação de fluorescência (“quen-

ching”) é outro método que permite 

caracterizar quantitativamente a interac-

ção fármaco / membrana. Neste caso, a 

determinação do coeficiente de partição 

recorre às propriedades fluorescentes 

de uma terceira molécula, sonda, que é 

incorporada no sistema. O uso de mo-

léculas lipofílicas que apresentam uma 

elevada intensidade de fluorescência, 

permite, no caso de interacção entre a 

sonda fluorescente (fluoróforo) e o so-

luto em análise (fármaco), quantificar 

o soluto presente no meio lipídico. Para 

cada uma das concentrações de lípido 

faz-se variar as concentrações do fár-

maco e com base na equação de Stern-

-Volmer [19], ajustando-se graficamente 

os valores das intensidades de fluores-

cência em função da concentração de 

fármaco, obtêm-se relações lineares em 

que a ordenada na origem é igual a zero 

Figura 10  A. Espectros de UV/Vis do diclofenac com concentrações crescentes de lípido. B. Segunda derivada dos espectros 
após subtracção de brancos. C. Ajuste da curva teórica aos pontos experimentais com determinação do Kp

Figura 11  A Espectros de UV/Vis de concentrações crescentes de lípido. B. Segunda 
derivada de A
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e o declive igual à constante aparente 

de Stern-Volmer ( ).

Os valores de  dependem não só da 

eficácia de desactivação de fluorescên-

cia pela presença do fármaco desacti-

vador, mas também do coeficiente de 

partição (Kp) entre as fases aquosa e 

lipídica, e esta dependência é descrita 

pela equação (3):

 (3)

Sendo KSV  a constante de Stern-Volmer 

e Vm o volume molar de lípido (relacio-

nado com a concentração lipídica).

Através da equação (3), representando 

os valores de  obtidos para as dife-

rentes concentrações de lípido em fun-

ção de Vm obtém-se um gráfico que por 

ajuste não linear permite determinar o 

Kp [17-19].

No caso do estudo da partição de fár-

macos ionizáveis com a membrana, um 

factor importante deve ser tomado em 

consideração: o equilíbrio de ionização 

do fármaco a determinado valor de pH. 

Compostos que se encontram ioniza-

dos ao pH de trabalho, geram cargas à 

superfície das membranas quando as 

partilham. Este potencial (zeta) pode ser 

determinado a diferentes concentrações 

de fármaco para avaliar o coeficiente de 

partição do composto na membrana. 

Este método extensivamente descrito 

por Matos et al. [13], sendo menos intui-

tivo que os dos dois outros supracitados, 

não será aqui desenvolvido. 

Localização do fármaco na membrana 

– O conhecimento da localização mem-

branar dos fármacos e a sua orientação 

possui grande importância, especial-

mente quando estes actuam directa-

mente nas membranas ou interactuam 

com moléculas aí localizadas, tais como 

enzimas ou receptores. Este estudo 

permite assim, um conhecimento mais 

aprofundado do modo de acção dos fár-

macos, contribuindo para o desenvolvi-

mento de novas formas farmacêuticas 

mais potentes, mais selectivas e deten-

toras de menores efeitos secundários.

A localização membranar dos fármacos 

pode efectuar-se, fundamentalmente, 

através de dois tipos de métodos distin-

tos: directos e indirectos. Nos métodos 

directos a localização é avaliada por 

técnicas como a difracção de raios-X, 

RMN, entre outros. Nos métodos indi-

rectos, mede-se uma determinada pro-

priedade que depois é relacionada com 

a localização dos solutos, por exemplo, 

propriedades de sondas de localização 

membranar conhecida, cuja alteração 

diferencial por acção do fármaco permi-

te inferir acerca da localização deste na 

membrana.

Um método indirecto muito usado em 

estudos de localização em modelos 

membranares, membranas naturais e 

células, é a desactivação de fluores-

cência. Esta metodologia baseia-se no 

conhecimento rigoroso da localização 

das sondas (fluoróforos) na membrana 

lipídica. A fluorescência emitida por um 

determinado fluoróforo contém informa-

ções relacionadas não apenas com o 

fluoróforo, mas também acerca das mo-

léculas que o rodeiam. O fundamento 

do método de desactivação de fluores-

cência em estruturas organizadas envol-

ve assim um fluoróforo solubilizado no 

interior da estrutura ou adsorvido à sua 

superfície, cuja fluorescência é desacti-

vada pela presença do soluto (fármaco) 

que pode estar partilhado entre a fase 

organizada e o solvente. A velocidade 

e / ou extensão com que o fármaco pene-

tra na estrutura, bem como a velocidade 

de difusão do fluoróforo vão determinar 

a cinética do processo de desactivação, 

sendo que a extensão da desactivação 

de fluorescência é inversamente propor-

cional à distância entre o fluoróforo e o 

fármaco desactivador. 

Uma indicação de quão profundamente 

o fármaco se situa na bicamada lipídica, 

pode ser fornecida pela comparação da 

eficácia de desactivação da fluorescên-

cia de uma série de sondas estrutural-

mente semelhantes, contendo o mesmo 

grupo fluorescente ligado a diferentes 

posições de um esqueleto hidrocarbo-

nado ácido (+) -n-(9-antroiloxi)- esteári-

co (n-AS), n = 2, 6, 9 e 12 (Figura 12). 

As sondas n-AS (a cinza claro na figura) 

inserem-se na membrana com a cadeia 

estearoil paralela às cadeias de fosfolí-

pidos (representadas a cinza escuro), e 

o grupo antracénico perpendicular ao 

plano da membrana, localizando-se a 

sonda 2-AS perto da parte polar da bi-

camada, a 12-AS mais profundamente 

e as restantes sondas em posição in-

termédia. Como a desactivação de flu-

orescência requer um contacto próxi-

mo entre o fluoróforo e o desactivador, 

a eficácia relativa da desactivação das 

sondas pode ser usada para prever a 

localização relativa de um fármaco na 

bicamada lipídica. Assim, se a desacti-

vação da fluorescência pelo fármaco é 

maior para as sondas 2 e 6-AS, tal su-

gere que o fármaco possua uma locali-

zação mais superficial junto às cabeças 

polares da membrana. Se o oposto se 

verifica e o fármaco provoca uma de-

sactivação mais forte para as sondas 9 

e 12-AS então tudo indica que o fárma-

co terá uma localização mais profunda 

junto às cadeias hidrocarbonadas apola-

res da bicamada.

Modificação da fluidez e permeabilidade 

da membrana – As biomembranas exi-

bem uma estrutura altamente dinâmica 

e fluida, a qual permite a preservação de 

Figura 12  Estrutura química das sondas n-AS (n = 2, 6, 9 e 12) e sua localização na membrana. 
(A) corresponde ao grupo antracénico 
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todas as suas funções biológicas. No en-

tanto, a interacção de moléculas com as 

membranas pode induzir perturbações 

no seu estado físico. Estas modificações 

podem ser observadas por estudos de 

fluidez da membrana, os quais mostra-

ram ser importantes para o esclareci-

mento quer de mecanismos biológicos 

quer de condições patológicas, como 

inflamação crónica, cancro e doenças 

cardiovasculares [16, 20-26].  Adicional-

mente, tem sido sugerida uma relação 

entre a capacidade dos fármacos em al-

terarem a fluidez da membrana e a sua 

actividade antioxidante [26-28].

A fluidez da membrana pode ser avalia-

da por diferentes métodos, como calori-

metria diferencial (differential scanning 

calorimetry), anisotropia de fluorescên-

cia, polarização generalizada de Laur-

dan (Laurdan generalized polarization) e 

estudos de perda da carboxifluoresceína 

(carboxyfluorescein leakage). Uma das 

técnicas mais utilizadas para determi-

nar a fluidez membranar é a calorime-

tria diferencial, dado não necessitar 

de sondas. No entanto, a técnica mais 

largamente utilizada é a anisotropia de 

fluorescência “steady-state”, uma vez 

que os fluorimetros são actualmente 

instrumentos muito mais comuns nos 

laboratórios que os calorímetros.De 

facto, existem numerosos estudos na 

literatura científica acerca da influência 

dos fármacos na fluidez membranar por 

determinações de anisotropia de fluo-

rescência.

A anisotropia de fluorescência funda-

menta-se na determinação do grau e da 

extensão da rotação difusional do fluoró-

foro (sonda) durante o tempo de vida do 

estado excitado. Pequenas alterações na 

rigidez da matriz envolvente da sonda, 

produzem alterações no movimento ro-

tacional da sonda e, como tal, provocam 

alterações na anisotropia.

Os estudos com sondas de fluorescên-

cia para avaliar as propriedades físicas 

das membranas sintéticas e biológicas 

apresentam algumas vantagens relati-

vamente a outras técnicas: a) permitem 

obter informação sobre a polaridade e 

microviscosidade da matriz em estudo, 

b) existe uma variedade de sondas dife-

rentes que permitem monitorizar regiões 

específicas da membrana, e c) as son-

das podem ser usadas em baixas con-

centrações, minimizando as perturba-

ções que possam ocorrer na membrana 

por inclusão da sonda [29-31]. Como tal, 

os estudos de anisotropia com sondas 

fluorescentes têm sido amplamente usa-

dos para avaliar a fluidez da membrana 

[30]. A validade deste parâmetro tem 

sido, no entanto, questionada. As son-

das de fluorescência permitem avaliar 

qualitativamente as alterações globais 

da fluidez da bicamada, mas é aconse-

lhável algum cuidado na interpretação 

directa dos resultados experimentais, 

uma vez que alterações na fluidez de-

vidas a agentes que as perturbem não 

são uniformes em todos os segmentos 

das cadeias de ácidos gordos e a própria 

sonda pode ter influência nos resultados 

obtidos. De forma a poder interpretar 

claramente os resultados experimentais 

obtidos é necessário considerar correc-

ções apropriadas aos dados experimen-

tais e definir algumas condições para o 

estudo. Primeiro, as sondas de fluores-

cência usadas devem possuir um com-

portamento ao nível da emissão bem 

caracterizado e o seu local de solubili-

zação (ou afinidade da sonda para uma 

determinada localização na membra-

na) ser conhecido com alguma certeza 

(sondas da série n-AS, DPH), para que 

as alterações de anisotropia detectadas 

sejam resultado de uma verdadeira alte-

ração da estrutura da membrana e não 

de uma mera alteração da posição da 

sonda [32]. Assim, a escolha do fluoró-

foro deverá recair sobre sondas larga-

mente descritas e estudadas tais como 

as sondas n-AS, ou qualquer outra série 

de sondas estruturalmente semelhante 

com o mesmo grupo fluorescente posi-

cionado a diferentes profundidades na 

bicamada (Figura 12), possibilitando o 

estudo do "gradiente de fluidez" em mo-

delos membranares ou biomembranas 

[33]. Outra dificuldade encontrada no 

estudo da fluidez por esta metodologia, 

é o impedimento dos movimentos rota-

cionais das sondas quando estas estão 

inseridas nas membranas. Isto porque, 

o ambiente anisotrópico das membra-

nas impede a livre rotação do fluoróforo 

e a anisotropia decai para um valor fi-

nito, não podendo a despolarização ser 

descrita como em meios isotrópicos e 

homogéneos. No entanto, este problema 

pode ser ultrapassado, já que estudos 

prévios nas membranas mostraram que 

sob certas condições, como a selecção 

de um comprimento de onda de exci-

tação adequado e o uso de temperatu-

ras em que a membrana esteja na fase 

fluida [34], é possível obter uma rotação 

das sondas praticamente desimpedida. 

Finalmente, para além da limitação na 

rotação da sonda existente num meio 

anisotrópico há também o problema dos 

resultados experimentais poderem ser 

influenciados pela própria sonda. Com 

efeito, é possível que as alterações de 

anisotropia observadas sejam causadas 

não só por alterações na microviscosi-

dade da membrana, mas também por 

variações no tempo de vida do estado 

excitado do fluoróforo [34]. Para evitar 

interpretações ambíguas, é necessário 

considerar correcções apropriadas aos 

dados experimentais e as medidas de 

anisotropia devem ser corrigidas para 

a variação do tempo de vida do estado 

excitado do fluoróforo [35, 36].

Efeitos dos fármacos no potencial de su-

perfície da membrana – Como já foi re-

ferido anteriormente, dada a relevância 

biológica das propriedades da superfície 

da membrana lipídica, nomeadamente 

das suas propriedades electrostáticas, 

evidenciada em estudos de condução de 

estímulos eléctricos, de funcionamento 

de enzimas e de integridade estrutural 

dos componentes da membrana [14, 

15], é desejável obter uma compreensão 

quantitativa dessas propriedades, e de 

como elas são influenciadas pela ligação 

dos fármacos. Assim, a combinação do 

coeficiente de partição e constantes de 

acidez para estabelecer possíveis con-

tribuições electrostáticas da interacção 

de fármacos com lipossomas ou micelas 

constitui uma útil abordagem nos estu-

dos das interacções dos fármacos com 

as membranas (Figura 13).

Com efeito, alguns fármacos, alteram 

significativamente o estado eléctrico 

da membrana, podendo esta alteração 

acarretar diferenças no comportamento 

das membranas in vivo quanto a fenó-

menos de permeabilidade, condução 

de estímulos, como a dor, ou altera-

ção da actividade de enzimas ligadas 

à membrana. Estas alterações podem 

trazer consequências ao nível da acção 



QUÍMICA 099 OUT | DEZ 05

49

dos fármacos, podendo explicar, pelos 

menos parcialmente, os seus efeitos ao 

nível da fisiologia da dor e da inflama-

ção. Pode compreender-se assim, que 

as alterações eléctricas consequentes 

da ligação do fármaco à membrana po-

derão conduzir à inibição de determina-

dos processos referentes à sua activida-

de terapêutica, e à indução de outros, 

como os efeitos colaterais.

A actividade biológica dos fármacos é 

então muitas vezes condicionada pelas 

suas propriedades ácido-base, já que 

o grau de ionização das moléculas está 

intimamente ligado à lipossolubilidade 

[37]. Dependendo do carácter hidrolipo-

fílico dos fármacos, estes podem estar 

distribuídos em maior ou menor exten-

são entre a membrana e a fase aquosa. 

Essa distribuição condiciona a concen-

tração dos mesmos em cada fase, e 

controla a sua penetração na membrana 

e/ou as suas interacções com os fosfolí-

pidos ou outros componentes membra-

nares [20]. 

Por estudos de microelectroforese, pode 

ser determinado o efeito dos fármacos 

nas propriedades electrostáticas de li-

possomas. É de prever que um fármaco 

que exista predominantemente na forma 

neutra em determinado pH, não altere o 

potencial de membrana nesse mesmo 

valor de pH [17, 18]. Pelo contrário, a 

interacção de moléculas de fármaco, 

carregadas negativamente, com a mem-

brana lipídica, vai conferir um potencial 

de superfície mais negativo à membra-

na. Em alguns dos estudos realizados, 

verifica-se que os valores de potencial-

-zeta de lipossomas de EPC obtidos de-

crescem à medida que a concentração 

de fármaco aumenta na fase aquosa, 

e mais fármaco está disponível para 

estabelecer a interacção [13, 18, 19]. O 

conhecimento das propriedades ácido-

-base e da hidrofobicidade dos fárma-

cos permitem, então, descrever o efei-

to da ligação destes nas propriedades 

eléctricas da bicamada fosfolipídica e 

com isto fornecem mais uma pista para 

a compreensão do seu mecanismo de 

acção e efeitos adversos. 

Efeito dos fármacos na estabilidade dos 

fosfolípidos membranares – Um dos pa-

radoxos da vida neste planeta é que a 

molécula que sustenta a vida aeróbia, 

o oxigénio, não só é fundamentalmente 

essencial para o metabolismo e respira-

ção, como é também implicado em mui-

tas doenças e condições degenerativas. 

Um elemento comum em desordens 

humanas tão diversas como envelheci-

mento, artrite, cancro e muitas outras é 

o envolvimento de formas parcialmente 

reduzidas de oxigénio– os radicais livres. 

Os radicais livres são espécies químicas 

extremamente reactivas que podem in-

duzir uma grande variedade de danos 

ao nível celular, por exemplo, podem 

inactivar a síntese de DNA ou danificar 

as biomembranas atacando as proteínas 

envolvidas no transporte de iões ou in-

duzindo alterações na sua composição 

e propriedades físicas. Com efeito, um 

dos componentes da célula que é parti-

cularmente susceptível ao ataque oxida-

tivo é a membrana, devido à presença 

de lípidos que contêm ácidos gordos 

poli-insaturados e que podem ser pron-

tamente peroxidados através do ataque 

às ligações duplas dos fosfolípidos com 

resultante aumento da rigidez da mem-

brana e, muitas vezes, morte celular 

[24].

Antioxidantes que ajudam as células a 

resistir ao stress oxidativo pela sua ca-

pacidade de extinguir efectivamente 

os radicais livres de oxigénio e azoto 

(ROS / RNS), têm sido associados à pre-

venção de doenças. Há por isso uma 

necessidade crescente de saber a capa-

cidade antioxidante de fármacos, com 

vista a utilizá-los na terapia de doenças 

como o cancro. Os fármacos presentes 

nas membranas (ou extra-membrana-

res) podem actuar contra o processo 

de oxidação (os antioxidantes) ou esti-

mulá-lo (os pro-oxidantes). Alguns in-

vestigadores recorrem à modelização de 

estruturas membranares para estudar a 

oxidação dos fosfolípidos dos sistemas 

biológicos e a acção antioxidante dos 

fármacos ou outros compostos. Outros 

referem o uso de sistemas lipossómicos, 

mono ou plurilamelares. Efectivamen-

te, o uso de lipossomas, tem mostrado 

ser o mais apropriado para avaliar os 

benefícios potenciais de vários antio-

xidantes em relação à peroxidação li-

pídica e entender os mecanismos da 

acção antioxidante. A semelhança entre 

os lipossomas e a membrana biológica 

faz dos primeiros uma ferramenta muito 

útil para investigar a significância das 

interações antioxidante-lípido de uma 

forma prática e sem a interferência da 

presença de antioxidantes naturais da 

célula que poderiam introduzir dúvidas 

nos resultados [24]. 

A avaliação da actividade antioxidan-

te dos fármacos em lipossomas é feita 

geralmente através de um conjunto de 

testes de inibição destinados à avaliação 

da capacidade “scavenger” (de captu-

ra) de radicais livres gerados in vitro. Os 

diversos métodos propostos na literatura 

variam quanto ao tipo de radicais livres 

gerados, ao indicador de oxidação esco-

lhido e ao método usado para a sua de-

tecção e quantificação. Na maioria dos 

casos recorre-se à formação de radicais 

instáveis, pela decomposição térmica 

de azo iniciadores (e.g. ABAP, AMVN, 

AAPH), os quais reagem rapidamente 

com o oxigénio originando radicais pe-

roxilo [38, 39]. Estes actuam sobre um 

substrato lipídico (e.g. ácido linoleíco ou 

um dos seus ésteres) desencadeando 

Figura 13  Esquema da partição solução aquosa/membrana de um fármaco com características de 
ácido fraco (AH)
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um processo de lipoperoxidação, em re-

lação ao qual se escolhe um determina-

do indicador (e.g. consumo de oxigénio, 

desaparecimento do substrato lipídico, 

aparecimento de produtos de oxidação) 

que se observa e quantifica antes e após 

a adição de um composto antioxidante 

(avaliação da actividade "scavenger").

Alguns autores propõem um outro tipo 

de testes que não recorrem à oxidação 

de substratos lipídicos, mas à redução 

de radicais livres estáveis gerados in 

vitro, como resultado da actividade "sca-

venger" de compostos antioxidantes. A 

capacidade “scavenging” de fármacos 

pode ser determinada espectrofotome-

tricamente pela diminuição da absor-

vância  no visível de radicais tais como o 

ABTS+• (ácido 2,2’-azino-bis-(3-etilben-

zotiazolina)- 6-sulfonico) e DPPH• (2,2’-

difenil-1-picrilhidrazilo) [40]. Existem 

também ensaios conduzidos utilizando 

uma sonda fluorescente que perderá 

a sua fluorescência após oxidação por 

radicais livres [38]. Esta sonda pode-se 

encontrar dentro da membrana ou fora 

dessa, no meio aquoso. Quanto maior a 

capacidade antioxidante de um fármaco, 

mais lentamente se dará o abaixamento 

de fluorescência da sonda (Figura 14). 

O perfil do decréscimo da fluorescência 

obtido para um determinado composto 

é geralmente comparado com os resul-

tados obtidos com moléculas aceites 

como antioxidantes oficiais (trolox, vita-

mina E). Deste modo, pode ser estabe-

lecida uma escala de poder antioxidante 

para diferentes compostos de interesse 

nas condições experimentais utilizadas.

Considerações finais

Temos vindo a assistir ao desenvolvi-

mento de novas estratégias terapêuticas 

que proporcionam uma combinação 

das características farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas dos agentes bioac-

tivos, com vista a maximizar o seu po-

tencial terapêutico e minimizar a sua 

toxicidade, uma vez que tanto as acções 

desejáveis como as acções colaterais, 

na maioria das vezes indesejáveis, estão 

dependentes da concentração e per-

sistência dos fármacos nos vários com-

partimentos do organismo. As grandes 

transformações na área da saúde têm 

estado ainda associadas ao desenvolvi-

mento de técnicas capazes de permitir 

um estudo aprofundado do mecanismo 

de acção dos fármacos. Este último as-

pecto está intimamente dependente da 

estrutura química dos fármacos e da 

sua capacidade de interacção com sis-

temas biológicos, nomeadamente com 

as membranas celulares. 

Do exposto se depreende a importância 

do estudo da interacção ao nível mole-

cular, dos fármacos com os lipossomas 

e micelas, determinante para a compre-

ensão dos parâmetros de distribuição 

dessas moléculas no organismo, bem 

como para o estabelecimento de rela-

ções estrutura-actividade, fundamentais 

ao desenvolvimento de fármacos cada 

vez mais eficazes.

Neste contexto pretende-se que este 

trabalho contribua com a descrição de 

metodologias analíticas relativamen-

te simples e exequíveis na maioria dos 

laboratórios, que permitam um conhe-

cimento exaustivo da interacção entre 

os fármacos e as membranas lipídicas, 

caracterizada quantitativamente pela 

determinação de coeficientes de parti-

ção e qualitativamente pela elucidação 

da natureza da referida interacção e da 

localização dos fármacos nas membra-

nas lipídicas. 
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Nano Surpresa

Um mecanismo surpreendente através 

do qual polímeros condicionam a for-

mação de partículas nanométricas pode 

proporcionar uma nova ferramenta para 

o controlo do crescimento destes mate-

riais.

As propriedades das nanopartículas de-

pendem criticamente de diversos facto-

res como o tamanho, a distribuição de 

tamanhos e a morfologia. Por isso, o 

desenvolvimento de técnicas que possi-

bilitem o controlo do crescimento destas 

pequenas partículas assume um consi-

derável interesse para os investigadores 

da área dos materiais.

De acordo com investigadores do Insti-

tuto de Tecnologia da Georgia e da Uni-

versidade de Drexel, o crescimento de 

nanopartículas confinada ao interior de 

uma estrutura de polímero é uma técni-

ca vulgar para o controlo dos tamanhos 

das partículas. Posteriormente, a matriz 

de polímero é simplesmente removida, 

e os nanocompósitos resultantes podem 

ser usados numa grande variedade de 

aplicações.

No decorrer dos seus trabalhos de in-

vestigação, Rina Tannenbaum e os seus 

colegas constataram uma forte relação 

entre a reactividade química do políme-

ro e o tamanho e forma das partículas 

sintetizadas. Por outro lado, a influência 

nestes parâmetros de outros factores 

como o peso molecular do polímero ou 

a temperatura da síntese, revelaram-se 

relativamente insignificantes.

Os investigadores prepararam nanopar-

tículas de óxido de ferro, usando filmes 

poliméricos de diferentes tipos, nome-

adamente, de poliestireno, polimetil-

metacrilato, polisulfona, entre outros. A 

utilização destes polímeros possibilitou 

o estudo da natureza e intensidade das 

interacções entre uma grande varieda-

de de grupos funcionais e as partículas 

de óxido de ferro. A caracterização das 

partículas sintetizadas por microscopia 

electrónica de transmissão, permitiu 

concluir que o tamanho característico 

das nanopartículas diminui com uma 

crescente afinidade ou intensidade da 

interacção entre o polímero e as partícu-

las de óxido de ferro.

A relação entre o tamanho médio das 

partículas e a reactividade da interface 

polimérica pode ajudar outros investiga-

dores na tentativa de controlar o cres-

cimento das nanopartículas através da 

regulação da reactividade da matriz po-

limérica, sendo provável que esta técni-

ca possa ser estendida a outros tipos de 

nanopartículas. (adaptado de webzine 

Reactive Reports (2005) 48).

Paulo Brito

Actualidades Científicas
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