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RESUMO 

 

Lipossomas são sistemas de vetorização constituídos basicamente por 

fosfolipídios e colesterol e que têm sido amplamente usados como carreadores de 

fármacos, apresentando, dentre outras vantagens, a redução de efeitos adversos em 

comparação aos observados pelo uso de fármacos na forma livre. Devido ao fato 

possibilidade dos lipossomas serem naturalmente direcionados aos macrófagos, os 

quais são alvos da infecção por Leishmania, seu uso apresenta-se promissor para o 

tratamento das leishmanioses. Como ainda não existe disponível nenhuma 

formulação lipossomal contendo antimoniato de meglumina (AM), fármaco de primeira 

escolha na terapia das leishmanioses, a proposição de uma formulação contendo 

esse fármaco que apresente bons resultados no tratamento da doença e segurança 

adequada é alvo de inúmeras pesquisas. Formulações promissoras contendo AM têm 

sido propostas, porém algumas reações adversas têm sido apontadas pelo uso desse 

sistema, as quais parecem estar relacionadas ao uso do fosfolipídio dicetilfosfato 

(DCP). Assim, foi proposta uma nova formulação lipossomal em que o DCP foi 

substituído pelo fosfolipídio dipalmitoilfosfatidilgicerol (DPPG) com o objetivo de tentar 

reduzir as reações adversas observadas. Dessa forma, neste trabalho, foram 

realizados testes in vitro para avaliar o efeito das duas formulações vazias sobre 

componentes celulares e plasmáticos, a saber, a avaliação do efeito sobre as 

hemácias e sobre a hemostasia. Também foram realizados testes para avaliação do 

efeito das vesículas lipossomais sobre a linhagem J774 de macrófagos, através da 

determinação da viabilidade celular e da produção de óxido nítrico, e o efeito sobre o 

sistema complemento, avaliado pela formação de C3a e de SC5b-9.  

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que as duas 

formulações não tiveram efeito sobre a maioria dos testes realizados. Porém, a 

formulação lipossomal constituída por DCP provocou ativação do sistema 

complemento, com aumento da formação de C3a. Além disso, essa formulação 

provocou uma diminuição da viabilidade de macrófagos. Esses dados sugerem que 

as reações adversas observadas em estudos anteriores podem ser devido ao DCP 

presente na vesícula lipossomal. 

 

Palavras chaves: Lipossomas. Dicetilfosfato. Dipalmitoilfosfatidilglicerol. 

Coagulação. Macrófagos. Plaquetas. Toxicidade.  Complemento. Hemácias. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Liposomes are a type of vectoring system consisting primarily of phospholipids 

and cholesterol. These particles have the advantage to reduce the adverse effects 

observed with drugs encapsulated in comparison to free drugs. Due to the fact that 

liposomes are naturally targeted to macrophages of the mononuclear phagocytic 

system (FMS), which are targets of infection by parasites of the genus Leishmania, 

they are adequate for the treatment of leishmaniasis. Since there is not any liposomal 

formulation containing meglumine antimoniate (AM), drug of choice in the treatment of 

leishmaniasis, the proposition of a formulation containing this drug that presents good 

results in the treatment of disease and adequate security is target of numerous 

research. Promising formulations containing AM have been proposed, however, some 

adverse reactions have been identified, such as hematological disorders. Some of 

these changes seem to be related to the use of dicetylphosphate phospholipid (DCP). 

Thus, a new liposomal formulation was testes in which DCP was replaced by 

dipalmitoilfosfatidilgicerol phospholipid (DPPG) in order to reduce adverse reactions 

observed. Thus, in vitro tests were performed to evaluate the effect of the two 

formulations over cellular components and plasmatic components, namely the 

evaluation of the hemolytic effect and influence on hemostasis. Furthermore, tests 

were performed to evaluate the effect of liposome vesicles on the J774 macrophage 

lineage, by determining the cell viability and the production of nitric oxide, as well as 

the effect on complement system, measured by the formation of C3a and SC5b-

complex -9.  

The results of this study showed that both formulations had no effect on most of 

the tests. However, liposomal formulation comprised of DCP was capable of activating 

the complement system, with increased formation of C3a. In addition, this formulation 

caused a decrease in the viability of macrophages. These data suggest that the 

adverse effects observed in previous studies may be due to phospholipid DCP present 

in the liposomal vesicle. 

 

Keywords: Liposomes. Dicetylphosphate. Dipalmitoylphosphatidylglycerol. 

Coagulation. Macrophages. Platelets. Toxicity. Complement. Red blood cells 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Características gerais dos lipossomas  

 

Atualmente, várias formulações têm sido propostas para a vetorização de 

fármacos no organismo. Essas formulações têm por objetivo modular e, se possível, 

direcionar por meio de um transportador (ou vetor), uma substância a um alvo 

específico (PUISIEUX & ROBLOT-TREUPEL, 1988; FREZÁRD et al., 2005).  Dentre 

os vetores, destacam-se os lipossomas, um tipo de sistema de vetorização que tem 

sido amplamente utilizado nos últimos anos (ZHANG et al., 2013).  Os lipossomas 

compreendem partículas formadas por uma vesícula esférica, com tamanho de 50 nm 

a 5 µm, constituídas de uma ou várias bicamadas lipídicas e que possuem a 

capacidade de armazenar em seu interior ou adsorvidos à sua membrana bioativos 

como fármacos, nutrientes ou marcadores usados em exames de diagnóstico por 

imagem (FRÉZARD et al., 2005, FRÉZARD & DEMICHELI, 2010,  ZHANG et al, 

2013).  

Várias moléculas com características anfifílicas naturais como os fosfolipídios 

e compostos sintéticos podem fazer parte da estrutura dos lipossomas, os quais são 

compostos também por colesterol. Dentre os fosfolipídios, destacam-se as 

fosfatildilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina que tendem a 

formar uma bicamada lipídica em solução aquosa (Tabela 1). Os fosfolipídios mais 

empregados para a formulação dos lipossomas são as fosfatidilcolinas, que possuem 

grande estabilidade frente as variações de pH ou da concentração de sal (FRÉZARD 

et al., 2005; BATISTA, CARVALHO & MAGALHÃES, 2007, AKBARZADEH et al., 

2013). O colesterol presente na estrutura possui um papel importante na estabilidade 

das vesículas além de evitar o extravasamento prematuro de fármacos encapsulados 

(WASSEF, 1995; FRÉZARD & DEMICHELI, 2010). 
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Tabela 1: Exemplos de fosfolipídios empregados na composição de lipossomas utilizados em 

formulações para uso humano.    

 

Tc: de Temperatura de Transição Fase 

Fonte: BATISTA, CARVALHO & MAGALHÃES, 2007. 

 

Outro fator importante a ser considerado nas vesículas lipossomais é o estado 

físico em que elas podem ser encontradas, fase cristal-líquido (ou “fluida”) ou fase gel. 

Isso será dependente da Temperatura de Transição de Fase (Tc), que é uma 

característica dos lipídios que constituem as vesículas. Quando o lipossoma é 

formado por lipídios de Tc menor que a temperatura do meio em que se encontram, 

sua membrana se encontrará na fase cristal-líquido, onde suas cadeias 

hidrocarbonadas terão grande liberdade de movimento e os radicais hidrofílicos 

estarão completamente hidratados. Porém, nesses lipossomas observa-se maior 

extravasamento dos fármacos encapsulados na fase aquosa. Por outro lado, as 

vesículas formadas por lipídios de Tc maior que a temperatura do ambiente estudado 

terão menor fluidez na membrana e se encontrarão na fase gel e o extravasamento 

de fármacos encapsulados será menor. Ainda, a incorporação de colesterol na 

bicamada lipídica possui importante papel na fluidez da membrana dos lipossomas. É 

visto que a incorporação de colesterol na membrana de lipossomas constituídos por 

fosfolipídios de cadeias insaturadas aumenta a rigidez da membrana, enquanto que a 

incorporação de colesterol na membrana de vesículas lipossomais constituídas por 
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fosfolipídios de cadeias saturadas diminui a rigidez da membrana desses lipossomas 

(SHARMA & SHARMA, 1997; FRÉZARD et al., 2005; AKBARZADEH et al., 2013). 

Os lipossomas podem ser formados por uma bicamada ou por mais bicamadas 

lipídicas que isolam um ou vários compartimentos aquosos internos do meio externo, 

e podem ter diferentes tamanhos (MERTINS, 2004; FRÉZARD et al., 2005).  

Lipossomas multilamelares (multilamelar vesicles - MLV) são formados por vesículas 

com um tamanho médio que varia de 400 nm a alguns micrômetros. Os lipossomas 

unilamelares podem ser classificados em: lipossomas unilamelares grandes (large 

unilamelar vesicles -LUV), com diâmetro variando de 80 nm a 1 µm e lipossomas 

unilamelares pequenos (small unilamelar vesicles - SUV), com variação de diâmetro 

entre 20 e 80 nm. Também são descritos os lipossomas gigantes unilamelares (giant 

unilamelar vesicles - GUV) ou oligolamelares (giant oligolamelar vesicles - GOV) com 

diâmetro maior que 1 µm (MERTINS, 2004; TIKSHDEEP et al., 2012).  

Além disso, os lipossomas podem ser classificados em lipossomas 

convencionais, que são vesículas formadas basicamente por fosfatidilcolina ou outros 

fosfolipídios e por colesterol. Também, podem ser classificados em lipossomas 

furtivos, os quais são constituídos de polímeros de etilenoglicol (PEG), o que reduz a 

sua captura pelos macrófagos e aumenta a sua permanência na corrente sanguínea.  

Quando o lipossoma convencional é administrado por via endovenosa, ele é 

naturalmente fagocitado por macrófagos, principalmente por macrófagos do fígado, 

baço e medula óssea. Isso irá resultar no aumento da concentração do fármaco 

encapsulado nesses órgãos, assim como uma redução em outros, como coração e 

rins (FREZARD et al., 2005; ALLEN & CULLIS, 2013). Já, quando lipossomas furtivos 

são administrados pela mesma via, eles tendem a permanecer por maior tempo na 

corrente sanguínea, aumentando seu tempo de meia vida, e assim, substâncias 

encapsuladas nesse tipo de lipossoma podem se distribuir melhor em outros órgãos, 

além daqueles do SFM. Além disso, outra característica importante das formulações 

lipossomais é que elas podem ser direcionadas a certos tipos celulares pelo uso de 

anticorpos ou ligantes na extremidade dos polímeros que estão acoplados à 

membrana lipossomal. Neste caso, os lipossomas são classificados como lipossomas 

pilotados (Fig.1) (WOODLE & LASIC, 1992, ZHANG et al., 2013).  
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FIG. 1: Diferentes tipos de lipossomas de acordo com sua característica superficial: (A) 

Lipossoma convencional, formado por fosfolipídios e colesterol. (B) Lipossoma furtivo, revestido por 

PEG na superfície externa. (C) Lipossoma pilotado, formado pelo acoplamento de anticorpos aos 

fosfolipídios da vesícula lipossomal. 

 

 

Fonte: Adaptado de ZANG et al., 2013. 

 

Em relação ao transporte de fármacos, foi demonstrado que eles podem ser 

transportados em diferentes locais nas vesículas de lipossomas. Essa característica 

vai depender das propriedades físico-químicas do fármaco a ser encapsulado e dos 

fosfolipídios que constituem a vesícula lipossomal. Assim, os fármacos hidrossolúveis 

podem ser transportados no espaço aquoso interno, por interagirem melhor com as 

cabeças polares dos fosfolipídios. Já os fármacos lipossolúveis, de caráter apolar, são 

transportados na bicamada lipídica, interagindo com as cadeias hidrocarbonadas dos 

fosfolipídios. Além disso, é visto que os fármacos também podem ser transportados 

aderidos à face externa da vesícula lipossomal (Fig.2) (OLIVEIRA, 1993; SHARMA & 

SHARMA, 1997, AKBARZADEH et al., 2013).  
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FIG. 2: Transporte de fármacos nas vesículas lipossomais: Os fármacos podem ser transportados 

no espaço aquoso interno, quando possuem um caráter polar, ou entre as cadeias hidrocarbonadas da 

bicamada lipídica, quando possuem caráter apolar. Além disso, os fármacos podem ser transportados 

adsorvidos na face externa da membrana lipossomal.  

 

 

Fonte: SHARMA & SHARMA, 1997. 

 

1.2 Lipossomas e sua interação com os sistemas biológicos 

É relatado na literatura que, após a administração de lipossomas no organismo, 

ocorre a interação entre essas vesículas e elementos presentes na corrente 

sanguínea, como hemácias, plaquetas, proteínas plasmáticas e componentes do 

sistema imune. Essa interação vai depender de características relacionadas às 

vesículas lipossomais, como tamanho, carga superficial e também de componentes 

plasmáticos e teciduais (SHARMA & SHARMA, 1997; BERTRAND & LEROUX, 2012, 

FROHLICH, 2012).  

Foi relatado que lipossomas grandes são mais rapidamente fagocitados por 

macrófagos quando comparados aos lipossomas pequenos. Esse fato está 

relacionado à maior interação entre os lipossomas e a membrana dos macrófagos, 

proporcionando maior área de contato entre a vesícula lipossomal e macrófagos. Além 

disso, é também relatado que nestas partículas há uma maior adsorção de proteínas 

do sistema do complemento e anticorpos que são de fundamental importância no 

processo da fagocitose, uma vez que há receptores para as proteínas do 

complemento e de anticorpos na superfície de macrófagos (SHARMA & SHARMA, 

1997; KATSNELSON et al., 2011; BERTRAND & LEROUX, 2012; LANDESMAN-

MILO & PEER, 2012; LANKOFF et al., 2012).  
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Em relação à carga das partículas lipossomais, verificou-se que lipossomas 

carregados tanto positivamente quanto negativamente podem ser fagocitados com 

maior eficiência por macrófagos quando comparado a partículas neutras. Assim, 

observou-se que as vesículas carregadas com carga negativa são fagocitadas e 

eliminadas do organismo mais rapidamente do que as vesículas neutras. Além disso, 

foi demonstrado também que lipossomas catiônicos podem provocar a ativação do 

sistema complemento e a rápida eliminação por macrófagos (FROHLICH, 2012, 

LANDESMAN-MILO & PEER, 2012). A captura de lipossomas catiônicos também está 

relacionada ao processo de endocitose ou entrada direta pela interação de 

lipopoliaminas catiônicas dos lipídios que compõem a estrutura dos lipossomas com 

as proteoglicanas da membrana celular, favorecendo a internalização das vesículas 

(SHARMA & SHARMA, 1997; FROHLICH, 2012, LANDESMAN-MILO & PEER, 2012). 

Em adição a esses achados, foi demonstrado que lipídios catiônicos podem estimular 

a produção de citocinas pró-inflamatórias por linfócitos T (LANDESMAN-MILO & 

PEER, 2012).  

Outras interações podem ser observadas após a administração de lipossomas 

no organismo. KUZNETSOVA et al. (2012) mostraram que um tipo de lipossoma 

constituído por fosfatidilcolina de ovo e por fosfatidilinositol de Saccharomyces 

cerevisiae, no qual foi encapsulado o fármaco metotrexato, levou ao aumento do 

tempo de coagulação e a ativação do sistema do complemento. Por outro lado, esses 

lipossomas não provocaram alterações na contagem de células vermelhas, plaquetas 

e na taxa de hemólise. Outro estudo mostrou que partículas compostas pelo lipídio 

catiônico multivalente Lipofect AMINE2000 podem apresentar maior toxicidade em 

comparação a partículas formadas por lipídios catiônicos monovalentes, como o 1,2-

dioleoil-3-trimetilamônio-propano (DOTAP). Além desses achados, foi verificado um 

aumento do nível sérico de enzimas hepáticas e perda de peso em camundongos 

tratados com DOTAP em relação a camundongos tratados com vesículas compostas 

por lipídios neutros ou carregados negativamente, demonstrando uma ação tóxica de 

lipossomas com potencial zeta positivo (LANDESMAN-MILO & PEER, 2012).  Assim, 

é de extrema importância avaliar esses possíveis efeitos adversos, a fim de evitar que 

essas alterações possam acontecer após a administração de lipossomas no 

organismo. 

Em um estudo realizado com lipossomas contendo dicetilfosfato (DCP) 

preparados pela técnica de evaporação por fase reversa, foram observadas 
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alterações patológicas em macacos após a administração endovenosa de vesículas 

com ou sem antimônio pentavalente (SbV), com diminuição da contagem de plaquetas 

e um aumento de quatro vezes do tamanho do baço, além da presença de macrófagos 

espumantes, os quais possuem a capacidade de fagocitar lipídios presentes no tecido 

(WASSEF et al., 1995). Outro estudo mostrou que após a administração de 

lipossomas, também constituídos por DCP, vazios ou com SbV em cães naturalmente 

infectados por Leishmania infantum, observou-se uma reação adversa, em que os 

autores sugeriram ser uma reação conhecida como pseudoalergia relacionada à 

ativação do sistema do complemento. Prostração, sialorreia e defecação foram os 

sinais mais frequentes observados (RIBEIRO et al., 2013). A formulação lipossomal 

referida anteriormente composta pelo fosfolipídio DCP, foi alvo de estudo deste 

trabalho, e tem sido usada nas formulações de SbV pelo grupo de pesquisa do 

professor Frederic Frézard, do Laboratório de Biofísica e Sistemas Nanoestruturados 

(LabNano), do Departamento de Fisiologia e Biofísica da Universidade Federal de 

Minas Gerais do qual fazemos parte.  

 

1.3 Lipossomas e o tratamento das leishmanioses 

 

Como descrito anteriormente, os lipossomas têm sido empregados como um 

sistema carreador de fármacos e de outros bioativos. Dentre suas aplicações, 

destaca-se o seu uso no tratamento das leishmanioses, pelo uso de uma formulação 

lipossomal contendo anfotericina B, o Ambisome®, formada por fosfatidilcolina 

hidrogenada de soja (HSPC), diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) e colesterol, que tem 

mostrado bons resultados em humanos (RATH et al., 2003; FRÉZARD et al., 2005; 

LIMA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008). Assim, formulações lipossomais para o 

tratamento da leishmaniose apresentam vantagens quando comparadas aos 

fármacos livres, pois permitem o direcionamento do princípio ativo aos órgãos alvos 

da infecção por parasitos do gênero Leishmania, como fígado, baço e medula óssea 

(ALVING, 1986; ADLER MOORE & PROFFITT, 2003; FRÉZARD et al., 2005; 

SCHETTINI et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008; BALASEGARAM et al., 2012). 

Os compostos a base de SbV são os fármacos de primeira escolha para o 

tratamento das leishmanioses em países da América do Sul, Norte da África, Turquia, 

Bangladesh, Nepal e Índia e, dentre eles, o Antiomoniato de Meglunina (MA ou 
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Glucantime®) e o gluconato de sódio (Pentostam®). Porém, o tratamento é de longa 

duração, por via parenteral, diariamente, por no mínimo três semanas. Além disso, 

esses fármacos provocam vários efeitos adversos, como alterações hepáticas, renais, 

cardíacas, além de artralgia, mialgia, vômito, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, 

cefaleia, tontura, insônia, choque pirogênico e edema (RATH et al., 2003; LIMA et al., 

2007; FRÉZARD & DEMICHELI, 2010). 

O mecanismo de ação dos antimoniais ainda não está bem esclarecido. O 

que se tem proposto é que os antimoniais podem inibir a produção de adenosina 

(ATP) e guanosina trifosfato (ATG) no parasito por meio do bloqueio do ciclo do 

ácido cítrico, e também pelo fato do SbV ser reduzido, no interior dos macrófagos, 

à sua forma trivalente (SbIII), forma ativa e tóxica desse fármaco. Acredita-se 

também que a atividade leishmanicida do Sb possa se dever à ativação da resposta 

imune dos macrófagos do hospedeiro, assim como de uma ação direta no DNA do 

parasito, mediando a sua fragmentação, como acontece no mecanismo de 

apoptose. (RATH et al., 2003; LIMA et al., 2007; FRÉZARD & DEMICHELI, 2010).  

O uso de formulações lipossomais com antimônio tem se mostrado mais 

eficiente que os antimoniatos na forma livre, além disso, uma dose muito menor em 

relação à forma livre é capaz de produzir melhores resultados (FRÉZARD et al., 

2005; RIBEIRO et al., 2013). Assim, considerando os efeitos tóxicos e o 

desenvolvimento de resistência parasitária aos fármacos disponíveis, a 

Organização Mundial de Saúde incentiva a pesquisa de novos candidatos a 

fármacos com potencial leishmanicida e novas formulações lipossomais para o 

tratamento das leishmanioses e (FRÉZARD et al., 2005; FRÉZARD & DEMICHELI, 

2010). Nesse sentido, desenvolver uma formulação lipossomal encapsulada com 

um fármaco leishmanicida, como o antimoniato de meglumina, e segura para o 

paciente, reduzindo os efeitos adversos observados, seria uma alternativa para 

tratar os indivíduos acometidos por essa doença. 
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2 INTERAÇÃO ENTRE LIPOSSOMAS E COMPONENTES SANGUÍNEOS 

 

2.1 Hemólise 

 

O sangue é composto de duas frações: o plasma e uma porção celular. O 

plasma corresponde a 55% do sangue, formado por 91,5% de água, 7% de proteínas 

e 1,5% de sais e substâncias orgânicas. A porção celular, composta por três 

linhagens, onde as hemácias, chamadas também de glóbulos vermelhos ou 

eritrócitos, quantitativamente são as mais abundantes quando comparadas às outras 

linhagens celulares, leucócitos e plaquetas. Seu número pode variar entre 4,5 – 6,0 

milhões por microlitro de sangue (CARVALHO, W. F., 2008).  

As hemácias por armazenarem uma importante proteína chamada 

hemoglobina, apresenta um papel fundamental nas trocas gasosas, levando o 

oxigênio (O2) adquirido pelo processo respiratório até os tecidos e a captação de gás 

carbônico (CO2) advindo das reações metabólicas dos tecidos para ser eliminado nos 

pulmões. (GUYTON & HALL, 2006; ALMEIDA et al., 2011; MCPHEE & GANONG, 

2011). Para que o processo de troca gasosa possa acontecer, o O2 deve-se ligar ao 

grupo heme presente na molécula de hemoglobina. O grupo heme é um anel tetra 

pirrólico contendo um átomo central de ferro (Fe2+), o qual é de suma importância para 

a ligação do O2 à molécula de hemoglobina. Assim, a molécula de hemoglobina 

presente nas hemácias possui um papel fundamental no transporte de O2 e de cerca 

de 30% do CO2. O restante do CO2 presente é transportado pelas hemácias via 

bicarbonato, resultante da dissociação do H2CO3 formado pela reação de CO2 + água, 

catalisada pela enzima anidrase carbônica. A presença de baixos níveis de 

hemoglobina, decorrente de uma variedade de causas provoca anemia, distúrbio 

hematológico muito comum encontrado na população em geral (ALMEIDA et al., 2011; 

MCPHEE & GANONG, 2011; GUYTON & HALL, 2006; MURADOR & DEFFUNE, 

2007). 

No ser humano, as hemácias têm uma vida média de aproximadamente 120 

dias e uma baixa taxa de destruição fisiológica, já que, diariamente, somente 0,06% a 

0,4% das hemácias são fisiologicamente retiradas da circulação (MCPHEE & 

GANONG, 2007). Alguns autores mostram que, em condições normais, pouco menos 

de 1% das hemácias são destruídas diariamente e substituídas por um número quase 

idêntico de células novas (PRINCE & SCHRIER, 2012).  
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As hemácias, por serem as células encontradas em maior quantidade na 

corrente sanguínea e por sua provável interação com formulações farmacêuticas 

administradas por via parenteral, como os nanocarreadores, são alvos de pesquisas 

para testes de toxicidade (DOBROVOLSKAIA et al., 2008; DASH et al., 2010; 

BENDER et al., 2012). Assim, uma forma de avaliar a ocorrência de reações adversas 

devido à interação entre as formulações farmacêuticas e componentes celulares do 

sangue é avaliar o grau de hemólise que tais formulações podem induzir. A indução 

de hemólise por sistemas nanoestruturados pode ser um fator de risco à saúde, uma 

vez que o resultado dessa interação pode levar a um quadro de anemia 

(DOBROVOLSKAIA et al., 2008; BERTRAND & LEROUX, 2012; DOBROVOLSKAIA 

& MCNEIL, 2013). Nesse sentido, o teste de hemólise é de fundamental importância 

para estabelecer o grau de interação que novos produtos podem ter com as células 

vermelhas e se essa interação pode comprometer a sua estrutura, culminando em lise 

e liberação de seu conteúdo citoplasmático no plasma. Assim, uma das formas de 

estabelecer o dano causado às hemácias é a dosagem de hemoglobina liberada 

quando essas células são rompidas (DOBROVOLSKAIA et al, 2008; DASH, et al. 

2010; TOMCZAK et al. 2010; BENDER et al., 2012).  

Percebe-se que as hemácias, por conterem carga negativa, têm grande chance 

de interagir com partículas carregadas positivamente e assim, tais partículas podem 

contribuir para a desestabilização da membrana eritrocitária e lise dessas células 

(CARVALHO, W. F., 2008; DOBROVOLSKAIA et al., 2008; DASH, et al., 2010; 

BENDER et al, 2012). Por outro lado, quando se analisa a interação das hemácias 

com vesículas carregadas negativamente, verificam-se efeitos distintos. Foi 

observado que para duas formulações lipossomais carregadas em sua bicamada 

lipídica com os pró-fármacos de metotrexato e melfalano, respectivamente, foi 

observado que as taxas de hemólise encontradas não excederam em 2% em relação 

à taxa de hemólise de hemácias incubadas com PBS (0,15M NaCl, 0,01 M fosfato, pH 

7,2), utilizadas como controle negativo (KUZNETSOVA et al., 2012). Este é o valor 

máximo permitido de hemólise preconizado pelo protocolo internacional E2524-08 

(2013) - Standard Test Method for Analysis of Hemolytic Properties of Nanoparticles 

da ASTM (American Society for Testing and Materials) para o estudo das propriedades 

hemolíticas de nanopartículas (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).  
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2.2 Efeito sobre a coagulação 

 

O processo da hemostasia sanguínea envolve diretamente a participação de 

vasos sanguíneos, plaquetas e fatores da cascata da coagulação (SIQUEIRA, 2001). 

Mediante de injúria do endotélio vascular, por exemplo, plaquetas são ativadas com o 

objetivo de formar um tampão plaquetário no local da lesão, evitando a perda de 

grandes quantidades de sangue. Paralelo à ativação plaquetária, a cascata da 

coagulação é ativada, promovendo a formação de um coágulo de fibrina, que, por sua 

vez, leva a uma maior retenção das plaquetas e à formação de um coágulo estável 

(SIQUEIRA, 2001; RIDDEL et al., 2007).  

Didaticamente, o processo de avaliação da atividade da cascata da coagulação 

é dividido em duas etapas, uma representada pela avaliação da atividade da via 

intrínseca, e a outra representada pela avaliação da atividade da via denominada 

extrínseca. Ambas as vias convergem para a via comum, culminando assim com a 

formação de um coágulo estável de fibrina. Porém, é importante ressaltar que, no 

processo de formação do coágulo de fibrina, a ativação das plaquetas e dos fatores 

envolvidos na cascata da coagulação é disparada simultaneamente. Além disso, a 

presença de células como monócitos, fibroblastos e células endoteliais e 

subendoteliais que compõem os vasos sanguíneos é importante para que ocorra a 

ativação adequada do processo de coagulação (MACFARLANE,1964; DAVIE & 

RATNOFF, 1964; FRANCO, 2001, SIQUEIRA 2001; FERREIRA et al., 2010). 

Ao considerar que as formulações lipossomais são administradas por via 

endovenosa, é importante avaliar se as mesmas interagem com os componentes 

envolvidos na hemostasia sanguínea (OLIVEIRA, 1993; ADLER-MOORE & 

PROFFITT, 2003; RATH et al, 2003; SCHETTINI et al., 2005; SCHETTINI, 2006; 

DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2007; KUZNETSOVA et al., 2012). Ao interagir tanto 

com plaquetas quanto com fatores da coagulação e células envolvidas neste 

mecanismo, formulações lipossomais e nanoestruturadas poderiam promover 

prolongamento ou rápida formação do coágulo sanguíneo. Essas características 

dependem diretamente da constituição dos componentes desses sistemas 

carreadores e de sua interação com os componentes envolvidos na cascata da 

coagulação (WASSEF, 1995; GALÁN et al., 2002; DOBROVOLSKAIA & NEUN, 2009; 

DOBROVOLSKAIA & NEUN, 2011; KUZNETSOVA et al., 2012).  
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2.3 Ativação Plaquetária 

 

As plaquetas possuem uma importante função hemostática, a formação de uma 

superfície pró-coagulante, levando à formação de um tampão plaquetário no local da 

lesão do vaso sanguíneo. Além disso, as plaquetas podem ativar mecanismos da 

coagulação por expor em sua superfície fosfolipídios carregados negativamente que 

irão auxiliar na consolidação do coágulo de fibrina que está sendo formado 

(SIQUEIRA, 2001). 

A primeira etapa após a injúria vascular é a adesão das plaquetas às 

macromoléculas presentes no tecido subendotelial (BEVERS, COMFURIUS, 

ZWAALL, 1991; SIQUEIRA, 2001; RIDDEL JR, 2007). Esse processo é favorecido 

pela presença do Fator de von-Willebrand (vWF, do inglês, von Willebrand Factor) 

presente no plasma, secretado pelas células endoteliais e pelas plaquetas, que ao se 

ligar às fibras de colágeno expõe domínios que se ligarão a receptores presentes na 

membrana das plaquetas, a glicoproteína Ib/IX, promovendo então a adesão 

plaquetária. Além do processo induzido pelo vWF, é descrito o papel de  outras 

proteínas de adesão celular que favorecem  a ligação das plaquetas às fibras de 

colágeno, como a fibronectina, a trombospondina, a laminina e a vitronectina 

(SHATTIL, 1993; JUNG & MOROI, 2000; CLEMETSON & CLEMETSON, 2001; 

LOWENBERG, MEIJERS & LEVI, 2010). 

  As células endoteliais lesadas liberam moléculas de ADP que possuem um 

papel fundamental no processo da coagulação iniciado pelas plaquetas. A simples 

presença das moléculas de ADP estimula as plaquetas a liberarem o seu próprio ADP, 

ampliando assim a formação do tampão plaquetário (SIQUEIRA, 2001). Após se 

ligarem às fibras de colágeno, as plaquetas tornam-se ativadas e sofrem um rearranjo 

do seu citoesqueleto com uma mudança de forma com emissão de pseudópodes e 

liberação de ADP. Esse processo irá levar à ativação da glicoproteína GPIIb-IIIa, 

expressa na membrana das plaquetas, que liga-se ao vWF e também ao fibrinogênio, 

promovendo a agregação plaquetária. Esse processo pode ser observado na figura 3, 

em que, após uma injúria vascular, as plaquetas se aglomeram ao sítio da lesão e 

promovem a formação de um tampão plaquetário. Além disso, a superfície das 

plaquetas ativadas acelera o processo de coagulação, proporcionando a estabilização 

do agregado de plaquetas pela ação da fibrina, resultante da atividade da cascata da 

coagulação. Após a formação do coágulo de fibrina, há também contração do coágulo 
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mediada pela atividade do complexo de glicoproteína GPIIb-IIIa (ANDREWS, LOPEZ, 

BERNDT, 1997; SIQUEIRA, 2001; ANDREWS, et al., 2003). 

 
FIG. 3: Adesão, ativação e agregação plaquetária. No primeiro momento, as plaquetas se aderem 
às fibras de colágeno no tecido subendotelial por meio de receptores presentes em sua membrana, a 
glicoproteína Ib/IX e do vWF. Em seguida, acontece o processo de ativação e de agregação plaquetária, 
em que plaquetas ativadas ligam-se às moléculas de fibrinogênio através do seu receptor de membrana 
GPIIb-IIIa, culminando com a formação do tampão plaquetário.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MODERY-PAWLOWSKI et al., 2013. 
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2.4 Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) 

 

Outra forma de avaliar laboratorialmente a atividade de uma das vias da 

cascata da coagulação sanguínea é por meio do teste do Tempo de Tromboplastina 

Parcial ativada (TTPa). Esse teste é baseado no modelo da cascata da coagulação, o 

qual analisa o tempo necessário para que ocorra a formação do coágulo de fibrina 

pela vias intrínseca e comum. Os fatores que atuam nessa via estão em estado inativo 

(zimogênios), mas assim que recebem um estímulo, são ativados e de maneira 

sequencial, em forma de cascata de reações enzimáticas, irão provocar a formação 

de um coágulo de fibrina (FRANCO, 2001; FERREIRA et al., 2010).  

Para que ocorra a ativação dos fatores da cascata da coagulação da via 

intrínseca, é preciso que o primeiro fator desta via entre em contato com uma 

superfície contendo carga negativa para ser ativado. Além disso, para potencializar a 

ativação desse fator, é necessária a presença de pré-calicreína e cininogênio de alto 

peso molecular (FRANCO, 2001; WALSH, 2001). Assim, é disparada uma sequência 

de reações enzimáticas que atuando em cadeia, culmina com a formação do coágulo 

de fibrina. Esse esquema pode ser visto na fig. 4, que relaciona as vias envolvidas na 

cascata da coagulação (BOON, 1993; CARVALHO, 2008; ZAGO, 2005; FRANCO, 

2001; FERREIRA et al., 2010).  

 

FIG. 4: Representação da cascata da coagulação: a figura relaciona as vias intrínseca e extrínseca da 

coagulação que convergem para uma via comum pela ativação do fator X com consequente formação do coágulo 

de fibrina. CAPM: Cinogênio de Alto Peso Molecular; PK: Pré-calicreína.  

 

Fonte: Adaptado de Franco, 2001. 
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2.5 Tempo de Protrombina (TP) 

 

A avaliação realizada através da determinação do Tempo de Protrombina (TP) 

baseia-se na ativação das vias extrínseca e comum da cascata da coagulação 

(FERREIRA et al., 2010). Vale lembrar que o termo extrínseco é usado para designar 

uma proteína que não está presente no sangue circulante, o Fator Tecidual (FT), 

também chamado de Fator III ou tromboplastina. Esse fator torna-se exposto quando 

há uma lesão no vaso sanguíneo, uma vez que ele é uma glicoproteína de membrana 

encontrada na célula endotelial (BOON, 1993; FRANCO, 2001; RIDDEL et al., 2007; 

FERREIRA et al., 2010). 

De maneira semelhante ao que acontece na via intrínseca da coagulação, a 

injúria vascular faz com que o FT sofra uma modificação estrutural expondo o domínio 

de ligação ao Fator VII (FVII), que na presença de íons Ca2+, forma um complexo 

trimolecular, FT- Ca2+-FVII. A formação desse complexo torna o FVII ativo (FVIIa) o 

qual, na presença de Ca2+ e fosfolípides, irá ativar o Fator X (FX). A ativação da via 

extrínseca depende do Fator Tecidual e é mais rápida que a via intrínseca. Assim, a 

via extrínseca opera na superfície das células que expressam FT para iniciar e 

amplificar a cascata da coagulação. O Fator X ativado (FXa) na presença de Ca2+, 

fosfolípedes e Fator V ativado (FVa) irá ativar a formação de trombina (FIIa), enzima 

responsável pela formação de monômeros fibrina a partir do fibrinogênio. (BOON, 

1993; KUMAR, ABBAS & FAUSTO, 2005; ZAGO, 2005; RIDDEL et al., 2007; 

CARVALHO, 2008). 

Tanto a via intrínseca quanto a via extrínseca da coagulação convergem para 

uma via comum, como pode ser observado na figura 4. Ambas garantem a formação 

de fator Xa (ativo), que na presença de FVa, Ca2+ e fosfolipídios convertem a 

protrombina em trombina. Como citado anteriormente, a trombina catalisa a proteólise 

do fibrinogênio em monômeros de fibrina que, espontaneamente, se associam por 

interações iônicas formando um polímero instável de fibrina. Além disso, a trombina 

ativa o Fator XIII (FXIII), que é convertido em FXIIIa (ativo) e de extrema importância 

na formação de ligações covalentes dentro do polímero de fibrina, formando a malha 

de fibrina instável em um polímero de fibrina estável e insolúvel. A pequena 

quantidade de trombina inicialmente formada pela atividade da via extrínseca e 

comum é essencial para ativar os cofatores FV e FVIII (Fator VIII), favorecendo uma 
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eficiente amplificação da cascata da coagulação (BOON, 1993; KUMAR, ABBAS & 

FAUSTO, 2005; ZAGO, 2005; RIDDEL et al., 2007; CARVALHO, 2008). 

Além de avaliar o papel dos fatores da cascata da coagulação tanto da via 

intrínseca, quanto da via extrínseca, algumas pesquisas têm sido realizadas na 

tentativa de desenvolver formulações que possam estimular o processo de 

coagulação em pacientes que possuem deficiência em algum dos fatores envolvidos 

no processo de coagulação. Essas formulações são preparadas baseando-se na 

adsorção de proteínas plasmáticas a superfícies de vesículas lipossomais ou a partir 

da manipulação de fosfolipídios que compõem tais vesículas com características que 

possam ativar a formação do coágulo de fibrina (GALÁN et al.,1998; GALÁN et al., 

2002; MODERY- PAWLOWSKI et al., 2013).  No trabalho realizado por GALÁN et al., 

(2002), lipossomas contendo o fosfolipídio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) foram 

capazes de provocar a ativação da coagulação demonstrado pelo aumento da 

deposição de fibrina no subendotélio de fragmentos da aorta de coelhos, assim como 

o aumento dos fragmentos 1+2 de protombina no plasma desses animais que tiveram 

o número de plaquetas reduzido.  

Por outro lado, é importante observar que a indução da formação de coágulo 

após a administração intravenosa de lipossomas apresenta um fator de risco à saúde. 

Neste sentido, é importante avaliar se tais formulações ativam a cascata da 

coagulação, uma vez que podem desencadear eventos tromboembólicos e ou a 

coagulação intravascular disseminada (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013). Assim, 

KUZNETSOVA et al., (2012) mostrou, in vitro, que lipossomas carregados com 

metotrexato que possui carga negativa provocaram um prolongamento no tempo de 

coagulação, enquanto que formulações contendo melfalano, também com carga 

negativa, não induziram alterações nos parâmetros avaliados.  
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2.6 Ativação do Complemento 

 

A ativação do sistema do complemento, além de ter um papel no aumento da 

captura por macrófagos, tem sido relacionada a efeitos adversos após administração 

de lipossomas no organismo. É descrito que a administração de formulações 

lipossomais por via endovenosa pode provocar uma reação chamada de 

pseudoalergia relacionada à ativação do complemento (Complement Activation 

Related PseudoAllergy - CARPA), em que sinais e sintomas de hipersensibilidade são 

observados (CHANAN-KAN et al., 2003).  Dentre eles, podem ser citados taquipneia, 

sialorreia, midríase, miose, prostração, micção, tremor muscular, vômito e defecação.  

Essas reações foram observadas em cães infectados com Leishmania infantum 

quinze minutos após a administração intravenosa de lipossomas constituídos pelo 

fosfolipídio DCP, contendo ou não o fármaco antimoniato de meglumina para o 

tratamento da infecção (RIBEIRO et al, 2008; RIBEIRO et al, 2013).  Ao contrário da 

alergia clássica (hipersensibilidade do tipo I), essa reação não é mediada por 

anticorpos IgE, mas sim pela ativação do sistema do complemento (SZEBENI et al., 

2000; CHANAN-KAN et al., 2003, SZEBENI, 2005; SZEBENI et al., 2012). Assim, uma 

das formas de avaliar a ativação do sistema do complemento é avaliar a formação de 

produtos da quebra de proteínas do complemento como C3a, C4a, dentre outros como 

pode ser visto na figura 5 (LIU, D. 1997; CHANAN-KAN et al., 2003; 

DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).  
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FIG. 5: Sistema do complemento: representação das vias de ativação do sistema do complemento e dos 

produtos gerados após a ativação de cada via. (A) Na figura abaixo, observa-se que o fragmento C3a, resultante 

da clivagem da proteína C3, é gerado nas etapas iniciais das três vias de ativação do sistema do complemento, 

Alternativa, Clássica e das Lectinas. (B) Do mesmo modo, no final da ativação desse sistema, percebe-se a 

formação de um complexo de proteínas, C5, C6, C7, C8 e C9, em forma de tubo, conhecido por complexo de 

ataque a membrana, o qual é capaz de formar poros na membrana celular e levar a lise de micróbios.  

 

 

A)

 
 

B) 

 

 

Fonte: ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012. 



34 
 

3 EFEITOS DAS FORMULAÇÕES LIPOSSOMAIS SOBRE MACRÓFAGOS 

 

3.1 Captura por macrófagos  

 

Após serem administrados por via endovenosa, os lipossomas convencionais, 

constituídos por fosfatidilcolina ou por outros fosfolipídios e por colesterol, são 

removidos da circulação por macrófagos do SFM (WOODLE & LASIC, 1992; 

WASSEF, 1995; AKBARZADEH et al., 2013; ALLENS & CULLIS, 2013). A fagocitose 

de lipossomas por macrófagos depende tanto de características relacionadas às 

propriedades físico-químicas das vesículas lipossomais, quanto da sua interação com 

proteínas plasmáticas e com as membranas celulares (SHARMA & SHARMA, 1997; 

BATISTA, CARVALHO E MAGALHÃES, 2007; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2007; 

BERTRAND & LEROUX, 2012).  

Dentre os mecanismos responsáveis pela fagocitose por macrófagos, pode-se 

relatar a opsonização das vesículas por proteínas do complemento e por Ac. As 

vesículas recobertas pelas proteínas do complemento ou por anticorpos têm sua 

captura facilitada, uma vez que essas células possuem receptores para proteínas do 

complemento e para algumas classes de Ac (ISHIDA et al., 1997; LIU, 1997). 

 É descrito também que, além da participação do complemento e dos 

anticorpos, características físico-químicas como tamanho, forma, flexibilidade e carga 

superficial influenciarão na internalização desse sistema de vetorização. Neste 

sentido, é visto que vesículas de tamanhos maiores, mais rígidas e carregadas tanto 

positivamente quanto negativamente são mais fagocitadas por macrófagos do SFM 

(ISHIDA et al., 1997; SHARMA & SHARMA, 1997; CHEN et al., 2010; BERTRAND & 

LEROUX, 2012; FROHLICH, 2012). Assim, SUMIO et al., (2007) verificaram que, após 

a incubação in vitro de lipossomas com macrófagos NR8383, a captura foi maior 

quando se aumentava o tamanho das vesículas. No mesmo estudo, também foi 

descrito que lipossomas de 2000 nm tiveram maior taxa de fagocitose do que 

lipossomas de menores tamanhos por macrófagos alveolares de ratos após duas 

horas da administração dessas vesículas in vivo.  
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3.2 Resposta dos macrófagos na leishmaniose  

 

 É descrito que a evolução das leishmanioses irá depender da resposta imune 

do indivíduo frente à infecção pelo agente etiológico da doença. A citocina pró-

inflamatória produzida por macrófagos, o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α), 

possui importante papel no recrutamento de linfócitos T CD4+, células 

reconhecidamente importantes na resposta imune a protozoários, assim como na 

ativação dos próprios macrófagos. Ao serem ativados, os linfócitos T CD4+ secretam 

a citocina IFN- que age sobre os macrófagos, induzindo a produção de óxido nítrico 

e de espécies reativas do oxigênio nas vesículas de fagolisossomos, onde os 

protozoários do gênero Leishmania spp se encontram após serem fagocitados (REIS 

et al., 2006; BHATTACHARJEE et al., 2009; KUMAR & NYLÉN, 2012).  

O óxido nítrico (NO) é conhecido como um mediador da resposta inflamatória 

e é produzido pela enzima óxido nítrico sintase (KORHONEN et al., 2005). O NO é 

um gás e age como um radical livre, principalmente em espécies com elétrons 

desemparelhados (MAYER & HEMMENS, 1997). Níveis aumentados de óxido nítrico 

em macrófagos estão diretamente relacionados com a destruição das formas 

amastigotas de Leishmania e o controle da infecção (Fig.6). Por outro lado, quando 

este composto encontra-se em baixos níveis, observa-se uma tendência à resistência 

parasitária e uma dificuldade em controlar a infecção. (BACELLAR & CARVALHO, 

2005; LIESE et al., 2008; BANERJEE et al., 2011). 

Já a produção de IL-10 por linfócitos TCD4+ e também por macrófagos é 

conhecida por seu efeito modulador, induzindo uma ação anti-inflamatória. Sua ação 

consiste em inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias, moléculas de superfície 

celular em macrófagos e outras células, as quais possuem ação importante na 

transdução de sinais que levam ao desenvolvimento de uma resposta imune, 

favorecendo assim a sobrevivência do parasito (CONTI et al., 2003; 

BHATTACHARJEE et al., 2009). 
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FIG. 6: Ativação de macrófagos: o efeito das citocinas IFN-, TNF-α e IL-10 sobre os macrófagos. Nela pode-se 

perceber a ativação de macrófagos com consequente produção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas do 

oxigênio (EROS) em fagolisossomas pela ação das citocinas IFN- e TNF-α. Já a produção da IL-10 inibe a inibe 

a ação de macrófagos com posterior bloqueio da produção de óxido nítrico.   

 

Fonte: Adaptado de Protozoan and Helminth Parasites, 2010. 
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3.3 Lipossomas contendo dipalmitoilfosfatidilgicerol (DPPG) 

 

Vários fosfolipídios podem ser usados em formulações lipossomais e, dentre 

eles, uma das formulações lipossomais atualmente em estudo por nosso grupo de 

pesquisa, coordenado pelo professor Frederic Frezárd (UFMG), é composta por 

DSPC/CHOL/DCP. Como já relatado por pesquisas realizadas pelo grupo, a 

formulação apresenta-se promissora para o tratamento da leishmaniose, o que foi 

mostrado pela redução da infecção parasitária em testes com cães e camundongos 

infectados por parasitos do gênero Leishmania (SCHETTINI et al., 2003; 

SCHETTINI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; FERREIRA et al., 2013). Porém, 

reações adversas, como citado anteriormente, foram observadas quinze minutos 

após a administração intravenosa desses lipossomas em cães infectados por 

Leishmania infantum. Acredita-se que as reações observadas podem estar ligadas 

à ativação do sistema do complemento, em uma reação conhecida por CARPA 

(RIBEIRO et al., 2013). Além disso, alterações hematológicas e teciduais foram 

observadas em macacos após a administração de lipossomas contendo o 

fosfolipídio DCP (WASSEF, 1995). 

 Na tentativa de reduzir os efeitos descritos, outro fosfolipídio foi proposto 

pelo grupo de pesquisa coordenado pelo professor Frederic Frezárd em 

substituição ao DCP.  Assim, uma formulação contendo dipalmitoilfosfatidilglicerol 

(DPPG) (fig.7) foi preparada com o objetivo de reduzir os efeitos tóxicos observados 

da formulação lipossomal constituída por DCP. O DPPG, assim como o DCP, é um 

fosfolipídio carregado negativamente e, além disso, apresenta boa 

biocompatibilidade e pode ser encontrado comercialmente em grau farmacêutico 

(MESTRES et al., 1998; MANSOUR et al., 2001; SOUZA, 2013). .  
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FIG. 7: Estrutura molecular dos fosfolipídios dicetilfosfato (DCP) e dipalmitoilfosfatidilglicerol 

(DPPG)   

 

                     DCP                                                  DPPG       

Fonte: KIM et al., 2013; Avanti Polar Lipids, Inc. 

 

 

Dessa forma, estudar os efeitos que esse sistema de vetorização pode 

estabelecer após sua administração é relevante, uma vez que tais estudos podem 

fornecer dados de sua segurança ao interagir com o organismo. Assim, o presente 

trabalho teve por objetivo analisar o efeito de duas formulações lipossomais vazias, 

uma contendo o fosfolipídio DCP e outra composta pelo fosfolipídio DPPG em 

substituição ao DCP, sobre a integridade das hemácias, sobre a atividade 

plaquetária, hemostática e ativação do complemento. Além disso, avaliou-se o 

efeito dessas formulações sobre a viabilidade celular de uma linhagem de 

macrófagos de camundongo, J774.A1, e se estas formulações possuem efeito 

sobre a produção de NO, um mediador importante para a destruição da Leishmania. 

 

  



39 
 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 
Avaliar por meio de testes in vitro o efeito de duas formulações lipossomais 

vazias contendo os fosfolipídios DCP ou DPPG sobre parâmetros hematológicos e 

imunológicos. 

 

 

4.2 Objetivos Específicos:  

 

 
4.2.1 Avaliar o efeito das formulações lipossomais sobre a viabilidade de 

hemácias e doseamento de hemoglobina; 

 

4.2.2 Avaliar o efeito das formulações sobre a hemostasia primária através da 

determinação do número de plaquetas; 

 

4.2.3 Analisar o efeito das formulações lipossomais sobre a atividade da via 

intrínseca e extrínseca da coagulação pelos testes Tempo de Tromboplastina Parcial 

ativado (TTPa) e Tempo de Protrombina (TP); 

  

4.2.4 Verificar o efeito das formulações sobre a ativação do sistema 

complemento através da quantificação dos níveis do fragmento C3a e do complexo 

terminal SC5b-9; 

 

4.2.5 Avaliar o efeito das formulações sobre a viabilidade celular e produção de 

óxido nítrico por uma linhagem de macrófagos (J774.A1).  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Amostras  

 

Nesse trabalho, foram utilizadas amostras sanguíneas coletadas, após o 

consentimento voluntário, de pacientes atendidos pelo Laboratório Piloto de Análises 

Clínicas (LAPAC) da Escola de Farmácia da Universidade Federal de Ouro Preto. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

instituição sob o número 458.230 após a submissão do trabalho na Plataforma Brasil.  

As amostras foram consideradas viáveis somente quando atendessem os 

critérios estabelecidos no questionário de entrevista aplicado a cada voluntário 

(Apêndice B). 

 

5.2 Preparo e caracterização das formulações lipossomais (DPC e DPPG) – 

vazias 

 

O preparo das formulações lipossomais foi feito de acordo com protocolo 

descrito por SOUZA et al., (2013) e realizado no Laboratório de Biofísica e Sistemas 

Nanoestruturados (LabNano) do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto 

de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os lipossomas 

foram produzidos pela técnica Freeze-Dried Empty Liposomes (FDEL) (FRÉZARD et 

al., 2000) e constituídos de diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) (Lipoid, Alemanha), 

colesterol (CHOL) e pelo fosfolipídio dicetilfosfato (DCP) ou pelo fosfolipídio 

dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) (Sigma Aldrich Inc., EUA), utilizando a razão molar 

de 5:4:1 e concentração final de lipídeo de 55 g/L.  

Para o preparo das formulações lipossomais, os lipídios foram pesados e 

solubilizados em clorofórmio em balão de fundo redondo. Em seguida, a solução foi 

levada ao evaporador rotatório, à temperatura de 50ºC por 40 minutos, para 

evaporação do solvente e formação do filme lipídico. Após essa etapa, o filme lipídico 

formado foi hidratado com 5 mL de água destilada e novamente levado ao evaporador 

rotatório à temperatura de 65ºC por 60 minutos para a formação de lipossomas 

multilamelares. Logo depois, os lipossomas formados foram submetidos a 5 ciclos de 

congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido por 3 minutos seguido de 

banho-maria a 65ºC por 5 minutos, a fim de romper as camadas das vesículas 
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multilamelares. Em seguida, os lipossomas foram extrusados 10 vezes em membrana 

de policarbonato de poro de 100 nm para a uniformização do tamanho das vesículas. 

Após a extrusão das vesículas lipossomais, as amostras foram caracterizadas 

pela medida de tamanho, índice de polidispersão (IP) e potencial zeta no aparelho 

Zetasizer Nano (Malvern, Reino Unido). Para a determinação do tamanho e do IP as 

amostras foram dispersas em água destilada, e para a determinação do potencial 

zeta, os lipossomas foram dispersos em PBS, pH = 7,2. Após a extrusão, foi 

adicionada sacarose as formulações na relação de 3 g do açúcar por g de lipídeo, 

como criopreservante. Após a adição de sacarose, foi realizado o congelamento dos 

lipossomas em nitrogênio líquido e subsequente liofilização por um período de 24 

horas (Liofilizador modelo FreeZone 4.5, Labconco Corp., EUA).  

5.3 Determinação das concentrações lipossomais (DCP e DPPG)  

 

As concentrações lipossomais utilizadas nos testes foram calculadas com base 

no trabalho de no trabalho de RIBEIRO et al. (2013), onde observou-se reações 

adversas após a administração de lipossomas em cães. Esses estudos foram 

realizados com antimoniato de meglumina lipossomal (6,5 mg antimônio/kg) para o 

tratamento de cães infectados por parasitos do gênero Leishmania. Nestes 

lipossomas, tem-se uma relação de 0,25 g Sb/g de lipídio. Assim, tem-se uma 

concentração de 26 mg de lipídeos/kg. A partir das informações acima, foi realizada a 

conversão da dose utilizada em cães para humanos, seguindo o protocolo 

preconizado pela Food and Drug Administration (FDA) de 2005: Guidance for Industry: 

Estimating the Maximum Safe Starting dose in initial Clinical Trials for Therapeutic in 

Adult Health Volunteers. Dessa forma, o cálculo para a conversão das doses foi feito 

utilizando as seguintes fórmulas:  

 

Km = (kg÷m2) 

 

Onde Km é o fator de conversão da dose em mg/Kg para a dose em mg/m2; 

Kg= peso do cão (em, kg); 

m2= área corporal do cão; 

Em média, tem-se os seguintes valores para cães: 

10 kg e 0,5 m2 de área corporal. 
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Assim tem-se: Km= 10 kg ÷ 0,5 m2= 20 

 

Dose humana (mg/kg)= (Dose animal (mg/kg) x km animal) 

                                                              Km humano 

 

Onde:  

Km animal = 20 

Km humano = 37 

Seguindo a fórmula, temos: Dose humana (mg/Kg) = (26 mg/Kg x 20); 

                                                                                            37 

Dose humana: 14,1 mg/Kg. 

 

A partir da dose encontrada, estipulou-se sete concentrações a serem 

utilizadas nos estudos sobre a influência dos lipossomas sobre hemácias, plaquetas 

e sistema da coagulação. As concentrações foram estimadas para um volume final de 

1000 µL de reação, baseando-se na manutenção inicial da concentração de lipídios e 

sacarose e levando-se em conta o peso médio de um indivíduo adulto, 75 Kg, e 

volume sanguíneo de 5 litros (LORENZI, T., 2011). Dessa forma, chegou-se às 

seguintes concentrações de lipossomas por mL de sangue/plasma: 60,0 µg; 120,0 µg; 

180,0 µg; 240,0 µg; 300,0 µg; 360,0 µg e 420,0 µg.  

 

5.4 Diluição dos lipossomas liofilizados: preparo das formulações vazias 

 

Os lipossomas liofilizados preparados na UFMG foram reconstituídos de modo 

a manter a concentração de sacarose em 0,3 M e a concentração de lipídios obtida 

antes da liofilização. Dessa forma, foram reconstituídos 2 mg do liofilizado, 

acrescentando-se 14,62 µL de água destilada para formar as vesículas lipossomais e, 

em seguida, foram adicionados 985,38 de µL PBS. A partir dessa solução, foram 

preparadas as amostras com as concentrações lipossomais estabelecidas para o 

estudo. 
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2 mg de lipossomas + 14,62 µL água destilada + 985,38 µL de PBS. 

 

 

5.5 Ensaio de atividade hemolítica 

 

O ensaio da atividade hemolítica foi realizado adaptando-se a metodologia 

descrita por VALADARES et al., (2012). Adicionalmente, após a incubação das 

diferentes concentrações de lipossomas com sangue total, a concentração de 

hemoglobina (Hb) liberada foi determinada pela reação com o reagente de Drabkin, 

que dá origem à cianometahemoglobina, de acordo com o trabalho de 

DOBROVOLSKAIA & NEUN, (2009). A detecção da cianometahemoglobina foi 

realizada em leitor de ELISA, usando o comprimento de onda de 570 nm e sua 

concentração foi quantificada pela comparação como uma solução padrão de 

hemoglobina obtida comercialmente (Labtest Diagnóstica SA). 

Foi construída uma curva padrão, de acordo como a metodologia proposta por 

CARVALHO (2008), baseando-se no princípio da fragilidade osmótica das hemácias, 

pela incubação de sangue total com diferentes concentrações de PBS e água. Assim, 

baseado no fenômeno osmótico, a água se desloca do meio menos concentrado para 

o mais concentrado, na tentativa de manter o meio em equilíbrio. Dessa forma, ao 

diminuir a concentração de sal na suspensão de hemácias, a água presente no meio 

tende a deslocar para o interior das células, pois seu interior encontra-se mais 

concentrado em relação ao meio externo. As hemácias, então, tem seu volume 

aumentado, o que pode culminar com a ruptura de sua membrana, liberando seu 

conteúdo citoplasmático no meio, dentre eles a molécula de hemoglobina. 

Neste sentido, para a realização do teste de hemólise, foram coletadas 

amostras de sangue de voluntários com tipo sanguíneo O+ em tubos contendo o 

anticoagulante EDTA. Em seguida, foi realizada uma curva para determinar o grau de 

hemólise obtido pela incubação de hemácias com diferentes concentrações de PBS e 

água a 37ºC por 1 hora. Após esse período, as amostras foram centrifugadas a 1.500 

x g por cinco minutos e 80 µL do sobrenadante de cada tubo foi transferido para uma 
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placa de ELISA de 96 poços. Em seguida, foi feita a leitura da absorbância em 570 

nm em leitor de ELISA (Molecular Devices – Emax). O esquema da construção da 

curva padrão pode ser visualizado na tabela abaixo. 

 

 

Tabela 2: Curva de hemólise: curva construída pela incubação de sangue total de voluntários O+ com 
diferentes volumes de água e PBS para determinar a porcentagem de hemólise das amostras. 
 

 

 Os lipossomas liofilizados foram reconstituídos conforme explicitado no item 

5.4, e, em seguida, a formulação lipossomal foi diluída para uma concentração de 1mg 

de lipossomas por mL. Assim, para as concentrações de 60,0 µg,120,0 µg, 180,0 µg, 

240,0 µg, 300,0 µg, 360,0 µg e 420,0 µg das formulações lipossomais, foram retirados 

6,0 µL, 12,0 µL, 18,0 µL, 24,0 µL, 30 µL, 36 µL e 42 µL e completando com PBS para 

um volume final de 100 µL (Tabela 3).  

Para avaliar o efeito dos lipossomas sobre as hemácias, as diferentes 

concentrações das formulações lipossomais foram incubadas com 100 µL de sangue 

total a 37ºC por 1 hora. Seguiu-se então com a centrifugação das amostras a 1.500 x 

g por 5 minutos, transferência de 80 µL do sobrenadante para uma placa de ELISA de 

96 poços e determinação da absorbância em 570 nm em leitor de ELISA.  Além disso, 

o valor da absorbância de cada teste foi corrigido subtraindo-se o valor da absorbância 

do teste pelo valor da absorbância de amostras preparadas como branco, as quais 

foram preparadas pela incubação de sangue total e substituindo-se o volume de cada 

concentração lipossomal pelo mesmo volume de uma solução de água e PBS. 

 

Porcentagem de    

hemólise 

Sangue Total 

(µL) 

Água            

destilada (µL) 
PBS (µL) 

100% 100 100 0 

80% 100 80 20 

60% 100 60 40 

40% 100 40 60 

20% 100 20 80 

0% 100 0 100 
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Tabela 3: Teste de atividade hemolítica: volumes utilizados de sangue total, lipossomas e PBS. Para 

cada concentração lipossomal, o volume de PBS utilizado foi obtido subtraindo-se o valor de 100 L de 
PBS pelo volume das amostras lipossomais utilizado em cada concentração testada.   

 

Sangue                    

Total 

Amostras    

(volume) 
PBS 

  100 µL      x µL 100- x µL 

 
 
 

Para se calcular a porcentagem de hemólise da curva padrão, foi usada regra 

de três simples, relacionando a leitura de absorbância e a porcentagem de hemólise 

para cada ponto da curva: 

Tubo 1: 0,250 (absorbância)  -------- 100% de hemólise 

                   Tubo 5: 0,150 (absorbância)  -------- X% de hemólise 

Logo,       X= 60% de hemólise. 

 

Também, foi realizada uma curva padrão para a quantificação da hemoglobina 

liberada no sobrenadante. A curva foi montada a partir da diluição seriada de um 

padrão de hemoglobina de concentração conhecida e em seguida determinada a 

absorbância de cada ponto da curva.  

 

Padrão de hemoglobina a 1,0 g/dL  ---------- 0,220 (absorbância) 

                                             X g/dL ---------- 0,040 (absorbância) 

                                       X = 0,182 g/dL de hemoglobina, 

Onde X representa um ponto da curva padrão. 

 

 A concentração de hemoglobina nos testes foi quantificada pela comparação 

pela incubação de 20 µL do sobrenadante com 80 µL de Reagente de Drabkin, o qual 

reage com a Hb presente na amostra.  

A partir da curva padrão obtida tanto para porcentagem de hemólise, quanto 

para a concentração de hemoglobina, foi obtida, por regressão linear, a equação da 

reta e determinada a porcentagem de hemólise e a concentração de hemoglobina dos 

testes realizados.  
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5.6 Avaliação do efeito das formulações lipossomais sobre a cascata da 

coagulação  

 

O efeito das formulações lipossomais sobre a cascata da coagulação foi 

avaliada de forma automatizada (coagulômetro Humaclot Jr. – Human) segundo as 

metodologias descritas por BENDER et al., (2012) e KUZNETSOVA et al., (2012), nas 

quais foram avaliados o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) e o Tempo 

de Protrombina (TP) após a incubação prévia de lipossomas com amostras de plasma 

obtidas de sangue coletado com citrato. Os resultados obtidos com amostras 

previamente incubadas com lipossomas foram comparados com o resultado obtido 

com plasma não tratado. 

As diferentes concentrações das duas formulações lipossomais foram 

incubadas por dez minutos com plasma humano em banho-maria a 37ºC. Logo em 

seguida, seguiu-se com a realização dos testes utilizando-se reagentes comerciais (In 

Vitro Diagnóstica Ltda) a fim de determinar o tempo necessário para a formação do 

coágulo. 

Os testes foram realizados, incubando as formulações com plasma humano na 

relação de 1:9. Logo em seguida, as amostras foram incubadas por dez minutos e 

depois foram realizados os testes de Tempo de Protrombina e Tempo Tromboplastina 

Parcial ativado. Como controle negativo para os testes de coagulação, a mesma 

relação de PBS e plasma humano foi utilizada, mantendo-se as amostras controles 

sob as mesmas condições que as amostras testes e, assim, determinados os TP e 

TTPa. 

 

5.6.1 Tempo de Protrombina (PT) 

 

Os testes foram realizados de acordo com as orientações do fabricante dos 

reagentes para a determinação do Tempo de Protrombina (InVitro Diagnóstica Ltda –

Hemostat Thromboplastin-SI). O reagente consiste do reagente Thromboplastin SI 

liofilizado, contendo extrato de cérebro de coelho > 10% e azida sódica <0,01% em 

tampão contendo cloreto de cálcio e azida sódica a 0,01%. Assim, 25 µL das diferentes 

concentrações de lipossomas diluídas em plasma foram incubados por 3 minutos a 

37ºC. Logo depois, 50 µL do reagente aquecido a 37º C por 5 minutos foram 

adicionados à amostra teste e, imediatamente, homogeneizados e marcado o tempo 
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até a formação do coágulo. Os resultados do TP foram apresentados como média de 

TP ± desvio padrão do tempo de formação do coágulo para cada concentração das 

formulações testadas. 

 

5.6.2 Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) 

 

O teste de TTPa foi realizado segundo as recomendações do fabricante (InVitro 

Diagnóstica Ltda- Hemostat aPTT-EL). Dessa forma, foram adicionados em um tubo 

25 µL das amostras testes e 25 µL do reagente 1 (extrato cloroformizado de cérebro 

de coelho <1,0%, ácido elágico a 0,0037%, tampão e azida sódica <0,01%), presente 

no kit de TTPa, seguido de incubação por 2 minutos a 37ºC. Após 2 minutos de 

incubação das amostras testes com o reagente 1, acrescentou-se 25 µL do reagente 

2 (cloreto de cálcio a 0,02mol/L e azida sódica 0,1%), previamente aquecido a 37 ºC, 

ao tubo e as amostras foram homogeneizadas até que fosse observado a presença 

do coágulo. Em seguida, foi anotado o tempo necessário para a formação do coágulo.  

Os tempos de coagulação foram dados como média do tempo de coagulação de cada 

amostra após incubação com as diferentes concentrações lipossomais. 

 

5.7 Efeito dos lipossomas sobre a contagem de plaquetas 

 

Para avaliar se as formulações lipossomais exercem algum efeito sobre a 

ativação e agregação plaquetária foi realizada uma análise do número de plaquetas 

que permanecem em suspensão após incubação de uma amostra de plaquetas com 

as diferentes concentrações de cada formulação. A redução do número de plaquetas 

em suspensão é um indicativo da agregação plaquetária (BENDER et al, 2012). 

A metodologia utilizada para verificar o efeito das formulações lipossomais 

sobre as plaquetas foi realizada de acordo com o protocolo descrito por BORN & 

CROSS, (1963, 1964); BENDER et al, (2012) e DOBROVOLSKAIA & NEUN, (2009). 

O número de plaquetas foi analisado em contador hematológico após a incubação das 

diferentes concentrações das duas formulações lipossomais com uma solução 

concentrada de plaquetas e comparação com as amostras controle.  

Para obter o concentrado de plaquetas, foi coletado sangue humano por 

punção venosa, em tubos siliconizados contendo EDTA. Em seguida, as amostras 
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sanguíneas foram centrifugadas a 300 xg por 10 minutos em temperatura ambiente, 

a fim de se obter Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Logo em seguida, o PRP foi 

novamente centrifugado a 640 g por 10 minutos sob a mesma temperatura para que 

fosse separado o plasma das plaquetas. As plaquetas que ficaram no fundo do tubo 

foram cuidadosamente lavadas por três vezes com 5 mL de Tampão A (Tris-HCl 20 

mM; glicose 100 mM, citrato de sódio 13 mM, KCl 5mM e NaCl 150mM, pH 7,5). Após 

cada lavagem, o tubo contendo o concentrado de plaquetas foi centrifugado a 640 xg 

por 10 minutos a 30ºC. Após o término desse processo, foi preparada uma suspensão 

de plaquetas (2,5 x 108 plaquetas/mL) em uma segunda solução tamponada, 

denominada Tampão B (Tris-HCl 20 mM; glicose 5 mM, CaCl2 1 mM, KCl 5 mM e NaCl 

150 mM, pH 7,5 ) 

A fim de avaliar o efeito dos lipossomas sobre as plaquetas, 30 µL de cada 

concentração lipossomal foram adicionados a 270 µL do concentrado de plaquetas e, 

em seguida, incubados por 10 minutos, a 37ºC, sobre leve agitação. Como controle 

negativo, foram adicionados 30 µL de Tampão B à suspensão de plaquetas e também 

incubados por 10 minutos a 37ºC, sobre leve agitação. Como indutora da agregação 

plaquetária, a trombina foi utilizada como um controle positivo, acrescentando-se 30 

µL de trombina (1UI/mL) a 270 µL do concentrado de plaquetas e a amostra incubada 

sob as mesmas condições dos testes anteriores. Após o período de incubação, cada 

teste foi analisado em triplicata (n=3) e então, determinado o número de plaquetas em 

contador hematológico automatizado (KX-21N- Sysmex) (WENDLAND, FARIAS & 

MANFROI, 2009, BENDER et al, 2012).   

 

5.8 Efeito das formulações lipossomais sobre a ativação do sistema do 

complemento 

 

5.8.1 Quantificação dos níveis de C3a 

 

 A ativação do sistema do complemento pelas vias clássica, alternativa e da 

lectina provoca a clivagem do componente C3 do complemento com a formação do 

fragmento C3a. É visto que o C3a desempenha papel fundamental na quimiotaxia de 

células inflamatórias e também numa reação de hipersensibilidade relacionada à 

ativação do complemento (KUZNETSOVA et al., 2012; SZEBENI et al., 2000;  

SZEBENI et al., 2011; SZEBENI et al., 2012, VAN DEN HOVEN et al., 2013). Dessa 
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forma, a dosagem de C3a após a incubação das formulações lipossomais com 

amostras de soro humano se torna de grande importância na investigação da ativação 

do sistema do complemento, uma vez que esse fragmento é formado em todas as 

vias desse sistema.  

 Os níveis de C3a foram quantificados de acordo com procedimento 

determinado pelo fabricante do kit (QUIDEL- C3a Plus EIA Kit). Amostras de soro 

humano foram obtidas de pacientes voluntários do Laboratório Piloto de Análises 

Clínicas da UFOP. Cada amostra foi submetida à incubação com a dose de 180 µg/mL 

de cada formulação lipossomal por trinta minutos à temperatura ambiente. A dose 

utilizada foi obtida pela conversão da dose em que foram observadas alterações em 

cães para a dose a ser utilizadas em testes em humanos, como demonstrado no item 

5.3. Para a realização do teste, as amostras foram diluídas cinco mil vezes com o 

diluente de amostras contido no kit.  Foram adicionados a cada poço sensibilizado 

com anticorpos anti C3a: 100 µL do branco, padrões, controles e das amostras testes 

e, logo depois, a placa foi incubada por uma hora à temperatura ambiente. A seguir, 

a placa foi lavada por quatro vezes com solução de lavagem. Após essa etapa, foram 

adicionados 100 µL do conjugado de C3a (anticorpo policlonal anti C3a conjugado a 

peroxidase) e a placa novamente incubada por mais uma hora em temperatura entre 

18 a 25ºC. A seguir, a placa foi lavada quatro vezes com solução de lavagem. Logo 

depois, acrescentou-se 100 µL do substrato (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina – TMB- e 

peróxido de hidrogênio) à placa, que foi incubada por 15 minutos entre 18 a 25ºC. 

Após esse tempo, 100 µL de solução de parada foram acrescentados em cada poço 

na mesma ordem em que foi adicionado o substrato e a placa gentilmente agitada 

para o desenvolvimento de cor. Em seguida, a absorbância das amostras foi 

determinada pela leitura no comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA 

dentro de 60 minutos após a adição da solução de parada e fazendo a correção das 

leituras com o branco. A determinação da concentração das amostras e controles foi 

feita de acordo com a curva padrão obtida. 

 

5.8.2 Quantificação dos níveis do complexo SC5b-9 

 

O complexo C terminal ligado à proteína S (solúvel), SC5b-9, é formado como 

consequência da ativação do sistema do complemento (KUZNETSOVA et al., 2012). 
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Da mesma forma como verificado para a formação do fragmento C3a, o complexo 

SC5b-9 é produzido pela ativação de qualquer uma das vias do sistema do 

complemento e representa o final da ativação desse sistema. O complexo SC5b-9 é 

resultante da ligação dos fatores do complemento C5b a C9 com uma proteína sérica, 

a proteína S (MULLER-EBERHARD, 1984; SZEBENI et al., 2011).  

Para a quantificação do complexo SC5b-9, amostras de soro foram diluídas 

quarenta vezes em diluente de amostras presente no kit (QUIDEL – SC5b-9 Plus) e 

depois incubadas com a concentração de 180 µg/mL das formulações lipossomais  

por trinta minutos sob refrigeração. Em seguida, a placa sensibilizada com anticorpo 

de camundongo anti-SC5b-9 humano foi reidratada com 300 µL solução de lavagem 

do kit. Para isso, a placa foi incubada com solução de lavagem por dois minutos entre 

15-30º C. Logo depois, a solução foi aspirada de cada poço. A seguir, placa foi 

invertida e batida firmemente em papel absorvente duas vezes para remover algum 

líquido que pudesse permanecer dentro dos poços reidratados. Após essa etapa, em 

poços apropriados, adicionou-se 100 µL do branco, 100 µL dos padrões presentes 

nos kits e 100 µL dos controles do complexo SC5b-9 e 100 µL das amostras testes 

diluídas.  A placa então foi incubada por um período de uma hora entre 15 e 30º C. 

Em seguida, foi removido o líquido presente em cada poço da placa e adicionado 300 

µL de solução de lavagem. A placa foi então incubada por mais um minuto entre 15 a 

30º C. Novamente, o líquido presente em cada poço foi removido e foram adicionados 

300 µL de solução de lavagem aos poços da placa. Em seguida, retirou-se o líquido 

presente na placa. Essa etapa foi repetida por mais três vezes. Após o processo de 

lavagem, a placa foi novamente invertida e batida sobre papel absorvente duas vezes 

para que fosse removido algum líquido remanescente. Em seguida, adicionou-se a 

cada poço 50 µL do conjugado de SC5b-9 (anticorpo de cabra anti SC5b-9 conjugado 

à peroxidase) e a placa foi incubada por 30 minutos entre 15-30ºC. Após esse período, 

a placa foi lavada novamente por cinco vezes como descrito acima. Imediatamente 

após esse passo, acrescentou-se 100 µL da solução substrato (TMB) a cada poço e 

placa incubada por 30 minutos entre 15 a 30º C. Logo depois, adicionou-se 100 µL da 

solução de parada e a placa foi cuidadosamente agitada para dispersar 

uniformemente a cor formada. Em seguida, foi realizada a determinação da 

absorbância no comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA, dentro de 30 

minutos após a adição da solução de parada. A correção das absorbâncias foi 
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realizada, descontando o valor de absorbância do branco. A concentração das 

amostras e controles foi determinada a partir da curva padrão.  

5.9 Cultura de macrófagos J774. A1 

 

Macrófagos murinos da linhagem J774-A1 foram gentilmente cedidos pela 

professora Maria Terezinha Bahia da UFOP. As células foram cultivadas em garrafas 

plásticas de cultura (TPP, Suíça) em meio DMEM – Dulbecco’s Modified Eagles’s 

Medium – high glucose (Sigma-Aldrich, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino inativado (SFB; LGC Biotecnologia, Brasil), 100 U/mL de penicilina G (Sigma-

Aldrich, Brasil), 2 mM de L-glutamina (GIBCO BRL), HEPES 1M (Sigma-Aldrich), 2-

mercaptoetanol a 50 µM (Plus One – Pharmacia Biotech), pH 7,2 em estufa a 37°C e 

5% CO2. Para a realização dos experimentos, os macrófagos foram coletados dos 

frascos utilizando raspador de células (cell scraper) e a sua contagem realizada em 

câmara de Neubauer após diluição em azul de tripan. As culturas celulares foram 

consideradas viáveis para a realização dos experimentos quando apresentavam 

viabilidade igual ou superior a 80% após contagem em azul de tripan.  

 

5.10 Avaliação da viabilidade de macrófagos J774.A1 após o tratamento com 

as formulações lipossomais vazias 

 

Para avaliar o efeito das formulações lipossomais sobre a produção de NO 

pelos macrófagos, inicialmente foi avaliado o efeito das formulações sobre a 

viabilidade de macrófagos J774, usando o ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2.5-difenil tetrazólio) de acordo com os trabalhos de MOSMANN et 

al., (1983); SIEUWERTS et al., (1995) e CAPELARI – OLIVEIRA et al., (2011). Os testes 

foram realizados na presença e ausência de soro fresco humano (5%). Como descrito 

anteriormente, componentes presentes no soro promovem a opsonização das 

vesículas lipossomais e podem interferir na interação dos lipossomas com as células 

SFM. Assim, 1 x 105 células/poço foram adicionadas em microplacas de 96 poços 

(TPP, Suíça) e mantidas por duas horas em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO2 

para adesão das células ao fundo do poço. Após este período, os poços foram lavados 

com 200 µL de PBS estéril para retirar as células que não aderiram e, em seguida, 

foram adicionados 50 µL de DMEM contendo 10% SFB em todos os poços. Logo 
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depois, foram adicionados a cada poço 50 µL das diferentes concentrações das 

formulações lipossomais previamente diluídas em série em DMEM 10% SFB. As 

placas foram incubadas por um período de 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2.  

A fim de eliminar a interferência das vesículas lipossomais na leitura da 

absorbância, após o período de incubação, o sobrenadante de cada poço foi coletado 

e todos os poços lavados duas vezes com 200 µL de PBS estéril. Logo depois, 100 

µL de DMEM 10% SFB e 20 µL da solução de MTT a 2,5 mg/mL em PBS foram 

adicionados aos poços. Novamente, as placas foram incubadas por mais 4 horas a 

37ºC e 5% de CO2. A seguir, os cristais de formazan formados pela redução do MTT 

nas mitocôndrias de células viáveis foram dissolvidos pela adição de 100 µL de SDS 

a 10% em HCl 0,01M, seguido por mais um período de incubação de 16 horas, nas 

mesmas condições anteriores. Células em DMEM 10% SFB sem tratamento foram 

utilizadas controle, correspondendo a 100% de viabilidade. Além disso, macrófagos 

incubados com peróxido de hidrogênio foram utilizados como controle de morte 

celular. A leitura da absorbância foi realizada em leitor de ELISA (Molecular Devices 

– Emax), no comprimento de onda de 570nm. As formulações não foram consideradas 

tóxicas quando a capacidade das células em metabolizar o MTT a formazan foi maior 

ou igual a 90% comparada ao controle (100% de viabilidade). Assim, a viabilidade 

celular foi estimada pela relação entre a absorbância das amostras testes em relação 

ao controle. 

 

5.11 Produção de óxido nítrico por macrófagos 

 

A produção de óxido nítrico foi avaliada pela quantificação de nitrito (NO2
-) no 

sobrenadante de cultura de células J774 após estímulo com LPS (Sigma-Aldrich, 

Brasil) e IFN- Sigma-Aldrich, Brasil) pela reação com o reagente de Griess (GREEN 

et al., 1982; VERMA, N et al., 2010). Para a realização da dosagem de óxido nítrico, 

1x105 células foram adicionadas a placas de 24 poços que foram incubadas por 2 

horas em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO2. Após este período, todos os poços 

foram lavados com 200 µL de PBS estéril para remover as células que não aderiram 

e, em seguida, adicionados 200 µL de DMEM 10% SFB. Logo em seguida, as células 

foram estimuladas com IFN- (25 U/mL) e LPS (25 ng/mL) antes de serem incubadas 

com as diferentes concentrações das formulações lipossomais testadas. Para isso, 
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adicionou-se um volume de 200 µL de DMEM 10% SFB contendo as diferentes 

concentrações de lipossomas, na presença ou ausência de soro fresco humano. A 

seguir, as placas com as culturas de células foram incubadas por 24 horas em estufa 

de CO2 a 5% e a 37ºC.  

Após a incubação, o sobrenadante das culturas de células foi coletado para a 

quantificação de NO pela reação com o reagente de Griess. Para a dosagem de NO, 

foram adicionados em placa de 96 poços, 50 L dos sobrenadantes celulares a cada 

poço e 100 uL do reagente de Griess (mistura 1:1 de sulfanilamida 1% em ácido 

fosfórico 2,5% e diidrocloreto de N-[1-naftil]-etilenodiamino 0,1% em ácido fosfórico a 

2,5%). A seguir, foi feita uma incubação por 10 minutos à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Em seguida, a absorbância do sobrenadante de cada poço foi 

determinada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 570 nm. Os dados de 

absorbância foram comparados com uma curva padrão obtida a partir de 

concentrações molares conhecidas (0-125 µM) de nitrito de sódio (NaN02) em meio 

DMEM 10% SFB. 

 

 

5.12 Análises estatísticas 

 

Realizaram-se as análises estatísticas com o auxílio do software GraphPad 

Prism 5. As amostras foram submetidas à análise de variância, usando o teste One-

Way ANOVA seguida pelo teste de TUKEY. Também foi utilizado o Test T para as 

amostras que não seguiram um padrão de normalidade. Os resultados obtidos foram 

considerados estatisticamente significativos quando o valor de p apresentou-se menor 

que 0,05. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Obtenção e caracterização dos lipossomas vazios 

 

A caracterização dos lipossomas contendo DCP e DPPG foi realizada antes e 

após o processo de liofilização. Logo após o preparo, as formulações foram 

caracterizadas pela determinação de tamanho, IP e potencial zeta. Ambas as 

formulações apresentaram carga superficial negativa antes e após a liofilização, 

sendo que a formulação contendo o fosfolipídio DCP apresentou carga de -71,28 ± 

2,841 mV antes do processo de liofilização e de -15,86 mV ± 0,520 após a reidratação. 

Já a formulação constituída por DPPG apresentou potencial zeta de – 46,73 ± 2,466 

antes da liofilização e de – 18,75 mV ± 1, 551após a formulação ser reidratada. Ao se 

analisar o tamanho de cada formulação lipossomal antes do processo de liofilização, 

verificou-se que as vesículas possuíam um tamanho médio de 136,0 nm ± 2,54 e de 

137,2 nm ± 2,715, para os lipossomas com DCP e DPPG, respectivamente. Além 

disso, ao serem analisados os IP das formulações, verificou-se que tanto a formulação 

contendo DCP, quanto a formulação constituída por DPPG apresentaram-se 

monodispersas antes do processo de liofilização, com valores de IP de 0,123 ± 0,027 

e 0,059 ± 0,006 para lipossomas contendo DCP e DPPG respectivamente, menores 

que 0,3, valor que indica que as formulações são monodispersas (Tabela 4) 

(FREZÁRD, 2005; RIBEIRO et al., 2013).  

 

Tabela 4: Caracterização dos lipossomas antes da liofilização 

Lipossoma Tamanho (nm) IP  Potencial Zeta (mV) 

DCP 136,0 ± 2,542 0,123 ± 0,027 -71,28 ± 2,841  

DPPG 137,2 ± 2,761 0,059 ± 0,006                   - 46,73 ± 2,466 
 

DCP: Dicetilfosfato; DPPG: dipalmitoilfosfatidilglicerol; IP: índice de polidispersão 

 

Após a liofilização, os lipossomas foram reidratados com água destilada e 

novamente caracterizados a fim de avaliar se as formulações apresentavam as 

mesmas características observadas antes do processo de liofilização (tabela 4). 

Porém, foi verificado um aumento do tamanho das vesículas contendo o fosfolipídio 
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DCP, de 150 ± 1,856 nm (p = 0,0013) e redução do tamanho dos lipossomas de 

DPPG, 119,1 ± 1,531 (p = 0,0006). Apesar da variação de tamanho, as duas 

formulações lipossomais apresentaram-se monodispersas, com valores de IP 

menores que 0,3. Foi verificado também que cada formulação apresentou diferença 

significativa desse índice antes e após a liofilização, sendo que a formulação contendo 

o fosfolipídio DCP apresentou IP de 0,039 ± 0,016 quando reidratada após o processo 

de liofilização (P= 0,0097) e a formulação constituída por DPPG apresentou IP de 

0,148 ± 0,020 (P=0,0017). SOUZA, (2013) também observou alteração de tamanho 

após a reidratação de lipossomas liofilizados com a mesma constituição que as 

formulações utilizadas neste estudo, ou seja, um aumento de tamanho para as 

formulações constituídas por DCP e diminuição do tamanho de lipossomas 

constituídos por DPPG. 

 

Tabela 5: Caracterização dos lipossomas após a reidratação 

Lipossoma Tamanho (nm)        IP             Potencial Zeta  (mV) 

DCP 150,5 ± 1,856 0,039 ± 0,016         -15,86 ± 0,520 

DPPG 
 

119,1 ± 1,531 0,148 ± 0,020        - 18,75 ± 1,551 
 

A proposta de uma nova formulação contendo o fosfolipídio DPPG foi feita na 

tentativa de reduzir os efeitos adversos descritos para lipossomas constituídos por 

DCP, assim como pelas características apresentadas por esse fosfolipídio, o qual é 

liberado para o uso em formulações administradas em humanos. Como o DCP, o 

DPPG possui carga negativa, podendo favorecer o encapsulamento do antimoniato 

de meglumina, fármaco que tem sido avaliado com lipossomas constituídos por DCP 

e que apresenta carga positiva (MESTRES et al., 1998; MANSOUR et al., 2001; 

SOUZA, 2013). Porém, como demonstrado anteriormente, a formulação com o novo 

fosfolipídio, quando reidratada, mostrou uma redução significativa de tamanho, o que 

poderia interferir na quantidade de fármaco que pode ser veiculado por ela e na 

interação com as células do SFM, uma vez que algumas interações, como a 

fagocitose, podem ser influenciadas pelo tamanho da vesícula lipossomal (SHARMA 

& SHARMA, 1997; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2007; BERTRAND & LEROUX, 

2012). 
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6.2 Ensaio de atividade hemolítica 

 

Os resultados obtidos no ensaio de atividade hemolítica demonstraram baixa 

taxa de hemólise após a incubação das formulações lipossomais com sangue total. O 

grau de hemólise foi comparado a uma amostra de sangue total incubada apenas com 

PBS, utilizada como controle negativo, já que o PBS não induz a lise das células por 

garantir isotonicidade do meio. O resultado de cada teste também foi comparado a 

amostras incubadas com água, a qual foi utilizada como indutora de  hemólise. 

A análise dos resultados do ensaio de atividade hemolítica demonstrou que 

todas as concentrações das duas formulações em estudo foram seguras com relação 

à interação com os glóbulos vermelhos (FIG.8 e 9). Os resultados demonstraram um 

grau de hemólise próximo ao observado com o sangue total incubado com PBS e 

abaixo de 2%, valor de hemólise máximo preconizado para testes in vitro segundo a 

ASTM - E2524-08, 2013 (KUZNETSOVA et al., 2012; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 

2013).  

 

FIG. 8: Avaliação da atividade hemolítica de formulação lipossomas constituídos por DCP (A) e 

DPPG (B). Diferentes concentrações da formulação lipossomal foram incubadas com sangue total por 

1 hora a 37 ºC. Em seguida, o sangue foi centrifugado e realizada a leitura da absorbância do 

sobrenadante das amostras a 570 nm em leitor de ELISA. O teste correspondente a 100% de hemólise 

foi realizado pela incubação de sangue total e água. As barras representam a média da taxa de 

hemólise ± DP (n=6), (ANOVA, Tukey’s test). 
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A fim de confirmar o grau de hemólise resultante da interação entre lipossomas 

e hemácias, a hemoglobina liberada foi dosada no sobrenadante das amostras de 

sangue total incubadas com as diferentes concentrações das formulações 

lipossomais. Assim, a pequena porcentagem de hemólise encontrada pôde ser 

confirmada pela baixa concentração de hemoglobina presente no sobrenadante, 

abaixo do limite de quantificação no método empregado. Nessa reação, a 

hemoglobina liberada, decorrente da lise dos glóbulos vermelhos, reage com o 

Reagente de Drabkin com consequente formação de cianometahemoglobina, que 

teve sua absorbância quantificada em leitor de ELISA a 570 nm. (DOBROVOLSKAIA 

et al, 2008; DASH, et al. 2010; TOMCZAK et al. 2010; KUZNETSOVA et al., 2012). 

Para determinar a sua concentração nas amostras após incubação com as 

formulações lipossomais, foi construída uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de Hb, por regressão linear, a partir da equação da reta (tabela 6 e 7).  

 

Tabela 6: Concentração de hemoglobina no sobrenadante dos testes com lipossomas DCP.  A 

concentração de Hb foi determinada no sobrenadante de amostras de sangue total após a incubação 

com as diferentes concentrações lipossomais. Os resultados são apresentados como a média da 

concentração de Hb ± DP (n=6). (ANOVA, Tukey’s test). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lipossomas DCP 
(Concentração - µg/ mL) 

Concentração de Hb – 
Média (g/dL) + Desvio 

Padrão 

 
PBS 
60,0                                                        

 
1,525 ± 0,0003  
1,525 ± 0,0003 

120,0 1,525 ± 0,0005 
180,0 1,525 ± 0,0003 
240,0 1,525 ± 0,0008 
300,0 1,525 ± 0,0004 
360,0 1,525 ± 0,0005 
420,0 1,524 ± 0,0006 
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Tabela 7: Concentração de hemoglobina no sobrenadante dos testes com lipossomas DPPG.  A 

concentração de Hb foi determinada no sobrenadante de amostras de sangue total após a incubação 

com as diferentes concentrações lipossomais. Os resultados são apresentados como a média da 

concentração de Hb ± DP (n=6). (ANOVA, Tukey’s test). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O baixo grau de hemólise encontrado deve-se provavelmente à repulsão entre 

vesículas lipossomais e as hemácias. Assim, tanto as hemácias quanto a formulação 

contendo DCP ou DPPG apresentam potencial zeta negativo, o que faz com que haja 

repulsão entre elas. Esses dados vão de acordo com os resultados do estudo de 

KUZNETSOVA et al., (2012), em que lipossomas com potencial zeta negativo não 

geraram índices de hemólise superiores à amostra controle (sangue total incubado 

com PBS), permanecendo, dessa forma, dentro dos limites aceitáveis estabelecidos 

para testes in vitro (E2524-08, 2013 - Standard Test Method for Analysis of Hemolytic 

Properties of Nanoparticles – ASTM; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013). 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lipossomas DPPG 

(Concentração- µg/mL) 

Concentração de Hb – 
Média (g/dL)+ Desvio 

Padrão 

 
PBS 
60,0 

 
1,525 ± 0,0003 
1,525 ± 0,0004 

120,0 1,525 ± 0,0005 
180,0 1,525 ± 0,0005 
240,0 1,525 ± 0,0005 
300,0 1,524 ± 0,0003 
360,0 1,524 ± 0,0003 
420,0 1,525 ± 0,0006 
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6.3 Avaliação do efeito das formulações lipossomais sobre a cascata da 

coagulação  

 

A avaliação do efeito dos lipossomas sobre a cascata da coagulação 

demonstrou que nenhuma das concentrações das formulações testadas alterou o 

tempo de coagulação após incubação com um pool de plasmas humano. Assim, tanto 

o Tempo de Protrombina quanto o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada que 

avaliam, respectivamente, a via extrínseca e intrínseca da coagulação não foram 

alterados. Esse fato pôde ser observado pelos resultados obtidos quando o pool de 

plasmas foi incubado com as diferentes concentrações das formulações lipossomais 

comparado aos resultados obtidos nos testes realizados com o pool de plasma 

incubado com PBS. 

 

FIG.09: Tempo de Protrombina (TP): lipossomas DCP (A) e lipossomas DPPG (B): a figura 

demonstra o tempo de coagulação de um pool de plasmas avaliado pela via extrínseca da coagulação 

das amostras após a incubação com as diferentes concentrações da formulação lipossomal contendo 

o fosfolipídio DCP ou DPPG.  Os dados representam a média do TP ± DP (n=6). (ANOVA, Tukey’s 

test). 
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FIG.10: Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa): lipossomas DCP (A) e lipossomas 

DPPG (B). A figura demonstra a avaliação da via intrínseca da coagulação pela determinação do TTPa  

após a incubação das diferentes concentrações de lipossomas constituídos por DCP ou DPPG com 

pool de plasmas humanos.  Os dados representam a média do TTPa ± DP (n=6). (ANOVA, Tukey’s 

test).  

 

 

A avaliação da cascata da coagulação adquire um grande valor, uma vez que 

os lipossomas administrados por via intravenosa podem interagir com componentes 

plasmáticos, como os fatores envolvidos na formação de coágulo. Assim, é relatado 

que proteínas envolvidas na cascata da coagulação, como o fibrinogênio, podem se 

adsorver à superfície desses carreadores e alterar o processo de coagulação 

(DOBROVOLSKAIA & McNEIL, 2007; DOBROVOLKAIA et al., 2008; KUZNETSOVA 

et al., 2012).  

GALÁN, et al., (1998) mostraram que vesículas lipossomais constituídas por 

fosfolipídios presentes na membrana de plaquetas foram capazes de aumentar a 

deposição de fibrina, resultante da ativação da via comum da cascata da coagulação, 

em testes com fragmentos de aorta de coelhos que tiveram o tecido subendotelial 

exposto. Esses lipossomas eram compostos por fosfolipídios como fosfatidilcolina, 

fosfatidilinositol ou por uma mistura de fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina, assim 

como uma mistura de fosfatidilserina e fosfatildilcolina. Neste sentido, é importante 

ressaltar que as plaquetas, compostas por fosfolipídios carregados negativamente, 

fornecem uma área superficial importante, que provoca a ativação dos fatores 

envolvidos na formação de coágulo (FERREIRA et al., 2010; GALÁN et al., 2002). Da 

mesma forma, GALÁN et al., (2002) demonstraram que lipossomas constituídos pelo 



61 
 

fosfolipídio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) também foram capazes de provocar a 

ativação da cascata da coagulação. Neste estudo, foi possível perceber, assim como 

em seu trabalho anterior, um aumento da deposição de fibrina no subendotélio de 

fragmentos da aorta de coelhos, assim como o aumento dos fragmentos 1+2 de 

protombina no plasma desses animais. 

Por outro lado, é importante observar que a formação de coágulo após a 

administração intravenosa de sistemas vetorizados como lipossomas apresenta um 

fator de risco à saúde. Neste sentido, é importante avaliar se tais formulações têm 

efeito sobre a cascata da coagulação, uma vez que a ativação desse processo pode 

levar a trombose ou a coagulação intravascular disseminada (DOBROVOLSKAIA & 

MCNEIL, 2013). Por outro lado, esse sistema de vetorização pode levar a uma 

deficiência no processo de formação do coágulo, alterando, por exemplo, a cascata 

da coagulação. Este fato pode ser exemplificado pela ligação de proteínas 

plasmáticas à superfície das vesículas, como fatores da cascata da coagulação e 

albumina, formando o que se conhece por “coroa de proteínas” (CEDERVALL et al., 

2007; DOBROVOLKAIA et al., 2008; MONOPOLI et al., 2011; BENDER et al. 2012). 

Assim, KUZNETSOVA et al., (2012) mostraram que lipossomas constituídos por 

fosfatidilcolina e fosfatidilinositol carregados com metotrexato, que possuíam potencial 

zeta negativo, provocaram um prolongamento nos tempos de coagulação in vitro, 

detectados pela alteração nos testes de TTPa e TP.  

 

6.4 Efeito dos lipossomas sobre a contagem de plaquetas 

 

As duas formulações lipossomais, tanto a constituída pelo fosfolipídio DCP, 

quanto a constituída por DPPG, não tiveram nenhum efeito sobre a contagem de 

plaquetas. O resultado obtido permite dizer que ambas as formulações não levaram à 

ativação da agregação plaquetária. Este fato é ilustrado nas figuras 14 e 15, onde é 

possível comparar o número de plaquetas após sua incubação com as diferentes 

concentrações lipossomais e com PBS, utilizado como controle negativo da 

agregação plaquetária, e com trombina, utilizada como controle positivo conhecida por 

induzir a ativação e agregação entre plaquetas. 

As plaquetas possuem uma importante função no processo da coagulação 

sanguínea, uma vez que são importantes na formação de um tampão plaquetário nos 
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primeiros momentos após uma injúria vascular, e, para auxiliar, a partir da exposição 

de fosfolipídios carregados negativamente, a ativação dos fatores da cascata da 

coagulação e, assim, a formação e estabilização do coágulo de fibrina (BEVERS, 

COMFURIUS, ZWAALL, 1991; BOON, 1993; SIQUEIRA, 2001; CLEMETSON & 

CLEMETSON, 2001; ANDREWS, et al., 2003; FERREIRA et al., 2010).  Dessa forma, 

a constituição das vesículas lipossomais e o potencial zeta representam importantes 

fatores na avaliação do processo da coagulação após a incubação de lipossomas com 

as amostras biológicas. 

Neste sentido, os dados obtidos por KUZNETSOVA et al., (2012) 

demonstraram que nenhuma alteração foi observada sobre o número de plaquetas, 

em estudo in vitro, após a incubação de lipossomas carregados com metotrexato e de 

lipossomas carregados com melfalano, ambos de potencial zeta negativo, com plasma 

rico em plaquetas. Estes dados se assemelham com os resultados obtidos pelo 

presente estudo, em que as vesículas lipossomais testadas também possuem 

potencial zeta negativo e não induziram nenhuma alteração do número de plaquetas. 

  Os resultados encontrados neste trabalho diferem, porém, do estudo realizado 

por WASSEF et al., (1995),  o qual utilizou  lipossomas com carga negativa e também 

contendo o fosfolipídio DCP. Neste estudo, após administração intravenosa dos 

lipossomas em macacos (Cynomologous monkeys) observou-se uma redução do 

número de plaquetas e hemorragia disseminada. Porém, há relatos de uma baixa 

correlação de testes in vitro e in vivo, o que poderia justificar a diferença encontrada 

nos testes realizados no presente estudo dos dados obtidos no trabalho realizado por 

WASSEF et al., (1995). A baixa correlação está ligada ao envolvimento de uma 

complexa via bioquímica, envolvendo os fatores da cascata da coagulação e 

diferentes células, como plaquetas, leucócitos e células endoteliais. Além disso, outros 

ensaios são apontados para a avaliação do potencial trombogênico de sistemas 

nanoestruturados (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013). 

Assim, em termos de avaliação in vitro, tanto os resultados obtidos sobre o 

efeito dos lipossomas na ativação ou não de plaquetas, como também aqueles obtidos 

pelos testes que avaliam o efeito sobre a cascata da coagulação demonstram 

segurança das formulações. Pode-se perceber que tanto a hemostasia primária, 

representada pela atividade plaquetária, quanto a hemostasia secundária, 

representada pelos testes de TP e TPPa, não sofreram nenhuma alteração, 

mantendo-se dentro da faixa de normalidade.  
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FIG. 11: Avaliação do efeito de lipossomas constituídos por DCP (A) e DPPG (B) sobre a 

contagem de plaquetas. A figura demonstra o efeito de diferentes concentrações da formulação 

lipossomal vazia sobre uma suspensão de plaquetas.  O PBS foi utilizado como controle negativo e a 

trombina, agente ativador da agregação plaquetária, foi utilizada como controle positivo. Os resultados 

são expressos como a média do número de plaquetas ± DP (n=6). (ANOVA, Tukey’s test), * P<0,05. 
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6.5  Efeito das formulações lipossomais sobre a ativação do sistema do 

complemento 

 

6.5.1 Quantificação dos níveis séricos de C3a e do complexo SC5b-9 

 

Após a incubação das formulações lipossomais na dose de 180 µg/mL, 

verificou-se que lipossomas constituídos pelo fosfolipídio DCP foram capazes de 

ativar o sistema do complemento, observado pelo aumento de C3a dosado. De modo 

contrário, nenhuma alteração do nível de C3a após a incubação de soro com 

lipossomas constituídos por DPPG foi observada (Fig.16).  

 

FIG. 12: Efeito das formulações lipossomais constituídas por DCP ou DPPG sobre o sistema do 

complemento: quantificação dos níveis séricos de C3a. Amostras de soro humano foram incubadas 

com as formulações lipossomais na concentração de 180 µg/mL por 30 minutos. Após este período, o 

nível de C3a presente no soro foi determinado por ELISA. Os resultados são expressos como a média 

do nível de C3a ± DP, (n=3), *P< 0,05 (0,0031). (ANOVA, Tukey’s test).  
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Ao se avaliar os níveis séricos do complexo SC5b-9, o qual permite avaliar a 

ativação do sistema do complemento até o final da cascata, verificou-se que nenhuma 

das formulações testadas, na dose de 180 µg/mL, alterou os níveis séricos desse 

complexo de proteínas em relação ao controle. Esses dados podem ser observados 

na figura 17 que faz a comparação dos níveis do complexo SC5b-9, obtidos das 

amostras de soro após a incubação com as duas formulações lipossomais e com 
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amostras de soro incubadas com PBS, usado como controle negativo da ativação do 

sistema do complemento.   

 

FIG. 13: Efeito das formulações lipossomais de DCP e DPPG sobre o sistema do complemento:  

quantificação dos níveis séricos do complexo SC5b-9. Amostras de soro humano foram incubadas 

com as formulações lipossomais na concentração de 180 µg/mL por 30 minutos Após este período, o 

nível do complexo SC5b-9 presente soro foi determinado por Imunoensaio enzimático (ELISA). Os 

resultados são expressos como a média do nível de SC5b-9 ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test). 
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Como demonstrado pelo estudo, somente a formulação constituída por DCP foi 

capaz de ativar a formação do fragmento C3a, enquanto o nível do complexo SC5b-9 

permaneceu inalterado para ambas as formulações. Assim, a ativação de C3a pode 

sugerir que os efeitos adversos observados por RIBEIRO et al, (2013) em cães, logo 

após a administração intravenosa de vesículas lipossomais constituídas por DCP, 

podem ser  estar relacionados à ativação do sistema do complemento. Neste estudo, 

os autores sugeriram que efeitos como, taquipneia, prostração, micção, tremor 

muscular, vômito e defecação poderiam ser consequência da ativação do sistema do 

complemento pela reação conhecida Pseudoalergia Relacionada à Ativação do 

Complemento (CARPA). Tal reação difere da alergia clássica, a qual induz reações 

mediadas pela ligação de anticorpos IgE a mastócitos, com consequente liberação do 

conteúdo presente nos  grânulos dos mastócitos, como a histamina, após a 
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sensibilização do organismo num contato prévio com o alérgeno (LARCHÉ; AKIS & 

VALENTA, 2006). 

Dados obtidos no trabalho de WASSEF et al., (1995)  indicam que o sistema 

complemento desempenha um importante papel na desestabilização de vesículas 

lipossomais após incubação com soro de macaco. Adicionalmente, SZEBENI, J. et al, 

(2011) destacam que um ampla variedade de lipossomas podem induzir CARPA, 

sendo que tanto a via clássica, como a alternativa e até mesmo a via da lectina podem 

ser ativadas por vesículas lipossomais.  

É relacionado que a geração do fragmento C3a, assim como de outros 

fragmentos e também do complexo SC5b-9, desempenha um importante fator no 

desencadeamento das reações adversas relacionadas após a administração de 

lipossomas (CHANAN-KAN et al., 2003; SZEBENI, J. et al, 2011; KLAPPER, Y. et al., 

2014). A liberação dos fatores acima mencionados leva à ativação de mastócitos e 

basófilos com liberação de mediadores alérgicos. Esses fatores desempenham 

diferentes ações em diferentes tecidos e órgãos, como vasoconstrição, disfunções 

cardiovasculares, extravasamento vascular e sintomas cutâneos por agirem em 

receptores H1. Também é descrito sinais como, vasodilatação, aumento da frequência 

cardíaca e da pressão arterial ao agirem em receptores H2 (SZEBENI, J. et al., 2011). 

Como verificado nos gráficos apresentados, somente a formulação lipossomal 

contendo o fosfolipídio DCP levou a alterações significativas do nível do fragmento 

C3a. Porém, o nível do complexo terminal SC5b-9,  dosado após a incubação com a 

formulação lipossomal constituída por DCP e também após a incubação com 

lipossomas constituídos por DPPG, não foi diferente do nível desse complexo quando 

amostras de soro foram incubadas com PBS. Resultado semelhante foi demostrado 

por KUZNETSOVA et al., (2012), em que se observou um aumento na formação do 

fragmento C3a e nenhuma alteração dos níveis de SC5b-9 após a incubação de 

amostras de soro com lipossomas contendo  pró-fármaco de metotrexato e 

lipossomas contendo o pró-fármaco de melfalano. Os autores sugeriram que a não 

alteração dos níveis de SC5b-9 observada no trabalho  poderia ser resultado de um 

bloqueio da geração do complexo SC5b-9, de sua ligação aos lipossomas ao invés da 

ligação à proteína S, ou mesmo à decomposição do complexo sobre as condições 

estudadas.  
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Dessa forma, a formulação composta pelo fosfolipídio DPPG que foi proposta 

como alternativa para a formulação constituída por DCP apresentou-se mais segura 

em relação à ativação do sistema do complemento.  
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6.6 Avaliação da viabilidade de macrófagos J774.A1 após o tratamento com 

as formulações lipossomais vazias 

 

A próxima etapa foi avaliar o efeito das formulações lipossomais sobre a 

produção de óxido nítrico pelos macrófagos, células alvo da infecção por parasitos do 

gênero Leishmania. Para isso, inicialmente foi avaliado o efeito das duas formulações 

sobre a viabilidade de macrófagos J774.A1. Posteriormente, avaliou-se o efeito das 

formulações sobre a produção de NO por macrófagos ativados com LPS e IFN-.  

O ensaio de viabilidade celular foi realizado avaliando o efeito de diferentes 

concentrações das formulações lipossomais vazias sobre a população de macrófagos 

J774.A1 com doses lipossomais variando de 7,8 a 1000 µg/mL. O objetivo desse 

ensaio foi encontrar uma faixa de concentração lipossomal que não fosse tóxica para 

a população de células em cultura. O teste foi realizado na presença e ausência de 

soro humano fresco, o qual é fonte de proteínas do complemento, de anticorpos e de 

outras proteínas que podem se ligar às vesículas lipossomais. As proteínas do soro 

podem então interfeir na interação com os macrófagos, facilitando, por exemplo, o 

processo de fagocitose das formulações, o que poderia interferir na viabilidade dos 

macrófagos (LIU, D, 1997; BORGES, 2011; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013). 

Os primeiros testes realizados com as diferentes concentrações propostas não 

evidenciaram nenhuma alteração na viabilidade celular quando os resultados foram 

comparados ao controle, que corresponde a 100% de viabilidade. Assim, observou-

se que, em todas as concentrações testadas, tanto na presença, quanto na ausência 

de soro humano fresco, as células mantiveram-se com mais de 90% de viabilidade, 

valor a partir do qual considera-se ausência de toxicidade (VERMA et al., 2010) Esses 

resultados adquirem valor importante, uma vez que indicam boa segurança das 

formulações testadas em relação à viabilidade de macrófagos e contribuem, dessa 

forma, para que as formulações em estudo se tornem promissoras como sistema 

carreador de fármacos para o tratamento da leishmaniose.  

 

 

 

 

 

 



69 
 

FIG. 14: Avaliação do efeito de lipossomas constituídos por DCP sobre a viabilidade de 

macrófagos J774.A1.  Macrófagos J774.A1 (1 x 105 células/poço) foram incubados com diferentes 

concentrações de lipossomas constituídos pelo fosfolipídio DCP. Após 24 horas de incubação, foi 

realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a viabilidade celular. Os dados foram comparados 

a uma amostra controle constituída por células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram 

expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test).  
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FIG. 15: Avaliação da viabilidade de macrófagos J774.A1 após a incubação com lipossomas 

constituídos por DCP na presença de soro humano fresco.  Macrófagos J774.A1 (1x105 

células/poço) foram incubados com diferentes concentrações de lipossomas constituídos pelo 

fosfolipídio DCP e soro humano fresco. Após 24 horas de incubação, foi realizado o teste de 

citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os dados foram comparados a 

amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. Peróxido de 

hidrogênio (H2O2) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram expressos como a 

média da porcentagem da viabilidade celular ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test).  
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FIG. 16: Avaliação do efeito de lipossomas constituídos por DPPG sobre a viabilidade de 

macrófagos J774.A1.  Macrófagos J774.A1 (1x105 células/poço) foram incubados com diferentes 

concentrações de lipossomas constituídos pelo fosfolipídio DPPG. Após 24 horas de incubação, foi 

realizado o teste de citotoxicidade (MTT) para avaliar a porcentagem de viabilidade celular. Os dados 

foram comparados a amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de 

viabilidade. Peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados 

foram expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s 

test). 
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FIG. 17: Avaliação da viabilidade de macrófagos J774.A1 após a incubação com lipossomas 

constituídos por DPPG na presença de soro humano fresco.  Macrófagos J774.A1 (1x105 

células/poço) foram incubados com diferentes concentrações de lipossomas constituídos pelo 

fosfolipídio DPPG e soro humano fresco. Após 24 horas de incubação, foi realizado o teste de 

citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os dados foram comparados a 

amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. Peróxido de 

hidrogênio (H2O2) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram expressos como a 

média da porcentagem da viabilidade celular ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test). 
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Dados da literatura mostram que o DCP pode ser tóxico para linhagens 

tumorais (CAMPBELL, 1983). Assim, decidiu-se avaliar a citotoxicidade das 

formulações lipossomais usando doses maiores das mesmas. O aumento das 

concentrações permite determinar uma faixa de segurança em que as formulações 

não são tóxicas para as células. Diante disso, novos testes de citotoxicidade foram 

realizados com as seguintes concentrações lipossomais: 500 µg/mL, 1000 µg/mL, 

1250 µg/mL, 2000 µg/mL, 2500 µg/mL, 4000 µg/mL, 5000 µg/mL e 10.000 µg/mL. Os 

estudos foram realizados nas mesmas condições anteriores, ou seja, na ausência e 

presença de soro humano fresco.  

Os resultados dos novos testes demonstraram que apenas a formulação 

lipossomal constituída por DCP reduziu a viabilidade de macrófagos J774.A1. Esses 

resultados foram observados nos testes realizados tanto na ausência quanto na 

presença de soro humano. Porém, esses dados só foram observados na 

concentração mais alta testada, na dose de 10.000 µg/mL.  

Ao contrário do que foi demonstrado para a formulação composta pelo 

fosfolipídio DCP, lipossomas vazios constituídos por DPPG mostram-se altamente 

seguros. A formulação, mesmo na maior dose testada, não foi tóxica para a linhagem 

de macrófagos testada, mantendo índices de viabilidade celular superiores a 90% 

(GREEN et al., 1982; VERMA et al., 2010). 
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FIG. 18: Avaliação do efeito de lipossomas constituídos por DCP sobre a viabilidade de 

macrófagos J774.A1 – (500 a 10.000 µg/mL).  Macrófagos J774.A1 (1x105 células/poço) foram 

incubados com diferentes concentrações de lipossomas constituídos pelo fosfolipídio DCP. Após 24 

horas de incubação, foi realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de 

viabilidade celular. Os dados foram comparados a amostras controles, células sem tratamento, 

correspondendo a 100% de viabilidade. Peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado como indutor de 

morte celular. Os resultados foram expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular ± 

DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test), * P<0,005. 
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FIG. 19: Avaliação da viabilidade de macrófagos J774.A1 após a incubação com lipossomas 

constituídos por DCP na presença de soro humano fresco – (500 a 10.000 µg/mL).  Macrófagos 

J774.A1 (1x105 células/poço) foram incubados com diferentes concentrações de lipossomas 

constituídos pelo fosfolipídio DCP e soro humano fresco. Após 24 horas de incubação, foi realizado o 

teste de realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os 

dados foram comparados a amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de 

viabilidade. Peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados 

foram expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s 

test), * P<0,005. 
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FIG. 20: Avaliação do efeito de lipossomas constituídos por DPPG sobre a viabilidade de 

macrófagos J774.A1 – (500 a 10.000 µg/mL). Macrófagos J774.A1 (1x105 células/poço) foram 

incubados com diferentes concentrações de lipossomas constituídos pelo fosfolipídio DPPG. Após 24 

horas de incubação, foi realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de 

viabilidade celular. Os dados foram comparados a amostras controles, células sem tratamento, 

correspondendo a 100% de viabilidade. Os dados foram comparados a amostras controles, células 

sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. Peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado 

como indutor de morte celular. Os resultados foram expressos como a média da porcentagem da 

viabilidade celular ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test). 
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FIG. 21: Avaliação da viabilidade de macrófagos J774.A1 após a incubação com lipossomas 

constituídos por DPPG na presença de soro humano fresco – (500 a 10.000 µg/mL).  Macrófagos 

J774.A1 (1x105 células/poço) foram incubados com diferentes concentrações de lipossomas 

constituídos pelo fosfolipídio DPPG e soro humano fresco. Após 24 horas de incubação, foi realizado o 

teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os dados foram 

comparados a amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. 

Peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram 

expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular ± DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test). 
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6.7 Produção de óxido nítrico por macrófagos com as formulações 

lipossomais vazias 

 

A produção de NO por macrófagos J774.A1 estimulados com LPS e IFN- e 

incubados com as diferentes concentrações lipossomais foi comparada com a 

produção de NO pelos macrófagos estimulados apenas com LPS e IFN-.  BANERJEE 

et al., (2011) demonstraram que lipossomas constituídos por fosfatidilcolina e 

estearilamina (com carga positiva) são capazes de ativar a produção de óxido nítrico 

por macrófagos estimulados com LPS pela a inibição de citocinas anti-inflamatória, 

como TGF-β, IL-4 e IL-10. Já os resultados obtidos por este trabalho não 

demonstraram nenhuma alteração do nível deste composto após o tratamento com as 

formulações testadas. Esses resultados foram observados para os testes realizados 

na ausência e na presença de soro humano fresco.  

 

FIG. 22: Efeito de lipossomas constituídos por DCP sobre a produção de óxido nítrico após a 

incubação com macrófagos J774.A1.  O teste foi realizado comparando a produção de óxido nítrico 

produzido por macrófagos não estimulados, macrófagos J774.A1 stimulados com LPS e IFN- e 

macrófagos estimulados e incubados com diferentes concentrações da formulação lipossomal vazia 

por 24 horas. Após o período de incubação, a produção de óxido nítrico foi determinada no 

sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito de sódio. Os resultados foram 

apresentados como média  de NO ± DP. (ANOVA, Tukey’s test). 
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FIG. 23: Avaliação da produção de óxido nítrico por macrófagos J774.A1 após a incubação com 

lipossomas constituídos por DCP na presença de soro humano fresco: O teste foi realizado 

comparando a produção de óxido nítrico produzido por macrófagos não estimulados, macrófagos 

J774.A1 estimulados com LPS e IFN- e macrófagos estimulados e incubados com diferentes 

concentrações da formulação lipossomal vazia por 24 horas. Após o período de incubação, a produção 

de óxido nítrico foi determinada no sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito 

de sódio. Os resultados foram apresentados como média de NO ± DP. (ANOVA, Tukey’s test).  
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FIG. 24: Efeito de lipossomas constituídos por DPPG sobre a produção de óxido nítrico após a 

incubação com macrófagos J774.A1. O teste foi realizado comparando a produção de óxido nítrico 

produzido por macrófagos não estimulados, macrófagos J774.A1 stimulados com LPS e IFN- e 

macrófagos estimulados e incubados com diferentes concentrações da formulação lipossomal vazia 

por 24 horas. Após o período de incubação, a produção de óxido nítrico foi determinada no 

sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito de sódio. Os resultados foram 

apresentados como média de NO ± DP. (ANOVA, Tukey’s test). 
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FIG. 25: Avaliação da produção de óxido nítrico por macrófagos J774.A1 após a incubação com 

lipossomas constituídos por DPPG na presença de soro humano fresco.  O teste foi realizado 

comparando a produção de óxido nítrico produzido por macrófagos não estimulados, macrófagos 

J774.A1 stimulados com LPS e IFN- e macrófagos estimulados e incubados com diferentes 

concentrações da formulação lipossomal vazia por 24 horas. Após o período de incubação, a produção 

de óxido nítrico foi determinada no sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito 

de sódio. Os resultados foram apresentados como média de NO ± DP. (ANOVA, Tukey’s test). 
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O óxido nítrico é um radical livre gasoso sintetizado a partir da L-arginina e do 

oxigênio molecular pela enzima óxido nítrico sintase (MONCADA,PALMER & HIGGS, 

1991, CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002). Esse gás é produzido por uma variedade de 

células, dentre elas macrófagos ativados, e possui um tempo de vida muito curto, 

sendo determinado, in vitro, pelo acúmulo de nitrito (NO2
-) no sobrenadante de células 

em cultura (MONCADA, PALMER & HIGGS, 1991, VERMA et al, 2010). O óxido nítrico 

possui várias funções, incluindo ações imunológicas, induzindo, por exemplo, 

citotoxicidade mediada por macrófagos, além de mediar respostas inflamatórias. 

Assim, é visto que a produção de óxido nítrico por macrófagos é um importante fator 

na resposta imunológica em resposta a infecção por protozoários do gênero 

Leishmania (BANERJEE et al., 2011). Ações vasculares como a vasodilatação, 

regulação da pressão sanguínea e inibição da ativação, adesão e agregação 

plaquetária também são descritas (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002, AKTAN, 2004). 

Lipossomas carregados negativamente compostos por ácido fosfatídico e 

lipossomas constituídos por fosfatidilserina demonstraram efeito inibitório na produção 

de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos estimulados por LPS. 
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Esse achado foi relacionado à inibição da produção da enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), confirmado pela técnica de imuno blotting, demonstrando a ausência 

da banda correspondente ao peso molecular dessa enzima (ARAMAKI et al, 1996). 

Outro estudo apontou que a inibição da produção de óxido nítrico por lipossomas 

contendo fosfatidilserina, detectada pela inibição do RNAm para  iNOS, assim como 

da produção da enzima, poderia ser relacionado a níveis aumentados de TGF-β 

encontrados no estudo (MATSUNO, ARAMAKI & T SUCHIYA, 2001). Foi sugerido 

também que lipossomas aniônicos constituídos por fosfatidilserina inibem a produção 

de NO através da ativação da via de sinalização envolvendo a Kinase Regulada por 

sinal Extracelular (ERK), que faz parte da família da MAP Kinases, ativando assim a 

produção de TGF-β por macrófagos peritoneais de camundongos. Esses achados 

foram observados pelo aumento da produção de TGF-β, detectado pela técnica de 

ELISA e também por uma maior expressão do RNAm dessa citocina, que foi 

quantificado pela técnica de PCR em Tempo Real (RT-PCR). Além disso, foi visto pela 

técnica de Western blotting que o nível da proteína ERK foi notavelmente superior 

após o tratamento dos macrófagos com os lipossomas (OTSUKA, TSUCHIYA & 

ARAMAKI, 2004).  

A citocina TGF-β é conhecida por ativar a produção de arginase 1, a qual cliva 

a L-arginina, depletando seu conteúdo nos macrófagos e, assim, impedindo a 

produção de NO. Além dessa ação, o TGF-β também age inibindo a expressão de 

enzima óxido nítrico sintase 2 (induzível), a qual converte, na presença do oxigênio, a 

L-arginina em L-citrulina e NO (BOGDAN, 2015). Dessa forma, o TGF-β é uma citocina 

importante na imunomodulação da produção de óxido nítrico, o qual é essencial na 

resposta imune frente à infecção por parasitos do gênero Leishmania (BANERJEE, 

DE & ALI, 2011).  

Em adição aos achados descritos acima, fosfolipídios aniônicos, como 

palmitoil-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) e fosfatidilinositol (PI) foram capazes de 

reduzir a produção de TNF-α em células U937 e de NO por macrófagos alveolares de 

ratos após o estímulo com LPS. A ação de POPG foi atribuída a não ativação das 

proteínas envolvidas nas vias de transdução de sinais que culminam com a 

transcrição dos genes responsáveis pela produção de mediadores inflamatórios. 

Também foi demonstrado que o fosfolipídio POPG quanto o fosfolipídio PI ligam-se 

ao receptor CD14, presente na membrana de macrófagos, o qual é ligante para o LPS, 
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e, inibindo por competição, a ligação do LPS a esse receptor (KURONUMA et al, 

2009). 

Por outro lado, no mesmo estudo realizado por KURONUMA et al, (2009) foi 

demonstrado que o fosfolipídio DPPG não inibiu as vias de sinalização e 

consequentemente a produção de NO após o estímulo de macrófagos com LPS. Da 

mesma forma, no presente estudo, a produção de NO por macrófagos J774.A1 após 

estímulo com LPS e IFN- e incubação com as formulações lipossomais com potencial 

zeta negativo, não diferiu dos níveis de NO produzidos quando apenas macrófagos 

foram estimulados com LPS e IFN-. 

Conclui-se então, que as formulações lipossomais nas doses testadas não 

afetam a produção de NO, mantendo seu nível semelhante ao nível encontrado no 

sobrenadante de macrófagos estimulados por LPS e IFN-. Dessa forma, as 

formulações não têm efeito sobre a produção desse gás por macrófagos J774.A1.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir dos testes de caracterização realizados, pode-se observar que após a 

reidratação, as vesículas lipossomais sofreram alteração de tamanho. Verificou-se 

que vesículas compostas pelo fosfolipídio DCP tiveram seu tamanho aumentado, 

enquanto no caso de lipossomas constituídos por DPPG observou-se redução do 

tamanho após a reidratação. Embora as formulações tenham sofrido alterações de 

tamanho, esse fato parece não ter influenciado seu comportamento nos testes 

realizados in vitro, sendo que nenhuma alteração foi encontrada para lipossomas 

constituídos por DPPG.  Já as alterações encontradas em testes realizados com a 

formulação constituída por DCP foram relacionadas à presença desse fosfolipídio. 

Quanto à interação das duas formulações com componentes sanguíneos, como 

as hemácias, nota-se que as formulações provocaram baixa taxa de hemólise, 

mantendo os valores de atividade hemolítica bem abaixo dos valores estipulados para 

testes in vitro. A baixa atividade hemolítica pôde ser confirmada pela concentração de 

Hb dosada, em que não se detectou nenhuma alteração entre os testes e as amostras 

controles. 

Ao analisar o processo de coagulação, verificou-se também, que nenhuma 

alteração foi vista após incubação das formulações lipossomais com pool de plasma. 

Os tempos de coagulação determinados pela via intrínseca e extrínseca da 

coagulação avaliados pelos testes de TTPa e TP, respectivamente, mantiveram-se 

dentro da faixa de normalidade e não se diferiram dos testes realizados quando o pool 

de plasma foi incubado com PBS. Dessa forma, pode-se concluir que os lipossomas 

constituídos por DCP e os lipossomas constituídos por DPPG não interferem nas vias 

acima mencionadas, não interferindo na cascata da coagulação. 

Percebeu-se também que ambas as formulações não alteraram a contagem de 

plaquetas após sua incubação com uma solução rica em plaquetas. Esse achado 

pode sugerir que as formulações não interferem no processo da ativação e agregação 

plaquetária, mantendo-se o número de plaquetas inalterado, as quais possuem papel 

fundamental na hemostasia primária.  

Porém, ao avaliar a ação das formulações lipossomais em estudo sobre o 

sistema do complemento, verificamos que lipossomas constituídos por DCP foram 

capazes de ativar esse sistema pelo aumento da produção do fragmento C3a. Esse 

resultado sugere que os sinais e sintomas observados em cães após a administração 
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de tais formulações no estudo realizado por RIBEIRO et al, (2013) estão associados 

à ativação do complemento, em uma reação conhecida por Pseudo Alergia 

Relacionada a Ativação do Complemento. Já as formulações lipossomais constituídas 

por DPPG não alteraram nenhum dos parâmetros avaliados em relação ao 

complemento, indicando sua segurança in vitro quanto a sua interação com esse 

sistema. 

Em relação à viabilidade de macrófagos, observou-se que as formulações são 

seguras, conferindo taxas de viabilidade celular maiores que 90%. Porém, a 

formulação contendo o fosfolipídio DCP apresentou toxicidade somente quando 

testada em uma dose muito elevada, 10.000 µg/mL, tanto na presença quanto na 

ausência de soro humano fresco. Já a formulação constituída por DPPG não alterou 

a taxa de viabilidade em nenhuma das concentrações testadas na presença ou 

ausência de soro humano fresco. 

Quanto à ativação de macrófagos, avaliada pela produção de óxido nítrico, as 

formulações lipossomais não interferiram na sua produção após a incubação com 

macrófagos estimulados por LPS e IFN- quando comparado a macrófagos 

estimulados com LPS e IFN-. Esse resultado foi verificado quando as formulações 

foram incubadas na presença de soro humano fresco quanto na sua ausência.  

Assim, diante dos resultados encontrados, verificou-se que a formulação 

lipossomal constituída por DPPG mostrou-se mais segura em relação à formulação 

constituída por DCP. Nota-se que as vesículas lipossomais constituídas por DPPG, 

não alteraram nenhum dos testes realizados nos estudos in vitro, tornando esse 

fosfolipídio promissor para substituição do fosfolipídio DCP, o qual foi capaz de ativar 

o sistema do complemento. Dessa forma, a fim de melhor avaliar a segurança da 

formulação proposta e também sua eficácia no tratamento da leishmaniose, testes in 

vitro, com o fármaco encapsulado, antimoniato de meglumina, devem ser realizados. 

Além dos testes in vitro, a avaliação in vivo, se faz necessária, a fim de verificar o 

comportamento desse sistema de vetorização após a sua administração no 

organismo. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados encontrados neste, verificou-se que a formulação 

lipossomal constituída pelo fosfolipídio DPPG mostrou-se mais segura em relação à 

formulação constituída por DCP. Nota-se que as vesículas lipossomais constituídas 

por DPPG, não alteraram nenhum dos testes realizados nos estudos in vitro, tornando 

esse fosfolipídio promissor para substituição do fosfolipídio DCP, o qual foi capaz de 

ativar o sistema do complemento, o que pode levar a um quadro de hipersensibilidade, 

considerado assim um fator de risco à vida. Dessa forma, testes futuros, a fim de 

melhor avaliar a segurança da formulação proposta e também sua eficácia no 

tratamento da leishmaniose como, testes in vitro com o fármaco encapsulado, 

antimoniato de meglumina, devem ser realizados. Além disso, a avaliação in vivo, se 

faz necessária, a fim de verificar o comportamento desse sistema de vetorização após 

a sua administração no organismo. 
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10 APÊNDICES 

 
APÊNDICE A 

 
 

Universidade Federal de Ouro Preto 
Departamento de Ciências Farmacêuticas (CIPHARMA) 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 
 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
Projeto de Pesquisa: Estabelecimento de metodologias para avaliação do efeito 
sobre o sistema imune e hemocompatibilidade de lipossomas carreadores de 
fármacos 
 
 
 

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa “Estabelecimento de 

metodologias para avaliação do efeito sobre o sistema imune e hemocompatibilidade 

de lipossomas carreadores de fármacos”, sob a coordenação da pesquisadora 

Simone Aparecida Rezende. A pesquisa pretende avaliar as interações de sistemas 

de transporte de medicamentos com o sistema de defesa e com os componentes do 

sangue e assim, buscar uma formulação mais segura.   

Sua participação é voluntária e não será necessária nenhuma coleta adicional 

de amostra de sangue. Sua autorização tem o objetivo de nos permitir usar o seu 

sangue, após a realização dos exames solicitados no Laboratório Piloto de Análises 

Clínicas (LAPAC), para um projeto desenvolvido em laboratório de pesquisa da Escola 

de Farmácia da Universidade Federal de Ouro Preto. Logo em seguida, após a coleta 

do material biológico, o (a) sr (a) receberá todos os cuidados necessários. Depois de 

realizados os exames pedidos pelo seu médico, as amostras coletadas receberão um 

código de modo que sua privacidade seja preservada e encaminhadas para o estudo.  

É importante ressaltar que não haverá nenhum benefício direto para o (a) sr 

(a), uma vez que as pesquisas são destinadas para a obtenção de uma formulação 

medicamentosa mais segura que será testada posteriormente em animais e em 

humanos. O (A) Sr (a) não terá nenhuma despesa e também não receberá nenhuma 

remuneração pela participação nesta pesquisa. 

Vale ressaltar que a coleta de sangue inclui um pequeno risco de acidente de 

punção, representado, principalmente por extravasamento sanguíneo subcutâneo 

(embaixo da pele) de pequena gravidade. Para minimizar este risco, a coleta será 
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realizada por um profissional, com capacidade técnica e experiência, que estará 

atento para, se necessário, fazer a compressão imediata do local da punção, visando 

estancar o pequeno sangramento. Será utilizado material descartável de boa 

qualidade (agulhas e tubos a vácuo), visando o êxito da coleta. Caso, durante a coleta 

de sangue, seja observada qualquer anormalidade em relação a sua saúde, será 

imediatamente contatado o SAMU (Serviço de Atendimento Médico de Urgência) do 

município. 

Para que possa ser aceito como um voluntário para nossa pesquisa, alguns 

critérios devem ser observados. Para serem incluídos no estudo, os voluntários não 

podem apresentar problemas de coagulação sanguínea (hemorragias, 

tromboembolismo/ trombose), problemas hepáticos (fígado) e doenças relacionadas 

ao sistema imune (sistema de defesa). Além disso, não podem fazer o uso constante 

de medicamentos para controlar os problemas de coagulação e de medicamentos que 

interferem no sistema de defesa, como os glicocorticóides ou algum outro 

medicamento imunossupressor. Além disso, os voluntários não podem ter ingerido 

bebida alcóolica recentemente. Em qualquer um dos casos citado, o paciente não 

poderá ser incluído no projeto de pesquisa.  

Se depois de consentir sua participação o (a) Sr (a) desistir de continuar 

participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase 

da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e 

sem nenhum prejuízo a sua pessoa.  

Os riscos envolvidos no momento da coleta de dados do questionário aplicado 

ao/a sr (a) envolvem a exposição de assuntos relacionados a sua vida privada. A fim 

de evitar esse tipo de situação, o questionário será aplicado individualmente pelo 

pesquisador e em sala reservada (isolada) no laboratório. Os dados coletados serão 

armazenados no Laboratório de Pesquisas Clínicas (LPC) da Escola de Farmácia da 

Universidade Federal de Ouro Preto, sobre a responsabilidade do pesquisador 

Walyson Coelho Costa. Os resultados da pesquisa serão analisados e publicados, 

mas sua identidade não será divulgada em momento algum.  

A suspensão da pesquisa se dará caso não sejam atendidas as solicitações 

exigidas pelo comitê de ética, ou não haja voluntários suficiente para a realização do 

estudo, ou quando houver a exposição da identidade do voluntário.  
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Para qualquer dúvida sobre esta pesquisa, você deverá entrar em contato 

pessoalmente ou por telefone com as pesquisadoras responsáveis por este projeto, 

cujos nomes estão relacionados abaixo: 

  

 Profa. Dra. Simone Aparecida Rezende - Coordenadora  
Profa. de Imunologia Básica e de Imunologia Clínica/ UFOP 
Departamento de Ciências Farmacêuticas (CIPHARMA)  
Campus Morro do Cruzeiro – Ouro Preto  
Tel.: (31) 3559-1032, (31) 9203-2266, e-mail: rezende@ef.ufop.br 

 

 Profa. Dra. Carmen Aparecida de Paula – Colaboradora do Projeto, professora de 
Hematologia Clínica da Escola de Farmácia/ UFOP 
Tel.: (31) 9195-2201 

 
Você pode consultar também o Comitê de Ética em Pesquisa da UFOP, em caso de 
dúvida sobre aspectos éticos da pesquisa: Tel:(31) 3559-1368 e-mail: 
cep@propp.ufop.br  
 
 
Consentimento Pós–Informação  
 
 
Eu,___________________________________________________________, 
declaro que obtive todas as informações necessárias e esclarecimentos quanto às 
dúvidas por mim apresentadas e, por estar de acordo, assino o presente documento 
em duas vias que serão assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma em minha 
posse.  
 
 
 
____________________________________ Data: ___/ ____/ _____  
Assinatura do participante 

 

 

 

____________________________________ Data: ___/ ____/ _____  
Assinatura do pesquisador 

 

 

 

 

mailto:rezende@ef.ufop.br
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Projeto de Pesquisa: Estabelecimento de metodologias para avaliação do efeito 
sobre o sistema imune e hemocompatibilidade de lipossomas carreadores de 
fármacos. 
 
Professoras responsáveis:  
Simone Aparecida Rezende 
Carmen Aparecida de Paula 
Programa de Pós Graduação em Ciências Farmacêuticas – Cipharma 
Escola de Farmácia – UFOP 
Telefones: 3559-1032, 3559-1031. 
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APÊNDICE B 

 

Universidade Federal de Ouro Preto – UFOP 

CIPHARMA- Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 

Projeto de Pesquisa: Estabelecimento de metodologias para avaliação do efeito sobre o 

sistema imune e hemocompatibilidade de lipossomas carreadores de fármacos 

 

Aluno: Walyson Coelho Costa 

Orientadora: Profª. Drª. Simone Aparecida Rezende 

Co-orientadora: Profª. Drª. Carmen Aparecida de Paula 

 

Questionário de entrevista 

1. Nome:___________________________________________   Código:_________ 

2. Idade:_________ 

3. Sexo:__________ 

4. Possui algum problema de saúde, como? 

a. Problemas de coagulação sanguínea (   ) 

b. Já apresentou hemorragias (  ) 

c. Já apresentou tromboembolismo/trombose (  ) 

d. Problemas hepáticos/ fígado  (   ) 

e. Alguma doença relacionada ao sistema imune  (   ) 

f. Outos (   ) 

Qual(is)?:_________________________________________________ 

5. Faz uso de algum medicamento? (   ) sim    (   ) não 

a. Qual(is)?:__________________________________________________ 

6. Faz ou fez ingestão recente de bebida alcóolica?  (   ) sim     (   ) não 

a. Desde quando?___________________________________________ 
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11 ANEXO 
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