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RESUMO 
 

Oliveira, M. B. Avaliação do potencial antialérgico de flavonóides: estudo 

sinergístico e influência de sistemas lipossomais. Ribeirão Preto, 2013. Dissertação 

(Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de 

São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 115 p. 

 

Os problemas decorrentes de doenças alérgicas é tema em destaque atualmente devido 
ao aumento de pessoas que vêm apresentando sintomas e sofrendo as consequências 
de mudanças aceleradas nos costumes da nossa sociedade. Apesar das diversas 
terapias oferecidas, pacientes alérgicos ainda sofrem com efeitos colaterais decorrentes 
do uso de medicamentos anti-alérgicos. Assim, a busca por novas alternativas que 
possam amenizar os sintomas alérgicos torna-se relevante. As substâncias naturais tem 
sido alvo de intensa investigação devido às propriedades farmacológicas no tratamento 
de diversas doenças incluindo as alérgicas. Neste contexto, este trabalho foi focado no 
extrato Vimang e seu componente majoritário, a mangiferina (Mgf), que tem apresentado 
atividades biológicas diversas. Sabendo-se que a atividade biológica de um extrato pode 
ser potencializada pelo sinergismo entre seus componentes, foi avaliado o efeito 
sinérgico de substâncias isoladas do Vimang, tais como mangiferina, quercetina, 
catequina, ácido gálico e benzóico. Esses componentes foram combinados e as misturas 
avaliadas quanto à capacidade em inibir a desgranulação mastocitária. O Vimang, a 
quercetina e mangiferina inibem a desgranulação mastócitária enquanto catequina, ácido 
gálico e benzóico não  são ativos; e porisso, não foram incluídos na determinação do 
isobolograma de aditividade, adotado no estudo de sinergismo. O isobolograma de 
aditividade mostra sinergismo para as concentrações de mangiferina iguais a 5, 10, 20 e 
40 μM e quercetina iguais a 0,2, 1 e 1,6 μM; e mostra antagonismo para mangiferina 80 
μM e quercetina 0,4 e 0,8 μM. Tais resultados sugerem que altas concentrações de 
mangiferina atrapalham a interação sinérgica entre estas substâncias e altas 
concentrações de quercetina exercem um efeito contrário, ou seja, favorecem o 
sinergismo entre quercetina e mangiferina. A baixa solubilidade de flavonóides em meio 
fisiológico levou ao estudo da interação da Mgf com lipossomos de Dimiristoil-L-α-
Fosfatidilcolina (DMPC) para aplicação nos ensaios biológicos. A Interação da Mgf com 
lipossomos de DMPC, bem como a estabilidade lipossomal, foram avaliadas quanto aos 
efeitos de pH, força iônica e presença de colesterol. O pH influencia a eficiência de 
incorporação (EI) da Mgf que é maior em pHs ácidos. Em soluções de pH ácido ou 
fisiológico há aumento de tamanho do lipossomo na presença de Mgf, o que reforça a 
hipótese de interação desta com a bicamada lipídica. O aumento da força iônica, na 
ausência de Mgf, diminui a estabilidade do lipossomo. Na ausência de sal, a Mgf 
favorece a formação de agregados e diminui a estabilidade dos lipossomos e na 
presença de sal, a Mgf previne a agregação e estabiliza os agregados lipossomais. A EI 
da Mgf nos lipossomos de DMPC preparados pelo método da injeção etanólica, em pH 
fisiológico, foram ao redor de 13%. A tentativa de otimizar a EI foi realizada pela adição 
de colesterol em diferentes proporções lipídio:colesterol. Um aumento de 13% para 17% 
foi observado para a proporção DMPC:colesterol (9:1). A Mgf livre inibe a desgranulação 
dos mastócitos de forma concentração-dependente; mas a presença de lipossomos, 
preparados pelo método da injeção etanólica não altera significativamente esse perfil. A 
EI da mangiferina em lipossomos de DMPC:colesterol (9:1), preparados pelo método do 
filme lipídico, foi igual a 45%. Os resultados de potencial antialérgico, para este caso, 
mostraram que os lipossomos de DMPC favorecem o potencial antialérgico da Mgf em 
concentrações acima de 25 μM. Esses resultados abrem perspectivas na busca de 
sistemas lipossomais mais estáveis e que possam ser aplicados em ensaios biológicos in 
vitro e in vivo. 
 
Palavras-chave: Vimang, mangiferina, lipossomos, degranulação mastocitária, alergia. 
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ABSTRACT 

 
Oliveira, M. B. Evaluation of the potential antiallergic flavonoids: synergistic influence and 

liposomal systems. Ribeirão Preto, 2013. 115p. Dissertation (Master). Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2013. 

 

The problems due to allergic diseases are currently a highlighted topic due to the increase 
of people who are showing symptoms and suffering the consequences of rapid changes 
in the habits of our society. Despite various therapies offered, allergic patients still suffer 
side effects from the use of anti-allergic drugs. Thus, the search for new alternatives that 
can alleviate the allergic symptoms becomes relevant. Natural substances have been the 
subject of intense research due to the pharmacological properties in the treatment of 
several diseases, including allergic ones. In this context, this work was focused on 
Vimang extract and its major component, the mangiferin (Mgf), which has shown several 
biological activities. Given that the biological activity of an extract can be enhanced by the 
synergism between its components, the synergistic effect of compounds isolated from 
Vimang such as mangiferin, quercetin, catechin, gallic acid and benzoic acid was 
evaluated. These components were combined and the mixtures tested for their ability to 
inhibit mast cell degranulation. The Vimang, quercetin and mangiferin inhibit mast cell 
degranulation while catechin, gallic acid and benzoic acid are not active and for that 
reason they were not included in the determination of the isobologram adopted in the 
synergism study. The isobologram of additivity shows synergism for the concentration of 
mangiferin equal to 5, 10, 20 and 40 μM and quercetin equal 0.2, 1 and 1.6 μM, and 
shows antagonism for mangiferin 80 μM and quercetin 0.4 and 0.8 μM. The low solubility 
of flavonoids in physiological medium led to the study of the interaction of Mgf with 
liposomes of L-α-dimyristoyl-phosphatidylcholine (DMPC) for application in biological 
assays. The interaction of Mgf with DMPC liposomes as well as the liposomal stability 
was evaluated considering the effects of pH, ionic strength and cholesterol presence. The 
pH influences the incorporation efficiency (IE) of mangiferin, which is higher in acidic pHs. 
In solutions of acidic or physiological pH, the liposome size increases in the presence of 
Mgf, which reinforces the hypothesis of interaction of Mgf with the lipid bilayer. The 
increased ionic strength in the absence of Mgf decreases the stability of the liposome. In 
the absence of salt, Mgf favors the formation of aggregates and decreases the stability of 
the liposomes. When in presence of salt, Mgf prevents the aggregation and stabilizes the 
liposomal aggregates. The IE of mangiferin in DMPC prepared by the ethanol injection 
method, at physiological pH, were around 13%. The attempt to optimize the IE was 
performed by the addition of cholesterol in different proportions lipid:cholesterol. An 
increase from 13% to 17% was observed for the proportion of DMPC:cholesterol (9:1). 
Free mangiferin inhibits mast cells degranulation in a dose-dependent manner, but the 
presence of liposomes prepared by the ethanol injection method does not significantly 
change this profile. The IE of mangiferin in liposomes of DMPC:cholesterol (9:1), 
prepared by the method of lipidic film was equal to 45%.The results of antiallergic 
potential in this case show that DMPC liposomes favor the mangiferin antiallergic 
potential at concentrations above 25 mM. These results open perspectives in the search 
for more stable liposomal systems and can be applied to biological assays in vitro and in 
vivo. 
 

Keywords: Vimang, mangiferin, liposomes, mast cell degranulation, allergy. 
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estimuladas na presença de diferentes concentrações do antígeno DNP-
BSA, usando o modelo biossensor (NAAL et al., 2004). Cada valor 

representa a média  desvio padrão de determinações em quadruplicata; 
**p<0,01 em comparação ao controle. 
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estimuladas na presença de diferentes concentrações do antígeno DNP-
BSA, usando o modelo biossensor (NAAL et al., 2004). Cada valor 

representa a média  desvio padrão de determinações em quadruplicata; 
**p<0,01 em comparação ao controle. 
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catequina. Cada valor representa a média ± desvio padrão de 
determinações em triplicata. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 
em relação ao controle.  

 

77 

Figura 28. Isoboles de Aditividade (I), Sinergismo (II) e Antagonismo (III); (I) Efeito 
da adição de Substâncias individuais. (II) Interação positiva. (III) 
Interação negativa. 

78 

Figura 29. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
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está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 
em relação ao controle. 
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Figura 31. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de quercetina e concentrações fixas de ácido benzóico: 
(A) Benz 10 µM, (B) Benz 20 µM, (C) Benz 40µM e (D) representação de 
todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± desvio 
padrão de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex 
está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 
em relação ao controle. 
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Figura 32. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de mangiferina e concentrações fixas quercetina: (A) Mgf 
2,5 µM, (B) Mgf 5 µM, (C) Mgf 10 µM e (D) representação de todas as 
curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± desvio padrão 
de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex está 
representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste 
de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em 
relação ao controle. 
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Figura 33. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de quercetina e concentrações fixas de mangiferina: (A) 
Mgf 20 µM, (B) Mgf 40 µM, (C) Mgf 80µM, (D) Mgf 160 µM e (E) 
representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa 
a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A liberação 
espontânea de β-Hex está representada em preto. Análise de One-way 
ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significância estatística 
de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 34. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de mangiferina e concentrações fixas catequina: (A) 
cateq 20 µM, (B) cateq 40 µM, (C) cateq 80µM e (D) representação de 
todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± desvio 
padrão de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex 
está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 
em relação ao controle. 

 

84 

Figura 35. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de mangiferina e concentrações fixas ácido gálico: (A) 
Gal 5 µM, (B) Gal 10 µM, (C) Gal 20µM e (D) representação de todas as 
curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± desvio padrão 
de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex está 
representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste 
de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em 
relação ao controle. 

 

 

 

 

 

 

85 

Figura 36. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de mangiferina e concentrações fixas ácido benzóico: (A) 
Benz 10 µM, (B) Benz 20 µM, (C) Benz 40µM e (D) representação de 
todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± desvio 
padrão de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex 
está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 
em relação ao controle. 
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Figura 37. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de mangiferina e concentrações fixas quercetina: (A) Qc 
0,2 µM, (B) Qc 0,4 µM, (C) Qc 0,8µM e (D) Qc 1,6µM e (E) 
representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa 
a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A liberação 
espontânea de β-Hex está representada em preto. Análise de One-way 
ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significância estatística 
de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 38. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo 
antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes 
concentrações de mangiferina e concentrações fixas quercetina: (A) Qc 
1 µM, (B) Qc 5 µM, (C) Qc 10µM e (D) representação de todas as 
curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± desvio padrão 
de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex está 
representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste 
de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em 
relação ao controle. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Doenças alérgicas 

 

Alergias são reações de hipersensibilidade imuno-mediadas que afetam 

principalmente a pele e as vias respiratórias (TRAIDL-HOFFMANN, JAKOB et al., 2009). 

Tratam-se de reações altamente paciente-específicas, as quais incluem a asma, rinite, 

dermatite atópica e alergia a medicamentos, alimentos e insetos (BAEAE, LEEA et al., 

2011).  

A prevalência da alergia cresce, mundialmente, especialmente em países 

ocidentais. Embora a susceptibilidade para estas condições apresente um elemento 

hereditário, alterações no meio ambiente, bem como no estilo de vida da sociedade 

contemporânea, são claramente importantes (HOLGATE e POLOSA, 2008; 

HAWRYLOWICZ e RYANNA, 2010).  

A rinite alérgica atinge aproximadamente 500 milhões de pessoas no mundo e 

apesar dos medicamentos existentes, os pacientes ainda sofrem com dor e desconforto o 

que afeta consideravelmente a qualidade de vida destes (ROBINSON et al., 2011). A 

asma é uma das doenças crônicas mais comuns na infância e tem como uma das causas 

a urbanização e o aumento da poluição (BUSSE, W. W., 2000). O número de pacientes 

que sofrem de asma alérgica é estimado em 300 milhões de pessoas e sua incidência 

continua a crescer, com a previsão de mais 100 milhões de pessoas acometidas até o 

ano de 2025 (KUPZCZYK, HAAHTELA et al., 2010; ROBINSON et al., 2011). Destaca-se 

o fato de que o Brasil pertence ao grupo dos cinco países que apresentam as maiores 

taxas de prevalência de asma e rinite alérgica no mundo (IBIAPINA, SARINHO et al., 

2008). 

Apesar dos tratamentos utilizados, como o uso de corticóides e anti-histamínicos, 

essas classes de fármacos não são totalmente eficazes contra os sintomas mais severos 

das doenças alérgicas e podem provocar vários efeitos colaterais (TAMAGAWA-

MINEOKA, et al., 2011). A patofisiologia destas condições alérgicas envolve a ativação 
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de células imunes e tem sido amplamente estudada a fim de converter este 

conhecimento em novos medicamentos (JI, LI et al., 2009). 

 

1.2. Mastócitos 

 

Os mastócitos são células do sistema imune derivadas de células progenitoras 

hematopoiéticas, originárias da medula óssea, as quais circulam no sangue e na linfa 

como células indiferenciadas e, posteriormente, migram para tecidos periféricos onde 

proliferam e se diferenciam em mastócitos maduros (TAYLOR e METCLAFE, 2001). 

Estas células desempenham um papel importante em vertebrados, uma vez que 

trabalham na manutenção da homeostase, atuando como células sentinelas nos tecidos 

vascularizados tais como pele, trato-gastrointestinal e vias respiratórias (MIGALOVICH-

SHEIKHET et al., 2012). 

Os mastócitos são historicamente conhecidos por seu papel nas reações alérgicas 

as quais são desenvolvidas em decorrência do estímulo celular por alérgenos (pólen, 

poeira, pelos de animais, etc...), os quais induzem, não somente, a liberação rápida de 

mediadores armazenados em grânulos secretórios (como histamina, proteases, heparina, 

proteoglicanos e leucotrienos), mas também a síntese de novo de metabólitos do ácido 

araquidônico e uma série de quimiocinas e citocinas (MIGALOVICH-SHEIKHET et al., 

2012; ANDERSEN et al., 2012; STONE et al., 2010; TAYLOR e METCALFE, 2001), 

responsáveis por vários sintomas das doenças alérgicas.  

 

1.3. Ativação mastocitária via IgE e liberação de mediadores alérgicos 

 

A captura dos alérgenos pelas células apresentadoras de antígeno na mucosa das 

vias aéreas, e apresentação destes no trato intestinal ou linfonodos, é um dos primeiros 

eventos na patogênese da alergia que levam ao desenvolvimento de uma população de 

células T-helper 2. Quando encontram o alérgeno, estas células ativam as células B por 

meio da liberação de citocinas, como IL-4 e IL-3 e a expressão de CD40 ligante que 

induzem a troca de classe de imunoglobulinas (Ig) para a síntese de imunoglobulinas 
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específicas como IgE (STONE et al., 2010). Estas, por sua vez, se ligam aos receptores 

de alta afinidade por IgE (FcRI), localizados na membrana de mastócitos, o que leva à 

sensibilização destas células como esquematizado na Figura 01 (HOLOWKA e BAIRD, 

1996; MINAI-FLEMINGER e LEVI-SCHAFFER, 2009; KRANEVELD et al., 2011; 

SPIRKOSKI, J. et al., 2012).  

 

 

 
 

Figura 01. Sequência de eventos em reações de hipersensibilidade imediata: 

Adaptado de ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Imunologia 

celular e molecular. Rio de Janeiro: Elsevier, 2008. 
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O receptor FcεRI, esquematizado na Figura 02, é um complexo tetramérico o qual 

consiste de uma cadeia α, uma cadeia β e duas cadeias , estas últimas, ligadas por 

ponte dissulfeto (KEEGAN e PAUL, 1992; WU, L. C., 2010). A subunidade  do receptor 

FcεRI se liga à porção Fc da IgE e consiste de um domínio extracelular, um domínio 

transmembrana e uma cauda citoplasmática curta. A subunidade β consiste de quatro 

domínios transmembrana com um único ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif), sendo este, um segmento de aminoácidos contendo resíduos canônicos de 

tirosina, os quais são fosforilados para dar início à transdução de sinais (CAMBIER, J. C., 

1995). A subunidade dimérica  apresenta um domínio ITAM em cada uma das duas 

cadeias (NADLER et al., 2001; STONE et al., 2010) como ilustra a Figura 02. 

 

O reconhecimento do alérgeno pelo imuno-complexo IgE:FcRI resulta na ligação 

cruzada antígeno/anticorpo, disparando uma sequência de eventos de sinalização 

intracelular (Figura 03) que tem como resultado três tipos de resposta biológica: 1) a 

liberação de conteúdos pré-formados nos grânulos, num processo chamado 

desgranulação ou exocitose; 2) a síntese e secreção de citocinas e 3) a síntese e 

Figura 02. Estrutura polipeptídica do receptor FcεRI. A molécula de FcεRI é composta 

por 3 subunidades: uma cadeia α, que intermedia a ligação com IgE, e três 

cadeias que contribuem para a sinalização intracelular, através de seus 

domínios ITAMs, sendo uma cadeia β e um dímero de cadeias . Adaptado de 

ABBAS et al., 2000. 
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secreção de mediadores lipídicos (ABBAS e LITCHMANN, 2005; BAEAE, LEEA et al., 

2011).  

A ocorrência das ligações cruzadas entre as moléculas de IgE, resulta na ativação 

da proteinoquinase Lyn, que ativada, fosforila resíduos de tirosina dos ITAMs das 

cadeias β e  do receptor FcRI. Os ITAMs fosforilados atuam como sítios de ligação 

para uma segunda proteinoquinase, a Syk, que recruta e ativa uma série de proteínas 

adaptadoras, dentre elas a LAT (Linker for activation of T cells), que ativa a proteína 

fosfolipase C (PLC). A PLC ativada, quebra o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em 

inositol tri-fosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 atravessa o citoplasma dos 

mastócitos para encontrar os receptores do retículo endoplasmático e promover a 

liberação das reservas intracelulares de cálcio. O DAG ativa a proteinoquinase C (PKC), 

que juntamente com os elevados níveis de cálcio, fosforilam a cadeia leve da miosina, 

promovendo um desarranjo do complexo actina-miosina, permitindo que os grânulos 

contendo mediadores pré-formados entrem em contato com a membrana plasmática, 

com a posterior fusão dos grânulos e liberação de mediadores como a histamina. A 

mesma Syk ativada irá recrutar e ativar proteínas ativadoras da via das map-kinases 

(MAPKs – Mitogen-activated protein kinases), as quais, irão, por sua vez, ativar fatores 

de transcrição nucleares como nf-kb, nfat e ap-1, que irão atuar sobre sítios regulatórios 

da expressão de genes para citocinas, promovendo a síntese e secreção de citocinas, 

como TNF.  

As MAPKs ativadas irão, juntamente com os elevados níveis de cálcio 

citoplasmáticos, ativar a fosfolipase A2 (PLA2), que irá hidrolisar fosfolipídios de 

membrana em intermediários como o ácido araquidônico. Este será convertido em 

mediadores lipídicos, como prostaglandinas e leucotrienos, pela via das lipoxigenases e 

cicloxigenases (ABBAS e LITCHMANN, 2005). A liberação destes mediadores têm 

importante papel na fase imediata da resposta alérgica e resulta em vasodilatação, 

edema e/ou broncoconstrição além da ativação de células T e eosinófilos na fase tardia 

da resposta. Desta forma, é dito que os mastócitos desempenham papel central em 

várias doenças alérgicas o que faz destas células um alvo importante para o controle 
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destes processos (KRANEVELD et al., 2011); ou seja, compostos capazes de modular 

qualquer uma das etapas mencionadas, fornecem a promessa de tratamento de doenças 

alérgicas 

 

 

 

1.4. Mastócitos como alvo terapêutico no tratamento de alergias 

 

1.4. Mastócitos como alvo terapêutico no tratamento de alergias 

 

As opções de tratamento de condições alérgicas incluem evitar a exposição ao 

alérgeno, o que é frequentemente impraticável; a imunoterapia alérgeno-específica, 

alternativa complexa, que demanda tempo e ainda se encontra em fase de otimização; e 

a terapia mais comum, baseada no uso de medicamentos, como os antihistamínicos 

bloqueadores do receptor H1, que têm como alvo antagonizar a ação dos mediadores que 

causam os sintomas da alergia. 

Os antihistaminicos H1 agem ocupando os receptores de histamina, impedem a 

ligação desta citocina no receptor e inibem sua ativação. São divididos em duas classes: 

Figura 03. Eventos na transdução de sinais em mastócitos: Adaptado de ABBAS, A. K.; 

LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Imunologia celular e molecular. Rio de Janeiro: 

Elsevier, 2008. 
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anti-H1 de primeira geração e anti-H1 de segunda geração; os primeiros, como a 

difenidramina, são fármacos lipofílicos e apresentam vários efeitos adversos por atuarem 

em receptores muscarínicos (xerostomia, retenção urinária, taquicardia sinusal), 

serotoninérgicos (aumento do apetite) e adrenérgicos (hipotensão, tontura), entre outros. 

Além disso, estes fármacos cruzam facilmente a barreira hematoencefálica ligando-se a 

receptores H1 e causando sedação (CRIADO et al., 2010). Os anti-H1 de segunda 

geração, como a fexofenadina, loratadina e olopaladina se diferenciam dos fármacos de 

primeira geração devido à maior eficácia e especificidade, sendo desenvolvidos para 

melhorar a qualidade de vida de pacientes portadores de alergias (HIROYUKI, AMI et al, 

2012); no entanto, já foram relatados efeitos colaterais relevantes como os cardiotóxicos 

(CAMELO-NUNES, 2006).  

Desta forma, como já mencionado, a cascata de sinalização intracelular de 

mastócitos, iniciada pela ligação cruzada antígeno/IgE-FcRI (MASUDA e SCHMITZ, 

2008) torna-se um alvo importante a ser estudado; e moléculas, ou sistemas, que 

possam atuar em uma destas etapas podem ser de grande importância no 

desenvolvimento de fármacos anti-alérgicos mais eficazes e seguros no tratamento 

terapêutico. 

 

1.5. Aplicação do modelo biossensor baseado em mastócitos no estudo do 

potencial anti-alérgico de substâncias naturais 

 

Biossensores são dispositivos analíticos que integram um componente biológico a 

um transdutor eletrônico, o qual converte o sinal biológico em uma resposta elétrica 

quantificável. O transdutor de sinais pode ser eletroquímico, acústico, óptico ou eletrônico 

(SCHELLER et al., 2001). A função do biossensor dependerá da especificidade 

bioquímica do material biologicamente ativo (DURICK e NEGULESCU, 2001; STENGER 

et al., 2001). Tais dispositivos podem dispor de bactérias e fungos (KARUBE, 1989), 

células vegetais (SIDWELL e RECHNITZ, 1986), células animais (MARGINEAU e VAIS, 

1990) e até mesmo tecidos completos (WIJESURIYA e RECHNITZ, 1993). 
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Os sensores biológicos que empregam células como elemento sensível constituem 

um campo emergente com aplicações diversas, incluindo o screening de compostos 

bioativos, monitoramento ambiental e diagnóstico clínico (CURTIS et al., 2008). Estes 

sistemas biossensores oferecem muitas vantagens sobre os dispositivos baseados 

somente em enzimas ou anticorpos (MCCORMACK, 1998) uma vez que as células são 

uma fonte de grande produção de proteínas em seu ambiente natural, onde os caminhos 

enzimáticos já estão otimizados e os cofatores, substratos e reagentes estão disponíveis. 

Além disso, os receptores e proteínas sinalizadoras, sensíveis a um analito, são 

mantidos e regenerados pela própria célula conforme necessário (PANCRÁZIO et al, 

1999).  

Os mastócitos oferecem um potencial excelente para a aplicação em biossensores 

uma vez que estas células são robustas e podem ser facilmente sensibilizadas para 

reconhecer antígenos específicos, o que conduz a eventos de ativação potencialmente 

transdutíveis, quando precedidos pela exposição antigênica (PAGE e PIZZICONI, 1997). 

Devido a sua similaridade com basófilos e mastócitos de mucosa, a linhagem de células 

RBL-2H3 (Rat Basophilic Leukemia) se tornou uma ferramenta, in vitro, importante no 

delineamento de estudos de desgranulação e investigações acerca de estabilizadores de 

mastócitos e das propriedades físico-químicas do receptor FcRI (PASSANTE e 

FRANKISH, 2009). Estas células crescem em cultura, associadas a substratos sólidos, e 

podem expressar mais do que 1x105 receptores FcεRI por célula. Ao contrário de 

mastócitos nativos, cujos receptores já são ligados à moléculas de IgE de especificidade 

desconhecida, as células RBL podem ser marcadas com IgE exógenas de especificidade 

conhecida o que lhes confere ampla aplicabilidade no reconhecimento de moléculas 

diversas (XU, WILLIAMS et al., 1998). Como a ligação de IgE ao receptor FcεRI é forte, 

(Ka  10-10 M-1) (MIGALOVICH-SHEIKHET et al., 2012) este último pode ser totalmente 

ocupado em concentrações de IgE menores do que 5x10-10 M (aproximadamente 1 

μg/mL). Além disso, somente poucas centenas de moléculas de FcεRI, na membrana 

celular, precisam ser intercruzadas para disparar a exocitose de grânulos secretórios. Por 

esse motivo, os mastócitos da linhagem RBL-2H3 podem ser sensibilizados com um 
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anticorpo IgE simples e caracterizados como um sistema biossensor altamente sensível, 

apto para identificar moléculas inibidoras do processo de desgranulação mastocitária. 

Como consequência do processo de desgranulação, uma série de mediadores 

alérgicos são secretados pelos mastócitos. Dentre estes mediadores, a histamina é 

certamente o mais estudado e desempenha papéis subsequentes nos processos 

alérgicos relacionados à ativação de outras células inflamatórias (PASSANTE e 

FRANKISH, 2009). Além da histamina, a enzima β-hexosaminidase também se encontra 

armazenada em grânulos secretórios e é liberada em consequência da desgranulação. O 

papel da β-hexosaminidase em processos inflamatórios e alérgicos permanece 

desconhecido, embora hipóteses expliquem que esta enzima pode estar atuando, em 

conjunto com triptases e quimases, no processo de degradação de glicoproteínas e 

proteoglicanas da matriz extracelular, um evento importante para a remodelagem de 

tecidos inflamados (PASSANTE e FRANKISH, 2009). Pelo fato de que a β-

hexosaminidase é liberada em paralelo com a histamina, esta enzima tem sido 

amplamente empregada como um marcador para a desgranulação de mastócitos 

(MATSUDA et al., 2002; MORIKAWA et al., 2003; KAWA et al., 2003).  

Neste sentido, ensaios biológicos para a quantificação de β-hexosaminidase (NAAL 

et al., 2004) são convenientes tanto para estudar os mecanismos de transdução de sinais 

que levam à exocitose (BAROODY, 2003), quanto para monitorar o potencial de novas 

molélulas em bloquear a ativação e desgranulação de mastócitos (GRANBERG et al., 

2001). Além disso, esse ensaio pode ser empregado para a detecção de antígenos que 

se ligam a imuno-complexos localizados na membrana de mastócitos (HOFFMANN et al., 

1999).  

Métodos atuais para a quantificação de β-hexosaminidase usam substratos 

enzimáticos colorimétricos (SEREBRIISKI e GOLEMIS, 2000; AKETANI et al., 2001) ou 

fluorimétricos (DEMO et al., 1999; FISCHER e DE MOL, 1999). No presente estudo, a 

quantificação da enzima β-hexosaminidase baseou-se em sua capacidade de clivar o 

substrato fluorogênico metilumbeliferil-N-acetil-β-D-glucosaminida (MUG), que gera o 

produto fluorescente metilumbeliferona como mostra a Figura 04.  



 
 10 

 

 A quantificação clássica de β-hexosaminidase baseia-se em um ensaio 

conhecido como padrão (Figura 05), que consiste em um considerável número de 

etapas, as quais incluem a sensibilização de células com IgE, estímulo antigênico, 

remoção do sobrenadante para a reação enzima-substrato e medida da fluorescência da 

metilumbeliferona produzida. A reação enzima-substrato é realizada em pH 4,4, valor 

considerado ótimo para a atividade da β-hexosaminidase, seguida pelo aumento de pH 

(pH=10), no qual ocorre supressão da reação enzimática (Figura 05). Estas etapas 

sucessivas, incluindo a transferência do sobrenadante das células aderidas, fazem com 

que o ensaio padrão seja inapropriado para análises que requeiram alta capacidade de 

processamento. Para adaptar esta resposta celular foi desenvolvido um ensaio direto 

para a quantificação da -hexosaminidase, realizado in situ, em um leitor de 

fluorescência para microplacas, o qual permite a análise de um grande número de 

amostras de células com alta sensibilidade e reprodutibilidade, tornando este ensaio 

muito conveniente para aplicações na triagem de substâncias com potencial terapêutico 

(Figura 05). 
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Figura 04. Reação da clivagem de metilumbeliferil-N-acetil--D-glucosaminida (MUG) 

para a formação do produto fluorescente, metilumbeliferona. A 

quantificação de metilumbeliferona é frequentemente empregada como 

uma medida da desgranulação mastocitária. 
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1.6. Substâncias naturais e sinergismo 

 

O interesse na vasta diversidade química dos produtos naturais tem sido focado há 

muito tempo no descobrimento de novas estruturas com potencial terapêutico para o 

tratamento de doenças diversas (ALEXANDRAKIS, SINGH et al., 1999; NEWMAN, 

CRAGG et al., 2000; KINGSTON e NEWMAN, 2002; BAKER e ALVI, 2004; BOLDI, 2004; 

NEWMAN, 2008). Tais estudos têm sido fundamentais na determinação de vários 

princípios ativos elucidados com base na suposição de que uma planta tem um, ou 

poucos, componentes que determinam sua eficiência terapêutica. Porém, sistemas 

tradicionais tais como a medicina Chinesa ou a fitoterapia Européia, focados em 

medicamentos naturais, geralmente assumem que o sinergismo de todos os ingredientes 

de uma planta responde pela eficiência terapêutica máxima observada para vários 

ENSAIO PADRÃO ENSAIO DIRETO 

Sensibilização celular com anticorpo Sensibilização celular com anticorpo 

↓ ↓ 

Estímulo antigênico em pH 7,45 
Adição de antígeno e substrato 

fluorogênico em pH 7,45 

↓ incubação a 37 °C por 60 min ↓ 

Parada da desgranulação no gelo Incubação a 37 °C por 90 min 

↓ ↓ 

Aliquotamento do sobrenadante ↓ 

↓ ↓ 

Adição de substrato fluorogênico em pH 4,4 ↓ 

↓ incubação a 37 °C por 30 min ↓ 

Adição de tampão pH 10 para finalizar reação ↓ 

↓ ↓ 

Leitura de fluorescência Leitura de fluorescência 

 

 

Figura 05. Protocolo para os ensaios padrão e direto de quantificação da enzima β-

hexosaminidase. O número menor de etapas requerido para o ensaio direto, 

associado ao fato de que este ensaio é realizado na presença de células, 

possibilita sua aplicação como um biossensor celular na triagem de moléculas 

com potencial anti-alérgico. 
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extratos (ULRICH-MERZENICH, PANEK et al., 2010). Quando em 1936, Rusznyák e 

Szent-Györgyi reportaram a presença da então chamada vitamina “P” em frutas cítricas, 

eles já preconizavam que flavonóides e vitamina C trabalhavam sinergisticamente no 

fortalecimento capilar. Subsequentemente, outros estudos mostraram que interações 

sinérgicas entre flavonóides e algumas vitaminas ocorriam em modelos in vitro e in vivo. 

Frank e colaboradores (2006) mostraram que a inclusão de quercetina, catequina e 

epicatequina na dieta de ratos levou a um aumento da concentração de -tocoferol no 

plasma e fígado. Stermitz e colaboradores (2000) mostraram que o elevado potencial 

antimicrobiano de Berberis spp. é causado, não somente, por agentes antimicrobianos tal 

como berberine, mas também por outros inibidores tal como 5’-metóxi-hidnocarpina, 

sendo que este ultimo não é ativo, mas potencializa o efeito biológico de outras 

moléculas. Saw e colaboradores (2010) estudaram os efeitos sinergísticos de curcumina 

e ácidos graxos e observaram a potencialização das atividades anti-inflamatória e anti-

oxidante. Hidalgo e colaboradores (2010) observaram que existem interações sinérgicas 

e antagonistas entre flavonóides presentes em extratos alimentares os quais podem 

explicar os diversos resultados obtidos para a atividade antioxidante. Grande parte dos 

estudos focados no sinergismo de moléculas bioativas são dedicados, principalmente, às 

atividades antioxidante (LIANG, HAN et al., 2009; HIDALGO, SANCHEZ-MORENO et al., 

2010; KANCHEVA, BORANOVA et al., 2010) e antimicrobiana (ZHAO, HU et al., 2001; 

HU, ZHAO et al., 2002; ZAGO, USHIMARU et al., 2009; MANDALARI, BISIGNANO et al., 

2010) com pequeno enfoque na atividade anti-alérgica, que é assunto de nosso 

interesse. 

Neste contexto chama-nos a atenção o extrato obtido de árvores do gênero 

Mangifera indica L. (popular mangueira) cujo nome foi registrado como Vimang, 

tradicionalmente utilizado em Cuba devido às suas propriedades anti-inflamatória, 

antioxidante, analgésica, imunomodulatória, entre outras (RIVERA, BALMASEDA et al., 

2006; WAUTHOZ, BALDE et al., 2007; GARCÍA-RIVERA et al., 2011).  

A investigação fitoquímica de extratos obtidos das cascas destas árvores levou ao 

isolamento de vários constituintes fenólicos, entre os quais estão ácido gálico, ácido 
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Figura 06. Estrutura da mangiferina 
 

 

benzóico, (+)-catequina, quercetina e mangiferina (NÚNEZ-SELLÉS, VÉLEZ-CASTRO et 

al., 2002).  

Rivera e colaboradores (2006) estudaram as propriedades anti-alérgicas do extrato 

Vimang e da mangiferina e observaram que ambos apresentam potencial inibidor embora 

o extrato seja mais eficiente nesta questão, o que reforça a importância do sinergismo 

entre os componentes de uma planta. No entanto, apesar dos estudos bem elaborados 

relativos aos potencias biológicos diversos do Vimang e da mangiferina (WAUTHOZ, 

BALDE et al., 2007), nenhum trabalho até o momento relata um estudo sistemático 

acerca do efeito sinergístico anti-alérgico envolvendo os constituintes principais isolados 

do extrato Vimang. 

 

1.6.1. Mangiferina  

 

O extrato Vimang possui uma mistura complexa de compostos e tem como 

flavonóide majoritário, a mangiferina (Figura 06) (C2-β-D-glucopiranosil-1,3,6,7-

tetrahidroxi-xantona) que tem se 

mostrado promissora como substância 

bioativa (DUANG et al., 2011). Em 

modelos animais de alergias, a 

mangiferina reduz significativamente os 

níveis de IgE, as reações anafiláticas, as 

reações cutâneas induzidas por histamina e inibe a proliferação de linfócitos (RIVERA, 

BALMASEDA et al., 2006). Dentre os estudos realizados com a mangiferina, além da 

atividade anti-alérgica, o composto apresenta atividades anti-inflamatória, antitumoral, 

anti-diabética, antioxidante, antimicrobiana e anti-HIV, além de efeitos imunomoduladores 

e radioprotetores (PARDO-ANDREU, BARRIOS et al., 2008; PRABHU, NARAYAN et al., 

2009; DUANG et al., 2011). 

Apesar do excelente potencial biológico a mangiferina é pouco solúvel em meio 

aquoso - devido à presença de anéis aromáticos em sua estrutura - e apresenta baixa 
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biodisponibilidade (HU, ZHAO et al., 2002) o que compromete, não somente a eficiência 

terapêutica, como também o desempenho de bioensaios (JULLIAN, MOYANO et al., 

2007). No caso dos flavonóides, existem também problemas decorrentes de oxidação 

química, ou fotodegradação, que podem contribuir para a redução da eficiência da 

mangiferina como um bioativo. Várias alternativas para contornar a solubilidade e 

estabilidade de flavonóides, e outras classes de substâncias, tem sido empregadas e 

estas vão desde a modificação estrutural por reações químicas e ação de 

microorganismos até o emprego de sistemas carreadores tais como lipossomos 

(ALEXOPOULOU, GEORGOPOULOS et al., 2006; PAWLIKOSWSKA-PAWLEGA, 

GRUSZECKI et al., 2007; NOBLE, GUO et al., 2009; YANG, PORNPATTANANANGKUL 

et al., 2009), ciclodextrinas ou uma combinação de ambos (GILLET, GRAMMENOS et 

al., 2009; LIRA, FERRAZ et al., 2009), sendo que o primeiro é de nosso interesse em 

função de sua habilidade como nanocarreador e de suas características únicas de 

mimetização da membrana biológica. 

 

1.8. Lipossomos  

 

1.8.1. Composição química dos lipossomos 

 

Os lipossomos são geralmente formados por fosfolipídios, que são os principais 

componentes da membrana biológica. Estes fosfolipídios caracterizam-se por suas 

propriedades anfipáticas, ou seja, possuem uma parte polar e outra apolar (Figura 07). 

Dentre os fosfolipídios, as fosfatidilcolinas, classificadas como glicerofosfolipídios, são as 

mais comuns e possuem como estrutura química dois ácidos graxos, unidos em uma 

ligação éster ao primeiro e segundo carbono do glicerol, e uma colina na parte polar 

ligada ao glicerol por um grupo fosfodiéster (Figura 07).  
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Em solução aquosa, essas moléculas alinham-se formando uma bicamada plana 

laminar, a fim de minimizar interações desfavoráveis entre a fase aquosa e as cadeias 

hidrocarbônicas de ácidos graxos, e se dobram para formar vesículas fechadas. Desta 

forma, as fosfatidilcolinas são amplamente utilizadas para a preparação de lipossomos.  

Os fosfolipídios são caracterizados por uma temperatura de transição de fases (Tc) 

que é a temperatura mínima necessária para a água penetrar entre as moléculas dos 

lipídios (Figura 08); abaixo desta Tc, a membrana está em uma fase gel na qual a cadeia 

hidrocarbônica do lipídio está ordenada formando uma estrutura lamelar, e acima da Tc, 

a membrana passa para uma fase chamada cristal-líquido, na qual as moléculas tornam-

se mais livres e os radicais hidrofílicos hidratados. O controle da temperatura de 

transição de fases é de extrema importância já que estas transições podem induzir a 

agregação dos lipossomos e, também, a liberação do fármaco encapsulado (LASIC, 

1998). 

 

Figura 08. Ilustração mostrando a transição de fases em lipossomos 

 

 
 

Figura 07. Estrutura química do lipídio Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) 
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O comprimento e saturação da cadeia lipídica que compõe o lipossomo influenciam 

a Tc; assim, em uma mesma temperatura, membranas compostas por diferentes lipídios 

exibem diferentes níveis de fluidez (LASIC, 1998; STOLL, et al., 2011).  

As características físico-químicas relativas ao tipo e quantidade de lipídios usados 

nas formulações de lipossomos interferem no transporte de drogas específicas. Os 

lipídios com carga negativa e positiva conferem maior estabilidade quando incorporados 

nos lipossomos pois a carga pode impedir a agregação ou fusão destas vesículas e 

influenciar na taxa de encapsulação das substâncias (FRÉZARD et al., 2005; 

BARENHOLZ, et al., 2011).  

Um dos lipídios utilizados para a formação de lipossomos é o DMPC (1,2-dimiristoil-

sn-glicero-3-fosfatidilcolina) com carga líquida neutra em pH 7,4, uma cabeça polar 

zwitteriônica e duas caudas hidrofóbicas com 16 carbonos, como mostra a Figura 07. O 

DMPC apresenta temperatura de transição de fases (Tc) de 23°C e concentração micelar 

crítica de 6 nM.  

Outros componentes da membrana como o colesterol e proteínas também tem seu 

papel na fluidez da membrana (STOLL, et al., 2011). O colesterol, por exemplo, atua 

como um estabilizador de membranas, uma vez que causa um efeito perturbador da 

bicamada fosfolipídica na fase gel, fazendo com que a membrana fique mais fluida 

mesmo a temperaturas baixas. Na fase cristal-líquido causa um estiramento das cadeias 

acil fosfolipídicas desordenadas e reduz a área da cabeça polar (HERNÁNDEZ e 

SCHOLZ, 2008).  

 

1.8.2. Formação dos lipossomos 

 

Lipossomos são vesículas constituídas de uma ou mais bicamadas fosfolipídicas 

orientadas, concentricamente, em torno de um compartimento aquoso e servem como 

carreadores de substâncias hidrofílicas e/ou lipofílicas (Figura 09). As moléculas 

hidrofílicas são encapsuladas na cavidade interna, onde estão presentes os grupos 

polares dos fosfolipídios; as lipofílicas se acomodam na região apolar da bicamada e as 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DBarenholz,%2520Yechezkel%26authorID%3D34771144100%26md5%3D8550e63c699aa0ac923cb61c68655b8d&_acct=C000049650&_version=1&_userid=5674931&md5=7c80864247589cf1fed93b364cc9d057
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DBarenholz,%2520Yechezkel%26authorID%3D34771144100%26md5%3D8550e63c699aa0ac923cb61c68655b8d&_acct=C000049650&_version=1&_userid=5674931&md5=7c80864247589cf1fed93b364cc9d057
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anfifílicas ao longo de toda sua extensão, interagindo com as regiões apolar e polar. 

(BATISTA, CARVALHO et al., 2007; ZASADZINSKI, et al., 2011).  

 

Os lipossomos são formados por substâncias biodegradáveis, biocompatíveis e não 

imunogênicas, altamente versáteis para pesquisa, terapêutica e aplicações analíticas 

(BATISTA, CARVALHO et al., 2007; HILLARIEAU e COUVREUR, 2009). De acordo com 

sua estrutura molecular, composição e tamanho eles são classificados conforme abaixo 

(GREGORIARDIS, 1993; SHARMA e SHARMA, 1997):  

- Lipossomos multilamelares (MLVs): várias camadas fosfolipídicas concêntricas, 

intercaladas por compartimentos aquosos e com diâmetro de 400 nm até micrômetros. 

- Lipossomos unilamelares pequenos (SUVs): uma bicamada lipídica e um 

pequeno compartimento aquoso, com diâmetro entre 20 e 100 nm. 

- Lipossomos unilamelares grandes (LUVs): uma bicamada lipídica e um 

compartimento aquoso grande, com diâmetro entre 100 nm e 1 µm. 

- Lipossomos gigantes (GVs): geralmente unilamelares, com diâmetro superior a 1 

µm. 

O tipo de estrutura obtida depende do processo de preparação. As vesículas 

unilamelares são os modelos de membrana mais utilizados; a dispersão mecânica dos 

lipídios em água resulta geralmente em estruturas multilamelares (MLVs) que são difíceis 

de serem estudadas devido ao tamanho, heterogeneidade e presença de muitos 

compartimentos internos. Além disso, os lipossomos menores são opsonizados pelos 

 
 

Figura 09. Corte transversal de um lipossomo mostrando a encapsulação de substâncias 

hidrofílicas e lipofílicas. 

(Adaptado de: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-

93322007000400003). 
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macrófagos mais lentamente, e em menor quantidade, quando comparados com os 

maiores, permanecendo mais tempo na circulação e apresentando uma liberação mais 

prolongada. O processo de transformação destas vesículas multilamelares diretamente 

em lipossomos unilamelares requer energia e são utilizados os métodos de extrusão a 

baixas pressões, homogeneização  ou sonicação, formando os SUVs e/ou LUVs, estes 

geralmente mais estáveis. O processo de hidratação do fosfolipídio em uma fase 

orgânica como etanol ou éter resulta na formação direta de LUVs (SHARMA e SHARMA, 

1997; TEJERA-GARCIA et al., 2011).  

 A escolha do método de preparação também influencia na porcentagem de 

encapsulação da substância e é um parâmetro importante a ser analisado quando se 

trata de formulações farmacêuticas. A taxa de encapsulação e a relação fármaco/lipídio 

devem ser maximizadas já que quanto menor a quantidade de lipídio administrada a um 

paciente, menores as chances de ocorrência de efeitos colaterais (FRÉZARD et al., 

2005). 

Vários parâmetros físico-químicos tais como pH, força iônica, fluidez de membrana, 

tamanho e densidade superficial de carga podem interferir na estabilidade dos 

lipossomos, na interação dos mesmos com a membrana plasmática e na extensão de 

incorporação e liberação do fármaco. Portanto, o monitoramento de tais parâmetros é 

fundamental para a aplicação dos mesmos e para a compreensão dos resultados obtidos 

em estudos de atividade biológica.  

 

1.8.3. Determinação do diâmetro dos lipossomos 

 

A estabilidade do lipossomo e a capacidade de extravasamento do fármaco 

diminuem com o aumento do diâmetro do mesmo (LASIC, 1998). Em geral, a influência 

dos parâmetros fisico-químicos na formação e estabilidade dos lipossomos é monitorada 

por medidas de tamanho e distribuição homogênea das vesículas (LASIC, 1998).  

Ressalta-se o fato de que o tamanho compreendido entre 50 e 150 nm é uma faixa que 

garante a eficiência de incorporação a qual aumenta em função do aumento do diâmetro 
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lipossomal. Neste trabalho foi empregada a técnica denominada espalhamento dinâmico 

de luz (Dynamic Light Scattering) na análise do diâmetro das vesículas lipossomais como 

será comentado a seguir.  

 

1.8.3.1. Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

 

As partículas de uma solução movem-se de acordo com o movimento Browniano 

que depende do tamanho destas (LASIC, 1998; Dynamic Light Scattering, em 

www.malvern.co.uk). Estas partículas em movimento alteram o comprimento de onda da 

radiação pelo efeito Doppler e as mudanças qualitativas da reflexão da luz, chamadas de 

“flutuação” são medidas pelo Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS). Esta técnica permite 

determinar o tamanho de partículas de 3 nm até micrômetros e a intensidade de luz 

detectada é relacionada com a velocidade de difusão: partículas maiores se movimentam 

mais lentamente do que as menores; logo a taxa de flutuação das primeiras é mais lenta. 

A análise das flutuações permite medir o coeficiente de Difusão (D) que é dependente do 

tamanho das partículas (d), conforme Descrito pela equação de Stokes-Einstein 

(Equação 01):  

 

                   
  

    
 

 

onde K é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e   é a 

viscosidade do solvente (Dynamic Light Scattering, em www.malvern.co.uk; TEJERA-

GARCIA et al., 2011). 

 

1.8.3.2. Potencial zeta 

 

A medida do potencial zeta é uma ferramenta muito útil na detecção da magnitude 

de interações repulsivas entre as partículas coloidais e é comumente utilizada para 

avaliar a estabilidade dos colóides (CASALS et al., 2003).  

(01) 

http://www.malvern.co.uk/
http://www.malvern.co.uk/


 
 20 

O potencial zeta pode ser definido como a carga existente na fronteira entre a superfície 

de uma partícula individual e seus íons associados, no plano de cisalhamento (Figura 

10). A carga não pode ser medida diretamente, mas pode-se determinar a grandeza da 

carga elétrica pelas medidas da mobilidade eletroforética das partículas submetidas à 

aplicação de um determinado campo elétrico (FLORENCE e ATTWOOD, 2003). 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama representativo do potencial Zeta (ζ). Representação das condições de 

uma superfície negativa, com uma camada de íons positivos adsorvidos, configurando 

o plano de Stern. O número de íons negativos aumenta e o número de íons positivos 

diminui com o aumento da distância da superfície, até o ponto no qual as 

concentrações iônicas são iguais e o potencial elétrico torna-se zero. Conforme a 

partícula se move, a superfície efetiva é definida como superfície de cisalhamento, a 

qual está situada um pouco mais para frente do plano de Stern, dependendo da 

rugosidade da superfície de macromoléculas adsorvidas, etc. É no plano de 

cisalhamento que está localizado o potencial Zeta (ζ). 
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          Para a determinação do potencial zeta dos lipossomos foi utilizado um método que 

consiste na incidência de um feixe de luz e aplicação de um campo elétrico de força 

conhecida através da amostra. Neste método, as partículas carregadas se deslocam com 

velocidades distintas induzindo deslocamentos da frequência do feixe de luz incidente, 

gerando um espectro de frequências.  

As frequências são utilizadas para os cálculos de velocidades, as quais são 

convertidas para valores de mobilidades eletroforéticas. O potencial Zeta das partículas 

pode, assim, ser determinado através da aplicação da equação de Henry de acordo com 

a Equação 02 abaixo, onde U é a mobilidade eletroforética, ε é a constante dielétrica da 

amostra, Z é o potencial zeta, f(Ka) é a função de Henry e η é a viscosidade do solvente. 

 

  
        

  
 

 

Nesta equação, a função de Henry, f(Ka), pode ser representada pela aproximação 

de Huckel, igual a 1, quando o diâmetro da partícula é muito menor que a espessura da 

dupla camada de cargas ao redor da partícula. Utiliza-se a aproximação de 

Smoluchowsky, igual a 1,5, quando o diâmetro da partícula é maior que a espessura da 

dupla camada de cargas (Dynamic Light Scattering, em www.malvern.co.uk). 

 

1.8.4. Aplicações biológicas dos lipossomos  

 

Os estudos sobre a aplicação biológica de lipossomos como carreadores de 

fármacos relatam uma série de vantagens como relacionado a seguir: 1) Os fosfolipídios, 

componentes estruturais dos lipossomos e os principais componentes da membrana 

celular, são atóxicos; 2) Os agregados lipossomais formados por esses fosfolipídios 

podem coalescer com as membranas celulares, possibilitando a liberação do seu 

conteúdo para dentro da célula; 3) A substância encapsulada nos lipossomos está 

protegida da ação de enzimas presentes nos fluídos biológicos e, assim, a encapsulação 

(02) 

http://www.malvern.co.uk/
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previne a degradação do fármaco e 4) A liberação do fármaco encapsulado em 

lipossomos ocorre gradualmente, aumentando o seu tempo de ação no organismo 

(SANTOS e CASTANHO, 2002; LARINOVA, DUCHENE et al., 2008;  KELLY et al., 

2011; WILCZEWSKA et al. 2012).  

Apesar das vantagens e da ampla aplicação de formulações lipossomais, 

comercializadas desde os anos 80, para tratamentos de infecções fúngicas sistêmicas e 

de câncer, problemas de ordem tecnológica e biológica fazem com que os lipossomos 

sejam, ainda hoje, amplamente estudados visando o desenvolvimento de formulações 

estáveis no organismo e aplicáveis à terapia de várias doenças (BATISTA, CARVALHO 

et al., 2007; ZASADZINSKI, et al., 2011).  

A busca por formulações estáveis, principalmente quando se trata de um fármaco 

pouco explorado, como a mangiferina, por exemplo, requer estudos físico-químicos 

prévios sobre a influência de pH, força iônica, tipo de tampão e aditivos, os quais 

respondem perguntas sobre a estabilidade e a interação do fármaco com as membranas 

biológicas, que são ítens fundamentais para as aplicações pretendidas. 

Devido à sua versatilidade, atoxicidade e biodegradabilidade, como mencionado 

acima, o uso de lipossomos como carreadores de fármacos tem sido empregado em 

estudos relacionados à anestésicos (FRACETO, PINTO et al., 2002; FRACETO e DE 

PAULA, 2006; BATISTA, CARVALHO et al., 2007), fármacos anti-inflamatórios 

(MANCONI, MURA et al., 2009), antioxidantes (LANDI-LIBRANDI et al., 2011; 

CHAUDHURI, BANERJEE et al., 2007) e anti-câncer (XIAO, LUO et al., 2009). No caso 

específico dos flavonóides, grande parte dos estudos com lipossomos estão focados na 

atividade antioxidante como relatam vários trabalhos na literatura (LANDI-LIBRANDI et 

al., 2011; ARORA, NAIR et al., 1998a; b; ALEXOPOULOU, GEORGOPOULOS et al., 

2006; GABRIELSKA, SOCZYNSKA-KORDALA et al., 2006; PAWLIKOWSKA-PAWLEGA, 

GRUSZECKI et al., 2007).  

No caso de flavonóides, por exemplo, Movileanu e colaboradores (2000) 

examinaram o efeito de quercetina sobre as propriedades elétricas de bicamadas 

lipídicas e observaram que o pH influencia a profundidade de incorporação do fármaco 
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(MOVILEANU, NEAGOE et al., 2000). Areias e colaboradores avaliaram o grau de 

partição de flavonóides na membrana e sugeriram que a maior atividade antioxidante 

observada para estas moléculas naturais depende de sua capacidade para interagir e 

permear a membrana biológica (AREIAS, REGO et al., 2001). Portanto, para os estudos 

que visam a aplicação de lipossomos como carreadores de fármacos é fundamental que 

seja compreendido, previamente, o comportamento de partição e incorporação dos 

mesmos frente a tais sistemas e em diferentes condições experimentais.  

Para a mangiferina, substância natural de interesse neste estudo, não foi publicado 

até o momento trabalhos que explorem a incorporação deste bioativo em lipossomos e 

como estes influenciam a inibição da desgranulação em mastócitos, o que justifica um 

dos objetivos do presente estudo. 

 

2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivos gerais 

O presente trabalho visa avaliar o potencial anti-alérgico do extrato Vimang e o 

sinergismo entre seus componentes (mangiferina, quercetina, catequina, ácido gálico e 

ácido benzóico) bem como o efeito de lipossomos na bioatividade da mangiferina, o 

componente majoritário do referido extrato. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Estudar o potencial anti-alérgico do extrato Vimang e de seus componentes 

majoritários e avaliar o efeito sinergístico de tais substâncias no processo de 

desgranulação dos mastócitos 

• Estudar a incorporação do flavonóide mangiferina em vesículas lipossomais 

formadas por DMPC bem como a estabilidade desses sistemas frente a diferentes 

parâmetros físico-químicos tais como pH e força iônica. 

 

 



 
 24 

• Avaliar a influência de colesterol e concentração de lipídio na eficiência de 

incorporação da mangiferina nos lipossomos de DMPC.  

• Avaliar o potencial anti-alérgico da mangiferina livre e incorporada em 

lipossomos preparados pelo método da injeção etanólica e filme lipídico. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Material 

 

- Substâncias naturais: Foram obtidas da Sigma ou gentilmente doadas pelo Dr. 

Gilberto Pardo-Andreu (Universidade de Havana - Cuba)  

- Anticorpo monoclonal específico para reconhecimento de dinitrofenil (anti-

DNP-IgE): foi purificado de fluidos peritoniais de células de ratos por afinidade 

cromatográfica (HOLOWKA e METZGER, 1982) e filtração a gel (SUBRAMANIAN, 

HOLOWKA et al., 1996). O anticorpo foi cedido, gentilmente, pelo grupo Baird-Holowka 

do Department of Chemistry and Chemical Biology - Baker Laboratory - Cornell University 

-USA. 

- DNP-BSA: Soro Albumina Bovina (BSA) conjugada com uma média de 15 grupos 

de dinitrofenil (DNP), conforme descrito por Weetall e colaboradores (WEETALL, 

HOLOWKA et al., 1993). Esse antígeno, específico para a ligação com o anticorpo anti-

DNP-IgE, foi cedido, também, pelo Grupo Baird-Holowka-Cornell University. 

- 4-metil-umbeliferil-N-acetil--D-glucosamida: Sigma. A solução estoque foi 

preparada pela solubilização em dimetilsulfóxido (concentração final de 0,12 M) e 

armazenada a -20 °C. Para cada experimento foi utilizada uma solução recém preparada, 

na concentração de 1,2 M, em tampão salino (135 mM NaCl, 1,8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 

5,6 mM glicose, 1 mg/mL soro albumina bovina e 20 mM HEPES; pH 7,4). 
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- Linhagem de células RBL-2H3 de mastócitos de ratos: Foi inicialmente 

fornecida pelo grupo das Profas. Dras. Maria Célia Jamur e Connie Oliver, FMRP - USP 

e cultivadas atualmente em nosso laboratório. 

- Meio mínimo essencial de cultura (MEM) - CellGro: Foi preparado pela mistura 

de 800 mL de MEM, suplementado com sal de Eagles, 200 mL de soro fetal bovino, 20 

mL de L-glutamina e 1 mL de gentamicina. 

O material relacionado foi usado sem tratamento prévio: soro albumina bovina 

(BSA) 96% (Sigma); soro bovino fetal (Atlanta Bilogicals); L-glutamina (Gibco BRL); 

gentamicina (Gibco BRL), Triton X-100 (Sigma), EDTA (Gibco), NaCl (Gibco), HEPES 

(Gibco), KCl (Gibco), Dimiristoil-L-α-Fosfatidilcolina (Sigma) e colesterol (Sigma). 

 

3.2. Métodos 

 

3.2.1. Determinação dos coeficientes de absortividade molar () da 

mangiferina em meio tamponado 

 

As soluções, em triplicatas, foram preparadas em meio aquoso a partir da solução 

estoque de 0,80 mM da substância natural (DMSO:água 1:1) com diluições sucessivas, 

em solução tampão (acetato, fosfato ou Tyrode), variando-se as concentrações de 5,0 a 

80 M. 

Em seguida, foram registrados os espectros de absorção e as respectivas 

absorbâncias no comprimento de onda de 365 nm. Os valores dos coeficientes de 

absortividade molar médio () da mangiferina foram obtidos através da inclinação de 

gráficos de absorbância em função da concentração do fármaco.  

 

3.2.2. Preparação dos lipossomos 

 

Como o método de preparação influencia na eficiência de incorporação do fármaco 

(NEUNERT, POLEWSKI et al., 2010) os lipossomos foram preparados por dois métodos 

distintos, o método da injeção etanólica e o método de hidratação do filme lipídico.  
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3.2.2.1. Método da injeção etanólica 

 

Os lipossomos unilamelares de dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC) foram preparados 

de acordo com o método descrito por De Oliveira e colaboradores (DE OLIVEIRA, 

MACHADO et al., 2005). A solução estoque, 20 mM da mangiferina, foi preparada em 

DMSO:água (1:1) e conservada sob refrigeração até o momento de uso. Uma solução 

etanólica de lipídios (3, 10 e 30 mg/mL) e colesterol (lipidio:colesterol = 1:0, 2:1, 3:1, 5:1 

e 9:1) contendo o flavonóide (concentração final de 100 µM), foi injetada por meio de 

uma seringa de insulina, em 10 mL de solução tampão (acetato, pH 2; fosfato, pH 4,; 

Tyrode, pH 7,4; e borato, pHs 10 e 12), mantidos em uma proveta, a 30-32 ˚C, sob 

agitação constante. O excesso de etanol e o flavonóide não incorporado ao lipossomo 

foram removidos por ultracentrifugação a 4˚C e 40000 rpm, durante 2 horas 

(Ultracentrífuga da Beckman modelo XL-70); o precipitado foi ressuspendido na solução 

tampão de interesse até a completa solubilização da mesma (PONS, FORADADA et al., 

1993). As soluções lipossomais foram filtradas em filtro Millipore (0,22 µm) para produzir 

lipossomos de diâmetro uniforme (DE OLIVEIRA, MACHADO et al., 2005). A variação da 

força iônica foi mantida pela adição de NaCl nas concentrações de 10 e 20 mM. 

 

3.2.2.2. Método de hidratação do filme lipídico 

 

Os lipossomos foram preparados pelo método de hidratação do filme lipídico, como 

descrito por Londoño-Londoño (2010). O lipídio DMPC (30 mg/mL) foi dissolvido em 

etanol, na presença de colesterol (lipídio:colesterol 9:1), e o flavonóide (100 μM) foi 

dissolvido também em etanol. As soluções misturadas em diferentes proporções foram 

secadas sob rotaevaporação para a obtenção de um filme lipídico. A seguir, as amostras 

foram hidratadas pela adição de tampão de Tyrode (pH 7,4), a 31-32 °C, e agitadas em 

Vórtex durante 10 min. As amostras foram homogeneizadas em um agitador tipo Turrax 

(modelo T25-Ika-Werke), tratadas em um Homogeneizador de Alta Pressão (EmulsiFlex-

C3 – Avestin) e filtradas em filtro Millipore de 0,45 µm para a obtenção de vesículas 

unilamelares homogêneas.  
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3.2.3. Determinação da eficiência de incorporação (EI) da mangiferina em 

lipossomos preparados pelo método da injeção etanólica e filme lipídico 

 

3.2.3.1. Método da injeção etanólica 

 

Para a determinação da eficiência de incorporação (EI) da mangiferina em 

lipossomos de DMPC, preparados pelo método da injeção etanólica, foram preparadas 

duas baterias de soluções: na primeira, a amostra foi ultracentrifugada (UC) e 

ressuspendida em solução tampão para eliminar o fármaco não incorporado; enquanto 

na segunda, a amostra não foi ultracentrifugada (sem UC). Os lipossomos contendo a 

mangiferina foram rompidos pela adição de etanol, na proporção etanol:lipossomo (2:1) e 

as leituras de absorbância registradas em 365 nm. O mesmo procedimento foi adotado 

para os lipossomos vazios os quais foram usados como “branco” na determinação da 

absorbância da mangiferina. A eficiência de incorporação foi calculada de acordo com a 

Equação 03, na qual [Flavonóide](UC)  é a concentração da mangiferina incorporada no 

lipossomo obtida após ultracentrifugação (UC); [Flavonóide]semUC é a concentração total 

de mangiferina incorporada, ou não, no lipossomo cuja solução não é submetida à 

ultracentrifugação (sem UC).  

 

 

     

A concentração de mangiferina incorporada nos lipossomos foi calculada de acordo 

com as seguintes relações: 

                  
                

     
  

 

                     
                   

     
 

Nas quais Absorbância (UC) e Absorbância (sem UC) são, respectivamente, as 

absorbâncias da mangiferina obtidas em lipossomos ultracentrifugados (mangiferina 

incorporada) e não-ultracentrifugados (mangiferina total); Mgf é o coeficiente de 

      
              

                 
                            (03) 
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absortividade molar da mangiferina obtido na solução tampão de interesse (acetato, 

fosfato ou Tyrode). 

 

3.2.3.2. Método do filme lipídico 

 

Após a preparação dos lipossomos, uma alíquota de 2 mL foi colocada em um tubo 

tipo Amicon contendo um dispositivo de filtração centrífuga (Figura 11) para 

centrifugação da solução lipossomal a 4000g durante 40 minutos. Após este processo, 

como ilustra a Figura 11, os lipossomos permaneceram retidos no filtro do tubo e o 

material que não foi incorporado, ou seja, a mangiferina livre, atravessou o filtro 

 

 

Figura 11. Figura ilustrativa do dispositivo Amicon usado na centrifugação das soluções 

lipossomais; adaptado de http://www.millipore.com/catalogue/module/c82301. 

 

A eficiência de incorporação (EI) foi determinada através da relação entre a 

absorbância total da amostra, não submetida à centrifugação, e a absorbância da 

solução centrifugada a qual passou pelo filtro, como mostra a Equação 04. 

 

               
                    

      
                                          (0 ) 

 

Na qual, Atotal é a absorbância total da mangiferina, livre ou incorporada no 

lipossomo, e Acentrifugado é a absorbância da mangiferina livre.  
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3.2.4. Determinação do tamanho e estabilidade fisico-química dos lipossomos 

na ausência e presença do flavonóide 

 

O tamanho e a estabilidade dos lipossomos preparados pelo método da injeção 

etanólica foi determinado em um equipamento Zetasizer Nano - DLS com titulador 

automático MPT-2 (MPT-2 multi purpose titrator) da Malvern Instruments, locado no 

Laboratório de Farmacotécnica - FCFRP, sob responsabilidade da Profa. Maria Vitória L. 

B. Bentley. Para os lipossomos preparados pelo método do filme lipídico, o tamanho e a 

estabilidade foram monitorados em um equipamento Zetasizer Nano - ZS90 da Malvern 

Instruments, locado no laboratório de Tecnologia Farmacêutica – FCFRP, sob 

responsabilidade da Profa. Renata F. V. Lopez. A estabilidade físico-química em função 

do tempo (0, 24, 48, 72 e 96 hrs) foi monitorada através do diâmetro hidrodinâmico e do 

potencial de superfície dos agregados lipossomais.  

 

3.2.5. Constantes de ligação (Kb) da mangiferina nos lipossomos de DMPC 

 

A constante de ligação (Kb) da mangiferina nos lipossomos de DMPC:colesterol 

(9:1) foi determinada por espectroscopia de fluorescência pela titulação de soluções do 

fármaco em tampão de Tyrode (CHAUDHURI, BASU et al., 2008). Em uma cubeta de 

fluorescência de quartzo, com caminho óptico de 1 cm, foram pipetados 2,50 mL da 

solução tampão, no pH 7,4, contendo 50 μM do fármaco. Os espectros de fluorescência 

foram registrados após cada adição da solução de lipossomo, empregando-se 

comprimentos de onda de excitação e emissão iguais a 386 nm e 550 nm, 

respectivamente, e fendas de 5 nm. A constante de ligação foi calculada a partir da 

inclinação e intersecção de gráficos de 1/F versus 1/[Lipidio], pelo método do duplo-

recíproco de acordo com a Equação 05: 

 

  
  

 

         
  

 

         
 

 

     
                (05) 

Onde F = F-F0 e Fmax = Fmax-F0; F, F0 e Fmax são a fluorescência na presença, na 

ausência e na concentração de saturação do lipídio, respectivamente. 
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Além deste parâmetro pode-se determinar, pela mesma técnica, a constante de 

partição (Kp) dos flavonóides em lipossomos. Kp é a razão entre concentrações de uma 

substância, em condições de equilíbrio, em um sistema bifásico constituído por uma fase 

orgânica e uma fase aquosa, ou seja, quanto maior for o seu valor, o fármaco será 

menos hidrofílico (menos polar). A constante de partição foi calculada a partir da 

inclinação e intersecção de gráficos de 1/F versus 1/[Lipidio], pelo método do duplo-

recíproco de acordo com a Equação 06: 

 

 

 
  

    

        
  

 

         
 

 

     
                                  (06) 

 

Onde F = F-F0 e Fmax = Fmax-F0; F, F0 e Fmax são a fluorescência na presença, na 

ausência e na concentração de saturação do lipidio, respectivamente; 55,6 mol/L é a 

concentração molar da água e Kp é a constante de partição. Comparando as Equações 

05 e 06, é possível simplificá-las pela Equação (Equação 07): 

  Kp = 55,6 x Kb                    (07) 

3.2.6. Cultura de Células 

 

Os mastócitos da linhagem RBL-2H3 (BARSUMIAN, ISERSKY et al., 1981) foram 

crescidos em monocamadas, em frascos de cultura de células, com capacidade para 250 

mL, em meio mínimo essencial (MEM) suplementado com 15% de soro fetal bovino e 50 

μg/mL de gentamicina, a 37 °C e 5% de CO2, por um período mínimo de 48 h. O sub-

cultivo celular foi realizado a cada 2 ou 3 dias, em garrafas de 25 ou 75 cm3 (Corning 

Incorp., Corning, NY, EUA) conforme descrito a seguir. As células foram tratadas com 5 

mL de tripsina-EDTA, por 5 minutos, a 37 °C, e lavadas com meio de cultura através de 

centrifugação por 5 min, a 25 °C, e 100 rpm (centrífuga Sorvall Legend, modelo Mach 

1.6R). O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em meio de cultura em 

uma concentração de 1x106 células/mL. 
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3.2.7. Ensaio direto para a quantificação da -hexosaminidase  

As células sensibilizadas e aderidas em micro placas foram lavadas com tampão 

de Tyrode e estimuladas por uma série de 150 L do antígeno seguido pela adição de 

150 L do substrato fluorimétrico para -hex (2,4 mM) e as microplacas incubadas por 90 

minutos, a 37 C. A liberação espontânea e a liberação total da -hex, foram 

determinadas para as células, em tampão (sem antígeno) e com 0,1% de Triton X-100, 

respectivamente. A atividade de -hex no sobrenadante foi quantificada por fluorescência 

em um leitor de fluorescência para micro placas com comprimentos de onda de excitação 

e emissão iguais a 360 e 450 nm, respectivamente.  

Para o teste sobre a atividade biológica dos flavonóides livres ou incorporados nos 

lipossomos, as células foram sensibilizadas conforme descrito acima, lavadas com 

tampão de Tyrode e pré-tratadas com diferentes concentrações (0,01 a 100 M) da 

mangiferina, quercetina, catequina, ácido gálico e ácido benzóico bem como em 

diferentes combinações destas substâncias, isoladas do extrato Vimang, por 15 minutos, 

antes do estímulo pelo antígeno. Após esse tempo, o ensaio foi conduzido como descrito 

acima. 

3.2.8. Viabilidade celular 

O ensaio foi conduzido utilizando o método modificado de Mosmann (MOSMANN, 

1983). As células foram ressuspensas na concentração de 8 x 104 células/mL e 250 µL 

da suspensão celular foi semeada na placa de cultura de 96 poços e incubadas durante 

toda a noite a 37C e 5% de CO2. Após este período, o meio foi removido e a placa foi 

lavada uma vez com 200 µL de PBS. Nos poços destinados ao branco e ao controle, 

adicionou-se 200 µL de MEM e nos poços reservados para o controle de morte, colocou-

se 200 µL de Triton X-100 (1%) preparado em MEM. Nos demais poços foram 

acrescentados 200 µL das diluições das substâncias naturais preparadas em MEM em 

várias concentrações (0,01 a 100 µM). Realizou-se uma nova incubação por 24 h a 37C 

e 5% de CO2. Posteriormente, o meio de cultura foi descartado e 200 µL de MEM foram 

adicionados nos poços do branco. Nos poços restantes foram colocados 20 µL de 
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brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) e 180 µL de MEM, 

seguindo-se incubação por 4 h a 37C e 5% de CO2. O sobrenadante foi, então, 

cuidadosamente removido e o produto insolúvel (cristais de formazan) foi dissolvido em 

DMSO. Após incubação por 4 h a densidade óptica foi monitorada em 570 nm usando 

um leitor de microplacas. A densidade óptica dos sais de formazan no controle não 

tratado serviu como um indicador de 100% de viabilidade celular, permitindo a obtenção 

dos gráficos de % viabilidade celular versus concentração da amostra teste pela 

Equação 08.  

 

 

 

 

 

3.2.9. Análise dos resultados 

 

Os valores para a enzima β-hexosaninidase liberada durante o ensaio biológico 

foram expressos como a porcentagem da β-hexosaminidase total (Equação 09), 

determinada pelas células destruídas em Triton-X 100. 

 

A liberação espontânea (controle) de -hexosaminidase foi medida para eliminar 

componentes não-específicos da desgranulação. A reação enzimática foi realizada na 

presença da solução Tyrode/BSA para eliminar as interferências causadas pela 

fluorescência do mesmo. A contribuição da amostra teste para a  liberação espontânea 

(controle) de -hex foi medida para eliminar componentes não-específicos da 

100min% x
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                 (09) 

 

(S) Amostra: DNP-BSA (+); ausência e presença da substância natural;  

(N) Normal: DNP-BSA (-); amostra teste (-), ausência de células; 

(T) Total: DNP-BSA (+); amostra teste (-); em Triton-X-100.  

%  iabilidade celular    
S  -  B

C  -  B
  x 100                               (08) 

 

(S) Amostra - célula (+), MTT (+), presença da substância natural; 

(B) Branco - célula (+), MTT (-); (C) Controle - célula (+), MTT (+). 
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desgranulação. A reação enzimática foi realizada na presença da solução Tyrode/BSA 

para eliminar as interferências causadas pela fluorescência do mesmo. A contribuição da 

amostra teste para a fluorescência foi avaliada e subtraída caso necessário. Os valores 

de CI50 foram determinados de curvas de porcentagem de -hex versus concentração da 

amostra testada. Cada teste foi conduzido em triplicata. 

 

3.2.10. Análise estatística 

 

 As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 

versão 3.0 para Windows empregando-se a análise de variância (ANOVA ONE-WAY), 

com pós-testes de Tukey ou Mann-Whitney, conforme indicado nas legendas das figuras. 

Valores de p < 0,05 e p<0,01 foram considerados significativos.  

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

PARTE I: INCORPORAÇÃO DA MANGIFERINA EM LIPOSSOMOS DE 

DIMIRISTOILFOSFATIDILCOLINA (DMPC) PARA APLICAÇÃO EM ENSAIOS 

BIOLÓGICOS 

 

4.1. Preparação e caracterização físico-química dos lipossomos de DMPC, 

preparados pelo método da injeção etanólica, na ausência e presença de 

mangiferina 

 

 A aplicação de lipossomos como sistemas carreadores de fármacos requer a 

avaliação prévia de parâmetros tais como tamanho das vesículas e eficiência de 

incorporação, pois estes influenciam diretamente no comportamento dos agregados em 

meio biológico (LASIC, 1998; LONDOÑO-LONDOÑO et al., 2010, LANDI-LIBRANDI et 

al., 2011). As técnicas de preparação, pH, força iônica, composição do lipossomo, tipo de 

lipídio empregado e quantidade do fármaco, respondem pelas propriedades físico-

químicas destes agregados, tais como tamanho e carga, os quais influenciam a 

estabilidade, a eficiência de incorporação e a interação com o meio biológico (VAN DICK 
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et al., 2000; LONDOÑO-LONDOÑO et al., 2010, LANDI-LIBRANDI et al., 2011; LÚCIO et 

al., 2010). Assim, na primeira parte deste trabalho serão apresentados e discutidos os 

resultados pertinentes aos parâmetros mencionados acima e como estes influenciam a 

incorporação de mangiferina em lipossomos de DMPC. O monitoramento de tais 

parâmetros requer a determinação de curvas de calibração e, consequentemente, de 

eficiências de incorporação, bem como o monitoramento de potenciais zeta e índices de 

polidispersividade dos agregados para a avaliação da estabilidade e homogeneidade da 

suspensão lipossomal. 

 
4.1.1. Determinação das curvas de calibração da mangiferina em diferentes 

pHs. 

 

As curvas de calibração da mangiferina foram determinadas, nos diferentes pHs 

estudados (pHs 2; 4; 7,4; 10 e 12) com a finalidade de obtenção do coeficiente de 

absortividade molar (ε) e determinação da concentração de mangiferina incorporada nos 

lipossomos. As Figuras 12-A a 16-A mostram os espectros de absorção bem como as 

curvas de calibração da mangiferina nos diferentes pHs.  

As Figuras 12-A e 13-A mostram os espectros de absorção da mangiferina em 

pHs 2 e 4, respectivamente. A banda em 317 nm, está relacionada à transições do tipo n 

   no anel aromático enquanto a banda em 365 nm é atribuída à transferência de 

carga intramolecular, como descrito por GÓMEZ-ZALETA et al., 2006. Para estes pHs 

ácidos não há mudança significativa nos espectros de absorção.  

Em pH 7,4 observa-se redução da banda em 317 nm e aumento da banda em 365 

nm (Figura 14-A) ao passo que em pHs 10 e 12, observa-se o aparecimento de um 

ombro em aproximadamente 340 nm bem como o deslocamento batocrômico da banda 

de 365 nm para 380 nm (Figuras 15-A e 16-A, respectivamente). Essa mudança no 

comportamento dos espectros de absorção é explicada pelas diferentes formas 

assumidas pela mangiferina em função do pH, como mostra o equilíbrio de dissociação 

no Esquema 01.  
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Para as soluções ácidas empregadas neste estudo, ou seja, nos pHs 2 e 4, a 

mangiferina está na sua forma neutra, uma vez que o primeiro pka do fármaco é igual a 

6,52 (GOLDSBY, 2002; GÓMEZ-ZALETA et al., 2006). Em pH 7,4, a mangiferina está 

parcialmente na forma monoaniônica (pka2 = 7,97) com uma carga negativa no carbono 

4’ e, finalmente, nos pHs 10 e 12 a mesma encontra-se totalmente dissociada (pka3 = 

9,44). As diferentes formas assumidas pela mangiferina, em decorrência da mudança de 

pH, levam à alterações tanto nos espectros de absorção como nos coeficientes de 

absortividade molar, cujos valores estão relacionados na Tabela 01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 01. Estrutura da mangiferina e valores de pka para as constantes de 

dissociação ácida (GOLDSBY, 2002). 
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Figura 12. Espectro de absorção (A) e curva de calibração (B) da mangiferina em 

tampão acetato, pH 2,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento de 

onda de absorção da mangiferina obtido em 365 nm. 
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Figura 13. Espectro de absorção (A) e curva de calibração (B) da mangiferina em 

tampão fosfato, pH 4,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento 

de onda de absorção da mangiferina obtido em 365 nm. 
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Figura 14. Espectro de absorção (A) e curva de calibração (B) da mangiferina em 

tampão de Tyrode, pH 7,4, obtidos de resultados em duplicata. 

Comprimento de onda de absorção da mangiferina obtido em 365 nm. 
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Figura 15. Espectro de absorção (A) e curva de calibração (B) da mangiferina em 

tampão borato, pH 10,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento 

de onda de absorção da mangiferina obtido em 365 nm. 
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Figura 16. Espectro de absorção (A) e curva de calibração (B) da mangiferina em 

tampão borato, pH 12,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento 

de onda de absorção da mangiferina obtido em 365 nm. 
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Os valores dos coeficientes de absortividade molar (ε) da mangiferina variam em 

função do pH empregado, como mostra a Tabela 01, o que justifica a cuidadosa 

determinação deste parâmetro para a aplicação nos estudos de eficiência de 

incorporação. Independente do pH, os coeficientes de absortividade molar obtidos para a 

mangiferina são maiores do que 103 M-1cm-1, característicos de transições eletrônicas do 

tipo  - * (  -  = 1000 a 10000 M-1cm-1) (SKOOG e LEARY, 1992) 

 

4.1.2. Eficiências de incorporação (EI) da mangiferina em lipossomos de 

DMPC, preparados pelo método da injeção etanólica, determinadas nos pHs de 

interesse 

 

A determinação da eficiência de incorporação de bioativos em lipossomos é 

fundamental para as aplicações destes agregados nos ensaios biológicos pretendidos. 

No caso da mangiferina, este parâmetro deve ser cuidadosamente explorado uma vez 

que não há na literatura nenhum estudo sobre a incorporação deste bioativo em 

agregados lipossomais.  

Tabela 01. Coeficientes de absortividade molar (ε) da mangiferina, em diferentes 

pHs, obtidos no comprimento de onda de 365 nm, na temperatura 

ambiente 

 

 (ε)365, M
-1cm-1 

pH 2 12440 ± 302 

pH 4 10910 ± 143 

pH 7,4 10810 ± 305 

pH 10 18480 ± 211 

pH 12 6760 ± 153 
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Embora os ensaios de atividade biológica sejam coduzidos em pH fisiológico, 

outros pHs, incluindo pHs ácidos, foram investigados com base em três fatores 

principais: 1) A mangiferina é um ácido fraco cujo comportamento varia em função do pH, 

como já mencionado; 2) Sítios inflamatórios crônicos e tumores de animais glicêmicos 

tem pHs ácidos (FARR et al. 1985; JAHDE e RAJEWSKI, 1982) e 3) Alguns alimentos 

tais como cremes de baixo teor de gordura, que podem conter lipossomos, são 

processados em pHs ácidos (GORDON et al., 1998).  

Os métodos empregados na determinação da eficiência de incorporação estão 

relacionados com a separação do fármaco encapsulado daquele não encapsulado. Os 

procedimentos adotados para isso incluem cromatografia por exclusão de tamanho 

(FATOUROS et al., 2001), diálise, filtração ou centrifugação (FALLON et al., 2006), 

sendo este último adotado no presente estudo.  

Após a preparação da solução lipossomal, esta é dividida em duas partes: a 

primeira parte não é ultracentrifugada (semUC) e detém a concentração total da 

mangiferina adicionada à solução e a segunda parte é ultracentrifugada (UC) e contém 

somente a mangiferina incorporada no lipossomo. Para esta ultima, é desprezado o 

sobrenadante e o filme ressuspendido na solução tampão de interesse (acetato, fosfato, 

Tyrode ou borato). 

Após a ruptura dos lipossomos (UC e semUC) pela adição de etanol, os espectros 

de absorção são monitorados e os valores de absorção nos comprimentos de onda de 

365 nm são medidos a fim de determinar a eficiência de incorporação. Para o pH 12 não 

foi possível obter esse parâmetro uma vez que a amostra tornou-se turva pela adição de 

etanol, e devido à esta ocorrência, o pH 12 foi descartado deste estudo.  

As Figuras 17 (A – D) mostram os espectros de absorção dos lipossomos de 

DMPC, contendo mangiferina, em amostras ultracentrifugadas (UC) e sem 

ultracentrifugar (semUC), nos pHs 2, 4, 7,4 e 10, respectivamente. Os valores de 

absorção para as soluções ultracentrifugadas (UC) e sem ultracentrifugar (semUC), 

medidos nos comprimentos de onda de 365 nm, bem como as respectivas eficiências de 
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incorporação (EI) da mangiferina em lipossomos de DMPC, estão relacionados na 

Tabela 02. 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 
Figura 17. Espectros de absorção da mangiferina em tampão acetato, pH 2,0 (A), 

tampão fosfato, pH 4,0 (B), tampão de Tyrode, pH 7,4 (C) e tampão 

borato, pH 10 (D), obtidos de resultados em duplicata; pkas da 

mangiferina: pka1=6,52; pka2=7,97; pka3=9,44; pka4=12,10. 
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Tabela 02. Absorbância da mangiferina obtida para soluções centrifugadas (UC) e não 

centrifugadas (semUC), e eficiência de incorporação (EI) do fármaco nos 

lipossomos de DMPC, obtidos em diferentes pHs. 

 365 nM EI, % 

pH semUC UC  

2 0,302 0,095 32  2 

4 0,315 0,111 35  1 

7,4 0,221 0,028 13  2 

10 0,481 0,006 1,8  0,5 

 

Os resultados na Tabela 02 evidenciam a forte influência do pH na incorporação do 

bioativo. As maiores eficiências de incorporação foram observadas para as soluções com 

pHs ácidos (pHs 2 e 4) uma vez que a mangiferina está na forma neutra, mais 

hidrofóbica, com maior afinidade pelo lipossomo. No pH fisiológico, 76% do fármaco está 

na forma hidrofílica com maior solubilidade e menor afinidade pela bicamada lipídica. No 

pH 10, a mangiferina encontra-se totalmente ionizada (pka3=9,4) o que reduz 

consideravelmente a afinidade pelo lipossomo em função de sua maior solubilidade. 

Além disso, conforme aumenta o pH, os íons H+ vão se dissociando da parte colina das 

cabeças de grupo do fofosfolipídio (Figura 18), em particular do grupo fosfato, e, com 

isso, em pHs alcalinos, os lipossomos passam a apresentar um potencial de superfície 

negativo (FALLON et al., 2006). Esse comportamento é observado principalmente em 

soluções alcalinas com pHs próximos do pka do fosfolipídio (pka = 11,25) e justifica a 

baixa eficiência de incorporação da mangiferina, pela ocorrência de repulsão eletrostática 

entre o fármaco dissociado e o lipossomo.  

 

Figura 18. Estrutura do lipídio dimiristoil-L--fosfatidilcolina (DMPC). 
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No entanto, não é apenas a solubilidade que deve ser considerada nos estudos 

sobre a eficiência de incorporação de fármacos em lipossomos. A conformação do 

flavonóide tem um papel fundamental na afinidade de um fármaco pela bicamada lipidica 

e nas perturbações que estes causam na membrana lipossomal.  

Van Dick e colaboradores (2000) estudaram a hidrofobicidade relativa e a afinidade 

de flavonóides por membranas artificiais usando lipossomos como modelo biomimético e  

observaram, como esperado, que a hidrofobicidade relativa de flavonóides diminui com o 

aumento da hidroxilação. Comparando a estrutura das flavonas, crisina, apigenina e 

luteolina, com as flavanonas, estruturalmente análogas, pinocembrina, naringenina e 

eridioctiol, na Figura 19, é evidente, para ambas as classes, que há redução da 

hidrofobicidade em função do aumento no número de grupos hidroxila. No entanto, para 

as flavonas e flavanonas com o mesmo grau de hidroxilação, Van Dick e colaboradores 

(2000) determinaram que as primeiras são um pouco mais hidrofóbicas do que as 

ultimas; possivelmente devido às diferenças em suas configurações tridimensionais (VAN 

DICK et al., 2000).  
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Figura 19. Exemplos de flavonóides das sub-classes flavonas e flavanonas. 
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Estudos realizados por Glusker e Rossi (1986) mostraram, por análise de raios-X, 

que o flavonóide quercetina (Esquema 02) é 

planar, o que explica sua alta afinidade pela 

membrana biológica (LANDI-LIBRANDI et al., 

2011). Em contrapartida a naringenina (Figura 20), 

com estrutura similar à quercetina e carente de 

dupla ligação entre os carbonos 2 e 3 (Esquema 

02), sustenta seu grupo fenil exocíclico extensivamente torcido para fora do plano da 

molécula. Essa diferença conformacional, associada à influência do pH na dissociação 

dos grupos hidroxila, pode explicar as diferenças na incorporação dos flavonóides e 

justificar a baixa eficiência de incorporação da mangiferina, mesmo em pHs ácidos, nos 

quais a molécula está em sua forma neutra, mais hidrofóbica e menos solúvel. Quando 

são comparadas flavanonas e flavonóis (Esquema 03) observa-se que as flavanonas 

são mais hidrofóbicas do que os flavonóis. Porém, segundo van Dick e colaboradores 

(2000), a afinidade dos últimos (mais hidrofílicos) por lipossomos de dioleoil-

fosfatidilcolina (DOPC) é substancialmente maior do que a afinidade de flavanonas (mais 

hidrofóbicas). A diferença nos valores de constantes de dissociação entre os flavonóis e 

flavanonas (Esquema 03) estudados por Van Dick e colaboradores (2000) foi de, pelo 

menos, uma ordem de grandeza. Portanto, é evidente que a conformação planar dos 

flavonóis (GLUSKER & ROSSI, 1986) ao contrário da configuração torcida das 

flavanonas, favorece a intercalação dos primeiros nas estruturas organizadas da 

membrana lipossomal. 
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A priori, nossa interpretação para a baixa incorporação da mangiferina em 

lipossomos de DMPC foi em funcão de uma estrutura mais hidrofílica devido à presença 

de um grupo glicosídico na estrutura da molécula (vide Esquema 01). No entanto, para 

flavonóides tais como naringenina e eriodictiol, a glicosilação (linha tracejada vermelha – 

Esquema 04), resultou em maior afinidade pelo lipossomo quando comparadas às 

correspondentes agliconas (VAN DICK et al., 2000). Esse resultado foi explicado por um 

decréscimo na torção entre o anel fenil e o resto da estrutura favorecendo uma 

conformação mais planar e maior afinidade pela membrana. 
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Esquema 04. Estrutura glicosilada da naringenina e eridioctiol. 

A estrutura química dos flavonóides, de um modo geral, sugere afinidade por 

ambientes de baixa polaridade, como lipossomos, uma vez que estes compostos naturais 

possuem caráter anfifílico com uma porção aromática (hidrofóbica) e a presença de 

grupos hidroxila os quais conferem afinidade por ambientes polares. Estudos recentes 

mostraram que o aumento no pH favorece o caráter hidrofílico dos flavonóides e sugerem 

a interação destes com a interface da membrana (OTEIZA et al., 2005; OLLILA et al., 

2002; PAWLIKOWSKA-PAWLEGA et al., 2007). 

No caso da mangiferina, sua baixa solubilidade em água, bem como a alta 

constante de incorporação em ciclodextrinas, investigadas em nosso grupo, corrobora 

com a hipótese de que a baixa eficiência de incorporação em lipossomos se deve, 

provavelmente, à sua forma conformacional a qual dificulta a intercalação em 

membranas fosfolipídicas de DPMC ou, ainda, à dificuldade de incorporação em função 

do pequeno tamanho dos lipossomos preparados pelo método da injeção etanólica. 
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O equilíbrio de desprotonação da mangiferina ilustrado no Esquema 01 pode, 

também, explicar a baixa eficiência de incorporação deste bioativo em lipossomos de 

DMPC. Em soluções de pHs ácidos, abaixo do primeiro pka (pka1= 6,52), espera-se que 

a porção xantona da mangiferina, mais hidrofóbica, esteja intercalada na bicamada 

lipídica com o grupo glicosídico exposto para a fase aquosa. Em solução de pH 

fisiológico, próximo do segundo pka (pka2=7,97), a maior parte das moléculas estão na 

forma aniônica com uma carga negativa no carbono 4’ o que dificulta a intercalação nos 

lipossomos. Quando se trata da incorporação de fármacos nas formas hidrofílicas 

espera-se que estes estejam incorporados no compartimento aquoso destes agregados 

ou associados à região da cabeça de grupo da bicamada, como já mencionado, um 

evento infuenciado pela forma de preparação e tamanho lipossomal (LASIC, 1998, 

FRÉZARD et al., 2005; BARENHOLZ, et al., 2011).  

Como um dos objetivos deste estudo é melhorar a solubilidade e biodisponibilidade 

da mangiferina em ensaios de atividade anti-alérgica, é fundamental que haja um esforço 

no sentido de otimizar o sistema lipossomal idealizado para esse fim.  

É importante ressaltar, como já mencionado, que a mangiferina é um flavonóide 

com várias propriedades biológicas, entre elas as atividades antioxidante, anti-

inflamatória, anti-diabética, antimicrobial e antitumoral (WAUTHOZ et al., 2007) as quais 

estão, certamente, relacionadas com a sua capacidade de interagir com a membrana 

biológica, seja na forma glicosilada (presença do glicosídeo) ou aglicona (ausência do 

glicosídeo). Assim, é provável que modificações na composição da bicamada lipídica, 

tais como inserção de colesterol ou lipídios iônicos, possa favorecer o processo de 

incorporação do fármaco em função de modificações no empacotamento dos fosfolipídios 

(HALLING et al., 2008; CASTELLI et al.,1991). No caso do colesterol, por exemplo, este 

possui a propriedade de perturbar a membrana biológica formando espaços entre as 

cadeias lipidicas de forma a permitir uma melhor acomodação de moléculas tais como os 

flavonóides (LANDI-LIBRANDI et al., 2011); e tal perturbação depende do tipo de 

colesterol empregado (HALLING et al., 2008).  

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DBarenholz,%2520Yechezkel%26authorID%3D34771144100%26md5%3D8550e63c699aa0ac923cb61c68655b8d&_acct=C000049650&_version=1&_userid=5674931&md5=7c80864247589cf1fed93b364cc9d057
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Estudos realizados com a quercetina mostraram que a incorporação deste fármaco 

diminui a temperatura de transição de fases (Tm) de lipossomos de 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e aumenta a Tm de lipossomos de fosfatidilcolina (PC) o 

que corrobora com o fato de que os lipídios interagem de forma diferente com o bioativo 

(PAWLIKOWSKA-PAWLEGA et al., 2007). 

Além da composição lipídica, outros fatores podem influenciar a incorporação de 

fármacos em lipossomos; entre eles pode-se citar o método de preparação, o qual pode 

levar à formação de lipossomos unilamelares ou multilamelares de diferentes tamanhos 

(FALLON et al., 2006; LANDI-LIBRANDI et al., 2011), e a proporção fármaco:lipídio a 

qual pode influenciar a formação e a estabilidade da bicamada (GILLET et al., 2009). 

Como a eficiência de incorporação da mangiferina em lipossomos de DMPC propostos 

para este estudo foi baixa, outras alternativas tais como inserção de colesterol na 

preparação do lipossomo e variação na proporção fármaco:lipídio foram igualmente 

estudadas.  

 

4.1.2.1. Influência de colesterol na eficiência de incorporação da mangiferina 

em lipossomos de DMPC preparados pelo método da injeção etanólica 

 

A membrana plasmática é constituída por uma dupla camada lipídica e proteínas, 

além da presença de moléculas de colesterol. Por possuir características lipofílicas, o 

colesterol (Figura 20) orienta-se na bicamada lipidica entre as moléculas de fosfolipídio 

mantendo o grupo hidroxila dirigido para a fase aquosa e o anel tricíclico incorporado 

entre os carbonos das cadeias alquílicas, resultando em um efeito de empacotamento 

de moléculas na bicamada (HATTORI et al., 2005; SULKOWSKI et al., 2006). Além 

disso, o colesterol pode afetar a fluidez da membrana lipídica de duas formas; na fase 

líquido-cristalina, ele causa redução na mobilidade das cadeias hidrocarbônicas dos 

fosfolipídios levando à rigidez da bicamada. Em contrapartida, na fase gel, mais rígida, 

ele causa aumento da mobilidade dos lipídios com consequente alteração na 

temperatura de transição de fases e aumento na fluidez da membrana. Por esse motivo, 

esse esteróide tem sido amplamente empregado na preparação de lipossomos visando  
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melhorar as características de incorporação e a estabilidade da bicamada (SULKOWSKI 

et al. 2006; LEHNINGHER et al., 2000).  

 

Assim, neste estudo, foram preparados lipossomos de DMPC:colesterol a fim de 

analisar a influência deste último na eficiência de incorporação da mangiferina. Foram 

determinadas a eficiência de incorporação da mangiferina em diferentes proporções de 

DMPC:colesterol (1:0, 1:1, 2:1, 3:1, 5:1 e 9:1) de acordo com o método descrito no ítem 

3.2.1.1.  

A Figura 21 mostra os espectros de absorção dos lipossomos contendo a 

mangiferina, em diversas proporções de DMPC:colesterol, preparados em tampão de 

Tyrode, pH 7,4. Os valores de eficiência de incorporação dos fármacos incorporados em 

lipossomos, nas diferentes concentrações de colesterol, estão relacionados na Tabela 

03. 
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Figura 20. Estrutura química do colesterol 
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Figura 21. Espectros de absorção da mangiferina em lipossomos preparados por 

diferentes proporções de DMPC:colesterol, em tampão de Tyrode, pH 

7,4. Soluções lipossomais sem ultracentrifugar (sem UC) e 

ultracentrifugadas (UC) são representadas pelas linhas vermelhas e 

pretas, respectivamente.  
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Os resultados na Tabela 03 mostram que a eficiência de incorporação da 

mangiferina diminui com o aumento da proporção de colesterol. Este resultado pode 

estar ocorrendo em função de uma competição entre o flavonóide e o colesterol no 

arranjo das moléculas durante a formação da vesícula lipossomal, dificultando assim a 

incorporação do flavonóide no lipossomo. Além disso, o colesterol pode ter um 

comportamento inverso ao esperado, ou seja, em maior proporção pode aumentar a 

rigidez da membrana lipossomal na fase cristalina e com isso dificultar a incorporação do 

fármaco. Resultados semelhantes foram obtidos quando propanolol, um fármaco 

lipofílico, e nistatina, um antibiótico anfipático, foram incorporados respectivamente em 

lipossomos preparados de DMPC:colesterol e DPPC:colesterol (BETAGERI e 

PARSONS, 1992; MORIBE et al., 1999).  

Quando são comparadas as eficiências de incorporação da mangiferina em 

lipossomos contendo apenas DMPC (EI = 13 %) com lipossomos contendo 

DMPC:colesterol 9:1 (EI = 17 %) observa-se que em lipossomos contendo baixa 

proporção de colesterol (9:1) a eficiência de incorporação é um pouco maior sugerindo, 

para este caso, aumento da fluidez lipossomal e influência positiva do colesterol na 

incorporação da mangiferina em lipossomos de DMPC. 

Tabela 03. Absorbância da mangiferina obtida para soluções centrifugadas (UC) e sem 

ultracentrifugar (sem UC) e eficiência de incorporação (EI) do fármaco em 

lipossomos de DMPC:colesterol preparados em tampão de Tyrode, pH 7,4. 

 

DMPC:col 365 nM EI, % 

 UC Sem UC  

1:0 0,023 0,216 13  2 

2:1 0,023 0,475 5  1 

3:1 0,067 0,473 16  2 

5:1 0,054 0,444 12  2 

9:1 0,067 0,462 17  2 
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4.1.2.2. Influência da proporção fármaco:lipídio na eficiência de incorporação 

da mangiferina em lipossomos de DMPC, preparados pelo método da injeção 

etanólica. 

 

A proporção fármaco:lipídio tem sido investigada para diferentes fármacos e 

composições lipídicas tendo em vista a importância desse parâmetro não somente para o 

desenvolvimento de uma formulação farmacêutica mas também para a otimização da 

eficiência de incorporação e conhecimento sobre o comportamento lipossomal 

(FRÉZARD et al., 2005; JOHNSTON et al., 2008). Segundo Frézard (2005) a relação 

fármaco:lipídio dever ser maximizada, visto que esta determina a quantidade de lipídio a 

ser ministrada ao paciente; quanto menor for a quantidade de lipídio veiculada, menores 

serão os riscos decorrentes de efeitos colaterais associados aos mesmos (FRÉZARD et 

al., 2005). Johnston e colaboradores (2008) avaliaram a influência da razão 

fármaco:lipídio na integridade de lipossomos de DSPC:colesterol e nas propriedades de 

liberação de doxorubicina. Foram observadas distorções morfológicas das vesículas e 

redução na eficiência de incorporação do fármaco com o aumento da razão 

fármaco:lipídio (JOHNSTON et al., 2008). 

Neste estudo, a razão fármaco:lipídio foi avaliada em pH ácido (pH 2) por ser o pH 

com maior eficiência de incorporação da mangiferina em lipossomos de DMPC 

preparados pelo método da injeção etanólica. Os resultados na Tabela 04 mostram que 

a eficiência de incorporação diminui com a redução da mangiferina na composição 

lipídica; assim, os estudos subsequentes, realizados em tampão fisiológico, foram 

conduzidos utilizando a maior proporção mangiferina:DMPC (25:100). As propriedades 

físico-químicas dos lipossomos nas diferentes proporções mangiferina:DMPC não foram 

investigadas nesta etapa. 
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4.2. Determinação do coeficiente de partição (logP) da mangiferina em 

lipossomos de DMPC:colesterol (9:1), preparados pelo método da injeção etanólica  

 

Os efeitos biológicos de um fármaco, in vivo, dependem de sua absorção e 

distribuição para os tecidos via circulação sistêmica. Na ausência de sistemas de 

transporte ativo, o fármaco deve difundir passivamente através das membranas 

biológicas, não somente para absorção no intestino, mas também para entrar nas células 

e tecidos da circulação sistêmica (ROTWELL et al., 2005). 

O transporte e distribuição de fármacos através de membranas biológicas depende 

substancialmente de sua lipofilicidade a qual pode ser expressa pelo coeficiente de 

partição (logP), um parâmetro que relaciona a partição de um soluto entre as fases polar 

e apolar.  

O coeficiente de partição é usualmente medido pela distribuição de um bioativo em 

um sistema bifásico, tal como octanol-água, o qual simula respectivamente a membrana 

e a fase aquosa. No entanto, vários estudos de fármacos tem demonstrado que sistemas 

lipossomo-água são modelos mais apropriados para predizer o log P de compostos, uma 

vez que os lipossomos mimetizam o núcleo hidrofóbico e a superfície polar carregada de 

fosfolipídios presentes em biomembranas (SEYDEL e WISE, 2002; FERREIRA et al., 

2003). Somente moléculas de lipofilicidade apropriada podem difundir-se através da 

Tabela 04. Absorbâncias obtidas para a mangiferina em soluções centrifugadas (UC) e 

sem ultracentrifugar (semUC), e eficiência de incorporação (EI) do flavonóide 

em lipossomos de DMPC preparados em diferentes proporções 

fármaco:lípídio, em tampão acetato, pH 2. 

 

pH 2 365 nM  

Razão 
fármaco:lipídio 

UC semUC EI, % 

25:100 0,095 0,302 32 

7:100 0,022 0,278 8 

2,5:100 0,011 0,265 3 
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membrana fosfolipídica; aquelas muito hidrofílicas estão indisponíveis para o interior 

celular e aquelas muito hidrofóbicas são incapazes de reagir em meio aquoso. Portanto, 

a bioatividade de compostos, naturais ou sintéticos, depende do balanço entre 

hidrofobicidade e hidrofilicidade determinado pelo coeficiente de partição (BRITTES et 

al., 2010; LIAO et al., 2000; SANTOS et al., 2003). Assim, estudos que visam a interação 

de compostos com modelos de membrana biológica, ou a aplicação de tais sistemas, 

requerem a determinação de constantes de ligação (Kb) e coeficientes de partição (logP).  

Uma série de trabalhos sobre técnicas de determinação de coeficientes de partição 

tem sido descritos com ênfase em problemas toxicológicos, farmacêuticos, alimentares e 

ambientais (SANTOS et al., 2003). Entre as técnicas utilizadas, a espectroscopia de 

fluorescência está entre as mais sensíveis sendo que concentrações muito baixas de 

soluto podem ser empregadas, levando a pequenas perturbações na membrana.  

Neste trabalho, uma análise quantitativa da associação da mangiferina aos 

lipossomos pôde ser feita através da determinação de constantes de ligação (Kb) e de 

partição (Kp) do fármaco aos lipossomos de DMPC. Esta análise foi viabilizada pela 

fluorescência da mangiferina cujo comportamento varia em função de sua associação 

com as bicamadas lipídicas. A Figura 22 mostra os espectros de emissão de 

fluorescência da mangiferina em lipossomos de DMPC:colesterol (9:1) preparados em 

tampão de Tyrode, pelo método da injeção etanólica. Foi observado um aumento 

considerável da fluorescência, com um pequeno deslocamento para o vermelho, 

conforme foi aumentada a concentração de lipossomos. Este aumento de fluorescência, 

acompanhado de um deslocamento batocrômico, caracteriza mudança de polaridade do 

meio no qual o fármaco se encontra associado, mostrando a associação do mesmo com 

os agregados lipossomais (LAKOWICZ, 2006). 
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Figura 22. (A) Espectro de fluorescência da mangiferina em diferentes concentrações (0 

a 0,33 M) de lipossomos de DMPC:colesterol (9:1), preparados em tampão 

de Tyrode; (B) Gráfico de 1/F versus 1/[DMPC] para a mangiferina em 

soluções de DMPC:colesterol (9:1). A regressão linear em altas 

concentrações de lipossomos permite a determinação da constante de 

ligação (Kb) e de partição (Kp).  
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Os valores das constantes de ligação (Kb) e de partição (Kp) foram determinados 

através do método do duplo recíproco de acordo com as Equações 05, 06 e 07 

(SANTOS et al., 2003). O valor de Kb obtido para a mangiferina foi igual a 132 mM-1; 

porém, não existe nenhum dado na literatura, para a mangiferina incorporada em 

lipossomos, que possa ser usado como referência neste trabalho. A partir do valor de Kb 

(132 M-1), foi obtido o valor de KP igual a 7,34 e finalmente o valor do log P igual a 0,86, 

sendo este ultimo consistente com resultados obtidos por Rothwell e colaboradores 

(2005) os quais determinaram, para flavonóides glicosilados, valores de log P na faixa de 

0,32 a 0,98. Segundo estudo realizado por esses autores, os valores de log P para 

genisteína, quercetina e daidzeína, respectivamente iguais a 3,04, 1,82 e 2,51 foram 

reduzidos para 0,97, 0,76 e 0,32, respectivamente, quando monoglicosídeos foram 

introduzidos em suas moléculas (ROTHWELL et al., 2005). Constatou-se que as forças 

intramoleculares que dão origem à hidrofobicidade conferida pela adição de um 

glicosídeo são mais influentes no log P do que aquelas criadas por grupos OH 

substituídos nos anéis do flavonóide. A contribuição de um flavonóide aglicona para o log 

P torna-se insignificante quando ligado à uma glicose. Por exemplo, como citado acima, 

quercetina-3-glicosídeo e genisteína-7-glicosídeo possuem valores de log P similares 

(0,76 e 0,97) apesar de uma grande diferença entre as respectivas agliconas quercetina 

e genisteína (1,82 e 2,51). 

A capacidade de um flavonóide difundir através da membrana plasmática não pode 

se considerada similar para todos os flavonóies dadas as variações em suas estruturas e 

propriedades físico-químicas. No entanto, valores muito baixos para o log P obtidos para 

os diferentes glicosídeos estudados por Rothwell e colaboradores (2005), bem como o 

baixo valor obtido para a mangiferina em nossos estudos, evidenciam a dificuldade 

destes compostos em serem absorvidos pelo intestino via difusão passiva. Estudos 

recentes sugerem que glicosídeos ingeridos não são encontrados dentro de células 

epiteliais do intestino (DAY, GEE et al., 2003) ou no plasma de sangue humano 

(SESINK,  O’LEARY,  et al., 2001) e que a hidrólise é um pré-requisito para a difusão. Os 

glicosídeos ingeridos devem sofrer hidrólise enzimática pelas lactases e β-
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hexosaminidases no trato gastorintestinal, clivando a ligação glicosídica e liberando a 

aglicona para difundir-se passivamente através da membrana celular (DAY, CANADA, et 

al., 2000). Portanto, espera-se que a mangiferina, com baixo log P (igual a 0,86), não 

tenha habilidade para atravessar a membrana biológica. É provável que esse flavonóide 

seja carreado pelo lipossomo, associado à interface apolar-polar, e que sua ação no sítio 

alvo seja dependente de hidrólise prévia. 

 

4.3. Estudo da estabilidade dos lipossomos preparados pelo método da 

injeção etanólica: determinação do Potencial Zeta (ζ), tamanho de partícula e Índice 

de polidispersividade.  

 

4.3.1. Influência do pH 

 

A estabilidade dos lipossomos de DMPC empregados neste estudo, foi avaliada em 

função do tempo (máximo de uma semana) através de medidas do potencial zeta, 

tamanho de partícula e índice de polidispersividade. Os resultados na Tabelas 05 

mostram agregados lipossomais polidispersos com índice de polidispersividade (PdI) 

maiores do que 0,3. Em função desse comportamento polidisperso, os valores de 

tamanho lipossomal foram representados como a média de duas populações diferentes 

(vide picos 1 e 2). Nota-se que os lipossomos maiores são aqueles que aparecem em 

maior porcentagem com valores que ultrapassam 70 % (maioria no pico 1). Nossos 

dados mostram que, em pH 2 e ausência de mangiferina, os lipossomos são estáveis até 

o terceiro dia de preparação, a partir do qual aumentam de tamanho caracterizando um 

processo de agregação e, portanto, baixa estabilidade. Na presença da mangiferina, os 

lipossomo aumentam um pouco de tamanho em relação aos lipossomos vazios, o que 

sugere alguma influência do flavonóide nas características estruturais da bicamada 

lipídica. Nota-se que a porcentagem das populações dos picos 1 e 2 se mantem 

praticamente constantes quando comparados lipossomos vazios e contendo a 

mangiferina. No entanto para lipossomos contendo a mangiferina, após 96 hs de 
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preparação, observa-se a formação de agregados maiores, da ordem de micrometros 

(µm), sugerindo que a mangiferina, neste pH, diminui a estabilidade dos lipossomos e 

favorece o processo de agregação dos mesmos. 

Os resultados em pH 4 são semelhantes àqueles observados em pH 2. No entanto, 

não foi observado aumento de agregação após 96 hs de preparação o que sugere maior 

estabilidade em relação ao pH 2. Ressalta-se , ainda, o fato de que não houve um 

aumento significativo de tamanho do lipossomo para a mangiferina incorporada, o que 

sugere menor interação da mangiferina com o lipossomo. Esse comportamento foi 

surpreendente pois no pH 4, assim como no pH 2, a mangiferina está na sua forma 

neutra e esperávamos um comportamento semelhante entre ambos.  

Em pH fisiológico, pH 7,4, praticamente não há variação no tamanho do lipossomo. 

Nota-se, nesse caso, que os lipossomos vazios aumentam de tamanho após 96 hs de 

preparação como observado para os pHs 2 e 4; no entanto, na presença de mangiferina 

o aumento de tamanho começa a se manifestar após 72 hs de preparação e atinge um 

valor da ordem de µm após 96 hs. Esse resultado reforça a hipótese de que a 

mangiferina interage com os lipossomos e perturba a bicamada lipídica, levando à um 

processo de agregação das vesículas lipossomais. 

Estudos de espectroscopia de fluorescência mostraram que moléculas de 

flavonóides interagem com os lipossomos e se localizam na região hidrofóbica ou na 

interface polar da membrana dependendo dos grupos hidroxila e das ligações de 

hidrogênio (KLYNENCKO et al., 2008). Tais interações perturbam a bicamada lipídica em 

proporções que dependem de vários fatores, tais como a estrutura do flavonóide, tipo de 

lipídio, força iônica, presença de aditivos, entre outros.  

Saija e colaboradores (1995) mostraram que o flavonóide quercetina perturba a 

membrana e altera a temperatura de transição de fases de lipossomos de DPPC; por 

outro lado, a rutina, que é o glicosídeo correspondente, não causa nenhuma mudança 

mensurável na transição de fases desse lipídio. Lehtonen e colaboradores (1996) 

mostraram, por turbidimetria, que o flavonóide daidzeina induz a agregação de 

lipossomos e esse efeito depende do tipo de lipídio usado na preparação dos lipossomos 
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(LEHTONEN, et al., 1996). Segundo esses autores, a agregação é causada pela 

diminuição na hidratação da superfície da membrana, pela presença do flavonóide. Essa 

observação nos leva a supor que um comportamento semelhante pode estar ocorrendo 

no caso da mangiferina cuja interação com o lipossomo, em pH 7,4, deve ocorrer na 

região da cabeça de grupo do lipídio. No entanto, a constatação dessas suposiçõs 

depende de experimentos baseados em técnicas tais como EPR (elétron spin 

ressonância), supressão de fluorescência ou polarização de fluorescência as quais 

fornecem suporte para a interpretação do efeito de fármacos sobre a fluidez e ordem da 

membrana lipidica, bem como sua localização. 

Em pHs alcalinos, iguais a 10 e 12, os lipossomos são estáveis durante o período 

de 96 hs; mas, em contrapartida, não interagem com a mangiferina e porisso não foram 

mostrados. Para todos os pHs estudados, foi observado que, até o terceiro dia de 

preparação não há descaracterização dos lipossomos cujos tamanhos se mantem entre 

200 a 1000 nm, ou seja, na faixa de tamanho de LUVs. 
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Tabela 05. Tamanho de partícula e Índice de polidispersividade (PdI) de lipossomos de DMPC preparados na ausência e presença de 

mangiferina (Mgf) em pHs 2, 4 e 7,4. 

pH 4 PdI DMPC 
Tamanho 

DMPC 
PICO 1 %PICO 1 PICO 2 %PICO 2 

PdI 
DMPC+Mgf 

Tamanho 
DMPC+Mgf 

PICO 1 %PICO 1 PICO 2 %PICO 2 

0 0,250±0,03 112±35 144±8 100± - - 0,551±0,09 210±69 252±253 56±6 100±60 32±18 

24 0,317±0,04 177±66 267±101 88±2 54,7±18 11±2 0,303±0,04 130±23 154±3 99±1 - - 

48 0,099±0,14 75±107 93±132 50±71 - - 0,194±0,27 258±364 218±308 47±67 42±60 2±3 

72 0,313±0,02 142±70 181±42 100±0 - - 0,371±0,03 176±27 227±4 81±18 55±17 19±18 

96 0,360±0,01 167±90 179±56 94±1 2309±321 6±1 0,416±0,01 192±44 240±1 87±9 49±15 12±8 

 

 

pH 2 PdI DMPC 
Tamanho 

DMPC 
PICO 1 %PICO 1 PICO 2 %PICO 2 

PdI  

DMPC+Mgf 

Tamanho 

DMPC+Mgf 
PICO 1 %PICO 1 PICO 2 %PICO 2 

0 0,404±0,01 114±8 211±64 68±5 112±75 31±4 0,393±0,5 149±3 260±27 73±10 59±12 27±9 

24 0,486±0,02 166±22 274±14 74±7 61±1 26±7 0,435±0,08 206±25 361±80 76±9 78±18 24±8 

48 0,345±0,01 208±12 267±11 84±11 57±3 14±12 0,411±0,07 302±64 447±112 85±6 1298±194 15±5 

72 0,428±0,10 192±13 248±57 90±15 - - 0,412±0,03 302±43 390±67 82±8 1448±185 18±8 

96 0,458±0,01 418±44 310±170 93±10 - - 0,445±0,15 405±99 1775±72 29±33 1512±173 71±6 
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Continuação da Tabela 05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH 7 PdI DMPC 
Tamanho 

DMPC 
PICO 1 %PICO 1 PICO 2 %PICO 2 

PdI 
DMPC+Mgf 

Tamanho 
DMPC+Mgf 

PICO 1 %PICO 1 PICO 2 %PICO 2 

0 0,431±0,16 115±36 245±121 74±28 22±31 22±30 0,45±0,21 148±39 279±134 74±15 103±77 25±34 

24 0,385±0,06 298±110 279±86 93±10 30±42 7±9 0,645±0,49 306±225 244±14 85±21 129±181 10±14 

48 0,419±0,01 330±59 314±44 96±6 25±36 4±5 0,693±0,43 329±210 191±75 82±22 322±203 9±10 

72 0,595±0,19 342±15 436±65 89±1 2403±332 9±1 0,557±0,21 576±509 229±66 87±6 166±75 13±6 

96 0,571±0,19 651±258 709±95 75±14 127±36 22±18 0,515±0,18 1032±111 273±179 82±23 2892±342 9±11 
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Considerando que os lipossomos estão em suspensão, estes possuem uma carga 

superficial decorrente da adsorção de íons ou ionização de grupos superficiais na cabeça 

de grupo do lipídio. Essa carga é influenciada pelo pH, força iônica e, em alguns casos, 

pelos fármacos presentes no meio os quais eventualmente interagem com esses 

agregados. Para caracterizar as cargas lipossomais e compreender o efeito do pH no 

comportamento dos lipossomos de DMPC, e na incorporação da mangiferina, as medidas 

de potencial zeta foram conduzidas nos diferentes pHs discutidos anteriormente. É 

importante enfatizar que medidas de potencial zeta não rendem informação direta da 

carga superficial de um lipossomo, mas sim da carga medida no ponto onde a camada de 

Stern e a dupla camada difusa se encontram, ou seja, no plano de cisalhamento. No 

entanto, considera-se que essa medida rende uma aproximação significativa do potencial 

de superfície do agregado (GARCIA-MANYES et al., 2006). 

Os resultados na Figura 23 mostram que o potencial aumenta conforme diminui o 

valor de pH. Esta observação experimental indica que, em pHs ácidos, os íons H+ estão 

ligados à metade colina da cabeça de grupo do fosfolipídio, em particular do grupo 

fosfato, gerando, assim, uma carga líquida positiva. Conforme aumenta o pH esses íons 

H+ se dissociam do grupo fosfato e com isso o potencial zeta tende a dimimuir atingindo 

valores negativos. De acordo com a Figura 23, os lipossomos de DMPC apresentam 

carga superficial positiva para os pHs 2 e 4; carga neutra para o pH 7,4 e carga negativa 

para os pHs 10 e 12.  

Como via de regra, valores absolutos de potencial zeta podem ser relacionados 

com a estabilidade. Quanto maior o potencial zeta, mais espessa é a camada difusa e 

mais estável é a supensão lipossomal (MISHRA, 2009). Para valores de potencial zeta ao 

redor de 60 mv considera-se agregados de excelente estabilidade; valores ao redor de 30 

mv, agregados de boa estabilidade; valores ao redor de 20 mv, média estabilidade e 

valores na faixa de -5 a +5 mv, rápida agregação e, portanto, baixa estabilidade. No 

entanto, esses valores podem ser alterados em função de componentes do meio, como já 

mencionado (MISHRA, 2009).  
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Segundo alguns autores (MISHRA, 2009; GARCIA-MANYES et al., 2006), a 

presença de sais no meio, principalmente provenientes de soluções fisiológicas, pode 

alterar os valores de potencial zeta requeridos para uma boa estabilidade lipossomal, o 

que pode ser confirmado pelo monitoramento do tamanho do agregado como realizado 

neste estudo para lipossomos de DMPC em ausência e presença de mangiferina.  

No caso deste estudo, observa-se que em pHs 2 e 4 o potencial zeta está na faixa 

considerada de excelente e boa estabilidade, respectivamente; enquanto no pH 

fisiológico o potencial está na faixa considerada de baixa estabilidade. Essa observação é 

compatível com os resultados obtidos que mostram maior variação de tamanho, e menor 

estabilidade do lipossomo, para o pH 7,4. Nota-se ainda que não há variação significativa 

do potencial zeta quando comparados lipossomos vazios e contendo mangiferina, o que 

corrobora com a hipótese de que o flavonóide interage na superfície do lipossomo e não 

compromete a organização da bicamada lipídica. 

 

 

 

 

Figura 23. Evolução dos valores de potencial zeta, em função do pH, para lipossomos 

unilamelares de DMPC na ausência ou presença de mangiferina 

(DMPC+Mgf ) medidos no dia da preparação.  
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4.3.2. Influência da força iônica 

 

O papel da força iônica na estabilidade lipossomal foi avaliado para os lipossomos 

de DMPC, preparados pelo método da injeção etanólica, em presença e ausência de 

mangiferina.  

O pH foi mantido constante, em pH 7,4 e foram monitorados o potencial zeta, bem 

como tamanho lipossomal. A força iônica foi variada pela adição de NaCl (0, 10 e 20 mM) 

em tampão Hepes, o qual foi selecionado em função da ausência de NaCl. Os resultados 

na Tabela 06 mostram valores de potencial zeta negativos os quais variam em magnitude 

dependendo da presença de mangiferina e da força iônica do meio.  

Na ausência de mangiferina, e sem adição de NaCl, o potencial zeta é negativo e 

diminui com o tempo de preparação, o que não ocorre na presença de NaCl 10 e 20 mM 

para os quais são obtidos potenciais negativos cujas grandezas se mantém com o tempo 

de preparação. É interessante observar que na ausência de NaCl, o tamanho do 

lipossomo vazio é praticamente constante com um baixo índice de polidispersividade. 

Porém, na presença da mangiferina, ao contrario do que foi observado em tampão de 

Tyrode (vide Tabela 05), o tamanho do lipossomo e o índice de polidispersividade 

aumentam em relação ao lipossomo vazio, sugerindo um processo de agregação dos 

lipossomos, favorecido pela mangiferina. Nota-se na Tabela 06, que a EI da mangiferina 

nessas condições é apenas 8 % (em tampão Hepes), praticamente a metade daquela 

observada em tampão de Tyrode (EI =13 %). Este resultado sugere que a composição do 

tampão influencia o comportamento do lipossomo e o processo de incorporação da 

mangiferina.  

Na presença de NaCl 10 mM, os lipossomos vazios aumentam de tamanho o que é 

mais evidente após 96 hs de preparação. Esse resultado justifica-se pelo fato de que o 

aumento da força iônica diminui a repulsão eletrônica entre as cabeças de grupo dos 

lipídios as quais podem estar mais próximas umas das outras favorecendo a agregação. 

Na presença de mangiferina, a eficiência de incorporação é de apenas 4,3 % e não há 

mudança significativa do tamanho lipossomal, inclusive após 96 hs de preparação.  
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Chama-nos a atenção o fato de que a mangiferina previne o aumento de tamanho 

do lipossomo após 96 hs de preparação. Além disso, o índice de polidispersividade na 

presença da mangiferina (PdI=0,469) é menor do que aquele determinado para 

lipossomos vazios (PdI=0,632). Nota-se, ainda, um pequeno aumento do potencial zeta 

em relação ao lipossomo vazio.  

Quando a força iônica é aumentada ou seja, na presença de NaCl 20 mM, os 

lipossomos vazios são maiores do aqueles contendo mangiferina e tendem à agregação 

com o tempo, como observado para NaCl 10 mM. O potencial zeta neste caso é menos 

negativo do que aquele obtido em 10 mM de NaCl (Tabela 06).  

Na presença da mangiferina, os lipossomos são menores em relação aos 

lipossomos vazios e se mantem constantes com o tempo de preparação sugerindo que a 

mangiferina, na presença de NaCl, impede a agregação do lipossomo. É intereressante 

observar, no entanto, que há um considerável aumento nos valores de potencial zeta 

(tornam-se menos negativos) decorrente de uma alteração na carga superfícial do 

lipossomo. 

Se for analisada a estrutura dos lipossomos de DMPC usados neste estudo (Figura 

06) pode-se observar que estes são formados por lipídios neutros, cada um contendo um 

grupo fosfatidil (negativo) e um grupo colina (positivo) em suas moléculas. Apesar disso, 

estes lipossomos tem um potencial elétrico de superfície diferente de zero. Na ausência 

de sal, este potencial negativo pode ser justificado pela perda de prótons associados ao 

grupo fosfatidil; na presença de sal existe a possibilidade da ligação de alguns ânions à 

porção colina dos lipossomos neutros deixando-os com uma superfície negativamente 

carregada (MAKINO et al., 1991). Com base nesta observação, poderia-se supor que 

ânions, tais como os íons Cl-, provenientes do NaCl se associariam ao grupo colina 

deixando o lipossomo com carga superficial ainda mais negativa e, consequentemente, 

com um potencial zeta mais negativo. No entanto, não é o que ocorre uma vez que os 

resultados na Tabela 06 mostram valores de potencial zeta mais positivos na presença 

de NaCl. Esse comportamento é, ainda, acentuado pela mangiferina cuja presença não 

só influencia o potencial de superfície como previne a agregação dos lipossomos.  
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Makino e colaboradores (1991) estudaram o efeito da força iônica e temperatura na 

conformação das cabeças de grupo de liposomos formados por DMPC, DPPC e DSPC e 

usaram para este estudo o tampão de Tyrode, em ausência de íons Cl-, para excluir a 

possibilidade de adsorção destes íons na superfície dos lipossomos. Foi observado um 

potencial zeta negativo que aumenta com o aumento da força iônica. Garcia-Manyes e 

colaboradores (2006) estudaram o efeito da força iônica na nanomecânia de lipossomos 

de DMPC usando tampão Hepes com adição de NaCl e observaram, também, o aumento 

Tabela 06. Influência da força iônica no tamanho da partícula, potencial zeta e Índice de 

polidispersividade (PdI) de lipossomos vazios (DMPC) e contendo 

mangiferina (DMPC + Mgf ). 

 

 
Tamanho 

DMPC 
Pot Zeta 
DMPC 

PdI 
DMPC 

Tamanho 
DMPC+Mgf 

Pot. Zeta 
DMPC+Mgf 

PdI 
DMPC+Mgf 

HEPES   (EI = 8 %) 

0 hs 91,9 -21,5 0,246 149 -35,1 0,287 

24 hs 105 -37,2 0,295 175 -29,6 0,307 

48 hs 98 -25,8 0,208 269 -35,1 0,435 

72 hs 101 -42,4 0,267 174 -36,0 0,399 

96 hs 97,3 -59,0 0,223 284 -34,4 0,491 

10 mM NaCl   (EI = 4,3 %) 

0 hs 191 -96,4 0,270 141 -104,0 0,451 

24 hs 186 -30,5 0,275 89,6 -26,4 0,364 

48 hs 141 -45,5 0,260 118 -35,2 0,381 

72 hs 138 -42,2 0,264 155 -37,4 0,282 

96 hs 741 -47,0 0,632 117 -35,9 0,469 

20 mM NaCl   (EI = 1,7 %) 

0 hs 213 -27,8 0,341 157 -9,26 0,369 

24 hs 268 -25,7 0,423 137 -9,72 0,273 

48 hs 199 -24,8 0,591 137 -11,1 0,294 

72 hs 315 -30,5 0,358 129 -21,8 0,283 

96 hs 537 -30,4 0,559 178 -18,2 0,464 
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do potencial zeta com o aumento da força iônica do meio. Em ambos os casos foi 

observado um comportamento semelhante àquele encontrado em nossos estudos.  

A interpretação destes resultados pode ser explicada por diversos fatores. Segundo 

Makino e colaboradores (1991), a mudança na força iônica induz mudanças 

conformacionais nas cabeças de grupo dos lipídios como mostra o Esquema 05. 

Segundo esse autores, dependendo da força iônica e da temperatura de transição de 

fases dos lipídios, a orientação desses grupos na superficie lipossomal muda e influencia 

a carga superficial e o potencial zeta. Garcia-Manyes e colaboradores (2006) atribuem o 

aumento de potencial zeta, decorrente da força iônica, à ligação de cátions aos lipídios. 

 

 

 

Esquema 05. Modelo para as diferentes conformações assumidas pelas cabeças de 

grupo dos lipídios em função da variação da força iônica e temperatura de 

transição de fases dos lipídios (MAKINO et al., 1991). 

 

A correlação dos trabalhos de Makino (1991) e Garcia-Maynes (2006) com os 

resultados obtidos neste estudo depende da forma assumida pela mangiferina e pelos 

lipídios em pH neutro. Sabe-se que em pH 7,4, os lipídios e a maior parte das moléculas 

da mangiferina estão na forma aniônica, como já discutido, e estas últimas poderiam ser 

repelidas pela superfície de potencial negativo do lipossomo. No entanto, com o aumento 

da força iônica, observa-se que a mangiferina influencia consideravelmente o potencial 

zeta os quais tornam-se mais positivos.  
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Em ausência de NaCl, descarta-se a possibilidade de ligação de íons Cl- ou Na+ às 

cabeças de grupo do lipídio; porém, a mangiferina na sua forma aniônica pode fazer esse 

papel e associar-se eletrostaticamente à porção colina do lipídio (Esquema 06). Com 

isso, há redução da repulsão entre os lipossomos com consequente agregação e 

aumento do tamanho lipossomal, sem variação significativa no potencial zeta (Tabela 

06). Na presença de NaCl 10 mM, nota-se que a estabilidade lipossomal é mantida pela 

mangiferina a qual é responsável, também, por valores de potenciais zeta mais positivos 

em relação aos lipossomos vazios. Esse resultado pode ser explicado por mudanças na 

conformação do lipídio ou ainda pela associação eletrostática de íons Na+ à porção 

fosfatidil do lipídio levando à uma carga superficial mais positiva (Esquema 06). A 

presença de sal no meio pode também blindar a associação da mangiferina 

monoaniônica à porção colina do lipídio (Esquema 06), o que diminui a eficiência de 

incorporação e previne a agregação dos lipossomos. Esta hipótese é rerforçada pela 

presença de NaCl 20 mM, onde observam-se potenciais Zeta ainda mais positivos, 

comparados à NaCl 10 mM, e lipossomos mais estáveis na presença de mangiferina. 

  



 
 70 

 

 

 

 

Ausência de NaCl 

 

 

NaCl 10 mM 

 

 

NaCl 20 mM 

 

 

Esquema 06. Esquema ilustrativo de associação da mangiferina aos lipossomos de 

DMPC em ausência e presença de NaCl. Efeito da força iônica no 

potencial de superfície dos lipossomos. 
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4.4. Incorporação da mangiferina em lipossomos de DMPC:colestrol (9:1) 

preparados pelo método do filme lipídico 

A eficiência de incorporação para os lipossomos de DMPC: colesterol preparados 

pelo método do filme lipídico foi 45%, consideravelmente maior do que aquele obtido para 

lipossomos preparados pelo método da injeção etanólica (EI = 13 %). O potencial zeta 

manteve-se ao redor de 1 a 3 mv (Tabela 07), semelhante àquele obtido, em pH 

fisiológico, para lipossomos preparados pelo método da injeção etanólica. Esse resultado 

é pertinente uma vez que não houve inserção de lipídios com carga positiva ou negativa, 

na composição lipossomal. O tamanho médio dos lipossomos não sofreu variação 

significativa após o tempo de 72 h; no entanto, o índice de polidispersividade indica a 

formação de sistemas lipossomais polidispersos (Tabela 07) com valores de PdI ao redor 

de 0,8 - 0,9, muito acima daquele considerado apropriado (PdI = 0,3)para aplicações 

diversas. Tais resultados são confirmados pela Figura 24 a qual mostra populações de 

diferentes tamanhos obtidas no dia da preparação dos lipossomos. Apesar da 

polidispersividade observada no dia da preparação, esta é mantida no período de 72 hs e 

porisso essas soluções lipossomais foram aplicadas nos ensaios biológicos 

Tabela 07. Tamanho, potencial zeta e índice de polidispersividade (PdI) de lipossomos 

preparados pelo método do filme lipídico, na presença de colesterol, na 

proporção DMPC:colesterol (9:1). 

 

 

 

  

Temp
o (h) 

Potencial 
Zeta DMPC 

(mV) 

Tamanho 
DMPC 
(nm) 

PdI 
DMPC 

Potencial 
Zeta DMPC 

+ Mgf 
(mV) 

Tamanho 
DMPC + Mgf 

(nm) 

PdI 
DMPC + Mgf 

0 
1,98  

± 0,62 

222,6  

± 9,0 

0,726  

± 0,086 

1,67  

± 0,53 

171,7  

± 4,4 

0,785  

± 0,061 

72 
2,28  

± 0,08 

273,4  

± 25,4 

0,969  

± 0,031 

2,54  

± 0,51 

216,8  

± 8,6 

0,972  

± 0,028 
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Figura 24. Tamanho e PdI de lipossomos de DMPC preparados pelo método do 

filme lipídico na proporção DMPC:colesterol (9:1), determinados pelo 

equipamento DLS Zetasizer Nano, no dia da preparação (0h). 
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PARTE II: ESTUDO DO POTENCIAL ANTIALÉRGICO: SINERGISMO E INFLUÊNCIA DOS 

LIPOSSOMOS  

4.5. Atividade antialérgica 

O modelo biossensor empregado neste trabalho é baseado na exocitose (ou 

desgranulação) de mastócitos estimulados por um antígeno (NAAL et al., 2004), o que 

possibilita estudos, in vitro,  focados em atividade antialérgica.  

 A desgranulação é o processo de fusão entre os grânulos secretórios e a 

membrana plasmática, resultando na secreção de conteúdos vesiculares para o espaço 

extracelular, com a liberação de mediadores químicos responsáveis pelas alergias 

(HOLOWKA e BAIRD, 1996; HOLGATE e POLOSA, 2006). Entre os mediadores 

químicos está a enzima β-hexosaminidase que é usada como um marcador da atividade 

antialérgica das substâncias de interesse; como já mencionado. A enzima é quantificada 

pela medida da intensidade de fluorescência do produto metilumbeliferona, mostrado 

anteriormente pela Figura 03. Portanto, quanto maior a desgranulação, maior é a 

quantidade de enzima liberada e maior é a fluorescência. Além disso, quando as células 

sofrem algum tipo de dano, ou estímulo, observa-se um aumento considerável da 

liberação da β-hexosaminidase, o que significa que a quantificação dessa enzima no 

ensaio biológico pode sinalizar, também, processos de estímulo ou morte celular.  

 

4.5.1. Avaliação da concentração ótima de antígeno para o estímulo das 

células RBL-2H3 

 

 Apesar da resposta imediata das células estimuladas, alguns cuidados devem 

ser tomados para garantir a resposta ótima dos mastócitos e obter uma porcentagem de 

liberação de -hexosaminidase suficiente para monitorar o processo de inibição. A 

concentração de antígeno é fundamental para o sucesso do modelo empregado. 

Estudos anteriores mostraram que a concentração ótima de antígeno, tanto para o 

ensaio padrão (XU et al., 1998) quanto para o modelo biossensor (NAAL et al., 2004), é 

0,1 µg/mL o que, de fato, foi demonstrado, também, no presente estudo (Figura 25). O 

pico da curva de concentração-resposta ocorre em 0,1 µg/mL, a partir do qual se observa 
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um declínio da porcentagem de -hexosaminidase liberada devido, provavelmente,  a um 

mecanismo de dessensibilização dos receptores FCεRI e redução do processo de 

crosslinking das moléculas de IgE (WEETALL et al., 1993). Assim, essa concentração de 

antígeno foi usada no estímulo dos mastócitos durante os ensaios biológicos. 

 

4.5.2. Perfil de inibição da desgranulação de mastócitos: utilização do 

fármaco antialérgico fumarato de cetotifeno como controle positivo 

 

O efeito inibidor das substâncias investigadas (componentes do extrato Vimang) foi 

comparado ao fármaco antialérgico fumarato de cetotifeno que atua como antagonista de 

receptores histamínicos H1 e estabilizador de mastócitos (SERNA et al., 2006), sendo 

portanto empregado como controle positivo para este tipo de estudo (MASTSUDA et al., 

2002). O perfil de inibição da liberação da enzima -hexosaminidase em função da 

concentração de fumarato de cetotifeno é apresentado na Figura 26, a partir da qual foi 

calculado o valor de CI50 (concentração de substância necessária para inibir 50% da 

desgranulação). O valor de CI50 para o fumarato de cetotifeno foi igual a 154  6 µM.  

 

 
Figura 25. Porcentagem de β-hexosaminidase liberada, para as células estimuladas 

na presença de diferentes concentrações do antígeno DNP-BSA, 

usando o modelo biossensor (NAAL et al., 2004). Cada valor representa 

a média  desvio padrão de determinações em quadruplicata; **p<0,01 

em comparação ao controle. 
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4.5.3. Atividade antialérgica dos flavonóides isolados do extrato Vimang 

 

A atividade antialérgica do extrato Vimang bem como de seus componentes 

majoritários (mangiferina, quercetina, catequina, ácido gálico e ácido benzóico) foi 

avaliada através do ensaio direto de inibição da liberação da enzima -hexosaminidase 

(modelo biossensor) conforme mencionado anteriormente. Para cada componente, 

obteve-se uma curva de porcentagem de liberação de -hexosaminidase versus 

concentração da amostra teste (Figura 27), a partir dais quais foram calculados os 

valores de CI50 para cada substância estudada, como mostra a Tabela 08. Os valores de 

CI50 obtidos foram comparados ao valor de CI50 do fármaco de referência fumarato de 

cetotifeno (154 ± 6 µM), e as substâncias com valores próximos, ou menores que este, 

foram consideradas com atividade antialérgica.  

 

Figura 26. Porcentagem de β-hexosaminidase liberada, para as células 

estimuladas pelo antígeno DNP-BSA (0,1 g/mL) na presença de 

diferentes concentrações de fumarato de cetotifeno. Cada valor 

representa a média  desvio padrão de determinações em 

quadruplicata; (CI50= 154  6 µM).  
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Entre as substâncias isoladas, somente a quercetina e a mangiferina foram efetivas 

na inibição da desgranulação com valores de CI50 iguais a 5,2 µM e 80 µM, 

respectivamente, os quais são menores do que o fármaco de referência fumarato de 

cetotifeno. As demais substâncias (ácido gálico, catequina e ácido benzóico) não deram 

uma boa inibição da liberação da beta-hexosaminidase, o que significa que estes 

compostos isolados não apresentam atividade antialérgica.  
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Figura 27. Liberação de β-hexosaminidase em células RBL-2H3 estimuladas pelo 

antígeno DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações 

do extrato Vimang e de compostos isolados do mesmo tais como ácido 

gálico, quercetina, ácido benzóico, mangiferina e catequina. Cada valor 

representa a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. 

Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram 

significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 
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4.6. Sinergismo  

 

A definição de sinergia, de um ponto de vista farmacológico, é muito difícil de ser 

dada, mas o método da isobole de Berenbaun (ULRICH-MERZENICH et al., 2010) 

(Figura 28) parece ser um dos métodos mais convenientes experimentalmente e também 

o mais demonstrativo, até agora, proposto para provar os efeitos de sinergismo. A 

representação gráfica de doses isoladas, e em combinação, que causam 50 % de efeito 

(CI50) de dois agentes farmacológicos é chamada de Isobolograma, a quaL é 

representada por isoboles de aditividade, sinergismo e antagonismo, como mostra a 

Figura 28.  

 

 

Tabela 08. Valores de CI50 para o extrato Vimang e para as substâncias 

isoladas deste, quercetina e mangiferina, determinados em 

tampão de Tyrode. 

Composto CI50 (µg/mL) CI50 (µM) 

Vimang 40,4 ± 0,7 - 

Quercetina 0,46 ± 0,01 5,2  0,2 

Mangiferina 33,8 ± 2,0 80  5 

 

Figura 28. Isoboles de Aditividade (I), 

Sinergismo (II) e Antagonismo (III); (I) Efeito 

da adição de Substâncias individuais. (II) 

Interação positiva. (III) Interação negativa. 
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No isobolograma, as doses da Substância A são representadas nas abcissas e as 

doses da Substância B nas ordenadas, sendo que cada ponto representa um par de 

doses que atingem o CI50 quando estão associados. Os valores de CI50 provenientes da 

aplicação isolada de cada substância são unidos, gerando a isobole de aditividade. Os 

demais valores de CI50 obtidos de associações em diferentes proporções dos 

componentes investigados podem ser avaliados em relação à sua posição diante da 

isobole de aditividade. Se esses pontos estiverem localizados em torno da isobole de 

aditividade, a ação é de aditividade; se estiverem localizados abaixo, a ação é de 

sinergismo e se estiverem localizados acima, a ação é de antagonismo. O sinergismo, no 

entanto, é dependente, em parte, da concentração das drogas combinadas e, em altas 

concentrações, pode não haver sinergismo (SAW et al., 2010). 

Para o estudo de sinergismo entre as substâncias isoladas do extrato Vimang, 

foram realizados experimentos alternando as substâncias em pares (1 e 2), sendo que a 

concentração da substância 1 foi fixada em um determinado valor e a concentração da 

substância 2 foi variada. Os pares investigados foram: a) quercetina e mangiferina; b) 

quercetina e catequina; c) quercetina e ácido gálico; d) quercetina e ácido benzóico; e) 

mangiferina e ácido gálico; f) mangiferina e catequina; g) mangiferina e ácido benzóico e 

h) mangiferina e quercetina. As curvas de concentração em função da porcentagem de β-

hexosaminidase liberada para as diferentes combinações estão apresentadas nas 

Figuras 29 a 38. 
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Figura 29. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno 

DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de 

quercetina e concentrações fixas de catequina: (A) Cateq 20 µM, (B) Cateq 

40 µM, (C) cateq 80µM e (D) representação de todas as curvas. Cada valor 

de % de β-Hex representa a média ± desvio padrão de determinações em 

triplicata. A liberação espontânea de β-Hex está representada em preto. 

Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram 

significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 30. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-

BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de quercetina e 

concentrações fixas de ácido gálico: (A) Gal 5 µM, (B) Gal 10 µM, (C) Gal 20µM 

e (D) representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a 

média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A liberação espontânea 

de β-Hex está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo 

teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em 

relação ao controle. 
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Figura 31. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-

BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de quercetina e 

concentrações fixas de ácido benzóico: (A) Benz 10 µM, (B) Benz 20 µM, (C) 

Benz 40µM e (D) representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex 

representa a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A liberação 

espontânea de β-Hex está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, 

seguido pelo teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** 

P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 32. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno 

DNP-BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de 

mangiferina e concentrações fixas quercetina: (A) Mgf 2,5 µM, (B) Mgf 5 

µM, (C) Mgf 10 µM e (D) representação de todas as curvas. Cada valor de 

% de β-Hex representa a média ± desvio padrão de determinações em 

triplicata. A liberação espontânea de β-Hex está representada em preto. 

Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram 

significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 33. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-

BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de quercetina e 

concentrações fixas de mangiferina: (A) Mgf 20 µM, (B) Mgf 40 µM, (C) Mgf 

80µM, (D) Mgf 160 µM e (E) representação de todas as curvas. Cada valor de % 

de β-Hex representa a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A 

liberação espontânea de β-Hex está representada em preto. Análise de One-way 

ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significância estatística de 

*P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 34. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-

BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de mangiferina e 

concentrações fixas catequina: (A) cateq 20 µM, (B) cateq 40 µM, (C) cateq 

80µM e (D) representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex 

representa a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A liberação 

espontânea de β-Hex está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, 

seguido pelo teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** 

P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 35. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-

BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de mangiferina e 

concentrações fixas ácido gálico: (A) Gal 5 µM, (B) Gal 10 µM, (C) Gal 20µM e 

(D) representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a 

média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A liberação espontânea 

de β-Hex está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido 

pelo teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 

em relação ao controle. 

. 
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Figura 36. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-

BSA (0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de mangiferina e 

concentrações fixas ácido benzóico: (A) Benz 10 µM, (B) Benz 20 µM, (C) 

Benz 40µM e (D) representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex 

representa a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. A 

liberação espontânea de β-Hex está representada em preto. Análise de One-

way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significância estatística 

de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 
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Figura 36. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-BSA (0,1 

µg/mL) na presença de diferentes concentrações de mangiferina e concentrações fixas 

quercetina: (A) Qc 0,2 µM, (B) Qc 0,4 µM, (C) Qc 0,8µM e (D) Qc 1,6µM  e (E) 

representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± desvio 

padrão de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex está 

representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett 

indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 

Figura 37. 
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Figura 38. Liberação de β-hexosaminidase em mastócitos estimuladas pelo antígeno DNP-BSA 

(0,1 µg/mL) na presença de diferentes concentrações de mangiferina e 

concentrações fixas quercetina: (A) Qc 1 µM, (B) Qc 5 µM, (C) Qc 10µM e (D) 

representação de todas as curvas. Cada valor de % de β-Hex representa a média ± 

desvio padrão de determinações em triplicata. A liberação espontânea de β-Hex 

está representada em preto. Análise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de 

Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao 

controle. 
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Os valores de CI50 obtidos para a quercetina, nas diferentes combinações dos 

demais componentes do Vimang, mostraram que a catequina (Figura 39-A) e o ácido 

gálico (Figura 39-B) aparentemente interferem de forma negativa na atividade 

antialérgica da quercetina, ao passo que a mangiferina contribui para o aumento da 

bioatividade. O ácido benzóico, embora não tenha mostrado atividade biológica quando 

testado isoladamente, tem um comportamento que interfere na bioatividade da quercetina 

de forma dependente da concentração, ou seja, a atividade antialérgica da quercetina 

diminui até a concentração de 10 µM de ácido benzóico e aumenta para as 

concentrações de 20 e 40 µM (Figura 39-C).  

   Para a mangiferina, as combinações com diversas doses do ácido gálico, 

ácido benzóico, catequina e quercetina levaram a comportamentos bem diferentes 

daqueles observados para a quercetina. Os resultados na Figura 40 (A-D) mostraram 

que a catequina, na concentração de 20 µM, aumenta a atividade antialérgica da 

mangiferina; no entanto, a partir dessa concentração não se nota nenhuma influência 

sobre a bioatividade desse flavonóide (Figura 40-A). Na presença do ácido gálico 

(Figura 40-B), observa-se uma diminuição da atividade até a concentração de 10 µM, a 

partir da qual ocorre redução no valor de CI50  e, portanto, uma interferência positiva na 

resposta de inibição da desgranulação. Na presença do ácido benzóico nota-se um 

aumento de atividade da mangiferina apenas nas concentrações de 20 e 40 µM (Figura 

40-C). Finalmente, no ensaio biológico com a mangiferina, em presença de quercetina, 

houve um aumento consideravel da atividade antialérgica da mangiferina até a 

concentração de 5 µM, a partir da qual a interferência foi reduzida até chegar a um valor 

constante. 
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 Os resultados nas Figuras 39 e 40 sugerem que a atividade antialérgica da  

Os resultados nas Figuras 39 e 40 sugerem que a atividade antialérgica da 

quercetina e mangiferina, comprovadamente bioativas, podem ser influenciadas pela 

presença de outras substâncias presentes no extrato, tais como catequina, ácido gálico e 

ácido benzóico. No entanto, como mencionado anteriormente, a constatação de 

sinergismo depende da construção de um isobolograma a partir da combinação de duas 

substâncias bioativas de interesse.  

Neste estudo foram escolhidas para a construção do isobolograma, as duas 

substâncias que, de fato, mostraram atividade antialérgica, que são quercetina e 

mangiferina. Foram feitas 14 combinações com 7 doses de mangiferina e 7 doses de 

quercetina. Para a mangiferina foram empregadas as doses de 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 e 

160 µM, as quais foram combinadas com várias concentrações de quercetina. Para a 

quercetina foram usadas as doses de 0,2, 0,4, 0,8, 1, 1,6, 5 e 10 que foram combinadas, 

igualmente, com várias concentrações de mangiferina. As doses referentes aos valores 

de CI50 obtidos para cada fármaco aplicados isoladamente foram unidas gerando a 

isobole de aditividade como mostra a Figura 41 (KRUSE et al., 2006). Em torno da 

isobole de aditividade foram traçadas linhas unindo os intervalos de confiança (IC) 

bilaterais de 90 e 95% de cada um dos CI50 de quercetina e mangiferina isoladas, as 
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Figura 39. Gráficos de IC50 da quercetina obtidos a partir de combinações com diferentes 

concentrações fixas de catequina (A); ácido gálico (B); ácido benzóico (C) e 

mangiferina (D). 
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Figura 40. Gráficos de IC50 da mangiferina obtidos a partir de combinações com diferentes 

concentrações fixas de catequina (A); ácido gálico (B); ácido benzóico (C) e 

quercetina (D). 
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quais foram denominadas faixas de confiança. O isobolograma formado para a variavel 

beta-hexosaminidase traçada entre os valores de CI50 de quercetina e mangiferina está 

representado na Figura 41. As combinações nas quais foram usadas doses de 

quercetina iguais a 5 e 10 µM e dose de mangiferina igual a 160 µM foram excluídas por 

estarem muito acima da isobole de aditividade.  

Segundo Mandalari e colaboradores (2010), os quais estudaram o sinergismo na 

atividade antimicrobiana de polifenóis provenientes de peles de amendoa, a interação 

antagonística entre duas substâncias pode ser o resultado de mecanismos tais como 

competição pelo sítio alvo ou inibição da captação celular desses compostos. 

 

Figura 41. Isobolograma da variável β-hexosaminidase com os valores de dose 

necessária para obter 50 % de inibição da liberação de β-Hex (IC50), obtidos 

de curvas de resposta às doses de quercetina e mangiferina, aplicadas 

isoladamete e em associação. 

 

Analisando-se a quercetina combinada com proporções fixas de mangiferina, 

observa-se que as associações com mangiferina 5 (Qc+mang 5), 10 (Qc+mang 10), 20 

(Qc+mang 20) e 40 (Qc+mang 40) permitim prever, com probabilidade maior que 90%, 
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que há sinergismo nessas combinações, já que os pontos encontram-se abaixo da 

isobole de aditividade e do Intervalo de Confiança de 90% (CI 90%). Para as 

concentrações 2,5 (Qc+mang 2,5) e 80 (Qc+mang 80) nota-se que as associações 

situam-se acima da Isobole de Aditividade resultando em antagonismo. Provavelmente, 

maiores concentrações de mangiferina atrapalham o sinergismo desta com a quercetina 

e concentrações muito baixas não são suficientes para exercer um efeito sinérgico. 

Quando se compara a mangiferina combinada com proporções fixas de quercetina, 

as associações de 0,2 (Mgf + Qc 0,2) e 1 (Mgf + Qc 1) mostram-se sinérgicas com 

probabilidade maior que 90%. Para a combinação de 1,6 ( Mgf + Qc 1,6 ), observa-se que 

o ponto resultante está situado em cima do Intervalo de Confiança de 95%, o que pode-

se inferir para esta associação 95% de chance de haver sinergismo. Por outro lado, a 

associação de 0,4 (Mgf + Qc 0,4) e 0,8 (Mgf + Qc 0,8) mostram o efeito de antagonismo, 

com probabilidade maior que 90% de obtenção desta interação. Apesar do isobolograma 

não ter mostrado a existência de sinergismo nas associações de Mgf+Qc 0,4 e Mgf+Qc 

0,8, as maiores concentrações de quercetina (Mgf + Qc 1 e Mgf + Qc 1,6) parecem 

melhorar a interação desta com a mangiferina e consequentemente a chance de 

sinergismo entre estas substâncias. 

 

4.7. Inibição da atividade da enzima β-hexosaminidase 

 

A inibição da atividade enzimática da β-hexosaminidase foi avaliada na presença 

das substâncias que inibiram o processo alérgico com a finalidade de investigar se a 

atividade observada ocorre devido à inibição da liberação da -hexosaminidase 

(desgranulação mastocitária) ou devido à inibição da atividade da enzima. A Figura 42 

(A-B) mostra o perfil de inibição da atividade da enzima β-hexosaminidase em função da 

concentração da mangiferina e quercetina as quais, como já mencionado, foram as 

substâncias mais ativas no ensaio de liberação enzimática. Para os compostos testados 

observa-se que a quercetina e mangiferina não mostraram inibição na faixa de 

concentração estudada (Figura 42- A e B). 
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Figura 42. Efeito de presença dos flavonóides mangiferina (A) e quercetina (B) na 

atividade da enzima β-hexosaminidase. Análise de One-way ANOVA, seguido 

pelo teste de Dunett indicaram significância estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 

em relação ao controle. 

 

4.8. Avaliação da viabilidade celular dos mastócitos na presença das 

substâncias de interesse 

 

As substâncias naturais de interesse, mangiferina e quercetina, que inibiram a 

desgranulação mastocitária, foram submetidas ao ensaio do MTT para verificar a 

toxicidade para as células RBL-2H3.  

O ensaio colorimétrico do MTT foi desenvolvido por Mosmann e colaboradores 

(MOSMANN et al., 1983) para a avaliação da proliferação e viabilidade celulares. O 

método consiste na medida da atividade de redutases mitocondriais hábeis para reduzir a 

molécula de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) em formazan. A redução 

da molécula de MTT só acontece em células vivas quando as enzimas mitocondriais 



 
 95 

 

estão ativas, o que permite utilizar o ensaio como um índice de viabilidade celular. As 

 

Figura 43. Viabilidade celular de mastócitos da linhagem RBL-2H3, na presença de 

diferentes concentrações da quercetina (A) e mangiferina (B). Cada valor 

representa a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. Análise 

de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significância 

estatística de *P<0,05 e ** P<0,01 em relação ao controle. 

 

4.9. Avaliação da atividade antialérgica da mangiferina livre e incorporda em 

lipossomos de DMPC: comparação dos métodos da injeção etanólica e filme 

lipídico  

 

        O efeito de lipossomos de DMPC contendo, ou não, a mangiferina sobre a 

desgranulação de mastócitos estimulados por antígeno foi investigado através da 

quantificação da enzima β-hexosaninidase, como já mencionado. Os lipossomos foram 

inicialmente preparados pelo método da injeção etanólica,  em tampão de Tyrode, pH 7,4, 

na proporção DMPC:colesterol (9:1), os quais resultaram em maior eficiência de 

incorporação da mangiferina (~17%). 

Os resultados na Figura 44 mostram que os lipossomos vazios, independente da 

concentração empregada, não causam mudanças significativas na desgranulação dos 

mastócitos, sugerindo que estes agregados, não inibem a desgranulação ou a 

fluorescência da metilumbeliferona produzida pela ação da enzima β-hexosaminidase. 
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Estes resultados foram comparados com o controle positivo de estímulo celular para o 

qual as células são estimuladas pelo antígeno (DNP-BSA) na ausência de inibidores. 

 

Figura 44. Perfil representativo do efeito de lipossomos de DMPC:colesterol (9:1), 

preparados pelo método da injeção etanólica, na liberação da 

desgranulação de mastócitos estimulados por antígeno (DNP-BSA 0,1 

μg/mL). 

A presença da mangiferina inibe a desgranulação dos mastócitos de forma 

concentração-dependente; no entanto, a presença de lipossomos não altera 

significativamente esse perfil. Este resultado pode ser explicado pela baixa eficiência de 

incorporação da mangiferina em lipossomos preparados pelo método da injeção 

etanólica. Segundo alguns autores, a forma de preparação interfere na eficiência de 

incorporação a qual deve ser alta o suficiente para garantir a liberação de uma 

quantidade da droga suficiente para promover seu efeito terapêutico (NEW, 1997; LANDI-

LIBRANDI, et al., 2011). Se a eficiência de incorporação é baixa espera-se que não haja 

mudança significativa na bioatividade do fármaco. Por outro lado, sabe-se que 

flavonóides previnem a peroxidação lipídica de lipossomos (ARORA et al., 1998; OTEIZA 

et al., 2005) e o fato de ter havido associação da mangiferina com os lipossomos de 
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DPMC, mesmo em pequena porcentagem, sem interferência na bioatividade pode ser 

visto como uma vantagem na preparação de formulações mais estáveis para aplicações 

da mangiferina em tratamentos diversos. 

Como a mangiferina é um flavonóide glicosilado, com uma carga monoaniônica 

quando em pH fisiológico, espera-se que esta esteja associada na interface aquosa do 

lipossomo, sem prejuízo de sua bioatividade. Esta hipótese, bem como os comentários 

acima levaram-nos a modificar a forma de preparação dos lipossomos, cujos agregados 

foram preparados pelo método do filme lipídico mantendo-se a proporção 

DMPC:colesterol (9:1) como adotado no método da injeção etanólica.  

A eficiência de incorporação obtida foi de 45%, ou seja, consideravelmente maior 

do que aquela observada para lipossomos preparados pelo método da injeção etanólica 

(EI = 17 %). Os resultados de potencial antialérgico da mangiferina, na ausência ou 

presença dos lipossomos (Figura 46), foram comparados ao controle positivo de estímulo 

celular como adotado no método da injeção etanólica. Em baixa concentração de 

mangiferina, igual a 12,5 μM, não há inibição da desgranulação. Para a concentração de 

25 μM nota-se que o lipossomo impede a ação do bioativo; no entanto em altas 

concentrações, ou seja, em 50 e 100 μM, observa-se o aumento significativo do potencial 

anti-alérgico da mangiferina. Este resultado reforça a influência positiva de carreadores, 

tais como lipossomos no aumento da biodisponibilidade de compostos pouco solúveis. 

A influência positiva dos lipossomos na atividade antialérgica da mangiferina foi 

maior para lipossomos preparados pelo método do filme lipídico onde foi observada a 

maior eficiência de incorporação. Esses resultados abrem perspectivas de novos estudos 

acerca destes agregados na busca de sistemas lipossomais mais estáveis, com maior 

eficiência de incorporação e que possam ser aplicados em ensaios biológicos in vitro e in 

vivo. 
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Figura 45. Perfil representativo do efeito de lipossomos de DMPC, carregados com 

mangiferia, na liberação da desgranulação de mastócitos estimulados 

por antígeno (DNP-BSA 0,1 μg/mL) preparados pelo método do filme 

lipídico. 

 

5. CONCLUSÃO 

O presente trabalho visou avaliar o potencial anti-alérgico do extrato Vimang e o 

sinergismo entre seus componentes (mangiferina, quercetina, catequina, ácido gálico e 

ácido benzóico) bem como o efeito de lipossomos de DMPC na bioatividade da 

mangiferina, o componente majoritário do referido extrato. Foram avaliados o efeito do 

pH, força iônica e composição lipídica na estabilidade lipossomal e eficiência de 

incorporação da mangiferina em lipossomos preparados pelo método da injeção 

etanólica. Os potenciais anti-alérgicos da mangiferina livre e incorporada em lipossomos 

foram avaliados considerando dois métodos distintos de preparação dos lipossomos, os 

métodos da injeção etanólica e filme lipídico. 

O extrato Vimang inibe consideravelmente a desgranulação dos mastócitos. Entre 

os componentes deste extrato, apenas a quercetina e a mangiferina são potencialmente 

ativas. Os demais componentes do Vimang, tais como catequina, ácido gálico e ácido 
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benzóico, não inibem a desgranulação e porisso não foram incluídos na determinação do 

isobolograma de aditividade, o qual depende do CI50 de substâncias bioativas bem como 

das associações entre elas.  

A construção do isobolograma de aditividade baseado no potencial anti-alérgico da 

quercetina e mangiferina, mostra grande probabilidade de sinergismo para as 

associações com mangiferina 5 μM (Qc+mang 5), 10 μM (Qc+mang 10), 20 μM (Qc + 

mang 20) e 40 μM (Qc+mang 40); e quercetina 0,2 μM (Mgf + Qc 0,2), 1 μM (Mgf + Qc 1) 

e 1,6 μM (Mgf + Qc 1,6). Por outro lado, o isobolograma aponta para a existência de 

antagonismo na associação com mangiferina 80 μM (Qc+mang 80) e quercetina 0,4 μM 

(Mgf+Qc 0,4) e 0,8 μM ( Mgf+Qc 0,8). Com base nesses resultados, é possível afirmar 

que altas concentrações de mangiferina atrapalham a interação sinérgica entre estas 

substâncias e altas concentrações de quercetina exercem um efeito contrário, ou seja, 

contribuem para o sinergismo entre quercetina e mangiferina. 

Os resultados para a incorporação da mangiferina em lipossomos de DMPC 

mostram que o pH influencia a eficiência de incorporação da mangiferina a qual é 

consideravelmente maior em pHs ácidos em função da maior hidrofobicidade da 

molécula, a qual assume a forma neutra em pHs menores do que 6,5. Em soluções de 

pH ácido, ou fisiológico, observa-se aumento de tamanho do lipossomo na presença da 

mangiferina, o que reforça a hipótese de que a molécula do flavonóide interage com os 

lipossomos e perturba a bicamada lipídica, levando à um processo de agregação das 

vesículas lipossomais. Além disso, independente da presença de mangiferina, o pH 

influencia a carga superficial do lipossomo cujo potencial zeta aumenta com o pH, 

chegando à valores próximos de zero, contribuindo para a menor estabilidade do 

agregado. 

O aumento da força iônica, na ausência da mangiferina, diminui a estabilidade do 

lipossomo, um resultado justificado pela redução da repulsão eletrônica entre as cabeças 

de grupo dos lipídios, as quais podem estar mais próximas umas das outras, favorecendo 

a agregação. Na ausência de sal, a mangiferina favorece a formação de agregados e 

diminui a estabilidade dos lipossomos. Na presença de sal, esse comportamento é 
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invertido, ou seja, a mangiferina passa a ter um papel de prevenção da agregação e 

estabilização dos agregados lipossomais. Esses resultados podem ser interpretados pela 

associação de íons à porção fosfatidilcolina dos lipídios ou, ainda, às mudanças 

conformacionais nas cabeças de grupo dos lipídios, induzidas pela presença de sal e 

mangiferina, os quais influenciam o potencial zeta e consequentemente a estabilidade 

lipossomal. 

A eficiência de incorporação da mangiferina nos lipososmos de DMPC preparados 

pelo método da injeção etanólica, em pH fisiológico, foram ao redor de 13%, 

considerados baixos para aplicações biológicas. A tentativa de otimizar a eficiência de 

incorporação foi realizada pela adição de colesterol em diferentes proporções 

lipídio:colesterol. Um aumento discreto de 13% para 17% foi observado para a proporção 

DMPC:colesterol (9:1) e essa composição lipídica foi adotada nos experimentos de 

bioatividade.  

A mangiferina livre inibe a desgranulação dos mastócitos de forma concentração-

dependente; no entanto, a presença de lipossomos, preparados pelo método da injeção 

etanólica, não altera significativamente esse perfil. Este resultado pode ser explicado pela 

baixa eficiência de incorporação da mangiferina em lipossomos preparados por esse 

método. Se a eficiência de incorporação é baixa espera-se que não haja mudança 

significativa na bioatividade do fármaco. Por outro lado, sabe-se que flavonóides 

previnem a peroxidação lipídica de lipossomos e o fato de ter havido associação da 

mangiferina com os lipossomos de DPMC, sem interferência na bioatividade, pode ser 

visto como uma vantagem na preparação de formulações mais estáveis para aplicações 

da mangiferina em tratamentos diversos. 

A eficiência de incorporação da mangiferina em lipossomos de DMPC:colesterol 

(9:1), preparados pelo método do filme lipídico, foi igual a 45 % e consideravelmente 

maior do que aquela obtida pelo método da injeção etanólica (EI=17%).  

Os resultados de potencial antialérgico mostraram que os lipossomos de DMPC, 

preparados pelo método do filme lipídico, favorecem o potencial antialérgico da 

mangiferina em concentrações acima de 25 μM, onde nota-see menor solubilidade do 
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fármaco. Este resultado corrobora com a hipótese de que carreadores aumentam a 

biodisponibilidade de fármacos e consequentemente o desempenho de bioensaios. Tais 

resultados abrem perspectivas para novos estudos onde sejam explorados sistemas 

lipossomais mais estáveis com maior eficiência de incorporação da mangiferina. 
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