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Resumo 

O presente trabalho trata do estudo da interação entre os poluentes emergentes 

amoxicilina (AMX) e azul de metileno (AM) com modelos-simples de membrana 

biológica compostas de fosfolipídios zwiteriônicos (DPPC e DOPC), através de filmes de 

Langmuir e vesículas unilamelares gigantes (GUVs). As membranas foram expostas aos 

poluentes de forma individual e também misturados (MIX) para que se aproximasse de 

uma situação real, neste caso, o chamado efeito coquetel, no qual os poluentes são 

encontrados misturados no ambiente. O objetivo principal foi investigar as possíveis 

interações entre os poluentes e os fosfolipídios e os consequentes efeitos nas membranas. 

Nos filmes de Langmuir, as isotermas π-A (pressão superficial por área molecular média) 

de DPPC revelaram que a AMX e o AM são expulsos da interface ar-água conforme a 

fase condensada é atingida. O DOPC demonstrou ser menos afetado pela AMX, uma vez 

que a isoterma não apresentou deslocamento. Contudo, o DOPC se mostrou mais 

susceptível a interagir com o AM, visto que um deslocamento significativo foi observado. 

Para ambos os lipídios a MIX causou maiores efeitos, evidenciados por deslocamentos 

maiores nas isotermas. Análises de módulo compressional mostraram um pequeno 

aumento na fluidez do filme de DPPC,  não  observado para o DOPC. As medidas de 

microscopia de ângulo de Brewster (BAM) na presença dos poluentes revelaram 

mudanças na morfologia dos filmes, afetando a formação dos domínios de DPPC e 

impedindo a formação dos mesmos nas monocamadas de DOPC. Os espectros de PM-

IRRAS para o DPPC indicaram possíveis interações eletrostáticas dos poluentes com a 

cabeça polar do lipídio, assim como uma desordem na região da sua cauda apolar. A 

monocamada de DOPC foi bastante afetada pois ocorreram mudanças nas vibrações de 

quase todos os grupos químicos do lipídio, apresentando inclusive mudanças na região da 

cauda do lipídio. Os espectros de emissão da sonda LAURDAN nas LUVs revelaram um 



 
 

aumento da rigidez para ambos os lipídios, diferentemente do observado pelas análises 

de elasticidade da monocamada de Langmuir. As GUVs para ambos os fosfolipídios, ao 

contrário das monocamadas, apresentaram maior efeito sobre os poluentes aplicados de 

forma individual, visto que para os poluentes avaliados individualmente foram 

observados a perda de contraste de fase para os lipídios na presença do AM, assim como 

mudanças na estabilidade para as GUVs de DOPC em AMX. Tais efeitos não foram 

observados para a MIX, devido as diferenças estruturais dos modelos de membrana. 

 

Palavras-chave: amoxicilina, azul de metileno, mistura de poluentes, filmes de 

Langmuir, BAM, PM-IRRAS, GUVs, contraste de fase.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

The present work is about the interaction between the emerging pollutants 

amoxicillin (AMX) and methylene blue (MB), with biological membrane models of 

zwitterionic phospholipids (DPPC and DOPC), through Langmuir films and giant 

unilamellar vesicles (GUVs). The membrane was exposed to the presence of the 

pollutants individually, still being performed the analysis with the mixture (MIX) of both 

in order to get closer to a real situation, in which the pollutants are found mixed in the 

environment. The main goal was to investigate the possible interactions between the 

pollutants and phospholipids. The π-A (surface pressure by mean molecular  area) 

isotherms of DPPC reveal that in the condensed phase the lipid expelled the AMX and 

MB of the air-water interface. The DOPC showed to be less affected by the AMX, once 

the isotherm did not present a displacement. However, the DOPC showed to be more 

susceptible to interact with the MB, since significant displacements were observed. In 

both lipids, the MIX showed to be more effective, causing bigger displacements. The 

analysis of compressional modulus showed a small increase of the fluidity of the DPPC 

film, which was not observed to the DOPC. The Brewster Angle Microscopy (BAM) 

measurements in the presence of the pollutants revealed changes in the morphology, 

affecting the domains formation of DPPC and inhibiting the formation of the same in 

monolayers. The PM-IRRAS specters to the DPPC indicated possible electrostatic 

interactions with the head, as well as a disorder in the tail. The DOPC monolayer was 

quite affected because there have been changes in almost all chemical groups of lipid, 

including changes in the tail region of the lipid. The emission spectrum from the dye 

LAURDAN in the LUVs revealed an increase in the rigidity for both lipids, different from 

the observed in the analysis of elasticity in the Langmuir monolayers. The GUVs for both 

phospholipids, unlike the monolayers, showed a major effect on the pollutants applied 



 
 

individually since that were observed losses of phase contrast for the lipids in the presence 

of MB, such as changes in the stability of the DOPC GUVs in AMX. Such effects were 

not observed in the MIX, due to the structural differences in the membrane models. 

Keywords: amoxicillin, methylene blues, pollutants mixture, Langmuir film, BAM, PM-

IRRAS, GUVs, phase contrast. 
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Capítulo 1 – Introdução 

1.1. Poluentes Emergentes 

A preservação ambiental e da saúde humana sempre foram focos de diversos 

estudos. Dentre estas áreas, uma das vertentes de estudo está na presença de 

contaminantes em rios e afluentes. Tais contaminantes podem ser chamados de 

“poluentes emergentes”, compostos estes que englobam uma gama de diversos resíduos 

que não deveriam ser encontrados no meio ambiente. Segundo a agência norte-americana 

USGS (do inglês, United States Geological Survey), um contaminante emergente pode 

ser definido como “uma substância química, de ocorrência natural ou antrópica, ou 

qualquer microrganismo que não é normalmente controlado no ambiente, mas que tem 

potencial para entrar no ambiente e causar efeitos adversos ecológicos e (ou) sobre a 

saúde humana, sendo estes efeitos conhecidos ou suspeitos” [1]. Os exemplos mais 

comuns de poluentes encontrados na natureza são os pesticidas, herbicidas, produtos 

farmacêuticos, hormônios naturais e sintéticos, solventes, e outros contaminantes 

orgânicos que provêm de indústrias. Tais compostos podem causar vários tipos de efeitos 

colaterais negativos tanto para o meio ambiente [2, 3], quanto para o ser humano [4, 5]. 

Com o crescimento populacional e a alta densidade demográfica, a geração de 

resíduos domésticos aumenta a cada ano, as grandes cidades produzem diariamente 

diversos tipos de produtos químicos que contribuem para a poluição de rios e afluentes, 

que vem sofrendo com o despejo que insumos industriais, esgotos domésticos, pesticidas 

agrícolas, entre outros possíveis contaminantes. No Brasil, 50,3% do esgoto gerado é 

coletado e, desse total, apenas 74% é tratado em estações de esgoto adequadas [6]. Tendo 

em vista tais números, e sabendo que a maioria das estações de esgoto não estão 

preparadas para o tratamento ideal [7] devido a maior parte dos poluentes emergentes não 

serem removidos pelo tratamento de esgoto tradicional empregado na maioria das cidades 
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[8, 9], concluímos que podemos estar ingerindo uma gama de diversos compostos em 

baixas concentrações, sobre os  quais temos pouco conhecimento em relação aos efeitos 

causados ao organismo humano quando exposto durante um longo período de tempo. Em 

particular, existe uma necessidade de se estudar os efeitos “coquetel” (resultado do efeito 

de compostos de diferentes ações no organismo) e “aditivo” (resultado do efeito de 

compostos de mesma ação no organismo), ou seja, a maneira como diferentes 

contaminantes emergentes podem interagir para produzir efeitos adversos. [10].  

Se por um lado o tratamento dos efluentes não é adequado, por outro lado, o 

consumo mundial de medicamentos cresce de forma preocupante, sendo que a população 

ingere uma quantidade cada vez maior de remédios. Se olharmos para a situação do 

Brasil, nota-se um crescimento significativo. Em 2006, o Brasil ocupava a 10ª posição no 

ranking mundial em gastos com medicamentos, em 2011 a 6ª e em 2016 subiu novamente, 

agora para 4ª posição, ficando à frente de países como Alemanha, França, Índia e Canadá 

[11]. Assim sendo, os fármacos contribuem de forma significativa para a poluição de rios 

e afluentes, e os efeitos que estes podem causar aos organismos vivos uma vez que  as 

consequências não são conhecidas. 

Dentre os vários fármacos amplamente consumidos no Brasil, a amoxicilina, um 

antibiótico semissintético do grupo das penicilinas, e o azul de metileno, um derivado 

fenotiazínico utilizado pela indústria farmacêutica como antisséptico e pela indústria 

têxtil como corante foram empregados neste estudo.  

  1.2. Amoxicilina 

A amoxicilina (Figura 1) é um dos 

antibióticos mais produzidos e consumidos no 

mundo [12], pertencendo ao grupo dos antibióticos 

penicilínicos. A amoxicilina é usada no tratamento 

Figura 1: Estrutura química da 

amoxicilina. 
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de uma gama de infecções causadas por bactérias que podem manifestar-se nos pulmões 

(pneumonia e bronquite), nas amígdalas (amigdalite), nos seios da face (sinusite), no trato 

urinário e genital, na pele e nas mucosas [13]. Atua matando as bactérias que causam 

essas infecções, agindo diretamente na parede das células, destruindo a membrana celular. 

É um medicamento administrado via oral ou intravenosa, levemente solúvel em água e 

pouco solúvel em álcool metílico e etílico. Um fator a se levar em consideração é que 

grande parte das doses ingeridas é excretada pelo organismo em sua forma ativa pela 

urina [14], Cerca de 60% a 70% de amoxicilina são excretadas inalteradas pela urina 

durante as primeiras seis horas após a administração de uma dose padrão [15]. Nos 

animais a amoxicilina é amplamente utilizada na medicina e nutrição, implicando 

diretamente em quantidades preocupantes deste composto, sendo inclusive encontrada no 

leite e em carne de frango e peixe [16]. 

 

  1.3. Azul de Metileno 

O azul de metileno pertence a uma classe de 

compostos chamados de fenotiazinas, sendo 

amplamente estudado na literatura nas mais 

diversas áreas e aplicações. Dentre suas diversas 

aplicações farmacológicas estão o tratamento de 

meta hemoglobinemia [17], além de recentes aplicações como antifúngico [18] e no 

tratamento do mal de Alzheimer [19]. Na China, o azul de metileno é utilizado no 

tratamento de algumas doenças de peixes [20], entretanto seu uso foi banido em alguns 

países como Estados Unidos e Japão [21]. Além disso, é reportado na literatura que a 

exposição ao azul de metileno em altas concentrações pode acarretar efeitos adversos à 

saúde, tais como vômitos e necrose de tecidos [22, 23]. Uma das características 

Figura 2: Estrutura química do 

azul de metileno. 
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interessantes é a afinidade que derivados fenotiazínicos têm pela membrana celular [24]. 

O azul de metileno é um sólido de cor verde escura, solúvel em água, que além de suas 

aplicações farmacológicas, também é utilizado como corante, destacadamente em tinturas 

de cabelos, tecidos e madeiras [25]. Na literatura, o estudo da interação do azul de 

metileno com modelos de membranas biológicas é bem difundido, principalmente devido 

à sua utilização como fotossensibilizador em terapia fotodinâmica, incluindo trabalhos 

que avaliam a interação através de filmes de Langmuir [26, 27] e de vesículas 

unilamelares gigantes [28, 29]. 

A respeito da mistura dos poluentes e sua pertinência, a Organização Mundial da 

Saúde admite que há uma lacuna de conhecimento quando se trata da avaliação dos riscos 

associados à exposição a baixas concentrações de drogas a longo prazo [30]. No meio 

ambiente, tais poluentes são encontrados em baixas concentrações e misturados, porém 

na literatura são apresentados somente estudos com apenas um analito por vez, existindo, 

portanto uma lacuna de trabalhos que abordam misturas de poluentes. 

 

1.4. Modelos de Membrana Biológica   

Historicamente, os primeiros estudos que evidenciaram a existência de uma 

barreira que separava o interior do exterior da célula foram realizados por volta do século 

XIX, principalmente pelo botânico alemão Wilhelm Pfeffer. Foi descoberto que existia 

uma fina camada que permitia a entrada da água por osmose, porém não de moléculas, 

tal como a glicose. Esta barreira osmótica foi nomeada de membrana plasmática [25]. 

Desde então, uma série de outros estudos desencadearam descobertas que nos levaram ao 

que entendemos hoje como membrana citoplasmática [31], dentre os mais notáveis estão 

Overton, Langmuir, Nicholson e Singer [32]. 
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A membrana celular é composta basicamente de lipídios e proteínas, que se 

mantêm devido a interações físicas. Os lipídios se arranjam na forma de uma bicamada 

lipídica, resultando em uma estrutura dinâmica com espessura  de 6 a 10 nm, enquanto as 

proteínas assumem diversas funções, dentre elas a entrada e saída de moléculas da célula. 

Outra característica interessante reside no fato de os lipídios das membranas celulares 

estarem empacotados e possuirem uma pressão lateral em torno de 30 mN/m [33]. Por 

esse motivo, a maioria das análises relacionadas aos filmes de Langmuir neste trabalho 

foi realizada utilizando esta pressão de superfície. 

Os fosfolipídios presentes na membrana apresentam caráter anfifílico, ou seja, 

parte da estrutura química apresenta uma afinidade com a água (hidrofílica) e outra parte 

repulsão (hidrofóbica). Estas moléculas possuem duas cadeias de hidrocarbonetos e 

terminação com cabeça-polar, que inclui um grupo fosfato [34]. Dentre os tipos de 

fosfolipídios, as fosfatidilcolinas (PC) representam a maior porcentagem na composição 

da membrana celular dos mamíferos [35, 36, 37], sendo assim, sua aplicação em estudos 

de membranas biológica é muito importante e bastante reportada na literatura [38, 39, 

40].   

O estudo dos poluentes emergentes e modelos de membrana celular são de grande 

interesse, uma vez que podem contribuir para elucidar efeitos destas moléculas na saúde 

humana [41] levando em consideração o fato de que a membrana celular é o primeiro 

ponto de interação com tais moléculas [42, 43, 44, 45]. 

A membrana celular é um sistema biológico bastante complexo. Sendo assim, 

estudos específicos in vivo se tornam muito complicados, assim como estudos in vitro. 

Busca-se então meios que possam mimetizar a membrana celular de forma mais simples, 

onde se possa observar uma interação mais específica. Por esse motivo, os sistemas 

miméticos são importantes, pois podem contribuir para elucidar reações que acontecem 
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na membrana. Por essa razão, filmes de Langmuir e GUVs (do inglês, giant unilamellar 

vesicles) são amplamente utilizadas como modelos miméticos da membrana celular. 
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Capítulo 2 – Objetivos 

O objetivo geral deste trabalho é investigar a interação entre os poluentes 

emergentes amoxicilina e azul de metileno, simulando o efeito coquetel em modelos-

simples de membrana biológica, utilizando para isso as técnicas de filmes de Langmuir 

(monocamadas) e GUVs (bicamadas) dos fosfolipídios DPPC e DOPC. Os objetivos 

específicos do trabalho contemplam as seguintes atividades:  

1. Estudo da interação entre os fosfolipídios DPPC e DOPC com os poluentes 

emergentes amoxicilina e azul de metileno via isotermas π-A utilizando filmes de 

Langmuir para o fosfolipídio na ausência e presença dos poluentes de forma individual e 

também para a mistura dos mesmos.  

2. Avaliação das mudanças morfológicas dos filmes de Langmuir para os 

fosfolipídios DPPC e DOPC através de medidas de microscopia BAM, para o fosfolipídio 

na ausência e presença dos poluentes de forma individual e também para a mistura dos 

mesmos. 

3. Identificação dos grupos químicos das moléculas de DPPC e DOPC envolvidos 

nas interações com os poluentes emergentes de forma individual e com a mistura dos 

mesmos via PM-IRRAS em filmes de Langmuir.  

4. Identificação de uma possível interação entre os fosfolipídios DPPC e DOPC 

com os poluentes amoxicilina e azul de metileno via medidas de FTIR de filmes cast, 

assim como avaliar uma possível interação que possa estar ocorrendo entre os poluentes 

quando misturados.  
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5. Preparar GUVs dos fosfolipídios DPPC e DOPC para observar através de 

imagens de microscopia de contraste de fase os efeitos dos poluentes emergentes nas 

bicamadas lipídicas de forma individual e com a mistura dos mesmos.  
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Capítulo 3 - Conceitos Teóricos 

3.1. Filmes de Langmuir 

Quando se espalha um material insolúvel em água sobre sua superfície, este tende 

a se espalhar formando uma película que altera a tensão superficial da interface ar-água. 

A película formada neste processo é chamada de filme de Langmuir,  em homenagem a 

Irving Langmuir. Em seu trabalho publicado em 1917 [46] ele estuda o espalhamento de 

moléculas sobre a superfície da água e faz considerações sobre as forças físicas e químicas 

envolvidas no fenômeno. Foram estes estudos que o levaram a ser agraciado com o 

prêmio Nobel de química em 1932.  

Para a fabricação de um filme de Langmuir utiliza-se um equipamento chamado 

de “cuba de Langmuir”, que consiste basicamente em uma cuba de teflon na qual  é 

adicionada a subfase, um par de barreiras móveis, que comprimem a monocamada com 

velocidade controlada e um sensor que mede a tensão superficial. O sensor utilizado nas 

medidas provém do método de Wilhelmy [47].   

Usualmente, para a fabricação de um filme sobre a interface ar-água são 

necessários alguns requisitos para que o material possa ser empregado.  A molécula deve 

ser anfifílica, ou seja, parte da molécula tem afinidade pela água (caráter hidrofílico) e a 

outra parte não (caráter hidrofóbico) [47]. Assim, a parte hidrofílica é responsável pelo 

espalhamento na superfície da água e a parte hidrofóbica é responsável pela permanência 

das moléculas na interface ar-água. A molécula de interesse é solubilizada em solventes 

orgânicos altamente voláteis para que ocorra a evaporação do solvente na interface ar-

água. Assim sendo, as moléculas são espalhadas pela superfície da água e após a 

evaporação do solvente as barreiras são comprimidas de forma que as moléculas, que 

antes estavam bastante dispersas, passam a se agrupar de uma forma mais organizada, 

formando uma monocamada ou um filme de Langmuir. A caracterização básica realizada 
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em filmes de Langmuir consiste em medir a pressão de superfície (π), calculada pela 

diferença de tensão entre da água pura (γ0) e a água com a monocamada espalhada (γ), de 

acordo com a Equação 1: 

𝜋 = 𝛾0 − 𝛾          (1) 

Sendo assim, medindo-se a pressão de superfície da monocamada em função da 

variação da área entre as barreiras obtém-se as chamadas isotermas π-A [48]. 

Normalmente utiliza-se as isotermas para se obter informações sobre a estruturação da 

monocamada. Durante a compressão, nota-se que em certos pontos da isoterma podem 

ocorrem transições de fase, mudanças que indicam uma reorientação das moléculas na 

interface. 

Ao longo da compressão, as isotermas podem apresentar essencialmente três 

fases: i) a fase gasosa, na qual não há interação entre as moléculas devido as mesmas 

estarem bastante dispersas; ii) a fase líquida, em que se começa a observar uma pequena 

interação entre as moléculas, e iii) a fase condensada, na qual a monocamada atinge uma 

organização empacotada, de espessura monomolecular (Figura 3). Caso a molécula seja 

comprimida ainda mais, ocorre o colapso da monocamada, o que causa a desorganização 

do filme.  

 

Figura 3: Isoterma esquemática mostrando as três fases de compressão do filme de 

Langmuir. Adaptado de [47] 
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3.2. Elasticidade da monocamada 

 Além de informações referentes ao empacotamento das cadeias na monocamada, 

podemos ainda obter outros tipos de informações através das isotermas π-A. Por exemplo, 

o fator de compressibilidade (CS), ou também módulo compressional (CS
-1), este último 

definido pela Equação 2:  

𝐶𝑆
−1 = −

1

𝐴

𝜕𝜋

𝜕𝐴
                       (2) 

onde π é a pressão de superfície e A é a área molecular média. Essa relação é proporcional 

à inclinação da curva π-A, ou seja, quanto maior o aumento da pressão de superfície 

devido a uma compressão, maior será o valor de CS
-1, logo, maior será a rigidez da 

monocamada. Desta forma é possível determinar quão suscetível a monocamada é à 

compressão, e além disso, a análise do módulo compressional é essencialmente útil na 

determinação das regiões das transições de fase [49]. Existem recomendações para a 

determinação das diferentes fases dos lipídios de acordo com o valor máximo de CS
-1 

[49], sendo a fase líquido-expandida referente ao intervalo entre 12,5-50 mN/m e a fase 

líquido-condensada referente ao intervalo de 100-250 mN/m. 

3.3. Microscopia de Ângulo de Brewster (BAM) 

Informações sobre a morfologia das monocamadas ou filmes de Langmuir, ou 

sobre a formação de agregados lipídicos podem ser obtidas utilizando a microscopia de 

ângulo de Brewster (BAM). A técnica consiste na aplicação de uma fonte de radiação 

polarizada na direção paralela ao plano de incidência do feixe (p-polarizada), em um 

ângulo específico. No caso da interface ar-água, este valor é de 53° (ângulo de Brewster) 

[50], valor este definido pela Equação 3: 
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𝑡𝑎𝑛𝜃𝐵 =
𝑛2

𝑛1
          (3) 

Sendo que n2 é o índice de refração da água e n1 o índice de refração do ar. Quando 

tal situação é satisfeita não há a reflexão na superfície, somente a refração (Figura 4 (a)), 

e, portanto, não se detecta nenhum feixe refletido, deixando a imagem obtida toda escura. 

Entretanto, quando se adiciona sobre a superfície uma monocamada de um terceiro 

material com índice de refração diferente da água, o ângulo de Brewster muda, tanto para 

a interface ar-filme, quanto para a interface filme-água. Logo, o feixe passa a ser refletido 

e mensurado (Figura 4 (b)) [51], sendo possível captar as informações sobre a morfologia 

da monocamada.   

 

Figura 4: Diagrama da teoria do ângulo de Brewster para (a) um feixe p-polarizado, (b) 

um feixe p-polarizado sobre um filme e (c) um feixe de luz não-polarizado incidindo 

sobre a interface ar-água. 

 

Em condições ideais, quando um feixe de luz polarizado incide em um material, a 

luz refletida será totalmente polarizada na direção s (perpendicular ao plano de 

incidência), e parte dessa componente também é refratada. Além disso, a luz p-polarizada 

é completamente refratada (Figura 4 (c)). 

 

3.4. PM-IRRAS 

A espectroscopia de reflexão-absorção infravermelha (IRRAS – do inglês infrared 

reflexão-absorption spectroscopy) foi desenvolvida em 1960 por Robert G. Greenler, 

sendo destacadamente empregada em filmes finos depositados sobre substratos metálicos 
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[52, 53]. Entretanto, uma característica interessante deste método está no fato de que 

quando o feixe infravermelho rasante (cerca de 80° com a normal do plano) incide sobre 

a superfície, somente a radiação p-polarizada (paralelo ao plano de incidência) é refletida 

devido às regras de seleção dos metais [54]. Porém, sobre em uma superfície aquosa tais 

regras de seleção não existem, logo seriam detectadas as vibrações em todas as direções 

simultaneamente, fato este que impossibilitaria a obtenção de informações sobre a 

organização das moléculas em uma superfície aquosa. Além disso há outro fator 

importante: as bandas referentes à água presente na subfase ou na forma de vapor do 

ambiente causam uma sobreposição na maioria das bandas de interesse biológico (1400 

a 1800 cm-1). Para superar este problema, em 1993 foi desenvolvida uma a técnica 

conhecida como espectroscopia de absorção-reflexão infravermelha com polarização 

modulada (PM-IRRAS) [54], a qual constituía no emprego da radiação infravermelha 

polarizada em dois planos distintos (p e s, ortogonais entre si), cuja modulação em alta 

frequência (kHz) garante uma incidência alternada e praticamente simultânea entre o 

feixe de luz p-polarizado (paralela ao plano de incidência) e o feixe s-polarizado 

(perpendicular ao plano de incidência) na superfície da água, como está ilustrado na 

Figura 5.  

 

Figura 5: Diagrama esquemático do funcionamento de um sistema de PM-IRRAS em 

uma cuba de Langmuir. 
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Sendo assim, os espectros gerados pela absorção-reflexão destes dois planos 

coletados quase que simultaneamente seguem a Equação 4, que representa a refletividade 

diferencial (S): 

𝑆 =
𝑅𝑝 − 𝑅𝑠

𝑅𝑝 + 𝑅𝑠
           (4)            

sendo Rp a refletância referente a plano p e Rs a refletância referente ao plano s. Com tal 

configuração, os espectros obtidos são independentes da absorção isotrópica [55], visto 

que tais absorções estão presentes em ambos os espectros de refletividade relativa gerados 

por cada plano, minimizando assim a interferência do vapor de água e do monóxido de 

carbono. Os espectros obtidos pelo PM-IRRAS fornecido pelo software do aparelho são 

normalizados de acordo com a Equação 5 [55]: 

∆𝑆

𝑆
=

𝑆 − 𝑆0

𝑆0
            (5) 

onde ΔS/S corresponde ao espectro de PM-IRRAS normalizado, S é a refletividade de 

polarização modulada medida para a superfície da subfase recoberta pelo filme e a S0 

refletividade medida para a superfície limpa da subfase. Um fator interessante para a 

análise está no fato de que bandas positivas em um espectro de PM-IRRAS indicam uma 

orientação do momento de dipolo de transição M preferencialmente no plano da 

superfície (Figura 6 (a)), enquanto bandas negativas indicam uma orientação preferencial 

de M perpendicular à superfície (Figura 6 (b)) [56]. Para ângulos próximos ao ângulo de 

Brewster, ou seja, quando M está orientado a cerca de 53° em relação à superfície, há 

ausência de bandas (Figura 6 (c)). 
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Figura 6: Ilustração da relação entre a orientação do momento dipolo de transição (M) e 

o sinal das bandas de absorção nos espectros de PM-IRRAS: (a) bandas positivas, (b) 

bandas negativas e (c) ausência de bandas. Adaptado de [56]. 

 

 

3.5. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) 

A espectroscopia de absorção na região do infravermelho consiste na absorção de 

radiação variando no intervalo de 4000 a 10 cm-1, logo, trata-se de transições que 

envolvem as vibrações das moléculas [57]. A molécula é excitada de um estado 

vibracional para outro de maior energia pela absorção direta da radiação no 

infravermelho.  

Um modo vibracional ativo no infravermelho é ressonante quando existe uma 

variação no momento de dipolo molecular durante a vibração proveniente da radiação 

incidente com a molécula, gerando assim uma variação na amplitude da vibração. O 

momento de dipolo é uma propriedade molecular definida pela distribuição de carga em 
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uma molécula no estado de equilíbrio geométrico (mínimo de energia). Define-se o vetor 

do momento de dipolo de acordo com a Equação 6: 

𝜇 = 𝜇0 +
𝜕𝜇

𝜕𝑄
)

0

𝛿𝑄 +
1

2

𝜕2𝜇

𝜕𝑄2
)

0

𝛿𝑄2 + ⋯               (6) 

Cada parte desta equação tem uma contribuição diferente para o momento de dipolo: o 

primeiro termo se refere ao momento de dipolo permanente; ii) a segunda parte, ou seja, 

a derivada parcial de primeira ordem, é o responsável pela absorção da radiação 

infravermelha; e, iii) a terceira parte (derivada parcial de segunda ordem) é responsável 

pela presença de frequências dobradas e combinações (overtones e combinations) nos 

espectros de infravermelho [58].  

 

3.6. Vesícula Unilamelares Grandes e Gigantes (LUVs e GUVs) 

A membrana celular é um dos primeiros pontos de ação de compostos nos seres 

vivos. Dessa forma, as vesículas unilamelares grandes e gigantes (LUVs e GUVs, ambas 

do inglês large unilamelar vesicles e giant unilamellar vesicles, respectivamente) têm se 

mostrado ferramentas muito úteis para mimetizar a membrana celular, devido à 

complexidade de estudos in vivo. Na literatura há uma ampla gama de estudos envolvendo 

a mimetização da membrana biológica que vão desde a determinação da composição e 

estrutura [59], interações [60], entre outros. 

Um dos modelos mais simples de uma membrana é uma bicamada lipídica 

formando uma vesícula que pode ser formada por diferentes processos. Há diversas 

técnicas para a formação de vesículas, e dentre as técnicas mais conhecidas para a 

fabricação de LUVs está a extrusão, que se baseia na passagem de dispersões de vesículas 

multilamelares espontaneamente formadas através de membranas filtrantes com diâmetro 

de poros bem definidos [61]. Vesículas também podem ser formadas pela técnica 
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conhecida como dispersão de solventes, que depende da evaporação dos solventes ao qual 

foram solubilizados os lipídios, e ainda, da aplicação de vácuo para a formação das 

vesículas [62]. Porém uma das metodologias mais utilizadas em estudos de sistemas 

miméticos é a fabricação de GUVs pelo método de eletroformação. Esse método foi 

proposto inicialmente por Angelova et al. [63], e, consiste na aplicação de um campo 

elétrico alternado para a formação da vesícula. Esse método permitiu uma produção 

controlada das GUVs, sendo amplamente utilizada em estudo de modelos de membrana 

[64, 65, 66]. 

Existem algumas formas de auto-organização as quais as moléculas anfifílicas 

podem assumir quando colocadas em um solvente aquoso. Algumas das principais formas 

estão representadas na Figura 7. As diferentes estruturas que as moléculas anfifílicas 

adquirem dependem da relação entre volume ocupado pela cabeça polar e as caudas 

hidrofóbicas, sendo que diferentes volumes dão origem a diferentes tipos de 

empacotamento, gerando assim diferentes organizações geométricas [37,67]. 

 

Figura 7: Ilustração de algumas possíveis formas geométricas de moléculas anfifílicas e 

possíveis tipos de organização 
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Sendo assim as vesículas podem ser classificadas da seguinte maneira, sendo que 

tais valores divergem de autor para autor [67, 68]:  

• Vesículas Unilamelares Pequenas (Small Unilamellar Vesicles - SUV) menores 

que 100 nm.  

• Vesículas Unilamelares Grandes (Large Unilamellar Vesicles - LUV) de 100 nm 

a 1000 nm.  

• Vesículas Unilamelares Gigantes (Giant Unilamellar Vesicles - GUV) maiores 

que 1000 nm. 

Outro fator importante no estudo das vesículas relaciona-se com a formas com 

que os fosfolipídios se organizam nas membranas em diferentes condições de 

temperatura. Considera-se duas fases termodinâmicas que dependem do estado de 

ordenação das cadeias hidrofóbicas, as chamadas fase gel (Lβ) e liquido-cristalina (Lα). 

Quando os fosfolipídios possuem uma organização de forma que as caudas ficam 

estendidas e ordenadas, a estrutura lipídica é mais rígida, logo, dizemos que eles se 

encontram na fase gel (Lβ), devido à restrição do seu movimento lateral. A medida que se 

aquece tal estrutura a uma dada temperatura, a conformação dos fosfolipídios é alterada 

pela perda da ordem lateral, ou seja, ocorre um aumento da mobilidade, sendo que os 

mesmos se organizam em uma nova fase chamada de liquido-cristalina (Lα). A 

temperatura de transição (TC) das fases depende de alguns fatores, dentre eles estão a 

natureza do grupo polar da cabeça lipídica e do comprimento e grau de insaturação das 

cadeias de ácido graxo. Em geral, a TC aumenta com o comprimento das cadeias e diminui 

com o grau de instauração [67, 69]. 

A formação de bicamadas lipídicas se dá de forma espontânea. Tal processo é 

chamado de autoassociação ou automontagem. Basicamente, neste processo as regiões 

polares tendem a ficar próximas à regiões polares, e regiões apolares tendem a ficar 
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próximas de regiões apolares, devido às características hidrofílicas e hidrofóbicas dos 

fosfolipídios.  

3.7. Medidas de LAURDAN-GP 

O estudo da polarização generalizada (GP- do inglês generalized polarization) da sonda 

LAURDAN é utilizado para evidenciar mudanças na polaridade do ambiente ao qual tal 

amostra é exposta, ou mudanças que possam ocorrer devido à presença de materiais 

externos. A respeito de estruturas lipídicas, mudanças no comprimento de onda de 

emissão da sonda podem indicar variações na fluidez da bicamada [70, 71]. O espectro 

de emissão da LAURDAN está ligado a presença e mobilidade de moléculas de água 

próximo ao grupo glicerol dos lipídios [72]. Sendo assim, se o empacotamento lipídico é 

pouco ordenado (fase líquido-cristalina), a emissão sofre grande influência, devido ao 

processo de reorientação das moléculas de água ao longo do momento de dipolo do estado 

excitado do LAURDAN. Entretanto, em meios mais rígidos (fase gel) tal efeito não é tão 

significativo. Desta forma é atribuída uma relação entre as intensidades de emissão e os 

comprimentos de onda, sendo 440 nm representativo de um ordenamento mais rígido, 

onde a água não é tão presente, e 490 nm representativo de uma maior influência da água 

na emissão da sonda, ou seja, uma maior fluidez [73]. Essa relação é conhecida como 

Polarização Generalizada do LAURDAN (LAURDAN-GP), e é representada pela 

Equação 7: 

𝐺𝑃 =
𝐼440 − 𝐼490

𝐼440 + 𝐼490
                          (7) 

onde I440 e I490 são as intensidades do espectro de emissão nos comprimentos de onda em 

440 e 490 nm, respectivamente. Tal relação proporciona informações sobre a mobilidade 

e penetração da água nas estruturas lipídicas, o que auxilia o entendimento das mudanças 
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na rigidez/fluidez das bicamadas lipídicas, causadas pela presença de um composto 

externo a sistema. 

3.8. Microscopias de Contrate de Fase  

O microscópio de contraste de fase ilustrado na Figura 8, inventado pelo físico 

holandês Fritz Zernike em 1935 [74], é um instrumento óptico que pode ser utilizado para 

produzir imagens com um alto contraste de espécimes transparentes, convertendo uma 

modulação de fase espacial em uma modulação de intensidade espacial. Tal aparelho é 

importante no estudo das células microscópicas, pois, desde então, não houve mais a 

necessidade de pigmentar as amostras. 

 

Figura 8: Esquema de funcionamento do microscópio de contraste de fase. Adaptado de 

[75] 
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O conceito envolvido no funcionamento do microscópio de contraste de fase 

baseia-se no princípio de que a densidade de um corpo determina a velocidade com que 

a luz o atravessa e, consequentemente, o seu índice de refração. Quando uma partícula 

transparente, cujo índice de refração é próximo do meio envolvente, é atravessada por um 

raio luminoso, uma parte do raio atravessa sem se desviar, enquanto que outra parte se 

difrata e desvia [76]. 

 O microscópio de contraste de fase é dotado de um sistema óptico especial que 

transforma diferença de fase dos raios de luz em diferença de intensidade luminosa. Um 

objeto transparente é composto por estruturas distintas, podendo ter espessuras diferentes 

por todo o seu comprimento. Esta variação de espessura que um objeto transparente pode 

ter causa atrasos diferentes na luz que o atravessa. Isto gera diferenças de fase na luz 

emergente, que, por interferência, são transformadas em diferenças de amplitude, gerando 

diferenças de intensidade luminosa [77]. 

No microscópio de contraste de fase, mostrado na Figura 8, o raio mais lateral que 

passa através da objetiva, conjunto de lentes que permite a ampliação do objeto, é 

adiantado de ¼ λ em relação à luz central, pela introdução de uma placa anelar na objetiva. 

Uma placa semelhante é posicionada no condensador, que distribui regularmente no 

campo visual do microscópio a luz refletida pelo espelho, se introduz um diafragma 

anelar. A placa anelar é um disco transparente com um sulco em forma de anel, que 

coincide com a imagem direta do condensador. O efeito de fase decorre da interferência 

entre a imagem geométrica fornecida pela parte central da objetiva e a imagem difratada, 

dada pelos raios laterais, adiantada de ¼ λ. Isto gera diferenças de fase que são 

transformadas em diferenças de intensidade luminosa. 
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Capítulo 4 - Materiais e Métodos 

4.1. Compostos 

Os fosfolipídios zwiteriônicos DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine) e DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) foram adquiridos 

da Avanti Polar Lipids Inc., a amoxicilina (AMX) e o azul de metileno (AM) foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich co. As massas molares do DPPC, DOPC, AMX e AM são 

respectivamente 745, 786, 365,4 e 373,9 g/mol. A AMX tem valores de pKa de 2,69, 7,49 

e 9,63, enquanto o AM tem valores de pKa de 3,8 e 5. As estruturas dos lipídios e dos 

poluentes no pH utilizado no trabalho estão representadas na Figura 9. 

 

 

Figura 9: Representação esquemática da estrutura molecular dos fosfolipídios DPPC e 

DOPC, além dos poluentes emergentes amoxicilina e azul de metileno no pH estudado. 

 

4.2. Filmes de Langmuir 

Os filmes de Langmuir foram estudados em uma cuba de Langmuir KSV Nima 

modelo 2000. As isotermas foram obtidas em triplicata em três diferentes subfases 

aquosas, amoxicilina, azul de metileno e a mistura de ambos os poluentes, todos com a 

mesma concentração de 1x10-4 mol/L (Figura 10 (a)), sendo todas vertidas na cuba antes 
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do espalhamento dos fosfolipídios. Os filmes de Langmuir foram produzidos espalhando 

35 e 45 µL das soluções de DPPC e DOPC, respectivamente, ambas com concentração 

de 0,5 mg/ml dissolvidas em clorofórmio. As isotermas π-A foram obtidas a 23 °C pelo 

método de Wilhelmy, utilizando o sensor de fio de platina. A monocamada foi 

comprimida simetricamente a uma velocidade constante de 10 mm/min. Todas as 

isotermas foram todas obtidas em triplicata, porém na seção de resultados e discussão as 

figuras foram plotadas apenas com uma isoterma, para facilitar a visualização, uma vez 

que todas as isotermas reproduziram. 

Uma segunda metodologia foi empregada para as isotermas π-A, a qual se 

espalhava o fosfolipídio na interface ar/água, comprimindo as barreiras até a pressão de 

30 mN/m. Em seguida foram inseridos os poluentes na subfase com uma microsseringa 

por baixo das barreiras, de forma que os poluentes entrariam em contato com a 

monocamada já compactada. Entretanto notou-se que a difusão dos poluentes em água 

não foi satisfatória, como pode ser observado na Figura 10 (b), esta constatação foi feita 

devido ao azul de metileno ter uma cor característica, o que possibilitou observar que a 

subfase não estava uniforme conforme o esperado. Sendo assim esta metodologia foi 

descartada.  

Foi realizada também a compressão das barreiras apenas com os poluentes na 

subfase, sem a presença dos fosfolipídios na interface, com o intuito de observar alguma 

atividade superficial dos poluentes. No entanto nenhuma atividade superficial foi 

observada nas isotermas π-A, visto que o valor de pressão de superfície foi o mesmo 

durante toda a compressão das barreiras. 
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Figura 10: Foto da cuba de Langmuir utilizada nas isotermas π-A para a (a) metodologia 

aplicada nos experimentos e (b) metodologia descartada. 

 

4.3. Módulo compressional 

 A análise do módulo compressional (CS
-1) foi realizada a partir dos dados 

coletados das isotermas π-A dos lipídios, para todos os casos analisados. O processo para 

obtenção dos valores de CS
-1 é baseado na Equação 2, descrita na seção 3.2. Por fim, os 

gráficos foram obtidos plotando CS
-1 em função da pressão de superfície. 

4.4. Microscopia de Ângulo de Brewster (BAM) 

As medidas de BAM foram adquiridas com o auxílio da Dra. Debora Balogh, no 

laboratório do Grupo de Polímeros Bernhard Gross no Instituto de Física da USP – São 

Carlos em um microscópio Accurion Nanofilm_EP4, com uma cuba de Langmuir 

acoplada ao microscópio. Foram obtidas imagens em temperatura ambiente (23 °C) para 

os fosfolipídios na ausência e presença dos poluentes foram adquiridas. A concentração 

de ambos os fosfolipídios foi 0,5 mg/ml e todas a subfase com a concentração de             

1x10-4 M. O procedimento experimental se dá de forma similar ao dos filmes de 

Langmuir, com apenas algumas mudanças. 

Primeiramente a placa de vidro preta com dimensões de 30 mm x 40 mm x (2 até 

0.5) mm é colocada sobre a cuba de forma que fique entre o laser e a objetiva, em seguida 

a cuba é preenchida com 120 mL da subfase de interesse. Antes da isoterma começar foi 
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realizada a linha de base da superfície para reduzir a interferência e melhorar a qualidade 

de imagem, a partir desse ponto a isoterma π-A seguem da mesma forma dos filmes de 

Langmuir. A captura das imagens é feita de forma manual, sendo assim foram capturadas 

em praticamente as pressões de superfície até o colapso, dando ênfase na pressão de 

30  mN/m, devido a membrana celular teoricamente possuir este valor pressão. 

 

4.5. PM-IRRAS 

Os espectros de PM-IRRAS foram adquiridos com o auxílio da Dra. Debora 

Balogh, no laboratório do Grupo de Polímeros Bernhard Gross no Instituto de Física da 

USP – São Carlos no espectrofotômetro modelo PMI550 da KSV Instruments. O espectro 

foi coletado no intervalo de 800 a 4200 cm-1, com cada espectro contendo 6000 varreduras 

a uma taxa de 10 varreduras/segundo, e com resolução espectral de 8cm-1. As medidas 

foram realizadas com o ângulo rasante de 80° em temperatura ambiente (23 °C), sendo 

os espectros obtidos na pressão superficial de 30 mN/m. Foram obtidos espectros para os 

fosfolipídios na ausência e presença dos poluentes. A concentração de ambos os 

fosfolipídios foi 0,5 mg/ml e todas a subfase com a concentração de 1x10-4 M. O 

procedimento experimental se dá de forma similar ao dos filmes de Langmuir, com 

apenas algumas mudanças.  
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Figura 11: Fotos da cuba de Langmuir com o PM-IRRAS acoplado, com subfase de azul 

de metileno. 

 

4.6. FTIR de filmes cast 

As medidas dos filmes cast (filme formado sobre o substrato através do 

espalhamento da solução na superfície) dos compostos foram realizadas em um 

espectrômetro Bruker modelo Tensor 27 que opera de 600 a 4000 cm-1 e obtidas com 128 

varreduras (scans) e resolução espectral de 4 cm-1, todos os espectros coletados foram no 

modo transmissão, sendo os filmes depositados em um substrato de seleneto de zinco 

(ZnSe). Foram preparadas previamente soluções dos compostos, de forma que cada 

fosfolipídio fosse misturado com os poluentes, seja a AMX, AM ou a MIX, sendo todas 

as concentrações a mesma 1x10-4 mol/L, dos quais os fosfolipídios foram diluídos em 

clorofórmio e os poluentes diluídos em metanol para facilitar a evaporação. Foram então 

espalhados 100 μL da solução sobre a superfície do substrato, esperada a secagem, e em 

seguida efetuada a medida. Este mesmo procedimento também foi realizado para os 

fosfolipídios e poluentes de forma separada, para se obter os espectros dos materiais 

puros. 

 

 

 



49 
 

4.7. Preparação das Vesículas Unilamelares Grandes (LUVs) 

As LUVs foram fabricadas pelo método de extrusão, que consiste em diversas 

etapas. Primeiramente realizou-se a diluição dos lipídios em 200 μL de clorofórmio, de 

forma que se obtenha uma concentração de 1x10-3 mol/L, com a sonda LAURDAN 

misturada em solução (porcentagem de 0,5 %). Em seguida todo o volume da solução foi 

espalhado em um tubo de ensaio, mantendo-se uma agitação e fluxo de N2 constante até 

a evaporação do solvente, sendo o tubo com o filme do lipídio colocado sobre vácuo 

durante uma hora. Posteriormente, esse filme formado é hidratado com 1 mL de água 

MilliQ, e a suspensão agitada durante 2 minutos, formando-se assim as vesículas 

multilamelares (MLVs) de forma espontânea. Uma vez que a suspensão das MLVs foi 

formada realizou-se o processo de extrusão das vesículas, que consiste em uma filtragem 

da suspensão gerada para que se obtenha as LUVs com homogeneidade em relação aos 

seus tamanhos. A suspensão formada é então colocada em uma seringa como ilustrado 

no aparato da Figura 12, onde a extrusora (Avanti Mini Extruder adquirida da Avanti 

Polar Lipids (Figura 12 (b)) é inserida no aparato da Figura 12 (a), que automatiza o 

processo de passagem da suspensão pela extrusora. A automação da extrusão é constituída 

de braços automatizados que movem as seringas de forma simultânea através de motores 

de passo com velocidade controlada (Figura 12 (b)). A extrusão se dá pela passagem da 

suspensão por filtros de tamanho de poros definidos. Esta passagem é repetida diversas 

vezes (21 no caso deste trabalho), mantendo-se o controle da velocidade como a qual a 

suspensão é filtrada, o que permite uma padronização do tamanho das LUVs. Para o 

lipídio DPPC todo o processo foi realizado na temperatura de 50 °C devido a temperatura 

de transição da fase gel (Lβ) para a fase líquido-cristalina (Lα) ocorrer em 41 °C. 
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Figura 12: (a) Aparato completo para a realização da extrusão e (b) base e seringas por 

onde passam as LUVs. 

 

4.8. Espectroscopia de Emissão de Fluorescência  

Os espectros de emissão da sonda LAURDAN presente nas LUVs foram 

coletados em um Espectrofluorímetro de bancada PerkinElmer Modelo LS55, sob a 

responsabilidade da Profª Drª. Ana Maria Pires. O equipamento conta com lâmpada de 

Xenônio. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente (23 ºC) em uma cubeta 

de quartzo, e, todos as amostras foram excitadas com o comprimento de onda de 320 nm 

(valor obtido previamente com o espectro de excitação), no intervalo de 400 a 650 nm. 

Primeiramente foram obtidos os espectros de emissão da LAURDAN inserido nas LUVs 

sem a presença dos poluentes, e, em seguida, os espectros na presença dos poluentes 

AMX, AM e MIX. Uma vez que os espectros foram obtidos, foram coletados os valores 

de intensidade para os comprimentos de onde de 440 e 490 nm, com o intuito de calcular 

o valor de polarização generalizada (GP), de acordo com a Equação 7, descrita na seção 

3.7.  
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4.9. Preparação das Vesículas Unilamelares Gigantes (GUVs) 

As GUVs foram fabricadas pelo método de eletroformação, utilizando substratos 

de ITO (óxido de zinco dopado com estanho, do inglês indium tin oxide) como base 

condutora. A superfície dos substratos foi cuidadosamente limpa com água MilliQ, álcool 

isopropílico e clorofórmio, da mesma forma o espaçador de teflon (Figura 13 (a)). Em 

seguida foi espalhada sobre cada superfície condutora dos ITOs 10 µL do fosfolipídio, 

com concentração de 1 mM, deixando evaporar o solvente, em vácuo, por 1 hora. Após a 

evaporação do solvente a célula foi montada como está representado na Figura 13 (b). 

Em seguida, o volume da célula foi preenchido com uma solução de sacarose de 

concentração de 0,2 mol/L. Utilizando uma fonte de tensão AC (corrente alternada) 

modelo Minipa MFG-4202 Function Signal Generator, foi aplicada sobre a célula 

hidratada uma tensão de 1 V com uma frequência de 10 Hz, pelo período de 1 hora. Por 

fim, as GUVs eletroformadas foram removidas com cuidado da célula e colocadas em um 

tubo plástico tipo eppendorf. 

Para as GUVs de DPPC a eletroformação foi realizada na temperatura de 50 °C 

devido a temperatura de transição da fase gel (Lβ) para a fase líquido-cristalina (Lα) do 

DPPC ocorrer em 41 °C. O DOPC foi realizado em temperatura ambiente, pois nesta 

temperatura a molécula já se encontra na fase líquido-cristalina, devido a temperatura de 

transição para o DOPC ser de -20 °C. 
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Figura 13: Fotos dos (a) substratos de ITO e o espaçador de teflon e (b) célula de 

eletroformação pronta para hidratação. 

 

4.10. Microscopia de Contraste de Fase 

As medidas de microscopia de contraste de fase foram realizadas em um 

microscópio de fluorescência confocal da marca Nikon, modelo C2/C2si, que além das 

medidas de fluorescência confocal permite a obtenção de imagens por contraste de fase. 

A caracterização foi realizada em temperatura ambiente (23 °C), com a lente de 40x, com 

abertura numérica de 0,6 para os vídeos e para as imagens coletadas. As alíquotas das 

amostras foram colocadas sobre uma lamínula do tipo Ibidi μ-Slide 8 Well Glass Botton, 

adicionando-se 200 μL de uma solução de glicose com concentração de 0,2 mol/L. Foram 

realizadas medidas em três diferentes concentrações do poluente, 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 

mol/L, sendo que em cada medida foi adicionado um volume de 1,0, 2,5 e 10,0 μL, 

respectivamente, sendo todos de uma mesma solução estoque do poluente de 1x10-2 

mol/L. Em seguida, a amostra foi agitada para garantir a homogeneidade do poluente na 

solução. Após a agitação, foram adicionados 50 μL da amostra das GUVs na lamínula. A 

partir deste ponto as GUVs foram encontradas o mais rápido possível, para evitar que as 

vesículas interagissem com o poluente antes de estarem em foco (tempo este menor que 

um minuto), sendo assim iniciada a gravação do vídeo durante um intervalo de tempo de 

30 min. 
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Para a análise estatística das GUVs afetadas pela presença dos poluentes, além dos 

vídeos, uma série de imagens foram capturadas após o término da gravação, de forma que 

se obteve imagens que continham o máximo de GUVs possíveis. As GUVs foram 

contadas e separadas por tamanho, de modo  a obter as porcentagens de vesículas 

afetadas.  
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Capítulo 5 – Resultados e Discussão  

5.1. Filmes de Langmuir 

 Inicialmente foram realizados estudos da atividade superficial dos poluentes em 

subfase aquosa, comprimindo as barreiras da cuba na ausência dos lipídios na interface 

ar-água. Entretanto, nenhum dos poluentes apresentaram resposta, visto que o valor da 

pressão superficial não se alterou durante toda a compressão das barreiras. 

Na Figura 14 (a) são apresentados os resultados das isotermas π-A para o 

fosfolipídio DPPC na ausência e presença dos três poluentes inicialmente na subfase, 

todas realizadas em temperatura ambiente (23 °C) e com a mesma concentração (1x10-4 

mol/L). Na Figura 14 (b) é mostrado o gráfico dos valores de diferença de área (ΔA) em 

função da pressão de superfície para cada uma das diferentes subfases. A diferença de 

área é obtida pela subtração dos valores de área da isoterma na presença do poluente pela 

área da isoterma do fosfolipídio puro em subfase aquosa. 

 

Figura 14: (a) Isotermas π-A de DPPC obtidas para as diferentes subfases com 

concentração de 1x10-4 mol/L, obtidas à temperatura ambiente e (b) valores de diferença 

de área (ΔA) para as diferentes subfases. 

 

 O resultado para as isotermas π-A em subfase aquosa para o DPPC é similar aos 

resultados encontrados na literatura [78], com valor de área extrapolada de 53 Å2, 

possuindo na pressão de 30mN/m um valor de área de aproximadamente 45 Å2. Além 
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disso, pode-se observar a presença das fases gasosa, líquido-expandida e líquido-

condensada de forma bem definida.  Para o DPPC, ambos os poluentes AMX e AM, 

quando presentes na subfase, provocaram um pequeno deslocamento para maiores áreas 

nas fases gasosa e líquida, ou seja, quando as moléculas dos fosfolipídios ainda não estão 

totalmente empacotadas. Quando os fosfolipídios atingem a fase condensada da 

monocamada, as isotermas π-A são coincidentes com as isotermas obtidas sem a presença 

do poluente na subfase. Esse efeito fica claro para os valores de diferença de área, 

conforme a pressão superficial aumenta, a diferença nos valores de área diminui, 

alcançando valores próximos a zero a partir da pressão de 30 mN/m nas condições em 

que os poluentes não são misturados (Figura 14 b). Estes resultados indicam que para 

estes dois sistemas em particular, existe uma interação entre os poluentes e o fosfolipídio 

que tende a manter os poluentes na interface, porém, os poluentes são expulsos da 

interface ar-água quando a monocamada é comprimida. No trabalho de Stunges et al. 

[79], foram obtidas isotermas π-A de DPPC em subfase aquosa do fármaco 17 α-

etinilestradiol (negativamente carregado em solução). Naquele trabalho, resultados 

similares foram obtidos, sendo que deslocamentos para maiores áreas durante as fases 

gasosa e líquida foram observados com posterior expulsão da interface ar-água na fase 

condensada, indicando que em ambos os trabalhos a atração eletroestática foi superada 

pelo empacotamento das moléculas.  

 Essa expulsão da interface ocorre provavelmente devido às fracas interações 

eletrostáticas destes compostos com a cabeça zwiteriônica do fosfolipídio, uma vez que 

a AMX tem uma carga liquida neutra, mas parte de sua estrutura tem cargas positivas e 

negativas e o AM tem carga positiva (catiônica). Desta maneira, conforme a fase 

condensada é atingida a pressão de superfície do DPPC expulsa os poluentes fracamente 

ligados à monocamada da interface ar-água. Um resultado semelhante a este foi obtido 
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por Lopes et al. [80], no qual foram realizadas isotermas π-A do DPPC em subfase de 

AMX com pH 7,4, e o mesmo efeito da expulsão do poluente foi observado. 

Provavelmente as moléculas da AMX e AM estejam posicionadas próximas à 

monocamada de DPPC, abaixo das cabeças zwiteriônicas, conforme a Figura 15 (a) e (b). 

Este tipo de ilustração tem como objetivo mostrar a possível estruturação da monocamada 

em diferentes fases de empacotamento, sem levar em consideração qualquer interação 

química específica que possa ocorrer.  

 Para a mistura dos poluentes na subfase, nota-se um deslocamento significativo 

da isoterma π-A de DPPC, como pode ser visto na Figura 14 (b). Os valores de diferença 

de área, calculados para as pressões superficiais que compreendem todas as fases do 

sistema são maiores se comparados aos poluentes empregados de forma individual. Nesse 

caso, utilizando a MIX, os poluentes conseguem permanecer na interface juntamente com 

a monocamada de DPPC, indicando uma interação mais forte em relação aos poluentes 

individuais. Somente por volta de 46 mN/m, ou seja, próximo ao colapso da monocamada, 

existe uma mudança na inclinação da isoterma, que é reprodutível e que pode indicar: i) 

que os poluentes são expulsos parcialmente da monocamada ou ii) que acontece uma 

reorganização/realinhamento da monocamada na presença da mistura de poluentes 

emergentes. De qualquer forma, os poluentes ainda estão presentes na interface ar-água 

mesmo na fase condensada de DPPC. No trabalho de El-Shahat et al. [81] é relatada uma 

grande afinidade do azul de metileno inserido em uma espuma de poliuretano (do inglês 

methylene blue grafted polyurethane foam) com diferentes penicilinas, inclusive com a 

amoxicilina, formando um possível aduto, isto é, o produto da adição direta de duas ou 

mais moléculas diferentes, resultando em um único produto contendo os componentes 

iniciais. O resultado é considerado uma espécie molecular distinta, o qual não foi 

detalhado no artigo. A interação entre a AMX e o AM será detalhada neste trabalho, na 
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seção dedicada às análises de dados obtidos por FTIR. Contudo, uma possível 

estruturação da monocamada na presença da mistura dos poluentes (MIX) é ilustrada na 

Figura 15 (c). Na literatura, o efeito de deslocamento para maiores áreas das isotermas π-

A é bastante reportado, visto que vários tipos de compostos apresentam este mesmo tipo 

de comportamento [82, 83]. 

 

Figura 15: (a) Esquema representativo da estruturação das monocamadas de DPPC nas 

fases líquida e condensada paras as subfases de (a) AMX, (b) AM e (c) MIX. 

 

Complementarmente aos estudos das isotermas ᴨ-A, na Figura 16 são 

apresentados os gráficos de módulo compressional por pressão de superfície para o lipídio 

DPPC nas subfases de água ultrapura, AMX, AM e MIX. Como descrito na seção 4.3 , 

esta análise é realizada com base em cálculos utilizando os dados isotermas da Figura 14. 
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Figura 16: Gráfico do módulo compressional por pressão de superfície do lipídio DPPC 

para as subfases aquosa, AMX, AM e MIX. 

 

O DPPC em subfase aquosa apresentou um resultado coerente com o que é 

reportado na literatura [84]. Os valores obtidos estão dentro da faixa da fase líquido-

condensada referente ao intervalo de CS
-1 entre 100 e 250 mN/m [49]. De forma geral, a 

presença dos poluentes na subfase do filme de DPPC não causou mudanças importantes 

na elasticidade da monocamada, assim como os efeitos observados nas isotermas π-A. 

Entretanto, nota-se uma pequena diminuição nos valores de CS
-1 na pressão superficial de 

30 mN/m, o que sugere um pequeno aumento na fluidez da monocamada. No trabalho de 

Lopes et al. [80] o módulo compressional do filme de Langmuir de DPPC na presença da 

AMX apresentou um resultado semelhante, onde foi observado uma diminuição no valor 

de CS
-1 com a inserção da AMX de aproximadamente 240 mN/m para 170 mN/m. 

Enquanto para este trabalho a variação de CS
-1 foi de aproximadamente 220 mN/m para 

175 mN/m, após a inserção da AMX na subfase. 
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Na Figura 17 (a) são apresentados os resultados das isotermas π-A para o 

fosfolipídio DOPC na ausência e presença dos três poluentes, todas realizadas em 

temperatura ambiente (23 °C) e com a mesma concentração dos poluentes (1x10-4 M). A 

Figura 17 (b) mostra o gráfico dos valores de diferença de área em função da pressão de 

superfície para cada uma das diferentes subfases. / 

 

Figura 17: (a) Isotermas π-A de DOPC obtidas para as diferentes subfases com 

concentração de 1x10-4 mol/L, obtidas à temperatura ambiente e (b) valores de diferença 

de área (ΔA) para as diferentes subfases. 

 

O resultado obtido para as isotermas π-A em subfase aquosa para o DOPC é 

similar aos resultados encontrados na literatura [85] com valor de área extrapolada de 

89 Å2, possuindo na pressão de 30mN/m um valor de área de 65 Å2. O perfil da isoterma 

não apresenta as transições de fase entre a fase líquido-expandida e líquido-condensada 

de forma clara como o DPPC devido às insaturações presentes nas caudas hidrofóbicas, 

o que também está de acordo com a literatura [86].  

Na presença de AMX nota-se que não houve um deslocamento para maiores áreas, 

uma vez que a isoterma é praticamente coincidente com a do DOPC em subfase aquosa. 

O fato de a isoterma não ter se deslocado em nenhuma das fases pode estar relacionado 

com as insaturações nas caudas do lipídio DOPC, que tendem a se manter na monocamada 

de uma forma mais desorganizada se comparada ao DPPC, que apresenta as caudas 
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saturadas [47]. Essa diferença na estruturação da monocamada pode ser evidenciada pelos 

valores de área extrapolada obtida para ambos os fosfolipídios em subfase de água 

ultrapura, cujos valores obtidos foram 53 Å² para o DPPC e 89 Å² para o DOPC. Assim, 

a estruturação do DOPC poderia proporcionar mais espaço livre, que pode ser ocupado 

pelos poluentes sem causar mudanças aparentes ou significativa nas isotermas. Esse efeito 

de ocupação da monocamada sem a variação da área é reportado no trabalho de Stunges 

et al. [79], onde o autor comenta que as moléculas do hormônio 17 α-ethynylestradiol se 

posicionam na monocamada de DPPC e DPPG sem afetar o deslocamento, devido ao 

espaço da região da cabeça ser suficientemente grande para o hormônio ocupar.  Esse 

comportamento pode ser justificado principalmente no caso da AMX, que apesar de ser 

neutra, tem parte da molécula com carga negativa, e parte com carga positiva. Logo, a 

AMX tenderia principalmente a se posicionar próximo do grupo colina ou ao grupo 

fosfato devido a possíveis interações eletrostáticas. Todas estas indicações serão 

discutidas como mais detalhes na análise dos espectros de PM-IRRAS. 

Consequentemente a estruturação da monocamada seria ilustrada como na Figura 18 (a), 

onde a AMX poderia se posicionar abaixo da monocamada.  

Nas isotermas π-A para o AM pode-se notar um deslocamento significativo para 

maiores áreas durante quase toda a compressão. Este resultado difere do encontrado para 

o fosfolipídio DPPC, que não apresentou deslocamento na fase condensada. Sabe-se que 

o AM possui carga positiva, sendo assim, a molécula tenderia a se aproximar do grupo 

fosfato do fosfolipídio, que possui caráter negativo, permanecendo na interface ar-água 

mesmo em altas pressões superficiais (Figura 18 (b)). Diferentemente do DPPC, a 

presença das insaturações na cadeia hidrofóbica do DOPC possibilita uma maior área 

molecular por lipídio mesmo no estado de maior organização da monocamada, facilitando 

a permanência do AM na interface.  



62 
 

No trabalho de Schimdt et al. [87] é relatado o estudo de filmes de Langmuir de 

DOPC através de isotermas π-A em subfase de AM. Porém, os resultados apresentam 

deslocamento para menores áreas após a inserção do AM. Contudo, tal resultado é 

discutido pelo autor com cautela, pois a diminuição da área ocupado pelo DOPC seria 

improvável. Por outro lado, na dissertação de mestrado de Aoki (2011) [88], resultados 

semelhantes aos discutidos neste trabalho foram encontrados para o estudo de isotermas 

π-A de DOPC em subfase de AM, reforçando a ideia de que este composto está presente 

na interface monocamada/subfase mesmo no estado mais organizado da monocamada.  

A MIX apresentou deslocamentos ainda maiores do que os resultados obtidos para 

o AM. Esse resultado foi semelhante ao obtido para o DPPC, o que mostra que para ambos 

fosfolipídios a mistura tem uma influência maior na monocamada do que os poluentes 

individuais. Estes resultados indicam que o aduto formado pela AMX e AM tem grande 

afinidade pela monocamada dos fosfolipídios, ainda maior do que para os mesmos 

empregados de forma individual. 

A estruturação da monocamada para as subfases de AM e MIX podem ser 

ilustradas conforme mostram as Figura 18 (b) e (c), onde a presença dos poluentes 

deslocam as isotermas para maiores áreas.  



63 
 

 

Figura 18: (a) Esquema representativo da estruturação das monocamadas de DOPC nas 

fases líquida e condensada paras as subfases de (a) AMX, (b) AM e (c) MIX. 

 

Na Figura 19 são apresentados os gráficos de fator de compressibilidade por 

pressão de superfície para o lipídio DOPC nas subfases de água ultrapura, AMX, AM e 

MIX, sendo esta análise realizada utilizando os dados das isotermas da Figura 17. 
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Figura 19: Gráfico do módulo compressional por pressão de superfície do lipídio DOPC 

para as subfases aquosa, AMX, AM e MIX. 

 

 Para o DOPC, um resultado semelhante ao de modulo compressional reportado na 

literatura foi observado [89], com valores de CS
-1 de 100 mN/m. Esses valores são 

menores se comparados ao DPPC devido ao DOPC ser mais fluido e não apresentar as 

transições entre as fases líquido-expandida e líquido-condensado de forma clara. Os 

módulos compressionais para o DOPC nas diferentes subfases não apresentaram, em 

geral, mudanças significativas na intensidade de CS
-1, o que indica que não está ocorrendo 

uma mudança na fluidez da monocamada, apesar dos deslocamentos causados pelos 

poluentes nas isotermas.  

 

5.2. Microscopia de Ângulo de Brewster (BAM) 

Nas Figura 20 e 21 são apresentadas imagens obtidas por microscopia BAM em 

temperatura ambiente (23 °C), para monocamadas de DPPC próximo às pressões de 10, 
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20 e 30 mN/m nas subfases de água ultrapura e em soluções 1x10-4 mol/L dos poluentes 

AMX, AM e MIX.  

 

Figura 20: Imagens de BAM para o DPPC nas subfases aquosa (a)(b)(c), AMX (d)(e)(f).  
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Figura 21: Imagens de BAM para o DPPC nas subfases de AM (a)(b)(c), MIX (d)(e)(f). 

  

  

Os resultados de BAM para o DPPC em subfase aquosa são similares aos 

resultados encontrados na literatura [90], apresentando a formação de domínios referentes 
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à fase líquido-expandida (Figura 20 (a)), atingindo a fase líquido-condensada por volta 

de 15 mN/m, e em seguida a homogeneidade lipídica na pressão de 30 mN/m, 

correspondente à fase condensada da monocamada. 

 Para o filme exposto à AMX nota-se que ocorreu uma pequena mudança no 

formato dos agregados, assim como uma ligeira variação no tamanho, como pode ser 

visto nas Figuras 20 (d) e (e). Além disso, na pressão de 30 mN/m não se observou uma 

homogeneidade como a do DPPC em subfase aquosa na ausência de qualquer poluente. 

Isso indica que a AMX causou um pequeno distúrbio na monocamada. Esse resultado é 

consistente com os obtidos para as isotermas π-A, visto que foram observadas pequenas 

mudanças na morfologia, assim como nos deslocamentos. No trabalho de Lopes et al. 

[80], foram obtidas imagens de microscopia BAM para o DPPC em subfase de AMX 

(com concentração de 64 μM) semelhantes ao deste trabalho, apresentando agregados 

lipídicos com formatos similares. Contudo, as medidas foram realizadas em solução 

tampão, com valores de pH 1,2, 5 e 7,4, indicando que a morfologia foi afetada de forma 

diferente para cada pH. 

 O AM e a MIX afetaram a morfologia da monocamada de DPPC de forma mais 

acentuada, como pode ser visto nas Figuras 21 (a) e (d). A fase líquido-expandida foi 

totalmente perturbada, com mudanças consideráveis no tamanho e forma, diminuindo 

significativamente se comparado ao DPPC em subfase aquosa. Ainda, foram observadas 

alterações na morfologia das monocamadas até nas pressões mais altas, não obtendo uma 

homogeneidade na pressão de 30 mN/m, o que mostra que a presença dos poluentes, por 

mais que estes não afetem o deslocamento da área molecular lipídica na monocamada, 

como observado nas isotermas π-A, afetam a morfologia e a formação de domínios 

lipídicos. 
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Nas Figuras 22 e 23 são apresentadas imagens obtidas por microscopia BAM em 

temperatura ambiente (23 °C), para as monocamadas de DOPC próximo às pressões de 

10, 20 e 30 mN/m nas subfases de água ultrapura e em soluções 1x10-4 M dos poluentes 

AMX, AM e MIX. 

 

Figura 22: Imagens de BAM para o DOPC nas subfases aquosa (a)(b)(c) e AMX 

(d)(e)(f). 
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Figura 23: Imagens de BAM para o DOPC nas subfases AM (a)(b)(c) e MIX (d)(e)(f). 

 

Os resultados de BAM para o DOPC em subfase aquosa são similares aos 

resultados encontrados na literatura [91], apresentando a formação de pequenos domínios 
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lipídicos em pressões mais baixas (Figura 22 (a)), e maiores conforme a pressão 

superficial aumenta (Figura 22 (b) e (c)).  

As imagens obtidas para as subfases contendo os poluentes emergentes AMX e 

AM, assim como a mistura (MIX) apresentaram resultados semelhantes entre si. Em 

geral, não se observou a formação de domínios lipídicos como no DOPC em subfase 

aquosa, mesmo nas pressões mais altas, acima de 30 mN/m. Isso indica que todas as 

subfases utilizadas, AMX, AM e MIX, afetaram a morfologia da monocamada. Esse 

efeito de não formação de domínios lipídicos por parte do DOPC, após a inserção de 

algum composto na subfase é comumente reportado na literatura, sendo normalmente 

atribuído a modificação da organização do lipídio na monocamada [85, 92]. Para o AM e 

a MIX este resultado é plausível, visto que foram observados deslocamentos para maiores 

áreas. Porém, para a AMX este resultado é até certo ponto conflitante com as isotermas 

π-A, pois não ocorreram deslocamentos durante toda a isoterma, contudo a morfologia se 

alterou significativamente. Tal resultado mostra que a mudança na morfologia causada 

pela presença do poluente não afetou os valores de área na compressão da monocamada. 

5.3. PM-IRRAS 

Na Figura 24 são apresentados os resultados de PM-IRRAS para a monocamada 

de DPPC a 30 mN/m, em temperatura ambiente (23 °C) nas subfases de água ultrapura, 

AMX, AM e MIX, no intervalo de 900 a 1800 cm-1. Este intervalo espectral é referente 

às vibrações dos grupos presentes na cabeça polar do fosfolipídio. 
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Figura 24: (a) Espectros PM-IRRAS do DPPC nas subfases aquosas e dos poluentes 

AMX, AM e MIX com concentração de 1x10-4 mol/L, na região da cabeça do fosfolipídio. 

Obtidos em temperatura ambiente (23 °C) e na pressão superficial de 30 mN/m e (b) 

ilustração representativa dos principais grupos químicos das fosfatidilcolinas. As 

marcações indicadas nas bandas correspondem aos grupos de mesma cor na estrutura 

químicas do lipídio.  

O espectro de PM-IRRAS para a subfase de água ultrapura (Figura 24) apresenta 

as bandas características do DPPC tradicionalmente reportadas na literatura [93, 94]. 

Nota-se a presença do estiramento (ν) do grupo carbonila (C=O, 1733cm-1), a deformação 
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angular (δ) do grupo CH2 (1465 cm-1), além das bandas simétrica (νs) e antissimétrica 

(νas) do grupo fosfato (P=O, νs = 1080 cm-1 e vas = 1220 cm-1), assim com a bandas νC-

O-PO2 (1030 cm-1) e grupo colina (νas(CN+(CH3)3), 945 cm-1) (Tabela 1). 

 Para a subfase de AMX, as bandas dos grupos νC=O, δCH2, νsP=O e νasP=O não 

sofreram deslocamentos consideráveis, o que indica que tais grupos são menos afetados 

pela presença da AMX do que os demais. Entretanto a νas(CN+(CH3)3) apresenta 

deslocamento de 945 para 954 cm-1 na presença da AMX, provavelmente devido a 

interação eletrostática da AMX (ácido carboxílico negativamente carregada) e o N+ do 

grupo colina. Além disso, observa-se que a banda do grupo νC-O-PO2 se deslocou de 

1030 para 1049 cm-1 na presença da AMX o que pode sugerir duas possibilidades: i) uma 

interação através de ligações de hidrogênio entre este grupo e o hidrogênio do grupo OH 

da AMX e o grupo fosfato do lipídio [95], ou ii) uma interação eletrostática entre a amina 

(positivamente carregada) e o grupo fosfato (negativamente carregado).  

 Os espectros de PM-IRRAS para o DPPC na subfase de AM revelaram 

deslocamentos nas bandas dos grupos νC-O-PO2, νsP=O e νasP=O, deslocando de 1030, 

1080 e 1220 cm-1 para 1044, 1093 e 1231 cm-1, respectivamente. Esses deslocamentos 

provavelmente estão relacionados a uma interação eletrostática do AM (enxofre do grupo 

tiazídico, positivamente carregado) e O- do grupo fosfato. As bandas dos grupos 

νas(CN+(CH3)3) e νC=O não apresentaram deslocamentos significativos se comparados 

com os anteriores, na presença de amoxicilina. A mudança da banda δCH2 (1478 cm-1) 

será comentada com mais detalhes quando os dados referentes a cauda do fosfolipídio 

forem analisados. 

 A mistura dos poluentes (MIX) causou mudanças em quase todos as bandas de 

vibração do DPPC, com exceção da banda δCH2. Notam-se deslocamentos nas bandas 

νC-O-PO2, νsP=O, νasP=O e νC=O, mudando de 1030, 1080, 1220 e 1733 cm-1 para 1044, 
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1092, 1235 e 1743 cm-1, respectivamente. A banda νas(CN+(CH3)3) não deslocou, porém, 

sua intensidade relativa diminuiu consideravelmente. Todas essas mudanças indicam que 

a ação dos poluentes em conjunto permite uma maior possibilidade de interações, sendo 

que para o grupo νC=O, provavelmente está ocorrendo algum tipo de interação de 

hidrogênio entre o aduto formado pela MIX e o oxigênio do grupo carbonila. Já para o 

grupo fosfato, podem estar ocorrendo interações eletrostáticas (através de cargas 

remanescentes do AM ou da AMX) ou de hidrogênio entre os compostos. Tais mudanças 

corroboram os resultados dos filmes de Langmuir, onde a MIX acarretou um 

deslocamento maior em relação aos poluentes empregados de forma individual (Figura 

14 (a)). Maiores possibilidades de interação favorecem a permanência dos poluentes na 

interface ar-água. 

 

Tabela 1: Atribuições das bandas nos espectros PM-IRRAS do DPPC nas subfases de 

AMX, AM e MIX 

 

 

Na Figura 25 (a) são apresentados os espectros de PM-IRRAS obtidos para o 

DPPC, no intervalo de 2800 a 3000 cm-1, referente aos modos de vibração dos grupos 

presentes na cauda dos fosfolipídios, nas subfases de água ultrapura, AMX, AM e MIX 

na pressão superficial de 30mN/m. A Figura 25 (b) mostra um gráfico de barras das 

intensidades relativas para os estiramentos simétrico e antissimétrico do CH2 para cada 

uma das subfases estudadas. 
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Figura 25: (a) Espectro PM-IRRAS do DPPC nas subfases aquosa, AMX, AM e MIX na 

região da cauda do fosfolipídio, obtidos em temperatura ambiente (23 °C) e na pressão 

superficial de 30 mN/m e (b) gráfico de barras da razão entre as intensidades relativas das 

bandas estiramento simétrico e antissimétrico do CH2 para cada uma das subfases 

estudadas. 

 

De forma geral, não houve variação significativa na frequência de vibração para 

as bandas relacionadas ao νCH2 (simétrico e antissimétrico), o que sugere que não está 

ocorrendo uma interação química dos poluentes com a cauda do fosfolipídio. (Figura 25 

(a)). Entretanto pode-se notar que há uma variação nas intensidades relativas das bandas 

pela relação 𝑣𝑠𝐶𝐻2 𝑣𝑎𝑠𝐶𝐻2⁄ . Segundo Levin et al. [96], quanto maior a variação da 

intensidade relativa (ΔIR), maior será a desordem nas caudas dos fosfolipídios na interface 

ar-água [97]. Sendo assim, nota-se que o AM provocou a maior variação, inclusive 

apresentando a inversão das intensidades, uma vez que normalmente o pico do 

estiramento CH2 antissimétrico é mais intenso que o simétrico [98] (Figura 25 (b)). Essa 

variação indica alguma desordem nas caudas, e corrobora com as mudanças observadas 

na banda do δCH2 para esse poluente, que se deslocou de 1465 para 1478 cm-1. Tanto a 

AMX quanto a MIX apresentaram mudanças nas intensidades, entretanto, não tão 
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significativas quanto o AM. De todas as formas, estas pequenas variações também podem 

ser consideradas como desordens provocadas nas caudas pela presença dos poluentes, 

porém em menor escala [99]. Apesar do DPPC não apresentar grandes deslocamentos nas 

isotermas π-A, isso não indica que não esteja ocorrendo alterações na monocamada, como 

acabamos de discutir nas análises de PM-IRRAS, assim como mudanças morfológicas 

observadas nas imagens de BAM.  

Na Figura 26 são apresentados os resultados de PM-IRRAS para a monocamada 

de DOPC a 30 mN/m, em temperatura ambiente (23 °C) nas subfases de água ultrapura, 

AMX, AM e MIX, no intervalo de 900 a 1800 cm-1.  



76 
 

 
 

Figura 26: (a) Espectros PM-IRRAS do DOPC nas subfases aquosas e dos poluentes 

AMX, AM e MIX com concentração de 1x10-4 mol/L, na região da cabeça do fosfolipídio. 

Obtidos em temperatura ambiente (23 °C) e na pressão superficial de 30 mN/m e (b) 

ilustração representativa dos principais grupos químicos das fosfatidilcolinas. As 

marcações indicadas nas bandas correspondem aos grupos de mesma cor na estrutura 

químicas do lipídio.  

  

O espectro de PM-IRRAS para a subfase aquosa (Figura 26) apresenta as bandas 

características do DOPC tradicionalmente reportadas na literatura [87, 93]. Nota-se a 

presença do estiramento do grupo C=O (1730cm-1), a banda do grupo δCH2 (1465 cm-1), 
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além das bandas simétrica e assimétrica do grupo P=O (νs = 1072 cm-1 e vas= 1216 cm-1), 

assim com a bandas νC-O-PO2 (1044 cm-1) e νas(CN+(CH3)3) (948 cm-1) (Tabela 2). 

Os resultados obtidos para a subfase de AMX mostram deslocamentos 

significativos para as bandas νas(CN+(CH3)3), provavelmente devido à uma interação 

eletrostática entre este grupo e o ácido carboxílico da AMX (negativamente carregado), 

além das bandas νsP=O e νasP=O, que deslocaram de 948, 1072 e 1216 cm-1 para 961, 

1081 e 1228 cm-1, respectivamente. Esses deslocamentos indicam duas possibilidades de 

interação: i) ligações de hidrogênio entre o hidrogênio do OH da AMX e o oxigênio do 

grupo fosfato, ou ii) interações eletrostáticas entre a amina da AMX (positivamente 

carregada) e o grupo fosfato (negativamente carregado). Foram observados ainda 

pequenos deslocamentos para os grupos νC-O-PO2 e νC=O, porém menores que os 

discutidos acima. Contudo, tais mudança podem indicar algum tipo de interação, mas não 

tão efetiva quanto as discutidas em detalhes. Esses deslocamentos de bandas indicam que 

a AMX interage com todos os grupos presentes na cabeça do fosfolipídio, sugerindo que 

a AMX afeta de forma geral a cabeça do lipídio (Figura 26). No trabalho de Geraldo et 

al. [95] foram realizadas medidas de PM-IRRAS para o DPPC em subfase do fármaco 

ibuprofeno (negativamente carregado). Resultados similares ao deste trabalho foram 

obtidos, visto que mesmo nos grupos fosfato (negativamente carregados) foram afetados 

pela presença do ibuprofeno. De acordo com os autores a desordem causada pelo 

ibuprofeno afeta as ligações de hidrogênio da água ao redor do lipídio. Ainda, no trabalho 

de Stunges et al. [79] foram realizadas medidas de PM-IRRAS de DPPC em subfase do 

fármaco 17 α-etinilestradiol (negativamente carregado em solução). Assim como neste 

trabalho, ocorreram mudanças nas bandas dos grupos fosfato (caráter negativo) e 

carbonila devido a presença do analito. Segundo os autores, ocorreram interações entre o 

OH do fármaco e os grupos citados acima, ou seja, é possível que ocorram interações de 
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hidrogênio, mesmo com repulsões eletrostáticas entre outras partes das mesmas 

moléculas, assim como o inverso. 

Na subfase de AM as mudanças foram mais significativas: os grupos νC-O-PO2, 

νsP=O e νasP=O, deslocaram-se de 1044, 1072 e 1216 cm-1 para 1038, 1079 e 1222 cm-1, 

respectivamente. Este resultado era esperado, pois o AM possui carga positiva, logo 

tenderia a se aproximar da região do fosfato negativa. Entretanto o grupo νas(CN+(CH3) 

deslocou-se de 948 cm-1 para 971 cm-1, fato este que é interessante, pois seria esperado 

uma repulsão entre o AM e o N+ do grupo colina. Assim, pode-se presumir que esteja 

ocorrendo algum tipo de interação secundária entre o grupo colina e o AM. Ocorreram 

ainda mudanças nas bandas δCH2 e νC=O, que deslocaram de 1465 e 1730 cm-1 para 1454 

e 1738 cm-1, respectivamente. A interação entre o grupo carbonila e o AM, provavelmente 

está ligada a alguma interação de hidrogênio entre o oxigênio da carbonila e algum 

nitrogênio do AM. Todas essas mudanças nas bandas do fosfolipídio indicam que o AM 

afeta de forma geral a cabeça do DOPC, o que evidencia a ocorrência da interação entre 

o poluente e a cabeça polar do lipídio. Este fato é reforçado, pois mudanças nos espectros 

são observadas mesmo nos grupos próximos a cauda e, também, nos grupos os quais o 

AM em princípio não deveria ter afinidade devido a repulsões eletroestáticas. No trabalho 

de Schimdt et al. [87] foram realizadas medidas de PM-IRRAS em subfase de AM para 

o DOPC, e um resultado semelhante ao deste trabalho foi observado, visto que as mesmas 

bandas foram afetadas. Segundo o autor tais mudanças estão associadas a solvatação do 

grupo C=O e a hidratação ao redor dos grupos da cabeça do lipídio, sendo que as 

moléculas de AM provavelmente estão localizadas próximas aos grupos fosfato e 

carbonila. 

O espectro obtido para a MIX apresenta alguns deslocamentos, entretanto não tão 

significativos quanto os observados para o AM. Ainda, não ocorreram mudanças 
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consideráveis para os grupos νas(CN+(CH3) e δCH2, porém as bandas νC-O-PO2 e νsP=O 

foram bastante afetadas, pois observa-se ou uma sobreposição ou um desaparecimento de 

uma destas bandas. Isso pode indicar uma interação eletrostática entre alguma carga 

remanescente do aduto formado pela MIX com o grupo fosfato do lipídio. Ou também 

alguma interação de hidrogênio entre o oxigênio do grupo fosfato e algum hidrogênio da 

MIX. Além disso, o grupo νasP=O deslocou-se 1216 cm-1 para 1224 cm-1, e o grupo νC=O 

de 1730 cm-1 para 1739 cm-1. A interação para o grupo carbonila na MIX se dá de forma 

semelhante ao discutido para o grupo fosfato, ou seja, uma interação de hidrogênio. 

 

Tabela 2: Atribuições das bandas nos espectros PM-IRRAS do DOPC nas 

subfases de AMX, AM e MIX 

 

 

 

Na Figura 27 (a) são apresentados os espectros de PM-IRRAS obtidos para o 

DOPC, no intervalo de 2800 a 3000 cm-1, referente aos modos de vibração dos grupos 

presentes na cauda dos fosfolipídios, nas subfases de água ultrapura, AMX, AM e MIX 

na pressão superficial de 30mN.m-1. A Figura 27 (b) mostra um gráfico de barras das 

intensidades relativas para as bandas de estiramento simétrico e antissimétrico do CH2 

para a AMX. 
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Figura 27: (a) Espectro PM-IRRAS do DOPC nas subfases aquosa, AMX, AM e MIX 

na região da cauda do fosfolipídio obtidos em temperatura ambiente (23 °C) e na pressão 

superficial de 30 mN/m e (b) gráfico de barras da razão entre as intensidades relativas das 

bandas de estiramento simétrico e antissimétrico do CH2 para a AMX. 

  

Diferentemente do DPPC, a região da cauda do DOPC foi muito afetada pela 

presença dos poluentes. Pode-se notar na Figura 27 (a) que ocorreram deslocamentos para 

o grupo νsCH2 para todos os AMX (de 2883 para 2888 cm-1), AM (de 2883 para 2886 

cm-1) e MIX (de 2883 para 2892 cm-1). Entretanto, as mudanças mais significativas estão 

nas intensidades relativas (ΔIR) que variaram muito mais do que para o DPPC. A AMX 

teve uma variação de 0,691, o que indica uma grande desordem na região da cauda [88]. 

Ainda, as mudanças maiores ocorreram para o AM e a MIX que tiveram a inversão da 

banda νsCH2 para valores negativos. Isso significa que o momento de dipolo de transição 

(M) da banda, que provavelmente estava paralelo a superfície, teve uma variação de 90°, 

ficando perpendicular à superfície, requisito este necessário para que a banda seja 

negativa de acordo com a Equação 4 (seção 3.3). Isso demonstra uma mudança drástica 

na região da cauda, logo uma desordem nesta região, provavelmente ligada a presença do 
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AM, visto que a MIX também provocou o mesmo efeito, enquanto que para a AMX as 

bandas permaneceram positivas. Um resultado semelhante foi observado no trabalho de 

Schimdt et al. [87], no qual foram realizadas medidas de PM-IRRAS para o AM na 

subfase, e notou-se que a intensidade relativa da banda νsCH2 também se inverteu. 

Entretanto, o autor não entrou em detalhes sobre tal mudança, comentando apenas que tal 

resultado implica na desordem da monocamada induzida pela presença do AM. 

 

5.4. FTIR 

Na Figura 28 são apresentados os espectros FTIR dos filmes cast dos poluentes, 

os quais foram obtidos com o intuito de investigar que tipo de interação pode estar 

ocorrendo quando estes são misturados. 
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Figura 28: (a) Espectros de FTIR para os filmes cast para os poluentes AMX, AM e MIX 

e (b) ilustração representativa dos grupos químicos envolvidos nas interações químicas 

entre os poluentes. 

  

Na Figura 28 (a) as linhas tracejadas indicam as mudanças observadas nos 

espectros da AMX e AM em relação a MIX, sendo que as linhas tracejadas em vermelho 

condizem as mudanças no espectro da AMX, as azuis para o AM e a verde representa um 

pico que aparece somente para a MIX. Na Tabela 3 são apresentadas as atribuições para 

cada uma das bandas indicadas pelas linhas tracejadas. 

 Nota-se que os picos da AMX na região do grupo β-lactamase (Figura 28 (b)) 

perderam muita intensidade relativa no espectro da MIX, como por exemplo, δNH 

(amida) (1515 cm-1), νC=O (amida) (1678 cm-1) e νC=O (β-lactamase) (1768 cm-1) [90]. 

Assim, é possível inferir que este grupo está sendo afetado pela presença do AM. Quando 

comparando o espectro obtido para o AM em relação ao obtido para MIX, observa-se que 

ocorreram algumas mudanças, principalmente nos grupos que envolvem ligações C-H e 

C-N (817, 858 e 1546 cm-1) [26], sendo que a maioria destes picos praticamente 

desapareceu do espectro. Essas mudanças indicam que o AM também é afetado pela 

presença da AMX. Além destas mudanças indicadas, o espectro da MIX apresentou um 

pico em 2811 cm-1 relacionado a um CH3 ligado ao O ou N [91]. Todas estas mudanças 

sugerem a formação de um aduto quando se mistura a AMX com o AM, assim como é 

reportado no trabalho de El-Shahat et al. [81]. Ainda, é provável que o grupo β-lactamase 

da AMX esteja interagindo com alguma ligação C-H ou C-N da amina do AM (Figura 28 

(b)). 
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Tabela 3: Atribuições dos espectros FTIR para AMX, AM e MIX dos picos que 

tiveram mudanças. 

 

 

 Nas Figuras 29 e 30 são apresentados os espectros FTIR dos filmes cast da mistura 

dos lipídios (DPPC e DOPC, diluídos em clorofórmio) com os poluentes (AMX, AM e 

MIX, diluídos em metanol). Além dos espectros de cada composto de forma separada. 

 

Figura 29: Espectros FTIR dos filmes cast de DPPC na presença dos poluentes AMX, 

AM e MIX. 
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Figura 30: Espectros FTIR dos filmes cast de DOPC na presença dos poluentes AMX, 

AM e MIX.  

 

De modo geral, os filmes cast dos fosfolipídios na presença dos poluentes não 

apresentaram nenhuma mudança ou deslocamento significativa, tanto para o DPPC, 

quanto para o DOPC, como pode ser visto nas Figuras 29 e 30. Os filmes cast dos lipídios 

com os poluentes apresentaram os mesmos picos refererentes ao lipídio puro, com valores 

de número de onda praticamente idênticos. Há uma sobreposição dos picos dos lipídios e 

dos poluentes, sem o deslocamento ou o surgimento de novas picos. Isso indica que os 

fosfolipídios na forma de filme sólido não são afetados pela presença dos poluentes. Na 

Tabela 4 são apresentados as atribuições dos fosfolipídios DPPC e DOPC [103, 104]. 

Tabela 4: Atribuições das bandas nos espectros FTIR para os fosfolipídios DPPC e 

DOPC. 
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5.5. Estruturação das monocamadas 

Nas Figuras 31 e 32 são apresentadas as possíveis estruturas que a monocamada 

de DPPC pode estar assumindo na fase líquido-condensada, devido a presença de 

diferentes subfases de AMX, AM e MIX. Esta é uma montagem ilustrativa baseada nos 

experimentos discutidos anteriormente. 
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Figura 31: Estruturação das monocamadas de DPPC nas subfases de (a) água ultrapura 

e (b) AMX. As regiões circuladas em azul representam possíveis interações secundárias, 

os vermelhos interações eletrostáticas.   
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Figura 32: Estruturação das monocamadas de DPPC nas subfases de (a) AM e (b) MIX. 

As regiões circuladas em azul representam possíveis interações secundárias, os vermelhos 

interações eletrostáticas.   
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A Figura 31 (a) mostra uma ilustração de como estaria estruturada a monocamada 

de DPPC em subfase aquosa, estando os lipídios de forma bem empacotada posicionados 

um ao lado do outro, com a cabeça do lipídio (hidrofílica) para baixo na subfase, e a cauda 

(hidrofóbica) para cima fora da água. Na subfase de AMX não foram observadas grandes 

mudanças no deslocamento das isotermas π-A, logo a AMX não estaria ocupando um 

espaço na interface ar-água. Assim, é provável que estejam ocorrendo interações 

eletrostáticas entre as regiões parcialmente carregadas dos lipídios e da AMX 

(representado pelo círculo vermelho), como discutidos na análise do PM-IRRAS, ou 

também alguma ligação de hidrogênio (interação secundária, representada pelo círculo 

azul) entre o OH da AMX e o grupo fosfato do DPPC. Notou-se também uma certa 

desordem na região da cauda via PM-IRRAS, e, também uma pequena variação na fluidez 

da monocamada. Essa desordem e mudança na fluidez são representadas na imagem pela 

inclinação do lipídio na Figura 31 (b).  

A Figura 32 (a) mostra a ilustração da estruturação da monocamada de DPPC em 

subfase de AM. Assim como para a AMX, não foram observados deslocamentos 

significativos (nos filmes de Langmuir) durante a fase líquido-condensada, logo o AM 

não estaria ocupando a interface ar-água. Como no caso da AMX, para o AM também foi 

observada uma desordem na cauda (via PM-IRRAS), assim como um ligeiro aumento na 

fluidez, representada pela inclinação do lipídio na ilustração. O círculo vermelho na 

Figura 32 (a) representa a possível interação eletrostática que estaria ocorrendo entre o 

grupo fosfato do lipídio e o enxofre do AM, como observada via PM-IRRAS.  

A MIX, diferentemente dos outros poluentes analisados individualmente, causou 

um deslocamento para maiores áreas nos filmes de Langmuir, como pode ser visto via 

isotermas π-A. Logo, o aduto formado (representado na figura pelos dois poluentes 

grudados uma ao outro) estaria presente na interface ar-água, assim como representa na 
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Figura 32 (b). Tal suposição é reforçada pelos resultados das análises de PM-IRRAS, pois 

para a MIX o grupo carbonila do lipídio (representado pelo círculo azul) deslocou-se no 

espectro devido a uma possível interação de hidrogênio entre o aduto e o lipídio. 

Finalmente, assim com os outros poluentes, as mudanças na fluidez (análise da 

elasticidade) e desordem na região da cauda (via PM-IRRAS) foram representadas pela 

inclinação do lipídio.  

Nas Figuras 33 e 34 são apresentadas as ilustrações para as possíveis estruturações 

que a monocamada de DOPC pode estar assumindo na fase líquido-condensada, devido 

a presença de diferentes subfases de AMX, AM e MIX. Esta é uma montagem baseada 

nos resultados discutidos anteriormente. 
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Figura 33: Estruturação das monocamadas de DOPC nas subfases de (a) água ultrapura 

e (b) AMX. As regiões circuladas em azul representam possíveis interações secundárias, 

os vermelhos interações eletrostáticas.   
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Figura 34: Estruturação das monocamadas de DOPC nas subfases de (a) AM e (b) MIX. 

As regiões circuladas em azul representam possíveis interações secundárias, os vermelhos 

interações eletrostáticas. 
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 A Figura 33 (a) exibe a possível estruturação que a monocamada de DOPC pode 

estar assumindo, em que a região hidrofílica do lipídio (cabeça) estaria posicionada para 

baixo, enquanto a região hidrofóbica, estaria posicionada para cima. Entretanto, o DOPC 

apresenta uma pequena abertura na região da cauda, devido a presença das insaturações 

do lipídio. 

 Para a subfase de AMX (Figura 33 (b)), não se observou deslocamentos para 

maiores áreas nas isotermas π-A, sendo assim o lipídio na estaria presente na interface ar-

água, assim como demostrado na Figura 33 (b). Isso ocorre, devido a AMX afetar apenas 

os grupos colina, através de uma possível interação eletrostática entre o lipídio e o 

poluente (ambos parcialmente carregados, representado pelo círculo vermelho) e o grupo 

fosfato dos lipídios (através de uma interação secundária ou eletrostática), que estão 

posicionados na subfase (não na interface). A desordem na região da cauda através das 

medidas de PM-IRRAS, são representadas pela inclinação do lipídio. 

 O AM causou um deslocamento para maiores áreas nas isotermas π-A, logo o 

mesmo estaria presenta na interface ar-água, como é mostrado na Figura 34 (a). Assim 

como para a MIX no DPPC, o AM causou uma mudança no grupo carbonila (indica pelo 

círculo azul), que fica posicionada mais próximo a interface, fato este que pode ter 

ocasionado o deslocamento. Foram observadas mudanças ainda nos grupos fosfato e 

colina, indicado pelos círculos vermelho e azul, respectivamente. A desordem na região 

da cauda do DOPC, observada pela inversão da banda do CH2 nos espectros de PM-

IRRAS, foi representada na figura por uma inclinação mais acentuada do lipídio, se 

comparado com a inclinação causada pela AMX na Figura 33 (b).  

 A Figura 34 (b) apresenta a possível estruturação da monocamada de DOPC na 

presença da MIX, as conclusões deste caso são bem parecidas com a do DOPC na subfase 
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de AM, porém o deslocamento foi ainda maior, o que pode ser causado pelo tamanho do 

aduto formado entre a AMX e o AM, e assim como todas as subfases que deslocaram 

para maiores áreas, a MIX causou novamente uma mudança no grupo carbonila (indicado 

pelo círculo azul). E a desordem na cauda causada pela inversão do grupo CH2 foi 

representada de forma similar a monocamada de DOPC em subfase de AM.  

5.6. Análise de fluidez LAURDAN-GP 

As análise de LAURDAN-GP foram realizadas como o intuito de avaliar possíveis 

mudanças na fluidez das bicamadas lipídicas após a inserção dos poluentes. Na Figura 35 

são apresentados os espectros de emissão obtidos para as LUVs de DPPC com a sonda 

LAURDAN em água ultrapura, assim como na presença dos poluentes AMX, AM e MIX 

com concentração de 1x10-4 mol/L, sendo os espectros coletados em temperatura 

ambiente (23 ºC). 

 

Figura 35: (a) Espectro de emissão da LAURDAN nas LUVs de DPPC em água 

ultrapura, AMX, AM e MIX e (b) espectro emissão normalizado. Espectros coletados a 

23 ºC. 
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O espectro de emissão da sonda LAURDAN inserida nas LUVs de DPPC medidas 

em água ultrapura apresentaram um espectro de emissão característico para a LAURDAN 

[105], com máxima intensidade próximo a região de 440 nm, característico da fase gel do 

DPPC, ou seja, quando as moléculas estão rígidas. Os espectros coletados na presença 

dos poluentes não apresentaram deslocamentos significativos, como pode ser observado 

na Figura 35 (b), sendo os espectros muito semelhantes entre si. Porém, na análise dos 

valores obtidos para a GP (polarização generalizada) apresentados na Tabela 5, 

calculados através da Equação 7, o DPPC exibiu o valor de 0,516, que é coerente com o 

reportado na literatura [106]. Entretanto, nota-se que o azul de metileno exibiu um valor 

de 0,605, o que indica um ligeiro aumento na rigidez da bicamada, pois, quanto maior o 

valor de GP, maior será a rigidez. O valor de GP para a AMX é praticamente idêntico ao 

da medida em água ultrapura, o que mostra que a AMX não alterou a rigidez da bicamada. 

Contudo, a MIX apresentou um valor intermediário de 0,565, entre os valores do AM e a 

AMX, o que indica que tal efeito de aumento da rigidez é característico do AM, uma vez 

a MIX apresentou o mesmo tipo de resultado. Nota que os valores de GP para MIX estão 

aproximadamente no meio entre os valores do AM e a AMX, o que faz sentido, pois 

metade das moléculas da MIX são de AM e a outra metade de AMX.  

As diminuições observadas para os valores do módulo compressional obtidos 

através dos filmes de Langmuir indicam um possível aumento na fluidez da monocamada 

(Figura 16). Estes resultados nos levam à hipótese de que as organizações estruturais dos 

lipídios influenciam nos resultados referentes a fluidez/rigidez das estruturas lipídicas, 

pois a monocamada se trata de uma estrutura planar, que foi formada com a presença do 

poluente, enquanto as bicamadas são estrutura esféricas (com raio de curvatura) que 

foram expostas aos poluentes apenas depois de estarem formadas. 
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Tabela 5: Valores de polarização generalizada do DPPC para os diferentes poluentes. 

 

Na Figura 36 são apresentados os espectros de emissão obtidos para as LUVs de 

DOPC com a sonda LAURDAN em água ultrapura, assim como na presença dos 

poluentes AMX, AM e MIX com concentração de 1x10-4 mol/L, sendo os espectros 

coletados em temperatura ambiente (23 ºC). 

 

Figura 36: (a) Espectro de emissão da LAURDAN nas LUVs de DOPC em água 

ultrapura, AMX, AM e MIX e (b) espectro emissão normalizado. Espectros coletados a 

23 ºC. 

 O espectro de emissão da sonda LAURDAN inserido nas LUVs de DOPC em 

água ultrapura apresentaram um espectro de emissão característico da sonda LAURDAN 
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[107], com valor máximo de emissão próximo de 490 nm. Este resultado é obtido devido 

ao DOPC ser mais fluido se comparado ao DPPC, pois há uma maior mobilidade e 

penetração de moléculas de água, tornando o ambiente ao redor da sonda mais polar, 

ocasionando o deslocamento da emissão para maiores comprimentos de onda. 

 Diferentemente do DPPC, os espectros obtidos para os poluentes, principalmente 

para a MIX e AM, causaram deslocamentos para menores comprimentos de onda, se 

comparados com as LUVs em água ultrapura. Tal resultado indica que a presença dos 

poluentes está tornando as bicamadas mais rígidas. Além disso, o efeito do aumento da 

rigidez aparentemente está sendo causado pela presença do AM, visto que a AMX não 

causou nenhuma mudança. O fato de as bandas do AM e MIX terem ficado mais largas, 

está atrelado ao fato de que as LUVs não ficaram em sua totalidade mais rígidas. Caso 

fosse feita a deconvolução das bandas do AM e MIX, se notaria a presença de duas 

bandas, uma mais próxima a 440 nm, e outra mais próxima a 490 nm, o que indica que as 

LUVs as quais o LAURDAN está inserido emitem tanto para uma bicamada mais fluida, 

quanto para uma bicamada mais rígida. E ainda, a perda na intensidade por parte dos 

poluentes que tem o AM, está no fato de que parte da emissão gerada pela sonda 

LAURDAN, está sendo absorvida pelo AM. Assim como para as LUVs de DPPC os 

valores de GP para a MIX estão no meio entre os valores do AM e a AMX, o que é 

esperado, pois parte das moléculas da MIX são de AM e a outra de AMX. 

 Novamente, assim como para o DPPC, os valores de GP para as LUVs de DOPC 

aumentaram quando em contato com os poluentes AM e MIX, como pode ser visualizado 

na Tabela 6. O DOPC em água ultrapura exibe um valor de -0,214, e após a inserção do 

AM e MIX o valor de GP mudou para -0,027 e -0,108, respectivamente. Esse último 

reforça a hipótese do aumento da rigidez da bicamada. Um resultado semelhante do 

aumento da rigidez de bicamadas é reportado na literatura por Nielsen et al. [108], para 
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membranas compostas de DOPC:DOPG que após serem expostas ao peptídeo novicidin, 

também apresentaram um aumento do valor da GP. O autor comenta que a presença do 

peptídeo causou uma diminuição da acessibilidade das moléculas de água, afetando, 

assim, o empacotamento da bicamada. 

Tabela 6: Valores de polarização generalizada do DOPC para os diferentes poluentes. 

 

 

5.7. Microscopia de Contraste de Fase 

Nas Figuras 37, 38 e 39 são apresentadas as imagens obtidas para a microscopia 

de contraste de fase para as GUVs de DPPC em temperatura ambiente (23 °C), na 

presença da AMX, AM e MIX em três diferentes concentrações: 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 

mol/L.  
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Figura 37: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVS de DPPC no poluente 

AMX nas concentrações de 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 

min.  
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Figura 38: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVS de DPPC no poluente 

AM nas concentrações de 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 min.  
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Figura 39: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVS de DPPC no poluente 

MIX nas concentrações de 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 

min.  

 

 Nota-se que algumas GUVs de DPPC apresentaram o formato tradicional, não 

esférico devido à transição de fase do DPPC ser próxima de 41 °C, o que causa a 

deformação das vesículas [109]. Entretanto, algumas GUVs apresentaram um formato 

esférico, ainda que as medidas tenham sido realizadas na temperatura de 23±1°C.  



101 
 

 Para as GUVs expostas à AMX não se observam mudanças no formato durante o 

intervalo medido de 30 minutos, nem mesmo nas maiores concentrações, o que indica 

que a AMX não afeta as vesículas de DPPC. Este resultado, de alguma forma corrobora 

com os resultados discutidos anteriormente: nos filmes de Langmuir não houve 

deslocamento para as monocamadas na fase condensada, a morfologia observada através 

das medidas de BAM não foram consideravelmente alteradas e os espectros de PM-

IRRAS apenas afetaram os grupos da extremidade da cabeça do fosfolipídio, ou seja, a 

parte externa da GUV. 

 Por outro lado, a exposição ao AM causou a perda do contraste de fase das GUVs 

para concentrações a partir de 1x10-4 mol/L. Observa-se que a GUV permanece estável 

até um certo período de tempo, quando se inicia a troca entre o conteúdo dos meios 

internos e externos da vesícula, perdendo assim o contraste. Essa perda de contraste indica 

que a presença do poluente causou o aumento dos poros da bicamada lipídica [110]. 

Entretanto a estrutura da bicamada não é alterada, visto que a GUV permanece intacta até 

o fim da análise (30 minutos). Vale ressaltar aqui que o aumento da rigidez observado 

nas análises de LAURDAN-GP (Figura 35), não infere a permeabilidade das vesículas. 

Pode-se notar também que conforme se aumenta a concentração do poluente, o tempo no 

qual a GUV começa a ser afetada diminui. Por exemplo, no caso da concentração de 1x10-

4 mol/L são necessários 19 minutos para a vesícula começar a perder o contraste. Para a 

concentração de 4x10-4 mol/L o tempo diminui para 10 min, indicando que quanto mais 

AM, mais rápido tal efeito ocorre. Contudo, a perda de contraste de fase também depende 

do tamanho da vesícula (quanto maior a GUV, mais rápido o efeito ocorre). Entretanto, 

tal efeito pode variar, tanto em relação ao tempo de perda do contraste, quanto para o 

tamanho das GUVs. 
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A Tabela 7 apresenta uma análise quantitativa das GUVs de DPPC na presença 

do AM para a concentração mais alta (4x10-4 mol/L) após 30 minutos, relacionando o 

tamanho das vesículas com a quantidade das mesmas que foram afetadas. Pode-se notar 

que quanto maior as vesículas, maior é a porcentagem de GUVs afetadas pelo AM. 

Observa-se que das 79 GUVs entre 10 e 30 μm, 73,4 % perderam o contraste após 30 

minutos. Contudo para as GUVs menores que 10 μm, 32,5 % perderam o contraste, e para 

as maiores que 30 μm, cerca de 90,5 % foram afetadas, o que mostra que o tamanho 

influencia em tal efeito nas GUVs de DPPC.  

 

Tabela 7: Análise quantitativa para as GUVs de DPPC na presença de 4x10-4 mol/L de 

AM após o intervalo de 30 min. 

 

 

 

Para a MIX dos poluentes não se observaram mudanças significativas mesmo para 

as concentrações mais altas, o que indica que a MIX dos poluentes não causa efeitos 

aparentes nas GUVs. Porém, tal fato é conflitante com alguns resultados discutidos 

previamente, visto que os filmes de Langmuir foram afetados, assim com as medidas de 

BAM e os espectros de PM-IRRAS. Entretanto, um fator chave discutido nos parágrafos 

anteriores é o efeito da concentração nas GUVs. Na análise realizada na Figura 39, a 

concentração total é composta por metade das moléculas de AMX e metade de AM, sendo 

assim, a concentração efetiva de cada um dos poluentes é menor do que as utilizadas nos 

experimentos aplicados separadamente. Tendo em vista esta questão, foram realizadas 

medidas com uma solução estoque que continha o dobro de AMX e AM, para que se 
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pudesse comparar os resultados com os poluentes separados. Na Figura 40 são 

apresentadas as medidas de microscopia de contraste de fase para a MIX com as 

concentrações com os valores dobrados em relação ao experimento anterior. No entanto, 

os mesmos resultados foram obtidos, ou seja, a MIX não causa efeitos aparentes na 

morfologia das GUVs de DPPC.  

 

Figura 40: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de DPPC para a MIX 

nas concentrações de 8x10-5, 2x10-4 e 8x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 min. 

 

Nas Figuras 41, 42 e 43 são apresentadas as imagens obtidas para a microscopia 

de contraste de fase para as GUVs de DOPC em temperatura ambiente (23 °C), na 
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presença da AMX, AM e MIX em três diferentes concentrações 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 

mol/L. 

 

Figura 41: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVS de DOPC do poluente 

AMX nas concentrações de 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 

min. 
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Figura 42: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVS de DOPC do poluente 

AM nas concentrações de 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 min. 
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Figura 43: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVS de DOPC do poluente 

MIX nas concentrações de 4x10-5, 1x10-4 e 4x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 

min. 

  

Nota-se que as GUVs de DOPC apresentaram o formato esférico característico, 

como normalmente é reportado na literatura [111]. Para as GUVs colocadas na presença 

da AMX, percebe-se que para a menor concentração (4x10-5 mol/L) as vesículas não são 

afetadas. Entretanto, conforme se aumenta a concentração para 1x10-4 mol/L, um efeito 
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chamado “formato de pera” (do inglês pear shape) começa a ser observado [37, 112] após 

22 minutos da adição do poluente, e cerca de 19 minutos para a concentração de 4x10-4 

mol/L. Tal efeito causa uma instabilidade no formato da vesícula (que antes era esférica), 

que passa a variar constantemente como pode ser observado na Figura 41 para as duas 

maiores concentrações da AMX. Apesar da instabilidade do formato, as vesículas não 

apresentaram perda do contraste de fase. Estes resultados são consistentes com os 

espectros de PM-IRRAS, visto que foram observadas mudanças nas intensidades relativas 

dos grupos de CH2 (Figura 27). O seja, o formato pera foi induzido pela presença da 

AMX, devido a desordem causada pelo poluente na região das cadeias.  

Na Tabela 8 é apresentada uma análise quantitativa das GUVs de DOPC na 

presença da AMX após 30 min para a concentração mais alta (4x10-4 mol/L), 

relacionando o tamanho das vesículas com a quantidade das mesmas que foram afetadas. 

Um fator interessante a ser notado é que a maior porcentagem das GUVs afetadas pela 

presença da AMX são as vesículas de tamanho intermediário, cerca de 61,4%, 

diferentemente do que foi notado para as GUVs de DPPC em AM. 

 

Tabela 8: Análise quantitativa para as GUVs de DOPC na presença de 4x10-4 mol/L de 

AMX após o intervalo de 30 min. 

 

 

 

 Assim como para as GUVs de DPPC, a presença do AM nas vesículas de DOPC 

causaram a perda do contraste de fase. Contudo, somente a partir de 1x10-4 mol/L que as 

GUVs passam a ser afetadas pelo poluente. Após pouco mais de 20 minutos inicia-se a 



108 
 

troca entre os meios internos e externos da GUVs, devido ao aumento dos poros da 

vesícula causado pelo AM. Tal efeito é consistente com os resultados de PM-IRRAS, que 

mostram uma inversão da banda do grupo CH2 para valores negativos (Figura 27 (a)), 

indicando uma desorganização nas caudas do fosfolipídio. Contudo, a quantidade de 

GUVs afetadas depende do tamanho, como pode ser observado na análise quantitativa 

realizada na Tabela 7. 

 No trabalho de Mertins et al. [29] são utilizadas GUVs de DOPC na presença de 

AM para estudos de fotoirradiação. Um resultado semelhante ao deste trabalho foi 

observado, sendo que as GUVs também perderam o contraste após cerca de 2 min, porém, 

neste caso, é evidente que este efeito é causado pela foto-oxidação. Entretanto, a 

concentração utilizada (na ordem de μM) é menor que a utilizada neste trabalho, visto 

que as GUVs foram afetadas mais rapidamente em uma concentração maior. Apesar 

disso, no trabalho de Caetano et al. [28], GUVs de DOPC também são fotoirradiadas, 

porém em uma concentração maior (50 μM). O AM se mostrou mais afetivo na destruição 

das GUVs de DOPC, visto que em menos de 3 minutos grande parte foi destruída. 

Na Tabela 9 é apresentada uma análise quantitativa das GUVs de DOPC na 

presença da AM após 30 min para a concentração mais alta (4x10-4 mol/L), relacionando 

o tamanho das vesículas com a quantidade das mesmas que foram afetadas. Igualmente 

para as GUVs de DPPC, nota-se uma dependência com o tamanho das vesículas. Para as 

GUVs com diâmetros menores que 10 μm cerca de 38 % são afetadas, entre 10 e 30 μm 

cerca de 67,1 % perdem o contrate, e para maiores de 30 μm 70 % são afetadas.  Assim, 

pode-se concluir que quanto maior o diâmetro da GUV (tamanho), maior a porcentagem 

de vesículas afetadas, destacando-se uma dependência do tamanho. Destacando que, o 

aumento da rigidez observada nas análises de LAURDAN-GP das LUVs de DOPC não 



109 
 

está ligado com a permeabilidade das vesículas. Logo, é possível que ocorra tal efeito da 

perda de contrate mesmo como as bicamadas mais rígidas.   

 

 

Tabela 9: Análise quantitativa para as GUVs de DOPC na presença de 4x10-4 mol/L de 

AM após o intervalo de 30 min. 

 

 

  

Para a MIX observou-se resultados semelhante ao das GUVs de DPPC, visto que 

as vesículas de DOPC não demonstraram efeitos aparentes por nenhuma concentração. 

Porém, tal resultado é contrário aos discutido nas seções anteriores, visto que os filmes 

de Langmuir tiveram os maiores deslocamentos, as imagens BAM apresentaram uma 

morfologia diferente, ocorreram algumas mudanças no espectro de PM-IRRAS na 

presença da MIX. Entretanto, presume-se que a mistura dos poluentes forme um aduto 

que não cause um efeito aparente na bicamada lipídica das GUVs, mas cause certa 

mudança em monocamadas lipídicas.  

 Assim como para o DPPC, foram realizadas medidas para verificar se o aumento 

da concentração da mistura dos poluentes afeta as GUVs de DOPC. Na Figura 44 são 

apresentadas as medidas de microscopia de contraste de fase para a MIX com as 

concentrações com os valores dobrados em relação ao experimento anterior. Observa-se 

que para as duas primeiras concentrações a GUVs não foram afetas pelo aumento da 

concentração, porém na concentração de 8x10-4 mol/L nota-se que após 7 min a vesícula 

começa a perder o contraste de fase, apesar de permanecer intacta após 30 min. 
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Figura 44: Imagens de microscopia de contraste de fase das GUVs de DOPC para a MIX 

nas concentrações de 8x10-5, 2x10-4 e 8x10-4 mol/L, no intervalo de tempo de 30 min. 

  

Na Tabela 10 é apresentada a análise quantitativa das GUVs de DOPC na presença 

da MIX após 30 min para a concentração mais alta (8x10-4 mol/L), relacionando o 

tamanho das vesículas com a quantidade das mesmas que foram afetadas. Nota-se que, 

assim como os resultados obtidos para o AM, a porcentagem de GUVs afetadas depende 

do diâmetro (tamanho), visto que 76,5 % das vesículas maiores que 30 μm apresentaram 

a perda do contraste de fase. O que mostra que nesta concentração a quantidade de 
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vesículas afetadas pela presença do poluente depende do tamanho, ou seja, o raio de 

curvatura da GUV. 

Tabela 10: Análise quantitativa para as GUVs de DOPC na presença de 8x10-4 mol/L 

da MIX após o intervalo de 30 min. 
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Capítulo 6 – Conclusões 

Os modelos-simples de membrana empregados neste estudo mostraram que os 

poluentes afetam de várias maneiras os fosfolipídios DPPC e DOPC, tanto as 

monocamadas dos filmes de Langmuir, quanto as bicamadas das GUVs. As isotermas 

π- A mostraram que a compressão da monocamada expulsa os poluentes da interface ar-

água conforme a fase condensada é atingida, enquanto o DOPC permitiu o AM 

permanecer na interface ar-água, permeando parte da monocamada. Entretanto, para 

ambos os fosfolipídios a mistura dos poluentes mostrou ser mais efetiva nos 

deslocamentos das isotermas π-A para maiores áreas, sugerindo uma ação 

potencializadora da mistura sobre as monocamadas lipídicas. As análises da elasticidade 

da monocamada mostraram um pequeno aumento da fluidez para os filmes de DPPC na 

presença dos poluentes, porém tal fato não foi observado para o DOPC, que naturalmente 

é mais fluido do que o DPPC.  

 Nas imagens de BAM, o DPPC apresentou mudanças na formação dos domínios 

lipídicos, alterando a morfologia de “trevo”, tradicional da monocamada, sendo este 

efeito mais significativa para o AM e a MIX. O DOPC apresentou a formação de 

domínios lipídicos característicos do lipídio em subfase aquosa, porém, após inserção dos 

poluentes, não se observou a formação de qualquer domínio lipídico, mesmo nas pressões 

mais altas. Isso sugere que o DOPC é mais afetado pela presença dos poluentes, em 

concordância com os efeitos observado nas isotermas π-A. 

 Os espectros PM-IRRAS revelaram que o DPPC foi menos afetado pela presença 

dos poluentes se comparado ao DOPC. Foram observadas mudanças principalmente nos 

grupos onde podem ocorrer principalmente interações eletrostáticas, i.e., o grupo colina 

e fosfato no caso da AMX e o grupo fosfato no caso do AM. Ainda, foi observada alguma 

desordem na região das caudas, evidenciadas pela variação na intensidade relativa das 
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bandas de vibração dos grupos simétricos e antissimétricos do CH2. O DOPC apresentou 

mudanças mais significativas, visto que para a AMX e AM diversos deslocamentos de 

banda foram observados, inclusive para grupos que deveriam apresentar repulsão entre 

si, i.e., como o grupo colina para o AM, indicando que alguma interação química 

provavelmente está ocorrendo. Ainda, é observada uma mudança significativa na região 

da cauda por parte do AM e a MIX, revelada pela inversão da banda simétrica do CH2 

normalmente positiva para valores negativos, o que sugere uma desordem na região da 

cauda do lipídio. A MIX dos poluentes apresentou mudanças para ambos os lipídios, 

principalmente nos grupos fosfato e carbonila, indicando alguma interação entre estes 

grupos e a MIX. As diferenças nas interações dos lipídios ocorreram devido as 

insaturações nas caudas do DOPC, pois tal conformação concede a monocamada uma 

maior fluidez, se comparada a rigidez do DPPC.    

 No entanto, quando se trata de bicamadas lipídicas, os resultados diferiram dos 

obtidos para as monocamadas, pois as análises de LAURDAN-GP revelaram um aumento 

da rigidez, ao contrário do observado para as monocamadas via módulo compressional. 

E ainda, a mistura dos poluentes que havia se mostrado como a subfase que mais 

influenciava nas monocamadas, não se mostrou tão efetiva nas GUVs, pois somente em 

concentração da ordem de 8x10-4 mol/L é que começou a se observar algum efeito. 

Porém, a respeito dos poluentes aplicados individualmente os resultados foram mais 

significativos, pois o AM causou a perda do contraste de fase em cerca de 47,8 % das 

GUVs de DPPC e cerca de 48,3 % para as de DOPC. Já a AMX ocasionou uma 

instabilidade nas GUVs de DOPC, gerando o chamado “formato pera”, em cerca de 33 

% de todas as GUVs analisadas 

De forma geral, conclui-se que o DPPC é mais estável à presença dos poluentes 

devido a sua cauda ser saturada. Já o DOPC, devido as suas instaurações, se mostra mais 
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suscetível à presença dos poluentes AMX e AM, assim como a mistura de ambos. Em 

relação à mistura, os resultados de FTIR revelaram que ocorre a formação de um aduto 

entre AMX e AM, provavelmente entre o grupo β-lactamase da AMX e a amina do AM. 

Esse aduto formado entre AMX+AM, o qual denominamos MIX, causou mudanças 

significativas nas monocamadas para ambos os fosfolipídios, porém, não mostrou efeitos 

significativos nas bicamadas.  

Contudo, as diferenças observadas entre os resultados das monocamadas e 

bicamadas estão ligadas às diferenças estruturais e de formação que tais modelos 

assumem, pois nas monocamadas os lipídios já estavam expostos aos poluentes antes do 

empacotamento das moléculas, o que sem dúvida afeta o resultado. Soma-se o fato de se 

tratar de uma conformação plana e de apenas uma camada lipídica. Já no caso das 

bicamadas, estas já estavam formadas quando expostas ao poluente, além de possuírem 

duas camadas lipídicas e uma estrutura esférica (raio de curvatura), que certamente 

influenciam nos resultados. Logo, presume-se que as monocamadas são mais afetadas 

pela presença do poluente devido a MIX já estar contida na subfase antes da monocamada 

atingir a fase condensada, enquanto as GUVs já estavam formadas antes de exposição aos 

poluentes. 

Portanto, este trabalho mostra a importância do estudo dos efeitos dos poluentes 

e suas misturas em modelos de membrana, para a construção de um conhecimento que 

possa ser comparado com estudo em in-vitro ou in-vivo, podendo assim entender melhor 

os efeitos de tais compostos na saúde humana. Sendo necessário a realização de mais 

estudos envolvendo poluente e suas misturas, justamente para se preencher a lacuna de 

conhecimento desta área.  
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