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RESUMO 

 

Título: PREPARO E CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DE MAGNETOLI-
POSSOMAS PARA APLICAÇÃO COMO SISTEMAS DE LIBERAÇÃO PROLONGA-
DA DE FÁRMACO 

Autor: Sandra Cruz dos Santos 

Orientador: Prof. Dr. Vania Rodrigues de Lima 

Co-orientador: Alexandre Luiz Parise 

Este estudo objetivou investigar o efeito de dois métodos de preparo de magne-

tolipossomas na sua estabilidade e propriedades físico-químicas, variando-se o solven-

te, força iônica e afinidade por polaridade. Com este fim, magnetolipossomas constituí-

dos de asolecitina de soja (ASO) e nanopartículas magnéticas (NPM) de maghemita (-

Fe2O3) foram preparados pelos métodos de hidratação de vesículas (HV) e evaporação 

em fase reversa (FR) e investigados através do uso das seguintes técnicas: espectro-

metria de absorção atômica de alta resolução com fonte contínua (HR-CS AAS), difra-

ção de raios-X (DRX), espectroscopia de ultravioleta-visível (UV-vis), espalhamento de 

luz dinâmico (DLS), potencial zeta, espectroscopia de infravermelho com transformada 

de Fourier com refletância total atenuada horizontal (HATR-FTIR), ressonância magné-

tica nuclear (RMN), calorimetria de varredura diferencial (DSC) e espalhamento de rai-

os-X a baixo ângulo (SAXS). No magnetolipossoma considerado mais estável, foi estu-

dada sua interação com um fármaco-modelo, a quercetina, bem como investigadas 

suas propriedades magnéticas e seu efeito na viabilidade celular de células de glioma. 

O método de FR proporcionou a obtenção de magnetolipossomas de tamanhos meno-

res e estáveis por um maior período que os sistemas preparados pelo método de HV. 

Em geral, a presença de tampão tricina/ MgCl2 pH 7,4 reduziu o tamanho e diminuiu a 

ordem do sistema lipossomal. A etapa de adição da NPM influenciou na percentagem 

de incorporação (I%) das mesmas nos magnetolipossomas, mas não influenciou no 
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tamanho, estabilidade e dinâmica dos sistemas. Estes parâmetros foram afetados pela 

presença de tampão. A inserção da quercetina (fármaco-modelo) nos magnetoliposso-

mas reduziu a I% de NPM em 11%. A quercetina reduziu discretamente a magnetiza-

ção de saturação dos magnetolipossomas, mas não afetou o comportamento superpa-

ramagnético. Os resultados de FTIR, RMN e DSC mostraram que a quercetina desor-

denou as regiões de interface e apolar dos magnetolipossomas e ordenou a região po-

lar. O encapsulamento da quercetina nos magnetolipossomas ocasionou uma redução 

da peroxidação lipídica e da viabilidade celular de glioma. Assim, a produção de mag-

netolipossomas de ASO/ maghemita/ quercetina, através de um método simples, gerou 

um sistema estável e superparamagnético, viável para uso como carreador ou sistema 

de liberação prolongada de fármaco. 

PALAVRAS-CHAVE: magnetolipossomas, maghemita, asolecitina, hipertermia. 
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ABSTRACT 

 

Title: PREPARATION AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF 
MAGNETOLIPOSOMES FOR APPLICATION AS PROLONGED DRUG DELIVERY 
SYSTEMS 

Author: Sandra Cruz dos Santos 

Advisor: Prof. Dr. Vania Rodrigues de Lima 

Co-advisor: Alexandre Luiz Parise 

This study aimed to investigate the effect of two methods of preparation of mag-

netoliposomes on their stability and physicochemical properties, varying the solvent, 

ionic strength and affinity by polarity. To this end, magnetoliposomes consisting of soy-

bean asolectin (ASO) and maghemite magnetic nanoparticles (NPM) were made by the 

methods of vesicle hydration (VH) and reverse phase evaporation (RP) and investigated 

by the following techniques: high resolution continuum source atomic abortion spec-

trometry (HR-CS AAS), X-ray diffraction (DRX), ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis), 

dynamic light scattering (DLS), zeta potential, horizontal attenuated total reflectance 

Fourier transform infrared (HATR-FTIR) spectroscopy,  nuclear magnetic resonance 

(NMR), differential scanning calorimetry (DSC) and small-angle X-ray scattering 

(SAXS). In the magnetoliposomes considered to be more stable, their interaction with a 

model drug, quercetin, was investigated, as well as their magnetic properties and effect 

on cell viability of glioma. The RP method provided smaller stable magnetoliposomes 

for a longer period than magnetoliposomes prepared by the VH method. In general, the 

presence of tricine/MgCl2 pH 7.4 buffer reduced the size and decreased the order of the 

system. The MNP addition step influenced the incorporation percentage (I%) in the 

magnetoliposomes but did not influence the size, stability or dynamics of the systems. 
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These parameters were affected by the presence of the buffer. The insertion of querce-

tin into the magnetoliposomes reduced the I% of the NPM by 11%. Quercetin discreetly 

reduced the magnetization saturation from magnetoliposomes but did not affect super-

paramagnetic behavior. The results of FTIR, NMR and DSC showed that quercetin diso-

riented the interface and apolar regions and ordered the polar region of the magnetolip-

osomes. The encapsulation of quercetin in the magnetoliposomes caused a reduction of 

lipid peroxidation and the cell viability of glioma. Thus, the production of 

ASO/maghemite/quercetin magnetoliposomes, through a simple method, generated a 

stable and superparamagnetic system, which can enable the use of the magnetolipo-

somes as a carrier or prolonged drug release system. 

KEYWORDS: magnetoliposomes, maghemite, asolectin, hypertermia. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O uso de nanopartículas (NP) em sistemas de administração de fármacos, vi-

sando o transporte e a vetorização a tecidos específicos, tem sido de grande interesse 

no tratamento do câncer (Donaldson, 2006; Knudsen et al., 2015). As nanopartículas 

magnéticas (NPM) apresentam propriedades elétricas, ópticas, magnéticas e químicas 

que favorecem seu uso em diferentes aplicações, tais como, transporte magnético de 

complexos bioquímicos e imagem de ressonância magnética (Francisquini et al., 2012; 

Hosni et al., 2017).  

O uso de NPM é destacado devido à suas propriedades de elevada área super-

ficial, capacidade de passar através da membrana celular e sua retenção no tecido tu-

moral (Garcia-Jimeno et al., 2012; Hardiansyah et al., 2014). Com o tamanho reduzido 

as NPM conseguem penetrar em pequenos capilares onde são capturadas por células, 

acumulando-se eficientemente em órgãos específicos (Pankhurst et al., 2003). Assim, 

através da aplicação de um campo magnético externo, podem atuar como agentes in-

dutores de hipertermia, através do aumento da temperatura local nas células tumorais 

(Hayashi et al., 2010; Hardiansyah et al., 2014).  

Neste contexto, o uso de NPM em sistemas superparamagnéticos tem sido van-

tajoso, por esses não apresentarem magnetização residual. Após a remoção do campo 

magnético esses materiais tornam-se desmagnetizados, não atingindo, ou, atingindo 

minimamente, as células saudáveis (Acar et al., 2005; Akal et al., 2016b). 

Apesar da baixa toxicidade das NPM de maghemita, quando comparadas a ou-

tros sistemas magnéticos (Prodan et al., 2013), esses materiais apresentam como ten-

dência a formação de agregados. Com o objetivo de evitar a agregação, as NPM 

podem ser revestidas por polímeros, dextran, proteínas, ácidos graxos ou fosfolipídios 

(Floris et al., 2014). A incorporação de NPM em lipossomas, vesículas lipídicas, geran-
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do os magnetolipossomas, possibilita maior eficiência, biocompatibilidade e vetorização 

de fármacos (Bixner e Reimhult, 2016).  

Os magnetolipossomas, por apresentarem propriedades magnéticas têm sido 

aplicados em imunoensaios, marcação celular, no diagnóstico de células cancerígenas, 

através de imagens por ressonância magnética, bem como, no tratamento do câncer 

(Laurent et al., 2010; Akbarzadeh et al., 2012). 

No entanto, a estabilidade dos magnetolipossomas ainda é um desafio para o 

seu design, uma vez que eles são suscetíveis a peroxidação das membranas. Esta po-

de ser induzida por íons metálicos presentes nas NPM, como ferro e cobre (Kiwada et 

al., 1986; Fagali e Catala, 2009). Neste contexto, a quercetina pode ser utilizada para 

prevenir a oxidação dos magnetolipossomas. Este flavonoide também apresenta ação 

antitumoral (Wong e Chiu, 2011; Chakraborty et al., 2012; Patir et al., 2012) e a sua 

encapsulação em membranas lipídicas facilita a sua entrega nas células alvo (Takagi et 

al., 1998; Hirpara et al., 2009).  

Apesar do extenso conhecimento documentado sobre a interação da quercetina 

com os lipossomas, existem poucas informações sobre o comportamento do flavonoide 

nos magnetolipossomas. É relatado que NPM conjugadas com quercetina apresentam 

uma ação anticancerígena promissora (Barreto et al., 2011; Kumar et al., 2014; Akal et 

al., 2016a; b). Assim, considerando a susceptibilidade à peroxidação dos magnetoli-

possomas e a promissora atividade antitumoral da associação entre a quercetina e as 

NPM, torna-se importante caracterizar esses sistemas no contexto de interações mole-

culares e atividades oxidantes e antitumorais. 

A farmacodinâmica e a farmacocinética dos sistemas de administração de fár-

macos baseados em lipossomas, tais como, os magnetolipossomas, são definidas por 

suas características de tamanho, morfologia e carga superficial, todas refletidas pela 

dinâmica e interações de conteúdo molecular (Sen et al., 2010). 



 3 

 

 

 

Caracterizar os parâmetros do sistema, como estabilidade, percentagem de in-

corporação (I%) e propriedades físico-químicas, como localização da NPM, tamanho, 

carga superficial, morfologia, estados e transições de fases, ordem e mobilidade, grau 

de hidratação, variação de entalpia e magnetização é fundamental para o design e 

aplicação eficiente dos magnetolipossomas em terapias contra doenças, como o cân-

cer (Guo et al., 2015; Yang et al., 2016). 

O método utilizado para o preparo de magnetolipossomas pode influenciar em 

nos seus parâmetros físico-químicos, principalmente ao considerar variáveis, como ta-

manho, solvente, força iônica e afinidade por polaridade dos compostos (Montero et al., 

1998; Bermudez et al., 1999). 

Assim, a partir das informações descritas acima, este estudo objetivou investigar 

o efeito de dois métodos de preparo básicos de magnetolipossomas, em diferentes 

condições (solvente, força iônica e afinidade por polaridade) na estabilidade, I% das 

NPM e nas propriedades físico-químicas do sistema. Com este fim, magnetoliposso-

mas constituídos de asolecitina de soja (ASO) e NPM de maghemita (-Fe2O3) foram 

preparados pelos métodos de hidratação de vesículas (HV) e evaporação em fase re-

versa (FR) e investigados através do uso das seguintes técnicas: espectrometria de 

absorção atômica de alta resolução com fonte contínua (HR-CS AAS), difração de rai-

os-X (DRX), espectroscopia de ultravioleta-visível (UV-vis), espalhamento de luz dinâ-

mico (DLS), potencial zeta, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fou-

rier com refletância total atenuada horizontal (HATR-FTIR), ressonância magnética nu-

clear de fósforo e de hidrogênio (RMN de 31P e de 1H), calorimetria de varredura dife-

rencial (DSC) e espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS).  

A interação do magnetolipossoma mais estável com um fármaco-modelo (a 

quercetina) também foi estudada. Nestes sistemas, além dos estudos citados anterior-

mente, foram realizados ensaios de magnetização, para comparar o tipo de magnetiza-

ção obtida com respostas detectadas em NPM em solução, e ensaios in vitro para in-
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vestigar o efeito da quercetina na viabilidade celular das linhagens de glioma através 

de ensaio de viabilidade celular. 

Diante da grande aplicabilidade dos magnetolipossomas, cabe mencionar que 

caracterizações físico-químicas detalhadas em nível molecular destes sistemas ainda 

são pouco descritas na literatura, principalmente considerando fontes lipídicas naturais 

como material componente dos magnetolipossomas. Assim, a partir dos resultados ob-

tidos, este trabalho pretende contribuir com um banco de informações para o design, 

preparo e maior eficiência dos magnetolipossomas a serem usados na terapia antitu-

moral. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Para um maior entendimento sobre os assuntos abordados na introdução deste 

trabalho, a revisão bibliográfica desta Tese abordará informações sobre os magnetoli-

possomas, quercetina, assim como, as técnicas instrumentais que podem ser utilizadas 

para a determinação da I% das NPM, estabilidade e propriedades físico-químicas dos 

magnetolipossomas. 

 

2.1 Constituintes dos magnetolipossomas 

2.1.1 Nanopartículas magnéticas 

As NPM são materiais de ordem nanométrica (10-9 m) e apresentam proprieda-

des elétricas, ópticas, magnéticas e químicas que favorecem seu uso em diferentes 

aplicações, tais como: microeletrônica, memória magnética, transporte magnético de 

complexos bioquímicos e imagem de ressonância magnética (Hosni et al., 2017). Por 

serem magnéticos, estes materiais apresentam como grande vantagem à possibilidade 

de serem manipulados por um campo magnético externo (Lieber, 1998). 

 

 2.1.1.1 Magnetismo 

As propriedades magnéticas macroscópicas de um material são oriundas dos 

momentos magnéticos associados a cada elétron desse material. Há dois tipos de mo-

vimentos do elétron, o movimento orbital e movimento de spin, e cada um destes tem 

um momento magnético associado, sendo estes: (i) o momento magnético orbital, as-

sociado ao movimento do elétron em torno do núcleo atômico, e (ii) o momento magné-

tico de spin, associado ao giro do elétron em torno do seu próprio eixo. Para um átomo 
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que possui vários elétrons, o momento magnético do átomo é a soma vetorial de todos 

os momentos magnéticos eletrônicos (Cullity e Graham, 2008).  

As propriedades magnéticas dos materiais decorrem de um somatório de dipolos 

magnéticos intrínsecos devidos ao spin do elétron, pois este movimento cria um dipolo 

magnético próprio. 

O magnetismo é o fenômeno físico que consiste nas forças de atração e repul-

são exercidas por materiais devido a presença de cargas elétricas em movimento. O 

comportamento dos materiais magnéticos em um campo magnético externo é determi-

nado pela origem e natureza da interação de seus dipolos (Cullity e Graham, 2008). 

Se um material magnético é exposto a um campo magnético externo, H, os mo-

mentos magnéticos atômicos individuais no material se alinham contribuindo para a sua 

resposta ao campo magnético B0, isso resultará em um campo magnético induzido B, 

conforme a Equação 1. 

𝐵 = 𝜇0(𝐻 + 𝐵0)         Eq. 1 

Onde µ0 é a permeabilidade magnética no vácuo e é equivalente a 4π × 10-7 T m 

A-1 (Landee e Turnbull, 2014). 

A magnetização (M) de um material é definida como a soma de todos os mo-

mentos magnéticos elementares (mi) por unidade de volume (V), e pode ser represen-

tada na Equação 2. 

𝑀 = ∑
𝑚𝑖

𝑉

𝑛
𝑖           Eq. 2 

A intensidade de M é proporcional ao campo aplicado (H) e a susceptibilidade 

magnética (χ): 

𝑀 = χH          Eq. 3 
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A χ mensura a capacidade de um material em magnetizar-se sob a ação de um 

estímulo magnético ao qual este é submetido, descrevendo, assim, o comportamento 

magnético dos materiais.  

Segundo o tipo de magnetização, quando submetidos a um campo magnético 

externo, os materiais podem ser classificados em diamagnéticos, paramagnéticos, fer-

romagnéticos, ferrimagnéticos e antiferromagnéticos (Callister Jr., 2012). A Figura 1 

apresenta os diferentes tipos de comportamentos magnéticos segundo o alinhamento 

dos spins eletrônicos. 

 

a) 
 

b) 
 

c) 
 

d) 
 

 

Figura 1: Representações esquemáticas dos alinhamentos dos momentos magnéticos 

atômicos nos materiais: a) diamagnéticos e paramagnéticos; b) ferromagnéticos; c) 

antiferromagnéticos; d) ferrimagnéticos. 

 

Os materiais paramagnéticos e diamagnéticos, sob a ação de um campo, apre-

sentam magnetização proporcional à estimulação magnética aplicada. Nesses materi-

ais, quando o campo magnético é removido a magnetização desaparece (Francisquini 

et al., 2012). Por outro lado, materiais ferromagnéticos, como ferro, níquel e cobalto 

apresentam valores altos de χ (>>1) e o campo de magnetização se mantém quando se 

remove o campo aplicado. 
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Nos materiais ferrimagnéticos (ferritas, magnetitas, em geral óxidos metálicos) 

os átomos possuem momentos de dipolo permanentes que interagem entre si, causan-

do alinhamento antiparalelo e desigual. Na presença de um campo magnético externo, 

alinham-se na direção e sentido do campo aplicado, apresentando valores altos e posi-

tivos de χ entre, 10-2 e 106 (Francisquini et al., 2012). 

Os óxidos de ferro são um dos minerais mais importantes encontrados na natu-

reza (Yang et al, 2006). A magnetita é um mineral ferrimagnético presente em rochas 

ígneas, sedimentares e metamórficas. Sua fórmula química é Fe3O4, sendo dois íons 

de Fe3+ e um íon de Fe2+. A magnetita apresenta estrutura espinélio inversa formando 

uma rede cúbica de face centrada, Figura 2 (Yamauchi e Barone, 2014). A cela unitária 

é formada por um conjunto de quatro unidades. Cada cela é composta por sítios tetra-

édricos e sítios octaédricos. Nos sítios tetraédricos encontramos oito íons de Fe3+ cada 

um fazendo ligações com quatro íons de oxigênio na forma de tetraedros e nos sítios 

octaédricos encontramos 16 íons de ferro (8 Fe2+ e 8 Fe3+), cada íon fazendo ligações 

com 6 íons de oxigênio na forma de octaedros (Francisquini et al., 2012).  

 

 
Figura 2: Esquema de cela unitária de Fe3O4. Círculos cinzas e marrons representam 

cátions em coordenação tetraédrica (sítio A) e octaédrica (sítio B), respectivamente, com os 

íons de O2- (círculos vermelhos). Adaptado da Ref Yamauchi e Barone (2014). 
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A maghemita (-Fe2O3), a forma oxidada da magnetita (Fe3O4), é um material 

ferrimagnético. A letra  é usada para diferenciá-la da hematita, a qual apresenta a 

mesma fórmula química. Este material apresenta como forma cristalina uma estrutura 

cúbica de espinélio inverso formando uma rede cúbica de face centrada. Cada célula 

unitária (cúbica) da maghemita contém uma média de 32 íons O2-, 21,33 íons Fe3+ e 

2,66 vacâncias, sendo que os cátions estão distribuídos em 8 e 16 sítios tetraédricos e 

octaédricos, respectivamente (Oliveira et al., 2013). Os ânions de oxigênio (raio ≈ 0,13 

nm) apresentam empacotamento cúbico de face centrada, e os íons metálicos (raios 

entre 0,07 a 0,08 nm) ocupam os espaços entre os ânions. Há 2 tipos distintos de es-

paços: o sítio A (tetraédrico) e o sítio B (octaédrico), conforme representado na Figura 

3. 

 

 
Figura 3: Estrutura cristalina da maghemita. Adaptado de Cullity e Graham (2009). 

 

Devido à presença de íons de ferro, a maghemita apresenta elétrons desempa-

relhados, cujos momentos magnéticos estão acoplados de tal forma que resultam em 

uma magnetização espontânea, ou seja, possuem um momento magnético total não 

nulo na ausência de um campo magnético externo. A presença de vacâncias nos sítios 

octaédricos que geram um cancelamento incompleto dos momentos magnéticos anti-



 10 

 

 

 

paralelos dos sítios tetraédricos e octaédricos são responsáveis pelo comportamento 

ferrimagnético deste material (Oliveira et al., 2013). 

 

2.1.1.2 Curvas de histerese 

A histerese é a tendência de um sistema de conservar suas propriedades na au-

sência de um estímulo que as gerou, ou ainda, é a capacidade de preservar uma de-

formação efetuada por um estímulo. A histerese magnética é o fenômeno que causa o 

atraso entre a densidade de fluxo e o campo magnético (Vajda e Dellatorre, 1993). O 

ciclo traçado por esta curva de magnetização é denominado curva de histerese e for-

nece o comportamento da magnetização do material em função do campo magnético 

aplicado.  

A Figura 4 mostra o comportamento da curva de magnetização da maghemita, 

tipicamente ferrimagnética, em função do campo magnético externo aplicado (B) 

(Cullity e Graham, 2008). 

O anel de magnetização “abcdefa” é conhecido como curva de histerese. Inici-

almente, ao aplicar um campo magnético ao material desmagnetizado, o mesmo irá 

aumentar sua magnetização em função do aumento do campo até chegar ao ponto “a”. 

Nesse instante, o material está magnetizado com os momentos magnéticos dos domí-

nios orientados na mesma direção do campo. Nesse ponto, a magnetização do material 

atinge um valor máximo (magnetização de saturação, Ms).  

Quando o campo magnético é reduzido a zero (sentido “a-b” da curva), ocorre 

uma diminuição da magnetização do material, porém ainda existe uma magnetização, 

denominada como magnetização remanescente, Mr, ponto “b” da curva. Para que a 

magnetização do material chegue a zero, é necessário a aplicação de um campo no 

sentido oposto ao inicial (denominado campo coercitivo, representado pelo ponto “c” da 

curva). À medida que este campo é aumentado, o material passa novamente a apre-
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sentar uma Ms (ponto “d” da curva) e após a remoção do campo magnético, o material 

volta a apresentar uma Mr (ponto “e” da curva). 

 

 
Figura 4: Curva de histerese da magnetização de materiais ferrimagnético 

macroscópicos em função de um campo magnético externo (B). Adaptado de Cullity e Graham 

(2008). 

 

A razão entre a Mr e a Ms indica o fator de quadratura, ou seja, o quanto a forma 

do loop de histerese se aproxima de um retângulo (Hertel, 2001). Por fim, a curva se-

gue o sentido “efa” até fechar o anel após a aplicação de um campo magnético no 

mesmo sentido do campo inicial (Cullity e Graham, 2008). 

 

2.1.1.3 Magnetismo aplicado às nanopartículas 

As NPM apresentam propriedades diferentes dependentes do tamanho, morfo-

logia e estrutura cristalina. Em uma escala nanométrica, a área da superfície aumenta 

drasticamente, o que irá apresentar um novo material com propriedades físicas diferen-

ciadas em comparação ao mesmo em tamanho maior (Yadollahpour e Hosseini, 2016).  
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As principais características das NPM responsáveis por torná-las potencialmente 

importantes na aplicação tecnológica são: a formação de monodomínios magnéticos 

(resultantes a partir do confinamento quântico dos elétrons), a existência de grande 

área superficial em relação ao volume e a possibilidade de recobri-las com diversos 

tipos de ligantes específicos (Lu et al., 2007; Francisquini et al., 2012). 

Um dos benefícios da utilização de NPM é o uso de gradientes de campo mag-

nético para atrair as partículas para um determinado local, onde as mesmas permane-

cem durante a terapia (Barreto et al., 2011). Como uma alternativa aos campos magné-

ticos, pode-se explorar algumas propriedades das NPM, como o tamanho e a superfí-

cie, a fim de se conseguir um direcionamento ao tecido-alvo (Buschow, 1995). Nesse 

sentido, as NPM têm sido avaliadas no uso de tratamento por magnetohipertermia. Es-

te procedimento terapêutico se baseia na elevação da temperatura das células de uma 

região específica do corpo que estejam afetadas por um tumor. Nesse tipo de trata-

mento, as NPM são fagocitadas pelas células tumorais e um campo magnético alterna-

do externo é utilizado para promover a agitação das nanopartículas e consequente 

aquecimento da célula (Orozco-Henao et al., 2016).  

Os materiais, quando em escala macroscópica, apresentam diversos multidomí-

nios, sendo que estes, quando exposto a um campo magnético, não sofrem um ali-

nhamento completo. Porém, quando os materiais ferro e ferrimagnéticos se encontram 

na dimensão nanométrica, pode ser observado um comportamento magnético relacio-

nado ao superparamagnetismo (Tasca et al., 2015). Na Figura 5 está apresentada uma 

ilustração dos momentos magnéticos em um material superparamagnético.  

O superparamagnetismo é observado quando as partículas dos materiais se en-

contram abaixo de um volume crítico, no qual são consideradas como um monodomí-

nio magnético (Tasca et al., 2015). Com a diminuição do tamanho de partícula, abaixo 

do valor crítico, a formação de domínios torna-se energeticamente desfavorável e o 

domínio magnético pode coincidir com o diâmetro da NPM.  
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Em uma partícula monodomínio, a mudança na orientação da magnetização 

ocorre através de uma rotação coerente dos spins onde os momentos magnéticos se 

alinham completamente na direção do campo (Tasca et al., 2015). Nesse caso, o fe-

nômeno de histerese magnética não existe e os valores de Mr e coercividade (campo 

necessário para trazer a magnetização a zero, Hc) são nulos (Lu et al., 2007; Martins e 

Trindade, 2012). 

As NPM de maghemita com diâmetros inferiores a 10 nm são superparamagné-

ticas à temperatura ambiente (Mahmoudi et al., 2011). Nesse caso, a magnetização 

das NPM cresce com o aumento do campo aplicado até atingir um ponto de saturação. 

Nesse ponto, a magnetização torna-se independente do campo e proporciona uma ex-

celente medida do caráter magnético das NPM através dos dados de Ms. 

 

 

Figura 5: Representação do alinhamento dos spins em NPM, em comparação com os 

domínios magnéticos em um sólido na ausência e na presença de um campo magnético, H. 

Adaptado de Tasca e colaboradores (2015). 
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2.1.2 Fosfolipídios 

Os fosfolipídios são moléculas anfipáticas, que possuem duas regiões distintas: 

uma hidrofílica constituída de um grupo fosfato, e uma região hidrofóbica, constituída 

de ácidos graxos com longas cadeias de hidrocarbonetos (Li et al., 2015). A estrutura 

molecular dos glicerofosfolipídios, uma das classificações dos fosfolipídios, correspon-

de basicamente a uma molécula de glicerol (1,2,3-propanotriol) a qual encontra-se es-

terificada a dois ácidos graxos nos carbonos 1 e 2, e a um grupo fosfato no carbono 3 

(Tabela 1).  

 

Tabela 1: Diferentes grupos que podem constituir a região polar dos fosfolipídios. 

Adaptado de Li e colaboradores (2015). 

 
 

Grupo 

 

 
Colina 

 Etanolamina 

 

Serina 

 Ácido fosfatídico 

 
Inositol 

As numerações indicadas referem-se aos três carbonos pertencentes ao grupo glicerol 

(1,2,3-propanotriol). 

 

O grupo fosfato de uma moléculas de fosfolipídio, por sua vez, é também esteri-

ficado a um grupo alcoólico: este último pode ser simplesmente uma hidroxila (OH), ou 
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grupos de maior complexidade tais como, colina, etanolamima, serina, ácido fosfatídico 

e inositol (Li et al., 2015). Esses diferentes grupos, que podem ser neutros ou carrega-

dos, afetam o potencial da superfície da membrana e fornecem locais de ligação para 

os íons a partir da solução (Yeagle et al., 1977). 

A fosfatidilcolina, Figura 6, é um glicerofosfolipídio majoritário da membrana ce-

lular (Ohvo-Rekila et al., 2002). Isto viabiliza o seu uso em sistemas carreadores de 

fármaco, devido à sua biocompatibilidade. Além disso, as fosfatidilcolinas são as mais 

empregadas em estudos de formulação de lipossomas, pois apresentam grande estabi-

lidade frente a variações de pH ou da concentração de sal no meio (Batista et al., 

2007). Estes fosfolipídios possuem uma parte polar constituída por um grupo colina 

(N+(CH3)3 e por um grupo fosfato (PO2)- e duas cadeias de ácidos graxos de extensão 

similar entre si. 

 

 
Figura 6: Representação estrutural e esquemática de uma molécula de fosfatidilcolina. 

 

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

fosfatidilcolinas são moléculas classificadas como anfóteras ou zwiteriônicas 

(Pasenkiewicz-Gierula et al., 1999; Li et al., 2015). Dois tipos de interações podem 

ocorrer entre os grupos polares dessas moléculas. Uma é a formação de ligações cru-

zadas (cross-linked) entre os grupos negativamente carregados de duas moléculas de 

fosfatidilcolina com um hidrogênio da molécula de água. Nesse caso, aproximadamente 
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70% das moléculas de fosfatidilcolinas formam ligações cruzadas com hidrogênio que 

estão contidos em clusters de duas a sete moléculas de água (Pasenkiewicz-Gierula et 

al., 1999). Outra forma é a interação intermolecular entre uma porção de N-metil carre-

gada positivamente e o grupo fosfato (negativo) de um fosfolipídio vizinho (Yeagle et 

al., 1977). 

Com relação à região apolar dos fosfolipídios, o comprimento das cadeias con-

duz a diferentes glicerofosfolipídios: dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidil-

colina (DMPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e distearoilfosfatidilcolina (DSPC), Ta-

bela 2. Em geral, uma das cadeias dos ácidos graxos dos fosfolipídios apresenta-se 

saturada, enquanto a outra costuma possuir de uma a seis duplas ligações (Ohvo-

Rekila et al., 2002).  

 

Tabela 2: Exemplos de fosfolipídios com diferentes tamanhos de cadeia graxa. 

Fórmula estrutural 
R (cadeia hidrofóbica) 

(nome) 

Abreviação (quando 

ligado a fosfatidilcoli-

na) 

Fosfolipídio 

 

CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7-C(O)- 

(oleoil) 
DOPC 

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

(miristoil) 
DMPC 

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

(palmitoil) 
DPPC 

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

(estearoil) 
DSPC 

As abreviaturas são: dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e distearoilfosfatidilcolina (DSPC). 
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As propriedades biológicas e físico-químicas, tais como, a velocidade de lipope-

roxidação por espécies reativas, estado de fase e permeabilidade podem ser influenci-

adas pelo grau de insaturação e o comprimento da cadeia lateral das fosfatidilcolinas 

(Mclean e Hagaman, 1992; Li et al., 2015). Por exemplo, fosfolipídios com ligações 

insaturadas em conformação trans, apresentam conformação semelhante à dos ácidos 

graxos saturados, o que favorece as interações intermoleculares e a rigidez da 

membrana. Por sua vez a presença de ligações insaturadas na conformação do tipo 

cis, na qual as cadeias hidrocarbônicas apresentam “inclinações” nas regiões dessas 

insaturações, o que reduz as interações intercadeias, contribui para a fluidez do 

sistema (Ziblat et al., 2012). 

 

2.1.2.1 Polimorfismo e estado de fase dos fosfolipídios 

Os fosfolipídios podem se associar de diferentes formas, tais como micelas (na 

forma de fase hexagonal, HI), bicamadas (em fase lamelar) e micelas reversas (em fa-

se hexagonal invertida, HII). Essas diferentes formas de associações estão atribuídas 

às distintas formas e áreas moleculares dos fosfolipídios. As associações e formas mo-

leculares de diferentes fosfolipídios em água estão resumidas na Tabela 3. 
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Tabela 3: Associações e formas moleculares de diferentes fosfolipídios. Adaptado de 

Lasic (1998). 

Fosfolipídio Forma molecular Organização Fase 

Lisofosfolipídio 
 

Cone invertido 
 

Micelas 

Hexagonal 

Fosfatidilcolina, fosfatidil-

serina, fosfatidilinositol, 

esfingomielina, ácido 

fosfatídico  
Cilindro 

 
Bicamadas 

Lamelar (cúbica) 

Fosfatidiletanolamina, 

colesterol 
 

Cone 
 

Micelas reversas 

Hexagonal 

invertida 

 

A compreensão dos polimorfismos lipídicos é necessária para estabelecer um 

transportador estável e um sistema de liberação controlada adequado. Além de ser 

influenciada pela distintas formas e áreas moleculares dos fosfolipídios, a forma de 

organização lipídica pode ser modulada por fatores como a temperatura, a insaturação 

de hidrocarbonetos, a força iônica, o pH, a incorporação de moléculas de cone 

invertidas (por ter área da região polar maior que a apolar) e a presença de cátion 

divalentes, tais como, Ca2+ (Cullis et al., 1986). São exemplos: 

a) A pequena área correspondente à região polar da fosfatidiletanolamina, 

juntamente ao grau de insaturação e comprimento da cadeia acil, conduzem a 

uma  forma molecular de cone, permitindo uma organização em fase HII (Cullis et 
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al., 1986). Tal fase consiste em arranjos cilíndricos de lipídios, dispostos ente si 

em ângulos de 60°, com um núcleo hidrofílico (Verkleij, 1984). 

b) A fosfatidiletanolamina quando em mistura com a fosfatodilserina que se associa 

na forma de bicamada (um fosfolipídio que tem uma forma parecida com um ci-

lindro, por ter a região apolar semelhante a polar) pode ser estabilizada em es-

trutura de bicamada. Para que a associação em forma de bicamada seja efetiva, 

é necessario que a mistura lipídica apresente 20 a 50% de concentração molar 

de lipídios que se associem nesta forma (Li et al., 2015). 

c) A hidratação da região polar pode modular os polimorfismos. Para 

fosfatidiletanolamina, a redução do grau de hidratação ou o aumento da força 

iônica intensifica a organização em fase HII (Li et al., 2015). 

d) No caso do ácido fosfatídico, uma elevada concentração de sal no meio propicia 

uma organização em fase HII (Tilcock, 1986); 

e) A fase HII também é favorecida através da protonação da carboxila de 

fosfatidilserinas, bem como a do grupo fosfato do ácido fosfatídicoa baixos 

valores de pH (Hope e Cullis, 1980; Farren et al., 1983). Observações 

semelhantes estendem-se a sistemas de lipídicos mistos, onde as transições de 

fase lamelar para hexagonal são observadas para sistemas fosfatidilserina-

fosfatidiletanolamina à medida que o pH é reduzido para valores abaixo de 5,0 

(Hope et al., 1983). 

 

2.1.2.2 Automontagem (self-assembly) de fosfolipídios: lipossomas para libe-
ração prolongada de fármacos 

Os fosfolipídios podem associar-se em estruturas fechadas do tipo concha esfé-

rica, denominadas lipossomas (Santos e Castanho, 2002). A fosfatidilcolina está dentre 

os fosfolipídios que podem ser utilizados no preparo dos lipossomas. Os lipossomas 
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podem ser vantajosos como sistemas de liberação prolongada de fármacos, visto que 

são biocompatíveis e possuem a capacidade de carrear compostos ativos hidrofóbicos 

e hidrofílicos, protegendo-os da degradação após administração, e de permitir com que 

maiores concentrações destes compostos alcancem o sítio de ação, potencializando a 

administração de doses menores no organismo. Na Figura 6 estão apresentadas as 

diferentes associações que podem ocorrer entre os lipossomas (formados por fosfolipí-

dios) e um fármaco (ou substância ativa), sejam estes hidrofílicos ou hidrofóbicos (De 

Lima et al., 2010). 

 

 
Figura 7: Representação esquemática da associação de fármacos hidrofílicos/ 

hidrofóbicos com fosfolipídios, formando os lipossomas. 

 

Os lipossomas podem ser preparados por diversos métodos, a partir de lipídios 

extraídos e purificados de fontes naturais, bem como de lipídios sintéticos. A ASO, por 

exemplo, é constituída de uma mistura de fosfolipídios naturais extraídos da soja com 

uma composição aproximada de 25% de fosfatidilcolina, 25% de fosfatidiletanolamina, 

25% de fosfatidilinositol, e pequenas quantidades de outros fosfolipídios polares 

(Navratil et al., 2011; Johns et al., 2015). Aproximadamente, 24% da cadeia de ácidos 

graxos são saturados, 14% contêm apenas uma insaturação e 62% são poli-

insaturados (Santos e Castanho, 2002; Navratil et al., 2011).  



 21 

 

 

 

As associações fosfolipídicas podem possuir tamanhos e constituições variáveis  

(Lichtenberg e Barenholz, 1988). De acordo com Vemuri e Rhodes (1995), os liposso-

mas podem ser classificados quanto ao seu tamanho ou ao seu número de bicamadas 

lipídicas (lamelas). Os lipossomas podem ser denominados como vesículas multilame-

lares grandes (MLVs: “multilamellar vesicles”, Figura 8A), apresentando mais de quatro 

lamelas e podendo variar seu diâmetro entre 50 e 10000 nm; vesículas unilamelares 

grandes (LUVs: “large unilamellar vesicles”, Figura 8B), com uma lamela de diâmetro 

superior a 100 nm e vesículas unilamelares pequenas (SUVs: “small unilamellar vesi-

cles”, Figura 8C), com diâmetro entre 25 e 50 nm (Vemuri e Rhodes, 1995).  

 

 
Figura 8: Representação dos lipossomas de acordo com o tamanho e número de 

lamelas. Vesículas (a) multilamelares, (b) unilamelares grandes e (c) unilamelares pequenas. 

 

As MLVs são frequentemente usadas para encapsular substratos a serem libe-

rados após a ruptura da membrana em um momento posterior (Van Swaay e De Mello, 

2013). As LUVs são mais indicadas quando uma transferência rápida do fármaco é re-

querida. Devido ao maior espaço aquoso, cerca de quatro vezes maior do que em li-

possomas multilamelares, as LUVs podem encapsular uma grande percentagem de 

materiais hidrofílicos (Akbarzadeh et al., 2013).  
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Em estudos de permeabilidade da membrana e das funções das proteínas, as 

estruturas ideais são as LUVs devido a sua maior semelhança às células vivas, tanto 

na estrutura como na função. Entretanto, nas aplicações como veículos, as MLVs for-

necem uma liberação do fármaco mais sustentada que as LUVs, pois as suas mem-

branas vão sendo degradadas gradualmente no local de ação. Adicionalmente, quando 

se pretende avaliar propriedades estruturais, dinâmicas e termodinâmicas das mem-

branas, nas quais a sensibilidade pode ser frequentemente um problema, as MLVs são 

indicadas devido à sua maior concentração lipídica (Perkins et al., 1993; Van Swaay e 

De Mello, 2013). 

O uso de diferentes métodos de preparo proporciona a obtenção de lipossomas 

com distintos tamanhos. Os lipossomas podem ser preparados pelo método de HV pa-

ra obtenção de fases lamelares grandes em meio aquoso e após serem dispersos me-

canicamente através de sonicação ou extrusão (Marie et al., 2013). Assim, as vesículas 

preparadas por este método são do tipo MLVs. Ao inserir-se NPM no sistema, este 

procedimento produz magnetolipossomas multilamelares com uma distribuição de ta-

manho e diâmetros médios entre 100 a 400 nm (Marie et al., 2013). 

Outro método de preparo de lipossomas amplamente utilizado é o FR. Os lipos-

somas preparados por este método, normalmente apresentam-se como LUVs de 100-

200 nm de diâmetro (Akbarzadeh et al., 2013; Bixner e Reimhult, 2016). 

O tamanho e uniformidade dos lipossomas determinam a segurança da rota de 

administração do sistema (Immordino et al., 2006). Os tumores, assim como as regiões 

de infecção e inflamação, devido a angiogênese, apresentam capilares com maiores 

diâmetros (entre 100 a 800 nm) quando comparado aos poros das células saudáveis 

(Lasic, 1998). Os lipossomas de longa duração, pelo fato de poderem circular por tem-

po prolongado e extravasar nos tecidos com permeabilidade vascular elevada, podem 

ser passivamente direcionados para vários tipos de tumores. Segundo Laverman e co-

laboradores (1999), uma diferença significativa no tempo de permanência nos vasos 

sanguíneos foi observada em função do tamanho dos lipossomas. Os lipossomas 
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grandes (400 nm) foram removidos do sangue mais rapidamente, enquanto que as ve-

sículas menores (200 nm) apresentaram maior tempo de meia vida (Laverman et al., 

1999). 

O tipo de solvente usado durante o preparo dos lipossomas também influencia 

suas propriedades. A utilização de solventes zwiteriônicos, como a tricina, durante a 

preparação de lipossomas é responsável pelo aumento da fluidez das bicamadas lipídi-

cas, quando comparada a lipossomas em que a água é utilizada como solvente 

(Koerner et al., 2011). Sovago e colaboradores avaliaram o efeito de íons de sódio e 

cálcio sobre as monocamadas de fosfolipídios de DPPC. No trabalho citado, os íons de 

sódio afetaram sutilmente a estrutura da monocamada, enquanto que o cálcio causou 

um desordenamento da monocamada (Sovago et al., 2007). 

 

2.1.2.3 Estabilidade de membranas lipídicas: lipossomas 

Dentre os desafios do uso de lipossomas como sistemas de liberação prolonga-

da de fármacos está a sua estabilidade (Batista et al., 2007). A estabilidade dos lipos-

somas está associada à capacidade dos mesmos de manter o nível de I% ainda que 

com mudanças nas propriedades químicas da suspensão, tais como, pH, composição 

de eletrólitos, agentes oxidantes e presença de compostos como tensoativos, colesterol 

e sais biliares. A habilidade dos lipossomas de manter o tamanho em várias condições 

de armazenamento e estoque também está relacionada com a estabilidade (Maherani 

et al., 2011). 

De uma forma geral, as vesículas são estabilizadas com base na formação de 

diferentes forças: de Van der Waals entre os fosfolipídios, repulsivas entre grupos car-

regados de moléculas de fosfolipídios, repulsivas entre os grupos polares e ligações de 

hidrogênio entre a água e moléculas de fosfolipídios (Maherani et al., 2011). As forças 

repulsivas eletrostáticas são formadas entre vesículas após a adição de substância 

com carga a bicamada, aumentando a estabilidade do sistema (Maherani et al., 2011). 
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A estabilidade também depende da curvatura natural da mistura lipídica, ou seja, da 

curvatura de equilíbrio do lipossoma, onde a energia livre do sistema ou função de 

Gibbs, ΔG, é minimizada.  

Outro fator importante é a rigidez da bicamada lipídica (Lasic, 1993). A hidrata-

ção dos grupos polares, a organização das moléculas anfipáticas em agregados para 

proteger as cadeias hidrofóbicas da exposição à água e as forças de atração (hidrofó-

bicas e de Van der Waals) entre as cadeias hidrocarbonadas são fatores responsáveis 

pela diminuição de ΔG (Lasic, 1998). As membranas mais rígidas (com pontos de fusão 

mais altos) são mais estáveis contra ao aumento de temperatura, cisalhamento, vibra-

ção e ciclos de congelamento-descongelamento (Maherani et al., 2011). 

Por outro lado, reações de hidrólise podem comprometer a estabilidade dos li-

possomas. Em um ambiente aquoso, ácido ou básico, as moléculas de fosfolipídios 

podem sofrer hidrólise sob uma cinética de pseudo-primeira ordem (Grit et al., 1993). A 

taxa de hidrólise é dependente da temperatura e pH, onde a velocidade mínima ocorre 

a pH 6,5 (Zhang e Pawelchak, 2000; Xia et al., 2014). A degradação de um fosfolipídio 

via hidrólise de fosfatidilcolina, Figura 9, leva a formação da lisofosfatidilcolina o que 

acentua a permeabilidade dos lipossomas e altera a integridade da formulação 

(Saetern et al., 2005; Ickenstein et al., 2006). Várias formas da lisofosfatidilcolina, com 

diversas cadeias acil, já foram identificadas, como os ácidos: palmítico (16: 0), esteári-

co (18: 0), oleico (18: 1), linoleico (18: 2), araquidônico (20: 4) e docosahexaenóico (22: 

6) (Riederer et al., 2010). 

Juntamente à hidrólise das ligações éster que ligam os ácidos graxos ao esque-

leto de glicerol, as reações de peroxidação das cadeias acílicas insaturadas, respon-

dem por fenômenos como agregação, fusão, deposição e ruptura da membrana (Yadav 

et al., 2011). Esses fenômenos podem resultar em liberação ou extravasamento da 

substância ativa e mudanças de tamanho dos lipossomas, diminuindo a estabilidade 

dos mesmos (Batista et al., 2007). Os processos de peroxidação lipídica em membra-

nas ocorrem devido à ação de espécies reativas do metabolismo do oxigênio (ER-
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MOS). Este processo, quando ocorre de forma controlada e está restrito a certos com-

partimentos celulares, apresenta efeitos benéficos para as células, como a diferencia-

ção, maturação, transporte de vesículas intracelulares, fagocitose e apresentação de 

antígenos (Cejas et al., 2004). Também tem papel importante na formação de prosta-

glandinas e, portanto, na resposta inflamatória (Halliwell e Gutteridge, 1990). 

 

 
Figura 9: Degradação da fosfatidilcolina a lisofosfatidilcolina via reação de hidrólise. 

 

Porém, a peroxidação lipídica, também está associada aos mecanismos de en-

velhecimento, câncer e à exacerbação da toxicidade de xenobióticos (Ghosh et al., 

1993). A lipoperoxidação resulta em alterações na estrutura e na permeabilidade das 

membranas celulares (Mello et al., 1984), podendo ocasionar perda da seletividade na 

troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos 

lisossomas, e formação de produtos citotóxicos (como o malonildialdeído, MDA), culmi-

nando com a morte celular (Hershko, 1989).  
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A lipoperoxidação em membranas é uma reação em cadeia representada por 

três etapas: iniciação, propagação e terminação (Mylonas e Kouretas, 1999). Estas 

etapas estão apresentadas na Figura 10, onde L representa o lipídio (Gaschler e 

Stockwell, 2017). 

 
Figura 10: Mecanismo de lipoperoxidação em membranas lipídicas em diferentes 

etapas:Iniciação - ataque no ácido graxo de uma espécie reativa capaz de abstrair um átomo 

de hidrogênio do grupo metileno. O radical formado será estabilizado por um rearranjo 

molecular (radical alquila)que em meios aeróbicos forma o radical peroxila, LOO•). Propagação 

- A peroxila formada abstrai um hidrogênio alílico de outro ácido graxo gerando outro radical. A 

reação do radical peroxila com o hidrogênio dá origem a um hidroperóxido lipídico (LOOH). 

Terminação - Nessa etapa ocorre a formação de produtos não radicalares. Adaptado de 

Gaschler e Stockwell (2017). 
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A etapa de iniciação ocorre quando uma espécie reativa abstrai um hidrogênio 

pertencente à cadeia de hidrocarbonetos insaturados. Essa abstração é favorecida 

energeticamente para um hidrogênio alílico (aproximadamente 88 kcalmol-1) do que 

para um alquílico (cerca de 101 kcal mol-1). Após a abstração do hidrogênio, uma es-

pécie radicalar é formada (L•) e essa poderá interagir com o oxigênio molecular para 

formar um radical lipídico peroxil que poderá, por sua vez, sofrer ciclização e rearran-

jos.  

O radical L• pode abstrair um hidrogênio de outro ácido graxo, gerando outro ra-

dical centrado no carbono e um hidroperóxido lipídico (LOOH). Estas reações caracte-

rizam a etapa de propagação do processo oxidativo. Nessa etapa peróxidos cíclicos 

também podem ser formados, quando ocorre a reação da peroxila com uma dupla liga-

ção da mesma cadeia do ácido graxo. Íons de ferro e cobre podem participar dessa 

etapa formando radicais lipídicos alcoxila, peroxila e hidroxila a partir dos hidroperóxi-

dos.  

A etapa de terminação ocorre através da hidrólise dos endoperóxidos ou o for-

necimento de energia via calor, para as reações que gerarão produtos não radicalares 

como MDA e 4-hidroxialcenais (Mylonas e Kouretas, 1999). 

As nanopartículas de óxido de ferro, dependendo do pH do meio, podem induzir 

a produção de ERMOS, como 1O2, O2•- e OH• (Zhang et al., 2012). O ferro é um impor-

tante metal de transição redox-ativo responsável pela geração de radicais livres alta-

mente reativos através das reações de Fenton e Haber-Weiss em sistemas biológicos 

(Wang et al., 2013): 

(1) Reação de Fenton 

Fe2+ + H2O2→ Fe3+ + OH- + •OH 

(2) Reações tipo Fenton (Fenton-like) 

Fe3+ + H2O2→FeOOH2+ + H+ 
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FeOOH2+→ Fe2+ + + HO2• 

Fe2+ + H2O2→ Fe3+ + OH- + •OH 

(3) Reação de Haber−Weiss 

Fe3+ + O2•-→ Fe2+ + O2 

Fe2+ + H2O2→ Fe3+ + OH- + •OH 

 

Em adição, como iniciadores da lipoperoxidação, íons de Fe (2+ ou 3+), podem 

ser usados para gerar espécies de radicais livres na presença de lipídios (LOOH). Nes-

se caso, a iniciação pode ocorrer por duas vias (Fagali e Catala, 2009): 

1) A espécie reativa de Fe3+ abstrai um hidrogênio pertencente à cadeia de 

hidrocarbonetos insaturados, formando a espécie radicalar (LOO•). O radical po-

de abstrair um hidrogênio de outro ácido graxo, gerando outro radical. 

LOOH + Fe3+→ Fe2+ + LOO• + H+ 

LOO• + LH → L• + LOOH 

2) Ou a espécie reativa de Fe2+ abstrai um hidrogênio pertencente à cadeia 

de hidrocarbonetos insaturados, formando a espécie radicalar (LO•). O radical 

pode abstrair um H de outro ácido graxo, gerando, também, outro radical. 

LOOH + Fe2+→ Fe3+ + LO• + OH- 

LO• + LH → L• + LOH 

Com relação à ação de NP, estas quando em pH fisiológico, podem agir como 

catalisadores na geração de OH• através de mecanismos heterogêneos que envolvem 

simultaneamente as reações de Fenton / Haber-Weiss. Em carreadores lipídicos, o 

processo espontâneo de lipoperoxidação pode propiciar efeitos no grau de fluidez do 

sistema lipossomal. Geralmente, provocando enrijecimento da bicamada (Ghosh et al., 

1993).  
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2.2 Magnetolipossomas 

O uso de lipossomas para a incorporação das NPM é vantajoso por propiciar 

maior biocompatibilidade, possibilidade de vetorização dos fármacos/substâncias ati-

vas, e menor toxicidade das NPM (Schladt et al., 2011; Kumar et al., 2014). Ao híbrido 

de componentes magnéticos e lipossomas é denominado o termo magnetolipossomas. 

Os magnetolipossomas têm sido utilizados como agentes de contraste em imagens de 

ressonância magnética nuclear, na separação magnética de células ou de moléculas 

biológicas, em marcadores para células alvo e na terapêutica do câncer por magne-

tohipertermia (Weissleder et al., 1990; Clement et al., 1991). 

Assim como as NPM na forma livre, os magnetolipossomas podem ser vetoriza-

dos a um alvo específico através do uso de campos magnéticos externos (Decuyper e 

Joniau, 1988; Lubbe et al., 1996; Lacava et al., 1999). Como sistemas de liberação 

controlada de quimioterápicos, os magnetolipossomas podem encapsular e aumentar a 

atividade de drogas antitumorais (hidrofílicas e/ou hidrofóbicas) (Fortin-Ripoche et al., 

2006; Dandamudi e Campbell, 2007). Além disto, deve-se considerar que a liberação 

de fármacos por magnetolipossomas pode ser específica para o tumor se este for 

acessível através do sistema arterial e tiver suficiente suprimento de sangue. Nesse 

caso, a liberação do fármaco antitumoral por um carreador magnético ocorre com me-

nos efeitos colaterais e proporciona tratamentos mais curtos e menos tóxicos aos paci-

entes (Gupta e Gupta, 2005). 

Os magnetolipossomas vêm sendo destacados na literatura de diferentes for-

mas. Hardiansyah e colaboradores (2014) demonstraram efeitos sinérgicos da quimio-

terapia e da hipertermia em tratamento de células tumorais com magnetolipossomas 

contendo doxorrubicina (Hardiansyah et al., 2014). O uso de um campo magnético al-

ternado permitiu a liberação controlada de doxorrubicina a partir de magnetolipossomas 

constituídos de NPM de -Fe2O3 e bicamadas fosfolipídicas (Chen et al., 2014; German 

et al., 2015).  
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Magnetolipossomas baseados em NPM de -Fe2O3 incorporados em LUVs de 

200 nm foram descritos e caracterizados para aplicação em ressonância magnética por 

imagem. Tais magnetolipossomas, através do uso de campos magnéticos externos, 

foram vetorizados, por via intravenosa, aos tecidos de adenocarcinoma prostático hu-

mano. Durante o transporte dos magnetolipossomas a estrutura da vesícula e a carga 

de ferro foram preservadas (Martina et al., 2005; Martina et al., 2008).  

Magnetolipossomas superparamagnéticos preparados a partir de MLVs e -

Fe2O3 apresentaram maior eficiência como agentes de contraste quando comparados a 

agentes de contraste comerciais na detecção e caracterização de lesões hepáticas 

(Meyre et al., 2011). 

Yang e colaboradores (2016) investigaram o uso de magnetolipossomas termo 

sensíveis contendo NPM de óxido de ferro e marcadores de células tronco em células 

tronco tumorais hepáticas. Tais magnetolipossomas apresentaram diâmetro médio de 

130 ± 4,6 nm e resposta superparamagnética. Os testes in vitro e in vivo evidenciaram 

um aumento da eficácia da morte de células tumorais em comparação com os magne-

tolipossomas sem marcador (Yang et al., 2016). 

Assim como nos lipossomas, a eficiência dos sistemas de liberação de fármacos 

baseados em magnetolipossomas é influenciada pelo tamanho, carga de superfície e 

características estruturais dos sistemas (Sen et al., 2010). As diferentes estratégias de 

inserção de NPM em lipossomas podem alterar as características estruturais das vesí-

culas, como os estados de hidratação, ordem e fase e os movimentos vibracionais, ro-

tacionais e translacionais de grupos lipídicos específicos (Biltonen e Lichtenberg, 1993; 

Chen e Tripp, 2008; Nappini et al., 2011; Villasmil-Sanchez et al., 2013; Lopes De 

Azambuja et al., 2015). Assim, a estabilidade dos magnetolipossomas ainda é um de-

safio para o seu design e produção.  

Vale também considerar que os magnetolipossomas também são suscetíveis à 

peroxidação da membrana induzida por Fe2+ e Fe3+ que, por sua vez, são componentes 
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de nanopartículas de maghemita (Gutteridge, 1995; Fagali e Catala, 2009). Neste con-

texto, o uso de compostos de origem natural com propriedades antioxidantes torna-se 

interessante. Lipossomas contendo quercetina exibem uma forte capacidade de inibi-

ção da peroxidação lipídica via quelação de metais (Gabrielska et al., 2006; Huang et 

al., 2017).  

Apesar do extenso conhecimento sobre a interação da quercetina com os lipos-

somas, há pouca informação sobre o comportamento de quercetina com os magnetoli-

possomas. Além disso, é relatado que as NPM conjugadas com quercetina podem ser 

um promissor agente antineoplásico (Barreto et al., 2011; Kumar et al., 2014; Akal et 

al., 2016a). 

Assim, considerando a possibilidade de reduzira susceptibilidade dos magnetoli-

possomas à peroxidação e a promissora atividade antitumoral da associação magneto-

lipossomas-quercetina, é importante caracterizá-los no contexto de interações molecu-

lares e atividades antioxidantes / antitumorais. Isto pode contribuir para um design ade-

quado dos sistemas magnetolipossomas. 

 

2.3 Quercetina como fármaco-modelo 

A quercetina (3,3´,4´,5,7-pentahidroxiflavona, Figura 11) é um polifenol perten-

cente à classe dos flavonoides (Movileanu et al., 2000; Hirpara et al., 2009). É abun-

dantemente encontrada em frutos comestíveis, vegetais e plantas medicinais (Wu et 

al., 2008; Kumari et al., 2010). Os flavonoides, um grupo de derivados naturais da ben-

zoil-pirona, têm apresentado diversas propriedades biológicas, incluindo antioxidantes, 

hepatoprotetoras, antitrombóticas, anti-inflamatórias, bactericidas e atividades antivirais 

e antitumorais (Saija, Bonina, et al., 1995; Movileanu et al., 2000). 

A quercetina apresenta em sua estrutura química cinco grupos hidroxilas, que 

conferem determinado grau de polaridade e caráter de ácido fraco, bem como dois 
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anéis aromáticos A e B ligados por anel heterocíclico contendo oxigênio, que conferem 

hidrofobicidade à estrutura (Pawlikowska-Pawlega et al., 2014). A porção 3,4'-dihidroxi 

do anel B (anel catecol B), é conhecida por possuir uma alta capacidade antioxidante 

através da eliminação de radicais livres (Pawlikowska-Pawlega et al., 2014). 

 

 
Figura 11: Estrutura química da quercetina: 3,3´,4´,5,7-pentahidroxiflavona. 

 

Os mecanismos de ação antioxidante da quercetina incluem: a eliminação direta 

dos radicais livres reativos e a quelação dos íons metálicos envolvidos na formação de 

radicais livres (Riceevans et al., 1996; Amic et al., 2007).  

Como principal mecanismo de sequestro de radicais livres, a doação de átomos 

de hidrogênio é uma das características da quercetina. Neste mecanismo, os grupos 

hidroxilas doam hidrogênio a um radical, dando origem a um radical fenoxil-flavonoide 

(Figura 12). O radical fenoxil-flavonoide pode reagir com um segundo radical (RO•), 

adquirindo, assim, uma estrutura de quinona estável. 
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Figura 12: Mecanismo de ação antioxidante da quercetina (envolvendo a região 3',4'-

diOH flavonoides): a) radical fenoxil estabilizado através de ligações de ligações de hidrogênio; 

b) estrutura da quinona estável. Adaptado de Amic et al. (2007). 

 

No entanto, a estabilidade do radical fenoxil-flavonoide pode favorecer uma ação 

pró-oxidante dos flavonoides (Bors et al., 1995). O radical fenoxil-flavonoide pode inte-

ragir com o oxigênio, gerando quinonas e ânions superóxidos que induzem a peroxida-

ção como espécies reativas (Figura 13). Esta reação pode ocorrer na presença de alta 

quantidade de íons de metais de transição e pode ser responsável pelo efeito pró-

oxidante dos flavonoides (Yoshino et al., 1999). Tal atividade mostrou-se uma impor-

tante ferramenta no combate a células de glioblastoma humano, através da indução do 

apoptose celular (Sakagami e Satoh, 1997). 
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Figura 13: Mecanismo de ação pró-oxidante da quercetina. Adaptado de Amic et al. 

(2007). 

 

A quelação de íons metálicos (como Fe2+ e Cu+) é outro mecanismo de ação an-

tioxidante da quercetina, bem como, de outros flavonoides (Pietta, 2000). As NP de 

ferro quando dissociadas também podem promover a formação de ERMOS e de radi-

cais livres induzindo a apoptose de células saudáveis através da reação de Fenton, 

conforme mostrado no item 2.1.2.3 (Solanki et al., 2008; Markides et al., 2012). Na rea-

ção de Fenton, ocorre a redução do peróxido de hidrogênio com a geração do radical 

hidroxila que é altamente agressivo (Riceevans et al., 1997). O local de ligação propos-

to para os íons metálicos nos flavonoides é a porção 3',4'-diOH do anel B, como mos-

trado na Figura 14. Além disso, os grupos C-3 e C-5 OH e o grupo 4-carbonílico tam-

bém contribuem para a quelação desses íons (Riceevans et al., 1997; Amic et al., 

2007). 
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Figura 14: Sítios de ligação de metais de transição em uma molécula de quercetina. 

Adaptado de Amic et al. (2007). 

 

A baixa biodisponibilidade da quercetina, bem como a sua baixa solubilidade 

(~2%) em meio aquoso e extenso metabolismo no intestino e no fígado, limitam suas 

aplicações na farmacologia (Gugler et al., 1975; Hadrich et al., 2016). Várias aborda-

gens visando a melhora da solubilidade em água da quercetina, e consequentemente, 

sua aplicação como fármaco antitumoral, são encontradas na literatura. 

 

2.4  Métodos de caracterização físico-química e biológica de magnetolipossomas 

2.4.1. Estudos de estabilidade 

Como citado anteriormente, na seção 2.2.2, a estabilidade dos magnetoliposso-

mas pode ser influenciada pelo tamanho, morfologia, grau de empacotamento e ordem, 

bem como da carga superficial do sistema (Sen et al., 2010). Para o estudo da estabili-

dade de magnetolipossomas, diferentes técnicas podem ser utilizadas, tais como DLS, 

TBARS e potencial zeta. 
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 2.4.1.1 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 

A técnica de DLS considera a interação entre a radiação visível do espectro ele-

tromagnético com a matéria. Quando uma onda eletromagnética atinge uma determi-

nada substância, faz surgir um dipolo induzido oscilante. O espalhamento de luz pode 

ser descrito como a emissão secundária de radiação eletromagnética produzida pelo 

dipolo oscilante. A polarização oscila com a mesma frequência da radiação incidente 

servindo como uma fonte que espalha pequenas quantidades de radiação em todas as 

direções (Atkins e De Paula, 2014).  

A técnica de DLS é eficaz para detectar flutuações de concentração e densidade 

em uma amostra devido ao movimento das partículas em movimento Browniano (Zhou 

et al., 2017). Devido ao movimento Browniano, as partículas presentes no sistema se 

encontram em constante deslocamento, o que faz com que a intensidade da luz espa-

lhada por elas forme um padrão de movimento. As partículas maiores se movem mais 

lentamente que as pequenas, o que faz com que a taxa de flutuação da luz espalhada 

também seja mais lenta. Sendo assim, a técnica de DLS utiliza a taxa de mudança 

dessas flutuações para determinar a distribuição de tamanho das partículas (Atkins e 

De Paula, 2012). 

O diâmetro hidrodinâmico (<D>), que no caso da esfera, coincide com seu diâ-

metro físico, é determinado pera relação de Stookes-Einstein: 

<D>=
𝑘𝐵𝑇𝑞2

3𝜋𝜂
𝜏          Eq. 4 

Onde kB é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, q é o vetor de espa-

lhamento, 𝜂 é a viscosidade do solvente e 𝜏 é o tempo médio de relaxamento relacio-

nado com o coeficiente de difusão. 
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 2.4.1.2 Peroxidação lipídica nas membranas: Substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) 

A lipoperoxidação das membranas, que pode influenciar na estabilidade dos li-

possomas, pode ser detectada através do método de substâncias que reagem ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (Ohkawa et al., 1979; Bird e Draper, 1984).  Este método carac-

teriza-se pela formação de um produto de coloração rósea a partir da reação entre o 

MDA, produto majoritário da lipoperoxidação, e ácido tiobarbitúrico (TBA), representado 

na Figura 15 (Ohkawa et al., 1979; Bird e Draper, 1984; Fagali e Catala, 2009). Assim, 

a percentagem de substâncias reativas ao TBARS é determinada a partir de leitura es-

pectrofotométrica a 535 nm, comprimento de onda respectivo ao produto supracitado.  

 

 
Figura 15: Reação entre ácido tiobarbitúrico (TBA) e o malonildialdeído (MDA) para 

formar um aduto de coloração rosa. 

 

 2.4.1.3 Potencial zeta 

O potencial zeta corresponde ao potencial elétrico no plano hidrodinâmico de ci-

salhamento que está a uma determinada distância da superfície (Atkins e De Paula, 

2012). A carga da superfície da partícula influencia a distribuição dos íons da solução 

no meio, atraindo e repelindo contra-íons e co-íons, respectivamente. Essa distribuição 

de íons, desde a superfície da partícula até o interior da solução (meio de dispersão), 
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gera diferentes potenciais e está representada esquematicamente na Figura 16 (Junior 

e Varanda, 1999).  

 

 
Figura 16: Esquema da distribuição de cargas na vizinhança de uma partícula 

carregada e os seus respectivos potenciais associados à dupla camada elétrica na interface 

sólido-líquido. Adaptado de Junior e Varanda (1999). 

 

A medida do potencial zeta é realizada indiretamente, através da medida da mo-

bilidade eletroforética, onde é possível estimar o valor do potencial na superfície. Para 

realizar-se esta medida, introduz-se a suspensão a ser analisada em uma cubeta cons-

tituída de dois eletrodos, onde um potencial elétrico é aplicado. As espécies carregadas 
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eletricamente irão se mover na direção do eletrodo de carga contrária, tão mais rapi-

damente quanto maior a sua carga elétrica e maior o campo elétrico aplicado. 

O potencial zeta é dado em função da carga superficial de qualquer camada ad-

sorvida na interface com o meio e da natureza e composição do meio que o circunda. 

O potencial zeta (ζ) pode ser calculado pela aproximação de Helmholtz-Smoluchowski: 

ζ =
4πμη

Eε
 Eq. 5 

Em que µ é a mobilidade eletroforética, E é o campo elétrico aplicado, η é a vis-

cosidade do solvente e ε é a constante dielétrica do meio. 

As medidas de potencial zeta podem ser usadas para o estudo da distribuição 

de cargas, estabilidade e orientação molecular dos fosfolipídios nas membranas 

(Makino et al., 1991). Por ser um indicador útil da carga efetiva nas partículas, os dados 

de potencial zeta podem ser usados para controlar a estabilidade de suspensões coloi-

dais. Quanto maior for o valor absoluto do potencial zeta, mais provável que a suspen-

são seja estável, pois as partículas carregadas se repelem e essa força supera a ten-

dência espontânea de agregação (Schaffazick et al., 2003). Valores de potencial zeta 

superiores a |30| mV são capazes de estabilizar lipossomas suspensos devido à mútua 

repulsão eletrostática entre as vesículas, impedindo assim a sua agregação 

(Wongsagonsup et al., 2005; Hadrich et al., 2016).  

A distância do plano de cisalhamento ao plano de carga, conforme descrito pela 

teoria de Gouy-Chapman-Stern, depende fortemente da força iônica do meio, diminuin-

do com o aumento da concentração de sal (Sabin et al., 2006). Os valores médios de 

potencial zeta dos magnetolipossomas podem variar de acordo com a natureza dos 

seus componentes, bem como, com as mudanças na orientação dos grupos polares 

dos lipídios (Fatouros e Antimisiaris, 2002). 
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A parte polar de fosfolipídios, tais como a fosfatidilcolina, é zwiteriônica, espe-

rando-se assim que, a pH neutro, não apresente efeito de carga. Por outro lado o fosfa-

tidilinositol, presente em asolecitina de soja, é um fosfolipídio aniônico responsável pe-

los valores negativos de potencial zeta observados experimentalmente (Ohki et al., 

2010). 

Os valores de potencial zeta são dependentes do meio em que o lipídio está 

disperso e têm sido interpretados em termos de camadas de hidratação formadas em 

torno da superfície da membrana e da orientação dos grupos polares dos lipídios 

(Garcia-Manyes et al., 2005). Na Figura 17 estão apresentadas as diferentes orienta-

ções dos grupamentos fosfo-colina que influenciam os valores de potencial zeta. 

Quando a região polar está perpendicular à superfície de modo que o grupo fosfato 

está acima do grupo de colina, o potencial zeta torna-se mais negativo. Quando o gru-

po fosfo-colina está paralelo à superfície, o potencial zeta iguala-se a zero. Por fim, 

quando o grupo está perpendicular à superfície da membrana, de tal forma que o grupo 

colina está acima do grupo fosfato, o valor de potencial zeta torna-se mais positivo 

(Makino et al., 1991). 

 

 
Figura 17: Diferentes modelos conformacionais dos grupos polares da fosfatidilcolina 

que influenciam os valores de potencial zeta. Adaptado de Makino et al. (1991). 
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2.4.2 Eficiência de encapsulamento 

Em geral, a eficiência de encapsulamento determina a capacidade de encapsu-

lamento de fármacos no sistema coloidal. No caso da incorporação de NPM em mag-

netolipossomas, o termo que relaciona a concentração de NPM incorporada com a 

concentração inicial adicionada durante o preparo dos magnetolipossomas, pode ser 

descrito como I% (Floris et al., 2014). A eficiência de encapsulamento pode ser 

influenciada pelo coeficiente de partição da molécula alvo nos solventes usados 

durante a preparação da formulação, o método usado para realizar o processo de 

encapsulamento (temperatura, pH, estresse mecânico) e a distribuição de tamanho dos 

sistemas.  

De uma forma geral, a eficiência de encapsulamento pode ser calculada a partir 

da seguinte equação: 

𝐸𝐸(%) = [(𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜)𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎/(𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜)𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙] × 100   Eq. 6 

Onde (fármaco)total refere-se à concentração de fármaco em mg L-1 adicionada 

nos lipossomas e (fármaco)encapsulada refere-se à concentração de fármaco em mg L-1 

após a etapa de purificação. 

 

2.4.3 Estudos de movimentos molecular 

A caracterização físico-química de magnetolipossomas pode ser realizada atra-

vés de diferentes técnicas instrumentais, tais como, HATR-FTIR, RMN de 31P e de 1H, 

DSC e UV-vis. 
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 2.4.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com 
refletância total atenuada horizontal (HATR-FTIR) 

O estudo de FTIR em sistemas lipossomais é realizado no modo de refletância 

total atenuada horizontal (HATR), pois este minimiza danos causados pela irradiação 

do laser infravermelho à membrana, já que nesta técnica, o raio infravermelho penetra 

pouco na amostra (Tatulian, 2003).  

Como cada banda do espectro de infravermelho tem uma posição característica, 

indicada pelo seu número de onda, absorção máxima e largura, se uma molécula exó-

gena interage com a bicamada fosfolipídica, poderão ocorrer mudanças nesses parâ-

metros espectroscópicos. Essa mudança ocorre porque as formas vibratórias depen-

dem da natureza dos átomos envolvidos e da sua conformação no meio em que estão 

dispersos (Mantsch e Mcelhaney, 1991; Moreno et al., 2009). Assim, esta técnica pode 

fornecer informações sobre a localização de uma substância ativa, bem como seu efei-

to no grau de hidratação e ordem molecular de grupos funcionais de regiões lipídicas 

características. Tais informações podem ser obtidas via análise da frequência e largura 

dos picos característicos de modos vibracionais do lipídio (Moreno et al., 2009).  

A largura de bandas é afetada por efeitos rotacionais, translacionais e/ ou de co-

lisões. Portanto, variações na largura de bandas de grupos específicos de fosfatidilcoli-

nas fornecem informações sobre a dinâmica do sistema (Lee e Chapman, 1986). Por 

exemplo, o aumento da largura de banda de uma região de absorção específica do li-

pídio pode ser relacionado com o aumento da dinâmica, ou seja, aumento da mobilida-

de dessa região (Toyran e Severcan, 2003).  

Para o estudo de fosfatidilcolinas, o espectro de HATR-FTIR mostra bandas de 

vibração que podem ser classificadas em três regiões diferentes do lipídio (Mantsch e 

Mcelhaney, 1991): 

a) Polar: estiramento assimétrico do grupo fosfato (as PO2-) em torno de 

1240-1220 cm-1, estiramento simétrico do grupo fosfato (s PO2-) em 1085 cm-1 e esti-
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ramento assimétrico do grupo colina (as N+(CH3)3) em cerca de 970 cm-1. A frequência 

do estiramento assimétrico do fosfato também é sensível ao grau de hidratação. Ou 

seja, um aumento no grau de hidratação do grupo PO2- está relacionado a um alarga-

mento desta banda, juntamente ao deslocamento de sua frequência para valores me-

nores (Chen e Tripp, 2008). Já, com relação ao grupo colina, os deslocamentos no va-

lor da frequência de suas respectivas bandas de FTIR estão relacionados à associação 

deste grupo com a água, através de interações dipolo e à interação com uma molécula 

exógena (Moreno et al., 2009). A separação do grupo colina com o grupo fosfato, cau-

sada pela intercalação de moléculas de água, também pode refletir em variações de 

intensidade e deslocamentos relacionados às bandas de estiramentos da colina 

(Grdadolnik et al., 1991). 

b) Interfacial: estiramento do grupo carbonila ( C=O) na faixa de 1725-

1740 cm-1. A posição (frequência) desta banda é sensível à geometria da porção de 

glicerol e ao empacotamento das cadeias acílicas. O estiramento da carbonila é um 

sensor do grau de hidratação da região interfacial do lipídio, também sensível à polari-

dade, ao grau e à natureza das interações da ligação de hidrogênio na interface lipídio-

água (Manrique-Moreno et al., 2010). Um deslocamento da frequência desse grupo, 

para valores menores, pode indicar um fortalecimento da ligação de hidrogênio existen-

te ou a formação de nova ligação de hidrogênio entre o lipídio e a molécula de intera-

ção (Severcan et al., 2005).  

As alterações conformacionais na região de interface da membrana podem tam-

bém refletir em variações relacionadas com a largura de banda referente ao estiramen-

to da carbonila, onde um aumento da largura da banda de  C=O indica um aumento 

no grau de liberdade desta região (Arsov e Quaroni, 2007). 

c) Hidrofóbica: estiramento simétrico (s CH2) e estiramento assimétrico (as 

CH2) dos grupos metilênicos presentes na cadeia acil em aproximadamente 2850 cm-1 

e 2929 cm-1, respectivamente. As frequências destas bandas são sensíveis à confor-

mação da cadeia lipídica e respondem a alterações da razão trans / gauche nas cadei-
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as acil lipídicas (Casal et al., 1980). As alterações no grau de liberdade da região hidro-

fóbica lipídica estão diretamente relacionadas às larguras das bandas referentes aos 

grupos metilênicos (Garcia et al., 1993). Assim, quando os lipídios estão em uma fase 

mais ordenada, como a fase gel, as bandas correspondentes a estes grupos são níti-

das e centradas em frequências menores, o que indica a predominância de cadeias de 

hidrocarbonetos com pouca dinâmica e menos movimento (Lewis e Mcelhaney, 1998). 

Nesse caso, as cadeias acil estão organizadas entre si de uma forma paralela, devido a 

maior presença de ligações de hidrocarbonetos em conformação trans, e são estabili-

zadas por interações de Van der Waals. À medida que o estado de fase desses lipídios 

torna-se mais desordenado, estas bandas tendem a alargar e as suas frequências ten-

dem a aumentar. Esta alteração está relacionada com o aumento da presença de liga-

ções hidrocarboneto do tipo gauche onde as interações de Van der Waals são menores 

(Casal et al., 1980).  

Nos espectros de FTIR de fosfolipídios, também podem aparecer outros modos 

vibracionais de grupos metileno e metílico, como os modos vibracionais originários dos 

grupos terminais metilênicos a 2956 cm-1 (estiramento assimétrico) e 2870 cm-

1(estiramento simétrico), bem como referente a ligação =C-H (a 3010 cm-1) de cadeias 

de acil insaturadas. Bandas de scissoring (1462-1474 cm-1), deformação simétrica de 

CH3 (vibração tipo umbrella) a 1375 cm-1, a progressão da banda de oscilação de CH2 

(uma série de bandas regularmente espaçadas entre 1190 e 1345 cm-1) e a progressão 

da banda de oscilação / torção CH2 (bandas entre 720 e 1150 cm-1) com uma banda de 

intensidade forte (720-730 cm-1) também aparecem no espectro de FTIR. 

 

 2.4.3.2 Ressonância magnética nuclear de fósforo (RMN de 31P) 

RMN de 31P é uma técnica que pode ser usada para o estudo das interações e 

conformações de fosfolipídios (Da Costa et al., 2007; Villasmil-Sanchez et al., 2013). 

Em geral, estudos de RMN de 31P, podem ser utilizados para caracterizar e controlar a 
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distribuição fosfolipídica na bicamada (Nordlund et al., 1981; Moreau et al., 2001), o 

tamanho (Hauser, 1989; Jung et al., 1996; Traikia et al., 2000) ou os processos de fu-

são de vesículas (Schullery et al., 1980; Eum et al., 1989).  

Nas medidas de RMN, a nuvem eletrônica que circunda o núcleo induz a forma-

ção de um campo magnético local que interfere na densidade de fluxo de um campo 

magnético estacionário (�⃗� 0), segundo a equação: 

B⃗⃗ eff = B⃗⃗ 0 − σB⃗⃗ 0 = B0(1 − σ)       Eq. 7 

Onde σ é o tensor de anisotropia de deslocamento químico, cujo valor é propor-

cional ao grau de blindagem (Silverstein et al., 2013). 

Em uma bicamada lipídica, a nuvem eletrônica em torno do núcleo de fósforo é 

geralmente anisotrópica. O campo real percebido pelo núcleo não é, portanto, o mesmo 

em todas as direções do espaço. O termo σ pode ser descrito por uma matriz de tenso-

res geralmente simétrica representada em forma de diagonal: 

σ = [

δ11

δ22

δ33

]         Eq. 8 

Os componentes 11, 22 e 33 fornecem os desvios químicos ao longo do eixo 

principal nas direções x, y e z, respectivamente. Em uma molécula de fosfolipídio a di-

nâmica rotacional é composta por três movimentos distintos: rotação ao longo do eixo y 

(também conhecida como rotação axial, D‖), a rotação restrita ao longo do eixo (D┴, 

wobble) e reorientação interna do fosfato tetraédrico em relação as moléculas presen-

tes no glicerol (Klauda et al., 2008).  

Na Figura 18 estão ilustrados os tipos de movimentos relacionados a essas rota-

ções. Nessa figura, β é o ângulo entre o vetor de interesse (vermelho) e o eixo D‖ do 

lipídio. A reta normal a direção da bicamada está apresentada em marrom. A extensão 

média de rotação wobble e reorientação interna do vetor é representada pelo disco 
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maior em verde e azul, respectivamente. Uma trajetória hipotética é projetada no disco 

maior para ilustrar o a rotação wobble (Seelig, 1978).  

 

 
Figura 18: A) Modelo para representar a movimentação lipídica ao longo do eixo: 

rotação ao longo do eixo y (também conhecida como rotação axial, D‖) e a rotação restrita ao 

longo do eixo (D┴, rotação wobble). B) Ilustração da rotação do núcleo de fósforo de um 

fosfolipídio em relação ao eixo da cadeia de ácido graxo. 3 eixos principais: 11, 22 e 33;  A 

componente 22 do grupo fosfato é colinear a D‖. Adaptado de Klauda et al. (2008) e Seelig 

(1978). 

 

 Em experimentos de RMN de 31P, realizados com desacoplamento de hidrogê-

nio, o alargamento do espectro é causado pela anisotropia do deslocamento químico 

(CSA) do núcleo de fósforo (Seelig, 1978). No caso limitante, de ausência de movimen-

to molecular (por exemplo, um pó policristalino) o espectro de RMN do fósforo mostra 

uma superposição de espectros para todas as orientações (diferentes vetores) em rela-

ção a �⃗� 0 (Figura 19). Por exemplo, espectros de vesículas de DMPC realizados a uma 

temperatura de 168 K, onde todos os movimentos são bloqueados, apresentam uma 
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forma de espectro semelhante ao mostrado na Figura 18A com os seguintes valores de 

tensores: σxx = -123 ppm, σyy = -24 ppm, σzz = 147 ppm (Dufourc et al., 1992). 

A obtenção de valores de CSA de núcleos de 31P (Δσ) pode ser calculada a par-

tir da equação de Seelig que relaciona a distância entre os tensores paralelos e per-

pendiculares obtidos no gráfico de RMN (Seelig, 1978):  

∆𝜎 = 𝜎∥ − 𝜎⊥          Eq. 9 

Onde 𝜎∥ é o limite do ombro de baixa intensidade e 𝜎⊥ é o limite do pico de maior 

intensidade em um espectro de RMN de 31P (Seelig, 1978). 
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Figura 19: Espectros de RMN de 31P de lipossomas no estado sólido (a) e influência da 

fase lipídica na forma dos espectros de RMN de 31P: associação de lipídios em forma de 

bicamada “b” e “c”, fase hexagonal “d” e micelas “e”. Onde 3 eixos principais: 11, 22 e 33 estão 

mostrados como os tensores xx, yy e zz, respectivamente. Onde 𝜎∥ é o limite do ombro de 

baixa intensidade e 𝜎⊥ é o limite do pico de maior intensidade. Adaptado de Seelig, 1978. 
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Como mostrado anteriormente, os fosfolipídios podem se associar em diferentes 

conjuntos, tais como micelas, bicamadas e HII (Villasmil-Sanchez et al., 2013). A forma 

dos espectros de RMN de 31P pode indicar o tipo de associação lipídica. Por exemplo, 

os espectros de fosfolipídios que se associam em bicamada se apresentam com um 

ombro voltado para campo baixo e um pico isotrópico a campo alto (Figura 19b e c). Já 

no caso de uma associação fosfolipídica em HII, o espectro apresenta uma assimetria 

invertida em comparação com os espectros de bicamada (Figura 19d). No caso de 

fosfolipídios associados na forma cúbica e rombica, bem como, em micelas invertidas, 

observa-se  um espectro simétrico, Figura 19e (Pfeiffer et al., 2012; Villasmil-Sanchez 

et al., 2013). 

Uma ressonância estreita é típica de um grupo de fósforo em arranjo 

desordenado (como em estado fluido, Figura 19c), enquanto que o fósforo com 

mobilidade restrita (típico de fase gel) apresenta um pico de ressonância mais largo ( 

Figura 19b) (Debouzy et al., 2002; Villasmil-Sanchez et al., 2013).  

Assim, o efeito de uma substância exógena em uma membrana lipídica pode ser 

avaliado pela técnica de RMN de fósforo: o aumento do valor da largura do espectro, 

quando comparado a um espectro de lipossomas puros, indica que a substância exó-

gena causa um decréscimo da liberdade de movimento do grupo fosfato da membrana 

(Debouzy et al., 2002; Timoszyk et al., 2004). 

 

 2.4.3.3 Ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H) 

A técnica de RMN de 1H também pode ser usada para o estudo das configura-

ções de fosfolipídios (Cheung e Olson, 1990). A Figura 20 mostra os espectros caracte-

rísticos de RMN 1H da fosfatidilcolina e da fosfatidiletanolamina apresentados por 

Cheung e Oson (1990). Nesses espectros, pode-se observar a diferença entre os picos 

característicos de cada fosfolipídio. Para a fosfatidilcolina é verificado um pico a 3,3 

ppm atribuído aos nove prótons da -N(CH3)3. Já para a fosfatidiletanolamina, observa-



 50 

 

 

 

se um pico deslocado para uma região de campo mais alto (~ 3,1 ppm), característico 

dos dois prótons do -CH2N. Cabe salientar que, para uma mistura de fosfolipídios co-

mo, por exemplo, a ASO, espera-se uma sobreposição dos picos característicos de 

cada fosfolipídio presente. 

 

 
Figura 20: Espectro de RMN de 1H de a) fosfatidilcolina e b) fosfatidiletanolamina em 

solução de CDCl3. Adaptado de Cheung e Olson (1990). 

 

Estudos de relaxação de spin, revelam informações sobre a mobilidade das mo-

léculas ou partes das moléculas (Atkins e De Paula, 2014). Estes estudos utilizam se-

quências de pulsos de energia na região da radiofrequência do 1H, para estimular os 

spins em orientações especiais e monitorar o seu retorno para o equilíbrio. Por exem-

plo, estudos que envolvem a determinação de tempos de relaxação longitudinais (T1) 
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de spins de prótons nas cadeias hidrocarbônicas de bicamadas podem fornecer infor-

mações sobreo efeito de substâncias na velocidade e ordem molecular de regiões es-

pecíficas dos lipídios (De Lima et al., 2007).  

Os valores de T1 estão relacionados ao tempo de correlação, definido como o 

tempo médio que uma molécula leva para girar em um (1,0) radiano, sendo um parâ-

metro para se estudar o efeito de um fármaco nos movimentos moleculares rotacionais 

da membrana, em função do regime de mobilidade do sistema a ser analisado.  

O T1 de 1H está associado a contribuições de todos os núcleos do lipídio. As 

medidas de T1 de 1H dos prótons presentes nos grupos colina (a 3,2–3,4 ppm) e meti-

lenos (a 1–2 ppm) lipídicos podem ser calculadas através da sequência de pulsos de 

recuperação de inversão (o qual consiste em aplicar a sequência de pulso 180º - 𝜏 - 

90º). O pulso de 180º inverte a magnetização longitudinal e durante o intervalo de tem-

po 𝜏, a magnetização evolui segundo o processo de relaxação longitudinal. Após a 

aplicação de um pulso de 90° surge um FID cuja amplitude é diretamente proporcional 

ao valor da magnetização (𝑀𝑧) no instante 𝜏. A partir desta sequência de pulsos é obti-

da uma curva que pode ser ajustada com a seguinte equação:  

𝑀𝑧 = 𝑀0 [1 − 2𝑒𝑥𝑝 (
𝜏

𝑇1
)]        Eq. 10 

Esta equação descreve o comportamento da magnetização 𝑀𝑧 em função de 𝜏. 

Assim, o valor do T1 pode ser determinado a partir de um gráfico de amplitude de rela-

xação versus tempo de correlação. 

 

 2.4.3.4 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

A técnica de DSC mede a diferença de energia fornecida a uma amostra e a 

uma referência, em função de um gradiente de temperatura (Yonashiro, 2004). A técni-

ca de DSC fornece informações detalhadas sobre as propriedades físicas e energéticas 
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de uma substância (Villasmil-Sanchez et al., 2013). As curvas de DSC relacionam a 

taxa de fluxo de calor contra temperatura. Desta curva, pode-se obter a variação de 

entalpia (ΔH) associada a processos exotérmicos e endotérmicos que ocorrem na 

amostra. A ΔH de transição é a energia, ou o calor, necessária para que a transição de 

fase gel para líquido-cristalino se complete (Atkins e De Paula, 2014). O valor de ΔH 

para cada evento é obtido através da integração da área sob o pico correspondente. 

O estudo da transição da fase gel para líquido-cristalina em bicamadas lipídicas 

pode ser realizado através da análise da ΔH no sistema. A ΔH de transição de fase 

está relacionada ao ordenamento do arranjo molecular lipídico (El Maghraby et al., 

2005). Assim, informações relacionadas com as transições e ordenamento da mem-

brana podem ser obtidas pela técnica de DSC (Biltonen e Lichtenberg, 1993).  

O uso da técnica de DSC também pode elucidar efeitos de um agente externo 

sobre a temperatura de transição de fase principal (Tm) em membranas (Qiu et al., 

2012). A Tm descreve a temperatura de transição da membrana de uma fase gel para 

líquido cristalino, Figura 21, e é definida como a temperatura em que ocorre 50% de 

presença de lipídios em estado gel e o restante em estado fluido, em um sistema (Qiu 

et al., 2012). 

 

 
Figura 21: Esquema de transição de fase gel para líquido cristalino em membranas. 

Adapatado de Koynova e Caffrey (2001). 
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Como descrito anteriormente, a ASO é composta por uma mistura de fosfolipí-

dios insaturados, que apresentam entre 16 a 18 carbonos na sua cadeia hidrocarbôni-

ca. Consequentemente, uma transição relativamente ampla, porém, bem definida, pode 

ser verificada entre -20 a -30 °C (Ulrich et al., 1994; Taylor e Morris, 1995; Koynova e 

Caffrey, 2001). Dentre as relações entre a estrutura de um lipídio e a sua Tm constam: 

(i) à medida que a cadeia hidrocarbônica do lipídio aumenta, são verificados maiores 

valores de Tm, devido a maiores interações hidrofóbicas entre as cadeias maiores; (ii) 

cadeias insaturadas lipídicas apresentam cadeias hidrocarbonetos na conformação cis 

e/ou gauche, reduzindo os valores de Tm (Atkins e De Paula, 2012). 

 

 2.4.3.5 Espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-vis) 

Através da técnica de UV-vis, pode-se observar a variação nos valores de ab-

sorbância de amostras contendo diferentes razões de substância ativa e lipídio. Através 

dos valores das absorbâncias, seguindo a Lei de Lambert-Beer, pode-se calcular a 

concentração molar da substância, bem como detectar o seu ponto de saturação quan-

do incorporada para cada sistema lipossomal (Martins et al., 2014). 

Análises de turbidez em membranas podem ser realizadas através da espec-

troscopia UV-vis. Os valores de turbidez de sistemas coloidais puros e/ou contendo 

uma substância ativa, avaliados em, aproximadamente, 400 nmpodem indicar varia-

ções de tamanhos das partículas. Por exemplo, uma diminuição no valor da absorbân-

cia do sistema pode estar relacionada a uma redução no tamanho das partículas 

(Matsuzaki et al., 2000). 

Em adição, a diminuição da turbidez lipídica também pode estar relacionada a 

desordenamento de fases, devido a alterações na densidade lipídica nas transições de 

fase (Abramson, 1971). 
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2.4.4 Espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS) 

As medidas de SAXS têm sido de grande importância na determinação de tama-

nho, forma e interações das partículas (Chen e Luo, 2018). O SAXS tem sido muito 

utilizado para avaliar a nanoestrutura dos lipossomas. Os princípios do SAXS são simi-

lares aos da técnica de espalhamento de luz, ou seja, baseiam-se na interação da radi-

ação com a matéria, gerando energia absorvida para amostra, ou espalhada para o 

meio (Keshari e Pandey, 2008). 

Em uma dispersão coloidal, parâmetros como tamanho e a forma das partículas 

influenciam a intensidade, polarização e distribuição angular da energia espalhada. O 

tipo de interações entre as partículas e a diferença entre seus índices de refração tam-

bém são responsáveis pelas variações da energia espalhada. Na técnica de SAXS, os 

ângulos de espalhamento acessados são muito pequenos (entre 0,5° e 4°) e detalhes 

estruturais de sistemas com comprimentos de correlação na região entre 0,5 e 50 nm 

podem ser estudados (Chen e Luo, 2018). 

 A intensidade do raio-X espalhado está relacionado com a diferença na densi-

dade eletrônica entre diferentes partes do sistema em estudo (Keshari e Pandey, 

2008). A Luz Sincrotron é uma luz de altíssima intensidade que abrange as faixas do 

infravermelho a dos raios-X, incluindo, as faixas da luz visível e a do ultravioleta. Neste 

contexto, os raios-X (apresentando comprimento de onda (λ) entre 0,01 e 0,2 nm) são 

produzidos quando elétrons, que viajam num anel próximos à velocidade da luz, são 

desacelerados (isso acontece quando eles são defletidos pelos ímãs dipolares). A Figu-

ra 22 mostra esquematicamente um experimento de SAXS (Chen e Luo, 2018). 
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Figura 22: Representação esquemática de um experimento de SAXS. Um feixe 

de raios-X com vetor de onda incidente ki (altamente colimado e monocromático com 

comprimento de onda da radiação variável) incidindo sobre uma amostra e o espalha-

mento resultante (feixe espalhado, com vetor de onda ke) sendo coletado por um de-

tector. 

 

A Figura 22 mostra um feixe de raios-X com vetor de onda incidente ki altamente 

colimado e monocromático, com comprimento de onda da radiação variável incidindo 

sobre uma amostra, e o espalhamento resultante (feixe espalhado, com vetor de onda 

ks) sendo coletado por um detector. Neste experimento, o número de fótons como fun-

ção do ângulo de espalhamento 𝑞 é determinado (Keshari e Pandey, 2008). O módulo 

do vetor de espalhamento 𝑞 é dado por: 

𝑞 =
4𝜋

𝜆
sen

𝜃

2
          Eq. 11 

A intensidade de raios-X espalhada por uma determinada amostra em função de 

q é dada pela Equação: 

𝐼𝑠(𝑞) =
𝑁𝑠(𝑞)

𝑡𝑠
= 𝐼0(𝜆)𝐴𝑆∆Ω𝜀𝑇𝑡 (

𝑑Σ

𝑑Ω
) (𝑞) + 𝐵𝐺     Eq. 12 

Onde 𝐼𝑠(𝑞) é a intensidade medida durante um experimento e corresponde ao 

número de fótons (𝑁𝑠) espalhados para um ângulo 𝑞, que chega a uma pequena área 

do detector por unidade de tempo 𝑡𝑠. O parâmetro 𝐼0(𝜆) corresponde ao fluxo incidente, 
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𝐴𝑆 é a área iluminada pelo feixe, ∆Ω  é o ângulo sólido definido pelo tamanho do pixel 

do detector, 𝜀 é a eficiência do detector, 𝑇 e 𝑡 são respectivamente a transmitância e a 

espessura da amostra e 𝐵𝐺 é o ruído (background). Finalmente, a expressão (𝑑Σ

𝑑Ω
) (𝑞) 

está associada ao espalhamento diferencial da seção transversal, em cm-1. Tal expres-

são pode ser usada para comparar intensidades de espalhamento entre diferentes 

amostras, instrumentos ou volumes de espalhamento (Keshari e Pandey, 2008). 

 

2.4.5 Ensaios de magnetização 

As medidas de magnetização de amostras de NPM ou de magnetolipossomas 

podem ser realizadas usando a técnica de magnetometria de amostra vibrante (VSM). 

Nesta técnica, um material magnético é colocado sob a ação de um campo magnético 

uniforme, entre os polos de um eletroímã. Inicialmente o campo magnético é nulo, po-

rém, com o aumento desse campo, seus momentos magnéticos se alinham produzindo 

um incremento de momento magnético (Lu et al., 2007). O gráfico obtido fornece o 

comportamento da magnetização do material em função do campo magnético aplicado. 

Nos materiais ferri ou ferromagnéticos, o gráfico apresenta a forma de uma histerese 

magnética (descrita no item 2.1.1.2). Nesses materiais, quando o campo magnético é 

reduzido até zero, a partir da saturação, a magnetização não é reduzida proporcional-

mente ao campo, produzindo assim a Mr. No caso de NP superparamagnéticas, a Mr e 

o Hc são zero (Martins e Trindade, 2012). 

 

Diante do exposto, conhecer as interações moleculares entre os componentes 

dos magnetolipossomas e caracterizar o efeito do método de preparo, uso do solvente 

e força iônica em propriedades físico-químicas do sistema, é imprescindível para um 

design adequado e definição de parâmetros como, por exemplo, estabilidade, I% e ci-

nética de liberação de fármacos (Montero et al., 1998; Bermudez et al., 1999).  
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3 Objetivo 

 

3.1 Objetivo geral 

Este trabalho teve por objetivo investigar o efeito de dois métodos de preparo na 

eficiência de incorporação, estabilidade e propriedades físico-químicas de magnetoli-

possomas. No sistema mais estável, inserir um fármaco-modelo (quercetina) e caracte-

rizar suas interações moleculares, propriedades físico-químicas, magnéticas e biológi-

cas. Assim, contribuir com um banco de informações a serem usadas para o design e 

preparo de magnetolipossomas mais estáveis e eficientes para a terapia antitumoral. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 Preparar magnetolipossomas constituídos de ASO e NPM de maghemita através 

de dois métodos de preparo: hidratação de vesículas e evaporação em fase reversa. 

 Determinar a percentagem de incorporação das NPM nos magnetolipossomas, 

através das técnias de UV-vis e HR-CS AAS; 

 Avaliar a estabilidade dos magnetolipossomas, através das técnicas de DLS, 

UV-vis e potencial zeta; 

 Estudar as propriedades físico-químicas dos magnetolipossomas, caracterizadas 

pelas técnicas de HATR-FTIR, RMN de 31P e de 1H, DSC e UV-vis; 

 No sistema de magnetolipossoma mais estável avaliar os parâmetros de forma e 

estrutura através de medidas de SAXS; 

 Incorporar a quercetina no sistema de magnetolipossoma mais estável e avaliar 

a sua influência sobre a incorporação, estabilidade e propriedades físico-químicas 

(através das técnicas descritas nos itens anteriores), bem como, o seu efeito nas 

propriedades magnéticas, a partir da técnica de VSM, e na viabilidade celular de célu-

las de glioma. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes utilizados 

Para o desenvolvimento do presente trabalho, a ASO (constituída de uma mistu-

ra de fosfolipídios naturais extraídos da soja, com uma composição aproximada de 

25% de fosfatidilcolina, 25% de fosfatidiletanolamina, 25% de fosfatidilinositol, e pe-

quenas quantidades de outros fosfolipídios polares), NPM de maghemita (γ-Fe2O3, com 

tamanho menor que 50 nm), quercetina, hidrocloreto de hidroxilamina, cloreto de mag-

nésio, tricina, 1,10-fenantrolina monohidratada, hidróxido de sódio, ácido clorídrico, áci-

do nítrico, hidróxido de amônio e etanol foram obtidos da Sigma-Aldrich (São Paulo, 

Brasil). Os ácidos nítrico e clorídrico utilizados para decomposição das amostras foi 

destilado em um destilador de ácido modelo duoPUR 2.0E (Milestone, Itália).  

O clorofórmio, metanol e isopropanol foram obtidos através da Synth (São Paulo, 

Brasil). A água ultrapura utilizada neste trabalho foi previamente destilada, deionizada 

em uma coluna de troca iônica (condutividade máxima de 0,6 µS cm-1) e purificada em 

um sistema Milli-Q, modelo Ultrapure Water Purification Systems (Millipore Corp., EUA) 

com resistividade de 18,2 MΩ cm. Os lipídios foram utilizados sem qualquer purificação 

adicional.  

As soluções de referência monoelementar de ferro foram preparadas a partir de 

solução estoque de 1000 mg mL-1 (Assurance®, SpexCertiPrep, EUA) em HNO3 5% 

(v/v). Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico. 

 

4.2 Preparo dos magnetolipossomas 

Os magnetolipossomas e seus controles foram preparados por dois métodos dis-

tintos, descritos a seguir. 
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4.2.1 Método de hidratação de vesículas (HV) 

O método HV foi usado na preparação de magnetolipossomas. As etapas desse 

método consistiram em:  

1) solubilizar o lipídio (100 mg mL-1) em clorofórmio; 

2) evaporar o solvente a 33 °C e a pressão reduzida, através do uso de rota 

evaporador (modelo 801A Fisatom de 70W), e eliminar os traços de solvente através 

de dessecador a vácuo; 

3) hidratar o filme lipídico com NPM, na razão NPM: lipídio 0,002 m/m, baseado 

nos estudos realizados por Qiu e colaboradores (2012), dispersos em 1 mL de água 

ultrapura (definindo a amostra a ser denominada como HV(1)_NP) ou 1 mL de tampão 

tricina 10 mmol L-1 / MgCl2 2,5 mmol L-1 pH 7,4 (definindo a amostra a ser denominada 

como HV(2)_NP); 

4) agitar em vortex, para formação das vesículas. 

Os lipossomas-controle foram preparados através das mesmas etapas, na au-

sência de NPM (Hope et al., 1986; Akbarzadeh et al., 2013). 

As diferentes organizações dos lipídios nas etapas 1 (solubilização do lipídio em 

clorofórmio), 2 (evaporação do solvente para formação do filme lipídico) e 3 (hidratação 

do filme lipídico com solução contendo NPM) descritas acima estão representadas na 

Figura 23.  

As formulações foram submetidas ao ultrassom (em um banho sonicador Ultra-

sonic Clean 750A) por 15 min para obtenção da uniformidade do tamanho. Em seguida, 

os magnetolipossomas foram centrifugados a 1000 × G a 25 °C durante 15 min para 

remover as NPM não incorporadas. 
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Figura 23: Representação das diferentes etapas de preparo de magnetoliopossomas via 

o método de hidratação de vesículas com a adição da NPM na etapa de hidratação do filme 

lipídico. Etapas: 1 (solubilização do lipídio em clorofórmio); 2 (evaporação do solvente para 

formação do filme lipídico); e 3 (hidratação do filme lipídico com solução contendo NPM para 

formação do magnetolipossoma). 

 

4.2.2 Método de evaporação em fase reversa (FR) 

O método FR foi usado na preparação de magnetolipossomas com tamanhos 

menores. Esta metodologia contemplou as seguintes etapas: 

1) solubilizar o lipídio (ASO de 100 mgmL-1) em clorofórmio e dispersar tal solução em 

uma fase aquosa (razão água/clorofórmio igual a 1:50, v/v). Durante a dispersão em 

fase aquosa, ocorre a formação de duas fases. A tendência é que o fosfolipídio esteja 

depositado sobre a interface água/solvente orgânico, por afinidade de polaridade entre: 

(i) as regiões polares lipídicas e a água, e (ii) entre as cadeias de hidrocarboneto e o 

solvente orgânico; 

2) sonicar a suspensão por 3 min em um banho de ultrassom (Ultrasonic Clean 750A), 

para formação de uma dispersão opalescente de micelas reversas, onde as gotículas 

de água são cercadas pelos fosfolipídios; 
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3) evaporar o solvente, a 33 °C e a pressão reduzida, através de rotaevaporador (mo-

delo 801A Fisatom de 70W) e eliminar os traços de solvente através de dessecação a 

vácuo. Nessa etapa, muitas micelas rompem e ocorre a formação de um organogel de 

alta viscosidade; 

4) hidratar o filme lipídico para formação dos lipossomas com 1 mL de água ultrapura 

(definindo a amostra FR(1)), ou 1 mL de tampão tricina 10 mmol L-1 / MgCl2 2,5 mmol L-

1 pH 7,4 (definindo a amostra FR(2)), e agitar em vortex (Hope et al., 1986; Akbarzadeh 

et al., 2013).  

 

A inserção das NPM, com proporção de NPM: lipídio de 0,002 (m/m) no sistema 

foi realizada em duas etapas distintas, caracterizando quatro sistemas a serem testa-

dos e comparados: 

a) as NPM foram adicionadas antes da etapa de evaporação do clorofórmio, jun-

tamente com adição da fase aquosa. As amostras suspensas em água ultrapura foram 

denominadas FRa(1)_NP, e as suspensas em tampão tricina 10 mmol L-1 / MgCl2 2,5 

mmol L-1 pH 7,4, FRa(2)_NP. As diferentes etapas para este procedimento estão re-

presentadas na Figura 23; 

b) as NPM foram adicionadas na etapa de hidratação do filme lipídico com sol-

vente. Quando o solvente constou de água ultrapura, as amostras foram denominadas 

FRb(1)_NP. Quando constou de tampão tricina 10 mmol L-1 / MgCl2 2,5 mmol L-1 pH 

7,4 as amostras foram denominadas FRb(2)_NP. As diferentes organizações dos lipí-

dios para este procedimento estão representadas na Figura 25. 

Assim como no método de HV, as formulações foram colocadas em um banho 

de ultrassom por 15 min para obtenção da uniformidade do tamanho dos lipossomas. 

Após as amostras contendo NPM (magnetolipossomas) foram centrifugadas a 25 °C e 

1000 × G durante 15 min para remover as NPM não incorporadas. 
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Figura 24: Representação das diferentes etapas do método de evaporação em fase 

reversa com a adição da NPM durante a etapa de solubilização do fosfolipídio: 1) solubilização 

do lipídio em clorofórmio e solução contendo NPM; 2) sonicação da suspensão para formação 

de micelas reversas, 3) evaporação do solvente com a formação de um organogel de alta 

viscosidade; 4) hidratação do filme lipídico para formação dos lipossomas através de agitação 

em vortex. 
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Figura 25: Representação das diferentes etapas do método de evaporação em fase 

reversa com a adição da NPM na etapa de hidratação.1) solubilização do lipídio em clorofórmio 

e solução aquosa; 2) sonicação da suspensão para formação de micelas reversas; 3) 

evaporação do solvente com a formação de um organogel de alta viscosidade; 4) hidratação do 

filme lipídico para formação dos lipossomas através de agitação em vortex. A NPM foi 

adicionada na etapa 4. 

 

Os lipossomas-controle foram preparados através das mesmas etapas, na au-

sência de NPM. A Tabela 4 resume a descrição dos magnetolipossomas e seus lipos-

somas-controle (e suas abreviações), segundo seu método e condições de preparo. 
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Tabela 4: Denominação de cada amostra de magnetolipossomas e lipossomas–

controle, de acordo com o método e condições de preparação. 

Formulação Método e condições de preparo 

HV(1) 
Lipossoma-controle preparado pelo método de hidratação de vesículas: hidratação 

usando água 

HV(1)_NP 
Magnetolipossoma preparado pelo método de hidratação de vesículas, NPM dis-

persa em água 

HV(2) 
Lipossoma-controle preparado pelo método de hidratação de vesículas: hidratação 

usando tricina/MgCl2 

HV(2)_NP 
Magnetolipossoma preparado pelo método de método de hidratação de vesículas: 

NPM dispersa em tampão tricina/MgCl2 

FR(1) 
Lipossoma-controle preparado pelo método de evaporação em fase reversa: hidra-

tação usando água 

FRa(1)_NP 

Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporação em fase reversa: NPM 

dispersa em água, adicionada antes da etapa de rotaevaporação do solvente, jun-

tamente com a dispersão do lipídio em CHCl3/H2O 

FRb(1)_NP 
Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporação em fase reversa: NPM 

dispersa em água, adicionada na etapa de hidratação do lipídio 

FR(2) 
Lipossoma-controle preparado pelo método de evaporação em fase: hidratação 

usando tampão tricina/MgCl2 

FRa(2)_NP 

Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporação em fase reversa: NPM 

dispersa em tampão tricina/MgCl2, adicionada antes da etapa de rotaevaporação 

do solvente, juntamente com a dispersão do lipídio em CHCl3/tampão 

FRb(2)_NP 
Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporação em fase reversa: NPM 

dispersa em tampão tricina/MgCl2, adicionada na etapa de hidratação do lipídio 

 

4.2.3 Encapsulamento da quercetina nos magnetolipossomas 

A quercetina foi encapsulada em apenas um dos sistemas de magnetoliposso-

mas testados (no sistema abreviado como ML_QC), assim como em um sistema lipos-

somal (para ensaio-controle, abreviado como LP_QC). As amostras com quercetina 

foram preparadas pelo método de FR, a partir de uma mistura de 100 mg mL-1 de lipí-
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dio, 0,2 mg mL-1 de NPM de maghemita (para o preparo de magnetolipossomas) e 500 

µmol L-1 de quercetina (razão quercetina: lipídio igual a 0,0015, m/m no sistema), em 

uma proporção de clorofórmio: álcool metílico: tampão igual a 50: 17: 1 (v/v) (Szoka e 

Papahadjopoulos, 1978; Mertins et al., 2005).  

Para o preparo do magnetolipossoma-controle (amostra denominada ML) e 

magnetolipossoma contendo quercetina (amostra ML_QC) as NPM foram adicionadas 

na etapa de evaporação do clorofórmio juntamente com adição da fase aquosa. As 

etapas subsequentes foram idênticas às descritas nos itens 4 e 5 da seção 4.2.2. A 

hidratação dos magnetolipossomas e seus controles foi realizada usando tampão trici-

na 10 mmol L-1 / MgCl2 2,5 mmol L-1 pH 7,4. 

 

4.3 Determinação da estabilidade 

Os ensaios de estabilidade dos magnetolipossomas foram realizados por deter-

minação e análise do tamanho dos sistemas (definido como 0, 20 e 50 dias após o pre-

paro dos sistemas). O ensaio de TBARS, associado à lipoperoxidação dos sistemas, foi 

realizado para correlacionar a influência do grau de oxidação do sistema com o tama-

nho dos magnetolipossomas ao longo do tempo. Em complementação aos estudos de 

estabilidade também foram realizadas medidas da carga superficial ao longo do tempo 

(0, 20 e 50 dias) nos magnetolipossomas e seus controles. 

 

4.3.1 Análises do tamanho 

4.3.1.1 Difração de raios-X  

Esta técnica foi usada para determinar o tamanho das NPM de maghemita, para 

comparação e controle com as amostras de magnetolipossomas. Previamente à carac-

terização por DRX, as NPM foram secas a 80 °C durante 2 h. Os difratogramas de rai-
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os-X foram obtidos em um equipamento D8 Advance X-ray diffractometer (radiação de 

Cu K α1, λ=1,5406 Å, Bruker-AXS, Alemanha), operando com uma corrente de 40 mA e 

fonte com potência de 40 kV, com padrão de Si (SRM640). A fenda de divergência foi 

de 0,1° e a fenda de recepção foi de 0,15°. Os ângulos 2θ inicial e final foram estabele-

cidos a 10° e 120°, respectivamente. A velocidade de varredura foi de 3°min-1. Os re-

sultados foram avaliados com o auxílio do software Diffrac.Eva v3. O diâmetro médio 

das partículas foi determinado pela fórmula de Scherrer usando a meia-largura dos pi-

cos de difração de raios-X mais intensos (Patterson, 1939). O tamanho médio das NPM 

de -Fe2O3 foi determinado utilizando o pico a 2θ = 35,6 ° (índices de Miller (3 1 1). 

 

4.3.1.2 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

Esta técnica foi usada para determinar o forma e distribuição de tamanho das 

NPM de maghemita, para comparação com os resultados obtidos pela técnica de DRX. 

As imagens de MET das NPM foram obtidas no microscópio JEOL JEM-1011 TEM. As 

NPM foram dispersas em isopropanol e 6 μL da dispersão foram depositados sobre 

grid de cobre recoberto com filme de carbono ultrafino. Após secagem do solvente, o 

grid foi analisado no microscópio em tensão de 100 kV. 

 

4.3.1.3 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 

Os ensaios de DLS dos magnetolipossomas foram realizados utilizando-se um 

equipamento Zetasizer – Malvern UK – Nano ZS (Worcestershire, Inglaterra). As medi-

das foram realizadas a 25ºC, usando-se como dispersante água ultrapura, um caminho 

óptico de 1 cm e um ângulo fixo de 173 ºC. Um volume de 25 µL da suspensão foi dis-

perso em 1mL de água ultrapura, sendo posteriormente homogeneizado em vortex. 

Como dito anteriormente, foram realizadas medidas no tempo zero (após o preparo), 

20 e 50 dias. 
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4.3.2 Análise da peroxidação lipídica nas membranas 

Para correlacionar os dados de tamanho dos magnetolipossomas (medidos ao 

longo do tempo) com o seu grau de lipoperoxidação induzido pelas espécies reativas 

presentes na atmosfera, foi realizado o ensaio de TBARS (Ohkawa et al., 1979; Bird e 

Draper, 1984). Assim, magnetolipossomas e lipossomas-controle (12,5 mg mL-1 de 

ASO em tampão fosfato de potássio 100 mmol L-1, pH 7,4; razão m/m NPM para lipídio 

0,002), foram incubados durante 30 minutos a 37 ºC. Em seguida, foram incubados 

com ácido tricloroacético (12%, m/v) e TBA (0,73%, m/v) por 30 minutos a 100 °C. A 

percentagem de TBARS foi determinada a partir de leitura espectrofotométrica a 535 

nm do complexo MDA-TBA, como mostrado anteriormente na Figura 15 (Bird e Draper, 

1984; Halliwell e Gutteridge, 1990; Fagali e Catala, 2009). 

 

4.3.3 Análise da carga superficial – Medidas de potencial zeta 

A avaliação do potencial zeta foi realizada nas NPM de maghemita dispersas em 

água e em tampão (para uma concentração de 0,2 mg mL-1), bem como nos magneto-

lipossomas e seus controles. Essas suspensões, antes das análises, foram dispersas 

em um banho de ultrassom durante 5 minutos. Para as medidas, 25 µL das dispersões 

e dos sistemas de magnetolipossomas e seus controle foram diluídos em 1mL de água 

ultrapura, e homogeneizadas em vortex. A seguir, foram transferidos para a célula ele-

troforética e os valores de potencial zeta foram obtidos utilizando um equipamento Ze-

tasizer – Malvern UK – Nano ZS, a 25ºC. As medidas foram realizadas em triplicatas 

conduzidas em 14 ciclos sob uma voltagem de 4 mV. Foram realizadas medidas no 

tempo zero (após o preparo), 20 e 50 dias. 
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4.4 Determinação da percentagem de incorporação das nanopartículas magnéti-
cas 

A determinação da I%, expressa como a percentagem total de NPM nas formu-

lações estudadas, foi determinada por duas diferentes técnicas: UV-vis e HR-CS AAS. 

Para as medições por HR-CS AAS foram realizados dois ensaios: com atomização em 

forno de grafite e com atomização em chama. 

 

4.4.1 Espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-vis) 

A determinação de Fe usando espectrofotometria UV-vis foi realizada em um 

espectrofotômetro modelo UV-2550 da Shimadzu (Japão), com células de quartzo com 

caminho óptico de 1,0 cm. O ferro foi determinado como um complexo de 

[Fe(C12H8N2)3]2+, através do método colorimétrico baseado na presença de íons ferro-

sos, detectados a partir da orto-fenantrolina (KIWADA et al, 1986). Com este fim, 0,1 

mL de magnetolipossomas foram adicionados a 0,05 mL de solução de triton X-100 a 

5% (v/v). Em seguida, o óxido de ferro foi solubilizado por adição de 0,5 mL de HCl 

concentrado. De forma a reduzir o íon férrico, adicionou-se 0,5 mL de solução de clori-

drato de hidroxilamina (10%). Depois de 15 minutos, 1mL da solução de orto-

fenantrolina (0,5%) foi adicionada e a mistura foi neutralizada com NaOH 12 mol L-1. O 

pH foi ajustado para 4,0 com solução de citrato de sódio a 30%. O volume da amostra 

foi então ajustado para 10mL com água ultrapura. Foi realizada a leitura de absorbân-

cia do complexo [Fe(C12H8N2)3]2+ a 510 nm. 

Os cálculos da concentração de Fe nas amostras foram efetuados a partir de 

uma curva de calibração. Tal curva de calibração foi realizada com diversas concentra-

ções de NPM: 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; e 0,20 mg mL-1. Para a determinação espectrofo-

tométrica, retirou-se 0,1 mL das frações contendo magnetolipossomas e após reação 

com a orto-fenantrolina obteve-se a concentração de ferro em mg mL-1. 
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4.4.2 HR-CS AAS com atomização em forno de grafite (HR-CS GF AAS) 

A determinação de Fe foi feita em um espectrômetro de absorção atômica de al-

ta resolução com fonte contínua modelo contrAA 700 da Analytik Jena (Jena, Alema-

nha). Uma lâmpada de arco curto de Xe que opera no modo "hot-spot" foi usada como 

fonte de radiação. Um detector de matriz CCD linear com 588 pixels (200 pixels utiliza-

dos para fins analíticos e o restante para funções internas) também foi usado. As medi-

das foram realizadas utilizando a linha de ressonância principal do ferro (248,327 nm). 

A determinação da concentração de ferro foi realizada após tratamento dos magnetoli-

possomas com água-régia. Neste método, cerca de 100 mg de sobrenadante dos 

magnetolipossomas foram transferidas para os vasos de polipropileno contendo mistu-

ra de HNO3 e HCl concentrados. Em seguida, as amostras foram imersas em um banho 

de ultrassom durante 5 min e os extratos foram diluídos a 10 mL com água ultrapura 

para determinação por HR-CS GF AAS. 

 

4.4.3 HR-CS AAS com atomização em chama (HR-CS F AAS) 

Para este ensaio, o mesmo modelo de espectrômetro de absorção atômica des-

crito no item 4.3.2 foi utilizado. A composição da chama foi operada com uma vazão de 

acetileno de 1,8 L min-1 e de ar de 60 L min-1. As medidas foram realizadas utilizando a 

linha de ressonância principal do ferro (248,327 nm). O método de preparo de amostra 

foi a digestão ácida assistida por micro-ondas (MW-AD). Neste caso, um sistema de 

preparação de amostras de micro-ondas modelo Multiwave 3000® Anton Paar (Graz, 

Áustria), equipado com vasos de quartzo foi utilizado, sendo utilizados quatros vasos 

para este trabalho. Inicialmente, cerca de 200 mg de amostra foram transferidas para 

os tubos de quartzo, juntamente a 6 mL de HNO3 concentrado. Os tubos foram coloca-

dos dentro do forno de micro-ondas com o seguinte programa de aquecimento: i) 800 

W (com uma taxa de aquecimento de 15 min); ii) aplicação de 800 W durante 10 min; e 
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iii) 0 W durante 20 min (etapa de resfriamento). As amostras digeridas foram diluídas 

até 30 mL com água ultrapura para posterior determinação de Fe por HR-CS F AAS. 

 

A I% das NPM de maghemita das amostras de magnetolipossomas analisados 

por diferentes técnicas foi calculada a partir da seguinte equação: 

𝐼(%) = [(𝑁𝑃𝑀)𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒/(𝑁𝑃𝑀)𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙] × 100    Eq. 13 

A (NPM) total refere-se à concentração de ferro convertida para concentração de 

NPM (mg mL-1) presente na amostra não centrifugada. A (NPM) sobrenadante refere-

se à concentração de ferro convertida para concentração de NPM (mg mL-1) após a 

etapa de centrifugação, durante a preparação dos magnetolipossomas. Assim, para 

este ensaio, as concentrações de NPM foram analisadas nos sistemas de 

magnetolipossomas que não passaram pelo processo de centrifugação (para 

determinação da concentrçaão de NPM adicionada) e dos sobrenadantes dos 

magnetolipossomas centrifugados (para determinação da concentrçaão de NPM 

incorporada).  

 

Para a validação do método de HR-CS AAS foram avaliados os limites de detec-

ção (LOD, definido como a concentração mínima do analito que pode ser detectada, 

mas não necessariamente quantificada) e de quantificação (LOQ, definido como a me-

nor concentração do analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidão e 

precisão aceitáveis, sob as condições experimentais adotadas) (Currie e Horwitz, 

1994). Os valores de LOD e LOQ foram definidos como 3 e 10 vezes o desvio padrão 

de 10 medições do branco, dividido pelo coeficiente angular da curva de calibração, 

respectivamente (Little, 2015). Em adição foi realizado o ensaio de recuperação. Este 

ensaio está relacionado com a exatidão, pois reflete a quantidade de determinado ana-

lito, recuperado no processo, em relação à quantidade real presente na amostra. O es-
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tudo da recuperação consistiu na "fortificação" da amostra, ou seja, na adição do anali-

to de interesse seguida pela determinação da concentração do analito adicionado. A 

quantidade percentual recuperada pelo processo foi calculada: 

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
𝐶1−𝐶2

𝐶3
× 100        Eq. 14 

Onde C1 é a concentração de ferro determinada no magnetolipossoma fortificado, 

C2 a concentração de ferro determinada na amostra não fortificada e C3 a concentração 

de analito adicionada. Para a determinação da porcentagem de recuperação foi reali-

zado a adição de 0,17 mg L-1 de ferro nas amostras de magnetolipossoma FRa(2)_NP. 

 

4.5  Determinação do percentual de encapsulamento de quercetina 

A percentagem da quercetina encapsulada (EEq%) nos magnetolipossomas de 

ASO foi determinada espectrometricamente por medidas UV-vis através do seu efluxo 

para o meio reacional, após solubilização das membranas com o surfactante Triton X-

100. Experimentos controle (branco) foram realizados com magnetolipossomas puros, 

na ausência da quercetina. As medidas foram realizadas a 367 nm, considerando o 

coeficiente de extinção molar da quercetina em água igual a 1,8 x 104 mol-1L1s-1 

(Kasaikina et al., 2010), através de espectrômetro Shimadzu UV-2550, utilizando célu-

las de quartzo com caminho óptico de 1 cm. Com a finalidade de verificar a real quanti-

dade de quercetina adicionada nos magnetolipossomas durante o seu preparo foram 

realizadas análises em amostras de magnetolipossomas contendo quercetina (os quais 

não haviam passado pelo processo de centrifugação). 

A EEq% da amostra foi calculada a partir da seguinte equação: 

𝐸𝐸𝑞(%) = [(𝑄𝐶)𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒/(𝑄𝐶)𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙] × 100     Eq. 15 

A (QC) total refere-se à concentração de quercetina (mg mL-1) presente na 

amostra não centrifugada. A (QC) sobrenadante refere-se à concentração de querceti-
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na (mg mL-1) após a etapa de centrifugação, durante a preparação dos magnetolipos-

somas. 

 

4.6 Caracterização físico-química 

Nesta seção, serão descritos os procedimentos utilizados através das técnicas: 

HATR–FTIR, RMN de 31P e de 1H, DSC, UV-vis e SAXS. Todos os ensaios contaram 

com controles na forma de lipossomas em função da técnica de preparo HV ou FR. 

 

4.6.1 Estudos com espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) 

As NPM de maghemita foram caracterizadas através de medidas por FTIR no 

modo refletância difusa, DRIFT, usando um espectrômetro Shimadzu IR Prestige-21 

(Quioto, Japão), equipado com uma célula de reflexão difusa com seletor Grase by 

Specac (Eurolabo, França).  Para isto, as NPM foram previamente secas a 80 °C por 2 

horas e, em seguida misturadas a KBr anidro e depositadas em um suporte cônico. O 

espectro foi obtido a 23 °C, considerando a média de 40 varreduras, na faixa de fre-

quência entre 4000-400 cm-1, com uma resolução de 2 cm-1. Os dados obtidos foram 

tratados por um software da Shimadzu IR solution software 1.5.  

Já as amostras de magnetolipossomas e lipossomas-controle foram caracteriza-

das por FTIR no modo HATR através do aparelho Shimadzu IR Prestige-21 (Kyoto, 

Japão). Nesta análise, 40 varreduras foram feitas à temperatura ambiente na faixa de 

frequência de 400 a 4000 nm, com resolução de 2 cm-1. Os espectros também foram 

analisados utilizando o software Shimadzu IR solution 1.5. Foram analisados os valores 

de frequência e alargamentos a 75% da altura dos picos referentes a estiramentos axi-

ais de grupos lipídicos. 
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4.6.2 Estudos com ressonância magnética nuclear (RMN) 

 4.6.2.1 Medidas de RMN de 31P 

As medidas de RMN de 31P dos magnetolipossomas e lipossomas-controle fo-

ram realizadas a 161 MHz, em equipamento de RMN Bruker 400 MHz (Ettlingen, Ale-

manha). As amostras foram analisadas em solvente H2O:D2O (80:20, v/v). Para as me-

didas, o equipamento de RMN foi configurado com número de scans de 2048, número 

de dummy scans de 4s; delay: 0,2 s; tempo de aquisição de 0,5111808 s. As medidas 

de largura dos espectros de RMN 31P foram baseados na formulação de Seelig (ver 

seção 2.4.3.2) onde os valores de CSA são obtidos através do cálculo entre a distância 

dos vetores paralelos e perpendiculares correspondentes aos tensores característicos 

do núcleo de fósforo dos fosfolipídios (Seelig, 1978). 

 

 4.6.2.2 Medidas de RMN de 1H 

As medidas de RMN de 1H dos magnetolipossomas e lipossomas-controle foram 

realizadas a 400 MHz, em equipamento de RMN Bruker 400 MHz (Ettlingen, Alema-

nha). As amostras foram analisadas em solvente H2O:D2O (80:20, v/v). Para obtenção 

dos valores do T1 de 1H do grupo colina e metilênicos lipídicos, a sequência de pulsos 

de recuperação de inversão foi utilizada. A faixa de tempo de correlação utilizada foi de 

0,4 a 12,8 s (de Lima et al., 2010). Os experimentos foram realizados a 25°C. 

 

4.6.3 Ensaios de calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

Os experimentos de DSC dos magnetolipossomas e lipossomas-controle foram 

efetuados em aparelho Shimadzu DSC-60 (Quioto, Japão). A faixa de temperatura utili-

zada foi de -45ºC a - 5ºC, segundo a temperatura de transição de fase dos componen-

tes da ASO (por exemplo, ácido oleico a -20°C). A calibração do aparelho foi realizada 
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com o elemento índio. A taxa de aquecimento utilizada foi de 5 °C min-1, sob fluxo de 

nitrogênio de 50/50 mL min-1. A referência para este ensaio foi uma célula de alumínio 

vazia. Foram avaliadas as ΔH e Tm dos lipídios induzidas pela presença NPM. A ΔH foi 

obtida por integração da área sob o pico obtida utilizando o Software Universal 4.0 C 

(TA Instrument). 

 

4.6.4 Medidas de turbidez por espectroscopia na região do ultravioleta-visível 
(UV-vis) 

As medidas da turbidez dos magnetolipossomas e lipossomas-controle foram 

realizadas a 400 nm por meio de espectrofotômetro de UV-vis Shimadzu UV-2550 

(Kyoto, Japão). Para as medidas, 25 µL de magnetolipossomas e lipossomas-controle 

foram diluídos em 1mL de água ultrapura, e homogeneizadas em vortex. Os sistemas 

coloidais foram transferidos para a célula de quartzo com um caminho óptico de 1 cm. 

 

4.6.5 Ensaios de espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS) 

As medidas de SAXS da amostra de magnetolipossoma (definida pelos estudos 

de estabilidade) e do seu lipossoma-controle foram realizadas na linha D11A SAXS do 

Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas e foram baseadas no 

procedimento descrito por (Batista et al., 2017). Os ensaios foram executados a 25 °C 

e o comprimento de onda do feixe incidente foi definido como 0,1488 nm. As amostras 

foram injetadas em um suporte de 1,0 mm de espessura, especialmente desenvolvidos 

para a linha de SAXS do LNLS. A luz do feixe incidente cruzou as amostras através de 

um tubo evacuado (P < 0,1 mBar) e foi espalhada para um detector 2D mar-CCD com 

área ativa de 16 cm2. O ajuste das curvas que melhor se aproximam aos dados expe-

rimentais foi realizado utilizando o software SASfit que usa a aproximação dos mínimos 

quadrados. 
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4.7 Medidas de propriedades magnéticas 

As medidas das propriedades magnéticas das NPM de maghemita, magnetoli-

possomas e lipossomas-controle foram obtidas em magnetômetro de amostra vibrante, 

modelo MicroSense EV9, marca MicroSense LLC (Tóquio, Japão). A faixa de campo 

magnético aplicado foi de -5 kOe a +5 kOe. Os experimentos foram realizados a tem-

peratura ambiente para as NPM de maghemita e a 37 °C para os magnetolipossomas e 

lipossomas-controle. Para os dois últimos sistemas, 74 µL de cada dispersão foram 

previamente sonicados por 10 min. As propriedades magnéticas dos materiais foram 

avaliadas em termos de magnetização controlada por um microcomputador, e este ge-

renciado pelo software TDL-V-3.1.x, que também é responsável pela aquisição e regis-

tro de dados. 

 

4.8 Ensaio de viabilidade celular 

As linhagens celulares de glioma de rato (C6) foram cultivadas em meio de Dul-

becco's Modified Eagle's Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovi-

no (SFB), a 37°C em uma atmosfera úmida contendo 5% de CO2.  

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados seguindo a redução colorimétrica 

do MTT, 3-(4,5-dimetiazol-2il) 2,5-difenil tetrazólio de brometo, à formazan. Resumida-

mente, as linhagens celulares C6 foram subcultivadas em placas de 96 poços de cultu-

ra de tecidos contendo 1000 células por poço, por 24h de cultura. Após este período, 

as células foram expostas ao tratamento com NPM livres (dispersas em tampão tricina 

na concentração de 0,2 mg mL-1) e a amostras contendo: a) magnetolipossomas (com 

razões iniciais m/m NPM: ASO = 0,002, amostra denominada ML); b) magnetoliposso-

mas contendo quercetina (com razões iniciais m/m NPM: ASO = 0,002 e quercetina: 

ASO = 0,0015, amostra denominada ML_QC); c) lipossomas na presença e na ausên-

cia de quercetina (com razões iniciais m/m quercetina: ASO = 0,0015, amostra deno-

minada LP_QC e LP, respectivamente). Todas as amostras foram diluídas em 120 µL 
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de DMEM 10 % de SFB para se obter as concentrações de 50 μmol L-1 de quercetina. 

Após 24h de tratamento, os resultados do ensaio de MTT foram expressos como ab-

sorbância a 492 nm. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Para uma melhor compreensão, os resultados serão apresentados em duas par-

tes: a primeira seção será referente ao estudo dos parâmetros estabilidade, incorpora-

ção e físico-químicos dos magnetolipossomas, e, a segunda, será relacionada com o 

efeito da quercetina (fármaco-modelo) nos parâmetros físico-químicos, magnéticos e 

biológicos dos magnetolipossomas. 

 

SEÇÃO I: AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE, PERCENTAGEM DE INCORPO-
RAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS 

 

5.1 Estabilidade dos magnetolipossomas 

A estabilidade dos magnetolipossomas HV(1)_NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, 

HV(2)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP foi monitorada através de ensaios de DLS em 

função do tempo (medidas realizadas em 0, 20 e 50 dias após o preparo), pelo ensaio 

de TBARS (no tempo zero), e potencial zeta em função do tempo (medidas realizadas 

em 0, 20 e 50 dias após o preparo). Da mesma forma, lipossomas-controle também 

foram monitorados.  

Previamente às medidas de DLS dos magnetolipossomas e controle, o diâmetro 

médio e forma das NPM foi determinado pelas análises de DRX e MET. A Figura 26 

apresenta o difratograma obtido para as amostras de NPM em pó. O difratograma 

apresentou os mesmos padrões de difração encontrados por outros autores, caracterís-

ticos de uma estrutura de espinélio inverso (Sun et al., 2004). Foram observados os 

picos de difração com valores de 2θ em 30,2°, 35,6°, 43,3°, 53,3°, 57,3° e 62,9° cor-

respondente aos planos cristalinos (220), (311), (400), (422), (511) e (440) (De Souza 

et al., 2010; Da Costa e De Souza Junior, 2014). De acordo com o difratograma a 
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amostra de NPM em pó revelou a formação cúbica, de acordo com a ficha padrão ID 

COD 9006317. Utilizando-se a linha de difração mais intensa (35,6°), através da equa-

ção de Scherrer, calculou-se o tamanho médio do cristalito para as NPM de maghemi-

ta. O valor encontrado foi de 35,5 nm. As NPM têm, em média, um tamanho menor de 

50 nm e devem apresentar no máximo dois cristalitos em sua estruturação (mínimo 

35,5 nm e máximo 50 nm de tamanho).  

Apesar do maior tamanho das NPM utilizadas neste trabalho em relação à es-

pessura de bicamadas lipídicas (em torno de 7-9 nm) a inserção dessas NPM, tanto no 

interior como na superfície da membrana lipídica, é possível devido à possibilidade de 

distorção da membrana (Santhosh et al., 2012; Nappini et al., 2016). 

 

 
Figura 26: Difratograma obtido para as NPM de maghemita. O pico usado para 

determinar o tamanho médio do cristalito foi em 2θ = 35,65°, índice de Miller (3 1 1). 

 

Em adição aos ensaios de DRX, foram obtidas micrografias por MET das NPM 

estudadas (Figura 27). As micrografias apresentadas na Figura 27, indicam que as 

NPM de maghemita tendem a ser esféricas e polidispersas, porém com tamanhos infe-

riores a 50 nm. 
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Figura 27: Micrografias obtidas via microscopia eletrônica de transmissão das 

nanopartículas de maghemita. 

 

Os dados referentes ao diâmetro médio dos magnetolipossomas e seus respec-

tivos controles, preparados pelos métodos de HV e FR, obtidos pela técnica de DLS, 

estão demonstrados na Tabela 5, e ilustrados para melhor visualização na Figura 28 e 

na Figura 29. Diferentes valores de <D> foram encontrados: os magnetolipossomas 

preparados pelo método de HV apresentaram tamanhos entre 450 – 550 nm, enquanto 

que os preparados pelo método de FR entre 220 – 290 nm.  

Pradhan e colaboradores (2007) demonstraram que a ampla distribuição de ta-

manho encontrada em magnetolipossomas foi  influenciada pelo método de preparo 

utilizado (Pradhan et al., 2007). No trabalho, os autores prepararam magnetoliposso-

mas encapsulando ferrofluidos de ferrita de manganês revestidos com ácido láurico em 

diferentes proporções molares de fosfatidilcolina de ovo e colesterol por dois métodos 

diferentes: HV e dupla emulsão (DE) (Pradhan et al., 2007). O menor valor de <D>, em 

sistemas com a mesma composição, foi obtido usando o método HV (172 nm). Já os 

magnetolipossomas preparados pelo método de apresentaram o dobro do tamanho 

(Pradhan et al., 2007).  
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Em 2013 magnetolipossomas foram preparados pelo método de HV com poste-

rior passagem em um extrusor (Marie et al., 2013). Essas vesículas apresentaram mul-

tilamelas com <D> entre 100 a 400 nm (Marie et al., 2013). Lipossomas preparados 

pelo método de FR, normalmente, apresentam valores de <D> entre 100-200 nm 

(Akbarzadeh et al., 2013; Allen e Cullis, 2013). Estes valores estão próximos aos tama-

nhos dos magnetolipossomas obtidos na presente Tese. 

A eficiência da rota de administração dos lipossomas é dependente do tamanho 

e uniformidade dos mesmos (Immordino et al., 2006; Zhu e Szostak, 2009). Com rela-

ção aos valores de PDI, os lipossomas preparados pelo método de HV apresentaram 

maiores valores (PDI = 0,54-0,63), enquanto que os lipossomas preparados pelo méto-

do de FR apresentaram menores valores (PDI = 0,48-0,52), aumentando, discretamen-

te, sua uniformidade. 

De uma forma geral, magnetolipossomas preparados pelo método de FR podem 

ser utilizados no tratamento tumoral, devido aos menores tamanhos e, por consequên-

cia, uma maior capacidade de difusão nos capilares do tumor (Liu et al., 1992). Já, os 

magnetolipossomas preparados pelo método HV, na literatura, são destacados para 

encapsulação de substratos a serem liberados após a ruptura da membrana (Van 

Swaay e De Mello, 2013). Ao avaliar-se os dados obtidos para os sistemas de magne-

tolipossomas, logo após o preparo (no tempo zero, Tabela 5), pode-se verificar que a 

inserção das NPM nos lipossomas ocasionou um aumento nos valores de <D>. Os 

magnetolipossomas preparados com água, HV(1)_NP, e, tampão, HV(2)_NP, aumenta-

ram o tamanho, respectivamente, em 29 e 44 nm, quando comparados aos seus res-

pectivos lipossomas-controle, HV(1) e HV(2).  

Chen e colaboradores (2010) prepararam magnetolipossomas de DPPC com 

maghemita. Para a concentração de NPM de 0,19 mg mL-1 (próxima a utilizada na pre-

sente Tese), os autores verificaram um aumento de tamanho de 55 nm nos magnetoli-

possomas quando comparados aos lipossomas sem a NPM.  
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O aumento de tamanho também foi verificado por Salvatore e colaboradores 

(2016). Nesse trabalho após a inserção de NP de magnetita em vesículas de DPPC, foi 

verificado um aumento do valor de <D> de 60 nm. Os autores relacionam o aumento de 

tamanho, após a inserção da NPM, à formação de clusters formados por magnetolipos-

somas. A clusterização pode ser devido ao uso de NPM em altas concentrações: en-

quanto que NP com diâmetros entre 2,0 a 6,5 nm podem ser incorporadas no interior 

aquoso dos lipossomas, a associação, e, por consequência, aumento no tamanho dos 

lipossomas é promovida quando a relação lipídio: NP é elevada. No geral, na presente 

Tese, os dados de DLS revelaram o sucesso da incorporação das NPM utilizadas neste 

trabalho nas membranas lipídicas com a formação de magnetolipossomas. 

Através da análise da Tabela 5 e da Figura 28 pôde-se comparar o comporta-

mento de magnetolipossomas preparados com água via o método de HV (HV(1)_NP), 

segundo seu diâmetro em função do tempo, com seus lipossomas-controle. Os magne-

tolipossomas HV(1)_NP, tipicamente MLVs (a partir da análise do tamanho), não apa-

rentaram variação significativa no valor de diâmetro médio comparando as medidas 

realizadas nos tempos zero e 20 dias, ou seja, 529 nm para 539 nm, respectivamente.  

Do vigésimo ao quinquagésimo dia, os magnetolipossomas apresentaram redu-

ção de 40% em seu tamanho. Já os lipossomas-controle HV(1) não apresentaram dife-

renças de tamanho consideráveis em relação aos magnetolipossomas, mas apresenta-

ram, após 20 dias, um aumento de tamanho de 24%. Já a medida realizada no quin-

quagésimo dia mostrou uma diminuição no valor de diâmetro para 322 nm, equivalente 

a uma diminuição de tamanho de 48% em relação às medidas realizadas no vigésimo 

dia. 
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Tabela 5: Valores de diâmetro hidrodinâmico médio (<D>) e índice de polidispersão 

(PDI) dos magnetolipossomas nos diferentes períodos de análise (0, 20 e 50 dias). 

 ˂D˃ (nm) PDI ˂D˃ (nm) PDI ˂D˃ (nm) PDI 

 0 (tempo inicial) 20 dias 50 dias 

HV(1) 500 ± 37 0,58 ± 0,03 618 ± 61 0,61 ± 0,04 322 ± 45 0,63 ± 0,06 

HV(1)_NP 529 ± 33 0,63 ± 0,06 539 ± 15 0,60 ± 0,04 331 ± 29 0,65 ± 0,07 

HV(2) 420 ± 30 0,57 ± 0,04 606 ± 65 0,60 ± 0,04 310 ± 33 0,62 ± 0,06 

HV(2)_NP 464 ± 21 0,54 ± 0,06 413 ± 19 0,59 ± 0,01 368 ± 24 0,67 ± 0,06 

FR(1) 229 ± 8 0,50 ± 0,04 229 ± 7 0,50 ± 0,02 142 ± 7 0,46 ± 0,02 

FRa(1)_NP 270 ± 2 0,50 ± 0,05 133 ± 1 0,45 ± 0,03 142 ± 7 0,48 ± 0,03 

FRb(1)_NP 293 ± 3 0,52 ± 0,11 289 ± 8 0,60 ± 0,09 175 ± 12 0,60 ± 0,11 

FR(2) 238 ± 2 0,48 ± 0,05 220 ± 8 0,50 ± 0,02 122 ± 6 0,48 ± 0,03 

FRa(2)_NP 223 ± 9 0,48 ± 0,10 219 ± 8 0,51 ± 0,07 179 ± 8 0,47 ± 0,02 

FRb(2)_NP 234 ± 2 0,50 ± 0,04 224 ± 15 0,45 ± 0,04 134 ± 16 0,47 ± 0,03 

Os valores são mostrados como média ± desvio padrão (n = 3). Os magnetolipossomas: 

constam das amostras abreviadas por HV(1)_NP, HV(2)_NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, 

FRa(2)_NP, FRb(2)_NP e seus respectivos lipossomas-controle, pelas amostras abreviadas 

como HV(1), HV(2), FR(1) e FR(2). A sigla HV refere-se a amostras preparadas pelo método de 

hidratação de vesículas, enquanto que a FR refere-se a amostras preparadas pelo método de 

evaporação em fase reversa. Os índices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras 

hidratadas com água e tampão tricina. As identificações “a” e “b” indicam a etapa de adição da 

NPM: “a” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolução do lipídio e “b”, a NPM 

adicionada na etapa de hidratação. 
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Figura 28: Diâmetro hidrodinâmico médio (<D>) dos magnetolipossomas: HV(1)_NP e 

HV(2)_NP e seus respectivos lipossomas-controle HV(1), HV(2) preparados pelo método de 

hidratação de vesículas (HV) nos diferentes tempos de análise (0, 20 e 50 dias). Índices 1 e 2 

correspondem, respectivamente, a amostras hidratatas com água e tampão tricina. 

 

Os magnetolipossomas preparados com tampão tricina via o método de HV 

(HV(2)_NP), apresentaram tamanhos de 464 nm, típicos de MLVs (Tabela 5 e Figura 

28). Com relação às medidas realizadas nos tempos zero e vigésimo dia, foi verificada 

uma diminuição no valor de diâmetro médio de 10% e, do vigésimo ao quinquagésimo 

dia, os magnetolipossomas apresentaram redução de 10% em seu tamanho.  

Com relação às medidas realizadas nos tempos zero e vigésimo dia, os lipos-

somas-controle HV(2) apresentaram um aumento no valor de diâmetro médio de 44%. 

Já a medida realizada no quinquagésimo dia mostrou uma diminuição de tamanho de 

49% em relação às medidas realizadas no vigésimo dia. 

Os processos físicos como agregação / floculação / coalescência podem resultar 

em aumento do tamanho dos magnetolipossomas, bem como na cinética de liberação 

de agentes exógenos (Yadav et al., 2011). Tais processos podem ter ocorrido nos li-

possomas-controle avaliados. Assim, para os magnetolipossomas preparados pelo mé-

todo de HV a partir das medidas realizadas no vigésimo dia não foi verificada aglome-
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ração, como havia sido observado nos lipossomas-controle. Este comportamento dos 

magnetolipossomas pode ser devido à ação das NPM no processo de peroxidação nas 

membranas de ASO, o que será discutido posteriormente. 

Com relação à influência do tampão tricina, pode-se verificar uma redução do di-

âmetro médio nos magnetolipossomas (HV(2)_NP) de 13% quando comparado o ta-

manho de magnetolipossomas preparados com água (HV(1)_NP). O uso de solventes 

zwiteriônicos (como a tricina) pode causar uma diminuição nas forças de atração de 

Van der Waals entre as membranas vizinhas, diminuindo o diâmetro médio dos magne-

tolipossomas (Koerner et al., 2011). 

Os magnetolipossomas preparados pelo método de FR em solvente água apre-

sentaram no momento da preparação, aumento no tamanho de 17% para FRa(1)_NP e 

28% para FRb(1)_NP, em relação aos seus lipossomas controle (ver Tabela 5 e Figura 

29), indicando incorporação das NPM nos magnetolipossomas. Já para os magnetoli-

possomas preparados com tampão (FRa(2)_NP e FRb(2)_NP), foi verificado uma dis-

creta diminuição no tamanho de 6% e 2%, respectivamente, em comparação aos seus 

lipossomas-controle, o que pode estar relacionado com o tipo de solvente utilizado, 

como mencionado no parágrafo anterior. 

Com relação à estabilidade dos magnetolipossomas preparados pelo método de 

FR ao longo do tempo, no FRa(1)_NP (magnetolipossoma hidratado com água e NPM 

adicionada juntamente com a dissolução do lipídio) foi verificada uma diminuição de 

50% no diâmetro médio durante o vigésimo dia, comparando-se as medidas realizadas 

nos tempos zero e 20 dias. Para o seu lipossoma-controle, FR(1), não foi verificada 

variação significativa neste período. Adicionalmente, para os demais magnetoliposso-

mas (FRb(1)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) e seus lipossomas-controle preparados 

pelo método de FR, não foram verificadas variações significativas nos valores de diâ-

metro médio, o que indica estabilidade até o vigésimo dia desses sistemas.  
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Figura 29: Diâmetro hidrodinâmico médio (<D>) dos magnetolipossomas: FRa(1)_NP, 

FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP e seus respectivos lipossomas-controle FR(1) e FR(2) 

preparados pelos métodos de evaporação em fase reversa (FR) nos diferentes tempos de 

análise (0, 20 e 50 dias). Os índices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras 

hidratadas com água e tampão tricina. As identificações “a” e “b” indicam a etapa de adição da 

NPM: “a” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolução do lipídio e “b” refere-se a 

NPM adicionada na etapa de hidratação. 

 

Com exceção de FRa(1)_NP, os demais magnetolipossomas e lipossomas-

controle apresentaram redução de diâmetro médio no quinquagésimo dia após seu 

preparo, em comparação aos dados obtidos no vigésimo dia, Tabela 5 e Figura 29. Os 

magnetolipossomas preparados em água, FRb(1)_NP, apresentaram uma redução de 

tamanho de 40% e os preparados com tampão, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP, uma dimi-

nuição de 19% e 40%, respectivamente, em comparação aos dados obtidos no vigési-

mo dia. Nos lipossomas-controle, FR(1) e FR(2), a redução de tamanho foi de 40% e 

45%, respectivamente, entre o vigésimo e o quinquagésimo dia após o preparo. A 

mesma tendência de redução do diâmetro médio verificada nos lipossomas-controle e 

magnetolipossomas preparados pelo método FR indica que a inserção da NPM não 

influenciou na estabilidade dos sistemas. 
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Ao comparar-se os valores de <D> dos magnetolipossomas FRa(1)_NP com 

FRa(2)_NP e FRb(1)_NP com FRb(2)_NP, pode-se verificar uma diminuição de 17 e 

20%, respectivamente.  Assim como verificado nos magnetolipossomas preparados 

pelo método de HV, a redução do diâmetro médio causada pela adição do tampão nos 

magnetolipossomas preparados pelo método de FR, pode estar relacionada a uma di-

minuição nas forças de atração de Van der Waals entre as membranas vizinhas dos 

magnetolipossomas (Koerner et al., 2011).  

A etapa de adição das NPM nos magnetolipossomas preparados pelo método 

de FR também influenciou nos valores de <D>. Os sistemas de magnetolipossomas 

preparados em água em que a NPM foi adicionada na etapa de hidratação 

(FRa(1)_NP) em comparação a adição da NPM durante a dissolução do fosfolipídio 

(FRb(1)_NP) apresentaram valores de diâmetros maiores em 8%. Ao comparar-se os 

sistemas preparados com tampão (amostra FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) a adição da 

NPM na etapa de hidratação, magnetolipossoma FRb(2)_NP, apresentou valores de 

<D> 6% maiores. O aumento de tamanho, verificado nos sistemas de magnetoliposso-

mas em que a NPM foi adicionada na etapa de hidratação, parece estar relacionado 

com a concentração de NPM incorporada nos magnetolipossomas. 

As ERMOS, induzidas por partículas de metal de transição, podem levar a pero-

xidação das cadeias acílicas insaturadas e a hidrólise das ligações éster (que ligam os 

ácidos graxos ao esqueleto de glicerol) dos lipídios (Zhu et al., 2008; Yadav et al., 

2011). Esse processo pode ocasionar uma diminuição do tamanho dos lipossomas 

(Yadav et al., 2011).  

Com relação aos dados obtidos neste trabalho, foi verificada uma maior variação 

de tamanho, já nas medidas realizadas no vigésimo dia, nos magnetolipossomas pre-

parados pelo método HV. Possivelmente, a presença das NPM nos magnetoliposso-

mas preparados pelo método HV (amostras HV(1)_NP e HV(2)_NP) promoveu um pro-

cesso de oxidação dos lipossomas mais efetivo do que em os magnetolipossomas pre-

parados por FR (FRb(a)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP). Esta hipótese 
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ainda pode ser confirmada ao se analisar os lipossomas-controle (FR(1) e FR(2)), que 

não sofreram grandes variações de tamanho ao longo do tempo.  

Assim, no presente trabalho, o comportamento das NPM de maghemita no pro-

gresso da peroxidação lipídica foi avaliado através da quantificação de TBARS. A Figu-

ra 30 mostra a influência das NPM na peroxidação lipídica dos magnetolipossomas tes-

tados logo após seu preparo. 

 

 
Figura 30: Influência das NPM nos valores de peroxidação lipídica induzida pela 

peroxidação basal nas amostras de magnetolipossomas em relação aos seus lipossomas-

controle. Os resultados foram obtidos pelo método de TBARS, logo após o preparo, e estão 

descritos como média ± desvio padrão  (n=3). Os magnetolipossomas preparados pelos 

métodos de hidratação de vesículas (HV) e fase reversa (FR). Índices 1 e 2 correspondem, 

respectivamente, a amostras hidratatas com água e tampão tricina. As identificações “a” e “b” 

indicam a etapa de adição da NPM: “a”  refere-se a NPM adicionada juntamente com a 

dissolução do lipídio,  enquanto “b” refere-se a NPM adicionada na etapa de hidratação. Razão 

m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

Em todos os sistemas foi verificado um efeito pró-oxidante. Para HV(1)_NP, a 

membrana foi oxidada em aproximadamente 5%. Para o sistema onde foi utilizado 
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tampão como solvente para hidratação, HV(2)_NP, foi verificado um maior efeito pró-

oxidante, cerca de 13%. Esse maior efeito oxidante do sistema hidratado com tampão 

pode ser devido ao maior número de NPM incorporadas nos lipossomas de ASO (ver 

Tabela 7, que reporta a I% dos sistemas). Para os magnetolipossomas preparados pelo 

método de FR, o magnetolipossoma FRa(1)_NP apresentou o maior efeito pró-oxidante 

(41,48 %). Para os demais magnetolipossomas (FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP) 

foram verificados efeitos pró-oxidantes em torno de 20%. 

Fatores como pH, força iônica e solventes, desempenham um papel importante 

na estabilização de uma formulação lipossomal. Adicionalmente, temperatura, luz, oxi-

gênio e íons de metais também podem iniciar as reações químicas ou físicas que são 

responsáveis pela alteração de tamanho dos sistemas carreadores, causando proces-

sos oxidativos e de hidrólise dos lipídios (Vemuri e Rhodes, 1995).  

Hoskins e colaboradores (2012) investigaram o estresse oxidativo celular (medi-

do pela produção de ERMOS) e a peroxidação lipídica ocasionada por NPM de magne-

tita revestidas com poli(etilenoimina) e poli(etileno glicol). No trabalho, os autores verifi-

caram que a peroxidação lipídica é iniciada pela presença dos íons de Fe2+ e Fe3+. Em 

pH baixo, conforme apresentado por Shubayev et al. (2009), as NPM de óxido de ferro, 

sofrem uma maior degradação a íons de ferro devido a facilidade de dissolução desses 

íons a meios ácidos. Assim, os íons de hidrogênio podem catalisar as reações hidrólise 

lipídica diminuindo a estabilidade e I% dos lipossomas. Uma maior integridade das 

NPM em lipossomas preparados em tampão (pH 7,4) foi verificada (Hoskins et al., 

2012). No entanto, a pH neutro, uma vez que uma pequena quantidade de íons de ferro 

está dissolvida, a decomposição da H2O2 ocorre pela ação dos íons de ferro que estão 

presentes na superfície da NPM, via mecanismo heterogêneo envolvendo as reações 

de Fenton e Fenton-like, como ilustrado na Figura 31 (Wang et al., 2013).  
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Figura 31: Esquema da geração de radicais livres de •OH via ação denanopartículas de 

óxido de ferro em ambientes com pH maior que 4,2. Adaptado da Ref (Wang et al., 2013). 

 

A curvatura de superfície ou o empacotamento dos fosfolipídios na membrana 

exerce um efeito significativo na susceptibilidade oxidativa das bicamadas lipídicas não 

saturadas(Li et al., 2000).  Os sistemas formados por lipossomas menores exibem me-

nor resistência ao estresse oxidativo, induzido pelas fontes de radicais livres solúveis 

em água (Li et al., 2000). O efeito da curvatura da membrana também é evidente em 

outros parâmetros, como a Tm. Por exemplo, o tamanho de vesículas de DMPC é dire-

tamente proporcional à Tm (Biltonen e Lichtenberg, 1993). Uma redução no tamanho e 

Tm é explicada pela dificuldade de organização dos lipídios dentro de uma geometria 

fortemente curvada (Li et al., 2000). Ou seja, a redução de tamanho proporciona uma 

maior curvatura da superfície dos fosfolipídios, tornando a disposição menos empaco-

tada, permitindo, assim, uma maior difusão de radicais que aceleram a oxidação (Faga-

li e Catala, 2009; Reis e Spickett, 2012). 

A Figura 32 apresenta um esquema de empacotamento dos magnetolipossomas 

com tamanhos de 500 nm e 200 nm, que podem ser característicos do método de pre-

paro utilizado: HV e FR, respectivamente. O esquema foi proposto com base nos resul-

tados apresentados no manuscrito atual, bem como em discussões da literatura (Li et 

al., 2000; Fagali e Catala, 2009; Reis e Spickett, 2012). Nesse esquema, pode-se veri-

ficar que as vesículas com menores tamanhos apresentam espaços que facilitam a en-

trada dos íons de ferro provenientes da NPM e, por conseguinte, o processo de peroxi-
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dação lipídica é facilitado. Isto pode justificar o maior índice de oxidação verificado para 

os magnetolipossomas preparados pelo método de FR. 

 

 
Figura 32:Esquema do empacotamento molecular de magnetolipossomas de diferentes 

tamanhos: preparado pelo método de hidratação de vesículas (à esquerda, ~500 nm) e pelo 

método de evaporação em fase reversa (à direita, ~200 nm). As linhas pretas representam a 

posição da interface água / lipídio do centro da bicamada. Os círculos vermelhos representam 

íons de ferro provenientes da NPM responsáveis pelo geração de ERMOS. Pode-se observar 

na figura (a) uma membrana lipídicaminimamente curva, comalto grau de empacotamento; (b) 

uma membrana lipídica altamente curva, com menor grau de empacotamento. 

 

A utilização do tampão proporcionou um menor índice de oxidação aos magne-

tolipossomas preparados pelo método FR. Wang e colaboradores (2013) evidenciaram 

que íons de ferro presentes na superfície da NPM são responsáveis por causar o pro-

cesso de peroxidação. Adicionalmente, em pH neutro, uma menor quantidade de íons 

de ferro livres diminui a intensidade do processo de peroxidação lipídica(Wang et al., 

2013). Assim, a menor dissociação dos íons de ferro da NPM nos magnetolipossomas 

preparados pelo método de FR, utilizando o tampão tricina (pH 7,4) como solvente, po-

de explicar a menor intensidade de oxidação na membrana. Porém, tal influência do 

tampão tricina não foi verificada nos magnetolipossomas preparados pelo método de 
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HV. Nestes magnetolipossomas (HV(1)_NP e HV(2)_NP), por apresentarem tamanhos 

maiores e mais lamelas (MLVs) a quantidade de NPM incorporada pode influenciar di-

retamente nos processos de peroxidação lipídica. 

 

As medidas de potencial zeta das NPM puras, dispersas em água ou em tampão 

tricina, foram realizadas para compreender as propriedades destes componentes dos 

magnetolipossomas, bem como facilitar nas interpretações dos resultados referentes 

aos mesmos. As medidas de potencial zeta indicaram que as NPM de maghemita, 

quando dispersas em água, apresentaram um valor de potencial zeta de -34,7 ± 0,9 mV 

e, quando em tampão, de -14,5 ± 1,3 mV. 

Como mencionado anteriormente, a estabilidade das NPM de ferroé dependente 

do pH em que elas estão dispersas (Martina et al., 2005). Quanto mais distantes do 

ponto isoelétrico (pH em que as partículas apresentam carga líquida igual a zero, e, por 

consequência, as forças repulsivas entre os óxidos metálicos é zero) mais estáveis se-

rão as partículas coloidais (Christensen et al., 2015).  

Nurdin e colaboradores (2015) avaliaram o potencial zeta e o tamanho de NP de 

maghemita em diferentes pH. A pH 6,6 a suspensão apresentou um valor de potencial 

zeta igual a zero e a valores superiores a superfície da partícula apresentou ter carga 

negativa (Nurdin et al., 2015). Além disso, os autores verificaram no ponto isoelétrico a 

formação de agregados (de 4670 nm), enquanto que, em pH 10,0 (onde o valor de po-

tencial zeta era de -40,4 mV) um tamanho de 58,2 nm (Nurdin et al., 2015). Na presen-

te Tese, os valores de pH dos solventes utilizados, água e tampão tricina/MgCl2, foram, 

respectivamente, de 6,0 e 7,4. Em ambos os solventes, os valores de potencial zeta 

foram negativos, evidenciando um deslocamento no valor do ponto isoelétrico para as 

NPM utilizadas neste trabalho em comparação aos dados obtidos por Nurdin e colabo-

radores (2015). Isto pode estar relacionado com a diferença de concentração das NP 

analisadas (0,2 mg mL-1 neste trabalho, enquanto que para os autores, 0,1 mg mL-1). 
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Com relação ao pH avaliado, as NPM quando dispersas em tampão (pH 7,4) de-

veriam ter apresentado um maior valor de potencial zeta do que quando dispersas em 

água (pH 6,0) (Nurdin et al., 2015). Porém, na presença do tampão (pH 7,4), as NPM 

apresentaram potencial zeta menos negativo (mais próximo do ponto isoelétrico) do 

que quando em água, demonstrando a forte influência dos íons provenientes do MgCl2 

(presentes no tampão) na formação de camada de solvatação em torno das NPM (Patil 

et al., 2016). O maior valor de potencial zeta das NPM dispersas em água indicam uma 

maior estabilidade do sistema quando comparadas com as dispersas em tampão. Isso 

pode ser devido à combinação de estabilização estérica e eletrostática das NPM com 

as moléculas de água (Patil et al., 2016). Estes resultados indicam que as moléculas de 

água proporcionam um impedimento estérico entre as NPM ajudando, assim, a diminuir 

o índice de aglomeração (Garcia-Jimeno e Estelrich, 2013; Patil et al., 2016). 

Valores de potencial zeta maiores que |30| mV são necessários para a estabili-

zação eletrostática de um sistema coloidal (Wongsagonsup et al., 2005; Bolfarini et al., 

2012). Em geral, as NP agregam em suspensão devido às forças atrativas de Van der 

Waals para minimizar a energia superficial e interfacial total. Na presença de um eletró-

lito, a natureza e o comportamento de superfície conduz a aglomeração das NP 

(Mahmoudi et al., 2011). Os lipossomas podem servir de “dispersantes naturais” das 

NPM, fornecendo-lhes estabilidade coloidal em função de sua carga superficial e pela 

biodistribuição das NPM no sistema (Mahmoudi et al., 2011). Os valores de potencial 

zeta dos magnetolipossomas e lipossomas-controle obtidos durante diferentes períodos 

após o preparo (0, 20 e 50 dias) são mostrados na Tabela 6. 

No tempo zero, ou seja, logo após o preparo dos magnetolipossomas, os siste-

mas preparados via HV com solventes distintos (água e tampão), bem como os prepa-

rados pelo método de FR, em comparação aos seus lipossomas-controle, não apresen-

taram variações significativas de potencial zeta. Indicando que a inserção da NPM não 

ocasionou mudanças conformacionais, quantos aos planos dos grupos polares lipídi-

cos: fosfato e colina (Fatouros e Antimisiaris, 2002). 
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Tabela 6: Valores de potencial zeta nos magnetolipossomas e lipossomas-controle 

durante os diferentes tempos após o preparo (0, 20 e 50 dias). 

 Potencial zeta (mV) 

 0 20 50 

HV(1) -68,8 ± 1,3 -66,3 ± 0,5 -59,3 ± 0,6 

HV(1)_NP -66,7 ± 1,6 -71,2 ± 0,1 -62,3 ± 0,9 

HV(2) -63,3 ± 0,0 -66,3 ± 0,5 -59,3 ± 0,6 

HV(2)_NP -62,7 ± 1,1 -70,5 ± 1,5 -63,2 ± 1,0 

FR(1) -68,0 ± 2,3 -65,7 ± 2,1 -59,8 ± 0,5 

FRa(1)_NP -67,1 ± 1,2 -63,1 ± 1,8 -63,4 ± 0,8 

FRb(1)_NP -65,9 ± 2,5 -66,4 ± 0,5 -64,3 ± 0,4 

FR(2) -64,5 ± 2,0 -65,7 ± 2,0 -61,1 ± 0,5 

FRa(2)_NP -63,7 ± 1,4 -65,8 ± 0,3 -60,1 ± 0,4 

FRb(2)_NP -64,2 ± 1,1 66,3 ± 1,6 -63,7 ± 1,0 

Os valores são mostrados como média ± desvio padrão (n = 3). Os magnetolipossomas 

são descritos com as abreviações HV(1)_NP, HV(2)_NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, 

FRb(2)_NP, e seus respectivos lipossomas-controle como HV(1), HV(2), FR(1) e FR(2). As 

siglas HV referem-se a amostras preparadas pelo método de hidratação de vesículas, 

enquanto FR refere-se a amostras preparadas pelo método de evaporação em fase reversa. 

Os índices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras hidratadas com água e tampão 

tricina. As identificações “a” e “b” indicam a etapa de adição da NPM: “a” refere-se a NPM 

adicionada juntamente com a dissolução do lipídio e “b” refere-se a NPM adicionada na etapa 

de hidratação. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

Em todos os sistemas de magnetolipossomas e lipossomas-controle foram veri-

ficados valores de potencial zeta negativos (-69 a -63 mV). As fosfatidilcolina são fosfo-

lipídios zwiteriônicos com um ponto isoelétrico entre pH 6,0 e 6,7 (Chain e Kemp, 

1934). Nos sistemas preparados em tampão (pH 7,4), em que o pH é maior do que o 

ponto isoelétrico, as vesículas de fosfatidilcolina apresentam uma carga global negativa 

(Subongkot e Ngawhirunpat, 2015). No entanto os magnetolipossomas preparados com 

água (pH 6,0) apresentaram valores de potencial zeta negativos, diferentemente do 
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esperado pelas informações do ponto isoelétrico da fosfatidilcolina. Cabe relembrar, 

que os magnetolipossomas deste trabalho são constituídos de ASO, uma mistura de 

fosfolipídios que contém cerca de 25% de fosfatidilinositol (Navratil et al., 2011). A pre-

sença do fosfatidilinositol, um fosfolipídio aniônico, pode ser a responsável pelos valo-

res negativos de potencial zeta observados experimentalmente (Ohki et al., 2010). Al-

guns trabalhos relatam valores de potencial zeta negativos semelhantes a este trabalho 

(De Sousa et al., 2013; De Azambuja et al., 2015). Essas formulações lipossômicas 

carregadas negativamente também apresentaram valores de potencial zeta suficientes 

para estabilização eletrostática. 

Uma forte influência da força iônica foi verificada nos valores de potencial zeta 

dos lipossomas-controle (sem NPM). Uma variação de 5,5 mV foi verificada ao serem 

comparados os sistemas HV(1) e HV(2). A mesma variação foi verificada para os lipos-

somas preparados pelo método de FR. Interações eletrostáticas entre cátions e o grupo 

fosfato dos fosfolipídios são favorecidas devido a carga negativa de maior intensidade 

deste grupo em relação ao grupo carbonílico (da região de interface) (Chen, X. K. et al., 

2010).  

À temperatura constante, à medida que a força iônica aumenta (por exemplo, a 

partir do uso do tampão tricina, contendo íons Cl- e Mg+2), o plano do grupo da colina 

lipídica se aproxima da superfície da bicamada lipídica enquanto o plano do grupo fos-

fato fica abaixo da superfície (Makino et al., 1991). Assim sendo, tal orientação da coli-

na voltada para a superfície da bicamada pode estar mais acentuada em magnetoli-

possomas preparados com tampão, justificando o potencial zeta mais positivo (ou me-

nos negativo), Figura 33. 

Com relação aos dados de estabilidade, os valores de potencial zeta para as 

amostras de magnetolipossomas e lipossomas-controle preparados pelo método de 

HV, ficaram mais negativos no vigésimo dia, em comparação aos valores obtidos no 

tempo logo após o preparo. Esta variação de potencial zeta foi mais evidente para o 

magnetolipossoma preparado com tampão (HV(2)_NP), onde foi verificado uma dimi-
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nuição do valor de potencial zeta de 12%, evidenciando uma maior estabilização ele-

trostática para o sistema em comparação ao HV(1)_NP. As medidas de potencial zeta 

de HV(2)_NP) e de HV(1)_NP, bem como as de seus lipossomas-controle, realizadas 

no quinquagésimo dia, mostraram valores mais positivos, quando comparado as medi-

das realizadas nos períodos anteriores. 

 

 
Figura 33: Ilustração da influência da força iônica do meio em fosfatidilcolina em água 

(A) e em tampão (B): Mudança de orientação do plano do grupo colina para acima do plano do 

grupo fosfato em relação ao plano da bicamada lipídica dos fosfolipídios ocasionada pela 

presença de íons provenientes do tampão tricina/MgCl2. Adaptado da Ref (Makino et al., 1991). 

 

Com exceção da amostra FRa(1)_NP, as medidas de potencial zeta de magne-

tolipossomas preparados pelo método FR, realizadas no vigésimo dia após o preparo, 

não mostraram variações significativas em seus valores, comparadas aos dados obti-

dos no dia do seu preparo (tempo zero). Os magnetolipossomas FRa(1)_NP (em que a 

água foi utilizada como solvente e a NPM foi adicionada na etapa de dissolução do fos-

folipídio) apresentaram valores de potencial zeta mais positivos, cerca de 6%, no vigé-

simo dia quando comparado ao período logo após o preparo. Como visto anteriormen-
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te, este magnetolipossoma (FRa(1)_NP) apresentou redução de tamanho de 50% no 

vigésimo dia após o preparo. Assim, a reorganização dos fosfolipídios para lipossomas 

de tamanhos menores pode estar relacionada com a variação dos valores de potencial 

zeta verificados para este sistema. 

As medidas de potencial zeta realizadas para as amostras de magnetoliposso-

mas e lipossomas controle, preparados pelo método de FR, no quinquagésimo dia 

mostraram magnetolipossomas mais positivos quando comparados aos valores obtidos 

no vigésimo dia. Isto também pode estar relacionado com a diminuição do diâmetro 

médio, também verificada para este período. 

 

5.2. Percentagem de incorporação das nanopartículas magnéticas nos magneto-
lipossomas 

A I% das NPM nos magnetolipossomas preparados pelos métodos de HV e FR 

foi determinada através da determinação da concentração de ferro presente no sistema 

por três métodos diferentes: (i) espectroscopia de UV-vis, (ii) HR-CS GF AAS após ex-

tração com água régia e (iii) HR-CS F AAS após MW-AD. O conteúdo de ferro determi-

nado foi relacionado com a quantidade de NPM presente no sistema. Os resultados da 

I% das NPM, bem como os resultados da concentração de NPM estão apresentados 

na Tabela 7. 

Para o cálculo da I% das NPM nos magnetolipossomas, a concentração de NPM 

total adicionada durante o preparo dos magnetolipossomas (ou seja, nas amostras sem 

centrifugação) também foi detectada, sendo esta de 0,133 ± 0,001 mg mL-1. Assim, 

para a determinação da I%, o valor da concentração de NPM encontrado nas amostras 

de magnetolipossomas após a etapa de centrifugação, foi dividido pela concentração 

de NPM adicionada durante o preparo dos magnetolipossomas (0,133 mg mL-1), Equa-

ção 13 apresentada no item 4.3.3. 
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Tabela 7: Determinação da concentração de NPM e percentagem de incorporação, I%, 

das NPM nos magnetolipossomas, através das técnicas UV-vis e HR-CS GF AAS. 

 UV-vis HR-CS GF AAS 

 [NPM], mg mL-1 I% [NPM], mg mL-1 I% 

HV(1)_NP 0,116 ± 0,03 87,1 0,114 ± 0,001 86,0 

HV(2)_NP 0,122 ± 0,02 91,4 0,112 ± 0,002 89,0 

FRa(1)_NP 0,090 ± 0,02 67,7 0,091 ± 0,002 68,8 

FRb(1)_NP 0,079 ± 0,04 59,4 0,080 ± 0,001 60,1 

FRa(2)_NP 0,090 ± 0,02 67,7 0,091 ± 0,002 68,8 

FRb(2)_NP 0,083 ± 0,04 62,4 0,086 ± 0,002 64,5 

Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão, n = 2. Os 

magnetolipossomas: constam das amostras abreviadas por HV(1)_NP, HV(2)_NP, FRa(1)_NP, 

FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP. A sigla HV refere-se a amostras preparadas pelo método 

de hidratação de vesículas, enquanto que a FR refere-se a amostras preparadas pelo método 

de evaporação em fase reversa. Os índices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras 

hidratadas com água e tampão tricina. As identificações “a” e “b” indicam a etapa de adição da 

NPM: “a” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolução do lipídio e “b”, a NPM 

adicionada na etapa de hidratação. 

 

Os resultados mostraram boa concordância (já que não houve diferença signifi-

cativa, p> 0,05) entre os dois métodos avaliados para determinação de NPM nas amos-

tras. As características hidrofílicas das NPM proporcionam uma incorporação das 

mesmas no interior aquoso dos lipossomas. Além disso, interações entre os grupos 

polares (localizados na camada externa do lipossoma) dos fosfolipídios podem ocorrer 

(Elersic et al., 2012; Martinez-Gonzalez et al., 2016). Assim, a alta I% das NPM nos 

magnetolipossomas, preparados pelo método de FR (60-70%) e de HV (80-90%), veri-

ficadas neste trabalho, parece estar relacionado com o tamanho dos sistemas gerados 

por cada técnica de preparo: método de FR (faixa de tamanho ~200nm) e por HV (ta-

manho >400nm).  
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O tipo de fosfolipídio utilizado, bem como o método de preparo dos lipossomas, 

pode influenciar na I% de substâncias em lipossomas (Lichtenberg e Barenholz, 1988). 

Em trabalhos anteriores, magnetolipossomas constituídos por NPM de magnetita, fos-

fatidilcolina de soja e colesterol, preparados pelo método de HV, mostraram uma I% de 

78,10% ± 0,24 (Gharib et al., 2014). Outros autores encontraram uma I% de 64,7% de 

NPM de magnetita em lipossomas constituídos de DMPC (Hsu e Chen, 2017).  

Devido ao maior espaço aquoso, cerca de quatro vezes maior do que em lipos-

somas multilamelares, os magnetolipossomas preparados pelo método de FR, deveri-

am encapsular uma maior percentagem de materiais hidrofílicos (Akbarzadeh et al., 

2013). No entanto, este fato não foi verificado neste trabalho, e pode estar relacionado 

aos valores de diâmetro médio dos magnetolipossomas obtidos, bem como sua quanti-

dade de bicamadas. 

Como o foco deste trabalho é o uso dos magnetolipossomas para o tratamento 

do câncer, e sabendo-se que lipossomas preparados pelo método de FR, normalmente 

apresentam-se com 100-200 nm de diâmetro (Akbarzadeh et al., 2013; Bixner e 

Reimhult, 2016) facilitando sua penetração nos capilares do tumor (Liu et al., 1992), 

testou-se um sistema preparado por FR para  análise de I% através de  HR-CS F AAS 

após MW-AD. O objetivo deste teste foi averiguar o efeito do método de análise na I% 

do sistema. A amostra constou de FRa(2)_NP. Através deste método de preparo, foram 

detectados 0,093 ± 0,003 mg mL-1 de NPM, representando 69,8% de I%, considerando 

a quantidade detectada de NPM adicionado (antes da etapa de centrifugação de 0,133 

mg mL-1). As concentrações de NPM, determinadas a partir de ferro, para esta amostra 

apresentaram boa exatidão, com desvio padrão relativo (RSD) de 3, 2 e 5%, para es-

pectroscopia UV-vis, HR-CS GFAAS e HR-CS F AAS, respectivamente.  

Petralito e colaboradores (2012) avaliaram diferentes métodos analíticos para 

determinação da I% de NPM de magnetita em magnetolipossomas de fosfatidilcolina 

de soja. Os autores verificaram que o método de espectrometria de absorção atômica 

foi mais adequado por apresentar maior repetitibilidade, em comparação com o ensaio 
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de orto-fenantrolina (Petralito et al., 2012). No entanto, nesta Tese, comparando os 

dois métodos de preparo de amostra para HR-CS AAS e as medidas realizadas por 

UV-vis, os valores obtidos por estas técnicas não apresentaram variações significativas 

(p > 0,05), referente aos magnetolipossomas de FRa(2)_NP, demonstrando concor-

dância entre os dados. Isto indica que, para os sistemas analisados, a técnica de UV-

vis via o-fenantrolina também é bastante adequada para avaliação por sua precisão e 

exatidão. 

 

Assim, partir dos estudos de estabilidade e incorporação das NPM nos magneto-

lipossomas pôde-se verificar uma melhor estabilidade nos sistemas preparados pelo 

método de FR quando o tampão tricina foi utilizado como solvente. Assim sendo, con-

siderando os fatores I%, tamanho e potencial zeta (estes dois últimos ao longo do tem-

po após o preparo) e oxidação dos sistemas, pode-se constatar que: 

1) Com relação aos valores de I%, foi verificado que os magnetolipossomas prepara-

dos pelo método de HV apresentaram maior valor. Porém, estes sistemas foram menos 

estáveis (sofrendo oxidação em 20 dias após o preparo). Os magnetolipossomas pre-

parados por este método apresentaram valores de diâmetro médio entre 450-550 nm; 

2) Com relação aos magnetolipossomas preparados pelo método de FR, a amostra 

FRa(2)_NP, na qual a NPM foi adicionada na etapa de dissolução do fosfolipídio, foi a 

mais estável com relação aos valores de diâmetro médio e potencial zeta (até o vigé-

simo dia após o preparo). A amostra apresentou menor variação de tamanho a partir do 

vigésimo dia até o quinquagésimo dia após o preparo. Também apresentou satisfatória 

I% e menor índice de peroxidação em reação aos demais magnetolipossomas prepa-

rados pelo mesmo método de FR, porém com outras variáveis (solvente e etapa de 

adição da NPM).  

 



 100 

 

 

 

5.3. Caracterização dos magnetolipossomas segundo o método de preparo 

Inicialmente, as NPM de maghemitaforam caracterizadas pela técnica de FTIR, 

para compreender a influência destes componentes nos magnetolipossomas. O espec-

tro de FTIR das NPM foi realizado por DRIFT e está apresentado na Figura 34.  

 

 
Figura 34: Espectro de infravermelho com transformada de Fourier com refletância 

difusa (DRIFT) das NPM de maghemita em KBr. 

 

As bandas e frequências detectadas para as NPM de maghemita estão de acor-

do com espectros descritos na literatura (de Farias et al., 2002; Iyengar et al., 2014). O 

espectro apresentou bandas na faixa de 650-550 cm-1atribuídas às vibrações de liga-

ções FeT-O-FeO, onde FeT e FeO correspondem ao ferro ocupando sítios tetraédricos e 

octaédricos, respectivamente. As bandas de vibração em470 cm−1e em426 cm−1 es-

tão associadas, respectivamente, as vibrações de FeO-O e FeT-FeO (De Farias et al., 

2002; Iyengar et al., 2014). A presença de picos de estiramento de O–H em aproxima-

damente 3411 cm−1 e deformação angular de O–H a 1630 cm−1 está atribuída à pre-

sença de grupos hidroxilas ou de moléculas de água adsorvidas nas NPM (Iyengar et 

al., 2014).  
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Após a interpretação do espectro de FTIR das NPM, foram obtidos espectros de 

HATR-FTIR de magnetolipossomas preparados por HV e FR, em água (HV(1)_NP, 

FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) e em tampão (HV(2)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) e de 

seus lipossomas-controle (HV(1), HV(2), FRa(2) e FRb(2)) (Figura 35 e Figura 36). A 

partir dos espectros de FTIR, foram detectados e analisados os seguintes estiramentos 

axiais referentes à fosfatidilcolina presentes em ASO: assimétrico do grupo fosfato, as 

PO2−, assimétrico do grupo colina, as N+(CH3)3, da carbonila, C=O e simétrico e as-

simétrico dos grupos metilênicos da cadeia acil, s CH2 e as CH2, respectivamente 

(Garcia et al., 1993; Manrique-Moreno et al., 2010). As atribuições e variações dos esti-

ramentos, referentes aos seus valores de frequência e largura de banda, estão apre-

sentadas na Tabela 7.  

Para interpretação dos efeitos de NPM nos sistemas, torna-se necessária a 

compreensão de como as interações entre os grupos funcionais lipídicos afetam os 

parâmetros analisados por FTIR. Como visto na seção 2.4.3.1, os valores de frequên-

cia do as PO2− e da C=O são sensíveis à variação do número de ligações de hidrogê-

nio (Chen e Tripp, 2008; Moreno et al., 2009). Já, alterações nas frequências dos esti-

ramentos axiais simétricos e assimétricos dos metilenos da cadeia acil lipídica podem 

refletir no grau de ordem conformacional e na isomerização trans / gauche do sistema 

lipídico (Severcan et al., 2005). Em adição, as variações da largura da banda refletem 

na influência da amplitude e na velocidade de movimento dos grupos lipídicos analisa-

dos: Quanto menor for à fluidez da membrana, menor será a largura de banda para a 

região avaliada e vice-versa (Casal et al., 1980; Lee e Chapman, 1986).  

Para a interpretação dos resultados de HATR-FTIR de cada tipo de magnetoli-

possoma, foi considerada a influência da NPM nas regiões polar, interfacial e hidrofóbi-

ca de ASO. Os resultados foram complementados a partir das análises realizadas com 

as técnicas de RMN, DSC e UV-vis. 
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Figura 35: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliações: Magnetolipossomas, 

HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando 

água como solvente; magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo 

método de hidratação de vesículas usando tampão tricina como solvente. Razão m/m NPM: 

ASO de 0,002. 

 



 103 

 

 

 

 
Figura 36: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliações: Magnetolipossomas, 

FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP e lipossomas-controle;FR(1) e FR(2), 

preparados pelo método de evaporação em fase reversa (FR), usando água (índice 1) ou 

tampão tricina (índice 2) como solventes; a identificação “a” refere-se à adição da NPM 

juntamente à dissolução do lipídio e “b” refere-se à NPM adicionada na etapa de hidratação. A 

razão m/m de NPM:ASO foi de 0,002. 
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Tabela 8: Valores de frequência e largura de banda e suas variações () encontradas no espectro de HATR-FTIR para picos de grupos 

específicos do fosfolipídio presente nos magnetolipossomas e lipossomas-controle. 

 
HV(1) HV(1)_ NP ∆ HV(2) HV(2)_ NP ∆ FR(1) FRa(1)_ NP ∆ FRb(1)_NP ∆ FR(2) FRa(2)_ NP ∆ FRb(2)_NP ∆ 

Frequência (cm-1) 

N+(CH3)3 974 972 2 977 975 2 972 972 - 972 - 974 978 4 978 4 

as PO2− 1219 1211 8 1215 1211 4 1213 1209 4 1211 2 1209 1207 2 1209 - 

C=O 1732 1732 - 1732 1734 2 1732 1735 4 1732 - 1734 1734 - 1734 - 

as CH2 2924 2924 - 2924 2924 - 2924 2924 - 2924 - 2924 2924 - 2924 - 

s CH2 2852 2852 - 2852 2852 - 2852 2852 - 2852 - 2852 2852 - 2854 2 

Largura medida a 75% do pico em cm-1 

as PO2− 22 14 8 36 16 20 16 15 1 14 2 20 20 - 20 - 

C=O 30 30 - 30 30 - 30 30 - 25 5 30 25 5 20 10 

as CH2 22 25 3 20 25 5 20 20 - 20 - 20 20 - 20 - 

s CH2 15 15 - 15 15 - 15 10 5 15 - 15 15 - 15 - 

Magnetolipossomas: HV(1)_NP, HV(2)_NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, e seus respectivos lipossomas-controle: 

HV(1), HV(2), FR(1) e FR(2). HV: método de hidratação de vesículas; FR: método de evaporação em fase reversa. Índices 1 e 2 correspondem, 

respectivamente, a amostras hidratadas com água e tampão tricina. A identificação “a” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolução 

do lipídio e “b” refere-se a NPM adicionada na etapa de hidratação. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 
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5.3.1 Caracterização físico-química dos magnetolipossomas preparados pelo mé-
todo de hidratação de vesículas 

5.3.1.1 Região polar 

 5.3.1.1.1 Região Fosfato 

As variações de frequência, apresentadas na Tabela 7, para a região polar dos 

magnetolipossomas em relação aos seus controles estão ilustradas na Figura 37. As 

frequências referentes ao estiramento axial do grupo fosfato lipídico (as PO2−) para os 

sistemas HV(1)_NP e HV(2)_NP, diminuíram, respectivamente, em 7,71 e 3,85 cm-1, 

quando comparadas aos respectivos valores dos seus lipossomas-controle (ver Tabela 

7). Assim sendo, os resultados indicam que a NPM disponibiliza um aumento na quan-

tidade de ligações de hidrogênio no grupo fosfato lipídico, aumentando o seu grau de 

hidratação, de forma mais expressiva no sistema preparado com água (Lopezgarcia et 

al., 1993).  

A interação molecular via ligação hidrogênio parece ser mais preservada no 

magnetolipossoma preparado com tampão, em relação ao lipossoma-controle. Porém, 

ao comparar-se os lipossomas-controle preparados com água e tampão (amostras 

HV(1) e HV(2), respectivamente) pode-se verificar que o sistema preparado com tam-

pão apresentou uma diminuição no valor do as PO2−  de3,86 cm-1, indicando um au-

mento na quantidade de ligações de hidrogênio no grupo fosfato lipídico.  

Slater e colaboradores (1993) evidenciaram que a intercalação de agentes, co-

mo o etanol, entre os grupos polares dos lipídios aumentou a difusão de moléculas de 

água na bicamada, aumentando o número de ligações de hidrogênio na região (Slater 

et al., 1993). O aumento no número de ligações de hidrogênio, verificado neste traba-

lho, entre a molécula de água com o grupo fosfato seria facilitado pela presença dos 

íons do tampão. Assim, a menor variação verificada do número de ligações de hidrogê-

nio para os magnetolipossomas preparados em tampão (HV(2)_NP) se deve a presen-

ça dos íons que já estavam presentes no lipossoma-controle. 
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Figura 37: Variações de frequência e largura para a região polar dos 

magnetolipossomas em relação aos seus controles. Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e 

lipossomas, HV(1), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando água como 

solvente; magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de 

hidratação de vesículas usando tampão tricina como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 

0,002. 

 

Para os magnetolipossomas preparados pelo método de HV, hidratados com 

água ou tampão (sistemas HV(1)_NP e HV(2)_NP, respectivamente) os valores de lar-

gura de banda referentes ao estiramento axial do grupo fosfato lipídico (as PO2−) dimi-

nuíram, respectivamente, em 8 e 20 cm-1, quando comparadas aos respectivos valores 

dos seus lipossomas-controle (ver Tabela 7). Este resultado indica uma menor fluidez 

da membrana do magnetolipossomas em relação ao seu lipossoma controle. Altera-

ções no ordenamento do sistema podem ser induzidas por mudanças na concentração 

de cátions uni e bivalentes (Boggs, 1980). Neste trabalho, foi verificada uma fluidifica-

ção dos lipossomas-controle preparado com tampão, HV(2), em comparação aos pre-

parados em água, HV(1): aumento na largura de banda de 14 cm-1. Com isso, pode-se 

verificar um forte efeito de ordenamento ocasionado pela NPM no sistema preparado 

com tampão, HV(2)_NP, visto que o magnetolipossoma apresentou uma maior varia-
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ção no valor de largura de banda referente ao as PO2− em comparação ao seu contro-

le, HV(2). 

Adicionalmente, foram efetuadas análises de RMN de 31P para obtenção de in-

formações sobre a dinâmica rotacional do grupo fosfato em magnetolipossomas. Os 

espectros obtidos são mostrados na Figura 12. Estes espectros apresentam um ombro 

a campo alto e um pico isotrópico a campo baixo, típicos de fosfolipídios associados 

em fase HII (Villasmil-Sanchez et al., 2013). Tal fase é associada a misturas de fosfoli-

pídios que contêm fosfatidiletanolamina, como tipicamente a ASO, componente dos 

magnetolipossomas estudados (Rand et al., 1971; Higashi et al., 1987). 

 

 
Figura 38: Espectros de RMN de 31P de amostras de magnetolipossomas, HV(1)_NP, e 

lipossomas-controle, HV(1), preparados pelo método de hidratação de vesículas (HV) usando 

água como solvente; bem como de magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e lipossomas-controle, 

HV(2), preparados pelo método de hidratação de vesículas (HV) usando tampão tricina como 

solvente. A razão m/m de NPM:ASO foi de 0,002. 
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Os valores de CSA foram obtidos para as amostras e estão listados na Tabela 9. 

Os resultados demonstram que a NPM induz um aumento da largura do pico de RMN 
31P equivalente a 0,45 ppm para o sistema hidratado com água (HV(1)_NP) e 5,78 ppm 

para o sistema hidratado com tampão (HV(2)_NP), em comparação aos lipossomas-

controle, indicando uma restrição da liberdade de movimento dos grupos fosfatos pre-

sentes nos magnetolipossomas. Esta restrição pode estar relacionada com interações 

eletrostáticas entre o grupo fosfato e os íons de ferro presentes nas NPM estudadas 

(Santhosh et al., 2012). 

 

Tabela 9: Valores de largura de pico obtidos a partir dos espectros de RMN 31P para os 

magnetolipossomas e seus lipossomas-controle. 

 HV(1) HV(1)_ NP ∆ HV(2) HV(2)_ NP ∆ 

largura (ppm) 15,91 16,36 0,45 14,22 20,00 5,78 

A largura (CSA) em relação aos tensores paralalos e perpendiculares dos movimentos 

do núcleo de fósforo.Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo 

método de hidratação de vesículas usando água como solvente; magnetolipossomas,  

HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando 

tampão tricina como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

 5.3.1.1.2 Região Colina 

Os resultados descritos na Tabela 7, referentes ao estiramento do grupo colina, 

N+(CH3)3, mostraram que não houve variações na frequência ao compararem-se os 

valores associados a magnetolipossomas e seus lipossomas controle. Assim, através 

da técnica de HATR-FTIR, não foi possível evidenciar uma interação entre o grupo co-

lina e a NPM para os sistemas preparados pelo método HV (Wong e Mantsch, 1988; 

Moreno et al., 2009). 
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Assim, para complementar os estudos realizados sobre a dinâmica do grupo co-

lina em magnetolipossomas preparados por HV, foram realizadas medidas de RMN de 
1H. A Figura 39 mostra a curva referente à recuperação do sinal de decaimento por 

indução livre (FID), através dos quais são calculados os valores de T1 dos hidrogênios 

da colina (região entre os deslocamentos químicos de 3,2 a 3,4 ppm). Os valores de T1 

estão apresentados na Tabela 10. No sistema, em que o solvente utilizado foi água 

(HV(1)_NP), o T1 aumentou em 51,2%, quando comparado ao seu lipossoma-controle. 

Os resultados refletem uma redução da mobilidade molecular, induzida pela NPM, na 

região da colina do magnetolipossoma. No entanto, para os sistemas em que o solven-

te utilizado foi o tampão tricina (HV(2)_NP), não foi verificada influência da NPM nessa 

região. 

 

  
Figura 39: Curvas referentes à relaxação longitudinal dos hidrogênios da colina (região 

entre 3,2-3,4 ppm) em lipossomas de ASO puro e na presença de NPM. A partir destas curvas 

os valores de T1 foram obtidos. Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), 

preparados pelo método de hidratação de vesículas usando água como solvente; 

magnetolipossomas, HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação 

de vesículas usando tampão tricina como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 
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Tabela 10: Valores de tempo de relaxação longitudinal (T1) referentes aos hidrogênios 

da colina (deslocamentos químicos entre 3,2-3,4 ppm) para os magnetolipossomas e seus 

lipossomas-controle. 

 HV(1) HV(1)_ NP ∆ HV(2) HV(2)_ NP ∆ 

T1 (s) 0,64 1,25 0,61 1,13 1,12 0,01 

Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de 

hidratação de vesículas usando água como solvente; magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e 

lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando tampão tricina 

como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

Diante desses resultados, pode-se verificar que a NPM apresentou um maior 

efeito de ordenamento e no grau de hidratação nos magnetolipossomas preparados 

pelo método de hidratação de vesículas em que o tampão foi usado como solvente, 

amostra HV(2)_NP. O uso do tampão no preparo do lipossoma-controle, sistema 

HV(2), ocasionou um aumento no número de ligações de hidrogênio no grupo fosfato, 

bem como uma fluidificação da região polar, quando comparado ao controle, HV(1). A 

presença dos íons provenientes do tampão pode justificar a maior susceptibilidade de 

variação verificada no magnetolipossoma, HV(2)_NP. 

 

5.3.3.2 Região de interface  

As variações de frequência obtidas pela técnica de HATR-FTIR para os magne-

tolipossomas analisados (obtidos a partir da Figura 35 e apresentados na Tabela 7) 

para a região de interface dos magnetolipossomas indicaram que os magnetoliposso-

mas não sofreram alterações na frequência referente ao estiramento axial do grupo 

carbonila ( C=O). Assim, não foram verificadas interações diferenciadas em relação 

aos lipossomas-controle, via ligações de hidrogênio, com o grupo carbonila lipídico 

(Arrondo e Goni, 1998). Através da análise da largura da banda da região de  C=O 

não foi observada uma variação significativa. Assim, por FTIR, para as amostras prepa-
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radas pelo método de HV, não foi verificada influência da NPM, nem do tampão, sobre 

a ordem conformacional desta região. 

 

5.3.3.3 Região apolar  

Os resultados de variações de frequência e largura obtidos pela técnica de 

HATR-FTIR para os magnetolipossomas analisados (obtidos a partir da Figura 35 e da 

Tabela 7) estão ilustradas na Figura 38. Os dados não indicaram alterações nos valo-

res de frequência referentes aos estiramentos axiais simétricos e assimétricos dos me-

tilenos da cadeia acil lipídica (s CH2 a 2854,05 cm-1 e as CH2 a 2924,09 cm-1), quando 

comparados aos seus lipossomas controle. Tampouco o uso de solventes diferentes 

(água e tampão) provocou alterações nos valores de frequência dos estiramentos estu-

dados. Assim, por FTIR, para as amostras preparadas pelo método de HV, não foi veri-

ficada influência da NPM sobre a ordem conformacional e isomerização trans / gauche 

desta região. 

 

  

Figura 40: Variações de frequência e largura para a região apolar dos 

magnetolipossomas em relação aos seus controles. Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e 

lipossomas, HV(1), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando água como 

solvente; magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de 
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hidratação de vesículas usando tampão tricina como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 

0,002. 

 

A ampliação do espectro de HATR-FTIR na região de s CH2, demonstrada na 

Figura 35, mostra um aumento na largura do pico de 3 cm-1 e de 5 cm-1 para as amos-

tras hidratadas com água e tampão, HV(1)_NP e HV(2)_NP, respectivamente (ver Ta-

bela 7), quando comparado com os lipossomas-controle. Isto indica que a presença de 

NPM provoca um desordenamento na região hidrofóbica dos magnetolipossomas, 

quando comparados a lipossomas-controle, para ambos os solventes usados no prepa-

ro por HV. Comparado ao uso de água como solvente, a presença de tampão parece 

estar associada ao maior desordenamento da região hidrofóbica dos magnetoliposso-

mas, em relação aos respectivos lipossomas-controle. O aumento da fluidez pode ser 

importante por facilitar a circulação de moléculas de fosfolipídios e de proteínas na 

membrana, auxiliando em várias funções biológicas, como transporte de íons, sinaliza-

ção e crescimento celular (Park et al., 2005). Estudos sobre os efeitos das NP na esta-

bilidade da membrana revelaram que a incorporação de NP metálicas dentro da mem-

brana alteram o comportamento de fase dos lipídios: aumentando a fluidez da bicama-

da (Roiter et al., 2008; Bhandary et al., 2011). 

A fim de obter maiores informações sobre os parâmetros físico-químicos da re-

gião acil de magnetolipossomas, comparando-os com seus lipossomas-controle, foram 

realizadas medidas de T1 de 1H nesta região, considerando os picos a 1-2 ppm no es-

pectro de RMN. As curvas referentes ao FID, através dos quais foram calculados os 

valores de T1 dos hidrogênios dos metilenos da cadeia acil dos magnetolipossomas, 

estão demonstradas na Figura 39. Os valores de T1 estão apresentados na Tabela 11. 

Através dos resultados obtidos, observou-se uma diminuição discreta no T1 da região 

metílica de magnetolipossomas hidratados com água de 0,47s (amostra HV(1)_NP), 

em relação aos lipossomas-controle, HV(1). Para os magnetolipossomas hidratados 

com tampão (amostra HV(2)_NP), a diminuição do valor de T1 foi de 0,15 s, quando 



 113 

 

 

 

comparado aos lipossomas-controle, HV(2). A redução do ordenamento da região hi-

drofóbica verificado nos magnetolipossomas preparados pelo método HV está de acor-

do com os resultados obtidos pela técnica de HATR-FTIR, bem como dados da literatu-

ra: Santhosh et al (2012 e 2014).  

 

  
Figura 41: Tempo de relaxação longitudinal (T1) dos hidrogênios da cadeia acil (região 

entre 1-2 ppm) de ASO na ausência (quadrados abertos) e na presença (círculos abertos) de 

NPM. Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de 

hidratação de vesículas usando água como solvente; magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e 

lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando tampão tricina 

como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 
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Tabela 11: Valores de tempo de relaxação longitudinal (T1) dos hidrogênios da cadeia 

acil (região entre 1-2 ppm) para os magnetolipossomas e seus lipossomas-controle. 

 HV(1) HV(1)_ NP ∆ HV(2) HV(2)_ NP ∆ 

T1 (s) 1,61 1,14 0,47 1,16 1,01 0,15 

Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de 

hidratação de vesículas usando água como solvente; magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e 

lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando tampão tricina 

como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

As informações sobre a região apolar dos magnetolipossomas foram comple-

mentadas por análise calorimétrica. As curvas de DSC dos magnetolipossomas prepa-

rados pelo método de hidratação de vesículas usando água e tampão tricina como sol-

ventes (amostras HV(1)_NP e HV(2)_NP, respectivamente) e seus lipossomas-controle 

(HV(1) e HV(2)), estão apresentadas na Figura 42. Em todas as curvas, foi observada 

uma transição endotérmica na faixa de -30 a -18 ° C, que corresponde à faixa de tem-

peratura típica de fosfatidilcolina insaturada, completamente hidratada. As curvas estão 

de acordo com as descritas na literatura para fosfolipídios insaturados demonstrando 

uma transição relativamente ampla, mas bem definida (Ulrich et al., 1994; Taylor e 

Morris, 1995). A partir desta transição, foram calculados os valores referentes à ΔH e 

de Tm dos sistemas. Tais valores estão expressos na Tabela 8.  

A partir dos dados obtidos, observou-se que, tanto em água como em tampão, 

os magnetolipossomas apresentam valores discretamente reduzidos de ΔH e Tm em 

relação aos lipossomas-controle. Isto indica um rearranjo molecular muito discreto na 

fosfatidilcolina para um estado menos ordenado, ou seja, com maior rotação e mobili-

dade (Biltonen e Lichtenberg, 1993).  

Salvatore e colaboradores (2016) verificaram o mesmo efeito de fluidificação em 

membranas constituídas de DMPC e NPM de magnetita revestida com ácido oleico. No 

entanto, na literatura, a influência da NP na Tm ainda é discutida devido aos tipos de 
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estabilizantes usados nas NP, bem como, diferenças de carga e tamanho das mesmas 

(Ester Anstad 2011). Por exemplo, NP de Ag estabilizadas com decantiol e com tama-

nhos de 5,7 nm incorporadas em membranas zwiteriônicas (em uma razão lipídio para 

NP de 73:1) não influenciaram a Tm (Bothun, 2008). Por outro lado, NP de óxido de 

ferro revestidas com ácido oleico ocasionaram um aumento da Tm de lipossomas zwi-

teriônicos (Chen, Y. et al., 2010), enquanto que um decréscimo foi verificado em lipos-

somas catiônicos contendo NP de ZnS/ CdSe (Bothun et al., 2009).  

Apesar destas diferenças encontradas na literatura, cabe mencionar que o efeito 

de diminuição de Tm ocasionado pelas NPM deste trabalho estão de acordo com o 

comportamento observado via técnica de FTIR e RMN. É possível que a interação veri-

ficada entre as NPM e grupos polares dos fosfolipídios seja a responsável pela altera-

ção do comportamento de fase da região apolar. Este efeito de fluidificação da mem-

brana também foi verificado por Bhandary e colaboradores (2011) e Roiter e colabora-

dores (2008). 
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Figura 42: Ampliação das curvas de DSC para magnetolipossomase seus lipossomas-

controle, preparados por HV. Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados 

pelo método de hidratação de vesículas usando água como solvente; magnetolipossomas,  

HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando 

tampão tricina como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

Tabela 12: Valores de variação de entalpia (ΔH) e temperatura de transição de fase 

(Tm) dos magnetolipossomas e lipossomas-controle. 

 HV(1) HV(1)_ NP ∆ HV(2) HV(2)_ NP ∆ 

ΔH (J g-1) 0,007 0,003 0,004 0,014 0,002 0,012 

Tm (°C) -25,53 -27,32 1,79 -24,83 -26,57 1,74 

Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de 

hidratação de vesículas usando água como solvente; magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e 
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lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação de vesículas usando tampão tricina 

como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

Ensaios de turbidez, a 400 nm, foram realizados para avaliar variações de orde-

namento e/ou tamanho dos magnetolipossomas em relação aos seus lipossomas-

controle. Os valores de absorbância de tais amostras estão apresentados na Tabela 

13. O volume total de lipossomas é reciprocamente proporcional à turbidez em 400 nm 

(Matsuzaki et al., 2000). Porém, os magnetolipossomas não apresentaram variação de 

turbidez frente aos lipossomas-controle. 

 

Tabela 13: Valores de turbidez obtidos a 400 nm por espectroscopia UV-vis dos 

magnetolipossomas e lipossomas-controle. 

 HV(1) HV(1)_ NP ∆ HV(2) HV(2)_ NP ∆ 

Abs (u.a.) 0,52 ± 0,02 0,54 ± 0,01 0,02 0,42 ± 0,01 0,45 ± 0,01 0,03 

Ensaios realizados em triplicata; Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), 

preparados pelo método de hidratação de vesículas usando água como solvente; 

magnetolipossomas,  HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratação 

de vesículas usando tampão tricina como solvente. Razão m/m NPM: ASO de 0,002. 

 

Em magnetolipossomas preparados pelo método HV as NPM parecem interagir 

mais fortemente com o grupo fosfato e colina lipídicos, ordenando-os quando o sistema 

foi preparado com água. Entretanto, quando preparado com tampão, somente parece 

ordenar o grupo fosfato. Não foram observadas interações das NPM com a interface 

lipídica de magnetolipossomas, porém a região hidrofóbica foi afetada indiretamente e 

discretamente, tornando-se mais fluida. Nesta região, ambos os preparos em diferentes 

solventes parecem influenciar da mesma forma, suportando a hipótese do efeito das 

NPM na região hidrocarboneto do magnetolipossoma ser uma consequência da intera-
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ção com a região polar do mesmo. Um esquema simplificado, determinado através das 

comparações entre os dados obtidos por diferentes técnicas, da influência da inserção 

das NPM sobre a dinâmica molecular lipídica dos magnetolipossomas preparados pelo 

método HV estão apresentados na Figura 43. 

 

 
Figura 43: Esquema simplificado do efeito das NPM dos magnetolipossomas (HV1)_NP 

e HV(2)_NP) em relação aos seus lipossomas-controle (HV(1) e HV(2)) na dinâmica molecular 

lipidica avaliados por diferentes técnicas instrumentais. A percentagem de incorporação da 

NPM nestes magnetolipososmas, bem como o  diâmetro médio <D> verificado pela técnica de 

DLS logo após o prepararo também estão apresentados. Solventes utilizados: 1) água e 2) 

tampão tricina. 

 

5.3.3.4 Correlação das propriedades físico-químicas com a estabilidade e incor-
poração nos magnetolipossomas preparados pelo método de hidratação de vesí-
culas 

De uma forma geral, a inserção de NPM nos magnetolipossomas preparados pe-

lo método HV apresentaram maiores alterações da dinâmica molecular nos sistemas 

preparados com tampão (amostra HV(2)_NP) quando comparados aos preparados em 

água. Uma maior diferença entre cargas (variação de |51,8| mV quando comparados os 

valores de potencial zeta obtidos para as NPM e o lipossoma-controle, ambos em tam-
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pão) pode explicar a maior I% (ver Tabela 7, que reporta a I% dos sistemas) verificada 

no magnetolipossoma HV(2)_NP. Além disso, a orientação da colina voltada para a 

superfície da bicamada pareceu estar mais acentuada em magnetolipossomas prepa-

rados com tampão, o que deixaria a colina mais disponível para realizar interações ele-

trostáticas com a NPM (de carga negativa), aumentando, assim, a I%. Michel e Gradzi-

elski (2012) mostraram que quanto mais intensas forem as atrações eletrostáticas entre 

a membrana e a superfície da NP, maior quantidade de NP será incorporada ou adsor-

vida na membrana. Porém, ao apresentar maior concentração de NPM, o magnetoli-

possoma preparado em tampão sofreu uma maior oxidação, como visto pelo método 

de TBARS. Este aumento no percentual de peroxidação lipídica foi causado, não so-

mente, pelo maior número de NPM incorporadas nos lipossomas de ASO, mas, tam-

bém pelo aumento da fluidez destes sistemas. Os magnetolipossomas, quando em 

tampão, apresentaram uma fluidificação nas regiões polar (visto pelas variações de 

largura de banda do as PO2− e os valores de T1 do grupo colina) e hidrofóbica (verifica-

do pelos dados de T1 dos CH2 presentes na cadeia acil).  

A diminuição nas forças de atração de Van der Waals entre as membranas vizi-

nhas devido ao uso de solventes zwiteriônicos (como a tricina) pode causar uma dimi-

nuindo do diâmetro médio dos magnetolipossomas (Koerner et al., 2011). Além disso, a 

redução do tamanho (de cerca de 65 nm) do magnetolipossoma preparado com tam-

pão, HV(2)_NP, em relação ao preparado em água, HV(1)_NP proporcionou uma maior 

curvatura da superfície dos fosfolipídios, tornando a disposição menos empacotada, 

permitindo, assim, uma maior difusão de radicais que aceleram a oxidação (Fagali e 

Catala, 2009; Reis e Spickett, 2012). Quanto a estabilidade ao longo do tempo, verifi-

cada através das medidas de diâmetro médio, os magnetolipossomas preparados em 

água pareceram ser mais estáveis. Este comportamento dos magnetolipossomas tam-

bém pode ser devido à ação das NPM no processo de peroxidação nas membranas de 

ASO. 
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5.3.2 Caracterização físico-química dos magnetolipossomas preparados pelo mé-
todo de evaporação em fase reversa 

5.3.2.1 Região polar 

 5.3.2.1.1 Região Fosfato 

A partir dos dados apresentados na Tabela 7, as variações de frequência e lar-

gura para a região polar dos magnetolipossomas em relação aos seus controles estão 

ilustradas na Figura 44. 

Comparando-se o espectro de FTIR do magnetolipossoma (FRa(1)_NP, prepa-

rado usando água como solvente e NPM adicionada juntamente com a dissolução do 

fosfolipídio) com seu lipossomas-controle, FR(1), a frequência referente ao estiramento 

axial do grupo fosfato lipídico (as PO2-) para o sistema diminuiu em 3,86 cm-1. O mag-

netolipossoma, preparado pelo método descrito acima, apresentou maior quantidade 

de ligações de hidrogênio entre o grupo fosfato lipídico e a água, aumentando o seu 

grau de hidratação em relação aos seu lipossoma-controle (Lopezgarcia et al., 1993). 

Em água, a inserção de NPM no lipossoma HV(1) também ocasionou um aumento no 

número de ligações de hidrogênio entre a água e o grupo fosfato lipídico. Porém, a 

variação verificada do as PO2- foi mais intensa no magnetolipossoma preparado pelo 

método HV. 

No entanto, para os demais sistemas (FRb(1)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP), 

não foram verificadas variações quanto ao número de ligações de hidrogênios do grupo 

fosfato lipídico em relação aos respectivos lipossomas-controle, devido a adição de 

NPM, através da técnica de HATR-FTIR. 
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Figura 44: Variações de frequência e largura para a região polar dos 

magnetolipossomas em relação aos seus controles. Os magnetolipossomas estão abreviados 

como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que oslipossomas-controle 

por FR(1) e FR(2). Os números das abreviações indicam os solventes utilizados: (1) água e ( 2) 

tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da NPM juntamente com a dissolução do 

lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 

 

Para os magnetolipossomas preparados pelo método de FR hidratados com 

tampão (FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) não foram observadas variações na largura de ban-

da referentes à região polar dos lipossomas de ASO induzidas pela NPM. Já para os 

sistemas hidratados com água (FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) foi verificada uma discreta 

diminuição na largura de banda do estiramento axial assimétrico do grupo fosfato (as 

PO2-) de 1 e 2 cm-1, respectivamente.  

Como dito anteriormente, na discussão sobre os efeitos da NPM sobre os mag-

netolipossomas preparados pelo método HV (item 5.3.1.1.1), a diminuição de largura 

de banda de HATR-FTIR indica um aumento da ordem da membrana da região de esti-

ramento avaliada (Toyran e Severcan, 2003; Moreno et al., 2009). Os magnetoliposso-

mas preparados pelo método de HV apresentaram uma maior variação referentes aos 

valores de largura de banda do grupo fosfato (as PO2-) quando comparados aos valo-

res dos controles. Diante dos resultados, pode-se verificar que os magnetolipossomas 

preparados pelo método HV apresentaram uma maior susceptibilidade de variação na 
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dinâmica molecular do grupo fosfato lipídico, indicando uma maior influência da NPM 

para estes magnetolipossomas. De fato, os magnetolipossomas preparados pelo méto-

do HV apresentaram um maior I% (cerca de 90%), quando comparados aos prepara-

dos pelo método de FR (I% cerca de 60%). Assim, a maior percentagem de NPM in-

corporada poderia estar influenciando, com maior intensidade, a dinâmica de movimen-

tos desse grupo.  

Com relação à influência do tampão sobre a dinâmica molecular do grupo fosfato 

nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR, pode-se verificar um aumento 

na largura de banda do estiramento axial assimétrico do grupo fosfato (as PO2-) de 5 

cm-1 (quando comparados o magnetolipossoma FRa(2)_NP com o FRa(1)_NP, siste-

mas em que a NPM foi adicionada com a dissolução do fosfolipídio e preparados com 

tampão e água, respectivamente). O aumento nos valores de largura de banda de as 

PO2- indica um aumento da fluidez da membrana no magnetolipossoma em que o sol-

vente utilizado foi o tampão (Toyran e Severcan, 2003; Moreno et al., 2009). O efeito de 

fluidificação causado pelo tampão também foi verificado nos magnetolipossomas pre-

parados pelo método HV, porém com menor intensidade (variação de 2 cm-1, quando 

comparadas as larguras de banda referentes ao as PO2- do magnetolipossoma HV(2) e 

HV(1), preparados em água e tampão, respectivamente. 

De forma a obter mais informações sobre a dinâmica rotacional do grupo fosfato 

dos magnetolipossomas avaliados, foram efetuadas análises de RMN de 31P. Os es-

pectros obtidos são mostrados na Figura 45. Esses espectros, assim como os obtidos 

pelos lipossomas preparados pelo método de HV (item 5.3.1.1.1), mostram um ombro a 

campo alto e um pico isotrópico a campo baixo, típico de fosfolipídios associados em 

fase HII, devido à presença de fosfatidiletanolamina, um dos constituintes da ASO 

(Rand et al., 1971; Higashi et al., 1987). 
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Figura 45: Espectros de RMN de 31P de magnetolipossomas preparados pelo método de 

evaporação em fase reversa (FR); Os magnetolipossomas estão abreviados como FRa(1)_NP, 

FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). 

Os números das abreviações indicam os solventes utilizados: (1) água e ( 2) tampão tricina. A 

identificação “a” indica a adição da NPM juntamente com a dissolução do lipídio e “b” a adição 

da NPM na etapa de hidratação. 

 

Os valores da largura considerando os tensores paralelos e perpendiculares re-

lativos às diferentes orientações do núcleo de fósforo foram obtidos para as amostras 

de magnetolipossomas e seus lipossomas-controle e estão listados na Tabela 14. Nos 

magnetolipossomas em que foi utilizada água como solvente (amostras FRa(1)_NP e 

FRb(1)_NP), não foram verificadas variações significativas nos valores de CSA em re-

lação aos lipossomas-controle. Porém para os sistemas em que foi utilizado o tampão 

tricina como solvente (amostras FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) foi verificado um aumento 

na distância entre os tensores analisados dos espectros de RMN 31P de 20 e 23%, res-

pectivamente, em comparação ao lipossoma-controle (FR(2). Assim, os resultados in-

dicam que os magnetolipossomas apresentam uma restrição de movimento do grupo 
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fosfato em relação aos seus controles (Timoszyk et al., 2004). O efeito de ordenamento 

do grupo fosfato devido a presença de NPM também foi verificado no magnetoliposso-

ma preparado pelo método HV quando foi utilizado como solvente o tampão. Assim, 

como visto pela técnica de HATR-FTIR, os magnetolipossomas preparados pelo méto-

do HV apresentaram uma maior susceptibilidade as mudanças orientacionais do grupo 

fosfato lipídico ocasionada pela inserção da NPM.  

Com relação a influência do tampão no preparo dos magnetolipossomas, a partir 

da técnica de RMN de 31P, não foi possível verificar alterações na conformação do gru-

po fosfato, as quais haviam sido verificadas pela técnica de HATR-FTIR.  

 

 5.3.2.1.2 Região Colina 

O comportamento do grupo colina (região de estiramento da amina, N+(CH3)3), 

dos diferentes magnetolipossomas dos sistemas preparados pelo método de FR, foi 

estudado a partir da análise dos espectros de HATR-FTIR. Os resultados de variação 

de frequência para a região do grupo colina, Tabela 7, não mostraram variações signifi-

cativas para os magnetolipossomas preparados água (FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) em 

relação aos lipossomas-controle, FR(1). Porém, para os sistemas em que o tampão 

tricina foi usado como solvente (FRa(2)_NP e FRb(2)_NP), foi verificado um aumento 

no valor de frequência (de 3,84 cm-1) em relação aos controles. De acordo com Wong e 

Mantsch (1988) o grupo colina pode interagir com moléculas de água através de intera-

ções de dipolo, Figura 46, e alterações nas regiões de N+(CH3)3 indicam variações 

nas interações água-colina (Wong e Mantsch, 1988). Assim, os resultados obtidos para 

a região de banda de vibração do grupo amina revelam interações eletrostáticas entre 

a NPM e a parte polar do fosfolipídio nos magnetolipossomas em que a tricina foi utili-

zada como solvente. 
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Tabela 14: Valores de largura obtidos a partir dos espectros de RMN 31P dos 

magnetolipossomas e lipossomas-controle preparados pelo método de evaporação em fase 

reversa. 

 FR(1) FRa(1)_ NP ∆ FRb(1)_NP ∆ FR(2) FRa(2)_NP ∆ FRb(2)_ NP ∆ 

largura 17,84 17,78 0,06 18,89 1,05 15,56 18,67 3,11 19,11 3,55 

A largura foi calculada em relação aos tensores paralalos e perpendiculares dos 

movimentos do núcleo de fósforo. Os magnetolipossomas estão abreviados como FRa(1)_NP, 

FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). 

Os números das abreviações indicam os solventes utilizados: (1) água e (2) tampão tricina. A 

identificação “a” indica a adição da NPM juntamente com a dissolução do lipídio e “b” a adição 

da NPM na etapa de hidratação. Razão NPM: lipídio igual a 0,002. 

 

 

 
Figura 46: Interação de moléculas de água com o grupo colina de fosfatidilcolinas. 

 

Para complementar os estudos realizados no grupo colina, a caracterização dos 

magnetolipossomas e lipossomas-controle foi efetuada por RMN 1H. A Figura 47 mos-

tra a curva referente à recuperação do sinal de FID dos hidrogênios da colina (região 

entre 3,2-3,4 ppm) dos sistemas. A partir desta curva, os valores de T1 obtidos estão 

mostrados na Tabela 15. Em todos os magnetolipossomas preparados pelo método de 



 126 

 

 

 

FR, foi verificado um aumento no tempo de T1 dos hidrogênios da colina em relação 

aos seus controles. Nos magnetolipossomas em que água foi utilizada como solvente 

(FRa(1)_NP e FRb(1)_NP, onde no primeiro a NPM foi adicionada na etapa de dissolu-

ção do fosfolipídio e no segundo, na etapa de hidratação) foi verificado um aumento, 

nos valores de T1, de 0,76 e 0,84 s, respectivamente, quando comparado aos valores 

obtido para o lipossoma-controle FR(1). Já para os magnetolipossomas preparados em 

tampão a variação foi menor: de 0,66 para o sistema FRa(2)_NP e de 0,59 s para o 

FRb(2)_NP. As alterações observadas nos valores de T1 dos hidrogênios do grupo co-

lina, para os diferentes magnetolipossomas preparados por este método, refletem uma 

redução da mobilidade molecular em relação aos seus lipossomas-controle(Brown, 

1984; Bloom e Thewalt, 1994). A maior variação observada nos valores de T1 para o 

grupo colina nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR em água 

(FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) também foi verificada no magnetolipossoma preparado pelo 

método HV com o mesmo solvente (amostra HV(1)_NP). Isto pode ser um reflexo da 

maior diferença entre cargas (NPM/lipossomas) e a maior I% observada nos sistemas 

em que a água foi utilizada como solvente (ver Tabela 7), como discutido no item 

5.3.3.4. 

 

Diante dos dados obtidos, pode-se verificar que a NPM ocasionou um efeito de 

ordenamento na região polar nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR. 

Pelas medidas de HATR-FTIR uma maior interação da NPM com o grupo colina foi ve-

rificada nos magnetolipossomas preparados em tampão. O efeito de fluidificação nos 

magnetolipossomas, ocasionado pelo uso do tampão, como verificado nos magnetoli-

possomas preparados pelo método de HV, foi verificado pelo aumento da largura de 

banda do estiramento do grupo fosfato. A etapa de adição da NPM pareceu não influ-

enciar nos dados de dinâmica dos grupos polares lipídicos. 
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Figura 47: Curvas referentes à relaxação longitudinal dos hidrogênios da colina (região 

entre 3,2-3,4 ppm) dos magnetolipossomas e lipossomas-controle, preparados pelo método de 

evaporação em fase reversa. A partir destas curvas os valores de T1 foram obtidos. Os 

magnetolipossomas estão abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, 

enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os números das abreviações indicam 

os solventes utilizados: (1) água e(2) tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da NPM 

juntamente com a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 

 

Tabela 15: Valores de tempo de relaxação longitudinal (T1)  dos hidrogênios da colina 

dos magnetolipossomas e lipossomas-controle. 

 FR(1) FRa(1)_ NP ∆ FRb(1)_NP ∆ FR(2) FRa(2)_NP ∆ FRb(2)_ NP ∆ 

T1 (s) 0,37 1,13 0,76 1,21 0,84 0,60 1,26 0,66 1,19 0,59 

Os magnetolipossomas estão abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, 

FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os números das 

abreviações indicam os solventes utilizados: (1) água e (2) tampão tricina. A identificação “a” 

indica a adição da NPM juntamente com a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na 

etapa de hidratação. 
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5.3.2.2. Região de interface 

As variações de frequência e largura para a região de interface, calculados a 

partir dos dados obtidos por HATR-FTIR (Tabela 7) dos magnetolipossomas em rela-

ção aos seus controles estão ilustradas na Figura 48. 

 

  
Figura 48: Variações de frequência e largura para a região de interface dos 

magnetolipossomas em relação aos seus controles. Os magnetolipossomas estão abreviados 

como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que oslipossomas-controle 

por FR(1) e FR(2). Os números das abreviações indicam os solventes utilizados: (1) água e ( 2) 

tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da NPM juntamente com a dissolução do 

lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 

 

Os magnetolipossomas apresentaram alterações na frequência referente ao esti-

ramento axial do grupo carbonila ( C=O) somente para o sistema FRa(1)_NP quando 

comparados aos seus lipossomas-controle. O aumento no valor de frequência obser-

vado, de 3,85 cm-1, indica uma diminuição das interações via ligações de hidrogênio do 

grupo carbonila lipídico (Arrondo e Goni, 1998). Porém, para os demais magnetolipos-

somas, a inserção da NPM não provocou alterações na frequência do grupo carbonila. 



 129 

 

 

 

Através da análise da largura da banda referente ao grupo carbonila lipídico ( 

C=O a 1734,01 cm-1) presente no fosfolipídio dos magnetolipossomas preparados pelo 

método de FR (ilustrado na Figura 48) observou-se que os magnetolipossomas apre-

sentaram uma diminuição na largura de banda nesta região em relação aos seus con-

troles. Uma maior variação foi verificada no sistema hidratado com tampão FRb(2)_NP 

(diminuição na largura de banda de 10 cm-1) indicando um maior aumento da ordem da 

membrana para estes sistemas (Moreno et al., 2009; Toyran e Severcan, 2003). Nos 

magnetolipossomas preparados pelo método de HV, não havia sido verificada influên-

cia das NPM na dinâmica molecular da região de interface. O menor tamanho dos 

magnetolipossomas preparados pelo método de FR (como apresentado na Tabela 5), 

e, por consequência, menores empacotamento e ordenamento dos grupos polares lipí-

dicos poderia estar facilitando uma interação da NPM com a região de interface.   

 

5.3.2.3. Região apolar 

Assim como nos estudos de magnetolipossomas preparados por HV, a região 

apolar dos sistemas preparados por FR foram avaliados por FTIR, RMN e DSC. A partir 

dos dados apresentados na Tabela 7, as variações de frequência para a região apolar 

dos magnetolipossomas em relação aos seus controles estão ilustradas na Figura 49. 

Os dados de HATR-FTIR indicaram que os magnetolipossomas preparados pelo 

método FR não apresentaram alterações significativas na frequência referente aos esti-

ramentos axiais simétricos (s CH2) e assimétricos (as CH2) dos metilenos da cadeia 

acil lipídica em ambos os sistemas (água e solvente), Figura 49. Assim, para as amos-

tras preparadas pelo método FR não foi verificada influência da NPM sobre esta região 

por esta técnica. 



 130 

 

 

 

  
Figura 49: Variações de frequência e largura para a região apolar dos 

magnetolipossomas em relação aos seus controles. Os magnetolipossomas estão abreviados 

como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle 

por FR(1) e FR(2). Os números das abreviações indicam os solventes utilizados: (1) água e (2) 

tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da NPM juntamente com a dissolução do 

lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 

 

A ampliação do espectro de HATR-FTIR na região da banda de estiramento dos 

metilenos do grupo acil lipídico (s CH2 a 2854,05 cm-1 e as CH2 a 2924,09 cm-1) está 

apresentada na Figura 36, bem como as variações calculadas entre os magnetolipos-

somas e seus controles estão apresentados na Figura 49. Para o magnetolipossoma 

FRa(1)_NP foi verificada uma diminuição na largura da banda de 5 cm-1 em relação ao 

lipossoma-controle, ver Figura 49. Isto indica um aumento na presença de ligações 

gauche no sistema, tornando esta região hidrofóbica mais ordenada. Para os demais 

sistemas, não foi verificada influência da NPM no ordenamento da região do grupo acil 

lipídico (Moreno et al., 2009). 

As curvas referentes à intensidade do pico de RMN de hidrogênios presentes 

nos metilenos da cadeia acil (1-2 ppm), dos magnetolipossomas e lipossomas-controle, 

em função do intervalo entre pulsos de radiofrequência, estão demonstradas na Figura 

50. A partir destas curvas, os valores de T1 foram calculados para a região lipídica em 

estudo e estão apresentados na Tabela 16. 
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Nos magnetolipossomas hidratados com água, amostras FRa(1)_NP e 

FRb(1)_NP, foram verificados um aumento nos valores de T1 da região metílica de 

0,49e 0,64 s, respectivamente. Isto demonstra que os magnetolipossomas preparados 

pelo método de FR apresentaram uma redução da mobilidade na região acil, o que es-

tá de acordo com os resultados obtidos pela técnica de HATR-FTIR para a amostra 

FRa(1)_NP. Para os magnetolipossomas hidratados com tampão, amostras FRa(2)_NP 

e FRb(2)_NP foram verificados um aumento nos valores de T1 da região metílica de 

0,56 e 0,48 s, respectivamente. No entanto, para os magnetolipossomas preparados 

pelo método HV, a inserção da NPM aumentou a fluidez dos sistemas, o que pode es-

tar relacionado aos maiores tamanhos dos magnetolipossomas preparados pelo méto-

do HV.  

 

  
Figura 50: Tempo de relaxação longitudinal (T1) dos hidrogênios do do CH2 de 

magnetolipossomas. Os magnetolipossomas estão abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, 

FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os números 

das abreviações indicam os solventes utilizados: (1) água e (2) tampão tricina. A identificação 

“a” indica a adição da NPM juntamente com a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na 

etapa de hidratação. 
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Tabela 16: Valores de tempo de relaxação longitudinal (T1)  dos hidrogênios da cadeia 

acil nos magnetolipossomas e lipossomas-controle. 

 FR(1) FRa(1)_ NP ∆ FRb(1)_NP ∆ FR(2) FRa(2)_NP ∆ FRb(2)_ NP ∆ 

T1 (s) 0,46 0,95 0,49 1,10 0,64 0,6 1,16 0,56 1,08 0,48 

Os magnetolipossomas preparados pelo método de evaporação por fase reversa (FR) 

estão abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os 

lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os números das abreviações indicam os solventes 

utilizados: (1) água e (2) tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da NPM juntamente 

com a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 

 

Em adição, foram realizadas medidas calorimétricas para os magnetolipossomas 

e lipossomas-controle, preparados pelo método de FR. As curvas de DSC dos magne-

tolipossomas estão apresentadas na Figura 51 e os resultados de ΔH e Tm obtidos a 

partir destas curvas estão expressos na Tabela 17. Os magnetolipossomas preparados 

pelo método de FR apresentaram um aumento discreto nos valores de ΔH. O magneto-

lipossoma FRa(1)_NP, em relação aos demais magnetolipossomas, apresentou a mai-

or variação (em torno de 0,05 J g-1) quando comparado ao seu controle, FR(1). A in-

fluência da NPM nos valores de Tm foi evidente nos magnetolipossomas preparados 

com tampão tricina (o aumento da Tm foi de, aproximadamente, 3°C para os magnetoli-

possomas FRa(2)_NP e FRb(2)_NP em relação aos controles. Para os magnetolipos-

somas preparados com água (amostras FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) foi verificado um 

discreto aumento nos valores de Tm. Assim, o aumento nos valores de ΔH e Tm verifi-

cados para os magnetolipossomas em relação aos seus respectivos controles indicam 

que a NPM promove um discreto rearranjo molecular na fosfatidilcolina para um estado 

mais ordenado, ou seja, com menor mobilidade. Tal comportamento é sustentado com 

os dados obtidos pelas análises de HATR-FTIR e RMN de 1H. 
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Figura 51: Zoom das curvas de DSC para os magnetolipossomas. Os 

magnetolipossomas estão abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, 

enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os números das abreviações indicam 

os solventes utilizados: (1) água e (2) tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da 

NPM juntamente com a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 

 

Tabela 17: Valores de variação de entalpia (ΔH) e temperatura de transição de fase 

(Tm) obtidos a partir dos gráficos de DSC dos magnetolipossomas e lipossomas-controle. 

 FR(1) FRa(1)_ NP ∆ FRb(1)_NP ∆ FR(2) FRa(2)_NP ∆ FRb(2)_ NP ∆ 

ΔH (J g-1) 0,11 0,17 0,05 0,13 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 

Tm (°C) -26,94 -26,80 0,14 26,31 0,31 -29,57 -25,96 3.61 -26,54 3,03 

Os magnetolipossomas preparados pelo método de evaporação em fase reversa (FR) 

estão abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os 

lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os números das abreviações indicam os solventes 

utilizados: (1) água e (2) tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da NPM juntamente 

com a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 
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Os valores de turbidez estão mostrados na Tabela 18. Com relação à compara-

ção dos magnetolipossomas preparados pelo método de FR e o solvente utilizado água 

(FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) e de seus lipossomas-controle (FR(1), não foram verificadas 

variações significativas. Já nos magnetolipossomas preparados pelo mesmo método, 

mas usando tampão tricina como solvente (amostras FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) foram 

verificadas variações discretas, mas significativas: uma variação nos valores de absor-

bância de aproximadamente 0,03 e 0,04 u.a. para os magnetolipossomas FRa(2)_NP e 

FRb(2)_NP, respectivamente em relação ao controle FR(2). A redução dos valores de 

absorbância observados está relacionado à diminuição do tamanho médio desses sis-

temas (Matsuzaki et al., 2000) o que está de acordo com os dados obtidos de diâmetro 

médio pela técnica de DLS, Tabela 5. 

 

Tabela 18: Valores de turbidez obtidos, a 400 nm, dos magnetolipossomas e 

lipossomas-controle preparados pelo método de evaporação em fase reversa. 

 FR(1) FRa(1)_ NP ∆ FRb(1)_NP ∆ FR(2) FRa(2)_NP ∆ FRb(2)_ NP ∆ 

Abs 

(u.a.) 
0,47 ± 0,01 0,47 ± 0,01 0 0,47 ± 0,01 0 0,45 ± 0,01 0,42 ± 0.01 0,03 0,41 ± 0,01 0,04 

Ensaios realizados em triplicata. Os magnetolipossomas preparados pelo método de 

evaporação em fase reversa (FR) estão abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, 

FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os números indicam os 

solventes utilizados: (1) água e (2) tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da NPM 

durante a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 

 

Em frente aos dados obtidos pelas técnicas de HATR-FTIR, RMN, DSC e UV-vis 

pode-se verificar que nos magnetolipossomas preparados pelo método FR, as NPM 

parecem interagir mais fortemente com o grupo fosfato e colina lipídicos, tornando-os 

mais ordenados. Quando comparados os controles entre si, FR(1) e FR(2), foi verifica-

do um desordenamento na região polar induzido pelo tampão. Assim, pode-se verificar 
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a forte interação da NPM com a região polar (grupos fosfato e colina) com os magneto-

lipossomas preparados com tampão. Também foi observada interação da NPM com a 

interface lipídica de magnetolipossomas, em qual foi observada um ordenamento. A 

região hidrofóbica lipídica foi afetada indiretamente e discretamente, tornando-se mais 

ordenada. Nesta região, ambos os preparos em diferentes solventes parecem influen-

ciar da mesma forma, suportando a hipótese do efeito das NPM na região hidrocarbo-

neto do magnetolipossoma ser uma consequência da interação com a região polar do 

mesmo. Um esquema simplificado sobre o efeito da NPM nos magnetolipossomas 

comparados aos seus lipossomas-controle, estão apresentados na Figura 43. 

 
Figura 52: Esquema simplificado do efeito da NPM nos magnetolipossomas 

(FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP) em relação aos seus lipossomas-controle 

(FR(1) e FR(2)) na dinâmica molecular lipidica, percentagem de incorporação e diâmetro 

médio. Solventes utilizados: 1) água e 2) tampão tricina. A identificação “a” indica a adição da 

NPM juntamente com a dissolução do lipídio e “b” a adição da NPM na etapa de hidratação. 
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5.3.3.4 Correlação das propriedades físico-químicas com a estabilidade e percen-
tagem de incorporação nos magnetolipossomas preparados pelo método de eva-
poração em fase reversa 

Diante dos dados obtidos, pode-se verificar que a NPM ocasionou um efeito de 

ordenamento na região polar nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR. 

Pelas medidas de HATR-FTIR uma maior interação da NPM com o grupo colina foi ve-

rificada nos magnetolipossomas preparados em tampão. Além disso, a orientação da 

colina voltada para a superfície da bicamada (verificada pelas medidas de potencial 

zeta) pareceu estar mais acentuada em magnetolipossomas preparados com tampão. 

A região de interface e apolar dos fosfolipídios dos magnetolipossomas preparados 

pelo método de FR, apresentou-se mais ordenada após inserção da NPM, o que não 

havia sido verificado nos preparados pelo método de HV.  

O menor tamanho dos magnetolipossomas preparados pelo método de FR, e, 

por consequência, menores empacotamento e ordenamento dos grupos polares lipídi-

cos poderia estar facilitando uma interação da NPM com a regiões de interface e hidro-

fóbicas, sugerindo que o efeito das NPM sobre essas regiões ser uma consequência da 

interação com a região polar. Um efeito de redução de tamanho (verificado pelas medi-

das de DLS) e fluidificação (verificada pelas técnicas de HATR-FTIR, DSC e RMN) da 

membrana foi verificado nos magnetolipossomas preparados com tampão, em relação 

aos preparados em água.  

A etapa de adição da NPM influenciou a I% de NPM nos magnetolipossomas, 

sendo que os magnetolipossomas em que a inserção da NPM ocorreu durante a etapa 

de dissolução do fosfolipídio, apresentaram maiores concentrações de NPM incorpora-

da. Porém não foram verificadas grandes influências da etapa de adição da NPM sobre 

o tamanho, estabilidade e dinâmica dos grupos lipídicos. Estes últimos fatores parecem 

ter sido fortemente influenciados pela utilização do tampão, como também havia sido 

verificado pelo método de HV. Os magnetolipossomas preparados em água apresenta-

ram um maior efeito pró-oxidante. Como mencionado anteriormente, o tamanho dos 
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lipossomas exerce um efeito significativo na susceptibilidade oxidativa das membranas 

(Li et al., 2000). Assim, seria esperado que os magnetolipossomas preparados em 

tampão apresentassem um maior efeito pró-oxidante.  Porém, pôde-se perceber que a 

diferença entre os tamanhos (de, aproximadamente, 50 nm ao comparar-se os magne-

tolipossomas preparados em água e tampão) não foi determinante para os resultados 

de atividade oxidante nos magnetolipossomas preparados pelo mesmo método: FR.  

Dentre todos os magnetolipossomas avaliados neste trabalho, o método de FR, 

bem como o uso do tampão e adição da NPM na etapa de dissolução do fosfolipídio 

(amostra denominada FRa(2)_NP) proporcionaram a obtenção de um sistema mais 

estável, com menor variação de tamanho, satisfatória I% e menor índice de peroxida-

ção. Para esta amostra, em complementação aos estudos realizados anteriormente, 

foram realizadas medidas de SAXS para estudar a morfologia dos magnetolipossomas 

formados. Após a otimização do método de preparo, neste trabalho, foi realizado o en-

capsulamento de um fármaco-modelo e sua influência sobre a I% de NPM, estabilidade 

e dinâmica molecular nos magnetolipossomas será discutida na seção 2.  

 

5.4. Ensaios de SAXS no sistema de magnetolipossoma mais estável 

Para a avaliação de parâmetros de rigidez, tamanho e número das bicamadas 

formadas nos magnetolipossomas FRa(2)_NP, e do seus lipossomas-controle, FR(2), 

foram realizadas medidas de SAXS (Figura 53).  Os perfis de espalhamento foram des-

critos pelos fatores de forma P(q) e estrutura S(q), sendo este último, baseado na teoria 

de Caillé. Foram necessários ajustes experimentais em função da presença do espa-

lhamento difuso (Ndifuso), geralmente formado pela presença de vesículas não intera-

gentes. Portanto, a intensidade de espalhamento foi ajustada de acordo com a Equa-

ção: 

2

)()()()1(
)(

q
qPNqSqPN

qI difusadifusa 
      Eq. 16 
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A Figura 53 apresentou semelhanças nos perfis de SAXS de magnetoliposso-

mas FRa(2)_NP, e lipossoma-controle, FR(2). A existência de vesículas multilamelares 

é facilmente evidenciada pela presença de um pico de correlação ~ 0,98 nm-1 sobre-

posto ao espalhamento difuso. Sabe-se que magnetolipossomas multilamelares têm 

importantes aplicações biomédicas. Por exemplo, na área de ressonância magnética e 

segmentação celular, os magnetolipossomas compostos por várias lamelas destacam-

se como agentes de contraste (Meyre et al., 2011). 

Através dos parâmetros determinados no ajuste das curvas experimentais, foram 

obtidos os parâmetros que descrevem a flexibilidade e a estrutura das bicamadas. Na 

Tabela 19, estão representados os valores para a periodicidade lamelar (d), o parâme-

tro de Caillé (n) relacionado à rigidez de flexão da bicamada, o número de bicamadas 

(N) e a espessura da bicamada lipídica. 
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Figura 53: Dados experimentais de SAXS para as amostras de magnetolipossomas, 

FR(2)_NP, círculos abertos, e lipossomas-controle (FR(2), círculos fechados. As linhas solidas 

mostram os melhores ajustes alcançados usando-se teoria de Caillé modificada. 

 



 139 

 

 

 

Tabela 19: Valores dos parâmetros do modelo obtido a partir dos dados experimentais 

de SAXS para o magnetolipossoma, FRa(2)_NP, e lipossoma-controle, FR(2). 

 d (nm) n N Espessura da bicamada (nm) 

FR(2) 6,3 0,79 9 4,8 

FRa(2)_NP 6,4 1,25 9 4,9 

Periodicidade lamelar (d); Parâmetro de Caillé (n); número de bicamadas (N). 

 

Conforme os dados apresentados da Tabela 19, pode-se verificar que os parâ-

metros de periodicidade lamelar, número e espessura da bicamada lipídica apresenta-

ram valores semelhantes para magnetolipossoma e lipossoma-controle. Nappini e co-

laboradores (2016) avaliaram o encapsulamento de NPM de magnetita revestidas com 

citrato em lipossomas de POPC por SAXS. Foi verificado que a presença das NPM não 

alterou os valores de espessura da bicamada, indicando o seu encapsulamento no inte-

rior aquoso dos lipossomas (Nappini et al., 2016).   

O parâmetro Caillé (n) na amostra de magnetolipossoma foi maior do que o valor 

obtido para o lipossoma-controle. O parâmetro de Caillé é inversamente proporcional à 

raiz quadrada da rigidez de flexão da bicamada. Consequentemente, pode-se verificar 

que a amostra de magnetolipossoma apresentou uma menor rigidez quando compara-

do ao controle (verificado pelo aumento no parâmetro Caillé). As diferenças na rigidez 

da bicamada podem refletir na permeabilidade e estabilidade dos sistemas (Yadav et 

al., 2011). 
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SEÇÃO II: ENCAPSULAMENTO DE QUERCETINA (FÁRMACO-MODELO) 
NOS MAGNETOLIPOSSOMAS 

Nesta seção será discutida a influência da quercetina (fármaco-modelo) sobre a 

estabilidade, I% das NPM, e propriedade físico-químicas dos magnetolipossomas. Tal 

estudo, baseou-se na inserção da quercetina no magnetolipossoma definido, a partir da 

seção 1 deste trabalho, através de parâmetros que correlacionaram a I%, estabilidade 

e dinâmica molecular de diferentes magnetolipossomas.  

O magnetolipossoma definido para o estudo foi o preparado pelo método de FR 

onde o tampão foi usado como solvente e a NPM adicionada na etapa de dissolução do 

fosfolipídio: amostra denominada FRa(2)_NP). Assim, nesta parte serão apresentados 

2 sistemas: o magnetolipossoma contendo quercetina (com razões iniciais m/m NPM: 

ASO = 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015, amostra denominada nessa seção de 

ML_QC); o magnetolipossoma-controle, sem a quercetina (com razões iniciais m/m 

NPM: ASO = 0,002, amostra denominada de ML). 

Nesta seção, a discussão dos resultados será apresentada da seguinte forma: 

primeiramente serão apresentados os estudos referentes a influência da quercetina nos 

parâmetros de estabilidade, I% e propriedades físico-química dos magnetolipossomas, 

posteriormente serão avaliados o efeito da quercetina sobre as propriedades magnéti-

cas e biológicas nestes magnetolipossomas. 

 

5.5 Estabilidade dos magnetolipossomas contendo quercetina 

A estabilidade dos magnetolipossomas de ASO contendo quercetina (ML_QC) 

foi monitorada através de ensaios de DLS, TBARS e potencial zeta. Da mesma forma, 

magnetolipossomas-controle (ML) foram monitorados.  
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5.5.1 Medidas de diâmetro médio, atividade oxidante e potencial zeta dos magne-
tolipossomas contendo quercetina 

A influência da quercetina nos valores de <D> e PDI dos magnetolipossomas de 

ASO foi avaliada através de medidas por DLS e os seus valores estão apresentados na 

Tabela 20. Para o magnetolipossomas de ASO o valor de<D> foi de 145,62 nm. A in-

serção da quercetina no sistema ocasionou um aumento no valor de <D> de 63 nm, 

demonstrando o seu encapsulamento.Com relação aos valores de PDI não foi verifica-

do variação significativa (p > 0,05). Assim, a inserção da quercetina nos magnetolipos-

somas não influenciou na forma de distribuição de tamanho das partículas. 

 

Tabela 20: Influência da quercetina nos valores de diâmetro médio hidrodinâmico (<D>) 

e índice de polidispersão (PDI) dos magnetolipossomas de ASO. 

 ML_QC ML ∆ 

˂D˃ (nm) 208,62 ± 13,34 145,62 ± 14,29 63 nm 

PDI 0,461 ± 0,078 0,471 ± 0,017  

Os resultados estão descritos como média ± desvio padrão  (n=3). As amostras são: 

ML_QC: lipossomas de ASO contendo NPM e quercetina (com razões iniciais m/m NPM: ASO 

= 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015); ML: lipossomas de ASO contendo NPM (com razões 

iniciais m/m NPM: ASO = 0,002); 

 

Para determinar a influência da quercetina na peroxidação, in vitro, da membra-

na causada por espécies reativas presentes na atmosfera, as amostras de magnetoli-

possomas foram submetidas ao teste de TBARS. Os resultados estão mostrados na 

Tabela 21. Para o ensaio de TBARS foram preparados mais dois lipossomas-controle, 

amostras denominadas como LP_QC (lipossomas de ASO contendo quercetina, com 

razões iniciais m/m quercetina: ASO igual a 0,0015) e LP (lipossomas de ASO com 

uma concentração de 100 mg mL-1.  
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Tabela 21: Valores de absorbância relativos a peroxidação lipídica induzida pela 

peroxidação basal obtidas pelo método de TBARS. 

 Abs (u.a.) µmol TBARS mg-1de lipídio % de peroxidação lipídica 

ML_QC 0,013 ± 0,002 0,0067 12,43 

ML 0,105 ± 0,008 0,0539 100 

LP_QC 0,020 ± 0,002 0,0103 64,78 

LP 0,031 ± 0,004 0,0159 100 

Os resultados estão descritos como média ± desvio padrão  (n=3). As amostras são: 

ML_QC: lipossomas de ASO contendo NPM e quercetina (com razões iniciais m/m NPM: ASO 

= 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015); ML: lipossomas de ASO contendo NPM (com razões 

iniciais m/m NPM: ASO = 0,002); LP_QC: lipossomas de ASO contendo quercetina (com 

razões iniciais m/m quercetina: ASO = 0,0015); LP: lipossomas de ASO.  

 

Como mostrado na Tabela 21, a quercetina incorporada nos magnetolipossomas 

de ASO inibiu a peroxidação lipídica em 8 vezes (equivalente a uma diminuição de 

87,62% nos valores de absorbância, quando comparado ao valor obtido no magnetoli-

possomas de ASO). As NPM incorporadas nos lipossomas de ASO aumentaram a pe-

roxidação em 3,39 vezes, quando comparados aos lipossomas puros (amostra LP). 

Com este resultado, pode-se perceber que a quercetina é capaz de inibir o processo de 

peroxidação lipídica causado pelas NPM.  

Um dos mecanismos de ação antioxidante da quercetina é a quelação de íons 

metálicos, como Cu (II) e Fe (II), que acaba impedindo-os de participar na formação de 

radicais livres (por exemplo, •OH) (Riceevans et al., 1997; Gabrielska et al., 2006; Amic 

et al., 2007). Neste caso, os anéis B (grupos 3′ e 4′-hidroxilícos, grupos do catecol) e C 

(grupos 3-hodroxil-4-carbonil e 5-hidroxil-4-carbonil) da molécula de quercetina são 

responsáveis pela quelação de metais (Tarahovsky et al., 2014). Os sítios preferidos 

para quelação são localizados no grupo 3-hidroxil-4-carbonil, sendo que o ferro pode 

produzir complexos com uma, duas ou três moléculas de quercetina (Ren et al., 2008). 
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A Figura 54 ilustra uma proposta da ação antioxidante da quercetina nos magne-

tolipossomas via eliminação de radicais livres juntamente com a quelação dos íons fér-

ricos da NPM. Gabrielska e colaboradores (2006) mostraram que a quercetina reduziu 

a ação prooxidante de compostos organometálicos em membranas de lipossomas de 

fosfatidilcolina irradiadas com ultravioleta a 253,7 nm (Gabrielska et al., 2006). A quer-

cetina em uma concentração de 5 µmol L-1 foi capaz de reduzir a peroxidação lipídica 

em 50% das membranas quando irradiadas durante 10 minutos. Além disso, a forma-

ção de complexos da quercetina com trifenitilcloreto ((C6H5)3SnCl) aumentou para 65% 

sua atividade antioxidante (Gabrielska et al., 2006). 

Assim, a partir dos resultados apresentados na Tabela 21, pode-se supor que a 

interação entre a quercetina e a NPM apresenta um papel importante na estabilidade 

dos sistemas ML_QC. A quercetina incorporada nos lipossomas de ASO inibiu a pero-

xidação em 1,55 vezes (equivalente a uma diminuição de 35,48% nos valores de ab-

sorbância, quando comparado ao valor obtido nos lipossomas de ASO), Tabela 21. Os 

resultados obtidos indicam que, na concentração avaliada, a quercetina apresenta uma 

atividade antioxidante, contra o dano, in vitro, induzido pela peroxidação basal em li-

possomas de ASO.  

Como mencionado anteriormente, os mecanismos de ação antioxidante da quer-

cetina incluem: a eliminação direta dos radicais livres reativos, a quelação dos íons me-

tálicos envolvidos na formação de radicais livres, a inibição das enzimas envolvidas na 

produção de radicais livres e a regeneração de antioxidantes ligados à membrana co-

mo o α-tocoferol (Riceevans et al., 1996; Amic et al., 2007). Além disso, foi verificado 

um aumento da atividade antioxidante da quercetina nos magnetolipossomas de ASO 

(amostra ML) em comparação a sua inserção nos lipossomas de ASO (sistemas LP). 

Ou seja, a quercetina incorporada nos magnetolipossomas de ASO inibiu a peroxida-

ção lipídica em 8 vezes, enquanto que, quando incorporada em lipossomas de ASO 

essa redução foi de apenas 1,55 vezes.  
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A eficiência de proteção é dependente de fatores, como, a estrutura molecular 

do complexo, a capacidade dos respectivos compostos para eliminar os radicais livres 

e a localização do antioxidante na membrana (Gabrielska et al., 2006). Além disso, a 

eficácia de determinados compostos fenólicos como antioxidantes também pode ser 

influenciada pelo seu grau de incorporação, uniformidade de distribuição e orientação 

na bicamada lipídica (Serbinova et al., 1991). Ao ocasionar um maior grau de ordem e 

rigidez à membrana, os flavonoides podem reduzir a mobilidade dos radicais livres na 

bicamada lipídica (Arora et al., 2000). Consequentemente, a diminuição da fluidez da 

membrana resulta na inibição da peroxidação lipídica devido a um abrandamento das 

reações dos radicais livres. A formação de complexos que ocasionaram o enrijecimento 

da bicamada lipossomal também aumentaram a ação antioxidante frente à peroxidação 

lipídica (Gabrielska et al., 2006). 

 

 
Figura 54: Esquema ilustrativo da ação antioxidante da quercetina através da formação 

de complexos entre quercetina-Fe quando encapsulados em magnetolipossomas (ML_QC). 

 

Os valores de potencial zeta obtidos para os magnetolipossomas de ASO na au-

sência e na presença da quercetina estão apresentados na Tabela 22. O valor de po-

tencial zeta para o magnetolipossoma foi -71,5 mV, sugerindo a obtenção de uma sus-

pensão estável (Wongsagonsup et al., 2005; Bolfarini et al., 2012; Hadrich et al., 2016). 
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A quercetina nos magnetolipossomas promoveu um aumento no valor de 3,0 mV, indi-

cando um redirecionamento do plano do grupo colina para acima do plano do grupo 

fosfato, Figura 55 (Fatouros e Antimisiaris, 2002). É possível que a reorientação da co-

lina e a mudança de potencial zeta relacionada com valores mais positivos possam ser 

consequência da interação entre as hidroxilas do flavonoide e o grupo do fosfato lipídi-

co (Pawlikowska-Pawlega et al., 2014). 

 

Tabela 22: Influência da quercetina nos valores de potencial zeta. 

 ML_QC  ML ∆ 

Potencial zeta (mV) -68,5 ± 1,72  -71,5 ± 1,33 3,0 

Os valores estão apresentados como média ± desvio padrão (n = 3). Magnetolipossoma 

(ML) e magnetolipossoma contendo quercetina (ML_QC). 

 

  

 
Figura 55: Ilustração da orientação do plano do grupo colina para acima do plano do 

grupo fosfato em relação ao plano da bicamada lipídica dos fosfolipídios ocasionado pela 

quercetina. Magnetolipossoma (ML) e magnetolipossoma contendo quercetina (ML_QC). 
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5.6 Percentagem de incorporação das nanopartículas magnéticas nos magnetoli-
possomas contendo quercetina (fármaco-modelo) 

Os magnetolipossomas puros (amostra denominada ML, considerada a partir de 

agora como controle) e contendo quercetina (amostra denominada ML_QC) foram pre-

parados pela modificação do método de FR descrito anteriormente na seção 4.2.3. Os 

sistemas preparados foram centrifugados (para separação das NPM não incorporadas). 

Assim, como observado na seção 1 deste trabalho, foram formadas duas fases distin-

tas relacionadas com a precipitação das NPM não incorporadas (fase com precipitado 

escuro, fase 1) e aos magnetolipossomas formados (um sobrenadante de coloração 

marrom claro, fase 2) (Floris et al., 2014). A I% das NPM nos magnetolipossomas foi 

determinada através da determinação da concentração de ferro presente no sistema 

através da técnica de HR-CS FAAS, após MW-AD. Os resultados da I%, bem como os 

resultados da concentração de ferro, são apresentados na Tabela 23. 

 

Tabela 23: Determinação da concentração de NPM e percentagem de incorporação, I%, 

nas amostras de magnetolipossomas puros (ML) e contendo quercetina (ML_QC), através da 

técnicade espectrometria de absorção atômica de alta resolução com fonte contínua com 

atomização em chama (HR-CR FAAS). 

 Parâmetro HR-CS FAAS 

ML_QC [NPM], mg mL-1 0,101 ± 0,001 

 I% 50 

ML 
[NPM], mg mL-1 0,116 ± 0,006 

I% 58 

Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão, n = 2. O preparo de 

amostra baseou-se na a digestão ácida assistida por micro-ondas (MW-AD) 

 

Aproximadamente 0,101 mg mL-1 de NPM foram incorporadas no magnetolipos-

soma, equivalente a uma I% de 50%. Os valores de concentração de NPM mostraram 

boa precisão, com recuperação de 103%, com RSD menor que 9% e LOD de 0,025 mg 



 147 

 

 

 

mL-1. Em estudos envolvendo magnetolipossomas contendo fosfatidilcolina de soja, a 

I% de NPM de magnetita foi de 78,10% ± 0,24 (Gharib et al., 2014). A I% de NPM de 

ferro em magnetolipossomas termosensíveis a base de metotrexato modificado (em 

uma razão de NPM: lipídio = 0,33 m/m), preparado pelo método de HV, foi de 87,6 ± 

1,83% (Guo et al., 2017). O tipo de concentração lipídica, pH e força iônica do tampão, 

carga de superfície, método de preparado, número de ciclos de congelamento-

descongelamento e o tempo de cada ciclo são fatores conhecidos por afetarem a I% 

(Shariat et al., 2014).  

O método utilizado neste trabalho para o preparo dos magnetolipossomas con-

tendo quercetina, como descrito na seção 4.2.3, foi o método de FR. Este método é 

conhecido por encapsular uma grande quantidade de substâncias hidrofílicas 

(Akbarzadeh et al., 2013). Porém a I% encontrada neste trabalho foi inferior ao citado 

na literatura. A diferença entre os resultados experimentais com os dados reportados 

da literatura podem dever-se ao tipo de lipídio, bem como o tipo de método de preparo 

utilizado (Lichtenberg e Barenholz, 1988).Além disso, a inserção da quercetina no 

magnetolipossomas reduziu a I% de ferro em torno de 15%, indicando uma competição 

entre o flavonoide e as NPM pela mesma região. A redução de I% foi mencionada por 

Hardiansyah e colaboradores (2014). Os autores compararam a I% de doxorrubicina 

em lipossomas e magnetolipossomas a base de DSPC. A I% da doxorrubicina foi 22,1 

e 15,5% nos lipossomas e magnetolipossomas, respectivamente (Hardiansyah et al., 

2014). 

 

5.7 Eficiência de encapsulamento da quercetina (fármaco-modelo) nos magneto-
lipossomas 

A quantificação da concentração de quercetina incorporada nos magnetolipos-

somas foi determinada por espectroscopia UV-vis a 367 nm. Experimentos controle 

foram realizados em magnetolipossomas puros, na ausência da quercetina. Os resulta-
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dos de EEq%, bem como os resultados da concentração de quercetina (em mg mL-1) 

verificado nos magnetolipossomas contendo quercetina (amostra ML_QC) estão apre-

sentados na Tabela 24. 

 

Tabela 24: Determinação da concentração e do percentual de eficiência de 

encapsulamento (EEq%) de quercetina, nas amostras de magnetolipossomas, através da 

técnica de espectroscopia UV-vis. 

 Parâmetro UV-vis 

ML_QC [quercetina], mg mL-1 0,0088 ± 0,001 

 EEq% 56,05 

Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão, n = 3. 

 

Com a finalidade de verificar e quantificar o conteúdo total de quercetina que ha-

via sido adicionado nos magnetolipossomas de ASO, antes da etapa de centrifugação 

(que foi realizada para retirar a parte de quercetina não encapsulada), a determinação 

da concentração de quercetina por UV-vis também foi realizada. Assim, na amostra de 

magnetolipossomas contendo quercetina (sem passar pela etapa de centrifugação), 

ML_QC, a concentração de quercetina encontrada foi de 0,0157 ± 0,001mg mL-1. Esse 

valor foi utilizado para determinar a EEq%, como mencionado na seção 4.4. 

A configuração planar da quercetina que facilita sua intercalação entre as molé-

culas de fosfolipídios explica a sua alta afinidade com lipossomas (Van Dijk et al., 

2000). Lipossomas preparados com uma mistura de fosfatidilcolina de ovo, colesterol e 

quercetina em uma proporção molar de 1:1:2 apresentaram uma EEq% entre 62 - 81% 

(Priprem et al., 2008). Em outros trabalhos, a quercetina quando inserida em liposso-

mas constituídos de lecitina de soja preparados pelo método de emulsificação apresen-

tou uma EEq% de 69,42% (Gang et al., 2012), o que é similar aos resultados deste tra-

balho. 



 149 

 

 

 

 

5.8 Caracterização dos magnetolipossomas contendo quercetina (fármaco-
modelo) 

Neste capítulo, a influência da quercetina na dinâmica molecular das membra-

nas lipídicas dos magnetolipossomas foi avaliada. Como mencionado anteriormente, a 

localização da quercetina, bem como sua influência sobre as propriedades físico-

químicas dos magnetolipossomas de ASO (concentração inicial de NPM igual a 0,2 mg 

mL-1, equivalente à proporção inicial de NPM:ASO de 0,002 (m/m)), e concentração 

inicial de quercetina igual a 0,15 mg mL-1, equivalente à proporção inicial de quercetina: 

ASO de 0,0015 (m/m)), foram investigadas pelas seguintes técnicas instrumentais: 

HATR-FTIR, RMN 31P, RMN 31H, DSC e UV-vis. 

Para o estudo da influência da quercetina na dinâmica de regiões específicas do 

lipídio, através do estudo dos seus movimentos vibracionais, foram obtidos espectros 

de HATR-FTIR do magnetolipossomas puro e contendo quercetina, como mostra a Fi-

gura 56.  

A influência da quercetina nos valores de frequência e largura de banda referen-

tes as regiões polar, interfacial e hidrofóbica dos magnetolipossomas de ASO, estão 

apresentadas na Tabela 25. Tais resultados serão complementados a partir das análi-

ses realizadas com as outras técnicas instrumentais citadas anteriormente, de acordo 

com a região lipídica estudada. 
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Figura 56: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliações: Magnetolipossomas de ASO: 

puro (ML) e contendo quercetina (ML_QC). Razão de NPM: ASO de 0,002 (m/m) e quercetina: 

ASO de 0,0015 (m/m). 

 

Tabela 25: Valores de frequência e largura de banda e suas variações () encontradas 

no espectro de HATR-FTIR para picos de grupos específicos do fosfolipídio presente nos 

magnetolipossomas puros (ML) e contendo quercetina (ML_QC). 

 
ML_QC ML ∆ ML_QC ML ∆ 

 Frequência (cm-1) Largura a 75% da altura do pico (cm-1) 

as CH2 2924,72 2924,09 - 6,44 6,44 - 

s CH2 2852,72 2852,72 - 6,44 6,44 - 

 C=O 1734,01 1734,01 - 10,00 6,44 3,56 

as PO2− 1219,01 1219,01 - 11,67 11,11 0,56 

as N+(CH3)3 972,12 972,12 - - - - 

Razão de NPM: ASO de 0,002 (m/m) e quercetina: ASO de 0,0015 (m/m). 
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5.8.1 Interação da quercetina com a região polar dos magnetolipossomas 

Como pode ser observado na Tabela 25, comparando-se o espectro de magne-

tolipossomas de ASO puro (ML) com o espectro de magnetolipossomas na presença 

de quercetina (ML_QC), não houve variação na frequência referente ao estiramento 

axial do grupo fosfato (as PO2−) lipídico. Para esse sistema, através da técnica de 

HATR-FTIR, os resultados obtidos indicam que a quercetina não influenciou no número 

de ligações de hidrogênio entre o grupo fosfato lipídico e a água (Lopezgarcia et al., 

1993).  

A Figura 56 apresenta uma ampliação do espectro de HATR-FTIR da região de 

banda do estiramento axial assimétrico do grupo fosfato (as PO2−). Os resultados cal-

culados para variação da largura nessa região são apresentados na Tabela 25. Através 

dos resultados, não foi verificada influência significativa da quercetina nos valores de 

largura da banda, referente ao estiramento axial assimétrico do grupo fosfato, indican-

do que a quercetina não influencia na fluidez da membrana nesta região. 

Em adição, ensaio de RMN de 31P foram realizados, para a obtenção de infor-

mações sobre o efeito da quercetina na dinâmica rotacional do grupo fosfato. Os es-

pectros obtidos são mostrados na Figura 57. Os espectros obtidos apresentaram a 

mesma forma dos magnetolipossomas estudados na seção I deste trabalho: associa-

ção em fase HII (Rand et al., 1971; Higashi et al., 1987). Em adição, a inserção da 

quercetina não ocasionou alteração da fase HII dos magnetolipossomas. Sabe-se que 

os complexos de flavonoides e metais podem influenciar o comportamento da fase de 

fosfatidiletanolamina, como a transição de bicamadas para HII de palmitoiloleoilfosfatidi-

letanolamina depois de interagir com o complexo quercetina-ferro (20 µmol L-1 de quer-

cetina para 10 µmol L-1 de NPM) (Kim et al., 2013). É possível que, neste trabalho a 

concentração de NPM não tenha sido suficiente para realizar uma transição de fase 

dos ML.  
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Figura 57: Espectros de RMN de 31P de magnetolipossomas de ASO puros (ML) e na 

presença de quercetina (ML_QC). 

 

Os valores da largura do pico, obtido a partir da equação de Seelig, Equação 9, 

foram obtidos para as amostras e estão listados na Tabela 26. A adição da quercetina 

ocasionou um aumento da largura do pico de equivalente a 9,4%. Assim, o resultado 

indica que a quercetina induz uma diminuição da liberdade de movimento do grupo fos-

fato dos magnetolipossomas de ASO (Timoszyk et al., 2004).Estudos sobre a interação 

entre apigenina e membranas de DPPC associam um efeito de rigidez na cabeça polar 

lipídica induzida por flavonoides através da formação de ligações de hidrogênio 

(Pawlikowska-Pawlega et al., 2013). Assim, na ausência de ligações de hidrogênio en-

tre quercetina-fosfato em ML_QC, o efeito de ordenamento na região do grupo fosfato 

pode ser devido a uma interação física entre NPM e o flavonoide (complexo quercetina-

ferro) (Kim et al., 2013). 
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Tabela 26: Influência da quercetina nos magnetolipossomasde ASO nos valores de 

largura obtidos a partir dos espectros de RMN 31P. 

 ML_QC ML ∆ 

largura (ppm) 18,14 16,58 1,56 

A largura foi medida em relação aos tensores paralalos e perpendiculares dos 

movimentos do núcleo de fósforo obtidos no espectros de RMN 31P. 

 

O comportamento do grupo colina foi estudado a partir da análise dos espectros 

de HATR-FTIR, as N+(CH3)3, Tabela 25. Os resultados obtidos mostraram que a quer-

cetina não induziu, significativamente, alterações nas interações dipolares entre o gru-

po colina e o grupo fosfato do fosfolipídio vizinho (Moreno et al., 2009). 

Para complementar os estudos realizados sobre a influência da quercetina no 

grupo colina foram realizados estudos de RMN de1H. A Figura 58 mostra a curva refe-

rente do sinal de FID após pulsos de inversão e recuperação nos magnetolipossomas. 

Os valores de T1 obtidos estão mostrados na Tabela 27. A inserção da quercetina au-

mentou o T1 em torno de 20%: de 1,58 s (verificado no sistema ML) para 1,86 s (verifi-

cado no ML_QC). Assim, as alterações observadas nos valores de T1, obtidas para a 

região do grupo colina, refletem variações nos movimentos deste grupo, indicando uma 

redução da mobilidade molecular induzida pela quercetina (Brown, 1984; Bloom e 

Thewalt, 1994). Em trabalho divulgado por Pawlikowska-Pawlęga (2014) e colaborado-

res foi verificado que a inserção de quercetina em lipossomas de DPPC também ocasi-

onou um ordenamento na parte polar do fosfolipídio. 
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Figura 58: Curvas referentes à relaxação longitudinal dos hidrogênios da colina (-

N+(CH3)3, região entre 3,2-3,4 ppm no espectro de RMN 1H) em magnetolipossomas de ASO 

na ausência (ML, quadrados) e na presença de quercetina (ML_QC, círculos). 

 

Tabela 27: Influência da quercetina nos valores de tempo de relaxação longitudinal (T1) 

dos hidrogênios da colina, N+(CH3)3, região entre 3,2-3,4 ppm nos magnetolipossomas. 

 ML_QC ML ∆ 

T1 (s)  1,86 1,58 0,28 

 

5.8.2 Interação da quercetina com a região de interface dos magnetolipossomas 

Os dados de HATR-FTIR, Tabela 25, indicaram que a presença da quercetina 

não provocou alterações na frequência referente ao estiramento axial do grupo carboni-

la (C=O). A ampliação do espectro de HATR-FTIR na região do estiramento axial do 

grupo carbonila (1734,01 cm-1) presente no fosfolipídio, esta apresentada na Figura 56. 

Através da análise da largura da banda referente ao grupo carbonila lipídico, observou-

se que a presença da quercetina provocou um aumento de 3,56 cm-1 na largura de 

banda nesta região. Este aumento indica que a inserção da quercetina ocasionou um 

aumento na fluidez da membrana para estes sistemas na região de interface. A con-

formação planar assumida pela quercetina, bem como, sua interação via ligações de 
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hidrogênio entre seus próprios grupos hidroxílicos e os grupos polares no segmento C-

O-P-O-C dos fosfolipídios podem ser responsáveis pela modificação do grau de orde-

namento da bicamada lipídica (Saija, Scalese, et al., 1995; Pawlikowska-Pawlega et al., 

2014). 

 

5.8.3 Interação da quercetina com a região apolar dos magnetolipossomas 

A ampliação do espectro de HATR-FTIR na região da banda do estiramento as-

simétrico e simétrico dos metilenos do grupo acil lipídico (as CH2 e as CH2, respecti-

vamente) e os valores de frequência para os sistemas de magnetolipossomas puros e 

contendo quercetina estão apresentados na Figura 56 e Tabela 23. O encapsulamento 

da quercetina não provocou alterações na frequência para esta região, indicando que a 

presença da quercetina não alterou o número de ligações gauche no sistema lipídico 

(Moreno et al., 2009). 

A fim de obter maiores informações sobre a influência da quercetina na dinâmica 

lipídica da região acil de lipossomas de ASO, foram realizadas medidas de T1, a partir 

de RMN de 1H. As curvas referentes à intensidade do pico de RMN de hidrogênios pre-

sentes nos metilenos da cadeia acil (1-2 ppm), com e sem quercetina, ao tempo de in-

tervalo entre pulsos de radiofrequência estão demonstradas na Figura 59. 
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Figura 59: Curvas referentes à relaxação longitudinal dos hidrogênios dos metilenos da 

cadeia acil (CH2, região entre 1-2 ppm no espectro de RMN 1H) em magnetolipossomas de 

ASO na ausência (ML, quadrados) e na presença de quercetina (ML_QC, círculos). 

 

A partir destas curvas, os valores de T1foram calculados para a região lipídica 

em estudo e estão apresentados na Tabela 28. Para o magnetolipossomas de ASO o 

valor de T1 obtido foi de 1,46 s, já a inserção da quercetina nos magnetolipossomas de 

ASO, o valor de T1 foi de 0,48 s. Esse decréscimo no valor de T1 (de 0,98 s) indica que 

a inserção da quercetina aumentou a mobilidade na região acil. 

 

Tabela 28: Influência da quercetina nos valores de tempo de relaxação longitudinal (T1)  

dos hidrogênios da cadeia acil (CH2, região entre 1-2 ppm no espectro de RMN 1H) nos 

magnetolipossomas de ASO. 

 ML_QC ML ∆ 

T1 (s) 0,48 1,46 0,98 

 

Em adição, para a compreensão sobre o efeito da quercetina na região apolar 

dos magnetolipossomas de ASO foram realizados ensaios de DSC. As curvas obtidas 
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para os magnetolipossomas de ASO puro e na presença de quercetina, bem como os 

valores de ΔH e de Tm, estão apresentados na Figura 60 e Tabela 29. Os resultados 

mostraram que a adição da quercetina nos magnetolipossomas de ASO ocasionou 

uma diminuição nos valores de ΔH (0,1267 J g-1) e de Tm (3,66 °C). Os resultados indi-

cam que a quercetina promoveu um rearranjo molecular na fosfatidilcolina para um es-

tado menos ordenado, ou seja, com maior mobilidade.  

Günther e colaboradores (2015) verificaram que a presença de quercetina em li-

possomas de DPPC ocasionou a fluidificação da membrana (Gunther et al., 2015). Este 

efeito fluidificante pode ser devido à introdução de moléculas de quercetina na estrutu-

ra ordenada da bicamada lipídica que atua como um espaçador, em tal estrutura, cau-

sando uma desestabilização do mosaico lipídico, e por consequência, uma diminuição 

na Tm (Saija, Bonina, et al., 1995). A interação de moléculas de quercetina com a inter-

face lipídica ocasiona uma modificação estrutural das cadeias acil (inclinação) perto da 

região de interface (Movileanu et al., 2000). Esse resultado também foi sustentado pe-

las análises de RMN 1H. 

 

 
Figura 60: Curvas de DSC dos magnetolipossomas de ASO na ausência (ML) e na 

presença de quercetina (ML_QC). 
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Tabela 29: Influência da quercetina nos valores de variação de entalpia (ΔH) e 

temperatura de transição de fase (Tm) nos magnetolipossomas de ASO. 

 ML_QC ML ∆ 

ΔH (J g-1) 0,1562 0,2829 0,1267 

Tm (°C) -30,59 -26,93 3,66 

 

A influência global da quercetina (razão quercetina/ASO (m/m) igual a 0,0015) 

nos magnetolipossomas de ASO foi monitorada através de ensaios de turbidez a 400 

nm, Tabela 30. A adição da quercetina nos magnetolipossomas de ASO ocasionou um 

aumento nos valores de absorbância de 0,064 u.a. Assim, o aumento dos valores de 

absorbância está relacionado ao aumento do tamanho médio desses sistemas 

(Matsuzaki et al., 2000). Conforme as medidas de DLS, a inserção da quercetina no 

sistema ocasionou um aumento no valor de <D> de 63 nm, o que está de acordo com 

os dados de turbidez obtidos. 

 

Tabela 30: Influência da quercetina nos valores de turbidez, medida a 400 nm, nos 

magnetolipossomas de ASO. 

 ML_QC ML ∆ 

Abs (u.a.) 0,613 ± 0,003 0,549 ± 0,003 0,064 

Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Em resumo, a inserção da quercetina nos magnetolipossomas reduziu a I% das 

NPM de maghemita em 11%, mostrando uma competição entre o flavonoide e as NPM 

em uma região específica do sistema. A peroxidação lipídica dos magnetolipossomas 

foi prevenida 8 vezes pela presença da quercetina. Os resultados de RMN de 31P e 1H 

mostraram que a quercetina não alterou o estado da fase do sistema hexagonal inverti-

do, mas diminui a mobilidade da parte polar lipídica. O flavonoide também pareceu ori-
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entar o grupo de colina acima do plano fosfato da membrana, conforme indicado pelos 

valores do sistema de potencial zeta.  

As respostas de FTIR, RMN e DSC mostraram que a quercetina desordenou as 

regiões de interface e hidrofóbicas dos magnetolipossomas. A quercetina, pareceu es-

tar localizada na região de interface dos magnetolipossomas, diminuindo a comunica-

ção intermolecular lipídica nas regiões de interface e hidrofóbicas. Um esquema simpli-

ficado, determinado através das comparações entre os dados obtidos por diferentes 

técnicas dos magnetolipossomas contendo quercetina aos magnetolipossomas puros, 

está apresentados na Figura 43.  

 

 
Figura 61: Esquema simplificado do efeito da QC nos magnetolipossomas (sistema 

ML_QC) em relação aos seus controle (ML) na dinâmica molecular lipidica avaliados por 

diferentes técnicas instrumentais. A percentagem de incorporação da NPM nestes 

magnetolipososmas, bem como o  diâmetro médio <D> verificado pela técnica de DLS logo 

após o prepararo também estão apresentados. 

 

5.9Estudos de magnetização das nanopartículas magnéticas e magnetoliposso-
mas 

A curva de magnetização mostrada na Figura 62 exibe o comportamento magné-

tico das NPM puras. As NPM apresentaram Hc de 111 Oe, Ms de 63,3 emu g-1 e Mr de 
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15,1 emu g-1. Esses resultados estão próximos com valores citados na literatura 

(Wahajuddin e Arora, 2012; Kucheryavy et al., 2013; Cao et al., 2016). 

 

 
Figura 62: Curva de magnetização da NPM em pó a temperatura ambiente. 

 

A temperatura ambiente, as NPM de maghemita apresentaram fator de quadra-

tura de 0,25, indicativo de material ferrimagnético (Buschow 2005). Em materiais ferri-

magnéticos os átomos possuem momentos de dipolo permanentes que interagem entre 

si, causando alinhamento antiparalelo e desigual, e na presença de um campo magné-

tico externo alinham-se na direção e sentido do campo aplicado sendo assim atraídos 

por campos magnéticos (Callister Jr., 2012). Era esperado que as NPM apresentassem 

comportamento superparamagnético. Entretanto, para apresentarem tal comportamen-

to as NPM necessitam ter um tamanho menor que 20 nm (Ajroudi et al., 2014) e o valor 

de tamanho encontrado através da técnica de difração de raios X para as NPM utiliza-

das neste trabalho, foi de 35,5 nm. 

A curva de magnetização mostrada na Figura 63exibe o comportamento magné-

tico dos magnetolipossomas. Em comparação a NPM na forma livre, os magnetolipos-

somas puros apresentaram menor valor de magnetização de saturação em 5,5 emu g-1. 

Como relatado em outros trabalhos, a incorporação de NPM em sistemas lipossomais 
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deve ocasionar uma diminuição nos valores de magnetização de saturação (Rodrigues 

et al., 2017). 

 

 
Figura 63: Curva de magnetização das amostras de magnetolipossomas: puros (ML) e 

contendo quercetina (ML_QC) a 37 °C. 

 

Os ciclos de histerese magnética dos magnetolipossomas exibem comportamen-

to magnético típico de material superparamagnético, ou seja, na aplicação de um cam-

po magnético externo, as NPM tornam-se magnetizadas até sua Ms e, na remoção do 

campo magnético, não apresentam mais nenhuma interação magnética residual (Callis-

ter Jr., 2012). As amostras não apresentaram Mr, indicando que a incorporação em li-

possomas favorece o comportamento superparamagnético das NPM de maghemita. 

Assim, a produção de magnetolipossomas de ASO pelo método de FR é um preparo 

simples e que gera um sistema estável, com propriedade de superparamagnetismo, o 

que pode viabilizar o uso do magnetolipossoma como sistema carreador, ou de libera-

ção prolongada de fármaco. 

A curva de magnetização do magnetolipossoma contendo quercetina (amostra 

ML_QC) está mostrada na Figura 63. Esta curva apresenta um comportamento típico 

de material superparamagnético. O valor de Ms encontrado para os magnetolipossoma 
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contendo quercetina foi de 52,5 emu g-1. A inserção da quercetina ocasionou uma pe-

quena diminuição nos valores da Ms (1,2 emu g-1). 

A presença de polímeros, moléculas orgânicas ou surfactante na superfície de 

NPM pode diminuir a Ms devido a um aumento da constante de energia de anisotropia 

magnética e da supressão dos momentos magnéticos de superfície (Berkowitz et al., 

1980; Dresco et al., 1999). Neste contexto, a Ms foi 2,2% menor para a amostra ML_QC 

do que para a amostra ML que pode ser devido à adição de moléculas de quercetina 

que também podem interagir com a superfície das NPM e diminuir um pouco mais a 

magnetização. Além disso, os valores de Ms encontrados para os magnetolipossomas 

puros e contendo quercetina permaneceram em uma região de campo sensível a ex-

posição de ímãs externos (por exemplo, ímãs de neodímio) tornando-os promissores 

para aplicação em terapias antitumorais (Ding et al., 2012). 

 

5.10. Ensaio Biológico: MTT 

Visto que a peroxidação lipídica (dados descritos no item 5.6) também está rela-

cionada com o processo de tumorigênese e com alterações nas propriedades físico-

químicas da membrana (item 5.7), procurou-se obter mais informações sobre uma pos-

sível relação entre os efeitos antioxidantes e antitumorais observados na quercetina, e 

sua influência na dinâmica molecular das membranas de magnetolipossomas. Os re-

sultados referentes ao estudo de atividade antitumoral estão descritos a seguir. 

Para determinar o efeito dos magnetolipossomas contendo quercetina sobre a 

viabilidade celular das linhagens de glioma C6, estas foram expostas a magnetolipos-

somas puros e contendo quercetina durante 24h. Controles contendo NPM (dispersas 

em tampão, em uma concentração de 0,2 mg mL-1), lipossomas-controle puros (amos-

tra LP, contendo somente ASO em uma concentração de 100 mg mL-1) e contendo 

quercetina (amostra LP_QC, contendo quercetina em uma proporção de quercetina: 
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ASO igual a 0,0015, m/m) também foram analisados. No final da incubação, foi realiza-

do o ensaio MTT, como descrito na seção 4.8.  

Como mostrado na Figura 64, a exposição das células de glioma C6 à magneto-

lipossomas de ASO contendo quercetina na concentração de 50 μmol L-1, resultou em 

uma redução da viabilidade celular em 44,93%. Comparado com a atividade do magne-

tolipossoma, que reduziu a viabilidade em 33,88%, ML_QC foi 11% mais eficiente so-

bre as células C6. Além disso, ML_QC e ML foram, respectivamente,16% e 5% mais 

eficientes que o controle contendo NPM. O sistema LP_QC foi 12% mais ativo sobre as 

células C6 do que o controle LP (ambos reduziram a viabilidade celular em 38,77 e 

26,12 %, respectivamente) evidenciando um efeito da quercetina na viabilidade celular.  

Zamim e colaboradores (2009) avaliaram o efeito da quercetina na forma livre 

sobre viabilidade celular de células C6 (Zamin et al., 2009). A quercetina quando em 

concentrações de 25 e 100 µmol L-1 reduziu a viabilidade das células em, respectiva-

mente, 10 e 30%, após 24 horas de incubação. Na presente Tese, porém os sistemas 

contendo quercetina incorporada em lipossomas e em magnetolipossomas ocasionou 

uma redução da viabilidade de 38,77 e 44,93%, respectivamente. Assim, o encapsula-

mento da quercetina pareceu ser mais efetiva quanto ao crescimento das células C6 

nos sistemas de magnetolipossomas.  

Wang e colaboradores(2012) avaliaram o efeito sobre células C6 de lipossomas 

a base de distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE)/ polietilenoglicol contendo quercetina 

(Wang et al., 2012). Os resultados demonstraram que os lipossomas contendo querce-

tina em uma concentração de 50 μmol L-1 (a mesma concentração avaliada nessa Te-

se) reduziu a porcentagem de células viáveis em, aproximadamente, 25% (Wang et al., 

2012). Este dado é inferior ao obtido no presente trabalho. Vale mencionar que o grupo 

experimental, utilizado por Wang e colaboradores (2012), tratado apenas com liposso-

mas de DSPE não alterou a viabilidade das células C6, já nos lipossomas de ASO ava-

liados neste trabalho (amostra LP) foi verificada uma redução da viabilidade celular de 

26,12%. Lipossomas constituídos de DMPC mostraram um efeito, in vitro, inibitório no 
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crescimento de células derivadas da leucemia promielocítica humana em cerca de 25% 

(Nagami et al., 2006). 

 

 
Figura 64: Influência da quercetina nos magnetolipossomasde ASO na viabilidade 

celular das linhagens C6 após 24h de tratamento. ML_QC: lipossomas de ASO contendo NPM 

e quercetina (com razões iniciais m/m NPM: ASO = 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015); ML: 

lipossomas de ASO contendo NPM (com razões iniciais m/m NPM: ASO = 0,002); LP_QC: 

lipossomas de ASO contendo quercetina (com razões iniciais m/m quercetina: ASO = 0,0015); 

LP: lipossomas de ASO; NPM: nanopartículas de maghemita dispersas em tampão (com 

concentração 0,2 mg mL-1). A concentração de quercetina usada foi 50 µmol L-1. n = 15 poços, 

ANOVA seguido pelo teste Tukey-Kramer. *** p <0.001 (diferença a partir do controle) && p 

<0.01 (diferença comparando a quercetina incorporada nos lipossoma ou magnetolipossomas e 

seus respectivos controles). C: controle (DMEM). 

 

Os grupos hidroxílicos e os orbitais conjugados através dos quais a quercetina 

pode doar elétrons ou íons de hidrogênio, bem como eliminar H2O2 e ânions superóxi-

dos tornam a quercetina um excelente agente antioxidante através da eliminação de 

radicais livres (Heijnen et al., 2001). Também é possível que a hidrofobicidade da 

quercetina tenha um papel considerável para reduzir a viabilidade das células C6, uma 

vez que a inserção de NPM em bicamadas lipídicas (ML) não afetou significativamente 
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a respiração mitocondrial celular (a variação na viabilidade celular das células C6 após 

interação com ML e LP foi de cerca de 7%).  

A redução da viabilidade celular ocasionado pelas NPM se deve, provavelmente, 

por processos de agregação e mecanismos oxidativos nas células (Yarjanli et al., 

2017). No entanto, é importante notar que nenhum campo magnético foi aplicado nes-

tas experiências. A aplicação de uma força magnética externa em lipossomas 

magnéticos contendo transferrina e artemisina aumentou a morte celular de MCF-

7(Gharib et al., 2014). Venugopal e colaboradores (2016) avaliaram a citotoxicidade 

das NPM carregadas com doxorrubicina em células de glioma C6. Os resultados mos-

traram uma melhor redução da viabilidade celular nas amostras em que um campo 

magnético foi aplicado (Venugopal et al., 2016).  

Em destaque, vale ressaltar que, sem a presença de um campo magnético, o 

sistema ML_QC foi mais eficiente (cerca de 45%) na redução da viabilidade celular C6 

que os sistemas ML, MNP, LP_QC e LP. Além disso, a inserção da quercetina ocasio-

nou uma redução (8 vezes) do processo de peroxidação lipídica ocasionado pela NPM.  

O ordenamento do grupo polar lipídico, bem como a formação de complexos que 

aumentam a rigidez da bicamada lipossomal tendem a aumentar a ação antioxidante 

frente à peroxidação lipídica (Gabrielska et al., 2006). As alterações da dinâmica lipídi-

ca, como o aumento da fluidez nas regiões de interface e hidrofóbicas nos magnetoli-

possomas de ASO, podem ter influenciado na atividade antitumoral da quercetina, visto 

que as membranas de células tumorais são mais desorganizadas e fluidas do que as 

normais (Yu et al., 1999). Em adição ao caráter antioxidante e a atividade antitumoral 

da quercetina já estabelecido para a quercetina, o seu encapsulamento em magnetoli-

possomas de ASO pode ter facilitado a interação entre a quercetina e a membrana das 

células tumorais. Assim, a amostra de magnetolipossoma contendo quercetina, 

ML_QC, preparada pelo método de FR (usando como solvente o tampão tricina e com 

a adição da NPM na etapa de dissolução do fosfolipídio) mostra-se um sistema com 

atividade antitumoral promissora contra células de glioma. 
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5.11 Correlação entra a atividade antitumoral com as propriedades dos magneto-
lipossomas contendo quercetina 

A quercetina, pareceu estar localizada na região de interface dos magnetolipos-

somas, desordenando-a e diminuindo a comunicação intermolecular lipídica. Para o 

sistema ML_QC na Figura 65 está apresentado um esquema que ilustrando os efeitos 

relacionados à interação da NPM/quercetina com os fosfolipídios dos lipossomas de 

ASO verificado neste trabalho. Neste esquema, é mostrada a interação da NPM e da 

quercetina com o grupo polar do fosfolipídio em questão. Além disso, a orientação do 

grupo colina para acima do grupo fosfato em relação ao plano da bicamada lipídica de-

vido a inserção da quercetina. 

 

 
Figura 65: Representação esquemática da interação molecular entre a NPM/quercetina 

e os lipossomas de ASO preparados pelo metodo de evaporação em fase reversa. A 

quercetina ordenou a região polar e desordenou as regiões de interface e hidrofóbica da 

membrana e guiou o plano do grupo colina para acina do plano do grupo fosfato. 

 

O efeito de aumento na ordem do grupo polar lipídico dos magnetolipossomas 

contendo quercetina parece estar relacionado com a elevada ação antioxidante verifi-
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cada. A formação de complexos que aumentam a rigidez da bicamada lipossomal ten-

dem a aumentar a ação antioxidante frente à peroxidação lipídica, reduzindo a mobili-

dade dos radicais livres na bicamada lipídica (Gabrielska et al., 2006). Além disso, a 

inserção da quercetina não influenciou no comportamento superparamagnético verifi-

cado nos magnetolipossomas e reduziu em cerca de 45% de viabilidade celular C6 

sem a aplicação de um campo magnético. 

As células tumorais por apresentarem tipicamente maior fluidez e menor estabi-

lidade frente às células saudáveis podem ser estabilizadas através da redução da flui-

dez de membranas (Arora et al., 2000). Isto pode implicar em uma importante capaci-

dade antitumoral por ocasionar uma maior susceptibilidade das células tumorais aos 

oxidantes (Gabrielska et al., 2006). Assim, o enrijecimento da região polar, devido à 

formação de complexos, entre a quercetina e as NPM, pode ser um mecanismo de 

ação importante no combate ao câncer (Matsuda et al., 1994). 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Diante da grande aplicabilidade dos magnetolipossomas, sistemas constituídos 

de ASO e NPM de maghemita foram preparados por dois métodos. Para cada um dos 

sistemas preparados, a estabilidade, percentagem de incorporação, processos de oxi-

dação e dinâmica molecular foram avaliados. Estes dados foram complementados por 

estudos de caracterização dos efeitos da NPM em regiões específicas dos lipídios, bem 

como sua correlação com a atividade antioxidante e antitumoral.  Os resultados mais 

importantes inferiram que: 

1. O método de preparo de magnetolipossomas influenciou em todos os parâme-

tros citados acima, principalmente ao considerar variáveis, como o solvente utilizado. O 

uso do tampão no preparo dos magnetolipossomas proporcionou a obtenção de mag-

netolipossomas menores, mais fluidos e estáveis.  

2. O método de HV proporcionou a obtenção de magnetolipossomas com maior 

I% de NPM (80-90%) e com valores de diâmetro médio entre 450-550 nm. Esses sis-

temas apresentaram maiores valores de PDI (0,54 e 0,63) menor estabilidade (sofren-

do oxidação após 20 dias de preparo), quando comparados aos magnetolipossomas 

preparados pelo método FR. Uma forte interação eletrostática entre as NPM com o 

grupo fosfato e colina lipídicos, e a diminuição da fluidez da região polar, foi verificada. 

A região hidrofóbica lipídica tornou-se mais fluida após inserção das NPM. O preparo 

dos magnetolipossomas com tampão tricina/ MgCl2 (pH 7,4) parece ter influenciado na 

maior I% das NPM, bem como, no ordenamento e no maior grau de hidratação dos 

magnetolipossomas, quando comparado com os sistemas preparados com água. Tais 

respostas, parecem estar relacionadas a efeitos provindos dos íons presentes no tam-

pão, que aumentaram a força iônica do sistema. 
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3. O método de FR proporcionou a obtenção de magnetolipossomas de menores 

tamanhos (<D> entre 220-290 nm), com menores valores de I% (60-70%), PDI (0,48-

0,52) e estáveis por um maior período, comparados aos produzidos por HV. 

A etapa de adição da NPM influenciou a I% nos magnetolipossomas, sendo que 

os magnetolipossomas em que a inserção da NPM ocorreu durante a etapa de dissolu-

ção do fosfolipídio apresentou maiores concentrações de NPM incorporada. Porém, 

não foi verificada influência da etapa de adição da NPM sobre o tamanho, estabilidade 

e dinâmica dos grupos lipídicos. Já a presença de tampão, durante o preparo, assim 

como, nos sistemas produzidos por HV, contribuiu na redução de tamanho e fluidifica-

ção da membrana, em relação aos magnetolipossomas preparados em água. A região 

de interface e apolar dos fosfolipídios dos magnetolipossomas preparados pelo método 

de FR, apresentou-se mais ordenada após inserção da NPM, quando comparados aos 

lipossomas sem NPM. O menor tamanho dos magnetolipossomas preparados pelo mé-

todo de FR, e, por consequência, menores empacotamento e ordenamento dos grupos 

polares lipídicos, poderiam estar facilitando uma interação da NPM com a regiões de 

interface e hidrofóbicas.  

A produção de magnetolipossomas de ASO pelo método de FR, especialmente, 

quando o tampão tricina foi utilizado, mostrou-se um preparo simples e que gera um 

sistema mais estável que HV, o que pode viabilizar o uso do magnetolipossoma como 

sistema carreador ou de liberação prolongada de fármaco. Dentre todos os magnetoli-

possomas avaliados neste trabalho, o método de FR, bem como o uso do tampão e 

adição da NPM na etapa de dissolução do fosfolipídio (amostra denominada 

FRa(2)_NP) proporcionaram a obtenção de um sistema mais estável, com menor vari-

ação de tamanho ao longo do tempo, satisfatória I% e menor índice de peroxidação. 

Para este magnetolipossoma, as análises de SAXS evidenciaram a formação de mag-

netolipossomas multilamelares com bicamadas lipídicas mais organizadas em relação 

ao lipossoma-controle. 
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A estabilidade dos magnetolipossomas ainda é um desafio para o seu design, 

uma vez que suas membranas são suscetíveis a peroxidação por íons metálicos pre-

sentes em NPM, como ferro e cobre (Fagali e Catala, 2009; Kiwada et al., 1986). As-

sim, após a otimização do método de preparo, visando o aprimoramento da estabilida-

de dos magnetolipossomas, foi realizado o encapsulamento da quercetina (fármaco-

modelo) e sua influência sobre a estabilidade, I% das NPM, e dinâmica molecular nos 

magnetolipossomas foram avaliados.  

O efeito de ordenamento do grupo polar lipídico dos magnetolipossomas con-

tendo quercetina parece estar relacionado com a sua elevada ação antioxidante. A 

formação de complexos (quercetina com NP), que aumentam a rigidez da bicamada 

lipossomal, tendem a aumentar a ação antioxidante frente à peroxidação lipídica, redu-

zindo a mobilidade dos radicais livres na bicamada lipídica (Gabrielska et al., 2006).  

A inserção da quercetina não influenciou no comportamento superparamagnéti-

co verificado nos magnetolipossomas, e propiciou a redução em cerca de 45% da viabi-

lidade celular de células de glioma de rato sem a aplicação de um campo magnético. 

As células tumorais, por apresentarem tipicamente maior fluidez e menor estabilidade 

frente às células saudáveis podem ser estabilizadas através da redução da fluidez de 

membranas (Arora et al., 2000). Assim, o enrijecimento da membrana na região polar, 

devido a formação de complexos entre a quercetina e as NPM, pode ser um mecanis-

mo de ação importante no combate ao câncer (Matsuda et al., 1994).  

A quercetina tornou o potencial zeta dos magnetolipossomas mais positivos (3,0 

mV), podendo favorecer a endocitose mediada por adsorção na barreira hematoencefá-

lica (Vieira e Gamarra, 2016) em relação aos magnetolipossomas sem quercetina. 

Além disso, os sistemas de magnetolipossomas contendo quercetina, por apresenta-

rem valores de diâmetro médio em torno de 200 nm, tem promissora aplicação no tra-

tamento do câncer devido a possibilidade de penetrar seletivamente nos capilares do 

tumor, além de apresentarem um maior tempo de meia vida quando comparado a li-

possomas maiores (Liu et al., 1992). 
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Cabe relembrar, que as caracterizações físico-químicas detalhadas em nível mo-

lecular dos magnetolipossomas ainda são pouco descritas na literatura, principalmente 

considerando fontes lipídicas naturais como material componente. Além disso, apesar 

do extenso conhecimento documentado sobre a interação da quercetina com os lipos-

somas, até o momento não existem informações detalhadas sobre o comportamento do 

flavonoide nos magnetolipossomas. Diante do exposto, o conhecimento das proprieda-

des físico-químicas dos magnetolipossomas avaliados nesse trabalho contribuem para 

a escolha adequada de materiais de forma a aumentar a eficiência de sistemas de 

magnetolipossomas, seja como agente terapêutico ou carreador de fármacos antitumo-

rais.  

Em destaque, a produção de magnetolipossomas de ASO e maghemita conten-

do quercetina através de um método de preparo simples gerou um sistema estável, 

com propriedade de superparamagnetismo, o que pode viabilizar o uso dos magnetoli-

possomas como sistemas carreadores ou de liberação prolongada de fármaco. Além 

disso, a abordagem de interação molecular descrita neste trabalho é pioneira para a 

correlação e aplicação do design para sistemas de liberação de medicamentos basea-

dos em magnetolipossomas. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

 Os resultados e discussões descritos neste trabalho permitiram propor as se-

guintes perspectivas: 

A) Testar a quercetina incorporada em magnetolipossomas em diferentes ra-

zões molares, através de ensaios de RMN de 31P, para averiguar seus efeitos na 

cabeça polar e por RMN de 1H, para obter maiores informações sobre seus efei-

tos na cadeia apolar dos lipídios. Nestas condições experimentais, realizar os 

testes em diferentes associações de fosfatidilcolinas como o DMPC, variando a 

composição de acordo com a permeabilidade do sistema; 

B) Investigar os efeitos da quercetina em membranas através de estudos de 

anisotropia de fluorescência de sondas localizadas nas regiões apolares e inter-

facial dos lipídios, tais como o difenilhexatrieno e a merociania-540; 

C) Investigar os efeitos da quercetina nas regiões polares através do uso de 

reagentes de deslocamento para medidas de RMN 1H como o ferricianeto de po-

tássio, K3[Fe(CN)6], a partir da comparação entre os valores de integrais dos pi-

cos espectrais referentes aos hidrogênios ligados à porção colina localizada na 

face externa e interna da bicamada; 

D) Em complementação aos estudos de estabilidade, realizar estudos, em 

função do tempo, dos processos de peroxidação lipídica dos sistemas de mag-

netolipossomas, via ensaio de TBARS. 
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