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RESUMO 
 
O câncer é uma doença caracterizada por modificações no controle do crescimento 

e divisão das células causando o descontrole dessas divisões e promovendo a 

carcinogênese. Diferentes tipos de compostos naturais ou sintéticos podem ser 

avaliados quanto a sua potencial aplicação como um fármaco quimioterápico. As 

quinonas são compostos orgânicos com potencial antitumoral e seu núcleo 

quinônico está presente em alguns compostos que estão sendo utilizados 

clinicamente como fármacos antitumorais. Contudo, esses compostos quinônicos 

podem apresentar algumas limitações em seu uso como a solubilidade e toxicidade. 

Nesses casos, a nanotecnologia pode ser empregada com o objetivo de melhorar 

algumas dessas características e viabilizar o uso das quinonas. No presente estudo, 

nanocarreadores lipossomais contendo um derivado quinônico (UN4) foram 

preparados utilizando o método de hidratação do filme lipídico. As análises de 

tamanho de partícula, potencial zeta e taxa de encapsulação foram realizadas para 

determinar e avaliar as características do composto nanoencapsulado. O tamanho 

médio obtido, utilizando o método de hidratação do filme lipídico, foi de 31,35 nm 

para LUN4 e de 38,74 nm para LBR. Os valores de potencial zeta foram positivos, 

sendo +50 mV para LUN4 e +51,4 mV para LBR. Os lipossomas também foram 

avaliados quanto à citotoxicidade em linhagens tumorais pelo método do ensaio de 

MTT para verificar a eficiência dos efeitos antitumorais da combinação entre a 

substância e o lipossoma. A UN4 encapsulada apresentou alta citotoxicidade frente 

as linhagens tumorais testadas, com CI50 de 0,5763 µg/mL para SW620, 1,255 

µg/mL para MCF-7 e 1,363 µg/mL para SNB19. Logo, o nanosistema apresentou 

resultado promissor frente às linhagens testes e demonstrou menor valor de CI50 

frente a linhagem de câncer colorretal, porém a taxa de encapsulação obtida para a 

formulação escolhida para teste foi de 43%. Portanto, outros estudos de 

caracterização são necessários para completar o perfil farmacológico e avançar nos 

estudos clínicos como novo quimioterápico. 

Palavras-chave: Quinona, Antitumoral, Nanocarreadores Lipossomais 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Cancer is a disease characterized by modifications in the control of cell growth and 

division causing uncontrolled cell division and inducing carcinogenesis. Different 

types of natural or synthetic compounds can be evaluated for their potential 

application as a chemotherapeutic drug. Quinones are organic compounds with 

antitumor potential and their quinone structure is present in some compounds that 

are clinically used as antitumor drugs. However, these quinone compounds may 

have some limitations in their use such as solubility and toxicity. In such cases, 

nanotechnology may be employed to improve some of these characteristics and 

make the use of quinones viable. In the present study, liposomal nanocarriers 

containing a quinone derivative (UN4) were prepared using the lipid film hydration 

method. Particle size, zeta potential and encapsulation rate analyze were performed 

to determine and evaluate the characteristics of the nanoencapsulated compound. 

The average size obtained using the lipid film hydration method was 31.35 nm for 

LUN4 and 38.74 nm for LBR. The zeta potential values were positive, being +50 mV 

for LUN4 and +51.4 mV for LBR. Liposomes were also evaluated for cytotoxicity in 

tumor lineages using the MTT assay method to verify the effectiveness of the 

antitumor effects of the substance-liposome combination. The encapsulated UN4 

showed high cytotoxicity against the tumor lineages tested, with IC50 of 0.5763 µg / 

mL for SW620, 1,255 µg/mL for MCF-7 and 1,363 µg/mL for SNB19. The 

nanosystem showed promising results against the tested lineages and showed lower 

IC50 value compared to the colorectal cancer strain, but the encapsulation rate 

obtained for the formulation chosen for the test was 43%. Therefore, further 

characterization studies are needed to complete the pharmacological profile and 

advance clinical studies as a new chemotherapeutic agent. 

Keywords: Quinone, Antitumor, Liposomal Nanocarrie
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 CÂNCER  

O câncer é uma doença de incidência elevada, considerado um grande problema 

de saúde, e uma das principais causas de mortalidade. A exposição a diferentes 

fatores de risco associados ao desenvolvimento de câncer e o crescimento e 

envelhecimento da população têm como consequência o aumento do número de 

novos casos diagnosticados (WHO, 2018; BRAY et al., 2018). 

Para 2018, a estimativa mundial, computava a ocorrência de 18,1 milhões de 

novos casos e 9,6 milhões de óbitos, sendo o câncer de pulmão o mais comumente 

diagnosticado, correspondendo a 11,6% do total de casos.  Outros casos como o 

câncer de mama feminino (11,6%), câncer de próstata (7,1%) e câncer colorretal 

(6,1%) estariam entre os de maior incidência. Com relação a mortalidade, o câncer 

de pulmão também apresentando os maiores índices, com 18,4% do total de óbitos, 

seguido por outros casos como câncer colorretal (9,2%), câncer de estômago (8,2%) 

e câncer de fígado (8,2%) como causadores de mortalidade. Entre os homens os 

diagnósticos mais frequentes incluem câncer de pulmão, câncer de próstata e 

câncer colorretal. Para as mulheres, o câncer de mama lidera com maior número de 

diagnósticos e como a principal causa de mortalidade por câncer (BRAY et al., 

2018). 

No Brasil, a previsão era para a ocorrência de 600 mil novos casos de câncer 

no biênio de 2018-2019. Entre os casos analisados, os maiores em número de 

diagnósticos incluem câncer de próstata (68 mil) em homens e câncer de mama (60 

mil) em mulheres. Outros tipos mais incidentes para os homens incluem o câncer de 

pulmão (8,7%), de intestino (8,1%), de estômago (6,3%) e de cavidade oral (5,2%).  

Nas mulheres, casos como câncer de intestino (9,4%), colo do útero (8,1%), pulmão 

(6,2%) e tireoide (4,0%) também estão entre os mais recorrentes (Figura 1) (INCA 

2017b). 
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Figura 1: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil 

estimados para o ano de 2018, exceto pele não melanoma*. 

*Números arredondados para múltiplos de 10. Fonte: INCA 2017b. 

A formação de tumores ou neoplasias é ocasionada por modificações no 

circuito-controle responsável pelo crescimento e divisão das células que adquirem 

propriedades complementares que permitem o crescimento de tumores e a 

disseminação por metástase para outros locais. Essa alteração no padrão de 

crescimento celular normal gera tecidos complexos compostos por tipos celulares 

diferentes que adquirem características biológicas envolvidas no processo de 

patogênese tumoral e interagem entre si durante processos celulares, criando um 

microambiente celular que favorece a tumorigênese (HANAHAN; WEINBERG, 

2011). 

Como os tecidos normais, os tumores requerem nutrientes e oxigênio, bem 

como a capacidade de eliminar resíduos metabólicos e dióxido de carbono. A 

vascularização associada ao tumor, gerada pelo processo de angiogênese, fornece 

essas necessidades. Assim, durante a progressão do tumor, a angiogênese quase 

sempre permanece ativada, induzindo vasos sanguíneos normalmente quiescentes 

a continuamente gerar novos vasos que ajudam a sustentar a expansão e 

crescimento das células neoplásicas (HANAHAN; FOLKMAN, 1996). 

O processo de invasão e metástase prevê uma sucessão de mudanças 

biológicas em diferentes etapas, começando com invasão local, seguida pela 

entrada de células cancerígenas nos vasos sanguíneos e linfáticos, a passagem 

dessas células através dos sistemas linfáticos e circulatório, até o seu 
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extravasamento em tecidos distantes, formando nódulos de células cancerígenas, 

que crescem e se desenvolvem em tumores maiores (VALASTYAN; WEINBERG, 

2011). 

Essas alterações relacionadas a tumorigênese ocorrem em diferentes etapas 

do metabolismo, interferindo na interação entre as células e os metabólitos e 

afetando a atividade metabólica celular. O objetivo dessas modificações é permitir 

que as células cancerígenas mantenham uma proliferação desregulada e 

desenvolver um microambiente favorável ao crescimento e migração, através de 

mecanismos que afetam o influxo de metabólitos e a disponibilidade de nutrientes 

necessários, utilizando preferencialmente rotas metabólicas que contribuem para as 

propriedades tumorigênicas (PAVLOVA; THOMPSON, 2016). 

O tratamento contra o câncer pode variar dependendo do tipo, estágio e 

gravidade da doença. Os três principais tipos de tratamento incluem cirurgia, para 

remoção do tumor, radioterapia, através da exposição à radiação e quimioterapia, 

que consiste em um tratamento à base de fármacos, que interferem em diferentes 

processos tais como desenvolvimento, crescimento, disseminação e invasão de 

células cancerígenas. Esses tratamentos podem ser realizados de forma associada 

para obter resultados mais eficientes na terapia (MILLER et al., 2016; INCA, 2017a). 

 

1.2 QUINONAS 

Os compostos de origem natural ainda são de grande destaque na 

descoberta de novos fármacos devido a considerável diversidade química desses 

produtos (KOEHN; CARTER, 2005). A descoberta de compostos com propriedades 

farmacológicas contribui para o desenvolvimento de novos medicamentos, 

funcionando como uma fonte de pesquisa para a geração e síntese de derivados 

viáveis para uso no tratamento de doenças (THOMFORD et al., 2018). 

As quinonas são um grupo de compostos orgânicos caracterizados pela 

presença de uma estrutura básica comum. A estrutura do núcleo quinóide é formada 

por um anel aromático contendo dois grupamentos carbonilas que podem estar 

situados nas posições orto ou para. Esses compostos podem ser classificados pelo 

tipo de estrutura aromática que contém o anel da quinona, sendo benzoquinonas 

(Figura 2-a), aquelas que possuem um anel benzênico, naftoquinonas (Figura 2-b), 
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aquelas que possuem um anel naftalênico e antraquinonas (Figura 2-c), aquelas que 

possuem um anel antracênico (DA SILVA, FERREIRA, DE SOUZA, 2003; SOUZA; 

LOPES; ANDRADE, 2016).  

 

Figura 2: Classificação das quinonas nas formas para-quinona e orto-quinona. (a) 

Benzoquinonas, (b) Naftoquinonas, (c) Antraquinonas. 

Fonte: PEREYRA et al., 2019. 

 

São amplamente encontradas na natureza e podem ser extraídas de plantas, 

animais e diferentes microrganismos, como fungos e bactérias, e estão envolvidas 

em numerosos processos químicos e biológicos essenciais para os organismos. As 

quinonas possuem diferentes atividades biológicas e, portanto, correspondem a uma 

classe de compostos amplamente estudados (EL-NAJJAR et al., 2011). 

Compostos quinônicos e seus derivados sintéticos possuem diferentes 

propriedades farmacológicas como efeito antitumoral (ASCHE, 2005; DE OLIVEIRA; 

ALVES, 2002; BEGLEITER, 2000), anti-inflamatório (De ALMEIDA et al., 1990) e 

antimicrobiano (SOUZA et al., 2013). O potencial citotóxico de muitas quinonas torna 

esse grupo de substâncias relevante no desenvolvimento de fármacos 

antineoplásicos. Quinonas com efeitos antitumorais são objeto de pesquisa devido a 

sua atividade biológica e mecanismos de ação que podem variar dependendo da 

estrutura química e da presença de outros grupos funcionais (WELLINGTON, 2015; 

BOLTON et al., 2000; O'BRIEN, 1991). 

Com relação à toxicidade, as quinonas apresentam duas propriedades 

químicas principais que lhe proporcionam reatividade com os componentes químicos 

dos sistemas biológicos. Elas possuem as características de serem oxidantes e 

eletrofílicas, o que confere a capacidade de realizar conversões redox reversíveis. 
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Parte do mecanismo de ação das quinonas está relacionado a geração de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) formadas pela biorredução do núcleo quinóide por 

enzimas específicas e oxigênio, as quais são tóxicas e induzem apoptose (POWIS, 

1989; MONKS et al., 1992; BOLTON; DUNLAP, 2016). 

No ambiente celular normalmente existe a condição de homeostase entre 

espécies oxidantes e antioxidantes. O estresse oxidativo ocorre quando existe um 

desequilíbrio favorecendo o ambiente oxidante. Células cancerígenas estão sob 

considerável estresse oxidativo e essa condição pode levar a uma série de danos 

celulares. Diante disso, o uso de fármacos geradores de ERO pode elevar os níveis 

de estresse oxidativo e desencadear respostas como senescência, necrose e 

apoptose de forma seletiva (GUPTE; MUMPER, 2009). 

Outro mecanismo explorado nas quinonas é a capacidade de interagir com 

topoisomerases das células tumorais. Elas podem inibir ambos os tipos de 

topoisomerases I e II presentes nas células eucarióticas, sendo a topoisomerase II a 

principal associada à sua atividade citotóxica e alvo para muitos agentes 

antitumorais. Ambas as enzimas quebram o DNA usando um resíduo de tirosina 

catalítica e são essenciais para o funcionamento normal da célula. A função 

catalítica da topoisomerase II é essencial durante replicação, transcrição e 

recombinação da molécula de DNA. Qualquer alteração no seu equilíbrio é suficiente 

para induzir apoptose (KAWIAK et al., 2007; PEREYRA et al., 2019). 

Quinonas naturais e seus produtos modificados quimicamente são um 

importante recurso na busca por compostos citotóxicos. Muitas substâncias que 

possuem uma estrutura quinônica, como dactinomicina, antibióticos antraciclinas 

(daunorrubicina, doxorrubicina, idarrubicina e mitoxantrona), bleomicinas e a 

mitomicina-C, têm sido utilizadas clinicamente em quimioterapia no tratamento de 

câncer (GEWIRTZ, 1999; GALM et al., 2005; WOLKENBERG; BOGER, 2002; 

ZHANG  et al., 2006). 

As naftoquinonas, grupo de quinonas que possuem um anel naftalenico em 

sua estrutura, possuem propriedades citotóxicas que podem ser exploradas no 

desenvolvimento de novos tratamentos em câncer. O estresse oxidativo e a 

alquilação nucleofílica são dois mecanismos principais envolvidos nos efeitos 

gerados pelas naftoquinonas (BOLTON et al., 2000). Dentre as naftoquinonas 
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naturais destaca-se o lapachol que é um dos principais compostos extraídos de 

árvores do gênero Tabebuia (DA SILVA, FERREIRA, DE SOUZA, 2003).  

O lapachol (Figura 3-a) e seus derivados possuem atividade anticâncer com 

efeitos antiproliferativo e antimetastático tanto em teste in vivo como in vitro 

(EPIFANO et al, 2014).  Além dos efeitos antitumorais o lapachol apresenta outras 

propriedades farmacológicas como atividade antimicrobiana, antifúngica, antiviral, 

anti-inflamatória e leishmanicida. Um número significativo de derivados sintéticos 

relacionados ao lapachol tem mostrado notável atividade citotóxica in vitro 

(HUSSAIN et al., 2007; DA SILVA et al., 2012; ESTEVES-SOUZA et al., 2007).  

A β-lapachona (Figura 3-b) é um importante derivado do lapachol.  Ela possui 

diferentes propriedades farmacológicas que inclui antibacteriana e antifúngica 

(GUIRAUD et al., 1994; GOIJMAN; STOPPANI,1985). Além disso, possuem 

mecanismos que afetam DNA topoisomerases por inibição causando citotoxicidade 

(LEE et al., 2005). 

Figura 3: (a) Estrutura do lapachol e (b) estrutura da β-lapachona 

Fonte: PEREYRA et al., 2019. 

 

Vários outros compostos derivados do lapachol são sintetizados com o 

objetivo de melhorar sua atividade biológica e reduzir a toxicidade que pode afetar 

de maneira considerável as células saudáveis (DA SILVA JÚNIOR et al., 2007; 

FERREIRA et al., 2006). Santos et al. (2016) sintetizaram diferentes derivados e 

avaliaram a atividade citotóxica em linhagens tumorais humanas in vitro. Dentre os 

resultados obtidos, a oxima β–lapachona apresentou melhor atividade citotóxica nas 

linhagens testadas, demonstrando potencial no desenvolvimento de compostos 

antitumorais. 

Mesmo com a eficiência citotóxica das naftoquinonas contra diferentes 

linhagens celulares (KLOTZ, HOU; JACOB, 2014; KLAUS et al., 2010), esses 
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compostos possuem limitações em sua aplicação devido a sua baixa solubilidade em 

fluidos biológicos e alta toxicidade (FERREIRA et al., 2016). Apesar da eficiência 

contra células tumorais in vitro, essas complicações podem limitar a administração 

sistêmica e a aplicação clínica in vivo (PRABAGAR et al., 2007). Diversas 

estratégias, com o auxilio da nanotecnologia podem ser adotadas para melhorar a 

eficácia das quinonas, evitando alguns dos principais problemas apresentados. 

 

1.3 LIPOSSOMAS 

Lipossomas consistem em vesículas compostas por bicamadas lipídicas uni 

ou multilamelares, formando compartimentos hidrofílicos internos separados por 

bicamadas fosfolipídicas (Figura 4). A composição desses sistemas lipossomais 

permite o encapsulamento substâncias hidrofílicas que se distribuem nos 

compartimentos aquosos e de compostos lipofílicos que podem ser inseridos na 

bicamada lipídica. A estrutura e mecanismo de ação dos lipossomas podem variar 

dependendo da finalidade de uso, assim, as vesículas lipossomais podem ser 

desenvolvidas com uma ampla variedade de tamanhos e componentes constituintes 

da formulação (AKBARZADEH et al., 2013). 

Figura 4: 1-Estrutura dos lipossomas. 2-Bicamada lipídica. 3-Lipossomas com 

modificações na superfície. 4-Tipos de lipossomos de acordo com o número de 

camadas. 

FONTE: Apolinário et al., 2017 
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Dessa forma, os lipossomas podem ser classificados de acordo com sua 

estrutura com base no tamanho e no número de bicamadas. Assim, eles podem ser 

classificados como vesículas multilamelares (MLV), vesículas unilamelares grandes 

(LUV) e vesículas unilamelares pequenas (SUV). De acordo com a composição e 

mecanismo de interação intracelular, são classificados como lipossomas 

convencionais (CL), lipossomas sensíveis ao pH, lipossomas catiônicos, lipossomas 

de longa circulação (LCL) e imunolipossomas (PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015; 

PANDEY; RANI; AGARWAL, 2016). 

Esses sistemas podem ser utilizados com o objetivo de melhorar a ação e a 

seletividade dos medicamentos (PINTO et al., 2012; MONTEIRO et al., 2012; 

KHADKA et al., 2014). O uso de formulações permite a alteração de características 

importantes como a solubilidade de substâncias, a biodisponibilidade e redução da 

degradação durante a circulação. Também pode ser desenvolvido com o objetivo de 

aumentar a concentração de fármaco no local desejado, melhorando a eficácia e 

reduzindo efeitos colaterais indesejados (ADAIR et al., 2010; BOZZUTO; MOLINARI, 

2015; BETAGERI; PARSONS, 1992; RIAZ et al., 2018). 

Formulações lipossomais possuem propriedades importantes como tamanho 

de partícula, carga e composição lipídica. Essas características precisam ser 

avaliadas, pois influenciam a estabilidade dessas formulações in vitro e in vivo. 

Essas formulações também podem ser constituídas de fosfolipídeos de origem 

natural, acrescentando as vantagens de serem biodegradáveis e possuem 

toxicidade mínima. Compostos biologicamente ativos podem ser encapsulados em 

lipossomas como uma forma de proteção contra a inativação, degradação e diluição 

imediata na circulação (SERCOMBE et al., 2015; SPUCH; NAVARRO, 2011). 

A estabilidade dos lipossomas pode afetar a eficácia terapêutica e a vida de 

prateleira do fármaco encapsulado. Estudos de estabilidade são importantes no 

desenvolvimento de formulações lipossomais para determinar parâmetros 

envolvendo o processo de fabricação e armazenamento, assegurando a integridade 

do medicamento. Depois de preparadas, as formulações lipossômicas, precisam 

manter a estabilidade física e química, que estão relacionadas com a uniformidade 

de tamanho e eficiência de encapsulação e com a degradação mínima de todos os 

compostos. Diversas estratégias para otimização de características como tamanho 
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de partícula, pH, força iônica e adição de antioxidantes e agentes quelantes podem 

ser utilizadas para promover a estabilidade e minimizar o processo de degradação 

(YADAV et al., 2011; MAHERANI et al., 2011; BRIUGLIA et al., 2015). 

Além da estabilidade e tempo de prateleira, outros obstáculos também 

precisam ser superados no desenvolvimento de formulações lipossomais. A técnica 

de esterilização dos lipossomas precisa ser escolhida cuidadosamente, pois 

lipossomas são sensíveis a temperaturas muito elevadas e a alguns métodos de 

radiação. O uso de produtos químicos também não é uma opção viável, pois pode 

afetar a estabilidade e modificar a composição dos lipossomas. Assim, a opção mais 

viável a ser considerada é a filtração (TOH; CHIU, 2013). 

O tempo de circulação sanguínea depende de características físicoquímicas, 

da composição lipídica escolhida e do tipo de lipossoma. Para a liberação do 

fármaco no local de ação, as bicamadas lipídicas se fundem com a membrana 

celular para liberar o conteúdo do lipossoma. Essa incorporação pode ocorrer por 

meio de endocitose, que consiste na adsorção de lipossomas na superfície da 

membrana celular seguida de envolvimento e internalização dos lipossomas. 

Também podem ocorrer por meio da fusão das bicamadas lipídicas dos lipossomas 

com os lipídios da membrana celular e por troca lipídica entre a membrana 

lipossômica e a membrana celular. Devido à semelhança, as proteínas de 

transferência lipídica na membrana celular reconhecem facilmente os lipossomas e 

causam a troca lipídica (YADAV et al., 2017; DARAEE et al., 2016). 

A aplicação terapêutica de lipossomas pode ser útil para modificar 

formulações convencionais e obter melhor eficácia terapêutica e segurança em 

comparação a formulações existentes. A formulação em lipossomas pode ajudar a 

reduzir a toxicidade de um composto em células normais. A determinação de um 

alvo específico pode ajudar na entrega de uma fração maior do medicamento ao 

local desejado, reduzindo a exposição das células normais aos fármacos. Como 

exemplo, na administração sistêmica, imunolipossomas de longa circulação são 

capazes de reconhecer e se ligar às células-alvo com maior especificidade e possui 

maior probabilidade de liberar o agente terapêutico no local desejado (ALYANE; 

BARRATT; LAHOUEL, 2016; ELOY et al, 2017; MERINO; ZALBA; GARRIDO, 2018).  
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Para alcançar a eficácia terapêutica ideal, é necessária uma concentração 

plasmática duradoura em níveis adequados. Os lipossomas proporcionam liberação 

prolongada dos fármacos alvos específicos (EL KECHAI et al., 2016; JOSEPH et al., 

2018; KAMINSKI et al., 2016). Formulações lipossomais também podem ser 

aplicadas em fármacos de ação intracelular. Quando existe a necessidade de 

atravessar a membrana plasmática e chegar ao citosol, os lipossomas podem ser 

usados para aumentar a internalização do fármaco pelas células, mantendo os 

níveis terapêuticos (MARUYAMA, 2011; KONING; KAMPS; SCHERPHOF, 2002; 

CHATIN et al., 2015). 

Diante do exposto, a tecnologia dos lipossomas pode trazer diversas 

vantagens como tamanho de partícula mais homogêneo, tempo de circulação 

maiores, melhor estabilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa 

toxicidade e pode ser utilizada para o encapsulamento de substâncias hidrofílicas e 

hidrofóbicas (ALLEN; CULLIS 2013; JOHNSTON et al., 2007). O uso desses 

sistemas pode facilitar a chegada dos agentes quimioterápicos ao local do tumor, 

liberando de forma controlada o fármaco no local de ação e reduzindo efeitos 

colaterais prejudiciais. Essas características podem ajudar a reduzir limitações e 

inconvenientes que podem ocorrer com o uso de algumas formulações 

convencionais (CUKIERMAN; KHAN, 2010). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. GERAL 

Preparar nanosistema lipossomal contendo derivado quinônico (UN4) e 

realizar as etapas de caracterização necessárias ao melhoramento do perfil 

farmacológico da quinona UN4 encapsulada, a fim de propiciar o seu avanço na 

terapêutica anticâncer. 

2.2. ESPECÍFICOS 

1. Desenvolver tecnologicamente as formulações nanocarreadoras lipossomais; 

2. Avaliar tamanho de partículas e potencial zeta da nanoformulação; 

3. Avaliar a atividade dos sistemas nanoencapsulados em testes in vitro, 

utilizando diferentes linhagens de células tumorais e não tumorais. 

4. Caracterizar o perfil físicoquímico e cinética do composto nanoencapsulado; 

5. Realizar etapas de avaliação necessárias ao melhoramento do perfil 

farmacológico da quinona UN4 nanoencapsulada. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 AMOSTRA E REAGENTES 

A amostra UN4 foi fornecida pela Profa. Dr. Cleonina Roberta Melo Araújo da 

Universidade Federal do Vale do São Francisco (UNIVASF). Fosfatidilcolina de soja 

(PC), colesterol, octadecilamina e Trealose (Sigma-Aldrich) e Clorofórmio e metanol 

(Merck). Meio RPMI-1640, DMEM, soro fetal bovino (FBS), penicilina e 

estreptomicina (Gibco, Invitrogen). Acetonitrila (Lichrosolv, Merck). DMSO (Êxodo 

científica). 

3.2 FORMULAÇÃO DE LIPOSSOMA 

Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratação do filme lipídico 

proposto por Lira et al, 2009. Uma das formulações foi composta somente por 

lipídios que corresponde ao lipossoma controle (LBR) e à outra formulação foi 

adicionada a substância UN4 aos fosfolipídeos (LUN4). A composição base dos 

lipossomas foi fosfatidilcolina de soja, colesterol e octadecilamina. Já para os 

lipossomas contendo UN4 o total da substância adicionado foi de 5 mg. Os lipídios 

foram dissolvidos em 40 mL de solução clorofórmio/metanol 3:1 (v/v) (30 mL de 

clorofórmio e 10 mL de metanol). Após total solubilização, a solução orgânica foi 

levada ao rotaevaporador a 37°C e 100 rpm durante 30 minutos, para evaporação 

total do solvente e obtenção do filme lipídico seco. Em seguida, o filme lipídico foi 

hidratado adicionando 10 mL de uma solução de trealose 0,1% como agente 

crioprotetor, possibilitando armazenar lipossomas a baixas temperaturas. Por último 

a suspensão lipossomal foi homogeneizada em sonicador durante 120 segundos, 

amplitude de 60% e ciclos pulsados (ciclo ON de 5 segundos e Ciclo OFF de 2 

segundos) para obter vesículas unilamelares pequenas (SUV). 

3.3 CARACTERIZAÇÃO DOS NANOSSISTEMAS  

3.3.1 DISTRIBUIÇÃO DO TAMANHO DE PARTÍCULAS E POTENCIAL ZETA 

A análise do tamanho das nanopartículas e a medida do potencial zeta foram 

realizadas em parceria com Dr. Guilherme Julião Zoocolo da Embrapa Agroindústria 

Tropical do Ceará por meio do espalhamento de luz dinâmico (DLS) e uso do 

aparelho Zetasizer Nano Ver. 6.20. 
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3.3.2 DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO 

Esse tipo de avaliação visa determinar a porcentagem do composto 

encapsulado no sistema de liberação. Tal avaliação foi realizada em parceria com o 

professor Dr. Said Gonçalves da Cruz Fonseca da Universidade Federal do Ceará, 

Departamento de Farmácia, Odontologia e Enfermagem. Através de métodos 

espectrofotométricos, os valores de concentração de UN4 isolado e UN4 total foram 

obtidos a partir da equação da reta da curva de concentração. 

3.3.2.1 PREPARAÇÃO DA CURVA DE CONCENTRAÇÃO DA UN4 

Uma solução estoque de UN4 foi preparada utilizando um balão volumétrico 

de 10 mL e 3 mg de substancia para obter uma solução com concentração de 600 

μg/mL com acetonitrila. A solubilização em acetonitrila foi feita em banho 

ultrassônico por 10 min e posteriormente a solução foi filtrada em filtro PTFE. A partir 

da solução estoque foram preparadas soluções com seis concentrações diferentes 

em triplicatas. A análise das soluções preparadas foi feita em espectrofotometria a 

291 nm. 

 

3.3.2.2 EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO EM LIPOSSOMAS 

Para análise da eficiência de encapsulação foram determinadas a quantidade 

de fármaco na fração total e a quantidade de fármaco na fração lipossômica 

purificada. 

O valor da fração total foi calculado por meio da diferença entre a absorbância 

total da formulação contendo UN4 e a absorbância total do lipossoma controle sem o 

composto. As formulações contendo UN4 e lipossomas sem composto, inicialmente, 

foram agitadas em vórtex. Em triplicata, as soluções foram preparadas utilizando 300 

μL de formulação em tubo falcon e 2700 μL de acetonitrila, para romper os 

lipossomas e solubilizar UN4. Após agitação em vórtex e deixadas em banho 

ultrassônico por 10 minutos. Por último, foram filtradas em PTFE 0,45 μm, para 

eliminar qualquer material insolúvel. 

 A fração purificada foi calculada pela diferença entre a absorbância da 

formulação UN4 purificada e a absorbância da formulação branco purificada. O 

preparo das soluções a partir das formulações foi feito, inicialmente, filtrando 1500 

μL de lipossoma em PVDF 0,45μm, em tubo de ensaio, para separar a substância 
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UN4 que não foi encapsulada e precipitou. Em triplicata, o filtrado foi adicionado em 

tubo falcon e diluído em acetonitrila. Após agitação em vórtex foram deixadas em 

banho ultrassônico por 10 minutos e novamente filtradas em PTFE 0,45 μm. 

 A análise das amostras foi feita a 291nm, zerando com acetonitrila. Após 

calcular os valores de absorbância das frações total e purificada, os valores de 

concentração foram obtidos a partir da equação da reta da curva de concentração. A 

eficiência de encapsulação (EE) foi calculada utilizando:     [                         ]     [                    ]  

3.3.3 ANÁLISES TERMOGRAVIMÉTRICAS (TGA) 

Análises termogravimétricas foram realizadas para amostras das formulações 

com o objetivo de avaliar possíveis interações químicas. Para esse teste foram 

utilizadas amostras da droga livre (UN4), encapsulada (LUN4) e do lipossoma sem 

substância (LBR). 

A análise termogravimétrica (TGA) foi executada através do equipamento 

STA6000 (PerkinElmer precisely), em que a variação de peso foi determinada como 

uma função da temperatura. A variação de temperatura foi de 25 ºC a 400 ºC e a 

taxa de aquecimento de 10ºC/min, em atmosfera em ar sintético com vazão do gás 

50 ml/min. 

3.3.4 IDENTIFICAÇÃO DO EFEITO ANTITUMORAL IN VITRO 

3.3.4.1 CULTURA DE CÉLULAS 

Para avaliar a citotoxicidade do nanossistema foram utilizadas diferentes 

linhagens celulares tumorais.  As células foram cultivadas em garrafas para cultura 

de células, mantidas com os meios RPMI 1640 ou DMEM, suplementados com 10% 

de soro fetal bovino e 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina) e mantidas em 

incubadoras com atmosfera de 5 % de CO2 a 37ºC. O crescimento celular foi 

verificado diariamente com a utilização de microscópio de inversão e o meio trocado 

sempre que o crescimento celular atingiu uma confluência necessária para 

renovação de nutrientes. 
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3.3.4.2 ENSAIO DE MTT 

O teste do MTT é uma análise colorimétrica que quantifica indiretamente as 

células viáveis baseada na conversão do sal de MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-

difenil-2-H-brometo de tetrazolium), um composto de cor amarela, a formazan, de 

coloração púrpura. O ensaio foi utilizado para quantificar a citotoxicidade dos 

compostos frente as linhagens celulares obtendo-se o valor da concentração 

inibitória capaz de inibir 50% do crescimento celular (CI50) (MOSMANN, 1983). 

As linhagens foram postas em placas de 96 poços (100 μL/poço). Após 24h 

as células foram tratadas com os compostos nanoencapsulados (LUN4), com o 

lipossoma sem substância (LBR) e com a substância livre (UN4). Os compostos 

foram testados em diluições seriadas e em duplicata ou triplicata, sendo a maior 

concentração testada da substância na placa foi de 5 ug/mL. 

 

Tabela 1: Linhagens celulares usadas. 

Linhagem Descrição 

SW620 Colorretal 

MCF7 Adenocarcinoma de mama 

SNB-19    Astrocitoma-Glioblastoma 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Após o período de 72h de incubação, as placas foram centrifugadas (1500 

rpm/15 min) e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 100μL da 

solução de MTT a 1%, e as placas voltaram para a incubadora por 3h em estufa a 

37ºC e a 5 % CO2. Após esse período, as placas foram centrifugadas (3000 rpm/10 

min), o sobrenadante descartado, e o precipitado diluído em 100 µL de DMSO. Para 

a quantificação do sal reduzido nas células vivas, as absorbâncias foram lidas com o 

auxílio do espectrofotômetro de placa no comprimento de onda de 595 nm 

(MOSMANN et al., 1983). Os valores de CI50 foram obtidos calculados a partir de 

regressão não linear utilizando o programa Graph Prism versão 5.0 (GraphPad, 

Intuitive Software for Science, San Diego, CA). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. FORMULAÇÃO DE LIPOSSOMA 

Os lipossomas contendo UN4 foram obtidos utilizando o método de 

hidratação do filme lipídico. Nas figuras 5a e 5b, observa-se a formação do filme 

lipídico após a rotaevaporação. 

Figura 5: Formação do filme lipídico. 5a - Somente lipossoma (LBR); 5b - Lipossoma 

contendo UN4 (LUN4). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

A formulação apresentou aspecto leitoso e homogêneo, após a reidratação 

com Trealose 0,1% e sonicação da formulação controle sem UN4 (LBR) e 

formulação contendo UN4 (LUN4) (Figura 6). 

Figura 6: Filme lipídico reidratado com trealose 0,1%. 6a – Lipossoma controle 

(LBR); 6b - Lipossoma contendo UN4 (LUN4). 

 

 

 

 

 

 

5a-LBR 5b-LUN4 

6a-LBR 6b-LBR 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS NANOSSISTEMAS 

4.2.1 Distribuição do tamanho de partículas, potencial zeta e eficiência de 

encapsulação. 

O tamanho de partícula, potencial zeta e a taxa de encapsulação podem ser 

observados na tabela 2.  O tamanho médio obtido a partir de dez leituras, utilizando 

o método de espalhamento de luz dinâmico, foi de 31,35 nm para os lipossomas 

contendo UN4 (LUN4) e de 38,74 nm para lipossomas controle (LBR). 

Tabela 2: Avaliação do tamanho das partículas, Potencial Zeta e taxa de 

encapsulação das nanoemulsões de UN4 em lipossomas. 

Média de 10 leituras 

Substâncias 
Potencial Zeta 

(mV) 

Tamanho das Partículas 

(nm) 

Taxa de 

Encapsulamento 

LUN4 +50 31,35 43% 

LBR +51,4 38,74 - 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Após a reidratação do filme lipídico partículas de diversos tamanhos e formas 

se formam e para tentar resolver esse problema técnicas como a sonicação é 

bastante utilizada para reduzir os tamanhos dos lipossomas, pois as ondas 

ultrassônicas produzidas conseguem quebrar vesículas lipossomais maiores em 

lipossomas com um diâmetro menor, transformando vesículas multilamelares em 

pequenas vesículas de diversos tamanhos. Além disso, essa técnica permite obter 

vesículas unilamelares que podem variar de tamanho entre aproximadamente 15 nm 

e 50 nm. Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o tamanho e 

número de bicamadas, sendo divididos em vesículas multilamelares ou unilamelares 

(DEEPTHI; KAVITHA, 2014; MISHRA et al., 2018; AKBARZADEH et al., 2013). 

Os parâmetros de sonicação também são essenciais, pois eles permitem 

formulações de distribuição de tamanho de partículas homogênea.  Os parâmetros 
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de sonicação escolhidos para homogeneizar a distribuição do tamanho de partículas 

permitiram a obtenção de partículas com os tamanhos observados. De acordo com a 

média de tamanho obtida e a classificação dos lipossomas a maiorias das vesículas 

formadas são pequenas. 

O tamanho da partícula do lipossoma pode afetar diversas características 

como estabilidade, eficiência de encapsulação, perfil de liberação e 

biodisponibilidade, que são importantes para determinar sua efetividade (BAHARI; 

HAMISHEHKAR, 2016; DANAEI et al., 2018). O tamanho do nanossistema afeta a 

farmacocinética, distribuição nos tecidos e liberação. É importante considerar o 

tamanho da partícula e sua razão superfície volume para obter partículas com 

melhor solubilidade, biodisponibilidade e controle de liberação. A ocorrência de 

alguns processos fisiológicos como captação e acumulação hepática, difusão 

tecidual e excreção renal dependem do tamanho das partículas. Somente 

nanocarreadores de um determinado tamanho, geralmente ≤150 nm, são capazes 

de entrar ou sair de capilares no microambiente tumoral ou endotélio hepático 

(BERTRAND; LEROUX, 2012; BLASI et al., 2007; ALBANESE; TANG; CHAN; 

2012). 

O diâmetro do nanossistema é uma propriedade que afeta o tempo de 

permanência na circulação sanguínea e a capacidade de acumular a substância 

próxima ou no tumor (PERRAULT et al., 2009; JAIN; STYLIANOPOULOS 2010). 

Nanopartículas com um tamanho aproximado de 100 nm possuem maior tempo de 

circulação no sangue e bom efeito acumulativo no tumor, contudo, podem 

apresentar baixa difusão no tumor e podem liberar e acumular o medicamento nos 

vasos sanguíneos longe de células mais remotas. Enquanto partículas menores que 

20 nm seriam capazes de se difundir mais profundamente e de se distribuir mais 

uniformemente no tecido do tumor. A desvantagem de vesículas menores é que elas 

seriam mais rapidamente eliminadas durante a circulação sanguínea (SUN et al., 

2017; CHOI et al., 2010; LEE et al., 2010). 

O diâmetro pequeno das vesículas formadas pode ter afetado a taxa de 

encapsulação, que foi de 43%, uma vez que o compartimento disponível para 

incorporação da substância se torna menor com a redução do diâmetro. Outros 
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fatores como a proporção e composição lipídica escolhida e as propriedades 

químicas da UN4 podem ter afetado a capacidade de incorporação da substância. 

Além do tamanho das nanopartículas, a carga superficial também é um fator 

importante para determinar sua eficiência no organismo. Nanopartículas carregadas 

positivamente são absorvidas em uma taxa mais rápida pelas células quando 

comparadas a partículas carregadas negativamente (SLOWING; TREWYN; LIN, 

2006; THOREK; TSOURKAS, 2008). Ao avaliar os dados de potencial zeta 

observamos que os valores apresentados foram positivos, sendo +50 mV para LUN4 

e +51,4 mV para LBR. 

O potencial zeta é uma propriedade que pode ser utilizada para determinar a 

estabilidade dos nanolipossomas. A carga de um lipossoma depende de sua 

composição e pode ser positiva, negativa ou neutra. Um elevado valor de potencial 

zeta positiva ou negativamente, geralmente em módulo > 30 mV, é importante para 

manter a estabilidade e evitar agregação das partículas, uma vez que forças 

repulsivas atuam entre os lipossomas diminuindo  a possibilidade de as partículas 

voltarem a se agregar (HONARY; ZAHIR, 2013; PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 

2015; LAOUINI et al., 2012). 

Os lipossomas convencionais são compostos de fosfolipídios e colesterol. A 

carga final das vesículas depende da composição lipídica escolhida. Geralmente 

outros lipídios com carga são adicionados para atingir um potencial zeta desejado, 

melhorando a estabilidade dos lipossomas e evitando a agregação. A 

octadecilamina (estearilamina) é pode ser utilizada para fornecer carga positiva e a 

fosfatidilserina para adicionar carga negativa (SANTOS et al., 2006; BATISTA et al., 

2007; ANCHIÊTA et al., 2014). O valor positivo de potencial zeta dos lipossomas 

contendo UN4 se deve a constituição e proporção lipídica das vesículas na 

formulação escolhida, uma vez que a octadecilamina fornece carga positiva para a 

formulação.  

4.2.2 ANÁLISES TERMOGRAVIMÉTRICAS (TGA) 

Análise térmica pode ser feita por diferentes técnicas nas quais uma 

propriedade física ou química de uma substância ou seus derivados de reação 

podem ser monitoradas em função do tempo, enquanto a temperatura da amostra é 
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submetida a uma variação controlada. Existem vários tipos de análise térmica, 

dentre eles a Análise Termogravimétrica (TGA) e a Calorimetria Exploratória 

Diferencial (DSC).  A TGA permite determinar as variações de massa de diferentes 

compostos quando são submetidos a um aumento de temperatura (DENARI; 

CAVALHEIRO, 2012), enquanto que o DSC é método termo analítico que investiga 

as interações entre os materiais utilizados nas formulações e o fármaco. 

Observa-se para todas as amostras um comportamento semelhante até a 

temperatura de aproximadamente 200°C. As curvas termogravimétricas das 

formulações lipossomais apresentaram perfis semelhantes, na presença ou 

ausência da substância UN4 (Figura 7). 

A avaliação termogravimétrica realizada na UN4, LUN4 e LBR, evidenciou 

que o lipossoma controle e o LUN4 são termicamente estáveis até 250°C, ao passo 

que a UN4 degradada já em 200°C, segue com maior perda de massa que a sua 

forma encapsulada, LUN4, que conseguiu preservar essa degradação (Figura 6). 

Figura 7: Análise Termogravimétrica (TGA) das amostras UN4, LUN4 e LBR.  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

4.2.3 Identificação do efeito antitumoral In Vitro 

Os compostos testados em diluições seriadas, sendo a maior concentração 

testada da substância na placa foi de 5 ug/mL. Como pode ser observado na tabela 

3, a quinona UN4 apresentou alto potencial citotóxico frente às linhagens testadas, 



 

29 
 

principalmente para as linhagens SW620 e SNB19, apresentando os valores mais 

baixos de CI50, sendo eles 0,9463 µg/mL e 2,177 µg/mL. De acordo com os 

resultados obtidos, a substância encapsulada (LUN4) proporcionou aumento da 

citotoxicidade da substância com redução da CI50 em todas as linhagens testadas 

com valores de 0,5763 µg/mL para SW620, 1,255 µg/mL para MCF-7 e 1,363 µg/mL 

para SNB19. 

Tabela 3. Atividade citotóxica em diferentes células de câncer, expressa em CI50 

para composto livre (UN4), e encapsulado (LUN4) e somente lipossoma (LBR) após 

72h de incubação. 

Linhagem 

CI50 (µg/mL) 

Intervalo de confiança 

LBR UN4 LUN4 

SW620 

(Colorretal) 
- 

0,9463 

(0.8678 - 1.032) 

0,5763 

(0.5423 - 0.6125) 

MCF-7 

(adenocarcinoma de mama) 
- 

2,506 

(2.330 - 2.696) 

1,255 

(1.074 - 1.466) 

SNB19 

(Astrocitoma- 

Glioblastoma) 

- 
2,177 

(1.930 - 2.455) 

1,363 

(1.099 - 1.691) 

(-) não apresentou atividade na concentração testada. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

O lipossoma sem substância (LBR), utilizado para comparar os efeitos dos 

lipossomas sobre a as células tumorais e sobre a atividade citotóxica da substância, 

não apresentou citotoxicidade frente a nenhuma das linhagens testadas, uma vez 

que a dose necessária para a concentração inibitória capaz de inibir 50% do 

crescimento celular é maior ou igual a dose utilizada no tratamento contendo 

lipossoma e composto. Esses resultados sugerem que a composição lipídica tem 
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baixa citotoxicidade e teve pouca interferência na atividade antiproliferativa do 

composto UN4. Outros trabalhos também apresentaram resultados semelhantes 

(CORTESI et al., 1994). 

Os resultados mostram que, para a formulação analisada nos testes in vitro 

com células tumorais, a incorporação da UN4 em lipossomas aumentou os efeitos 

citotóxicos da substância em relação a substância livre. Isso sugere uma possível 

interferência dos lipossomas, no aumento da solubilidade, da biodisponibilidade da 

UN4 encapsulada e nos mecanismos de captação pelas células, permitindo uma 

transferência mais eficaz da substância para dentro da célula. A interação entre 

lipossomas e células durante a internalização dos fármacos pode ocorrer por 

diferentes mecanismos como fusão, endocitose, adsorção e transferência lipídica 

(TORCHILIN, 2005). 
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5. CONCLUSÃO 

Utilizando o método de hidratação do filme lipídico foi possível encapsular 

derivado quinônico (UN4) no sistema lipossomal. Com, relação ao tamanho das 

vesículas lipossomais a técnica permitiu obter vesículas unilamelares pequenas 

(SUV), contudo o tamanho dos lipossomas pode ter interferido na taxa de 

encapsulação. A partir dos resultados observados, outras formulações podem ser 

desenvolvidas para conseguir uma eficiência de encapsulação maior e 

consequentemente reduzir o desperdício do composto. A composição lipídica 

escolhida para a formulação apresentou um potencial zeta satisfatório para evitar a 

agregação dos lipídios.  

Diante do exposto, conclui-se que a quinona UN4 apresentou potencial 

farmacológico antitumoral e a combinação da quinona UN4 com lipossomas mostrou 

eficiência citotóxica principalmente contra as linhagens tumorais de câncer colorretal 

(SW620) e adenocarcinoma de mama (MCF7).  

Ao comparar a análise termogravimétrica das amostras LUN4 e LBR com a 

análise do fármaco puro UN4, observa-se que a substância livre iniciou a 

degradação em temperatura inferior às temperaturas de degradação das amostras 

lipossomais, sugerindo uma interação entre a substância UN4 e os lipossomas 

apresentando uma combinação de maior estabilidade térmica inicialmente quando 

comparado com a substância isolada. 

Assim, outras etapas de caracterização do nanossistema lipossomal, como 

caracterização morfológica, perfil de liberação das formulações e estudos de 

estabilidade são necessárias para aperfeiçoar o potencial farmacológico da quinona.  
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