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RESUMO 
 
 
 
 
 

As nanopartículas magnéticas (NPM) como a magnetita, possuem a capacidade de 

serem guiadas através de um campo magnético externo, possibilitando o carreamento de 

fármacos quando a ele associados, além das suas propriedades como baixa toxicidade e fácil 

obtenção. Frente a esta possibilidade de aplicação, este trabalho consistiu em sua primeira 

etapa, na síntese de nanopartículas de magnetita pelo método sol-gel modificado, e 

caracterização por difração de raio X (DRX) e analise magnética.  A segunda etapa 

concentrou-se na  incorporação das nanopartículas de  magnetita e rutina em nanopartículas 

poliméricas de ácido polilático (PLA) e polietilenoglicol (PEG), visando maior tempo de 

circulação sanguínea,  proteção e liberação prolongada do fármaco. Dentre os vários usos 

farmacológicos, a rutina destaca-se pelo poder antioxidante, prejudicada pelo sua baixa 

solubilidade em meio aquoso, associada a possível degradação pelo tempo. Com o proposito 

de desenvolver uma formulação otimizada das nanopartículas poliméricas pela técnica de 

emulsão evaporação do solvente, vários parâmetros da formulação sofreram variações 

independentes, entre elas: a concentração do tensoativo (PVA), dos polímeros (PLA e PEG), 

assim como dos solventes da fase oleosa (diclorometano e acetato de etila). Resultando em 

nanopartículas com diâmetro médio que variaram de 1356 a 241 nm, eficiência de 

encapsulação (E.E%) de 45 a 75% sem a perda total das propriedades magnéticas e 

características amorfas. Na avaliação do potencial antioxidante pelo método do radical 

ABTS•+ verificou-se que as nanopartículas poliméricas obtiveram uma maior eficácia na 

inibição quando comparadas com a rutina livre, resultando em um significativo aumento de 

IC50 Sugerindo uma liberação prolongada e proteção contra degradação do farmaco rutina 

respectivamente. Estudos demonstram que as nanopartículas poliméricas podem ser utilizadas 

como eficientes sistemas de liberação e direcionamento do farmaco rutina com potencial 

antioxidante. 
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ABSTRACT  
 
 
 
 
 

Magnetic nanoparticles (MNP) like nanoparticles magnetite can to be guided through 

an external magnetic field, making possible the delivery of drugs when related to it, besides 

its low toxicity and easy obtaining. Facing this possibility of applicability, the first step of this 

work it consists of in the synthesis of nanoparticles magnetite by the modified sol-gel method, 

and characterizations by X-ray diffraction and magnetic analysis. The second step is related to 

the incorporation of nanoparticles magnetite and rutin in polymeric nanoparticles of polylactic 

acid (PLA) and polyethylene acid (PEG), aiming the protection and directed delivery drug. 

Among many of the pharmacological uses, the rutin is highlighted by the antioxidant power, 

disadvantaged by its low solubility in an aqueous medium, related to the possible degradation 

in the  time. Aiming to develop an optimized formulation of the polymeric nanoparticles by 

using the technique of emulsion evaporation of the solvent, many parameters of the 

formulation are independently changed among these parameters: the concentration of the 

surfactant (PVA), the polymers (PLA and PEG), as well as the solvents of the oily phase 

averaging between 1356 to 241 nm inside and the efficiency of encapsulation between 45 to 

75% without losing any magnetic property were obtained. 

In the evaluation of the antioxidant potential by using the method of the radical ABTS, 

it has been verified that the polymeric nanoparticles obtained a better efficiency in the 

inhibition compared to the free rutin, resulting on a significant raise of IC50. Suggesting a 

longer lrealese and protection against the degradation of the rutin drug, respectively. Studies 

show that the polymeric nanoparticles can be used as efficient liberation system and directing 

the rutin drug with antioxidant potential. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Nanotecnologia 

 

O físico Richard Feynman, premio Nobel da Física de 1959, proferiu uma palestra 

intitulada “Há muito espaço lá embaixo” no qual sugeriu que um dia seria possível manipular 

átomos individualmente, sendo esse o marco da  nanotecnologia (CAMILO, 2006).  

A nanociência pode ser caracterizada pela manipulação de novos materiais e 

desenvolvimento de novos produtos em escala nanometrica, baseado na capacidade de 

manipular átomo e moléculas. As estruturas molecularmente organizadas apresentam 

propriedades físicas, químicas e/ou biológicas modificadas em escala nanométrica, 

equivalente a um bilionésimo do metro (SILVA, 2004; PLAPIED et al., 2011; ZHANG; 

WEBSTER, 2009). 

Avanços na tecnologia e na biologia molecular têm possibilitado a produção e 

caracterização de nanopartículas com propriedades funcionais específicas de maneira cada 

vez mais simples. Isto alavancou as pesquisas voltadas para as áreas nano tecnológicas da 

medicina, informática, engenharias, meio ambiente, biotecnologia e agricultura (SILVA, 

2004; VEISEH; GUNN; ZHANG, 2010). 

Em aplicações biomédicas e farmacêuticas, a nanotecnologia é usualmente empregada 

no campo de liberação sustentada de fármacos, sistemas de entrega de drogas ao seu local de 

ação terapêutica e para fins de diagnóstico (MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010). 

Uma vez que grande parte dos fármacos apresentam inconveniências farmacológicas, 

como baixa solubilidade, toxicidade elevada, agregação de partículas, não direcionamento de 

fármaco ao local de alvo, degradação in vivo e menor tempo de meia-vida na circulação 

sanguínea (PARVEEN; SAHOO; MISRA, 2012), os sistemas nano particulados, em 

contrapartida, por apresentarem tamanho reduzido e área de superfície aumentada, 

proporcionam maior permeabilidade  de fármacos em barreiras biológicas, liberação em sítios 

específicos com maior controle de absorção e distribuição tecidual do fármaco (SOPPIMATH 

et al., 2001). 

Consequentemente, com o aumento da biodisponibilidade e do tempo de meia-vida do 

fármaco, o perfil terapêutico é potencializado e sustentado; com a melhora dos parâmetros 

farmacocinéticos ocorre uma diminuição na frequência da dosagem, gerando maior adesão ao 

tratamento pelo paciente (BARRATT, 2003; ALEXIS et al., 2008). 
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Como exemplos desses veículos de liberação em nano escala, estão os lipossomas, 

niosomas, ciclodextrinas, dendrímeros, nanopartículas magnéticas, micropartículas e 

nanopartículas poliméricas (MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010). 

 

1.1.2 Nanopartículas poliméricas 

 

Os materiais poliméricos já são utilizados a algum tempo em aplicações biomédicas, 

tais como materiais de implantes, lentes de contato, próteses vasculares e dentários, e mais 

recentemente em nanopartículas para liberação controlada de fármacos (LIU; 

MAHESHWARI; KIICK, 2009).  

As nanopartículas poliméricas possuem a capacidade de encapsular diversos fármacos 

e libera-los de maneira controlada através da difusão do fármaco pela matriz polimérica ou 

ainda pela dissolução de camadas do revestimento. Outra vantagem, é a possibilidade de 

incorporação nessas nanopartículas de ligantes alvos ou mudanças em sua superfície, 

permitindo um aumento da absorção ou favorecendo ao direcionamento do fármaco ao alvo 

terapêutico (BROCHADO, 2013). 

Esses sistemas carreadores de fármacos em escala nanométrica, podem ser 

diferenciada em nanocápsulas e nanoesferas (MORAIS, 2009). De acordo com a técnica de 

preparo e materiais empregados, podem ser formuladas para encapsular/adsorver vários tipos 

de agentes terapêuticos, incluindo fármacos de baixo peso molecular e macromoléculas, bem 

como material inorgânico, como as nanopartículas de magnetitas ilustradas na  Fig. 1(VASIR; 

LABHASETWAR, 2007). 

 

Figura 1- Representação esquemática segundo a organização das nanopartículas poliméricas 
em nanocápsulas ou nanoesferas  

 
Fonte: (Adaptado  de KUMARI; YADAV; YADAV, 2010)  
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1.1.2.1 Polímeros  

 

Tanto os polímeros sintéticos como os naturais podem ser utilizados a fim de 

direcionar o fármaco ao local alvo, melhorando a biodisponibilidade, solubilidade e tempo de 

retenção (KUMARI; YADAV;YADAV, 2010). 

A utilização de polímeros biodegradáveis destaca-se nessa área devido aos produtos de 

degradação não serem tóxicos, ou ainda completamente eliminados do organismo na forma de 

dióxido de carbono e água (MARIN; BRICEÑO; CABALLERO-GEORGE, 2013). 

Dentre os polímeros biodegradáveis, destaca-se o ácido poli (láctico) (PLA) e ácido 

poli (láctico-co-glicólico) (PLGA), ambos já aprovados para o uso humano pela FDA, além 

de apresentarem excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade, com alta capacidade de 

encapsulamento de fármacos lipofílicos (ESSA; RABANEL; HILDGEN, 2010) e liberação 

controlada (ESSA et al., 2013). 

O polietilenoglicol (PEG) tem sido amplamente utilizado em associações aos 

polímeros PLA e PLGA, a fim de promover modificações na superfície das nanopartículas 

poliméricas. Tais modificações atuam como uma barreira estérica reduzindo interações com 

opsoninas e células do sistema fagócito mononuclear, aumentando o tempo de circulação das 

nanopartículas (GOVENDER et al., 2000). 

A propriedade química do PEG também influência no aumento da solubilidade de 

fármacos hidrofóbicos, melhorando problemas relacionados a baixa biodisponibilidade 

(CHAWLA et al., 2009). 

Estudos recentes também mostram que o PEG incorporada as nanopartículas 

magnéticas age prolongando o tempo de circulação das mesmas, pela diminuição do processo 

de excreção nos rins e fígado (COLE; YANG; DAVID, 2011). 

 

1.1.3 Nanopartículas Magnéticas 
 

Os primeiros indícios da utilização de partículas magnéticas para fins biomédicos, 

ocorreu em 1970 com Freeman et al, e a partir de então inúmeras pesquisas vem sendo 

desenvolvidas nessa área (WAHAJUDDIN; ARORA, 2012). 

As nanopartículas magnéticas podem ser compostas por diferentes elementos, 

destacando-se o Ferro, o Cobalto e o Níquel (VENDRAME, 2011). Os derivados de óxido 

mais comumente utilizados são magnetita, maghemita, ferrita de cobalto e ferrita de níquel 

(FONTANIVE, 2012).  
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Estas nanoestruturas magnéticas, atraem intenso interesse científico e tecnológico por 

possuírem vasta aplicação na área da saúde pela possibilidade de manipulação química de 

algumas propriedades, como composição, tamanho, formato e comportamento magnético em 

nível atômico (YUAN et al., 2008). 

 

1.1.3.1 Magnetização 
 

Segundo Arantes (2010) O magnetismo de um material sólido da-se pelas 

contribuições dos elétrons que constituem este sólido. Sendo: o momento angular de spin, s, e 

o seu momento angular orbital, l, uma vez que os elétrons também carregam carga elétrica e 

devido ao seu movimento nas órbitas quânticas também contribuem para o momento 

magnético (Figura 2). 

Quando consideramos pequenas regiões num material onde existe um mútuo 

alinhamento de todos os momentos em uma mesma direção, denominamos domínios 

magnéticos (LEITE, 2011; FERREIRA, 2009).  

Figura 2 - Momento magnético dado pelo momento angular orbital e o movimento do elétron 
em torno do próprio eixo 

Fonte: (Adaptado de KOLHATKAR et al., 2013)  

Os materiais magnéticos podem ser classificados conforme a orientação de seus 

momentos magnéticos e magnetização na presença ou ausência de um campo magnéticos (H), 

sendo: diamagnéticos, paramagnéticos, ferromagnéticos e antiferromagnética. 

O diamagnetismo é um fenômeno que ocorre em todos os materiais, porém na maioria 

das vezes esse efeito é encoberto por outros mais fortes. Esses materiais não apresentam 

momento magnético, quando não expostos a um campo magnético, entretanto após a 

aplicação de um campo, há magnetização induzida pequena e oposta, devido aos momentos 

de dipolo magnético dos átomos que alinham-se no sentido contrário ao do campo aplicado 

(SOUZA JUNIOR, 2012). 

 Já os materiais paramagnéticos apresentam elétrons desemparelhados e quando 
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expostos a um campo magnético tornam-se alinhados, revelando valores de susceptibilidade 

magnética positiva, porém pequenos e dependentes da temperatura (Figura 3) (HAFELLI; 

CHASTELLAIN, 2006). 

 

Figura 3 - Representação esquemática de um material diamagnético (a) e paramagnético (b) 
na ausência e presença de campo magnético  

 
Fonte: O AUTOR, 2014  

 

Os materiais do tipo ferromagnéticos e antiferromagnéticos apresentam características 

distintas (Figura 4), onde materiais ferromagnéticos apresentam momentos magnéticos 

alinhados no sentido do campo exibindo magnetização permanente. O antiferromagnetismo 

ocorre quando os materiais têm momentos magnéticos alinhados em direções opostas, 

levando a uma magnetização nula  (FERREIRA, 2011). O ferrimagnetismo é um caso 

particular do antiferromagnetismo onde os momentos possuem diferentes magnitudes e, 

portanto, possui um momento resultante. 
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Figura 4 - Representação esquemática de um material ferromagnético (a) antiferromagnético 
(b) e ferrimagnético (c) na presença de campo magnético  

 
Fonte: O AUTOR, 2014 

 

1.1.3.1.1 Curva de histerese 
 

 

Segundo Galvão (2010), denomina-se curva ou ciclo de histerese uma variação da 

magnetização (M) de um material em função do campo magnético aplicado. Conforme Figura 

5, observamos que um material inicialmente desmagnetizado, quando exposto a um campo 

magnético, atinge uma magnetização de saturação (S) e a partir do instante que retiramos esse 

campo (campo nulo), os valores de magnetização não coincidem com os valores iniciais da 

curva, ou seja, existe uma magnetização remanescente (material permanece magnetizado sem 

a presença de um campo magnético externo). Para que a magnetização retorne aos valores 

iniciais  da curva é necessário a aplicação de um campo de direção oposta (coercividade). 

Continuando a variar o módulo do campo chega-se novamente a uma região de saturação 

inversa. 
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Figura 5 - Ciclo de histerese  

 
Fonte: (Adaptado de LEITE, 2011)  

 

Pela análise da curva de histerese do valor da coercividade pode-se classificar o 

material quanta à sua dureza magnética (moles ou duros). Por meio da Figura 6 podemos 

verificar essa diferença, onde materiais magnéticos moles possuem alta S, baixa coercividade 

e poucas perdas por histerese (LEITE, 2011). 

Os materiais magnéticos moles possuem a vantagem de atingir a magnetização de 

saturação com um campo aplicado relativamente baixo, isto é, facilmente magnetizado e 

desmagnetizado, condição favorável para o uso nas aréas biomédicas (MAHDAVI et al., 

2013). 

Figura 6 - Curvas esquemáticas de magnetização para materiais magnéticos moles e duros 

 
Fonte: (Adaptado de LEITE, 2011) 
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1.1.3.2 Magnetita 
 

As nanopartículas magnéticas (NPM) quando encontram-se  em escala nanométrica 

(em torno de 10 a 40 nm) são definidas como superparamagnéticos (SPIO), e quanto mais 

próxima da forma elipsoide e maior uniformidade entre as formas, maior será a eficiência das 

nanopartículas quanto a magnetização (DUGUET et al., 2006). 

Dentre as SPIOs encontramos a magnetita, composto formado por óxido de ferro II e 

III e oxigênio, formando um espinélio invertido (HANNICKEL, 2011) nesse sistema ocorre o 

empacotamento dos cátions não equivalentes, sendo o Fe+2 nos interstícios octaédricos e Fe+3 

nos interstícios octaédricos e tetraédricos além do oxigênio em cubos (Figura 7) (BEDÊ, 

2010). 

 

Figura 7 - Estrutura cristalina do espinélio invertido de magnetita. 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: (Adaptado de GAWANDE; BRANCOA, VARMA 2013) 

 

A magnetita e a maghemita apresentam estruturas semelhantes o que as diferencia é o 

fato de que na maghemita, todos ou quase todos os íons ferro se apresentam em estado 

trivalente, isso torna se importante no momento de identificação, já que no processo de 

síntese, pode ocorrer a produção de um ou de ambos os compostos (CORNELL, 2003). 

A magnetita tem atraído a atenção pelos pesquisadores na área da saúde devido a 

possibilidade de conjugação com outros materiais, sua biocompatibilidade com fluidos 

orgânicos, interações com a células do corpo e diminuição das possíveis reações de defesa do 

sistema imunológico (MEYER et al., 2009; SOUZA, 2010). 

 

Ferro II 

Ferro III 

Oxigênio 
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1.1.3.2.1 Síntese das nanopartículas magnéticas (magnetita) 

 

As nanopartículas de óxido de ferro magnético (Fe3O4) podem ser obtidas por rotas 

químicas, físicas e biológicas. Dentre as rotas químicas destacam se os métodos de 

microemulsão, sol-gel, decomposição térmica e método de co-precipitação alcalina (GUPTA; 

GUPTA, 2005; MAHDAVI et al., 2013).  

A síntese por processos sol-gel constitui-se na transição do sistema sol, onde 

encontramos a dispersão de partículas coloidais em um fluído para um sistema gel, em que 

temos a uma estrutura rígida tridimensional de partículas coloidais (VENDRAME, 2011).  

Esse processo é muito utilizado já que possibilita o controle da síntese de todas as 

etapas do processo, permitindo dessa forma a obtenção de magnetita com tamanho e formas 

pré-estabelecidas (MAMANI, 2009). 

 

1.1.3.2.2 Utilização de nanoparticulas de magnetita nas áreas biomédicas 

 

As NPMs encontram-se com alto potencial de revolucionar as técnicas diagnósticas e 

terapêuticas atuais (CHOMOUCKA et al., 2010). Devido a fatores como: capacidade de 

funcionalização com segmentos por ligantes, unidades terapêuticas e/ou biomoléculas 

(VIOTA et al., 2013), possibilidade de revestimento polimérico com aumento de 

biocompatibilidade (AKBARZADEH et al., 2012), além de atingir diferentes áreas do corpo 

sem interferência nas funções normais (Figura 8) (JIA et al., 2012). 

Dentre as técnicas de diagnósticos, particularmente a ressonância magnética por 

imagem tem grande destaque, pois necessita de materiais que aumentem o contraste entre os 

tecidos para obter alta resolução espacial facilitando o diagnóstico. Essa característica é 

facilmente encontrada na magnetita devido a propriedade de encurtamento da relaxação 

transversal. Alguns agentes de contraste comercializados são: Feridex®, Rosevist® e 

Sinerem®, que são óxidos de ferro superparamagéticos revestidos com dextrano ou 

carboxidextrano (SOUZA; MOHALLEM; SOUSA, 2011). 

Alguns estudos revelam também o uso promissor das NPM em terapias de 

hipertermia, onde ocorre o aquecimento de determinados tecidos doentes em 41ºC a 46 ºC 

levando a morte de células malignas que são mais sensíveis à temperatura. As NPMs 
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absorvem energia quando submetidas a um campo magnético alternado e espalham o calor ao 

meio circundante (CHERAGHIPOUR; JAVADPOUR, 2013).  

A ausência de toxicidade in vivo e in vitro dessas nanopartículas favorecem o uso das 

mesmas nas diversas áreas biomédicas sugeridas na Figura 8 (XU; SUN, 2013; 

VENDRAME, 2011; YUAN et al., 2008). 

 

Figura 8 - Representação esquemática da utilização das nanopartículas magnéticas 
 

 
Fonte: O AUTOR, 2014 

Além disso as NPM destacam-se devido às propriedades de boa encapsulação e 

eficiente resposta magnética em pequenas concentrações, (GAWANDE; BRANCOA; 

VARMA, 2013) contribuindo principalmente como sistemas de entregas de fármacos, (HUI et 

al., 2008) possuindo boa compatibilidade e baixa toxidade, além do potencial em uso na 

terapia gênica, aumentando a eficácia na entrega in vivo (LI;  LI;  KEATES, 2012). 

Como transportadoras de fármacos, essas nanopartículas magnéticas podem ser 

associadas com polímeros, o que faz com que aumente o tempo na circulação sanguínea, além 

da possibilidade de manipulação por campo magnéticos externos (VENDRAME, 2011). 

A liberação e transporte de fármacos através de nanopartículas de magnetita é capaz 

de concentrar o mesmo em um tumor através da indução por magnetismo, caso o tumor for 

acessível pelo sistema arterial e tiver um bom suprimento de sangue (SUN; LEE; ZHANG, 

2008). 

Esse potencial terapêutico pode ser observado no estudo preconizado por Wang et al. 

(2011), onde foram sintetizadas nanopartículas magnéticas carregadas com o fármaco 

daunorrubicina e testadas em células de leucemia K562. Verificou -se a propriedade de 
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liberação sustentada do fármaco e inibição da proliferação de células malignas quando 

comparadas com a daunorrubicina de liberação convencional.  

O mesmo pôde ser mensurado no estudo de Jia et al. (2012), que sintetizou 

nanopartículas poliméricas de PLGA co-encapsulada com doxirrubicina e magnetita, e 

apresentou liberação sustentada do fármaco sensível ao pH e facilmente internalizado no 

estudo in vitro em células de carcinoma de pulmão de murino Lewis, levando a apoptose 

induzida nas analises In vivo. Demostrou-se atividade antitumoral superior à solução isolada 

de doxirrubicina, devido ao direcionamento produzido pelas magnetitas, diminuindo 

consequentemente metástases em células não tumorais. 

No entanto algumas limitações podem ocorrer como tendência de aglomeração das 

partículas (WANG et al., 2013) e instabilidade química pelo estado de oxidação do ferro 

resultando em mudanças das propriedades magnéticas (KUCHERYAVY et al., 2013); além 

de fatores como tamanho, forma e revestimento, influenciarem nas propriedades das NPM e 

no tempo de permanência dessas nanopartículas quando administradas in vivo (SOUZA; 

MOHALLEM; SOUSA, 2011). 

 

1.2 Flavonoides 

 

Os flavonoides constituem uma grande classe de compostos polifenólicos encontrados 

em muitos alimentos de origem vegetal, como frutas, legumes, vinho e chás, sendo 

consumido regularmente por seres humanos (MORETTI et al., 2012). 

Esses compostos são responsáveis por funções biológicas como: crescimento e 

desenvolvimento, defesa contra patógenos (fungos, vírus e bactérias), fotoproteção contra 

raios UV, além de atrativos para insetos polinizadores (DORNAS et al., 2007). 

Essa classe de metabólitos secundários é dividida em flavonóis, flavonas, flavanonas, 

catequinas, antocianidinas e chalconas. Tais metabólitos possuem em comum 2 anéis 

aromáticos entre eles um ciclo com 3 carbonos (Figura 9 e 10). A substituição e a conjugação, 

o grau da oxidação no anel C e o grau de polimerização, é o que determina essas diferentes 

classes, bem como a atividade bioquímica e natureza química (PEDRIALI, 2005; GUPTA et 

al., 2011). 
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Figura 9 - Estrutura química básica dos flavonoides 

 
Fonte: (Adaptado  de DORNAS et al., 2007)  

 

 
Figura 10 - Estrutura química básica das subclasses dos flavonoides. 

 
Fonte: (Adaptado de SANTOS, 2006)  

É sabido há muito tempo, que os flavonoides proporcionam diversas propriedades 

benéficas devido a sua grande diversidade biológica (BECHO; MACHADO; GUERRA, 

2009); Porém nas últimas décadas têm se destacado a utilização desses polifenóis como 

atividade antioxidante. 

Estudos têm demonstrado que os flavonoides podem prevenir doenças crônicas e 

degenerativas humanas (MORETTI et al., 2012), como a asma (TANAKA; TAKAHASHI, 
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2013), o câncer (KOCIC; KITIC; BRANKOVIC, 2013) e doenças cardiovasculares 

(ARRANZ et al., 2013). 

 

1.2.1 Rutina 

 

A rutina (quercetina-3-O-rutinosídeo) é um glicosídeo conjugado, pertencente à classe 

dos flavonóis, formado pela forma aglicona, a quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxiflavona) 

ligada na posição C2 do anel C a uma molécula dissacarídica, a rutinose (C12H22O10), que é 

composta por uma molécula de ramnose e uma de glicose (ARAÚJO, 2012) conforme Figura 

11. 

A rutina pode ser encontrada em várias plantas, como na árvore japonesa pagoda 

(Sophora japonica L., Fabaceae), nos frutos do faveiro (Dimophandra mollis Benth, 

Fabaceae), árvore nativa brasileira, e no trigo morisco das espécies Fagopyrum esculentume 

Fagopyrum tataricum uma das principais fontes dietéticas da rutina (TRANCHIMAND; 

BROUANT; IACAZIO, 2010; THWE et al., 2013). 

 

Figura 11 - Estrutura química da rutina. 

 
 

Esse flavonoide é amplamente empregado como antioxidante, na prevenção ou 

tratamento da insuficiência venosa ou linfática e da fragilidade ou permeabilidade capilar 

(BABY et al., 2008). 

Um estudo realizado por Abarikwu et al. (2012) demonstrou a diminuição do estresse 

oxidativo induzido por ciclofosfamida e seus metabólitos em ratos, favorecendo a 

espermatogênese e esteroidogênese, reduzindo danos no epidídimo e testículo quando tratados 
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com rutina.  

A Rutina também apresentou atividade contra nefrotoxicidade induzida em ratos por 

brometo de potássio, devido à diminuição de enzimas antioxidantes como catalase, 

superóxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase, revertendo o aumento 

de ureia, creatinina, clearance de creatinina e albumina (KHAN; KHAN; SAHREEN, 2012a). 

Esse efeito protetor segundo Khan, Khan e Sahreen (2012b), pode estar relacionado a 

diminuição na expressão de p53 e 2E1 CYP induzida com tetracloreto de carbono que foi 

verificado em um segundo estudo. 

Outros estudos corroboram que o estresse oxidativo possa ser responsável por doenças 

neurodegenerativas comuns no processo de envelhecimento. Dessa maneira Yang et al., 

(2012) induziu lesão cerebral em ratos com d-galactose e após realizou o tratamento com 

rutina, resultando em propriedades neuroprotetoras, devido a redução do peróxido de 

hidrogênio (H2O2).  

Outras atividades biológicas da rutina também vem sendo estudadas, como a atividade 

contra neuropatia diabética (HAO et al., 2012), potencial de criopreservação de espermas 

(MORETTI et al., 2012) e combate da hipertensão arterial demonstrado por Guerrero et al. 

(2012) através da avaliação de compostos flavonóicos na inibição da enzima conversora de 

angiotensina (ECA). Nesse estudo a rutina obteve um percentual de inibição da ECA superior 

a 30%, fato que pode estar relacionado com a atividade da sua estrutura, devido ao grupo 

catecol no anel B, a ligação dupla entre C2 e C3 no anel C, e o grupo cetona em C4 a C-anel 

(GUERRERO et al., 2012). 

Apesar da rutina apresentar tais potenciais terapêuticos, a mesma possui como 

interferente a baixa solubilidade em água (0,8 mg/ml) e consequente fraca biodisponibilidade 

(SHARMA et al., 2013), que pode ser abordada por utilização de nanopartículas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

O objetivo do trabalho consiste na síntese de nanopartículas magnéticas de óxido de 

ferro (magnetita)  e desenvolvimento de nanopartículas poliméricas de PLA-PEG, contendo 

magnetita e rutina. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a) Obtenção de Nanopartículas Magnéticas do tipo magnetita pelo processo sol-gel; 

b) Caracterização da magnetita quanto à morfologia, tamanho e propriedades magnéticas 

utilizando análises de difração de raios X, potencial zeta e magnetômetro de amostra 

vibrante; 

c) Desenvolvimento de protocolos para a obtenção de nanopartículas poliméricas de 

PLA-PEG contendo magnetita e rutina (NANO-MAG/RUT); 

d) Realização de uma curva analítica para quantificação do fármaco rutina pela 

espectrometria de UV/Vis; 

e) Determinação da eficiência de encapsulação, diâmetro médio e índice de 

polidispersão; 

f) Caracterização da NANO-MAG/RUT quanto à morfologia, tamanho e propriedades 

magnéticas utilizando análises de difração de raios X, potencial zeta e magnetômetro 

de amostra vibrante; 

g) Avaliação da atividade antioxidante sobre o radicais artificial: 2,2'-azino-bis (3-  

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS•+)  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Reagentes 

• Água Ultrapura (sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18.2 MƱ 

cm); 

• Ácido Poli (láctico) (PLA, 85-160 MW) (Sigma ChemicalCo.);  

• Álcool (poli) Vínilico (PVA) (Sigma ChemicalCo.); 

• Diclorometano (Fmaia); 

• Dimetilsulfóxido (Química Moderna); 

• Etilenoglicol (vetec) 

• Nitrato férrico (Alfa Aesar) 

• Metanol (J.T. Baker); 

• Polietilenoglicol (PEG) (Sigma Chemical Co.) (10 KDa);  

 

3.2 Equipamentos 

 

• Banho Ultrasônico - Unique®; 

• Balança analítica – Tecnal®; 

• Bomba a vácuo – Tecnal®;  

• Equipamento para medida do espalhamento dinâmico da luz (Light Scattering) -

Brookhaven 90 Plus;  

• Evaporador rotatório - Tecnal® – Mod. TE 120; 

• Lavadora ultrasônica – Unique®;  

• Liofilizador – Terroni®;  

• Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 μm e PTFE 0,45 μm) - Millipore; 

• Banho termostático SL 153/10 - Solab®; 

• Espectrofotômetro UV – Spectra MAX 190 – Molecular Devices®; 

• Magnetômetro de amostra vibrante do PPMS Evercool II da Quantum Design 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Síntese das Nanopartículas Magnéticas 

  

A síntese das NPM foi realizada pelo processo sol-gel por decomposição térmica 

como descrito por Vendrame (2011), onde os precursores foram homogeneizados em 

proporções estequiométricas de 20 mol/mol de etilenoglicol por nitrato férrico e aquecidosem 

uma chapa de aquecimento a temperatura de 90ºC – 100ºC, até formação de um gel.  O gel 

resultante foi levado a um forno tubular com atmosfera de argônio a temperatura de 400ºC 

por 2 horas. 

Segundo Mamani (2009) este método é de fácil aplicabilidade, boa reprodutibilidade, 

além de possibilitar a obtenção de materiais com características pré-estabelecidas. 

 

4.2 Síntese de nanopartículas poliméricas PLA/PEG contendo magnetita e rutina 
(NANO-MAG/RUT) 

 

As NANO-MAG/RUT foram produzidas pela técnica de emulsão-evaporação de 

solvente do tipo emulsão Óleo em Água (O/A)(Figura 12). 

A fase oleosa (F/O) da emulsão foi constituída de PLA e PEG solubilizados em 

diferentes concentrações de diclorometano e acetato de etila, juntamente com o fármaco  

rutina (5mg) previamente solubilizada com 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). 

A fase aquosa (F/A) foi composta por PVA (variando de 1% e 2%) e nanopartículas 

magnética (5mg), que permaneceram por 15 minutos em ultrassom para desaglomeração. 

A F/O foi vertida sob a F/A e submetida a 3 sonicações de 2 minutos (totalizando 6 

minutos) com intervalo de 1 minuto cada, acompanhados de banho de gelo para diminuir a 

perda do solvente na formação da emulsão. 

A suspensão resultante foi acoplada a um rotaevaporador com pressão reduzida à 

temperatura de 37ºC por 30 minutos a fim de evaporar os solventes orgânicos. 

Completando a síntese, a suspensão foi submetida a ultracentrifugação a 10.000 rpm à 

4 ºC por 10 minutos, com o intuito de separar as nanopartículas com o fármaco encapsulado 

do fármaco livre e posterior retirada do sobrenadante. As nanopartículas formadas foram 

lavadas com água purificada e o procedimento de ultracentrifugação repetido. Após a 

liofilização, foram mantidas congeladas. 
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Figura 12 - Desenho esquemático do processo de fabricação de nanopartículas poliméricas 
pelo método de emulsão-evaporação. 

 
Fonte: O AUTOR, 2014 

4.2.1 Análise do perfil de distribuição granulométrica NANO-MAG/RUT 

 

O perfil de distribuição granulométrica (diâmetro médio das partículas e índice de 

polidispersão) foi obtido pela técnica de espectroscopia de correlação de fótons ou dynamic 

light scattering. Este método segundo Venturini et al.  (2011) é uma técnica moderna para a 

análise da distribuição de tamanho de particulas em escala nanométricas. 

Para o procedimento, uma alíquota de 20 µL foi diluída em água ultrapura em cubeta 

de quartzo e submetida a espalhamento de luz com um ângulo fixo de 90 ̊ a temperatura de 

25 ̊C e comprimento de onda do laser igual a 532 nm. A luz espalhada é detectada por uma 

célula fotomultiplicadora que processa os dados para um software, fornecendo dados dos 

diâmetros médios das partículas e índice de polidispersão (HASKELL, 1998). 

 

4.2.2 Curva Analítica para Análise Quantitativa por Espectrofotometria UV/Vis do 
fármaco Rutina 

 

Foi desenvolvida uma curva analítica para o fármaco rutina com o objetivo de 

quantifica-la indiretamente nas formulações  de nanopartículas produzidas. 
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A curva analítica foi construída a partir da dissolução de 10 mg do padrão de rutina 

em 10 mL de metanol (p/v),  e diluições sucessivas foram realizadas para a obtenção das seis 

soluções-padrão (6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18 µl/ml). As absorbâncias foram analisadas no 

espectrofotômetro em 410nm em triplicata, utilizando metanol como branco. 

A equação da reta e o coeficiente de correlação foram baseadas em uma curva 

analítica por meio de regressão linear (absorbância versus concentração). 

 

4.2.3 Determinação da Eficiência de Encapsulação do fármaco Rutina nas NANO-
MAG/RUT 

 

A quantificação da rutina encapsulada nas nanopartículas foi realizada pelo método 

indireto, pela quantificação do fármaco no sobrenadante com base na curva analítica obtida 

por espectrofotometria UV/Vis. Onde uma alíquota do sobrenadante foi filtrada em membrana 

(0,22 µm) e diluída com metanol (1:20). A solução resultante foi analisada em 

espectrofotômetro UV/Vis (λ= 410nm) e a eficiência de encapsulação (EE%) foi obtida a 

partir da seguinte equação 1: 

 

E.E%=  (RUTinicial– RUTlivre / RUTincial)x 100  (equação 1) 

 

Onde o RUTinicial corresponde a concentração de Rutina incorporado inicialmente na 

formulação e o RUTlivre é a concentração do fármaco não incorporado na partícula e presente 

no sobrenadante após ultracentrifugação. 

 

4.3 Caracterização de nanopartículas magnéticas e poliméricas de NANO-MAG/RUT 

 

4.3.1. Difratômetria de Raios X (DRX) 

 

As análises por DRX foram realizadas no laboratório do Departamento de Física da 

Universidade Estadual de Maringá (UEM) e conduzidas com um difratômetro SHIMADZU 

XRD 7000 (radiação Cu Kα).  
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As amostras em pó de NPM sintetizada e NANO-MAG/RUT foram acondicionadas 

em discos, e receberam os feixes de raios X monocromáticos com intensidade e posição 

angular dos picos adequados, resultando em padrão de difração característico da amostra. 

 A NPM teve seus picos comparados com os catalogados nos padrões do “Joint 

Commite on Powder Diffraction Standards – Powder Difraction File (JCPDS - PDF)” a fim 

de identificar a magnetita. 

 

4.3.2 Magnetômetro de Amostra Vibrante 

 

A caracterização magnética (magnetômetro de amostra vibrante) foi analisada no 

Laboratório de Nanoestruturas para Sensores, no departamento de Física da Universidade 

Federal do Paraná (UFPR).  

O objetivo de um magnetômetro de amostra vibrante é medir a magnetização 

(intrínseca ou induzida) de um material pela aplicação de um campo magnético externo em 

função do campo magnético aplicado, da temperatura e do tempo. 

O modulo magnetômetro de amostra vibrante do PPMS Evercool II da Quantum 

Design foi programado com as especificações necessárias para determinação do 

comportamento magnético. 

As nanopartículas magnéticas e as NANO-MAG/RUT foram fixadas na extremidade 

de uma haste rígido acoplada a um transdutor eletromecânico, responsável pelo movimento de 

vibração. A este aplicou-se um campo magnético perpendicular, resultando em uma variação 

do fluxo magnético nas bobinas coletoras, exibindo um comportamento magnético. 

4.3.3 Potencial zeta (PZ) 

 

O PZ das magnetitas dispersas em água foi determinado por anemometria laser Doppler. 

As amostras foram acondicionadas em uma célula eletroforética a 25°C, onde um potencial de 

± 150 mV foi estabelecido. Os valores potenciais foram calculados como a média e desvio 

padrão dos valores da mobilidade eletroforética repetidas 10 vezes. 
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4.4 Aplicabilidade das nanopartículas NANO-MAG/RUT 

4.4.1 Avaliação in vitro da atividade antioxidante de nanopartículas NANO-MAG/RUT 

 

 O método do radical ABTS•+ é uma das analises mais utilizadas para a avaliação 

indireta da capacidade antioxidante (BEAL, 2006). Segundo Proteggente et al. (2002) trata-se 

de um ensaio operacional simples, podendo ser utilizado para soluções com diferentes valores 

de pH além de não ser  afetado por força ionica, e possuir excelente reprodutibilidade. 

O teste foi realizado seguindo metodologia proposta por Re e colaboradores (1999). O 

principio do método consiste primeiramente em formar por processo químico o radical ABTS 

(ABTS•+) em presença de persulfato de potássio que possui coloração esverdeada e em 

seguida o antioxidante é misturado a este radical ocorrendo a redução do ABTS•+ a ABTS, 

provocando a perda da coloração do meio reacional (Figura 13).  

Figura 13 - Estabilização do radical ABTS•+ por um antioxidante e sua formação com 
persulfato de potássio. 

 

 
Fonte: (Adaptado de PROTEGGENTE  et al., 2002)  

 

Nesta etapa preparou-se uma solução aquosa de ABTS  (7 mM) e persulfato de 

potássio (2,45 mM) ambas foram misturadas e incubadas à temperatura ambiente em ausência 

de luz por 12 h para a formação do radical. No instante do uso foi diluído em tampão fosfato 

50 mM (pH 7,4) até a obtenção de absorbância próxima à 0,70 em 734 nm. 

 A rutina livre (padrão) e a NANO-MAG/RUT nas concentrações que variaram de 

0,625 – 25 µg/mL foram incubadas em triplicata com o radical ABTS•+, assim como as 

nanopartículas inertes, nos tempos de 0, 0.5, 12, 24, 36 e 48 h. 

Após o tempo pré estabelecido pela leitura da absorbância, a atividade antioxidante foi 

calculada como porcentagem de inibição do ABTS•+, de acordo com a equação 2:  
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 (equação 2)    

   

 

 

Onde: Ac é a absorbância do controle e Aa é a absorbância da amostra. 

 

A concentração que apresenta 50% da capacidade sequestrante total do radical ABTS•+ 

(IC50) foi realizada utilizando o software STATISTICA 7.0 (Stafsoft, Inc.) e  ANOVA one-

way. 

 

INIBIÇÃO  =  

(Ac – Aa) 

Ac 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Curva analítica para análise quantitativa por espectrofotometria UV/Vis 

 

O método de espectrofotometria permite quantificar determinadas substâncias por 

interação da matéria com a energia radiante absorvida na região do ultravioleta e visível, e a 

partir deste principio, construir uma curva da quantidade de luz absorvida em função de 

diferentes concentrações da solução padrão. 

O Gráfico 1 mostra a  curva analítica da rutina em comprimento de onda λ=410 nm, da 

qual obtemos a equação da reta pelo método dos mínimos quadrados e o coeficiente de 

correlação de 0,9964 indicando a confiabilidade do método. 

 

Gráfico 1- Curva analítica da Rutina por espectrofotometria UV/Vis 

 

5.2 Preparação de nanopartículas poliméricas NANO-MAG/RUT 

 

As nanopartículas poliméricas de PLA-PEG incorporadas  por  nanopartículas de 

magnetita e rutina foram preparadas pelo método de emulsão-evaporação de solvente do tipo 

O/A, já que esse método é adequado para a incorporação de fármacos lipossolúveis como a 



34 

 

rutina (BEDÊ, 2010) associados a materiais hidrossolúveis como a magnetita. Além de tratar-

se de um método confiável, simples e reprodutível (KUSHWAHA et al., 2013). 

A seleção das matérias primas é crucial para o desenvolvimento de sistemas nano 

estruturados estáveis e biocompatíveis aos fluidos corporais. Neste trabalho optou-se pela 

utilização do polímero PLA, uma vez que esse polímero após a passagem pelo ciclo de Krebs 

é eliminado pelo organismo na forma da dióxido carbono (CO2) e água, sendo portanto 

biodegradável (CHAWLA; JAISWAL; MISHRA, 2014). 

O polímero hidrofílico PEG foi utilizado para influenciar nos parâmetros biológicos, 

diminuindo a interação das nanopartículas com o sistema imunológico evitando opsonização e 

fagocitose por impedimento estérico.  Isso pode ser atribuído as suas propriedades  química 

como alta hidrofilia, flexibilidade das cadeias, neutralidade elétrica e ausência de grupos 

funcionais (MATTOS, 2013; MAINARDES, 2007). 

A escolha do tensoativo (PVA) foi realizada com base no estudo de Pagar e Vavia 

(2013) que afirma ótima eficiência de encapsulação quando comparados a outros tensoativos 

pelo método de emulsificação-evaporação do solvente. 

 

5.2.1 Otimização do Processo 

 

Embora a técnica de emulsificação-evaporação de solvente seja apropriada para a 

preparação de nanopartículas biodegradáveis sua produção bem sucedida depende de fatores 

como tamanho médio das particulas, baixo índice de polidispersão, boa eficiência de 

encapsulação e propriedades de liberação prolongada do fármaco, necessitando  de otimização 

de todos os fatores experimentais envolvidos. 

Com o proposito de desenvolver a melhor formulação de nanopartículas NANO-

MAG/RUT, vários parâmetros da formulação sofreram variações independentes, entre elas a 

concentração do tensoativo (PVA), dos polímeros (PLA e PEG), assim como dos solventes da 

fase oleosa (Diclorometano e acetato de etila), conforme demostrado na Tabela 1. 
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Tabela 1- Descrição das variáveis independentes das formulações. 
 

 

 

 

 

 

 

 
aálcool polivinilico, bácido poli lático, cpolietilenoglicol 

 

A escolha dos parâmetros fundamentou-se em estudos como o de Rao e Geckeler 

(2011) e Mohanraje Chen (2006), que demonstraram que a concentração de polímero, do 

tensoativo e do solvente utilizados na formulação afetam diretamente as propriedades finais 

das nanopartículas poliméricas preparados pelo método de emulsificação-evaporação do 

solvente. 

As formulações testadas foram desenvolvidas em triplicata e os parâmetros como 

temperatura, tempo de sonicação, tempo de evaporação, quantidade de rutina e magnetita 

utilizadas e número de lavagens foram mantidos constantes com o intuito de demostrar 

resultados fidedignos. 

As variáveis dependentes usadas neste trabalho, por se considerar que são as que mais 

influência tem sobre a estabilidade das nanopartículas e a velocidade de libertação do 

fármaco, foram: índice de polidispersão (IPD), Tamanho médio das nanopartículas (T) e 

eficiência de encapsulamento do fármaco (E.E%). 

5.2.1.1 Variável: fase oleosa 

 

 Al-maaieh e Flanagan (2001), relatou em seus experimentos que a utilização de co-

solventes na fase oleosa, induzem na obtenção de particulas de menor tamanho pelo método 

de emulsificação-evaporação do solvente.  

Avaliando o experimento através desta variável, é possível perceber (Tabela 2) que 

mudando as proporções (%) dos constituintes da fase oleosa (diclorometano/acetato de etila) e 

mantendo seu volume constante, resultou em mudança significativa no tamanho das 

particulas. O tamanho das mesma diminuiu  com o aumento da proporção de diclorometano 

(75%), fato que pode ser justificado pela diferença de polaridade do solvente. 

 
Variáveis 
indepen-

dentes 
 

 
Dicloro- 
metano 

 
Acetato de 

etila 

 
PVAa 

 
PLAb 

 
PEGc 

 
Símbolo 

 
V1 

 
V2 

 
V3 

 
V4 

 
V5 
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Tabela 2- Resultado das variantes dependentes na formulação frente à diferentes 
concentrações (%) dos constituintes da fase oleosa. 

 

*Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão (n=3). 
 

O diclorometano por sua característica prótica (hidrogênio ligado a elemento 

eletronegativo), sendo portanto doador de hidrogênio, proporciona um aumento da 

solubilidade do fármaco e dos polímeros envolvidos, favorecendo interações dipolo-dipolo e 

dipolo induzido entre solvente e polímero. Além disso sua estrutura molecular, propicia as 

reações devido ao não impedimento estérico (SOLOMOS, 2001). 

Daman et al. (2014) obteve resultados semelhantes quando utilizou solventes de 

diferentes polaridade, também obtendo particulas menores quando aumentado a proporção do 

solvente de maior solubilidade do fármaco/polímeros. 

Vale ressaltar que o tamanho das nanopartículas depende da aplicabilidade proposta 

inicialmente. Nesse caso as nanopartículas poliméricas servem como sistema de carreadores 

tanto da rutina como da magnetita. Segundo Rao e Geckeler (2011) o tamanho considerado 

ideal para o transporte e liberação de fármaco através da corrente sanguínea encontra-se entre 

200 e 300nm, desse maneira os resultados dos tamanhos médio obtidos encontram-se bem 

acima do ideal, o que direcionou a novos experimentos. 

Segundo Courant et al. (2009), a determinação do índice de polidispersão (Figura 15) 

avalia a homogeneidade da distribuição dos tamanhos das particulas, representando a 

variância relativa do quadrado da média, sendo assim, quanto menor o resultado do IPD, 

menor é a dispersão em torno da média e maior é a robustez do método de obtenção das 

nanopartículas. Quando esse encontra-se menor que 0,3 indica a formação de sistemas 

monodispersos. Pela Tabela 2, observamos que somente a amostra A2 permaneceu abaixo do 

valor ideal (IPD: 0,122). Além disso constatamos uma distribuição de tamanho de partícula 

unimodal (Figura 14)  típico e ideal para sistemas monodispersos (SANNA et al., 2012). 

 As nanopartículas de magnetitas possuem tendência natural de aglomeração 

(MUTHIAH; PARK; CHO, 2013) e esta aglomeração irregular das nanopartículas pode ter 

AMOSTRA V1 (%) V2 (%) IPD E.E % T (nm) 

A1 50 50 1,000 ± 0,06 45± 1,03 974± 3,89 
A2 75 25 0,122± 0,04 53± 3,00 801± 2,45 
A3 25 75 0,981± 0,05 49± 3,25 1356± 1,89 
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sido o responsável pelos altos IPD. 

 Muito estudos sugerem uma modificação superficial dessas nanopartículas como 

forma de diminuição da aglomeração, que pode ser realizado com materiais como ácido 

oléico,  ácido laúrico e chitosana (MAHDAVI, 2013.; LU; LIU, 2012). 

 

Figura 14 - Índice de Polidispersão em relação aos constituintes da fase oleosa nas seguintes 
proporções 75:25% de diclorometano e acetato de etila. 

 
 

5.2.1.2 Variável: concentração do tensoativo 

Tabela 3- Resultado das variantes dependentes na formulação frente à diferentes 
concentrações (%) do tensoativo PVA. 

 

* Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão (n=3). 
 

Na tabela 3 observamos que um aumento da concentração do tensoativo (PVA) resulta 

em diminuição drástica do tamanho das nanopartículas (368 nm)  isso deve-se a vários 

fatores, entre eles: a diminuição da tensão interfacial entre a F/A e a F/O resultando em 

particulas menores e mais estáveis, ao mesmo tempo que o PVA é um tensoativo polimérico, 

este contribui para o aumento da viscosidade do meio aquoso, e mais uma vez diminui o 

tamanho da partícula formada. Ainda, durante o processo de evaporação do solvente orgânico, 

o PVA evita a coalescência das gotículas (JAIN et al., 2013). 

O estudo realizado por Souto, Severino e Santana (2012), corrobora com os resultados 

obtidos, afirmando que tensoativo de massa molar elevada, como o PVA, proporciona uma 

AMOSTRA V3 (%) IPD E.E % T (nm) 

A4 1 0,122±0,08 60± 4,45 805± 2,45 
A5 2 0,122±0,68 53± 3,87 368± 4,80 
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diminuição do tamanho das nanopartículas com o aumento da concentração de PVA até à sua 

concentração micelar crítica (CMC). 

Vale ressaltar também que altas concentrações do tensoativo pode afetar a eficiência 

de encapsulação do princípio ativo reduzindo-a devido á interação princípio ativo com o 

tensoativo, o que foi verificado neste estudo. 

5.2.1.3 Variável: concentração do polímero PLA-PEG 

 

Tabela 4 - Resultado das variantes dependentes na formulação frente à diferentes proporções 
dos polímeros PLA-PEG. 

* Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão (n=3). 
 

A quantidade dos polímeros utilizado na formulação é uma das variáveis mais 

importantes na modulação do tamanho de nanopartículas formadas e E.E% do fármaco 

(PAGAR; VAVIA, 2013).  

Ao elevarmos a quantidade de polímero PLA em relação ao PEG na proporção  3:1, 

conforme ilustrado na tabela 4, observamos um aumento no tamanho das nanopartículas 

formadas (331 nm) justificada pelo fato de que uma maior concentração de polímero favorece 

a solidificação mais rápida das nanopartículas, levando a formação de particulas maiores. Ao 

mesmo tempo ocorre um aumento da E.E% do fármaco (75%) devido a elevação da 

viscosidade da fase oleosa resultando em menor perda do fármaco durante o processo de 

evaporação. 

Esses resultados corroboram com o estudo de Nagarwal et al. (2011), que averiguaram 

uma melhor  E.E% do fármaco 5-fluoracila quando aumentaram a concentração de PLA. 

5.2.1.4 Formulação otimizada 

 

Uma nano formulação otimizada visando a entrega de fármaco, deve possuir um 

tamanho de partícula uniforme e adequado, bem como alto índice de encapsulação do 

fármaco, desta maneira  a formulação de escolha está  representada na Tabela 5. 

 
 

AMOSTRA V4 V5 IPD ENC % T (nm) 

A6 3 1 0,303 ±0,08 75± 2,45 331± 2,34 

A7 2 1 0,125±0,09 60± 1,34 241± 1,20 
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Tabela 5 - Formulação otimizada para a produção de NANO-MAG/RUT 
 
 

 

 

 

 

aálcool polivinilico, bácido poli lático, cpolietilenoglicol 
 

 

5.3 Caracterização das nanopartículas magnéticas e poliméricas de  NANO-MAG/RUT 

 

5.3.1 Difração de Raio X 

 

O DRX é uma das técnica mais utilizadas devido a variedade de informações 

atribuídas: A primeira informação é a identificação e caracterização estrutural de compostos 

cristalinos através da medição dos feixes de luz incidentes que se espalharam em diversas 

direções apos o encontro com o material e do ângulo de cada cristal (ALBARICI, 2004). 

Seguido pela classificação dos compostos em cristalinos ou amorfos. Substancias 

cristalinas apresentam se  com a formação de picos bem definidos, característica de suma 

importância já que afeta a solubilidade e a velocidade de dissolução do fármaco. 

Desta maneira submeteu-se ao teste a NPM sintetizada, rutina, nanopartículas inertes e 

as NANO-MAG/RUT. 

A NPM sintetizada apresentou o padrão de difração em 2Ө =  30,3° (33,1 %), 36,6° 

(100%) 43,2° (21,6 %), 53,6° (17,3 %), 57,2° (36,1 %), 62,7° (41,1 %) e 74,6° (6,4 %), 

demonstrados na Figura 15, e quando comparados com os padrões do “Joint Commitee on 

Powder Diffraction Standards – Powder Difraction File (JCPDS - PDF)” evidenciam picos de 

difração característicos de magnetita (Figura 16). 

Também  não observamos picos em 31° correspondente a maghemita, já que este 

possui uma estrutura muito parecida com a magnetita,  diferenciando apenas na prevalência 

de íons ferro divalente ou trivalente (HANNICKEL, 2011).  

Variáveis 
independentes 
 

Dicloro- 
metano 

 
Acetato de 

etila 

 
PVAa 

 
PLAb 

 
PEGc 

 
Concentração 

 
75% 

 
25% 

 
2% 

 
2 

 
1 
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Figura 15 - Difratograma de raio X da NPM produzidas a 400 ̊C 

 
Fonte: O AUTOR, 2014 

 

                     Figura 16 - Difratograma de raio X de magnetita padrão 

 
Fonte: ATTA et al., 2014 

Esses picos bem nítidos também classificam as NPM como substancia cristalina, o 

mesmo pode ser verificado com o fármaco rutina, que apresentou picos cristalinos entre 10° e 

30° confirmando sua identificação conforme literatura (Figura 17). 

Já as nanopartículas inertes (nanopartículas poliméricas sem o fármaco e as 

nanopartículas de magnetita) e NANO-MAG/RUT (Figura 17) apresentaram características 

amorfas com a formação de halos largos, isso pode ser explicado devido a constituição das 

nanopartículas por PLA e PEG.  
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O polímero PLA utilizado é do tipo P1566, e dependendo da sua massa molecular e 

densidade apresenta-se do tipo amorfo ou semicristalino, conforme suas características 

químicas e tratamento. Um estudo realizado por Lindner (2014) que utilizou o mesmo 

polímero demostrou por analises de DRX sua propriedade amorfa, o que resultou na dispersão 

molecular do fármaco e da magnetita no polímero, justificando sua propriedade amorfa e 

consequentemente melhorando as características de dissolução do fármaco. 

 

Figura 17 - Difratograma da rutina, das nanopartículas inertes e da polimérica NANO-
MAG/RUT 

 
Fonte: O AUTOR, 2014 

 

5.3.2 Medidas das propriedades magnéticas 

 O comportamento magnético das NPM foi avaliado pela curva de magnetização dada 

pelo magnetometro de amostra vibrante. 
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5.3.2.1 Curva de histerese magnética 

A Figura 18, mostra as propriedades magnéticas do material sintetizado (magnetita) a 

temperatura ambiente, onde  observamos  uma  curva de histerese característica de materiais 

superparamagneticos, com ciclo de histerese com ausencia de magnetização remanescente e 

coercividade quase nula. 

 

Figura 18 - Curva de histerese magnética da nanopartículas de magnetita 

 
Fonte: O AUTOR, 2014 

Souza Junior (2012) destaca que esse tipo de material permite atingir sua 

magnetização de saturação com um campo aplicado relativamente baixo, sendo facilmente 

magnetizado e desmagnetizado, portanto ideal para uso em areas biomédicas. 

O valor da magnetização de saturação (MS) na nanopartículas de magnetita foi de 40 

emu/g, num estudo preconizado por Vendrame (2011), utilizando o mesmo método de sol-gel, 

chegou-se a aproximadamente 60 emu/g, essa diferença de magnetização de saturação pode 

ser explicado pela temperatura utilizada no momento de secagem do gel; Vendrame utilizou 

uma temperatura de 500ºC, enquanto o presente estudo utilizou uma temperatura de 400ºC. 

Uma maior temperatura pode aumentar o tamanho das particulas e portanto aumentar a 

interação de trocas nas subclasses magnéticas do núcleo magnético. 

Sabendo-se que a Fe3O4 pura apresenta S de 92 emu/g e o experimento apresentou 

saturação inferior, fica claro o efeito da nanoestruturação. Lu e colaborados (2010) também 
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obtiveram MS próximas de 60 emu/g utilizando o método de coprecipitação, confirmando que 

independente do método, os efeitos da nanoestruturação aparecem. 

Comparando com a Figura 19, podemos verificar uma redução na MS do composto 

NANO-MAG/RUT, que pode estar associada pela espessura do encapsulamento pelos 

polímeros PLA-PEG, podendo agir como uma barreira para a magnetização (BEDÊ, 2010 ). 

Também não podemos descartar a hipótese de que a concentração utilizada de Fe304 não foi 

suficiente para promover a magnetização (DENIZOT et al.; 1999). 

 

Figura 19 - Curva de histerese  da NANO-MAG/RUT 

 
Fonte: O AUTOR, 2014 

Assim como nesse estudo, Dorniani e colaboradores (2014) verificaram uma 

diminuição da S de Fe3O4 quando encapsulado com PLA e acido gálico, ou revestidas com 

PEG e ácido gálico. 

 

5.3.3 Potencial zeta 

 

A analise do potencial zeta permite prever a estabilidade eletrostática de particulas 

quando em suspensão, após a sua produção (SZE et al.; 2003). A regra geral para a 

estabilidade eletrostática é o potencial zeta próximo de +/- 30 mV, devido a repulsão 
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eletrostática, sendo potenciais de 0 a 5mV indesejáveis, já que estão mais propícios ao 

fenômeno de floculação (NEVES et al., 2013).  

Como demonstrado na Tabela 6, as NPM obtiveram um alto potencial de carga 

negativa (-23,1), isso se deve a  formação de sítios hidroxilados do tipo O- provenientes do 

nitrato férrico utilizado em sua síntese e portanto, alterando a carga de superfície (SZE et al., 

2013), ou ainda pela presença dos grupos Fe+2 e Fe+3 na superfície da partícula. 

Já o valor obtido do potencial zeta para as NANO-MAG/RUT, foi bem menor 

podendo ser atribuída a presença do polímero PEG, que age como um estabilizador estérico 

diminuindo o potencial zeta, e mascarando então as cargas negativas da magnetita 

(MEHNERT; MÄDER, 2001).  

Resultados semelhantes para valores do potencial zeta próximos a -5mV em 

nanopartículas de PLA-PEG, foram observadas por outros autores (MAINARDES, 2007; 

HAMI et al., 2014). 

Tabela 6 - Análise do potencial zeta das NPM e da NANO-MAG/RUT 

Material Potencial zeta (mV) 

NPM -23,1 

NANO-MAG/RUT -5,19 

 

5.4 Teste antioxidante 

 

Segundo APAK et al. (2007) antioxidante pode ser definido como uma substância que, 

em baixas concentrações, retarda ou previne a oxidação do substrato. 

A oxidação acontece devido aos radicais livres (RL) substâncias que  possuem 

elétrons não emparelhados, conferindo-lhes alta reatividade e consequentemente interações 

com outras moléculas, podendo levar o organismo a estados patológicos (ANDRADE 

JUNIOR et al.; 2005). A importância dos RL é atribuída principalmente aos radicais de 

oxigênio, decorrentes do ciclo respiratório podendo atacar macromoléculas biológicas. 
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Tabela 7 - Porcentagem de inibição do radical ABTS•+ sobre a rutina livre e nanopartículas  
NANO-MAG/RUT 

 
 Porcentagem de inibição (%)  

Concentração (µg/mL-1) Rutina livre NANO-MAG/RUT 
 

 0 hora  
 

3,12 
 

39,8 ± 0,002a 
 

1,6 ± 0,009b 

6,25 48 ± 0,002a 0 ± 0,003b 

12,5 61 ± 0,010 a 1,71 ± 0,019b 

25 85 ± 0,012a 0,4 ± 0,012b 

 
 12 horas  
 

3,12 
 

36 ± 0,011a 
 

17 ± 0,037b 

6,25 40,9 ± 0,019a 17,1 ± 0,005b 

12,5 50,75 ± 0,018a 16,9 ± 0,039b 

25 75 ± 0,012a 17,7 ± 0,026b 

   
 24 horas  
   

3,12 25 ± 0,036a 13 ± 0,013b 

6,25 35 ± 0,019a 17,8 ± 0,002b 

12,5 44,5 ± 0,017a 28 ± 0,016b 

25 69,51 ± 0,020a 47,97 ± 0,006b 

   
 36 horas  
 

3,12 
 

17 ± 0,003b 
 

15 ± 0,013b 

6,25 24,63 ± 0,007a 30,1 ± 0,003b 

12,5 37,9 ± 0,012a 42,7 ± 0,118b 

25 65,98 ± 0,005a 67 ± 0,011b 

   
 48 horas  
 

3,12 
 

16,2 ± 0,006a 
 

44,8 ± 0,009b 

6,25 24 ± 0,008a 74,5 ± 0,009b 

12,5 37,8± 0,008a 83,82 ± 0,013b 

25 60,41 ± 0,010 a 97 ± 0,006b 

a,b, médias da triplicata ± desvio padrão analisadas por linha, letras iguais indicam igualdade estatística e letras 
diferentes desigualdades estatísticas (Anova com pós teste Tukey e α ≤ 0,05). 

 

Nas concentrações analisadas, a rutina livre e as nanopartículas NANO-MAG/RUT 

demostraram diferentes delineamentos na capacidade de inibição. Pela Tabela 7 observamos 

que a inibição (%)  da rutina livre é dependente da concentração na capacidade antioxidante, 

onde averiguamos que um aumento desta favorece a inibição nas concentrações testadas. 
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Vários estudos já demostraram a capacidade antioxidante da rutina, tanto in vitro 

(KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013. PIANA et al., 2013) como in vivo (GAO; XU; 

HUANG, 2002) sugerindo seu uso como função protetora e no tratamento de doenças 

degenerativas mediadas por estresse oxidativo (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006).  

Sua ação antioxidante está ligada a estrutura da rutina,  principalmente determinada 

pelo anel B, pelo grupo ortohidroxi e o OH na posição 5’, tornando o anel com uma maior 

capacidade eletro doadora (ARAÚJO, 2012), e segundo Nijveldt et al. (2001) efetuando a 

diminuição de RL de maneira direta principalmente via inibição da enzima xantina oxidase.  

Em relação ao tempo observa-se que já em 0 hora, a rutina livre na máxima 

concentração (25 µg/mL-1) apresentou a máxima inibição (85%), porém com o passar do 

tempo a inibição (%) demostrou um declínio,  como podemos perceber na concentração de 

3,12 µg/mL-1  no tempo 0 tem se uma inibição de 39,8% e em 48 h inibição de 16,2%, 

podendo ser explicado pela degradação da rutina com o tempo, comparando com as NANO-

MAG/RUT esta manteve uma inibição de 44,8% no tempo de 48h, demostrando uma 

proteção do fármaco pelas nanopartículas.  

Além disso as  NANO-MAG/RUT apresentaram uma inibição significativa a partir do 

tempo de 24 horas e alcançando seu ápice em 48 horas com inibição de 97%,  resultando em 

uma maior atividade do que na forma livre, sugerindo uma liberação prolongada do fármaco.      

O potencial antioxidante da nanopartículas vazias foi considerado insignificante. 

Esse resultado sugere que as nanopartículas produzidas pelo método de emulsão 

simples/evaporação do solvente tem influência sobre o potencial antioxidante da rutina, 

devido a própria estrutura nanometrica. O mesmo foi observado por Soumya et al. (2014), que 

averiguou uma maior inibição do Vanádio pelo método ABTS, em nanopartículas de goma 

guar, quando comparadas as macromoléculas. Sem descartar a hipótese que a maior atividade 

antioxidante possa estar associada a proteção que os polímeros proporcionam ao fármaco 

(WATAL et al., 2013). 

Alguns pesquisadores questionam a utilização de metais como cobre e ferro 

associados aos flavonoides, devido a possível  formação de pro-oxidantes, espécies reativas 

de oxigênio que dão origem ao estresse oxidativo (SOUZA, 2009. MESÁROŠOVÁ et al., 

2014), porém os resultados demostraram que o ferro não influenciou negativamente na 

atividade antioxidante da rutina. 
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Tabela 8 - IC50 referente a rutina livre e  NANO-MAG/RUT sobre a captura do radical 
ABTS•+ em tampão fosfato de sódio 10 mM, pH 7,4, na ausência de luz e à temperatura 

ambiente λ = 734nm. 
 

 IC 50(µg/mL)  

Tempo (horas) Rutina livre NANO-MAG/RUT 

0 6,92 - 

12 12,31 - 

24 13,95 - 

36 

48 

16,49 

16,56 

14,63 

3,48 

 
 

O IC50 da rutina  livre e nano encapsulado foi obtido e os resultados estão descritos na 

Tabela 8, onde verificamos um aumento significativo do IC50 da rutina livre em relação ao 

tempo, demostrando que uma maior concentração de rutina é necessária para inibir 50% do 

radical. As NANO-MAG/RUT apresentaram o IC50 a partir do tempo de 36 h, e ao contrario 

da rutina livre demonstrou diminuição em relação ao tempo. 

Esses resultados demonstram a viabilidade na obtenção de um sistema de entrega 

direcionado de um fármaco com elevado e sustentado potencial antioxidante, caracterizando 

um tratamento eficiente com menores frequência de doses resultando em melhor adesão do 

paciente. Além disso o processo simples, de fácil controle dos parâmetros, associados ao 

baixo custo proporcionam o acesso a esse tipo de medicamento. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 

• Obteve-se nanopartículas magnéticas pelo processo sol-gel, que foram caracterizadas 

como magnetita. 

• Foi desenvolvida uma curva analítica para análise quantitativa de rutina que 

apresentou linearidade e coeficiente de correlação considerados confiáveis. 

• Foi desenvolvido uma formulação otimizada de nanopartículas poliméricas de PLA-

PEG contendo magnetita e rutina (NANO-MAG/RUT) pelo processo de emulsão 

evaporação do solvente. 

• As nanopartículas poliméricas obtidas apresentaram-se com elevada eficiência de 

encapsulação, baixo índice de polidispersão, tamanho médio adequado a finalidade 

proposta e características amorfas 

• A avaliação da atividade antioxidante demostrou uma maior capacidade de inibição 

das  NANO-MAG/RUT quanto comparadas com a rutina livre, sugerindo uma 

proteção e liberação prolongada do fármaco. 
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