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RESUMO 

 

Este trabalho descreve o desenvolvimento e caracterização de nanopartículas 

lipídicas sólidas magnéticas contendo paclitaxel para aplicação em 

magnetohipertermia. Nanopartículas magnéticas foram obtidas pelo método de co-

precipitação de sais de Fe(II) e Fe(III) em meio alcalino. Nanopartículas lipídicas 

sólidas magnéticas contendo paclitaxel foram preparadas pelo método de 

emulsificação-difusão de solvente. O sistema nanoestruturado foi caracterizado 

quanto à morfologia, diâmetro médio e distribuição de tamanho, eficiência de 

encapsulação do paclitaxel, estabilidade e propriedades magnéticas de 

magnetometria e magnetohipertermia. As nanopartículas lipídicas sólidas 

magnéticas contendo paclitaxel apresentaram diâmetro médio de aproximadamente 

200nm com índice de polidispersão de 0,189 e 67% de eficiência de encapsulação 

do PTX. O estudo de estabilidade realizado em amostras liofilizadas mostrou 

redução de aproximadamente 15% do paclitaxel encapsulado no período de 30 dias. 

Pelo estudo de magnetometria os nanocarreadores apresentaram curva de 

magnetização condizente com material em regime superparamagnético e o efeito de 

magnetohipertermia foi verificado pelo aumento da temperatura de 

aproximadamente 25ºC do nanocarreador. A taxa de liberação do paclitaxel foi 

aumentada em 3 vezes quando a temperatura foi elevada de 25ºC para 43ºC no 

ensaio de liberação in vitro indicando que o aquecimento dos nanocarreadores pode 

representar um mecanismo desencadeador do processo de liberação do fármaco, 

possibilitando a obtenção de sistemas de liberação controlada por 

magnetohipertermia.   

 

Palavras-chave: Paclitaxel, nanopartículas lipídicas sólidas magnéticas, hipertermia 

magnética 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

This work describes the development and characterization of magnetic solid 

lipid nanoparticles (SLNMP) containing paclitaxel for magnetohyperthermia 

applications. Magnetic nanoparticles were prepared by coprecipitation of Fe(II) and 

Fe(III) salts in an alkaline medium. SLNMP containing paclitaxel were prepared by 

emulsification – solvent diffusion. Characterization of the nanostructured system 

included morphology analysis, average diameter and size distribution, encapsulation 

efficiency for paclitaxel, stability and magnetic properties of magnetometry and 

magnetohyperthermia. Magnetic SLNMP containing paclitaxel exhibited an average 

diameter of 200nm with a polydispersity index of 0,189; which was confirmed by 

Atomic Force Microscopy. Stability studies conducted with lyophilized samples 

showed a decrease of approximately 15% in the amount of encapsulated paclitaxel in 

30 days. Magnetometry data confirmed the superparamagnetic behavior of the 

nanocarriers and magnetohyperthermia effect was demonstrated by an increase of 

25°C of the temperature of the nanocarrier. A three fold increase in the drug release 

rate was  obtained when the temperature was raised from 25 to 43°C in the in vitro 

release assay. This indicated that temperature increase acts as a trigger mechanism 

for drug release, allowing the preparation of nanostructured controlled drug delivery 

systems controlled by magnetohyperthermia. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Nanotecnologia é uma área interdisciplinar da ciência destinada ao 

desenvolvimento, construção e utilização de estruturas funcionais na escala 

nanométrica, na qual as características fundamentais dos materiais podem ser 

controladas sem que haja mudança na sua composição química (PARK et al., 2008). 

O desenvolvimento dessas estruturas tem sido bastante explorado para fins de 

liberação controlada de fármacos em sítios de ação específica permitindo a 

obtenção de faixa terapêutica e posologia ótimas para tratamento de diversas 

doenças (SOPPIMATH et al., 2001).  

 Sistemas nanoestruturados poliméricos (BERNARDI et al., 2009), lipossomais 

e nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) contendo fármaco encapsulado 

(VIDEIRA;ALMEIDA ;FABRA, 2012), e até nanopartículas magnéticas (PM) para o 

direcionamento e liberação controlada do fármaco em sítios específicos, tem sido 

alvo de exploração em nanotecnologia para tratamento de diversos tipos de 

doenças, particularmente o câncer  (JOHANNSEN et al., 2006; ZHU et al., 2009).  

Estudos recentes para terapia de câncer têm focado em sistemas de 

hipertermia magnética (GONZALES ;KRISHNAN, 2005; MING-HUANG;CHUNG-YU 

;YU-CHUAN, 2008; MEENACH;HILT ;ANDERSON, 2010). A técnica tem 

demonstrado potencial para o desenvolvimento de métodos eficazes para 

tratamento do câncer em combinação com terapêuticas já bem desenvolvidas como 

irradiação e quimioterapia (FALK ;ISSELS, 2001). Através da magnetohipertermia é 

possível aumentar a temperatura do tumor entre 41 a 46°C minimizando danos às 

células normais (LI et al., 2010). O método consiste na introdução de nanopartículas 

magnéticas dentro do tumor, e a posterior aplicação de um campo magnético 

alternado externo. 

 Diferentes materiais têm sido explorados para o desenvolvimento de 

nanocarreadores de fármacos com nanopartículas magnéticas incorporadas em sua 

estrutura para uso em magnetohipertermia. Uma vez que PM inorgânicas podem ser 

facilmente incorporadas em sistemas lipídicos formando nanocarreadores de 

liberação controlada de fármacos, NLSM se tornam potencialmente funcionais para 

aplicação em magnetohipertermia (MÜLLER et al., 1996).  

A possibilidade de aumentar o efeito terapêutico de fármacos em tratamentos 

combinados é hoje um dos grandes alvos da inovação terapêutica. Com este foco, o 
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objetivo deste projeto foi preparar NLSM contendo paclitaxel encapsulado na matriz 

lipídica e estudar sua liberação in vitro, utilizando a magnetohipertermia (MH) como 

fator desencadeador da liberação.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 O CANCER 

O câncer é uma doença avassaladora que tem causado milhares de mortes 

todos os anos. Segundo dados da OMS, Organização Mundial de Saúde, em 2007 

foram catalogados 7,6 milhões de mortes causadas pelo câncer e provavelmente em 

2030 serão 17 milhões de novos casos. Entre os tipos de cânceres mais comuns, 

alguns fatores de causa são devido a interações complexas e não modificáveis 

como susceptibilidade genética e envelhecimento. Outros são ocasionados por 

fatores de risco, modificáveis, tais como o uso do tabaco, agentes infecciosos, dieta 

e atividade física. Quando os fatores de risco são entrelaçados às diferenças de 

comportamentos individuais, crenças, práticas culturais, condições socioeconômicas 

e sistema de saúde torna-se possível enxergar as disparidades globais em sua 

incidência (KAMANGAR;DORES ;ANDERSON, 2006). Devido a essas disparidades 

é possível observar que o número de mortes nos países em desenvolvimento 

aumenta a cada dia enquanto que em países desenvolvidos, é possível ver 

decréscimo de mais de 1% na incidência nos últimos anos (SIEGEL;NAISHADHAM 

;JEMAL, 2012). Vários tipos diferentes de cânceres são detectados todos os dias, 

aumentando assim o desafio da ciência que tem como um de seus objetivos 

fundamentais a erradicação dessa doença. 

  O câncer se dá pelo crescimento celular desordenado como ilustrado na 

Figura 1. Uma característica que o define é a multiplicação rápida de células 

anormais que crescem além de seus limites habituais, e que podem então migrar 

para tecidos adjacentes e se espalhar para outros órgãos. Este processo é referido 

como metástase, e é a principal causadora de morte (RANG, 2003). Muitos tipos de 

cânceres podem ser prevenidos, evitando a exposição a fatores de risco comuns. 

Além disso, uma proporção significativa da doença pode ser tratada por cirurgia, 

radioterapia, quimioterapia, transplante de medula e até técnicas inovadoras como, 

por exemplo, a nanotecnologia (LIANG et al., 2010).  
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Figura 1: Representação esquemática de crescimento de massa tumoral. 

 

Fonte: http://www.cancerresearchuk.org 

 

2.2 TERAPIAS CONVENCIONAIS PARA O TRATAMENTO DO CANCER 

Segundo o INCA, Instituto Nacional do Câncer, várias técnicas são 

empregadas no tratamento da doença. Dentre as principais encontram-se a 

radioterapia e quimioterapia, acompanhadas geralmente de intervenções cirúrgicas. 

Outra técnica é a hipertermia por ablação, que pode ser gerada, por exemplo, a 

partir de radiofrequência, mas que tem sido menos utilizada por se tratar de técnica 

invasiva. Para alguns tipos de tumores é viável sua aplicação como parte integrante 

do tratamento, pois a técnica permite aumentar a temperatura do tumor tornando-o 

mais susceptível a ação de quimioterápicos (ARIAS et al., 2009).  

A radioterapia consiste de um método capaz de destruir células tumorais, por 

feixe de radiações ionizantes. Uma dose pré-calculada de radiação é aplicada, por 

tempo determinado, a um volume de tecido que engloba o tumor, buscando 

erradicar todas as células tumorais, com o menor dano possível às células normais 

circunvizinhas. Essa radiação pode ser externa se emitida por isótopos radioativos 

como césio e cobalto, quando a fonte de radiação provém de um equipamento. Ou 

interna quando a fonte de material radioativo é inserida em pequenas cápsulas junto 

ao tecido tumoral (WANG ;LI, 2003; SYLVESTER et al., 2007). Apesar de bons 

resultados obtidos por essa técnica foi possível observar alguns efeitos colaterais 

devido à ação da radiação em células normais, e também por erros de cálculo da 

quantidade de radiação a ser empregada para cada caso (SHAFIQ et al., 2009). 

Normalmente, os efeitos se relacionam com a dose total absorvida e com o 

http://www.cancerresearchuk.org/
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fracionamento utilizado. Todos os tecidos podem ser afetados, em graus variados, 

pela radiação. Dependendo do nível do tumor o tratamento radioterápico pode ser 

precedido ou seguido de quimioterapia. 

A quimioterapia foi descoberta em meados de 1900, pelo químico alemão, 

Paul Ehrlich desenvolvendo medicamentos para curar doenças infecciosas, e hoje 

exerce papel fundamental no declínio dos casos de morte em pacientes portadores 

de câncer (DEVITA ;CHU, 2008). A quimioterapia consiste da administração de 

fármacos antineoplásicos capazes de acarretar morte e impedir a proliferação e o 

crescimento celular. Vários trabalhos encontrados na literatura mostraram a ação de 

fármacos antineoplásicos no tratamento de carcinomas precocemente descobertos e 

até metastáticos com eficácia no tratamento (MILECKI et al., 2003; BUCCHERI 

;FERRIGNO, 2004; IMAIZUMI, 2005; BANERJI et al., 2007; NORDLINGER et al., 

2007). O grande problema associado à quimioterapia são as reações adversas que 

são provocadas muitas vezes por morte de células normais. Dentre os principais 

efeitos colaterais já foram observados quedas de cabelo, náuseas, perturbação do 

sono, problemas oculares, diarréias e etc. (LOVE et al., 1989). Das formulações 

convencionais utilizadas no mercado tem-se observado altas dosagens e baixa 

biodisponibilidade do fármaco levando muitas vezes o tratamento a resultados 

insatisfatórios. 

 

2.3 PACLITAXEL 

O Paclitaxel (PTX) empregado neste estudo é um dos fármacos mais 

utilizados na quimioterapia para tratamento de tumores sólidos metastáticos de 

mama, pulmão, ovário e bexiga. Sua molécula apresentada na Figura 2 é um 

triterpeno poliidroxilado. Ela foi isolada pela primeira vez em 1971 por Wall e 

colaboradores nos Estados Unidos. Um grande problema na extração do paclitaxel é 

que a planta, da espécie Taxus brevifolia, demora cerca de 100 a 200 anos para 

atingir a maturidade e encontra-se em extinção. Para contornar esse problema, 

desenvolveu-se um método de semi-síntese para obter o paclitaxel em poucas 

etapas. Uma molécula é extraída da espécie Taxus baccata e posteriormente 

convertida em paclitaxel por síntese orgânica (SOUZA, 2004). O mecanismo da 

atividade antitumoral envolve a inibição do crescimento celular por estabilização de 

microtúbulos formados através da ligação não covalente com tubulinas, impedindo à 
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despolimerização necessária a replicação celular, bloqueando assim, o processo de 

divisão (FENG et al., 2007).  

Figura 2: Geometria estrutural plana da molécula do paclitaxel. 

 

Fonte : http://www.drugbank.ca/drugs/DB01229 

 

No mercado o PTX se encontra na forma de suspensões para infusão como 

mostrado na Figura 3. 

O Taxol contem paclitaxel 6mg/mL formulado em uma mistura 1:1 v/v de 

cremophor e álcool desidratado, todavia está associado a uma série de 

inconvenientes como: morbidade, trombose, hipersensibilidade grave, vaso 

dilatação, hipotensão arterial, e até risco de infecção relacionado ao cateter 

empregado na infusão. Mas hoje já está bem estabelecido que vários desses efeitos 

sejam provenientes do cremophor (PELTIER et al., 2006). 

Figura 3: Formulações convencionais de paclitaxel utilizadas no mercado para 
tratamento quimioterápico. 

 

 

Fonte : Taxol, http://www4.carleton.ca/jmc/catalyst/2006s/e1.html; Abraxane, 
http://www.131.org.cn/article/show.php?itemid=72398. 

http://www4.carleton.ca/jmc/catalyst/2006s/e1.html
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/59/Taxol.svg
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O Abraxane por sua vez é uma forma de apresentação do paclitaxel ligado a 

partículas de albumina. O pó de albumina/paclitaxel é suspenso em soro fisiológico 

para infusão numa concentração do paclitaxel de 5mg/mL. Os efeitos tóxicos 

referentes ao cremophor são resolvidos e o tempo de infusão reduzido. Já foram 

observados efeitos adversos como alopecia, neurotoxicidade, mucosites, mas 

limitados pela dosagem  (GREEN et al., 2006). 

Tratamentos conjuntos hoje são amplamente utilizados no mundo inteiro 

como estratégia para o tratamento do câncer. Muitas vezes são necessárias 

intervenções cirúrgicas para retirada de massa tumoral já instalada em órgãos e 

tecidos, acompanhada de radioterapia e quimioterapia. Nesse caso a debilidade do 

paciente é um fator de risco durante o tratamento, e se faz necessário o 

acompanhamento nutricional e até psicológico (HUHMANN ;CUNNINGHAM, 2005; 

VASSARD et al., 2010). 

 

2.4 NANOTECNOLOGIA 

2.4.1 Considerações gerais 

A ciência tem se preocupado intensamente com o bem estar do paciente 

durante e após o tratamento. Então, diversas estratégias são apresentadas todos os 

dias, como alternativa de tratamento. Dentre essas estratégias encontra-se a 

nanotecnologia, alvo de estudo nesse trabalho.  

A nanotecnologia é uma área da ciência destinada ao desenvolvimento, 

construção e utilização de estruturas funcionais na escala nanométrica, na qual as 

características fundamentais dos materiais podem ser controladas sem que haja 

mudança na sua composição química (PARK et al., 2008). Estratégia 

nanotecnológica sugere aumento da biodisponibilidade do fármaco, pois sua 

liberação acontece preferencialmente no local de ação. Dessa forma o fármaco 

antineoplásico pode ter menor ação citotóxica sobre células normais. Por isso a 

liberação controlada de fármacos em um sítio de ação específico a uma faixa 

terapêutica e posologia ótimas tem sido uma das maiores metas no desenvolvimento 

dessas estruturas (SOPPIMATH et al., 2001). 
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2.4.2 Sistemas nanotecnológicos 

Sistemas nanoestruturados de liberação controlada de fármacos apresentam 

diâmetro médio variando entre 50 e 1000nm e tem capacidade de incorporar 

fármacos hidrofílicos e lipofílicos dependendo da estratégia de síntese utilizada. 

Dentre os nanossistemas carreadores e de liberação controlada de fármacos mais 

utilizados estão os lipossomas, nanopartículas poliméricas e nanopartículas lipídicas 

sólidas.  

Os lipossomas são vesículas multi ou unilamelares que contém um 

compartimento aquoso no interior de uma ou várias bicamadas lipídicas (BANGHAM 

;HORNE, 1964; SHARMA ;SHARMA, 1997). As nanopartículas poliméricas se 

apresentam na forma de nanoesferas que são compostas de matriz de polímero 

biodegradável, ou nanocápsulas que são partículas que possuem um núcleo oleoso 

envolto por uma membrana polimérica (PINTO REIS et al., 2006; MORA-

HUERTAS;FESSI ;ELAISSARI, 2010).  

Nanopartículas lipídicas sólidas são nanoesferas de matriz lipídica sólida na 

temperatura ambiente (MULLER et al., 1995; SILVA et al., 2011) utilizadas como 

carreadores de fármacos lipofílicos e hidrofílicos. Dependendo da rota empregada 

no preparo da formulação e da afinidade do fármaco para com a matriz lipídica pode 

ocorrer internalização ou adsorção do mesmo na superfície da nanopartícula.  

Vários métodos são empregados no preparo de nanopartículas lipídicas 

sólidas, tais como: homogeneização a alta pressão, diluição de microemulsão pré-

formada, emulsificação-evaporação de solvente, e emulsificação-difusão de solvente 

(WISSING;KAYSER ;MÜLLER, 2004). Em todos os métodos é necessário o 

emprego de uma quantidade grande de energia na forma de agitação, ultrassom, 

alta pressão de homogeneização. Além do uso de tensoativos capazes de evitar a 

coalescência garantindo assim a estabilidade da suspensão. 

 

2.4.3 Mecanismos de liberação de fármaco por sistemas nanoestruturados 

O mecanismo envolvido na liberação do fármaco encapsulado é individual para 

cada tipo diferente de nanossistema. Por exemplo, nos lipossomas a liberação está 

relacionada à interação do fármaco com sua bicamada lipídica, que por sua vez 

interage com a membrana celular transportando o fármaco pra dentro da célula 

(SHARMA ;SHARMA, 1997).  
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Em sistemas poliméricos nanoestruturados a liberação se dá pela 

biodegradação do polímero. Esses polímeros geralmente sofrem hidrólise, 

fragmentando-se em monômeros causando uma espécie de erosão na partícula. 

Essa erosão por sua vez expõe o fármaco que, de acordo com seu coeficiente de 

partição, pode se difundir para a fase aquosa, solubilizar-se na presença de alta 

concentração de tensoativos, ou precipitar (LAMPRECHT et al., 2001; PEREZ et al., 

2001).  

A modulação do controle de liberação de fármacos encapsulados em NLS se 

dá pela cristalinidade das cadeias lipídicas que por sua vez está relacionada com a 

natureza dos lipídeos utilizados na formulação. Fármacos hidrofóbicos, não 

necessariamente com alta lipofilicidade, tendem a encapsular-se no ambiente 

lipídico de NLS durante a preparação. Mas com a tendência natural de busca por 

menor energia livre, as cadeias lipídicas tendem a se organizar aumentando o grau 

de cristalinidade. Isso faz com que o fármaco aprisionado seja expulso para o 

ambiente externo. Conforme ilustrado na Figura 4, a escolha dos lipídeos é 

fundamental no desenvolvimento de formulações de nanopartículas lipídicas sólidas. 

Matriz lipídica simples, contendo somente um tipo de lipídeo, tende a ter maior 

cristalinidade, maior organização entre as cadeias lipídicas e por consequência 

menos espaço para encapsular fármacos. Matriz lipídica composta, que contenha 

dois ou mais tipos diferentes de lipídeo sólido e até uma proporção de lipídio líquido, 

tende a ter um empacotamento menos compacto, e como consequência disso mais 

espaço para encapsular fármacos. Esse modelo sugere a modulação da liberação, 

ou seja, quanto mais superficial o fármaco mais rápida a liberação e quanto mais 

internalizado mais lenta deve ser a liberação (MÜLLER;RADTKE ;WISSING, 2002).  

Figura 4: Representação esquemática da cristalinidade dos lipídeos em NLS. 

 

Fonte : Próprio autor, adaptado de Müller, 1996. 
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Quando a matriz lipídica é composta apenas por lipídeos sólidos o 

nanossistema é classificado como nanopartícula lipídica sólida. Se a matriz lipídica 

apresentar uma proporção de lipídeo líquido, então o nanossistema é classificado 

como carreador lipídico nanoestruturado (SOUZA et al., 2011). 

 

2.4.4 Vetorização de fármacos para sítios alvo específicos 

Muitos tumores sólidos apresentam uma característica única que não é 

observada em tecidos normais. O aumento da vasculatura na região do tumor, 

processo denominado como angiogênese, é um mecanismo utilizado por tumores 

sólidos para garantir a entrada de nutrientes e oxigênio. Porém, essa nova 

vasculatura geralmente apresenta fenestrações que possibilitam a passagem de 

macromoléculas e até nanopartículas para dentro do tecido tumoral. Conhecido 

como efeito EPR (Enhanced Permeability and Retention), que significa efeito de alta 

permeabilidade e retenção, este processo é responsável pela vetorização e acúmulo 

de macromoléculas e até nanopartículas no interior da massa tumoral (MAEDA et 

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

Sendo o efeito EPR o principal mecanismo de vetorização passiva existente 

no organismo, diversos estudos estão voltados para o desenvolvimento de 

nanossistemas de vetorização ativa de fármacos antitumorais. Por exemplo, 

nanossistemas peguilados para administração sistêmica com intenção de evitar 

ação de macrófagos e fazer com que o fármaco se acumule no tecido tumoral 

(DADASHZADEH et al., 2010; DÍAZ-LÓPEZ et al., 2010), nanossistemas com 

anticorpos monoclonais ligados na superfície para vetorizar o fármaco ao tecido 

específico dentro do organismo (HASHIDA et al., 2008), e ainda nanossistemas 

contendo PM encapsuladas para que, sob ação de um campo magnético externo, 

sejam direcionadas e acumuladas em tecidos tumorais, como ilustrado na Figura 5 

(CORCHERO ;VILLAVERDE, 2009). Estratégias de vetorização como as 

supracitadas combinadas com mecanismos de liberação de cada nanossistema 

específico podem trazer novas metodologias para tratamento do câncer.  
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Figura 5: Representação esquemática da (a) vetorização de PM e (b) aquecimento 
por magnetohipertermia via campo magnético externo. 

 

Fonte: Corchero, 2009, pg. 472, Trends in Biotechnology Vol.27 

 

2.5 PROPRIEDADES MAGNÉTICAS 

Nanopartículas magnéticas têm sido amplamente utilizadas para fins 

biomédicos nos últimos anos. Agentes de contraste em ressonância magnética, 

biossensores, distribuição, vetorização de fármacos e magnetohipertermia 

(SHUBAYEV;PISANIC II ;JIN, 2009; HAO et al., 2010).  

Devido a uma tendência natural de nanopartículas magnéticas formarem 

aglomerados é importante estabilizá-las com uma camada de cobertura. Têm sido 

citados na literatura vários métodos para estabilização de nanopartículas magnéticas 

com ácidos graxos (GYERGYEK;MAKOVEC ;DROFENIK, 2011), dextrana (LIU et 

al., 2011) e alguns íons (CABUIL et al., 2011). Devido à carga de superfície positiva 

proveniente dos íons ferro da nanopartícula magnética é simples e intuitiva a ligação 

de moléculas que apresentem uma extremidade polar ou íons com cargas negativas.  

Com base nessa teoria é possível produzir nanopartículas lipídicas sólidas 

carregadas com nanopartículas magnéticas para aplicação em magnetohipertermia.  

 

2.5.1 Magnetohipertermia 

Conforme Figura 5 além da vetorização para tecidos alvo, um dos 

mecanismos importantes, inerentes à nanopartículas magnéticas, e alvo principal 

deste estudo é a magnetohipertermia.  
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Magnetohipertermia é o aumento da temperatura de sistemas magnéticos 

proveniente da interação de seus momentos magnéticos com um campo oscilante 

de alta frequência gerado por uma corrente alternada (Figura 6) (VERDE, LANDI, 

GOMES et al., 2012).  

Ao aplicar um campo magnético externo em um material magnético, seus 

momentos magnéticos tendem a se alinhar a este campo. Invertendo o sentido do 

campo, esses momentos também invertem sua orientação e com isso podem 

dissipar certa quantidade de energia na forma de calor, dependendo de algumas 

propriedades do campo aplicado e do material que compõe o sistema. 

Figura 6: Representação esquemática do sistema de magnetohipertermia. Uma 
corrente alternada passa por uma bobina condutora. Ocorre a geração de um campo 
magnético no interior da bobina. Materiais com propriedades de magnetismo 
inseridos no interior da bobina sofrerão interação com esse campo. 

 

Fonte : Próprio autor. 

 

Existem basicamente três processos de dissipação sob ação de campo 

alternado: a perda por histerese, a perda por correntes parasitas (ou eddy currents) 

e a perda anômala (JILES, 1993; 1994). A perda anômala está relacionada às 

mudanças de configurações nos domínios magnéticos dos materiais. No caso de 

sistemas monodomínio, como as nanopartículas estudadas neste trabalho, pode ser 

negligenciada. Já as perdas por correntes parasitas estão relacionadas à 

condutividade dos materiais expostos ao campo magnético alternado.  A partir da Lei 

da Indução de Faraday é possível mostrar que a variação do campo magnético 

produz correntes na superfície dos materiais condutores e essas correntes dissipam 

energia pelo efeito Joule (SILVÉRIO, 2001). Dessa forma, embora as perdas por 

correntes parasitas não sejam o foco da aplicação de hipertermia magnética, 

entender e controlar esse processo é essencial para a correta interpretação dos 
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resultados. Por fim, a perda por histerese (palavra de origem grega que significa 

“retardo”, “atraso”) está relacionada à interação entre a magnetização do material e 

o campo alternado (JILES, 1994).  

Na perda por histerese a magnetização tende a alinhar-se em direção ao 

campo aplicado, mas quando o tempo necessário para que esse alinhamento ocorra 

é maior que o tempo de oscilação do campo, surge uma diferença de fase. Essa 

diferença de fase provoca o surgimento de uma curva de histerese com uma 

determinada área. Esse processo é denominado histerese dinâmica (VERDE, 

LANDI, CARRIAO et al., 2012).  

As nanopartículas magnéticas sintetizadas e caracterizadas nesse estudo 

conhecidas como magnetita e maghemita apresentam comportamento 

superparamagnético, pois sofrem interação de um campo magnético externo 

produzindo uma curva de magnetização, mas quando o campo é retirado não há 

magnetização remanente e o campo coercitivo é praticamente nulo. Ou seja, não 

apresentam curva de histerese, devido à relação entre a energia térmica e o volume 

da partícula (BROWN, 1963) esse efeito pode ocorrer, uma vez que as frequências 

de oscilação dos campos aplicados sejam muito altas.  

Vários parâmetros podem afetar a capacidade de dissipação térmica de 

sistemas magnéticos como, tamanho, forma e modificação em sua superfície 

(JÓZEFCZAK ;SKUMIEL, 2007). Existem grupos de pesquisa ao redor do mundo 

que trabalham com diferentes descrições do fenômeno de hipertermia magnética. 

Alguns afirmam que as partículas ferromagnéticas geralmente aquecem devido à 

perda por histerese (HERGT et al., 1998) e partículas superparamagnéticas 

aquecem devido à perda por relaxação (ROSENSWEIG, 2002). Mas outros 

resultados indicam que a hipertermia magnética deve ser sempre descrita pelo 

processo de histerese dinâmica (LANDI ;BAKUZIS, 2012; VERDE, LANDI, 

CARRIAO et al., 2012; VERDE, LANDI, GOMES et al., 2012).  

 

2.6 INOVAÇÃO NANOTECNOLÓGICA E PERSPECTIVAS 

Esse trabalho está inserido em um ambiente de inovação tecnológica. Suas 

perspectivas podem ir além dos objetivos desse exposto quando são corelacionados 

os mecanismos de liberação controlada do PTX desencadeados por aquecimento 

proveniente da magnetohipertermia, com a própria técnica de MH que por si só pode 
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produzir ação antitumoral (JORDAN et al., 1999). É provável que a combinação 

desses dois mecanismos possa apresentar um modo eficaz para o tratamento de 

alguns tipos de tumores, mas vários estudos ainda serão realizados com o intuito de 

contribuir para o desenvolvimento e elucidação deste nanosistema. Os resultados 

apresentados e discutidos nessa dissertação se atêm aos objetivos propostos e 

especificados na seção 3. 

 O revestimento de nanopartículas magnéticas com lipídeos de cadeia longa 

capazes de formar nanopartículas lipídicas sólidas magnéticas é uma saída um tanto 

quanto promissora para a modulação da liberação controlada de fármacos em sítios 

específicos via magnetohipertermia. O baixo ponto de fusão desses lipídeos sugere 

a liberação do fármaco mediante aplicação de campo alternado pela possível fusão 

do lipídeo em temperaturas, um pouco acima da temperatura corporal (LI et al., 

2010).  

A Figura 7 é uma ilustração de um possível mecanismo de formação das 

nanopartículas lipídicas sólidas desenvolvidas e caracterizadas nesse trabalho. A 

partícula magnética nucleia a formação da nanopartícula lipídica sólida e o paclitaxel 

que apresenta uma hidrofobicidade alta tende a encapsular-se no arcabouço lipídico. 

Essa representação esquemática é um corte plano de uma matriz esférica 

que tridimensionalmente pode ser ilustrada pela Figura 8, que apresenta um corte 

transversal, tentando explicitar o interior da nanopartícula lipídica sólida contendo 

partículas magnéticas e paclitaxel.  

No âmbito das inovações nanotecnológicas com aplicações biológicas vários 

questionamentos são levantados em relação aos possíveis efeitos adversos. Um dos 

principais questionamentos relacionados ao uso de nanopartículas magnéticas está 

associado à sua citotoxicidade. Mas a literatura tem mostrado que Nanopartículas 

magnéticas apresentam boa tolerabilidade pelo organismo em quantidades 

adequadas, só desencadeando processos de citotoxicidade em células normais e 

acúmulo em alguns órgãos e tecidos em altas concentrações (ZHOU et al., 2006; 

JAFARI;SIMCHI ;KHAKPASH, 2010). Desta forma, a otimização da formulação é 

imprescindível para aplicações em ensaios futuros de culturas célulares in vitro e 

também para estudo in vivo, pois a carga de partículas magnéticas é determinante 

para garantir a magnetohipertermia que será responsável pelo desencadeamento da 

liberação do paclitaxel.  
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Figura 7: Representação esquemática do mecanismo de formação de NLSM. 

 

 

Fonte : Próprio autor. 

Figura 8: Representação esquemática tridimensional da possível estrutura da NLSM 
contendo paclitaxel. 

 

Fonte : Próprio autor. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

 - Desenvolver Nanopartículas Lipídicas Sólidas Magnéticas (NLSM) contendo 

paclitaxel encapsulado visando ação antitumoral pela liberação do fármaco 

desencadeada por magnetohipertermia.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 - Preparar PM e caracterizá-las quanto à morfologia, diâmetro médio e 

propriedades magnéticas. 

- Preparar NLSM contendo PTX e caracterizá-las quanto à morfologia, 

diâmetro médio e distribuição de tamanho, eficiência de encapsulação do PTX e 

propriedades magnéticas do nanossistema.  

- Avaliar a influência da temperatura no perfil de liberação in vitro do paclitaxel 

encapsulado no nanossistema. 

 - Avaliar a estabilidade química do paclitaxel encapsulado no sistema de 

NLSM e a estabilidade da formulação. 

- Estudar as propriedades magnéticas no nanossistema e fazer o estudo de 

liberação do paclitaxel via magnetohipertermia. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 MATERIAL  

 Água ultrapurificada, FeCl2.4H2O, FeCl3.6 H2O, hidróxido de amônio 29%, 

fosfatidilcolina, monoestearato de glicerila, acido esteárico, tauro desoxicolato, 

poloxamer F-68, paclitaxel, etanol absoluto, acetona, metanol grau HPLC, 

acetonitrila grau HPLC. 

 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Preparação de nanopartículas magnéticas (PM) 

 PM foram preparadas por método de co-precipitação em meio alcalino, pela 

adição de hidróxido de amônio em solução de sais de ferro II e III na proporção 

molar de 1:2 respectivamente (RUTNAKORNPITUK et al., 2009). Foram 

solubilizados 1,00g de FeCl2.4H2O e 1,66g de FeCl3.H2O, separadamente em 20mL 

de água ultrapurificada. Após solubilização as soluções foram misturadas e 

homogeneizadas. Sob agitação constante foram adicionados 20mL de solução de 

NH4OH 29%. A agitação foi mantida por mais 30minutos. Formou-se um precipitado 

preto de magnetita que foi lavado por duas vezes com água ultrapurificada e 

centrifugado no final a 5000 rpm por 5 minutos. 

 

4.2.2 Preparação de nanopartículas lipídicas sólidas magnéticas (NLSM) 

4.2.2.1 Método da diluição da microemulsão 

NLSM foram preparadas pelo método de diluição da microemulsão conforme 

descrito por (MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2010) com adição de nanopartículas 

magnéticas na etapa de fusão dos lipídeos (Figura 9). Foram aquecidos, até total 

fusão dos lipídeos, 30mg de PM, 400mg da matriz lipídica (ácido esteárico ou MEG), 

200mg de fosfatidilcolina de soja e 50mg de Tauro desoxicolato. Foram adicionados 

5mg de PTX aos lipídeos e o aquecimento foi mantido até total solubilização do 

fármaco na fase lipídica. A essa mistura foram adicionados 250µL de água 

ultrapurificada para formação da microemulsão. Essa microemulsão foi gotejada em 

água gelada sob agitação com ultra-turrax a aproximadamente 15000rpm por 10min. 

Com a diminuição da temperatura e agitação no turrax formam-se as NLSM. 
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Figura 9: Representação esquemática do preparo de NLSM pelo método de diluição 
da microemulsão. Lipídeos, PTX e Tensoativos são fundidos, e pela adição de água, 
forma a microemulsão que é então diluída sob agitação. 

 

Fonte : Próprio autor. (legenda) 

 

4.2.2.2 Método da emulsificação evaporação de solvente 

NLSM foram preparadas pelo método de emulsificação-difusão de solvente 

conforme descrito por (PANG et al., 2007) com algumas modificações. Conforme 

Figura 10, 9mL de solução etanólica de fosfatidilcolina 2,56% (m/v) formam a fase 

orgânica 1. A fase orgânica 2 foi formada pela dispersão (m/v) de 2% de PM, 4% de 

MEG e 0,1% de PTX em 5mL de acetona P.A.. Já a fase aquosa foi constituída de 

25mL de pluronic F-68 0,4% (m/v). Para formação da emulsão a fase orgânica 1 foi 

adicionada à fase orgânica 2 e deixada em banho de ultrassom por 5min. Em 

seguida a mistura foi vertida à fase aquosa e deixada em banho de ultrassom por 

mais 5min. Na etapa de difusão foi retirado todo o solvente orgânico e a suspensão 

foi concentrada para 10mL. Essa suspensão foi deixada por 5min em banho de gelo 

e então sonicada por 5mim em sonicador de probe. Após sonicação a amostra foi 

centrifugada por 30min a 2000rpm e 4°C para separação do fármaco livre.  
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Figura 10: Representação esquemática do preparo de NLSM pelo método de 
emulsificação-difusão de solvente. 

 

 

Fonte : Próprio autor. 

 

4.3 CARACTERIZAÇÕES 

4.3.1 Difratometria de Raios-X (DRX) 

 A estrutura cristalina da magnetita, Fe3O4, foi examinada em difratômetro de 

raios-X, marca SHIMADZU, modelo XRD6000, na faixa de 10 a 80º e ângulo de 2θ, 

tendo como base o padrão de silício para cálculo do diâmetro médio das 

nanopartículas  (MEEROD et al., 2008). Para cálculo do diâmetro médio foi utilizada 

a equação de Debye-Scherrer, Equação 1. 

 

  
  

     
                                                     (1) 

onde; 

D - diâmetro médio das partículas 

K - constante que depende da forma das partículas  

  - comprimento de onda da radiação eletromagnética 

θ - ângulo de difração de Bragg 

  – Largura do pico de difração a meia altura dada experimentalmente corrigido do 

dado experimental do padrão de silício.  
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4.3.2 Propriedades magnéticas 

 As propriedades magnéticas foram avaliadas por técnica de magnetometria 

em um magnetômetro de amostras vibrantes (VSM), modelo EV9, marca ADE-

MAGNETICS, pela equipe de colaboradores do Instituto de Física (IF-UFG). Foram 

feitas análises da magnetita fluido e pó seco em estufa a 70°C. E também de 

formulações de NLS e NLSM em suspensão e secas por liofilização por 15h. 

 

4.3.3 Quantificação do paclitaxel 

A quantificação do paclitaxel foi feita por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) em cromatógrafo marca VARIAN, modelo Pro Star 410 equipado 

com detector de UV e coluna cromatográfica Varian C18 (150 x 4,6mm) 5µm SN. 

Foram injetados 20µL de amostra sob fluxo de 1mL/min da fase móvel de acetonitrila 

grau HPLC : metanol grau HPLC : água ultrapurificada (50 : 40 : 10) e detecção em 

227nm. Para quantificação do PTX presente nas formulações de NLSM foi feita 

curva de calibração da matéria prima utilizada. O método cromatográfico foi 

empregado para quantificar PTX nos ensaios de recuperação, eficiência de 

encapsulação, estabilidade e ensaio de liberação. 

 

4.3.4 Eficiência de encapsulação e recuperação do paclitaxel 

 A eficiência de encapsulação (E.E.%) e quantificação do paclitaxel livre foram 

realizadas por CLAE. O fármaco livre foi separado do encapsulado no final da 

preparação por centrifugação a 4°C, 2000rpm por 30min. Foram quantificados tanto 

o sobrenadante de NLSM, quanto o resíduo precipitado. O cálculo da eficiência de 

encapsulação foi dado pela Equação 2. 

 

        
                                     

                                
                           (2) 

 

 A recuperação (Rec %) do paclitaxel na formulação foi quantificada por CLAE. 

O fármaco foi quantificado em cada etapa de preparo da formulação. A recuperação 

então foi dada pela Equação 3. 

        
                                

                                
                                 (3) 
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4.3.5 Estudo morfológico e distribuição de tamanho das NLSM 

 O estudo morfológico e distribuição de tamanho das NLSM foram realizados 

por técnicas de Microscopia de Força Atômica (AFM) e Espalhamento de Luz 

Dinâmico (DLS).   

Para o estudo morfológico foi utilizado AFM, marca Agilent, modelo 5500, com 

ponta de silício. Foi empregado o modo não contato, sob força constante (k) de 

42N.m-1 e frequência de ressonância de 252kHz. As amostras foram diluídas 50 

vezes e gotejadas em superfície de mica, e após secar na temperatura ambiente 

foram submetidas à leitura. 

 Para o estudo do diâmetro médio e distribuição de tamanho das NLSM em 

suspensão foi empregada técnica de DLS em Zeta Sizer, marca MALVERN, modelo 

Nano series. As amostras foram diluídas 50 vezes. 

Os dados de distribuição de tamanho obtidos pelas técnicas de AFM e DLS 

foram comparados. 

 

4.3.6 Estudo de liberação in vitro do PTX 

4.3.6.1 Ensaio de liberação do PTX por difusão em membrana de diálise 

 O ensaio de liberação in vitro do PTX encapsulado em NLSM foi realizado 

pelo método de difusão por membrana de diálise em temperaturas de 25, 37 e 43ºC 

por 48h, mantendo temperatura e agitação constantes em incubadora com agitação 

orbital. A Figura 11 mostra o esquema representativo do sistema empregado para 

este ensaio. O meio doador foi composto por 1mL de formulação de NLSM contendo 

cerca de 300µg de PTX, e o meio receptor foi composto por 20mL de solução salina 

0,9%: Isopropanol (70:30), garantindo condição sink para o ensaio. Foram coletados 

500µL do meio receptor em tempos programados, fazendo-se a reposição do 

volume. A fração coletada foi quantificada diretamente, sem diluição, por CLAE 

conforme descrito no iten 4.3.3.  

 

4.3.6.2 Ensaio de liberação do PTX por magnetohipertermia 

Para o ensaio de liberação do PTX por magnetohipertermia a formulação de 

NLSM foi dividida em duas alíquotas de mesma concentração de PTX (300µg/mL). A 

alíquota (1), denominada controle foi mantida em repouso na temperatura ambiente 

(26ºC) por 21h. Já a alíquota tratada com MH foi mantida nas mesmas condições 
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também por 21h, mas durante as primeiras 4 horas de estudo houve aplicação de 24 

pulsos de MH de 180s com correntes de 149,8 A e frequência de aproximadamente 

300 kHz. Entre cada pulso houve um período de resfriamento de 420s. Durante este 

experimento, a temperatura da amostra foi monitorada por um pirômetro de sonda 

fluorescente. 

Após 21h de repouso as amostras foram submetidas a 10 min de centrifugação 

a 2000rpm e 4ºC para separação do fármaco livre. O fármaco não liberado contido 

no sobrenadante foi quantificado por CLAE conforme item 4.3.3. e 4.3.4. 

Figura 11: Representação esquemática do ensaio de liberação de paclitaxel em 
NLSM por difusão em membrana de diálise. As amostras foram mantidas em 
incubadora com agitação orbital em temperatura constante por todo o tempo do 
ensaio.  

 

Fonte : Próprio autor. 

 

4.3.7 Estudo de estabilidade das NLSM 

4.3.7.1 Estabilidade em suspensão 

A estabilidade da suspensão de NLSM foi avaliada quanto aos fenômenos 

físicos de sedimentação, floculação, coalescência e cremagem por técnica de 

espalhamento de luz múltiplo, em equipamento da marca FORMULACTION, modelo 

Turbscan Lab expert. As amostras foram deixadas em repouso por 24h em 

temperatura ambiente, e em tempos programados foram realizadas varreduras com 

um feixe de laser da base ao topo da cela. Vide Figura 15.  

 

4.3.7.2 Estabilidade em amostras Liofilizadas 

 Para avaliar a estabilidade da formulação de NLSM na ausência do meio 

aquoso dispersante, foi realizada a liofilização da formulação com adição de trealose 
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como crioprotetor (SCHWARZ ;MEHNERT, 1997; MEHNERT ;MÄDER, 2001; 

SUBEDI;KANG ;CHOI, 2009). Foram testadas quantidades crescentes de trealose a 

partir de 1 até 20% da massa lipídica, tendo o MEG como referência. As amostras 

contendo 1mL de formulação e 1mL de solução de trealose na concentração 

desejada foram previamente congeladas a -20ºC e liofilizadas por 15h em liofilizador 

marca THERMO, modelo Micromodulyo. A concentração de trealose utilizada como 

padrão para o teste de estabilidade foi de 15%.  

Após tempos programados as amostras foram ressuspendidas em 2mL de 

água ultrapurificada sob agitação por 30s em vórtex e 5min em ultrassonicador de 

probe em banho de gelo. Posteriormente foram centrifugadas por 10min a 1000rpm 

para separação do fármaco possivelmente extravasado no processo. 

As NLSM ressuspendidas foram avaliadas quanto ao diâmetro médio e 

distribuição de tamanho por técnica de DLS e o sobrenadante foi quantificado por 

CLAE para verificar o PTX ainda encapsulado. 

  

4.3.8 Estudo de magnetohipertermia (MH) 

O estudo de MH foi realizado em equipamento marca Ambrell, modelo Easy 

Heat LI, partindo de amostras de PM, fluido e pó, e também das NLS e NLSM em 

suspensão e liofilizadas. A temperatura de aquecimento foi controlada por sonda 

óptica inserida dentro da amostra. Desta forma foi traçado o perfil de aquecimento 

do nanossistema para o estudo de liberação por magnetohipertermia descrito no 

item 4.3.6.2. 

  

4.3.9 Análise térmica 

A Formulação de NLSM liofilizada foi submetida à técnica de calorimetria 

exploratória diferencial (DSC) em equipamento marca SHIMADZU, modelo 60A no 

intuito de avaliar a temperatura de fusão da formulação de NLSM frente aos seus 

componentes. Foram pesadas separadamente 2g de NLSM liofilizada e seus 

componentes. Todos foram submetidos a uma rampa de aquecimento de 0,5ºC/min 

em intervalo de 24 a 80ºC. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DO NANOSISTEMA 

5.1.1 Estudo morfológico, diâmetro médio e distribuição de tamanho das 

NLSM 

A morfologia, diâmetro médio e distribuição de tamanho das NLSM foram 

estudadas por Microscopia de Força Atômica (AFM) e técnica de Espalhamento de 

Luz Dinâmico (DLS).  

Diferente das técnicas de microscopia eletrônica de varredura e transmissão à 

microscopia de força atômica é ideal para amostras “moles” como sistemas lipídicos, 

pois permite a visualização 3D de superfícies sem que haja danos na amostra. 

 Inserida em uma classe de microscópios de varredura de sonda, a técnica 

permite varrer uma superfície registrando ponto a ponto algum tipo de interação 

entre a sonda e a superfície.  

Figura 12: Representação esquemática simplificada da técnica de AFM no modo 
não-contato. 

 

 

Fonte : Próprio autor. 

 

Como mostra a representação esquemática simplificada da Figura 12, um 

conjunto de piezoelétricos cerâmicos, denominado scanner, posiciona a amostra em 

relação à sonda permitindo a varredura. A sonda utilizada por essa técnica é um 
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cantilever flexível. Em uma das extremidades existe uma ponta muito fina que varre 

a superfície onde está a amostra com uma determinada amplitude de oscilação. Um 

laser é incidido no cantilever e refletido na direção de um detector fotodiodo que 

registra suas deflexões que é em seguida transformada em imagem por software 

específico.  

O modo não-contato utilizado neste trabalho explora o regime de interações 

de Van der waals, atrativas entre os átomos da ponta e da amostra. O sistema de 

realimentação denominado, feedback, no intuito de controlar a posição vertical da 

ponta em relação a amostra mantém constante a amplitude de oscilação do 

cantilever. 

Na imagem de topografia (Figura 13-A) é possível observar a forma esférica 

das NLSM medindo entre 100 e 600nm aproximadamente. Já em (B) há uma 

aparente discrepância no sentido z da estrutura tridimencional, onde pode ser 

observado uma diminuição de aproximadamente 2 vezes na altura da nanopartícula. 

Isso se deve provavelmente a dois motivos: Primeiro, um provável colapso 

(achatamento) do sistema lipídico em função de sua deposição sobre a mica. Em 

segundo, como o modo não contato utilizado é mediado por interações de Van der 

Waals, é possível que o cantilever se mova a uma altura que não condiz com a real 

altura da nanopartícula na busca de conservar a amplitude de oscilação do seu 

movimento (OLIVEIRA et al., 2012). 

Figura 13: Imagens de AFM de NLSM, secas sobre superfície de mica, realizadas 
no modo não contato. (A) Topografia (B) topografia tridimensional. 
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Pela técnica de Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) também conhecida 

como espectroscopia de correlação fotônica é possível medir o diâmetro 

hidrodinâmico de nanopartículas em suspensão. Basicamente um feixe de luz 

monocromático (laser) é incidido em uma cela contendo uma dispersão. Ao chocar-

se com as nanopartículas dispersas em movimento Browniano o laser é espalhado 

em todas as direções sofrendo uma alteração em seu comprimento de onda. Essa 

alteração está relacionada com o diâmetro das partículas, ou seja, partículas 

menores espalham mais luz que partículas maiores. Desta forma é gerada uma 

corelação da intensidade de luz espalhada no tempo. Através dessa correlação que 

gera uma curva de autocorrelação de 2ª ordem um software calcula o diâmetro 

médio e a distribuição de tamanho das partículas dessa dispersão.  

As NLSM produzidas e caracterizadas nesse trabalho apresentaram diâmetro 

médio de aproximadamente 200nm com um Índice de polidispersão (PdI) de 0,189, 

indicando uma faixa estreita de distribuição.  

Figura 14: Histograma de distribuição tamanho de partículas obtido por técnica de 
AFM e DLS. 

 

 

A Figura 14 mostra uma comparação da distribuição de tamanho de NLSM 

entre a técnica de AFM e DLS acompanhadas do ajuste da função de distribuição 

log normal (Equação 4).  
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Onde: 

D – Diâmetro das partículas 

g(D) – Função de distribuição log normal 

σ – Desvio padrão relacionado à polidispersão 

 

     
 

            
    

                

   
                                         (4) 

 

Apesar do pequeno deslocamento na sobreposição dos dois histogramas, é 

muito próxima a distribuição e mostra que as duas técnicas corroboram para a 

elucidação desses dois parâmetros.  

 

5.1.2 Recuperação, carga e eficiência de encapsulação do paclitaxel 

Como mostra a Tabela 1, a recuperação, carga e eficiência de encapsulação 

do PTX foram aumentadas significativamente quando foi utilizado o método de 

emulsificação-difusão de solvente tendo o monoestearato de glicerila (MEG) como 

matriz lipídica. O ácido esteárico é amplamente utilizado na literatura como matriz 

lipídica de NLS contendo diversos fármacos lipofílicos (CAVALLI et al., 1995; 

GHADIRI et al., 2011; TROMBINO et al., 2013), porém para a encapsulação de PTX 

em NLS vários trabalhos têm reportado o uso de outros lipídeos como tripalmitim 

(FADDA et al., 2013), e monoestearato de glicerila (MIAO et al., 2013) devido a uma 

maior afinidade do PTX por esses lipídeos. Isso pode explicar as diferenças 

encontradas nos parâmetros avaliados na Tabela 1. Estudos complementares estão 

sendo realizados para verificar se há possibilidade de degradação ou decomposição 

do paclitaxel em temperaturas acima de 100ºC, que possam justificar a baixa 

eficiência de encapsulação e baixa recuperação pelo método da microemulsão.  

Como mostra a Tabela 1 foi possível encapsular 17.1µg de paclitaxel por mg 

de matriz lipídica (MEG). A concentração de paclitaxel na formulação foi de 

aproximadamente 300µg/mL. Esta quantidade, embora relativamente pequena 

perante formulações convencionais, pode apresentar a vantagem de ser 

potencialmente mais biodisponível, devido à liberação sítio específica (SHEN et al., 

2013) principalmente se for associado a algum tipo de biomarcador (GUPTA;JAIN 

;JAIN, 2007). Ou seja, formulações nanotecnológicas sugerem aumento da eficácia 
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e melhora da biodistribuição devido à vetorização e mecanismo de liberação do 

fármaco, que propiciam ação sitio específica (CIRSTOIU-HAPCA et al., 2010). Em 

ensaios futuros será avaliada a citotoxicidade das NLSM contento paclitaxel e 

viabilidade celular para determinação de concentrações adequadas nos ensaios de 

magnetohiperthermia. 

 

Tabela 1: Dados quantitativos de encapsulação de paclitaxel em NLSM obtidas por 

dois métodos distintos. 

 
Diluição da 

Microemulsão 

Emulsificação-difusão 

de solvente 

Ác. Esteárico (mg) 400.2 ± 0.8  -  200.2 ± 0.8  -  

mMEG (mg)  -  400.6 ± 0.5  -  200.1 ± 0.4 

PTXa (mg) 5.2  ± 0.1 5.1 ± 0.3 5.1 ± 0.2 5.1 ± 0.1 

PTXe (mg)  1.0  ± 0.2 1.3 ± 0.1 1.0 ± 0.1 3.4 ± 0.1 

PTXrec (%) 47.2 ± 3.8 51.1 ± 4.0 95.4 ± 0.9 96.1 ± 0.4 

C.F. (µg/mg) 2.5  ± 0.5 3.3 ± 0.4 5.2 ± 0.8 17.1 ± 0.4 

E.E.% 19.4 ± 3.8 26.1 ± 2.4 20.1 ± 0.9 67.3 ± 1.2 

Nota: Os resultados estão expressos com média e Desvio padrão de três 
amostragens independentes (n = 3). Legenda na lista de abreviações. 
 

5.1.3 Estudo de estabilidade das NLSM 

5.1.3.1 Estabilidade de NLSM em suspensão 

A suspensão de NLSM foi submetida a estudo de estabilidade por técnica de 

espalhamento de luz múltiplo em um período de 24h na temperatura ambiente. 

Conforme o gráfico da Figura 15, não foi observado, nesse período de estudo, 

variação de tamanho, floculação ou sedimentação, já que a relação entre a 

quantidade de luz refletida (back scattering) e luz transmitida foi praticamente a 

mesma em todo o período do estudo. Apenas houve a formação de cremagem que 

representa menos de 7%, e é um processo reversível. A literatura tem mostrado que 

nanopartículas lipídicas sólidas possuem uma particularidade de não serem estáveis 

em tempos prolongados quando em suspensão por processos de gelificação e 

cristalização do sistema  (LEE;LIM ;KIM, 2007). Por esse motivo foi realizado estudo 

de estabilidade de NLSM liofilizada.  
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Figura 15: Estudo de estabilidade da formulação de NLSM por técnica de 
espalhamento de luz múltiplo, por 24h em temperatura ambiente. 

 

  

5.1.3.2 Estabilidade de NLSM liofilizada 

Após 30 dias de estudo não houve variação significativa no diâmetro médio e 

PdI de amostras de NLSM, liofilizadas com 15% de trealose, ressuspendidas em 

água ultrapurificada.  

A estabilidade química do PTX encapsulado foi determinada por CLAE. Como 

mostra o gráfico da Figura 16, após 30 dias houve expulsão de aproximadamente 

14% do fármaco encapsulado, sendo que com 24 horas de estudo já foi detectada 

perda de 8% que provavelmente se deve ao fármaco associado à NLSM por 

mecanismos de adsorção e que não se diferenciam como fármaco livre antes da 

liofilização. Considerando esse fato, o fármaco verdadeiramente encapsulado após 

trinta dias sofre queda de cerca de 6%.  
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Figura 16: Estabilidade da formulação de NLSM contendo PTX. As amostras 

liofilizadas foram armazenadas em dessecador, na temperatura ambiente. Após 

tempos programados foram ressuspendidas e o PTX foi quantificado por CLAE. 

 

 

 

5.1.4 Ensaio de liberação in vitro do PTX por método de difusão em membrana 

de diálise 

O estudo de liberação in vitro do PTX encapsulado em NLSM foi realizado por 

técnica de difusão por membrana de diálise. Método bastante utilizado em ensaios 

de liberação de nanosistemas. Porém a quantificação do fármaco se dá em um 

estágio de segunda ordem. Ou seja, após ser liberado pelo nanossistema o fármaco 

precisa se difundir por uma membrana (peneira molecular) e só depois pode ser 

quantificado no meio receptor. É evidente que não há diferença significativa entre o 

tempo da liberação e da difusão, pois o ensaio é realisado em condição sink e 

mantido em agitação constante.  

As curvas de liberação do PTX estão apresentadas na Figura 17. O teste foi 

realizado nas temperaturas de 25, 37 e 43°C. As curvas mostram claramente a 

diferença no perfil de liberação do paclitaxel causada pelo aumento da temperatura. 

A partir da equação da reta da porção ascendente das primeiras 7 horas de ensaio 

foi possível calcular a cinética da liberação. Observa-se que a temperatura exerce 

um papel fundamental na cinética de liberação. Na temperatura de hipertermia 

(43ºC) são necessárias apenas 7h para liberação de 60% do fármaco encapsulado 

enquanto que na temperatura ambiente (25ºC) são necessárias aproximadamente 

40h para a mesma liberação. A meia vida de liberação (t ½), ou tempo necessário 
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para que sejam liberados 50% do fármaco encapsulado, foi reduzida em 

aproximadamente 4 vezes quando a temperatura foi elevada de 25 para 43°C. O 

fato de não haver liberação de 100% se explica pelo equilíbrio estabelecido na 

difusão do meio doador para o receptor, ou seja, é uma variável da técnica 

empregada, mas que não significa falha do sistema de liberação. 

Figura 17: Perfil de liberação in vitro do PTX encapsulado em NLSM. O ensaio foi 
realizado nas temperaturas de 25, 37 e 43°C durante 50 horas. Alíquotas foram 
coletadas com reposição de meio e quantificadas por CLAE. 

 

Aumento de temperatura é na verdade aumento do grau de agitação das 

moléculas de um sistema. Isso é obvio, e o resultado era esperado, mas como o 

foco deste estudo é a liberação do fármaco por magnetohipertermia, o dado é de 

suma importância. O aumento da temperatura dos centros de calor (NLSM) que 

compõem o nanosistema, provocado pela ação do campo magnético alternado 

externo, influenciará a modulação da liberação do fármaco pela provável fusão da 

matriz lipídica e aumento da difusibilidade do fármaco pelo meio receptor. Este 

argumento está mais explicado no item 5.5 intitulado análise térmica e provado no 

item 9.3.2 intitulado liberação do paclitaxel via magnetohipertermia. 

 

5.1.5 Análise térmica 

A Figura 18 mostra as curvas de análise térmica referentes à NLSM 

carregadas com PTX após liofilização em comparação com os componentes da 

formulação. Partículas magnéticas (PM), fosfatidilcolina (PC), poloxamer F-68 e 
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paclitaxel (PTX) não apresentaram picos de fusão dentro do intervalo de 

temperatura analisado. O monoestearato de glicerila (MEG) apresentou transição de 

fase em 56°C com a temperatura de início da fusão (Tonset) em 52,8ºC. Já a 

formulação de NLSM carregada com PTX seca por liofilização apresentou fusão a 

46°C com Tonset em 44,1ºC. 

Figura 18: Curvas de DSC de NLSM liofilizada em comparação com as curvas dos 
componentes da formulação. Rampa de aquecimento de 0,5 ° C / min. Os demais 
componentes se comportaram como o PTX e foram omitidos para facilitar a 
visualização do gráfico. 
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Esses dados corroboram com o estudo de liberação in vitro onde foi mostrado 

que na temperatura de 43ºC houve uma liberação 4 vezes maior do que na 

temperatura de 25ºC. Nessa temperatura, as nanopartículas lipídicas estão 

praticamente iniciando seu processo de fusão. Analisando essa afirmativa do ponto 

de vista de uma única partícula, é possível que o fármaco contido no interior de um 

sistema lipídico cristalino comece a ter maior mobilidade à medida que esse sistema 

aquece e amolece, podendo entrar em contato com o meio dispersante que envolve 

a partícula com mais facilidade. Ou seja, quão maior o grau de agitação do sistema 

maior a interação das partículas com a fase externa que por sua vez promove a 

solubilização e difusão do fármaco pela membrana. 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO MAGNÉTICA DO NANOSSISTEMA 

5.2.1 Caracterização das nanopartículas magnéticas de Fe3O4 por 

difratometria de raios-X 

Os padrões de difração de raios-X do pó de magnetita (Fe3O4) seco a 70ºC 

estão apresentados na Figura 19. Os picos de difração revelados pelo difratograma 

em (1 1 0), (2 2 0), (3 1 1), (4 0 0), (4 2 2), (5 1 1) e (4 4 0), são os picos 

característicos do cristal de Fe3O4 com uma estrutura em espinélio cúbico (YU et al., 

2006). 

Figura 19: Difratograma de raios-X de PM (Fe3O4), utilizando um feixe de raios-X 
monocromático em intervalo de 10 a 80°, ângulo (2θ), 40 kV e 30 mA. 
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O diâmetro do cristal de nanopartículas magnéticas foi calculado pela 

equação de Debye-Scherrer (LI et al., 2008), d = (k  /  cos θ) corrigido pelo padrão 

de silício. O diâmetro médio encontrado nas nanopartículas de Fe3O4 foi de 15,6 nm. 

  

5.2.2 Estudo das propriedades magnéticas do nanossistema por 

magnetometria  

As propriedades magnéticas foram avaliadas por técnica de magnetometria 

em magnetômetro de amostras vibrantes (VSM). A magnetização específica de 

saturação foi determinada e analisada a partir de curvas de magnetização das PM e 

da formulação de NLSM em temperatura ambiente. A Figura 20 mostra a 

magnetização específica de saturação do pó de PM seco a 70ºC em função do 

campo magnético aplicado. A curva de magnetização mostra claramente que as PM 
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entram em regime superparamagnético frente a aplicação de um campo, pois atinge 

uma magnetização específica de saturação de 63,97 emu/g, mas não há 

magnetização remanente e o campo coercitivo é praticamente nulo quando se retira 

o campo. 

Figura 20:Curva de magnetização obtida em temperatura ambiente do pó de PM 
seco a 70ºC. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 21 mostra as curvas de magnetização da suspensão de NLSM e 

NLS contendo PTX. A magnetização específica de saturação (σs) da NLSM é dada 

pela resultante entre o regime superparamagnético da PM encapsulada e a 

contribuição diamagnética dos componentes não magnéticos da formulação. Esta 

contribuição diamagnética é evidenciada pela medida da NLS sem PM. Tanto na 

amostra em suspensão quanto liofilizada (Figura 22) aparecem as contribuições 

diamagnéticas, mas estas são superadas pelas contribuições ferrimagnéticas das 

nanopartículas de magnetita e maghemita que para estas condições experimentais 

(volume, temperatura, tempo de medida, etc) encontram-se no regime 

superparamagnético, já que não há campo remanente e os valores de coercitividade 

são muito baixos. Além disso, a análise dos dados de magnetização específica de 

saturação (σs) permite calcular a fração volumétrica (ϕ) das nanopartículas 

encapsuladas na NLSM. 
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Figura 21: Curvas de magnetização obtidas à temperatura ambiente de suspensões 
NLSM (vermelho), NLS (verde) e o ajuste da magnetização sem a contribuição 
diamagnética (preto).  
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Figura 22: Curvas de magnetização obtidas à temperatura ambiente de liofilizado de 
NLSM (vermelho), NLS (verde) e o ajuste da magnetização sem a contribuição 
diamagnética (preto). 
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Para o nanocarreador em suspensão foi observada uma magnetização 

específica de saturação (σs) de 0,097emu/g e fração volumétrica (ϕ) da ordem de 

3x10-4. Já o nanocarreador liofilizado, Figura 22, mostrou um aumento de 

aproximadamente 24 vezes dessa magnetização. Sendo encontrado σs = 2,33 

emu/g, e ϕ = 6,9x10-3.  
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5.3 ESTUDO DE MAGNETOHIPERTERMIA (MH) 

5.3.1 Avaliação do comportamento do nanossistema frente ao campo 

alternado 

 Como foi relatado na seção 2.4 nanopartículas magnéticas podem dissipar 

certa quantidade de calor quando estão sob a ação de um campo magnético 

alternado devido à perda por histerese. A proposta desse trabalho é utilizar esse 

calor para promover a fusão do lipídeo e a liberação do PTX encapsulado em NLSM.  

Particularmente em um sistema de magnetohipertermia (Figura 6), além do 

calor gerado pelas PM há também o calor proveniente de todos os componentes do 

sistema como bobina e porta-amostra, que aquecem durante o experimento por 

efeitos que não são de magnetohipertermia, mas sim por outros efeitos como 

explicado na seção 2.4.1. Esses efeitos podem não ser ruins do ponto de vista da 

liberação do PTX, pois o aumento da temperatura do sistema leva a uma liberação 

mais rápida, como foi mostrado no item 9.1.4. Porém, para que consigamos provar o 

conceito de que a magnetohipertermia gera calor suficiente para a liberação do PTX 

é de suma importância separar os dois efeitos.  

Figura 23: Evolução temporal da variação de temperatura de NLSM e NLS liofilizada 
submetida a um campo magnético alternado.  

0 100 200 300 400 500
-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

 NLSM

 NLS

 

 

V
a

ri
a

ç
a

o
 d

a
 t
e

m
p

e
ra

tu
ra

 (
°C

)

Tempo (s)

30.8 A   300kHz

m
Liof

NLSM
 = 0.04092 g      m

Liof

NLS
=0.04421 g

(A)

0 100 200 300 400 500 600

0

5

10

15

20

25

30
 NLSM

 NLS

149.8 A   300kHz

m
Liof

NLSM
 = 0.04092 g        m

Liof

NLS
= 0.04421 g

 

 

V
a

ri
a

ç
a

o
 d

e
 T

e
m

p
e

ra
tu

ra
  
(°

C
)

Tempo (s)

(B)

 

 

A Figura 23 (A) mostra a diferença no comportamento entre NLSM, que 

aquece por magnetohipertermia e NLS que não sofre interação com o campo gerado 

durante 300s para uma corrente de 30.8 A. Já na Figura 23 (B), onde há um 

aumento pronunciado do campo (corrente de 149,8A) surge um aquecimento que 

pode estar associado a correntes parasitas e transportes de calor da bobina e outros 

componentes do experimento, mostrando que, caso o campo seja aplicado por um 
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tempo prolongado, provavelmente haverá saturação do efeito de 

magnetohipertermia e nivelamento do aquecimento por efeito de outros tipos de 

transportes de calor.  

Baseado nessas informações a intensidade do campo e o tempo necessário 

para gerar calor, especificamente por magnetohipertermia, foi otimizado. A Figura 24 

(A) mostra o comportamento do calor gerado preferencialmente por 

magnetohipertermia, e a Figura 24 (B) mostra a variação de temperatura causada 

por transportes de calor de outros componentes do experimento. 

Figura 24: Perfis de variação de temperatura de amostras liofilizadas de NLSM e 
NLS em campos gerados por diferentes correntes. 
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É possível observar, nos primeiros 200s do experimento, que a variação de 

temperatura provocada por magnetohipertermia é cerca de 7,5 vezes maior que o 

calor gerado por correntes parasitas e outros efeitos de transportes de calor. Esse 

dado sugere que a condição ideal para o experimento de liberação do PTX seja a 

aplicação de campos alternados em intervalos de no máximo 200s, já que esse 

objetivo é provar o conceito de liberação por magnetohipertermia, e não por efeitos 

adjacentes. 

 

5.3.2 Estudo da liberação do paclitaxel via magnetohipertermia 

Com base nos resultados apresentados no item anterior, o experimento de 

liberação do PTX por magnetohipertermia foi estabelecido na forma de aplicação de 

campo em pulsos de 180s, e intervalos de 420s para resfriamento do sistema na 

intenção de evitar ação de outros processos de aquecimento além da dissipação 

histerética. 
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Figura 25: Perfil de aquecimento de NLSM pela aplicação de 24 pulsos de 180s sob 
corrente alternada de 149.8 A seguida de resfriamento de 420s após cada pulso. 
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O estudo de liberação de PTX por ação de MH foi realizado seguindo o 

procedimento descrito na seção 4.3.6.2. Conforme mostra a Figura 25 a partir do 

quarto pulso, a amostra atingiu uma situação estacionária variando sua temperatura 

entre 31,5 e 36,5 ºC (média 34ºC).  

Por se tratar de amostra em suspensão a temperatura medida pela sonda não 

condiz com a realidade dos centros de calor formado pelas nanopartículas 

magnéticas, já que a sonda ótica utilizada para aferição da temperatura mede o 

calor do meio. Neste caso, os centros de calor, representados pelas nanopartículas 

magnéticas devem atingir valores temperaturas próximas as da amostra liofilizada 

(Figura 24A curva azul claro. Corrente de 149.8A). Desta forma o mecanismo de 

liberação do PTX provavelmente se dê por transferência de calor do núcleo 

magnético que aquece em altas temperaturas (entre 50 e 55ºC) suficientes para 

provocar o amolecimento da matriz lipídica e a liberação do fármaco para o meio 

externo.  

O gráfico da Figura 24 reafirma, pelo dado experimental, o conceito de que a 

MH desencadeia a liberação do PTX encapsulado em NLSM. É possível observar 

que para a alíquota da amostra controle (EL sem MH) há liberação de apenas 11% 

do PTX encapsulado em 21h, enquanto que a amostra tratada com campo alternado 

liberou cerca de 85% do fármaco encapsulado.  
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Figura 26: Ensaio de liberação do PTX por magnetohipertermia. A formulação de 
NLSM foi difidida em duas alíquotas e mantidas por 21h em repouso. Uma das 
alíquotas sofreu aplicação de pulsos de MH. 
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 Apesar da quantificação pontual do PTX ter sido realisada em um intervalo de 

21h é possível que a liberação tenha acontecido durante a aplicação do campo ( 4 

primeiras horas) devido a diferença no percentual de PTX liberado. Para melhor 

elucidação desse mecanismo, já que esse trabalho visa continuidade, estudos 

complementares serão realizados com o intuito de otimizar o tempo e quantidade de 

pulsos necessários para que ocorra a liberação controlada do PTX. 
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6 CONCLUSÕES 

Nanopartículas magnéticas foram sintetizadas e caracterizadas quanto ao 

diâmetro médio e distribuição de tamanho, bem como suas propriedades magnéticas 

e o perfil de aquecimento por magnetohipertermia.  

As NLSM preparadas neste estudo foram caracterizadas quanto ao diâmetro 

médio, morforlogia e distribuição de tamanho. Foi possível visualizar a forma esférica 

por técnica de AFM, e correlacionar o diâmetro médio e distribuição de tamanho 

pelas técnicas de AFM e DLS. 

O estudo de liberação in vitro realizado em três temperaturas revelou que o 

perfil de liberação do paclitaxel neste sistema sofre marcada influência da 

temperatura na cinética de liberação. 

Através do perfil de aquecimento por magnetohipertermia apresentado pelas 

NLSM foi possível definir o método de liberação do paclitaxel e inferir que essa 

técnica permitirá o controle da liberação do fármaco encapsulado neste sistema. 
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