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“O primeiro passo para a vitória é a vontade de 

vencer”  

(Mahatma Gandhi )  



 

RESUMO 

Fitoquímicos são compostos naturais oriundos de vegetais. Estes são conhecidos por 

apresentarem inúmeras atividades farmacológicas. Dois grupos importantes pertencentes a esta 

classe são os flavonoides e os polifenóis. O flavonoide quercetina (QUE) e o polifenol 

resveratrol (RES) têm sido diretamente associados com efeitos anticancerígenos, a partir de sua 

atividade antioxidante. Sua utilização na terapêutica ainda é limitada devido à baixa 

solubilidade aquosa, o que leva a uma baixa biodisponibilidade. Uma alternativa capaz de 

superar estas limitações é a utilização da nanotecnologia farmacêutica, a partir da incorporação 

de sistemas de liberação controlada de fármacos como os lipossomas (Lipo), que são vesículas 

esféricas compostas por uma bicamada de fosfolipídeos que têm como vantagem a alta 

biocompatibilidade. No presente estudo, visamos à avaliação da eficácia de lipossomas 

elásticos de desoxicolato de sódio contendo QUE e RES nanoencapsulados a partir da sua 

atividade antioxidante, que foi determinada pelo método de ABTS [2,2' – azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) sal diamônio], quantificação do conteúdo de peroxidação 

lipídica pelo método de TBARS (espécies reativas do ácido tiobarbitúrico) e avaliação da 

atividade antiproliferativa destes compostos a partir da viabilidade celular através do método 

de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) e elucidação do 

mecanismo de morte celular pela marcação com os corantes anexina e iodeto de propídeo por 

citometria de fluxo. Os liófilos de QUE/RES-Lipo permaneceram estáveis durante 300 dias, 

sem variação significativa (p<0,05) no índice de polidispersão, com eficiência de encapsulação 

maior que 87%. Os estudos de atividade antioxidante mostraram que, na mesma concentração, 

QUE teve uma maior atividade (TEAC 1091.93 ± 15,4 µM), em relação ao RES (TEAC 867.98 

± 31.75 µM). QUE/RES-Lipo aumentou a atividade antioxidante em 12% comparado a 

QUE/RES livre, reduziu o conteúdo de peroxidação lipídica em 56%, além de apresentar a 

melhor atividade antiproliferativa reduzindo a viabilidade celular em 81%, com uma redução 

de 25% na IC50 em relação a QUE/RES livre. Quanto ao mecanismo de morte celular, foi 

verificado que QUE e RES agem por apoptose e a formulação QUE/RES-Lipo apresentou 

81,8% de morte celular, com um aumento de 60% em relação aos fármacos livres.  Desta forma, 

baseado nos resultados, podemos concluir que a formulação lipossomal elástica contendo QUE 

e RES nanoencapsulados teve boa atividade contra a linhagem HL-60. Atualmente, outros 

estudos in vitro e in vivo estão sendo realizados para melhorar a eficácia e atividade da 

formulação. 

Palavras-chave: Quercetina, Resveratrol, Liposomas, HL-60. 



 

ABSTRACT 

Phytochemicals are natural compounds found in plants. They have numerous pharmacological 

activities. Two important groups belonging to this class are flavonoids and polyphenols. The 

flavonoid quercetin (QUE) and the polyphenol resveratrol (RES) have been directly associated 

with anticancer effects, from its antioxidant activity. Their use in therapy is still limited due to 

the low aqueous solubility, which leads to a low bioavailability. An alternative capable of 

overcoming these limitations is the use of pharmaceutical nanotechnology, from the 

incorporation of drug controlled release systems like liposomes (Lipo), which are spherical 

vesicles composed of a bilayer of phospholipids which have the advantage of high 

biocompatibility. In the present study, we aimed to evaluate the effectiveness of sodium 

deoxycholate  elastic liposomes containing QUE and RES nanoencapsulated from its 

antioxidant activity, which was determined by ABTS [2.2 '-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-

sulfonic acid) salt diammonium] method, content of lipid peroxidation by TBARS 

(thiobarbituric acid reactive species) method and antiproliferative activity of these compounds 

from the cell viability through MTT (3-(4.5-dimetiltiazol-2il) -2.5-diphenyl tetrazolina 

bromide) assay and elucidation of the cell death mechanism with dyes Annexin and propidium 

iodide marking by flow cytometry. The lyophilized QUE/RES-Lipo remained stable during 300 

days without significant variation (p < 0.05) in plydispersity index, with encapsulation 

efficiency higher than 87%. The antioxidant activity studies showed that, at the same 

concentration, QUE had greater activity (TEAC 1091.93 ± 15.4 µm), comparing to RES (TEAC 

867.98 ± 31.75 µ M). QUE/RES-Lipo increased antioxidant activity in 12% compared to free 

QUE/RES, reduced the content of lipid peroxidation in 56%, in addition, had the best 

antiproliferative activity, reducing cell viability in 81%, with a reduction of 25% on IC50. As 

mechanism of cell death, it was verified that QUE and RES act by apoptosis and the QUE/RES-

Lipo showed 81.8% of cell death, with an increase of 60% in relation to free drugs Based on 

the results, we can conclude that the liposomal formulation containing QUE and RES 

nanoencapsulated had good activity against HL-60 cell line. Currently, in vitro and in vivo 

studies are being conducted to enhance the effectiveness and activity of the formulation. 

 

Keywords: Quercetin, resveratrol, liposomes, HL-60. 
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1. INTRODUÇÃO 

Plantas medicinais e extratos de plantas é a forma mais antiga e mais difundida de 

medicação. Um desses grupos de plantas são os fitoquímicos que são conhecidos por exercer 

atividade anticancerígena, em parte com base na sua atividade antioxidante (RAFTER, 2002). 

Fitoquímicos também podem interferir em vias de sinalização intracelulares, tais como aquelas 

que regulam a proliferação, indução de apoptose e a resposta ao stress oxidativo (Roy et al., 

2003). Um composto bioativo importante bastante difundido na dieta humana é a quercetina 

(7,3,5,3 ', 4'- pentahidroxiflavona) (QUE), um flavonoide encontrado em vegetais, frutas e 

plantas que tem inúmeras atividades biológicas devido à sua capacidade para inibir as enzimas, 

que atuam como antioxidantes, e regulam a resposta imunitária (WANG, 2013). 

Numerosos estudos têm relatado os efeitos antiproliferativos da quercetina em uma 

variedade de linhas celulares cancerígenas, incluindo glioma (BRAGANHOL et al., 2006); 

Osteosarcoma (XIE et al., 2010); câncer cervical (VIDYA PRIYADARSINIETAL, 2010); 

câncer de próstata (HSIEH e WU, 2009), câncer de mama (CHOI et al., 2008); leucemia 

mielóide (DURAJ et al., 2005) e câncer de cavidade oral (KANG et al., 2010). 

Outro composto bioativo amplamente reconhecido por suas atividades farmacológicas é 

o resveratrol (trans-3,5,4 '- trihidroxiestilbeno) (RES), uma fitoalexina encontrada em várias 

frutas que têm sido associados com efeitos anticancerígenos. A citotoxicidade do resveratrol 

também está relacionada à sua atividade antioxidante (ATHAR et al., 2007). Resveratrol pode 

inibir o crescimento e induzir a apoptose em células de melanoma (HSIEH et al., 2005); câncer 

de mama (SCARLATTI et al., 2003); câncer de estômago (ATTEN et al., 2005), câncer de 

pulmão (KIMURA e OKUDA, 2001); câncer de próstata (GAO et al., 2004); neuroblastoma 

(Nicolini et al., 200); hepatoma (MICHELS et al., 2006); fibrosarcoma (MOUSA et al., 2005); 

câncer pancreático (MOURIA et al., 2002) e leucemia (SU et al., 2005). 

Mertens - Talcott e Percival (2005) verificaram efeito sinérgico quercetina e resveratrol 

no ciclo celular, foi observado um aumento na percentagem de células na fase G0/G1 em 12 h, 

e em uma parada na fase S após 24 h, com reforçada apoptose mediada por caspase-3, em 

células de leucemia (HL-60). Apesar do seu potencial clínico, a utilização de QUE e RES na 

terapia farmacêutica ainda é limitada devido à baixa solubilidade em água e, consequente baixa 

biodisponibilidade (LI et al., 2013). 
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Neste quadro, uma alternativa para superar estas limitações é a utilização de sistemas 

nanoestruturados de liberação de fármaco, tais como lipossomas, que são vesículas 

biocompatíveis e versáteis, compostas por uma camada dupla de fosfolipídios que podem 

encapsular fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos. Entre eles, temos os lipossomas elásticos, que 

são vesículas com uma maior capacidade de deformação. Os compostos que podem conferir 

elasticidade aos lipossomas convencionais são os surfactantes, tais como o desoxicolato de 

sódio (SDC) (CEVC E BLUME, 2001). SDC é um sal biliar extensivamente estudado como 

um potenciador de permeação das membranas biológicas (PAUL et al.,1998). 

Nosso estudo anterior estabeleceu formulações estáveis de nanoliposomes SDC- 

elásticos contendo QUE e RES encapsulados na bicamada de fosfolipídios (CADENA et al., 

2013). No presente estudo, avaliamos a estabilidade dos lipossomas a partir da estabilidade de 

armazenamento, a atividade antioxidante e os níveis de peroxidação lipídica. O mecanismo 

anti-proliferativo em células de leucemia promielocítica humana (HL-60) foi investigado por 

citometria de fluxo. Nosso objetivo é avaliar se a associação de QUE e RES, como compostos 

individuais ou carregado em lipossomas elásticos, pode ser mais eficaz na atividade 

antiproliferativa do que estes flavonóides como compostos individuais. 
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2. OBJETIVOS 

2.1.  GERAL 

Avaliar a atividade antiproliferativa de lipossomas elásticos contendo quercetina e resveratrol 

nanoencapsulados em células de leucemia (HL-60). 

 

 

2.2. ESPECÍFICOS 

2.2.1. Avaliar a estabilidade do liófilo da formulação lipossomal contendo quercetina e 

resveratrol por um período de 1 ano; 

2.2.2. Determinar a estabilidade das formulações lipossomais de acordo com a variação de pH; 

2.2.3. Quantificar a atividade antioxidante da quercetina e resveratrol livres e encapsulados 

em lipossomas elásticos; 

2.2.4. Determinar os níveis de peroxidação lipídica das diferentes formulações lipossomais; 

2.2.5. Avaliar a atividade antiproliferativa das formulações lipossomais em linhagem celular 

HL-60; 

2.2.6. Verificar o mecanismo de morte celular induzidos pelos flavonoides. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1. FLAVONOIDES 

Flavonoides englobam inúmeras estruturas químicas e constituem uma importante classe de 

polifenóis. São conhecidos por serem metabólitos secundários comumente distribuídos entre 

frutas, legumes, nozes, sementes, flores e cascas, sendo parte integrante da dieta humana. Estão 

classificados como compostos naturais derivados do anel benzo-γ-pirona, possuem baixo peso 

molecular e englobam uma classe muito importante de pigmentos naturais (MIDDLETON e 

KANDASWAMI, 1993). Apresentam um núcleo fundamental com 15 átomos de carbono, 

formado por dois anéis benzeno conectados por um anel pirano (C6-C3-C6) (Figura 1) (MOT et 

al., 2014). A figura 1 aborda a estrutura geral dos flavonoides e o sistema de numeração 

utilizado para distinguir as posições de carbono em torno da molécula. Os três anéis fenólicos 

são referidos como A, B, e C (ou pirano) (COOK e SAMMAN, 1995). 

 

Figura 1 - Estrutura geral dos flavonoides. 

 

Fonte: (COOK e SAMMAN, 1995). 

Estes compostos podem ser classificados em diversos subgrupos baseado na presença 

de ligações duplas, grupos hidroxil, metil, glicosídeos e diferentes posições das moléculas. As 

principais classes são flavonóis, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianidinas, isoflavonas, 

diidroflavonois e chalconas (Tabela 1) (KO et al., 2014). Estas mudanças na estrutura química 

e orientação da molécula são importantes, pois determinam o tipo de atividade bioquímica que 

o determinado flavonoide apresentará. 
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Tabela 1 - Classificação dos flavonoides de acordo com sua fórmula estrutural  

Classe de 

Flavonoide 

Fórmula 

estrutural 

Composto 3’ 4’ 3 7 Plantas 

Flavonol 

 

Quercetina 

Isohamnetina 

Kaempferol 

Espiraeosídeo 

Quercitrina 

Isoquercetrina 

OH 

O-CH3 

H 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

O-

glicose 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

O-

ramnose 

O-

glicose 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Casca de 

cebola 

Espinheiros 

do mar 

Cenoura 

Casca de 

cebola 

Saururus 

chinesis 

Saururus 

chinesis 

Flavona 

 

Apigenina 

Luteonina 

H 

OH 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Salsa 

Cenoura 

Flavonona 

 

Narigenina 

Hesperetina 

Narirutina 

Narigina 

Hesperedina 

H 

OH 

H 

H 

OH 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

OH 

OH 

O-

rutinosí

deo 

O-

neoespe

ridose 

O-

rutnosíd

eo 

Toranja 

Limão 

Toranja 

Toranja 

Laranja 

Toranja 

Fonte: Tabela modificada de KO et al., 2014. 

Os flavonoides que contêm um grupo hidroxila na posição C-3 do anel C são 

classificados com 3-hidroxiflavonoides (flavonóis, antocianidinas, leucoantocianidinas,e as 

catequinas), e aqueles que não têm o grupo hidroxila são classificados como 3-

desoxiflavonoides (flavanonas e flavonas ). A classificação dentro das duas famílias é baseada 

em como os grupos hidroxila ou metila são adicionados em diferentes posições da molécula 

(Figura 2). Os isoflavonoides diferem dos outros grupos, pois o anel B está ligado à posição C-

3 do anel C, ao invés de C-2. As antocianidinas e catequinas, por outro lado, não possuem o 

grupo carbonila em C-4 (KUHNAU, 1976). 

Muitos flavonoides estão presentes e ocorrem naturalmente na forma de glicosídeos em 

plantas, e quando ingeridos, são hidrolisados pelas bactérias presentes na flora bacteriana, 

revelando suas formas biologicamente ativas, forma aglicona. As formas agliconas (flavonoides 

sem açúcar) ocorrem com menor frequência. Pelo menos oito monossacáridos ou combinações 

destes diferentes (di ou trissacarídeos) podem ligar-se aos diferentes grupos hidroxila da forma 

aglicona. O grande número de flavonoides é um resultado das muitas combinações diferentes 
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de flavonoides agliconas e esses açúcares. As porções mais comuns de açúcar incluem d-glicose 

e l-ramnose. Os glicósidos são geralmente O-glicosidos, com a porção de açúcar ligado ao 

grupo hidroxilo na posição C-3 ou C-7 (WILLIAMS et al., 1994). 

O metabolismo dos flavonoides ocorre principalmente no lúmen gastrointestinal, células 

da parede do intestino e fígado e é de suma importância, pois afeta a atividade biológica do 

flavonoide e a sua capacidade de agir nas células. Uma característica destes compostos é que 

eles aparecem como ácido glucurônico e conjugados de sulfato na corrente sanguínea 

(ERLUND, 2004). 

Figura 2 - Estrutura dos flavonoides. A. Fórmula estrutural dos flavonoides. B. O estado de 

oxidação e saturação define os subgrupos dos flavonoides. 

 

Fonte: Figura modificada de MARTENS et al., 2010. 

O interesse dos pesquisadores pelos flavonoides surgiu nos anos 90 e desde então só 

tem crescido devido ao seu largo espectro de atividades biológicas e farmacológicas (ERLUND, 

2004). São conhecidos por serem potentes antioxidantes in vitro e in vivo (ANGELIS, 2005) e 

têm sido utilizados no tratamento de diversas doenças como diabetes mellitus, alergias, úlceras 

pépticas, terapias anti-câncer (LINK et al. 2010), neuroprotetores (PRIPREM et al., 2008), 

cardioprotetores (YANG et al., 2008), antivirais, hepatoprotetores (SU et al., 2003) e 

nefroprotetores (SHOSKES et al., 1998). 



21 

 

Muitos mecanismos antioxidantes têm sido propostos para os flavonoides. Tais 

mecanismos incluem: a) opressão da formação de espécies reativas do oxigênio pela inibição 

do sistema enzimático responsável pela geração de radicais livres (ciclooxigenase, lipoxigenase 

ou xantina oxidase); b) quelação de íons metálicos que podem iniciar a produção de radicais 

hidroxil pela reação de Fenton ou Harber-Weis; c) sequestro de radicais livres; d) regulação 

positiva ou proteção das defesas antioxidantes por induzir a fase II de enzimas como glutationa 

transferase que aumenta a excreção de espécies oxidadas ou e) indução de enzimas 

antioxidantes como a metalotioneína que é uma proteína queladora de metais, com propriedades 

antioxidantes (PIETTA, 2000). 

Uma proposta de terapia complementar recomendada para pacientes oncológicos é o uso 

de antioxidantes. Os antioxidantes podem ser úteis na redução dos efeitos colaterais da 

quimioterapia e radioterapia por reduzir sua toxicidade. Contudo, há divergências quanto ao 

seu uso, pois, acredita-se que os antioxidantes reduziriam a eficiência dos tratamentos radio e 

quimioterápicos (WEIJ et al., 1997). Há evidências de que os antioxidantes podem ser uma boa 

escolha na intervenção terapêutica junto à quimioterapia por auxiliar na redução do tamanho do 

tumor e no aumento da longevidade dos pacientes (DRISKO et al., 2003). 

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e majoritários são os 

compostos fenólicos, tais como os flavonoides. As propriedades benéficas desses compostos 

podem ser atribuídas à sua capacidade de sequestrar radicais livres (DECKER, 1997). 

Diferentes flavonoides podem atuar em vários níveis do processo cancerígeno. Se o dano ao 

DNA causar a mutação dos genes implicados na morte e proliferação celular, que é a causa do 

câncer, a sua prevenção é possível quando esta mutação é prevenida. Assim, os flavonoides 

poderiam inibir a carcinogênese química (geração de radicais livres endógenos, radiação 

ultravioleta e raio-X) e biológica (bactéria Helicobacter pylori causadora da úlcera estomacal, 

e associada ao desenvolvimento de câncer no estômago; e alguns vírus) (LÓPEZ-LÁZARO et 

al., 2002). 

Também foi visto na literatura que os flavonoides têm ação anticancerígena. O câncer 

pode ser considerado uma doença genética causada pela aquisição sequencial de mutações em 

genes implicados na proliferação e morte celular. O dano causado ao DNA pode resultar de 

processos endógenos como erros na duplicação do DNA e instabilidade química em certas bases 

do DNA ou de interações com agentes exógenos como radiação ionizante e ultravioleta, agentes 

químicos e biológicos como os vírus (LÓPEZ-LÁZARO, 2002). É uma síndrome que envolve 
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em geral, as etapas de iniciação, promoção e progressão. Diversos trabalhos têm visado o 

estabelecimento da associação entre a ingestão e os níveis séricos de certos nutrientes e o risco 

de câncer (FLAGG et al., 1995; ZIEGLER et al., 1996). 

 

3.2. QUERCETINA 
  A Quercetina, (3, 3´, 4’, 5, 7-pentahidroxi-flavona) (QUE), é um flavonoide pertencente 

a uma extensa classe de compostos polifenólicos presente nas plantas, e está representada na 

Figura 3.  

Figura 3 - Estrutura química da molécula de quercetina. 

 

Fonte: PEREIRA M.A., 2014 

Apresenta-se como um pó amarelo-alaranjado, com fórmula molecular C15H10O7 e peso 

molecular de 302,24 g/mol para a forma anidra e de 338,27 g/mol para a forma diidratada. Ela 

torna-se anidra na faixa de temperatura de 93 a 97 oC e decompõe-se a 314 oC. Em relação à 

solubilidade, este composto é praticamente insolúvel em água (cerca de 0,30-0,70 μg/mL), 

sendo mais solúvel em etanol a frio (3,45 μg/mL) e a quente (43,48 μg/mL) (BUDAVARI, 

1996); possui um pKa de 6,74 (ARSHAD et al., 2009). Esta molécula sofre auto-oxidação em 

soluções orgânicas ou em meio aquoso. A auto-oxidação é dependente do pH e da solução 

tampão utilizadas, assim como da presença de oxidantes, e está relacionada com a dissociação 

dos grupos OH das moléculas, levando a um aumento do pH da solução. A quercetina se 

encontra na forma neutra ou catiônica em pH menores que 5, neutra ou de monovalente em pH 

5 e na forma mono ou bivalentes em pH 7,5 (Figura 4) (MOMIC et al., 2007). 
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Figura 4 - Sequências de reações indicando a formação de espécies quinonas para a quercetina 

dependente do meio e pH. 

 

 Fonte: Modificado de TIMBOLA et al., 2006. 

Uma das razões do sucesso da quercetina, provavelmente, é pelo fato de possuir uma 

maior biodisponibilidade em relação aos outros fitoquímicos. Ela representa o flavonol mais 

abundante encontrado na dieta humana, com uma ingestão diária, estimada em 5 – 40 mg/dia 

por indivíduos que consomem grandes quantidades de frutas, vegetais, legumes e bebidas ricas 

em flavonoides, como exemplo as maçãs, cebolas e tomates (HERTOG et al., 1995). Em função 

do seu interesse químico e propriedades biológicas, é um dos flavonoides mais estudados. 

(LEOPOLDINI et al., 2011).  

 A quercetina presente nas frutas e vegetais não se apresenta na forma aglicona (sem 

grupos de açúcares), e sim, na forma glicosilada. A explicação bioquímica para a alta 

biodisponibilidade da quercetina glicosilada é, em grande parte, pelo processo de deglicosilação 

realizado pelas bactérias da flora intestinal, e após a absorção, a quercetina é metabolizada em 

diferentes órgãos como intestino, colón, rim e fígado. Sua absorção é influenciada pela presença 

da microflora (BOOTS, HAENEN & BAST, 2008; MANACH et al., 2004). 

Boots e colaboradores (2004) verificaram em seus estudos que o tempo de meia vida da 

quercetina e de seus metabólitos é de 11 a 28 horas, o que sugere a possibilidade de um aumento 

significante nas concentrações plasmáticas após aplicação contínua. Durante um estudo de dois 

anos conduzido pelo NTP (National Toxicology Program), ratos machos F344/N alimentados 

com 2 g/kg peso corporal/dia de quercetina (correspondente a uma dose de 140 g para um 
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indivíduo de 70 kg), apresentaram nefropatia crônica grave, hiperplasia e neoplasias de células 

epiteliais dos túbulos renais. Em doses mais baixas, a partir de 50 a 500 mg/kg/dia, nenhum 

efeito adverso foi relatado (HARWOOD et al., 2007). Uma dose oral única de 4 g de quercetina 

não foi associada com efeitos colaterais em humanos. Doses intravenosas de 100 mg de 

quercetina foram aparentemente bem toleradas. Porém, doses de 2,5 g em um adulto de 

aproximadamente 70 kg, uma vez por semana, durante três semanas, foram associadas a 

toxicidade renal em dois dos dez pacientes (FERRY et al., 1996). 

 A quercetina pode inibir o processo de formação de radicais livres em três etapas 

diferentes, na iniciação (pela interação com íons superóxido), na formação de radicais hidroxil, 

por quelar íons de ferro, e na peroxidação lipídica, por reagir com radicais peroxi de lipídeos 

(AFANAS'EV et al., 1989). 

A quercetina pode regular o ciclo celular, interagir com os locais de ligação do estrogênio 

tipo II, diminuir a resistência às drogas e induzir a apoptose de células tumorais. 

Adicionalmente, a quercetina inibe a atividade da tirosina quinase. As etapas de iniciação e 

promoção do melanoma foram bloqueadas quando a quercetina foi administrada 30 min antes 

da aplicação do indutor 12-o-tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA), em ratos. Por bloquear a 

promoção deste tumor, a quercetina foi considerada como um efetivo agente preventivo (WU 

et al., 1998). 

Knekt e colaboradores (2002) encontraram uma relação inversa entre o consumo de 

flavonoides e a incidência de câncer pulmonar, em homens e mulheres acima de 20 anos de 

idade, sendo que a quercetina representava cerca de 95% do consumo total de flavonoides neste 

estudo. 

O interesse clínico pela quercetina tem aumentado por causa de seus efeitos em doenças 

cardiovasculares, observados em populações com uma dieta rica em flavonoides. Estudos 

epidemiológicos demonstraram uma correlação inversa entre morte por doenças 

cardiovasculares (DCV) e consumo moderado de bebidas alcoólicas. O aumento sérico da 

lipoproteína de alta densidade (HDL), nestes indivíduos, indica que o consumo moderado de 

bebida alcoólica é o responsável por este efeito protetor. Como exemplo, tem-se os flavonoides 

do vinho tinto implicados na proteção contra doenças cardiovasculares devido à diminuição da 

concentração sérica de LDL (HERTOG et al., 2002) e inibição da agregação plaquetária. O 

possível mecanismo pelo qual os flavonoides mantêm a integridade vascular tem conduzido aos 
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estudos sobre o sequestrou de radicais livres, inibição da peroxidação lipídica, atividades da 

lipogenase, da ciclooxigenase e da fosfolipase A2. Os flavonoides também inibem a oxidação 

da LDL, a agregação plaquetária e a atividade da proteína quinase C e promovem vasodilatação 

(FORMICA et al., 1995). 

Tan et al., (2003) verificaram que a quercetina inibe importantes passos da angiogênese 

in vitro, incluindo a proliferação, migração e formação tubular das células do endotélio, e in 

vivo, ela exerce atividade antiangiogênica. Todos esses efeitos são dose-dependentes. 

Como compostos naturais presentes abundantemente na nutrição humana, os flavonoides 

são uma classe de substâncias com potencial atividade nefroprotetora. Estudo in vitro 

demonstrou que a quercetina leva a um aumento significativo da sobrevida celular quando há 

falência renal induzida, sendo o resultado dose-dependente (AHLENSTIEL et al., 2003). 

Estudos comprovaram que a ingestão oral de quercetina pode proteger o fígado contra a falência 

induzida por isquemia-reperfusão, pela melhora da capacidade antioxidativa hepática (SU et 

al., 2003).   

Rayalam et al (2008) estudaram o mecanismo de ação de QUE sobre pré-adipócitos. Foi 

observado um decréscimo do potencial de membrana pela redução da regulação de poli (ADP-

Ribose) polimerase, bcl-2 e ativação da caspase-3, iniciando assim um processo de apoptose. 

QUE também induziu a lipólise em adipócitos, pois é potente inibidora de fosfodiesterase, uma 

enzima que hidrolisa o AMPc com consequente inativação da proteína quinase. Devido à 

inibição da atividade da fosfodiesterase há um aumento da lipólise no adipócito. 

Numerosos estudos têm relatado os efeitos antiproliferativos da quercetina em uma 

variedade de linhagens celulares cancerígenas, incluindo glioma (BRAGANHOL et al., 2006), 

osteosarcoma (XIE et al., 2010), câncer cervical (VIDYA PRIYADARSINIETAL, 2010), 

câncer de próstata (HSIEH e WU, 2009), câncer de mama (CHOI et al., 2008), leucemia 

mielóide (DURAJ et al., 2005) e câncer de cavidade oral (KANG et al., 2010). 

 

3.3. RESVERATROL 

O resveratrol (5-[(E)-2-(4-hidroxifenil)etenil]benzeno-1,3-diol) é uma fitoalexina 

polifenólica que é sintetizada a partir de seus precursores, a p-cumaroil coenzima e a malonil 

coenzima, numa proporção de um para três. A malonil coenzima deriva de uma combinação 
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das unidades de acetil coenzima formado a partir da fenilalanina que, em plantas, pode ser 

sintetizada a partir de açúcares pela via do ácido chiquimico. Através da perda de um grupo 

amina pela desaminação oxidativa catalizada por uma enzima específica, a fenilalanina amônia 

biase, a fenilalanina é convertida em ácido cinâmico que é hidroxilado enzimaticamente ao 

ácido p-cumárico; na etapa final, a p-cumaroil coenzima é formada a partir de coenzimas livres 

por uma coenzima ligase. A condensação da p-cumaroil coenzima com três moléculas de 

malonil coenzima é realizada pela atividade da estilbeno sintetase ou resveratrol sintetase, 

resultando na formação do resveratrol da videira. Quatro moléculas de dióxido de carbono 

(CO2) são formadas para cada mol de resveratrol sintetizado (FREGONI, 1999).  

 O resveratrol apresenta fórmula molecular de C14H12O3 (Figura 5), peso molecular de 

228,24. Possui pKa de 9,3 e é pouco solúvel em água (água: 0,03 g/L, DMSO: 16 g/L, álcool: 

50 g/L) (ALLAN et al., 2009) e encontra-se em 72 espécies vegetais (distribuídas em 31 gêneros 

e 12 famílias), porém é encontrada em poucos alimentos destinados ao consumo humano, dentre 

eles destacam-se a uva (Vitis vinífera L.) e o amendoim (Arachis hypogaea) (TREVISAN, 

2003) e é produzido em resposta ao estresse como um mecanismo de defesa contra infecções 

fúngicas, virais, bacterianas e danos da exposição à radiação ultravioleta (CADDEO et al., 

2008). 

Figura 5 - Estrutura química da molécula de resveratrol. 

 

Fonte: PEREIRA M.A., 2014 

Os benefícios potenciais do resveratrol dependem, em parte, da sua absorção, 

biodisponibilidade e metabolismo. Recentemente, vários estudos examinaram a absorção do 

resveratrol in vivo, onde foi observado que pelo menos 70% dele é absorvido em humanos após 

doses orais; no entanto, só foi possível rastrear traços de compostos derivados do resveratrol no 

plasma. Existe uma grande variação quando se trata da absorção e biodisponibilidade do RES, 

porém estas não são afetadas pelo tipo de refeição ou pela quantidade de lipídios presentes na 



27 

 

alimentação. Após a administração oral de resveratrol puro em seres humanos, o glicuronídeo 

foi o metabólito principal detectado no plasma e urina. (MENG et al., 2004). 

RES foi primeiramente isolado das raízes do heléboro branco (planta Veratum 

grandiflorum) em 1940, e mais tarde em 1963 das raízes de Polygonum cuspidatum, uma planta 

utilizada na medicina tradicional chinesa e japonesa. Inicialmente, sendo apenas caracterizada 

como uma fitoalexina, o resveratrol atraiu pouca atenção até 1992, quando foi postulado como 

explicação para alguns dos efeitos cardioprotetores do vinho tinto. Desde então, vários 

trabalhos foram feitos com o resveratrol, que demonstrou prevenir ou diminuir a progressão de 

algumas doenças, como o câncer, doenças cardiovasculares e isquêmicas, assim como 

aumentar a resistência ao estresse e a longevidade de vários organismos, de leveduras e 

vertebrados (BAUR e SINCLAIR, 2006). 

Jang et al. (1997) publicaram um artigo reportando a capacidade do resveratrol em inibir 

a carcinogênese em várias fases. Os mesmos autores descobriram que a aplicação tópica de 

resveratrol reduziu o número de tumores de pele em ratos, em até 98%. O composto foi 

identificado com base em sua capacidade de inibir a atividade da ciclo-oxigenasede (COX-1) 

que se correlaciona com a promoção do antitumor. 

Outro mecanismo pelo qual o resveratrol pode combater a formação de tumores é pela 

inibição do ciclo celular e apoptose. Os efeitos do resveratrol anti-proliferativo e pro-

apoptótico no tumor de linhagens celulares foram extensivamente documentados in vitro 

(AGGARWAL et al., 2004) e são suportados pela regulação de proteínas do ciclo celular e 

aumento da apoptose. Uma explicação mais precisa para esta ação seria através da 

sensibilização de células tumorais pelo fator de necrose tumoral (TNF), relacionado à indução 

de apoptose através do ligante - TRAIL (FULDA e DEBATIN, 2004) ou por mecanismos que 

envolvem a modulação de ciclinas, regulação da p16 e p53 e rotas mediadas por PKC (CHEN 

et al., 2004; SHIH et al., 2004; ZHANG. et al., 2006). 

Também conhecido pelos seus efeitos cardioprotetores, o resveratrol é uma das 

explicações para o “paradoxo francês”, termo criado para relacionar a alimentação dos 

franceses rica em gorduras saturadas com o índice relativamente baixo de doenças 

coronarianas, justificado pelo alto consumo de vinho tinto (RENAUD e GUEGUEN, 1998). A 

agregação excessiva ou inadequada de plaquetas pode levar à formação de trombos e 

subsequentes bloqueios nos vasos sanguíneos que resultam em isquemia transitória, infarto do 
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miocárdio ou acidente vascular cerebral. Curiosamente, o resveratrol impede a agregação 

plaquetária in vitro (BERTELLI et al., 1995) através do seu efeito protetor sobre a inibição da 

COX-1 e da subsequente atividade da COX-2, porque o equilíbrio de prostaglandinas 

sintetizadas pelas duas isoformas regula a homeostase vascular (BAUR e SINCLAIR, 2006). 

Compostos fenólicos presentes no vinho tinto elucidam atividade antioxidante e evitam 

a oxidação de LDL. O resveratrol é relatado como um dos mais potentes antioxidantes contra 

Eros (Espécies reativas do oxigênio) e essa sua atividade pode também estar associada com a 

proteção contra a progressão da aterosclerose, já que a oxidação da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) é um evento importante no desenvolvimento desta doença (KING et al., 

2006). Na verdade, ele mostrou ser mais potente que outros flavonóides em prevenir a oxidação 

catalisada por cobre e como o LDL têm alta afinidade com o cobre, esta atividade de quelação 

impede a modificação oxidativa do LDL (SAIKO et al., 2008). Além disso, devido ao seu 

caráter lipofílico, o resveratrol é capaz de se ligar às partículas de lipoproteína, o que acentua 

essa atividade antioxidante (BELGUENDOUZ et al. 1998). 

O RES é um dos principais nutrientes da longevidade que pode simular os efeitos de 

restrição de calorias que inclui expansão da vida útil, aprimoramento do tecido patológico, 

aumento da resistência, biogênese mitocondrial, gasto de energia, sensibilidade à insulina e 

diminuição do acúmulo de gordura, entre outros (DAS et al., 2010). Bauer et al. (2006) 

mostraram pela primeira vez que o resveratrol poderia estender a vida útil em mamíferos. Neste 

estudo, foi concluído que dietas com alto teor calórico (60% de calorias de gordura) induz 

obesidade, provocando a resposta inflamatória e comorbidades, tais como diabetes e 

aterosclerose, diminuindo o tempo de vida em caso de ratos com meia-idade, mas o tratamento 

com resveratrol (22,4 mg/kg/dia) ao longo da dieta prorroga o período de vida pela indução da 

sirtuína (Sirt1). 

A citotoxicidade do resveratrol também está relacionada à sua atividade antioxidante 

(ATHAR et al., 2007). Resveratrol pode inibir o crescimento e induzir a apoptose em células 

de melanoma (HSIEH et al., 2005), câncer de mama (SCARLATTI et al., 2003), câncer 

gástrico (ATTEN et al., 2005), câncer de pulmão (KIMURA e OKUDA,  2001); câncer de 

próstata  (GAO et al., 2004),  neuroblastoma (CHEN et al., 2011), hepatoma (MICHELS et al., 

2006), fibrosarcoma (MOUSA et al., 2005), câncer de pâncreas (MOURIA et al., 2002) e 

leucemia (SU et al., 2005). 
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3.4. DESOXICOLATO DE SÓDIO E ÁCIDO DESOXICÓLICO 
O ácido desoxicólico (DCA) é um ácido biliar natural de origem secundária, constituído de 

formas conjugadas do ácido cólico (Figura 6), e quando apresentado na forma de sal de sódio, 

é chamado de desoxicolato de sódio (Figura 7), tem boa capacidade de permeação, e é 

amplamente investigada no campo da nanotecnologia. Ácidos biliares são esteroides anfifílicos 

que foram extensivamente estudados como intensificadores de permeabilidade de várias 

membranas biológicas (LALIC-POPOVIC et al., 2013). 

Figura 6 - Estrutura química da molécula do ácido desoxicólico. 

 

Fonte: Figura modificada de GAO et al., 2008. 
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Figura 7 - Estrutura química da molécula do desoxicolato de sódio. 

 

Fonte: WU et al., 2013. 

 Este é utilizado na indústria farmacêutica para o tratamento de em disfunções hepáticas, 

mas é mais utilizado como surfactante. 

Os surfactantes possuem propriedades químicas polares e apolares que facilitam a 

emulsificação de substâncias insolúveis pela redução da tensão superficial na sua interface, e 

devido a estas características, os sais biliares são compostos capazes de aumentar a solubilidade 

e permeabilidade (ROTUNDA et al., 2004). 

 

3.5.  MORTE CELULAR 

A morte celular é uma resposta à lesão celular, a qual chega a um nível em que os danos 

causados as células são irreversíveis. Os tipos de morte celular são caracterizados em três tipos 

apoptose, necrose e autofagia, de acordo com NNCD (The nomenclature comittee on cell death) 

(KROEMER et al., 2009). 

O processo apoptótico é disparado frente a lesões no DNA da célula causadas por 

agentes físicos, químicos, biológicos e outros. A Figura 8 descreve o processo os diferentes 

processos de ativação da apoptose. Ao entrar em apoptose, a célula pode apresentar como 

características marcantes do processo de morte celular programada a condensação da cromatina, 

retração celular (redução do tamanho da célula), fragmentação do DNA, perda do volume 

celular, citoplasma denso, organelas compactadas, formação de blebs (prolongamentos da 

membrana celular), aumento do tamanho e número dos blebs com a formação dos corpos 

apoptóticos, que serão fagocitados pelos macrófagos sem a presença de um fenômeno 

inflamatório (ELMORE, 2007). 
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Figura 8 - Vias da apoptose. Via extrínseca (lado esquerdo) e via intrínseca (lado direito) 

 

Fonte: Figura modificada de ASHKENAZI, 2002. 

A necrose é caracterizada pelo extravasamento do material intracelular e são observados 

danos às organelas como mitocôndrias e retículos. Com o início deste processo, ocorre a ruptura 

dos lisossomos, dando início a uma resposta inflamatória local, decorrente das citocinas, 

resultantes de uma exposição exacerbada ao agente tóxico (YAKOVLEV, FADEN, 2004). 

O processo necrótico difere-se da apoptose pelo fato deste resultar na morte imediata 

das células, sem que a mesma possa se rearranjar para a fagocitose. A necrose ocorre quando 

há falha na regulação do equilíbrio (hemostasia), depois que a célula sofre danos irreparáveis 

(SCHUKTZ; HARRINGTON; 2003). A célula que se encontra em necrose sofre um aumento 

no seu tamanho, o que causa aumento da fragilidade da membrana celular, resultando no 

aumento da permeabilidade e posterior rompimento da membrana (SCHULTZ, 

HARRINGTON, 2003). Na tabela 2 são apresentadas características que diferem as células em 

apoptose e necrose. 
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Tabela 2: Diferenças morfológicas entre as células com apoptose e necrose. 

MORFOLOGIA APOPTOSE MORFOLOGIA NECROSE 

Retração da célula Aumento celular 

Conteúdo celular íntegro Vazamento do conteúdo celular 

Liberação do citocromo c pela mitocôndria Destruição das organelas 

Fragmentação do DNA em pares de base múltipos de 

180 
Fragmentação do DNA em pares de bases aleatórios 

Formação de corpos apoptóticos para fagocitose Formação de detritos (nem todos são fagocitados) 

Processo não-inflamatório Processo inflamatório 

Fonte: Tabela adaptada de McHUGH; TURINA, 2006. 

Já a morte celular por autofagia geralmente ocorre quando a célula se apresenta em 

situação de depleção de nutrientes, na qual, a mesma degrada seus componentes celulares 

através do mecanismo lisossômico, visando gerar energia à célula. São observados também 

vacúolos, indicando a presença de membranas neste processo (KLIONSKY, 2000). 

 

3.6.  NANOTECNOLOGIA FARMACÊUTICA 

A nanotecnologia farmacêutica é a área das ciências farmacêuticas que está envolvida 

no desenvolvimento, caracterização e aplicação de sistemas terapêuticos em escala 

nanométrica. Esta tecnologia surgiu nos anos 1960 com o desenvolvimento inicialmente da 

microencapsulação, técnica de transformação de líquidos (polímeros e outras substâncias) em 

pó com tamanho das partículas em escala micrométrica. A microencapsulação é bastante 

utilizada nas indústrias alimentícia, têxtil, farmacêutica e cosmética por permitir a proteção de 

substâncias lábeis e voláteis, o controle da liberação do fármaco, contribuindo para a melhoria 

da biodisponibilidade e redução da dose terapêutica e toxicidade. A microencapsulação serviu 

de modelo para técnicas mais sofisticadas, agora em escala nanométrica, permitindo o 

desenvolvimento de nanopartículas e nanovesículas (PIMENTEL et al., 2007).  

Os sistemas de liberação controlada oferecem várias vantagens quando comparados aos 

sistemas convencionais de administração de fármacos, dentre elas destacam-se: a proteção do 

fármaco no sistema terapêutico contra possíveis instabilidades no organismo, promovendo 

manutenção de níveis plasmáticos em concentração constante; o aumento da eficácia 

terapêutica; a liberação progressiva e controlada do fármaco pelo condicionamento a estímulos 

do meio em que se encontram (sensíveis a variação de pH ou de temperatura); a diminuição 
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expressiva da toxicidade pela redução de picos plasmáticos de concentração máxima; a 

diminuição da instabilidade e decomposição de fármacos sensíveis; a possibilidade de 

direcionamento a alvos específicos (sítioespecificidade); a possibilidade de incorporação tanto 

de substâncias hidrofílicas quanto lipofílicas nos dispositivos; a diminuição da dose terapêutica 

e do número de administrações e aumento da aceitação da terapia pelo paciente (TORCHILIN, 

2012; PIMENTEL et al., 2007). 

Nas formas de administração convencionais (spray, injeção, pílulas) a concentração da 

droga na corrente sanguínea apresenta um aumento, atinge um pico máximo e então declina. 

Desde que cada droga possui uma faixa de ação terapêutica acima da qual ela é tóxica e abaixo 

da qual ela é ineficaz, os níveis plasmáticos são dependentes das dosagens administradas. Este 

fato é problemático se a dose efetiva estiver próxima à dose tóxica. O objetivo dos sistemas de 

liberação controlada é manter a concentração do fármaco entre estes dois níveis por um tempo 

prolongado, utilizando-se de uma única dosagem (AZEVEDO, 2002). A diferença de 

concentração plasmática efetiva em função do tempo, entre sistemas convencionais e de 

liberação controlada está descrita na Figura 9. 

 

Figura 9 - Farmacocinética de um fármaco tradicional (a) e de um sistema de liberação 

controlada (b). 

 

Fonte: Modificado de LOW et al., 2001 

A descoberta dos lipossomas nos anos 1960 veio aumentar a variedade de ferramentas 

para o desenvolvimento da nanotecnologia farmacêutica com sistemas lipídicos para 

vetorização de fármacos. Atualmente são desenvolvidos nanossistemas, tais como lipossomas 
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e nanopartículas, e microssistemas, como micropartículas, emulsões múltiplas e microemulsões 

(SILVA, 2004). 

Micropartículas são partículas poliméricas esféricas matriciais (microesferas) ou 

reservatórios (microcápsulas) (Figura 10), que promovem a liberação controlada de fármacos 

ou substâncias biologicamente ativas hidrofílicas (AHSAN et al., 2002) ou hidrofóbicas 

(RIBEIRO-COSTA et al., 2004). O processo de microencapsulação possui larga aplicação 

industrial e para desenvolvimento de novas formas farmacêuticas devido às suas características 

de biocompatibilidade e biodegradabilidade (MANDAL et al., 2001; VANDENBERG et al., 

2001; YOUAN et al., 2001). 

Figura 10 - Esquema ilustrativo diferenciando os tipos de Micropartículas: microesferas (matriz 

polimérica) e microcápsulas (cápsulas com parede polimérica e cavidade oca ou aquosa). 

 

Fonte: PIMENTEL et al., 2007. 

Já as nanocápsulas são sistemas coloidais vesiculares de tamanho nanométrico, em que 

o fármaco está confinado em uma cavidade oca ou oleosa, estabilizada por membrana 

polimérica (LEGRAND et al., 1999; BRIGGER et al., 2002). As nanocápsulas são utilizadas 

para vetorização de fármacos hidrofóbicos, que são incorporados na cavidade interna oleosa 

(SANTOS et al., 2005). 

 

3.6.1. LIPOSSOMAS 

Lipossomas ou vesículas fosfolipídicas, são sistemas coloidais que ocorrem 

naturalmente e podem ser preparados artificialmente, como mostrado por Bangham e seus 

alunos em meados da década de 1960. No início, eles foram usados para estudar as membranas 

biológicas e nas várias aplicações práticas, mais notavelmente como carreadores de fármacos 
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(GREGORIADIS, 1990). Hoje, eles são muito aplicados como modelo e ferramenta em várias 

disciplinas científicas, como Biofísica nas propriedades de membranas celulares e canais; 

Química, na catálise e energia de conversão; Bioquímica, na função de proteínas de membrana 

e em Biologia, na função celular e no tráfego, sinalização e excreção da célula (LASIC, 1998). 

Essas vesículas são constituídas de uma ou várias bicamadas concêntricas de lipídeos, 

que isolam um ou vários compartimentos aquosos internos do meio externo. Uma grande 

vantagem dos lipossomas, com relação a outros sistemas transportadores de fármacos, é a sua 

elevada biocompatibilidade, especialmente quando estes são formados de lipídeos pertencentes 

às famílias de lipídeos naturais (GREGORIADIS, 1985). Os lipídeos mais utilizados nas 

formulações de lipossomas são os que apresentam uma forma cilíndrica como as 

fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a formar uma 

bicamada estável em solução aquosa. As fosfatidilcolinas são as mais empregadas em estudos 

de formulação de lipossomas, pois apresentam grande estabilidade frente a variações de pH ou 

da concentração de sal no meio (TORCHILIN, 2005). Além disso, os lipossomas são sistemas 

altamente versáteis, cujo tamanho, lamelaridade, superfície, composição lipídica, volume e 

composição do meio aquoso interno podem ser manipulados em função dos requisitos 

farmacêuticos e farmacológicos (Figura 11) (FRÉZARD, 2005; BATISTA, 2007). 

Segundo Torchilin (2005) as principais atividades biológicas dos lipossomas são: 

• Aumentar a biocompatibilidade; 

• Carregar fármacos hidrofílicos em seus compartimentos internos (FA) e fármacos 

hidrofóbicos nas membranas (FO); 

• Proteger os fármacos da inativação pelo meio externo e evitar reações colaterais 

indesejáveis; 

• Oferecer liberação de produtos farmacêuticos em células ou dentro de compartimentos 

celulares individuais; 

• Versatilidade, pois podem alterar o tamanho, carga e propriedades de superfície 

simplesmente por adicionar novos compostos na preparação de lipossomas e/ou por variação 

de métodos de preparação. 
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Figura 11 - Características estruturais dos lipossomas. 

 

Fonte: FRÉZARD et al, 2005. 

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o tamanho, o número de 

bicamadas e pelo método de preparação, não muito utilizado. O tamanho dos lipossomas pode 

variar desde vesículas muito pequenas (25 nm) a grandes (2500 nm). Além disso, eles podem 

conter uma única bicamada lipídica ou múltiplas bicamadas em torno do compartimento aquoso 

interno. Sendo assim, surgem três tipos de lipossomas classificados da seguinte forma (Figura 

12) segundo SHARMA e SHARMA (1997): 

• Lipossomas multilamelares (Multilamellar Vesicles - MLV): são os lipossomas 

formados por várias bicamadas concêntricas, intercaladas por compartimentos aquosos. 

Proporcionam maior encapsulamento de substâncias lipofílicas e são mais estáveis por longo 

tempo de estocagem. Seu diâmetro é variável de acordo com o número de lamelas, podendo ir 

de 400 a 3500 nm. 

• Lipossomas pequenos unilamelares (Small Unilamellar Vesicles - SUV): São os 

menores lipossomas possíveis de serem obtidos, constituidos por apenas uma bicamada como 

membrana e um pequeno compartimento aquoso. São termodinamicamente instáveis, 

susceptíveis a agregação e fusão. Seu diâmetro varia de 20 a 200 nm. 
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• Lipossomas grandes unilamelares (Large Unilamellar Vesicles - LUV): São também 

constituídos por apenas uma bicamada, com uma grande cavidade aquosa, útil para fármacos 

hidrofílicos. Seu diâmetro varia de 200 a 1000 nm. 

O tamanho do lipossoma é um dos principais parâmetros que determinam a fração 

capturada pelo sistema fagocitário mononuclear (SFM). Pequenos lipossomas (< 100 nm) são 

opsonizados mais lentamente e a uma menor extensão, quando comparados com lipossomas 

grandes (> 100 nm). Essas particularidades também servem para determinar a meia-vida do 

lipossoma na circulação, e podem influenciar no grau de encapsulamento da droga (SHARMA 

e SHARMA, 1997). 

Figura 12 - Tipos de lipossomas dependendo do tamanho e número de lamelas. 

 

Fonte: Modificado de SHARMA e SHARMA, 1997. 

Os fármacos de interesse podem ser incorporados tanto no compartimento aquoso 

(substâncias hidrossolúveis), quanto na membrana dos lipossomas (substâncias lipofílicas ou 

anfifílicas) e dois parâmetros importantes devem ser levados em consideração quanto à eficácia 

dos lipossomas. Esses parâmetros são a taxa de encapsulação do fármaco e a relação 

fármaco/massa lipídica. Esses parâmetros podem ser otimizados através da escolha do método 

de encapsulação e da manipulação da composição lipídica da membrana (quantidade de lipídeo 

utilizada). A taxa de encapsulação deverá ser maximizada, pois é inversamente relacionada à 
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quantidade de substância não encapsulada que é perdida na maioria das vezes. A relação 

fármaco/massa lipídica deverá também ser maximizada, visto que determina a quantidade de 

lipídeo a ser administrada ao paciente. Assim, quanto menor for à quantidade de lipídeo 

veiculada, menor serão os riscos de efeitos colaterais associados aos mesmos (FRÉZARD et al, 

2005). 

Os lipossomas convencionais (formados de fosfatidilcolina ou de surfactantes não-

iônicos e de colesterol), quando encontrados na circulação, são naturalmente capturados pelos 

macrófagos do sistema mononuclear fagocitário, principalmente do fígado, do baço e da medula 

óssea (Figura 13). Portanto, a administração de fármacos na forma encapsulada nesses 

lipossomas resulta no aumento de sua concentração nesses órgãos, assim como na redução da 

concentração em órgãos apresentando capilares contínuos. A captura celular dos lipossomas é 

favorecida pelo processo de opsonização, que ocorre assim que os lipossomas entram em 

contato com os componentes do sangue. Depois da fagocitose, os lipossomas são degradados 

pelas fosfolipases lisossomais e a substância é liberada nos fagolisossomas, podendo se difundir 

para o citossol ou ser excretada para o meio extracelular. A velocidade de liberação do princípio 

ativo pode ser controlada pela manipulação tanto da composição da membrana (influenciando 

a velocidade de degradação dos lipossomas), quanto do tamanho dos lipossomas (influenciando 

a eficiência de captura pelos macrófagos) (FRÉZARD et al, 2005). 

Figura 13 - Destino dos lipossomas convencionais por via endovenosa.

 

Fonte: FRÉZARD et al, 2005. 

Assim, lipossomas pequenos serão capturados com menor eficiência pelos macrófagos 

do que lipossomas grandes, estes lipossomas pequenos permanecerão mais tempo na circulação 
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sanguínea e apresentarão uma liberação mais prolongada. Na década de 90, verificou-se que o 

destino in vivo dos lipossomas poderia ser controlado através da manipulação de suas 

características de superfície. Foi observado que a incorporação na membrana dos lipossomas 

de lipídeos acoplados a polímeros de etilenoglicol altera suas interações com as células, sendo 

o efeito mais importante o impedimento da captura pelos macrófagos e a prolongação de sua 

presença na circulação. Em consequência, este tipo de lipossomas, chamado de “lipossomas 

furtivo”, promove uma presença prolongada da substância no organismo, aumenta a 

distribuição para outros órgãos, além daqueles do sistema mononuclear fagocitário. Esses 

lipossomas podem ainda ser direcionados para determinados tipos celulares, via receptores ou 

ligantes específicos, através do acoplamento de anticorpo ou ligante na extremidade do 

polímero (FRÉZARD et al, 2005; TORCHILIN, 2005). 

 Os lipossomas possuem inúmeras aplicações, pois se mostram como uma alternativa para 

superar as limitações da aplicação direta dos fármacos e ajudar na sua permanência no tecido 

alvo. Algumas delas são: tratamento de leishmanioses (FRÉZARD et al, 2005), tratamento de 

esquistossomose (FRÉZARD et al, 2005), tratamento da malária (PIMENTEL et al., 2007), 

tratamento de diferentes tipos de câncer, vacinas, terapia genética (LASIC, 1998), tratamento 

de lipomas, lipodistrofia, obesidade e gordura localizada (YANG et al., 2008), ação 

neuroprotetora (PRIPREM et al., 2008), ação cardioprotetora, entre outras. 

4. METODOLOGIA 

4.1. REAGENTES 

A Quercetina (QUE), resveratrol (RES), desoxicolato de sódio (SDC), colesterol (CH), 

ABTS, ácido tricloroacético, ácido tiobarbitúrico (TBA), MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio bromido), trealose e Annexin-V-FITC/PI foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

(St. Louis, EUA). A fosfatidilcolina de soja (PC) (98% de Epikuron 200) foi obtida da Lipoid 

GMBH (Ludwigshafen, Alemanha). Solventes orgânicos e outros produtos químicos foram 

fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha). 

 

4.2. PREPARAÇÃO DOS LIPOSSOMAS CONTENDO QUERCETINA E 

RESVERATROL 

Os lipossomas elásticos de SDC que contêm QUE e RES encapsulados (Lipo vazio, 

QUE-Lipo, RES-Lipo e QUE/RES-Lipo) foram preparados usando o método de hidratação do 
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filme lipídico, descrito anteriormente por Cadena et al. (2013). Para estudos de estabilidade a 

longo prazo, os lipossomas liofilizados foram obtidos utilizando-se trealose (10% p / v) como 

crioprotetor. Após a preparação, os lipossomas foram congelados a -80 ° C e submetidos à 

liofilização (EZ-DRY, FTSS System, New York, EUA) a 200 bar por 48 h. 

 

4.3. ESTABILIDADE A LONGO PRAZO 

A estabilidade de armazenamento dos lipossomas liofilizados em presença de umidade, 

luminosidade e variação de temperatura (25 ± 5 ° C) foi avaliada. Após a reconstituição com 

água deionizada, as amostras foram analisadas por medidas de tamanho de partícula, índice de 

polidispersão (PDI), potencial zeta (ζ mV) e eficiência de encapsulação (EE%) durante 300 dias 

de armazenamento. O tamanho de partícula e PDI dos lipossomas foram determinados por 

espectroscopia de correlação de fótons padrão (analisador de partículas Delsa ™ NanoS, 

Beckman-Coulter). O potencial zeta dos lipossomas foi medido usando o zetasizer Malvern 

3000HSA. A eficiência de encapsulação de medicamentos foi determinada através da técnica 

de ultrafiltração/ultracentrifugação usando unidades Ultrafree® (Millipore, EUA, corte de MW 

= 10 000 Da). Após centrifugação das amostras (Ultracentrifuge KT-20000, Kubota, Japão) a 

8776 g durante 1 h a 4 ° C, os conteúdos de QUE e RES no sobrenadante foram quantificados 

de acordo com Cadena et al. (2013). 

 

4.4. EFEITO DO pH NA CARGA SUPERFICIAL DOS LIPOSSOMAS 

CONTENDO QUE/RES ENCAPSULADOS 

A titulação de formulações lipossomais foi realizada com variação de pH de 8,0 a 3,0 

usando um zetasizer Malvern 3000HSA associado ao autotitulador MPT-1. As amostras de 

lipossomas (200 μL) foram diluídas com 10 ml de água desionizada e o pH foi ajustado 

automaticamente por titulação com HCl 1 M, HCl 0,25 M e NaOH 0,25 M. Em valores de pH 

predefinidos variando de 8.0 a 3.0, o potencial zeta dos lipossomas foi analisado. 

 

4.5. PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA DAS FORMULAÇÕES LIPOSSOMAIS 
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A peroxidação lipídica de lipossomas foi avaliada utilizando o método de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) como descrito anteriormente (Draper & Handley, 

1990). Uma alíquota das formulações lipossomaiss (400 μL) foi adicionada a ácido 

tiobarbitúrico 0,67%, p / v e foi aquecida num banho de água a ferver durante 1 h. O TBARS 

foi determinado a 532 nm e a quantidade de equivalente de MDA (nmol) foi calculada usando 

uma curva padrão de tetrametoxipropano (TMP) variando de 0,2 a 0,7 nmol. 

 

4.6.  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS LIPOSSOMAS CONTENDO 

QUE/RES ENCAPSULADOS 

A atividade antioxidante de QUE, RES, a sua combinação (QUE/RES) e todas as 

formulações lipossomais (Lipo vazio, QUE-Lipo, RES-Lipo e QUE/RES-Lipo) foram 

determinadas utilizando o radical ABTS*. O método baseia-se na capacidade de um 

antioxidante para reduzir ABTS* em sua forma incolor (Lucas-Abellán et al., 2011). Para a 

geração ABTS * a partir de sal ABTS, reagiu 3 mM de K2S2O8 com 8 mM de sal ABTS em 

água destilada, durante 16 h a temperatura ambiente no escuro. A solução ABTS* foi então 

diluída com etanol para obter uma absorbância inicial de 0,7 a 734 nm, utilizando um 

espectrofotômetro Ultrospec 3000 pro UV-Vis. A solução de ABTS* foi preparada todos os 

dias. As habilidades antioxidantes foram expressas como equivalentes de Trolox μM usando 

uma curva de calibração Trolox preparada para uma faixa de concentração de 100 a 2000 μM. 

Cada amostra foi analisada em triplicata. 

 

4.7.  CITOTOXICIDADE DAS FORMULAÇÕES LIPOSSOMAIS 

A citotoxicidade de QUE/RES-lipossomas foi avaliada em células HL-60 usando o 

método MTT. As células foram semeadas (105 células/poço) em microplacas de 96 poços. Os 

compostos de teste (6,25 a 200 uM) dissolvidos em DMSO foram adicionados a cada poço e 

incubados durante 72 h a 37 ° C. Em seguida, adicionou-se MTT (5,0 mg/mL) à placa e a 

citotoxicidade dos compostos de teste foi estimada pela capacidade de células vivas para reduzir 

o amarelo de tetrazólio a um produto de formazan azul (Nunes et al., 2012). Após 3 h, o produto 

de formazan foi dissolvido em DMSO e a absorbância foi medida utilizando um leitor de placas. 

O efeito antiproliferativo dos compostos de teste foi quantificado como a porcentagem de 

absorbância de controle de corante reduzido a 560 nm.  
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4.8.  MECANISMO DE MORTE CELULAR 

O mecanismo de morte celular causado pelos lipossomas contendo QUE/RES 

encapsulados em células HL-60 foi avaliado por citometria de fluxo usando anexina V-FITC e 

PI. As células HL-60 foram cultivadas em placas de 6 poços e, em seguida, foram tratadas com 

QUE/RES livre ou encapsulado em lipossomas elásticos (200 μM) durante 24 h. A análise de 

citometria de fluxo com Annexin V-FITC foi feita de acordo com as instruções do fabricante. 

As células foram tripsinizadas, centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, as 

células foram ressuspensas em tampão de ligação e coradas com 5 μl de anexina V-FITC à 

temperatura ambiente durante 5 min no escuro, seguido da adição de 5 μl de PI por mais 10 

min. A fluorescência AnnexinV-FITC e iodeto de propídio (PI) foi detectada por um citômetro 

de fluxo BD Accury C6 (Becton Dickinson), foram adquiridos cerca de 20.000 eventos (em 

gated). A fluorescência foi excitada a 488 nm e medida com filtro FL1 (530 nm / 15 nm) ou 

FL2 (585 nm / 21 nm) para Anexin V-FITC e PI, respectivamente. As porcentagens de 

distribuição de células normais, células na apoptose precoce e células em apoptose ou necrose 

tardia foram calculadas usando o software BD Accury C6 (Becton Dickinson). 

5. RESULTADOS 

5.1. ESTABILIDADE A LONGO PRAZO DAS FORMULAÇÕES 

LIPOSSOMAIS CONTENDO QUE/RES ENCAPSULADOS 

A Figura 13 mostra a estabilidade de armazenamento do QUE / RES-Lipo liofilizado de 

acordo com suas propriedades físico-químicas. De acordo com a Figura 14a, o tamanho médio 

das vesículas do QUE / RES-lipo liofilizado aumentou de 138,4 nm (após a fabricação, no dia 

0) para 331,33 nm (300 dias de armazenamento) com valores de PDI não variáveis, exceto no 

180º dia (Fig. 14b). A eficiência de encapsulamento de drogas permaneceu constante durante 

um ano de armazenamento de lipossomas com 87,6% de quercetina e 92,9% de resveratrol, 

com perda de fármaco de 3,43% e 6,33%, respectivamente (Fig. 14c). Além disso, cerca de 

70% do teor de QUE e RES (%) permaneceram em suas formas não oxidadas após hidratação 

de lipossomas liofilizados no ano de armazenamento exposto à luz (Fig. 14d). 
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Figura 14 - Propriedades físico-químicas do QUE / RES-Lipo liofilizado em armazenamento a 

25 ± 5 ° C na presença de umidade e luz durante 300 dias: A. Tamanho médio da vesícula (nm); 

B. índice de polidispersão; C. Conteúdo de drogas (%); D. Eficiência de encapsulação de 

medicamentos (%). 

 

Fonte: PEREIRA M.A., 2014. 

5.2. EFEITO DO pH NA CARGA SUPERFICIAL DE QUE/RES-LIPOSSOMAS 

Após a titulação de lipossomas de pH 8,0 a 3,0, o potencial zeta aumentou gradualmente 

para 4,83 mV, 6,53 mV e 5,8 mV para QUE / RES-lipo, QUE-lipo e RES-lipo, respectivamente. 

Nenhuma variação do potencial zeta foi encontrada em pH = 8,0 para todas as formulações 

lipossômicas. 

Os pontos isoelétricos (pI) das formulações lipossômicas foram 5,02 para lipo não 

descarregado, 4,41 para QUE-Lipo, 4,57 para RES-Lipo e 4,67 para QUE / RES-Lipo. 
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Figura 15 - O efeito do pH na carga superficial (potencial zeta) dos lipossomas. 

 

Fonte: PEREIRA. M.A., 2014. 

 

5.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FORMULAÇÕES LIPOSSOMAIS 

A curva analítica do trolox (Fig. 16a) para os ensaios de linearidade foi plotada com 

cinco concentrações permitindo a derivação da seguinte equação de ajuste linear: AU = 0,682 

(± 0,003) - 0,0003 (± 0,000001) [Trolox μM]. A curva analítica foi validada pelo método de 

mínimos quadrados mostrando coeficientes de correlação superiores a 0,9999 e a análise de 

variância unidirecional (ANOVA) mostrando valores de F e p de 18,999,59 e <0,001, 

respectivamente. A curva na Fig. 16b mostra a resposta linear entre as concentrações de QUE 

e RES e o equivalente μM Trolox, com IC50 de 880 μM para QUE e 1.117,24 μM para RES. 

Figura 16 - Curva padrão Trolox (A) e equivalente trolox (μM) de quercetina e de resveratrol 

(B) em diferentes concentrações usando o método ABTS. 
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Fonte: PEREIRA, M.A., 2014. 

A Figura 17 mostra que QUE e RES tiveram atividade antioxidante, tanto drogas livres 

quanto presas em lipossomas elásticos. A uma concentração de 800 μM, QUE apresentou maior 

atividade antioxidante do que RES (21% superior), com um valor de TEAC de 1091,93 ± 15,4 

μM de Trolox e TEAC de 867,98 ± 31,75 μM Trolox, respectivamente. É importante ressaltar 

que o encapsulamento de QUE e RES nos lipossomas atenua a atividade antioxidante e protege 

as substâncias da oxidação. A atividade antioxidante de QUE / RES-Lipo foi 12% superior a 

QUE / RES, com TEAC de 1117,69 ± 60,93 μM de Trolox. Lyophilized QUE / RES-Lipo 

mostrou TEAC de 639,5442 ± 15,14 μM e atividade antioxidante de 29,7%, com perda de 

apenas 20% em cerca de 550 dias de armazenamento. 
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Figura 17 - Atividade antioxidante de QUE e RES puro e encapsulado em lipossomas. Foram 

utilizados QUE/RES-Lipo (Lyo QUE / RES-Lipo) liofilizados durante 550 dias após 

redispersão em água deionizada. 

 

Fonte: PEREIRA, M.A., 2014. 

 

5.4. PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA DAS FORMULAÇÕES LIPOSSOMAIS 

CONTENDO QUE/RES ENCAPSULADOS 

Para a quantificação do teor de peroxidação lipídica, utilizou-se o método da espécie 

reativa do ácido tiobarbitúrico (TBARS). Os níveis de peroxidação lipídica das formulações 

lipossomais testadas são mostrados na Figura 18. Todas as formulações exibiram potencial 

protetor para a peroxidação lipídica de fosfolipídios que constitui os lipossomas, com uma 

diminuição significativa com os níveis de MDA equivalente em relação ao lipossoma vazio. 
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Figura 18: Peroxidação lipídica de formulações lipossomais. O teor de peroxidação lipídica foi 

avaliado utilizando o método de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), com 

valores expressos em equivalentes de MDA (nmol). 

 

Fonte: PEREIRA, M.A., 2014. 

QUE e RES diminuíram os níveis de peroxidação lipídica com 14,3 ± (9,2 x 10-5) para 

lipossomas vazios 8,9 ± (1,0 x 10-4) para QUE-Lipo, 6,8 ± (1,6 x 10-4) para RES-Lipo e 6,4 ± 

(1,0 x 10-4) MDA equivalente nmol para QUE / RES-Lipo. A quercetina reduziu a peroxidação 

lipídica em 53%, RES em 38% e sua combinação reduziu a peroxidação lipídica em 56%. 

 

5.5. CITOTOXICIDADE DAS FORMULAÇÕES LIPOSSOMAIS 

QUE em concentrações mais baixas aumentou a viabilidade celular em 13%, mostrando 

efeito proliferativo nas células HL-60 (Fig. 19). No entanto, em concentrações mais elevadas, 

QUE foi capaz de reduzir a viabilidade celular, com uma IC50 de 811 μM. QUE-Lipo também 

exibe atividade antiproliferativa, mas de forma mais efetiva, com uma IC50 de 85,43 μM. Tanto 

RES como RES-Lipo exibiram atividade antiproliferativa com IC50 de 131,7 e 113 μM, 

respectivamente (Tabela 3). A co-encapsulação de QUE e RES em lipossomas melhorou o 
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efeito antiproliferativo desses compostos com uma IC50 de 60,71 μM, o que corresponde a uma 

diminuição de 57,84% (IC50 de QUE / RES = 144,23 μM). 

Figura 19 - Viabilidade de células HL-60 tratadas com QUE e RES, como compostos 

individuais ou carregadas em lipossomas. As células foram incubadas com compostos em 

diferentes concentrações (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM) durante 72 h. A viabilidade celular 

foi determinada utilizando o ensaio colorimétrico MTT. 

 

Fonte: PEREIRA, M.A., 2014. 
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Tabela 3 - A atividade antiproliferativa, expressa como IC50, de QUE / RES-lipossomas em 

células HL-60 em comparação com compostos puros. 

Test compounds IC50 (µM) 

QUE 811.94 

RES 131.70 

QUE/RES 144.23 

QUE-Lipo 85.43 

RES-Lipo 113 

QUE/RES-Lipo 60.71 

 

 

5.6.  MECANISMO DE MORTE CELULAR 

A análise das populações de células mostrou diferentes conjuntos de populações, em 

que a anexina V-FITC-/PI + foi designada como controle, a anexina V-FITC+/PI- foi designada 

como apoptótica precoce, a anexina V-FITC+/PI + foi designada como apoptótica tardia e A 

anexina V-FITC-/PI+ foi designada como necrótica. Quando avaliamos o mecanismo de morte 

celular por apoptose (coloração de anexina) em células HL-60, QUE/RES-Lipo teve atividade 

apoptótica mais eficiente, com 81,8% de morte celular, do que QUE/RES que tinha 25,8% para 

esse mecanismo. No entanto, no mecanismo de necrose (coloração PI), as células de controle 

apresentaram uma porcentagem baixa de cerca de 22,6% das células marcadas que era 

semelhante à das células tratadas com QUE/RES-Lipo, que era cerca de 24,0% das células 

marcadas (Figura 20). 

Portanto, os resultados indicam que o tratamento com QUE/RES e QUE/RES-Lipo 

diminuiu o número de células vivas e o mecanismo de morte celular foi induzido por apoptose 

predominantemente. Além disso, a quercetina e o resveratrol carregados em lipossomas tiveram 

atividade antiproliferativa mais efetiva, aumentando a morte celular por apoptose em 60%, 

comparando-se no QUE/RES livre. 
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Figura 20 - Apoptose e necrose induzidas por QUE e RES, livres ou carregadas em lipossomas 

elásticos em células de leucemia HL-60 usando análise citotrométrica de fluxo de anexina V-

FITC e IP coradas. Células não tratadas (controle) ou tratadas com QUE/RES e QUE/RES-Lipo 

na concentração de 200 μM. A porcentagem de células apoptóticas foi calculada pelo software 

BD Accuri C6. 

 

Fonte: PEREIRA, M.A., 2014. 

 

6. DISCUSSÃO 

Neste trabalho, analisamos a estabilidade, a atividade antioxidante e o efeito da 

quercetina e do resveratrol encapsulados em lipossomas elásticos na proliferação de células 

HL-60 e avaliamos se o encapsulamento em lipossomas pode aumentar a atividade 

antiproliferativa desses compostos. 

De acordo com a estabilidade do armazenamento, o QUE / RES-Lipo liofilizado 

manteve-se estável durante 300 dias, sem variação significativa da eficiência de 

encapsulamento do fármaco, PDI e tamanho de partícula. Após 180 dias, o QUE / RES-Lipo 

liofilizado mostrou tamanho de partícula superior a 200 nm. Anteriormente, Harashima et al. 

(1994) descobriram que a opsonização de lipossomas por macrófagos é reduzida com a 

diminuição do tamanho de partícula dos lipossomas (de 800 a 200 nm). Opsonins liga-se aos 
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lipossomas dependendo do seu tamanho de partícula e as células fagocíticas absorvem 

lipossomas proporcionalmente à extensão da opsonização. Com tamanho de partícula de 200 

nm, não foi observado aumento na absorção de lipossomas. 

Após 280 dias, QUE / RES-Lipo permaneceu com maior EE% (> 87%), com perda de 

drogas de 6,33%. Estes resultados sugerem que a liofilização aumenta a vida útil da formulação 

lipossomal e a conserva em forma seca para reconstituir com água antes da administração 

(Ghanbarzadeh et al., 2013). 

Vale ressaltar que a estabilidade de armazenamento foi realizada para simular as 

condições de armazenamento disponíveis aos pacientes em sua casa, com presença de umidade, 

variação de temperatura de ± 5 ° C e falta de proteção da luz, o que não se encaixa em condições 

de armazenamento padrão de produtos liofilizados (Glavas-Dodov et al., 2005). 

A curva de titulação foi desenvolvida para analisar os efeitos da variação do pH na carga 

superficial dos lipossomas elásticos e avaliar a estabilidade dessas vesículas contra os limites 

dos valores de pH. Conforme mostrado na curva de titulação, os potenciais zeta das formulações 

lipossômicas foram gradualmente aumentados com a diminuição do pH de 8,0 para 3,0. Esse 

fato pode ser explicado pela neutralização ácida do grupo de fosfatidilcolina de fosfato polar 

que pode ocorrer na presença de íons H + (Channarong et al., 2010). Por outro lado, pode 

ocorrer a neutralização por íons H + de drogas ionizadas presentes no lado externo da bicamada 

de lipossomas fosfolipídicos (Terao et al., 1994). 

Outro ponto importante que deve ser levado em consideração é a presença de diferentes 

valores do ponto isoelétrico (pI) para cada formulação lipossômica testada. O valor para 

lipossomas elásticos foi encontrado na faixa de 4,41 a 4,67. Estes resultados sugerem que os 

lipossomas em pH 7,4 terão carga superficial superior a - 29 mV. Os lipossomas são usados 

como modelo para células artificiais e pI é importante porque neste valor de pH a passagem de 

fármacos através da membrana é facilitada pela anulação de cargas (Englund e Lundahl, 1991). 

Numerosos estudos visaram investigar a atividade antioxidante dos flavonóides e 

tentaram estabelecer a relação entre a estrutura dos flavonóides e a atividade de eliminação 

radical. Esta atividade depende principalmente do padrão de substituição dos grupos hidroxilo, 

isto é, na disponibilidade de hidrogênio fenólico e na possibilidade de estabilizar os radicais 

fenoxil flavonóides resultantes (Amic e Lucic, 2010). 
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A atividade antioxidante de QUE e RES, como compostos individuais e encapsulados 

em lipossomas elásticos, foi quantificada usando o método ABTS. Este ensaio é freqüentemente 

usado para avaliar a atividade antioxidante e desenvolver relacionamentos estrutura-atividade 

(SARs) de flavonóides e é baseado na eliminação do radical ABTS e convertê-lo em um produto 

incolor (Re et al., 1999). A atividade antioxidante é expressa como TEAC, que é definida como 

a concentração milimolar de uma solução de Trolox com a mesma atividade antioxidante que 

uma concentração 1,0 mM do número de grupos hidroxilo (Arnao et al., 1999). 

Estudos relataram que a quercetina e o resveratrol são importantes antioxidantes. De 

acordo com Iacopini et al. (2008), a quercetina possui maior atividade de eliminação de radicais 

do que o resveratrol, com uma concentração que inibe 50% da reação de oxidação (IC50) 20% 

menor. Os resultados experimentais deste estudo mostraram que, com a mesma concentração, 

a atividade da quercetina (TEAC de 1091,93 ± 15,4 μM) de radical livre ABTS eliminando a 

atividade do resveratrol (TEAC de 867,98 ± 31,75 μM). A quercetina apresentou uma 

diminuição de 21% no IC50, comparando com o resveratrol, de acordo com o estudo descrito 

acima. Para avaliar se a atividade antioxidante da quercetina e do resveratrol permanece o 

mesmo quando aprisionados em lipossomas, foram testadas formulações lipossômicas 

diferentes. A atividade antioxidante de QUE e RES permaneceu apresentada quando 

aprisionada em lipossomas elásticos e 12% superior a QUE e RES como compostos individuais 

com TEAC de 1117,69 ± 60,93 μM. O QUE / RES-Lipo liofilizado, com 550 dias de 

armazenamento, manteve-se com uma atividade antioxidante notável, diminuindo apenas 20%. 

Outra conseqüência da atividade antioxidante de QUE e RES é sua capacidade de 

prevenir ou diminuir a peroxidação lipídica em bicamadas de fosfolípidos quando são 

carregadas em lipossomas. A peroxidação lipídica é o processo de reação em cadeia da oxidação 

/ degradação do ácido gordo insaturado. No processo extensional de peroxidação lipídica, 

gerará diferentes tipos de radicais livres, como radicais livres de oxigênio, radicais livres de 

gordura e oxigênio e radicais livres de gordura (Reis e Spickett, 2012). Na fase final, serão 

geradas pequenas moléculas, como o malondialdeído (MDA). O MDA é o produto estável mais 

importante da peroxidação lipídica. Os produtos podem prejudicar várias funções celulares. 

Existe uma estreita relação entre o dano celular e muitos tipos de doenças (Fabris et al., 2008). 

Pode ser benéfico melhorar produtos adequadamente antioxidantes para melhorar a estabilidade 

das formulações lipossômicas e prevenir doenças. 
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A substância reactiva do ácido tiobarbitúrico (TBARS) é o produto da reação de cor 

entre MDA e ácido tiobarbitúrico (TBA). Ao medir o conteúdo dos TBARS produzidos, o 

estudo indicará a extensão da peroxidação lipídica e confirmará se QUE e RES são capazes de 

prevenir a peroxidação de fosfolípidos e corroboram a estabilidade da formulação lipossomal. 

Gordon e Roedig-Penman (1998) descobriram que a atividade antioxidante da quercetina era 

capaz de aumentar a estabilidade dos lipossomas a pH 7,4, reduzindo a peroxidação lipídica e 

esta formulação lipossomal (com QUE como composto individual) manteve-se estável durante 

2000 h. 

No presente estudo, descobrimos que o potencial antioxidante de QUE e RES foi capaz 

de diminuir a peroxidação lipídica de lipossomas elásticos cerca de 53% para lipossomas 

elásticos com QUE aprisionados, 38% para lipossomas com RES e 56% para lipossomas 

elásticos contendo a associação de lipossomas Ambos (QUE / RES). Todos esses achados 

provam que a associação da quercetina com o resveratrol carregado em lipossomas é mais 

efetiva no aprimoramento da estabilidade das formulações lipossômicas. 

Com base na capacidade radical de eliminação de flavonóides e polifenóis, Hsu & Yen 

(2006) estabeleceram uma relação entre a atividade antioxidante eo potencial indutor de 

apoptose de flavonóides e compostos polifenólicos. Eles encontraram uma correlação 

significativa entre a influência dos flavonóides no crescimento da população celular e seu valor 

TEAC. Esses resultados sugerem que os flavonóides testados no crescimento da população 

celular estavam bem correlacionados com sua atividade antioxidante. Depois, eles investigaram 

o mecanismo de morte celular usando citometria de fluxo com coloração de Annexin-V e PI e 

descobriram que esses flavonóides causam 31% da morte celular por apoptose. 

Os efeitos dos flavonóides na integridade e na função celular variaram de citoproteção 

a citotoxicidade. Recentemente, a citotoxicidade dos flavonóides e dos compostos 

polifenólicos, incluindo o apigenina, o eriodictilol, a 3-hidroxiflavona, o keempherol, a 

luteolina, a naringenina, a taxercina quercetina, a rutina e o resveratrol para as células normais 

cultivadas e as linhas das células tumorais, incluindo as células HL-60, tem sido amplamente 

investigado (Akbas et al., 2005 e Matsuo et al., 2005). Um estudo desenvolvido por Araújo et 

al. (2013) relataram que o tratamento de células HL-60 com quercetina reduziu a viabilidade 

celular em 50%, a 14 mg / mL, após 24 h. Surh et al. (1999) demonstram que o tratamento de 

células HL-60 com resveratrol reduziu a viabilidade celular e induziu a morte celular por 

apoptose. 
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Attar et al. (1999) descobriram que a associação de resveratrol (50 mM) e quercetina 

(10-50 mM) provocou uma resposta mais que aditiva na redução da proliferação de células de 

carcinoma escamoso oral, reduzindo a viabilidade celular em 50%. Mertens-Talcott e Percival 

(2005) também descobriram que células HL-60 tratadas com resveratrol e quercetina como 

compostos isolados apresentaram viabilidade celular reduzida. A quercetina foi mais eficaz do 

que o resveratrol, reduzindo o número total de células para 48% das células de controle, 

enquanto o resveratrol reduziu o número de células para 72%. Os efeitos causados pela 

combinação de quercetina com resveratrol demonstraram uma interação aditiva desses 

compostos. 

Para afirmar QUE e RES capacidade de causar morte celular pela apoptose está 

relacionada à sua atividade antioxidante, um teste de viabilidade celular foi realizado em células 

HL-60. O tratamento de células HL-60 com quercetina e resveratrol como compostos 

individuais reduziu a viabilidade celular com IC50 de 811,94 μM para QUE, 131,7 μM para 

RES, 144,23 μM para a associação de QUE / RES. Nosso estudo corroborou com os estudos 

descritos acima. 

Para avaliar se a atividade antiproliferativa da quercetina e do resveratrol pode melhorar 

com o encapsulamento desses flavonóides em lipossomas, o QUE-Lipo, RES-Lipo e QUE / 

RES-Lipo foram testados. QUE e RES travados em lipossomas elásticos apresentaram a melhor 

atividade antiproliferativa em células vivas HL-60, com IC50 inferior, cerca de 60,71 μM contra 

85,43 μM para QUE-Lipo e 113 μM para RES-Lipo. Esses resultados sugerem que a associação 

da quercetina e do resveratrol preso em lipossomas pode aumentar a atividade antiproliferativa 

e reduzir a IC50 em 25%, comparando com QUE e RES encapsulados como compostos 

individuais. 

Nós também investigamos o mecanismo de morte celular de QUE livre e RES em 

associação ou aprisionados em lipossomas. Nosso estudo mostrou que a quercetina e o 

resveratrol encapsulados em lipossomas aumentaram a morte celular por apoptose cerca de 

60%, comparando com a associação de QUE e RES como compostos individuais, com 81,8% 

de morte celular causada pela apoptose para QUE / RES-Lipo e 24,8% Grátis QUE / RES. Esses 

resultados sugerem um perfil controlado e controlado de QUE / RES de lipossomas como 

relatado anteriormente por Cadena et al. (2013), que contribui para o efeito antiproliferativo de 

QUE e RES, sendo mais eficiente na indução de morte celular HL-60 do que livre QUE e RES 

em associação. 



55 

 

 

7.  CONCLUSÕES 

 De acordo com a estabilidade de armazenamento, o liófilo da formulação QUE/RES-

Lipo permaneceu estável durante 300 dias, sem variação significativa de tamanho, PDI e 

eficiência de encapsulação (EE% > 87%, com perda de apenas 6,33%). Estes resultados 

sugerem que a liofilização aumentou a vida útil da formulação lipossomal. 

Com a curva de titulação, podemos concluir que o potencial zeta das formulações 

lipossomais aumentaram gradualmente com a diminuição do pH no intervalo 8,0-3,0. O valor 

do ponto isoelétrico dos lipossomas elásticos foi encontrado na faixa de 4,41 a 4,67. Estes 

resultados sugerem que os lipossomas, em pH 7,4, terão o perfil de liberação controlada, com 

carga de superfície de superior – 29 mV. 

Quanto à atividade antioxidante, os estudos mostraram que, com a mesma concentração, 

a atividade antioxidante de quercetina (TEAC 1091.93 ± 15,4 µM) foi maior do que a do 

resveratrol (TEAC 867.98 ± 31.75 µM), com uma diminuição de 21% na IC50.  A atividade 

antioxidante dos lipossomas elásticos contendo QUE e RES foi 12% maior em relação aos 

fármacos livres, com TEAC 1117.69 ± 60.93 µM. O liófilo de QUE/RES-Lipo, com 550 dias 

de armazenamento teve apenas uma redução de 20% em sua atividade. 

Levando e consideração os estudos de peroxidação lipídica, podemos verificar que QUE 

e RES foram capazes de reduzir os níveis de peroxidação lipídica dos lipossomas elásticos em 

53% contendo QUE, 38% contendo RES e 56% contendo a associação de QUE e RES. Estes 

resultados comprovam que a associação de quercetina e resveratrol nanoencapsulados em 

lipossomas elásticos foi mais eficaz que os fármacos nanoencapsulados individualmente. 

 O tratamento de células HL-60 com QUE e RES como compostos individuais reduziu 

a viabilidade celular com IC50 de 811.94 µM para QUE, 131.7 µM para RES, 144.23 µM para 

a associação de QUE e RES, respectivamente. Lipossomas contendo QUE e RES 

nanoencapsulados apresentaram a melhor atividade antiproliferativa, com a menor IC50 de 

60.71 µM contra 85.43 µM para lipossomas elásticos contendo QUE e 113 µM para lipossomas 

elásticos contendo RES. Estes resultados sugerem que a associação de QUE e RES em 

lipossomas elásticos pode aumentar a atividade antiproliferativa destes compostos e reduzir a 

IC50 em 25%, comparando com estes fármacos livres e encapsulados em lipossomas elásticos 

individualmente. 
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Além disso, nosso estudo concluiu que QUE e RES encapsulados em lipossomas 

elásticos apresentou morte celular por apoptose de 81,8% e de 24,8% para QUE/RES livre com 

aumento de 60% comparando com a associação de QUE e RES como compostos individuais. 

Desta forma, baseado nos resultados, podemos concluir que a formulação lipossomal 

elástica contendo QUE e RES nanoencapsulados teve boa atividade contra a linhagem HL-60. 

Atualmente, outros estudos in vitro e in vivo estão sendo realizados para melhorar a eficácia e 

atividade da formulação. 
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ABSTRACT 

 

Anticarcinogenic effects of bioactive compounds such as polyphenols, present in fruits 

and vegetables, are well established. Although polyphenols naturally occur as associations, 

little is known about their possible synergic or antagonist biochemical interactions. Identifying 

potential interactions between polyphenols may provide information regarding the efficiency 

of polyphenol-containing foods in cancer prevention. In the present study, we investigate the 

stability, the antioxidant activity by ABTS method, lipid peroxidation index by TBARS assay, 

the antiproliferative activity by MTT assay and the mechanism of cell death of liposomal 

formulations on HL-60 cells. Results showed a synergic effect of the combination of quercetin 

and resveratrol, and an additive effect these drugs entrapped in elastic liposomes. QUE/RES-

Lipo presented 12% more antioxidant activity than QUE/RES as pure compounds, reduced lipid 

peroxidation in 56 % comparing to unloaded liposomes and reduced about 81 % the cell 

viability, with 81.8 % of cell death caused by apoptosis. All these findings indicate the synergic 

antiproliferative activity of quercetin and resveratrol co-encapsulated into liposomes, which 

allow further in vivo studies.  

Keywords: Quercetin, resveratrol, elastic liposomes, HL-60 cells, antiproliferative activity, 

apoptosis.  
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1. INTRODUCTION 

Medicinal plants and plant extracts are the oldest and most widespread form of 

medication. One of these groups of plants is phytochemicals that is known to exert anticancer 

activities, partially based on their antioxidant activity (Rafter, 2002). Phytochemicals may also 

interfere with intracellular signaling pathways, such as those which regulate proliferation, 

induction of apoptosis, and response to oxidative stress (Roy et al., 2003). An important 

bioactive compound quite widespread in the human diet is quercetin (7,3,5,3',4'-

pentahydroxyflavone) (QUE), a flavonoid found in vegetables, fruits, and plants that has 

numerous biological activities due to its ability to inhibit the enzymes, which act as 

antioxidants, and regulate the immune response (Wang, 2013). 

Numerous studies have reported the antiproliferative effects of quercetin in a variety of 

cancer cell lines, including glioma (Braganhol et al., 2006); osteosarcoma (Xie et al., 2010); 

cervical cancer (Vidya Priyadarsinietal., 2010); prostate cancer (Hsieh and Wu, 2009); breast 

cancer (Choi et al., 2008); colorectal xenografts (Priego et al., 2008); myeloid leukemia (Duraj 

et al., 2005) and andoral cavity cancer (Kang et al., 2010). 

Other bioactive compound widely recognized for their pharmacological activities is 

resveratrol (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene) (RES), a phytoalexin found in various fruits that 

have been associated with anticarcinogenic effects. The cytotoxicity of resveratrol is also 

related to its antioxidant activity (Athar et al., 2007). Resveratrol can inhibit growth and induce 

apoptosis in melanoma cell lines (Hsieh et al., 2005); breast cancer (Scarlatti et al., 2003); 

gastric cancer (Atten et al., 2005); lung cancer (Kimura and Okuda, 2001); prostate cancer (Gao 

et al., 2004); neuroblastoma (Nicolini et al., 2003); hepatoma (Michels et al., 2006); 

fibrosarcoma (Mousa et al., 2005); pancreatic cancer (Mouria et al., 2002) and leukemia (Su et 

al., 2005). 
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Mertens-Talcott and Percival (2005) verified that the synergism of quercetin and 

resveratrol induced effect in cell cycle with higher percentage of cells in the G0/G1 phase at 12 

h and in an S phase arrest after 24 h and enhanced apoptosis mediated by caspase-3 activity in 

leukemia cells. Despite its clinical potential, the use of QUE and RES in pharmaceutical therapy 

still restricted due to low water solubility and bioavailability (Li et al., 2013). 

In this framework, an approach to overcome these limitations is the use of 

nanostructured drug delivery systems, such as liposomes, which are biocompatible and versatile 

vesicles, composed of a bilayer of phospholipids that can encapsulate hydrophilic drugs and 

hydrophobic. Among them, we have the elastic liposomes, which are vesicles with a greater 

ability to deformation. Compounds that may confer upon elasticity to conventional liposomes 

are surfactants, such as sodium desoxycholate (SDC) (Cevc and Blume, 2001). SDC is a bile 

salt extensively studied as a permeation enhancer of biological membranes (Paul et al., 1998). 

Our previous study established stable formulations of SDC-elastic nanoliposomes 

containing QUE and RES entrapped in the phospholipid bilayer (Cadena et al., 2013). In the 

present study, we evaluate the stability of liposomes taking the storage stability, antioxidant 

activity and lipid peroxidation levels in consideration. The antiproliferative mechanism on 

human promyelocytic leukemia cells (HL-60 cells) was investigated by flow cytometry. We 

aim to evaluate if the association of QUE and RES, as individual compounds or loaded into 

elastic liposomes, can be more effective in antiproliferative activity than these flavonoids as 

individual compounds. 

  

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Materials 

Quercetin (QUE), resveratrol (RES), sodium deoxycholate (SDC), cholesterol (CH), 

ABTS, trichloroacetic acid, thiobarbituric acid (TBA), MTT, trehalose and Annexin-V-FITC/PI 
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were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Soybean phosphatidylcholine (PC) 

(98% Epikuron 200) was obtained from Lipoid GMBH (Ludwigshafen, Germany). Solvents 

and other chemicals were supplied by Merck (Darmstadt, Germany). 

 

2.2. Methods 

2.2.1. Preparation of QUE/RES-liposomes 

SDC elastic liposomes containing QUE and RES entrapped in their phospholipid bilayer 

(Unloaded Lipo, QUE-Lipo, RES-Lipo and QUE/RES-Lipo) were prepared using the thin lipid 

film method previously described by Cadena et al. (2013). For long-term stability studies, 

lyophilized liposomes were obtained using threalose (10% w/v) as cryoprotectant. After 

preparation, liposomes were frozen at −80°C and submitted to lyophilization (EZ-DRY, FTSS 

System, New York, USA) at 200 bars for 48 h. 

 

2.2.2. Long-term stability of QUE/RES-liposomes 

The stability of lyophilized liposomes in storage in presence of humidity, luminosity and 

temperature variation (25 ± 5 °C) was evaluated. After reconstitution with deionized water, samples 

were analyzed by particle size, polydispersity index (PDI), zeta potential (ζ mV) and drug encapsulation 

efficiency (EE %) measurements during 300 days of storage. The particle size and PDI of liposomes were 

determined by standard photon correlation spectroscopy (Delsa™ NanoS Particle analyser, Beckman-

Coulter). The zeta potential of liposomes was measured using Malvern 3000HSA zetasizer. Drug 

encapsulation efficiency was determined through the ultrafiltration/ultracentrifugation technique 

using Ultrafree® units (Millipore, USA, MW cut-off = 10,000 Da). After centrifugation of the samples 

(Ultracentrifuge KT-20000, Kubota, Japan) at 8776 g for 1 h at 4 °C, the contents of QUE and RES in the 

supernatant were measured according to Cadena et al. (2013). 

 



74 

 

2.2.3. Effect of pH on surface charge of QUE/RES-liposomes 

Titration of liposomal formulations was carried out at pH ranging from 8.0 to 3.0 using a Malvern 

3000HSA zetasizer associated with MPT-1 autotitrator. Samples of liposomes (200 µL) were diluted 

with 10 ml of deionized water and the pH was automatically adjusted by titration with 1M HCl, 0.25M 

HCl and 0.25M NaOH. At predefined pH values ranging from 8.0 to 3.0, the zeta potential of liposomes 

was measured. 

 

2.2.4. Lipid peroxidation of QUE/RES-liposomes 

  The lipid peroxidation of liposomes was evaluated using thiobarbituric acid reactive 

species (TBARS) method as previously described (Draper & Handley, 1990). Briefly, an aliquot 

of liposomal formulations (400 µL) was mixed with thiobarbituric acid 0.67%, w/v and was 

heated in a boiling water bath for 1 h. TBARS were determined at 532 nm and the amount of 

MDA equivalent (nmol) was calculated using a standard curve of tetramethoxypropane (TMP) 

ranging from 0.2 to 0.7 nmol. 

 

  



75 

 

2.2.5. Antioxidant activity of QUE/RES-Liposomes 

The antioxidant activity of QUE, RES, their combination (QUE/RES) and all liposomal 

formulations (Unloaded Lipo, QUE-Lipo, RES-Lipo and QUE/RES-Lipo) was determined by 

using ABTS* radical cation. The method is based on the ability of an antioxidant to reduce 

ABTS* into its colorless form (Lucas-Abellán et al., 2011). For ABTS* generation from ABTS 

salt, 3 mM of K2S2O8 was reacted with 8 mM ABTS salt in distilled water, for 16 h at room 

temperature in the dark. The ABTS* solution was then diluted with ethanol to obtain an initial 

absorbance of 0.7 at 734 nm, using an Ultrospec 3000 pro UV-Vis spectrophotometer. Fresh 

ABTS* solution was prepared every day. The antioxidant abilities were expressed as µM 

Trolox equivalents by using a Trolox calibration curve prepared for a concentration range of 

100 - 2000 µM. Each sample was analyzed in triplicate. 

 

2.2.6. Cell viability assay  

The cytotoxicity of QUE/RES-liposomes was evaluated on HL-60 cells using the MTT 

method. The cells were seeded (105 cells/well) and plated in 96-well microplates. The test 

compounds (6.25 – 200 µM) dissolved in DMSO was added to each well and incubated for 72 

h at 37 °C. Then, MTT (5.0 mg/mL) was added to the plate and the citotoxicity of the test 

compounds was estimated by the ability of living cells to reduce the yellow tetrazolium to a 

blue formazan product (Nunes et al., 2012). After 3 h, the formazan product was dissolved in 

DMSO and absorbance was measured using a multi-plate reader. The antiproliferative effect of 

the test compounds was quantified as the percentage of control absorbance of reduced dye at 

560 nm. 
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2.2.7. Cytotoxicity mechanisms 

The mechanism of antiproliferative effect of QUE/RES-liposomes on HL-60 cells was 

evaluated by flow cytometry using annexin V-FITC and PI. HL-60 cells were cultured in 6-

well plates. Then were treated with QUE/RES free or encapsulated in elastic liposomes (200 

µM) for 24 h. Flow cytometric analysis with Annexin V-FITC was done according to the 

manufacturer’s instructions. Cells were trypsinized, centrifuged and washed twice with PBS. 

Then, cells were resuspended in binding buffer and stained with 5 µl of annexin V-FITC at 

room temperature for 5 min in the dark, followed by the addition of 5 µl of PI for another 10 

min. AnnexinV-FITC and Propidium iodide (PI) fluorescence were detected by a BD Accury 

C6 flow cytometer (Becton Dickinson), around 20,000 events (in gated) were acquired. The 

fluorescence was excited at 488 nm and measured with FL1 filter (530 nm/15 nm) or FL2 filter 

(585 nm/21 nm) for Anexin V-FITC and PI, respectively. The percentages of distribution of 

normal cells, cells in early apoptosis, and cells in late apoptosis or necrosis were calculated 

using BD Accury C6 software (Becton Dickinson). 

 

3. Results 

3.1.  Long-term stability of QUE/RES-liposomes 

The Figure 1 shows the storage stability of lyophilized QUE/RES-Lipo according to their 

physicochemical properties. According to Figure 1a, the mean size of vesicles of lyophilized QUE/RES-

lipo increased from 138.4 nm (after fabrication, on day 0) to 331.33 nm (300 days of storage) with 

unvaried PDI values, except at 180th day (Fig 1b). The drug encapsulation efficiency remained constant 

for a year of liposome storage with 87.6 % of quercetin and 92.9 % of resveratrol, with a drug loss of 

3.43 % and 6.33 %, respectively (Fig. 1c). Moreover, about 70% of QUE and RES content (%) remained 

in their non-oxidized forms after hydration of lyophilized liposomes at one year of storage exposed to 

light (Fig. 1d).  
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Figure 1. Physicochemical properties of lyophilized QUE/RES-Lipo in storage at 25 ± 5 °C in 

the presence of humidity and light for 300 days:  A. Mean vesicle size (nm); B. Polydispersity 

index; C. Drug content (%); D. Drug encapsulation efficiency (%). 

 

3.2. Effect of pH on surface charge of QUE/RES-liposomes 

After titration of liposomes from pH 8.0 to 3.0, the zeta potential gradually increased to 

4.83 mV, 6.53 mV and 5.8 mV for QUE/RES-lipo, QUE-lipo and RES-lipo, respectively. No 

variation of zeta potential was found at pH = 8.0 for all liposomal formulations. 

The isoelectric points (pI) of liposomal formulations were 5.02 for unloaded lipo, 4.41 

for QUE-Lipo, 4.57 for RES-Lipo and 4.67 for QUE/RES-Lipo. 
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Figure 2. The effect of pH on surface charge (zeta potential) of liposomes.  

 

2.2. Antioxidant activity of QUE and RES 

The analytical curve of trolox (Fig. 3a) for the linearity assays were plotted with five 

concentrations allowing the derivation of the following linear fit equation: AU = 0.682 (± 0.003) – 

0.0003 (± 0.000001) [TroloxµM]. The analytical curve was validated by the least squares method 

showing correlation coefficients higher than 0.9999 and the one-way analysis of variance 

(ANOVA) showing F and p values of 18,999.59 and < 0.001, respectively. The curve in Fig. 

3b show the linear response between QUE and RES concentrations and the µM Trolox 

equivalent, with IC50 of 880 µM for QUE and 1,117.24 µM for RES. 
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Figure 3. Trolox standard curve (A) and trolox equivalent (µM) of quercetin and resveratrol curves (B) 

at different concentrations using ABTS method. 

 

Figure 4 shows that QUE and RES had antioxidant activity, both free drug and entrapped into 

elastic liposomes. At a concentration of 800 µM, QUE exhibited higher antioxidant activity than RES 

(21% higher), with a TEAC value of 1091.93 ± 15.4 µM Trolox and TEAC of 867.98 ± 31.75 µM 

Trolox, respectively. It is important to highlight that the encapsulation of QUE and RES in liposomes 

attenuate the antioxidant activity and protects the substances from oxidation. The antioxidant activity of 

QUE/RES-Lipo was 12% higher than QUE/RES, with TEAC of 1117.69 ± 60.93 µM Trolox. 

Lyophilized QUE/RES-Lipo showed TEAC of 639.5442 ± 15.14 µM and antioxidant activity of 29.7 

%, with loss of only 20% in about 550 days of storage. 
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Figure 4. Antioxidant activity of QUE and RES pure and encapsulated into liposomes. 

Lyophilized QUE/RES-Lipo (Lyo QUE/RES-Lipo) at storage for 550 days was used after 

redispersion in deionized water. 

 

2.3. Lipid peroxidation of liposomes 

For quantification of lipid peroxidation content the thiobarbituric acid reactive species (TBARS) 

method was used.  The lipid peroxidation levels of liposomal formulations tested are shown in Figure 

5. All formulations exhibited protective potential for lipid peroxidation of phospholipids that constitutes 

the liposomes, with a significant decrease with the levels of MDA equivalent relative to unloaded lipo.  
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Figure 5: Lipid peroxidation of liposomal formulations. The lipid peroxidation content of was 

evaluated using thiobarbituric acid reactive species (TBARS) method, with values expressed in 

MDA equivalent (nmol). 

QUE and RES decreased lipid peroxidation levels with 14.3 ± (9.2 x 10-5) for unloaded 

liposomes 8.9 ± (1.0 x 10-4) for QUE-Lipo, 6.8 ± (1.6 x 10-4) for RES-Lipo and 6.4 ± (1.0 x 10-

4) MDA equivalent nmol for QUE/RES-Lipo. Quercetin reduced lipid peroxidation in 53 %, 

RES in 38 % and their combination reduced lipid peroxidation in 56 %. 

 

2.4. Cell viability 

QUE at lower concentrations increased cell viability in 13%, showing a proliferative 

effect on HL-60 cells (Fig. 6). However, at higher concentrations, QUE was capable to reduce 

the cell viability, with an IC50 of 811 µM. QUE-Lipo also exhibit antiproliferative activity, but 

in a more effective way, with an IC50 of 85.43 µM. Both RES and RES-Lipo exhibited 

antiproliferative activity with IC50 of 131.7 and 113 µM, respectively (Table 1). The co-
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encapsulation of QUE and RES in liposomes improved the antiproliferative effect of these 

compounds with an IC50 of 60.71 µM, which corresponds to a decrease of 57.84% (IC50 of 

QUE/RES= 144.23µM). 

 

Figure 6. Viability of HL-60 cells treated with QUE and RES, as individual compounds or loaded into 

liposomes. Cells were incubated with compounds at different concentrations (6.25, 12.5, 25, 50, 100 

and 200 µM) for 72 h. Cell viability was determined using the MTT colorimetric assay. 
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Table 1. The antiproliferative activity, expressed as IC50, of QUE/RES-liposomes on HL-60 cells in 

comparison with pure compounds. 

Test compounds IC50 (µM) 

QUE 811.94 

RES 131.70 

QUE/RES 144.23 

QUE-Lipo 85.43 

RES-Lipo 113 

QUE/RES-Lipo 60.71 

 

2.5. Cytotoxicity mechanisms 

Analysis of the cell populations showed different sets of populations, wherein Annexin 

V-FITC–/PI+ was designated as control, Annexin V-FITC+/PI– were designated as early 

apoptotic, Annexin V-FITC+/PI+ were designated as late apoptotic, and Annexin V-FITC–/PI+ 

were designated as necrotic. When we evaluated the cell death mechanism by apoptosis 

(annexin staining) in HL-60 cells, QUE/RES-Lipo had more efficient apoptotic activity, with 

81.8% of cell death, than QUE/RES that had 25.8 % for this mechanism. However, at the 

necrosis mechanism (PI staining) the control cells showed a low percentage about 22.6% of 

cells labeled that was similar to that of cells treated with QUE/RES-Lipo, which was about 

24.0% cells labeled (Figure 7). 

Therefore, the results indicate that the treatment with QUE/RES and QUE/RES-Lipo 

decreased the number of living cells and cell death mechanism was induced by apoptosis 

predominately. Moreover, quercetin and resveratrol loaded in liposomes had more effective 

antiproliferative activity, enhancing the cell death by apoptosis in 60%, comparing at free 

QUE/RES. 
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Figure 7: Apoptosis and necrosis induced by QUE and RES, free or loaded in elastic liposomes in HL-

60 leukemia cells using flow cytrometric analysis of Annexin V-FITC and PI stained. Cells untreated 

(control) or treated with QUE/RES and QUE/RES-Lipo at the concentration of 200 µM. The % of 

apoptotic cells was calculated by BD Accuri C6 software. 

 

3. DISCUSSION  

In this paper, we analyzed the stability, antioxidant activity and the effect of quercetin and 

resveratrol encapsulated in elastic liposomes on HL-60 cells proliferation, and evaluated if their 

encapsulation in liposomes can enhance the antiproliferative activity of these compounds.  

According to the storage stability, lyophilized QUE/RES-Lipo remained stable for 300 days, 

with no significant variation of drug encapsulation efficiency, PDI and particle size. After 180 days, the 

lyophilized QUE/RES-Lipo showed particle size higher than 200 nm. Previously, Harashima et al. 

(1994) found that the opsonization of liposomes by macrophages is reduced with the decrease of 

liposomes particle size (from 800 to 200 nm). Opsonins bind to liposomes depending on their particle 

size and phagocytic cells take up liposomes in proportion to the extent of opsonization. With particle 

size of 200 nm, no enhance in liposomes uptake was observed.  
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After 280 days, QUE/RES-Lipo remained with a higher EE % (> 87 %), with drug loss of 6.33 

%. These results suggest that lyophilization increases the shelf-life of liposomal formulation and 

preserves it in dried form to be reconstituted with water prior to administration (Ghanbarzadeh et al., 

2013).  

It is worth mentioning that the storage stability was conducted to simulate the storage conditions 

that are available to patients in their home, with presence of humidity, temperature variation of ± 5 °C 

and lack protection of light, which does not fits in standard storage conditions of lyophilysed products 

(Glavas-Dodov et al., 2005). 

The titration curve was developed to analyze the effects of pH variation in surface charge of 

elastic liposomes and evaluate the stability of these vesicles against the limits of pH values. As shown 

in the titration curve, the zeta potentials of liposomal formulations were gradually increased with the 

decrease of pH from 8.0 to 3.0. This fact can be explained by the acid neutralization of phosphate polar 

head group of phosphatidylcholine that may occurs in presence of H+ ions (Channarong et al., 2010). On 

the other hand, the neutralization by H+ ions of ionized drugs present on the outer side of the 

phospholipid bilayer of liposomes (Terao et al., 1994) may occur. 

Another important point that should be taken into consideration is the presence of different 

values of isoelectric point (pI) for each liposomal formulation tested. The value for elastic liposomes 

was found in the range from 4.41 to 4.67. These results suggest that liposomes in pH 7.4 will have 

surface charge higher than – 29 mV. Liposomes are used as a model for artificial cells and pI is important 

because in this pH value the passage of drugs through membrane is facilitate by the annulment of charges 

(Englund and Lundahl, 1991).  

Numerous studies aimed to investigate the antioxidant activity of flavonoids, and tried to 

establish the relationship between flavonoid structure and their radical scavenging activity. This activity 

depends mainly on the substitution pattern of the hydroxyl groups, that is, on the availability of phenolic 

hydrogens and on the possibility of stabilizing the resulting flavonoid phenoxyl radicals (Amic and 

Lucic, 2010).  
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The antioxidant activity of QUE and RES, as individual compounds and encapsulated 

in elastic liposomes was quantified using the ABTS method. This assay is frequently used for 

assessing antioxidant activity and developing structure–activity relationships (SARs) of 

flavonoids and is based on the scavenging of the ABTS radical and converting it into a colorless 

product (Re et al., 1999). The antioxidant activity is expressed as TEAC, which is defined as 

the millimolar concentration of a Trolox solution with the same antioxidant activity as a 1.0 

mM concentration of the number of hydroxyl groups (Arnao et al., 1999).  

Studies reported that quercetin and resveratrol are important antioxidants. According to 

Iacopini et al. (2008), quercetin has higher radical scavenging activity than resveratrol, with 

concentration that inhibits 50 % of oxidation reaction (IC50) 20 % lower. The experimental 

results of this study showed that with the same concentration, the activity of quercetin (TEAC 

of 1091.93 ± 15.4 µM) of scavenging ABTS free radical was stronger than the activity of 

resveratrol (TEAC of 867.98 ± 31.75 µM). Quercetin had a decreased of 21 % in IC50, 

comparing with resveratrol, according to study described above. In order to evaluate if the 

antioxidant activity of quercetin and resveratrol remains the same when entrapped in liposomes, 

different liposomal formulations were tested. The antioxidant activity of QUE and RES 

remained presented when entrapped into elastic liposomes and were 12 % higher than QUE and 

RES as individual compounds with TEAC of 1117.69 ± 60.93 µM. The lyophilized QUE/RES-

Lipo, with 550 days of storage, remained with a notable antioxidant activity, decreasing only 

20%. 

Another consequence of the antioxidant activity of QUE and RES is their ability to 

prevent or decrease the lipid peroxidation in phospholipid bilayers when they are loaded in 

liposomes. Lipid peroxidation is the oxidation/degradation chain reaction process of the 

unsaturated fatty acid. In the extensional process of lipid peroxidation, there will generate 

different types of free radicals, such as oxygen free radicals, fat-oxygen free radical and fat free 
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radicals (Reis and Spickett, 2012). In the final stage, small molecules will be generated, such 

as the malondialdehyde (MDA). MDA is the most important stable product of lipid 

peroxidation. The products can do harm to several cell functions. There is a close relationship 

between the cell damage and many kinds of diseases (Fabris et al., 2008). It may be beneficial 

to enhance properly antioxidation products to improve the stability of liposomal formulations 

and prevent diseases.  

Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) is the product of color reaction between 

MDA and thiobarbituric acid (TBA). By measuring the content of the produced TBARS, the 

study will indicate the extent of the lipid peroxidation and confirm if QUE and RES are capable 

to prevent phospholipid peroxidation and corroborate to the stability of liposomal formulation. 

Gordon and Roedig-Penman (1998) found that the antioxidant activity of quercetin was capable 

to enhance the stability of liposomes at pH 7.4, by reducing the lipid peroxidation and this 

liposomal formulation (with QUE as individual compound) remained stable for 2000 h. 

In the present study we found that the antioxidant potential of QUE and RES was capable to 

decrease the lipid peroxidation of elastic liposomes about 53% for elastic liposomes with QUE 

entrapped, 38% for liposomes with RES and 56% for elastic liposomes containing the association of 

both (QUE/RES). All these findings prove that the association of quercetin and resveratrol loaded in 

liposomes is more effective in the enhancement of the stability of liposomal formulations.   

Based on radical scavenging ability of flavonoids and polyphenols, Hsu & Yen (2006) 

established a relationship between antioxidant activity and apoptosis-inducing potential of flavonoids 

and polyphenolic compounds. They found a significant correlation between the influence of flavonoids 

on cell population growth and their TEAC value. These results suggest that flavonoids tested on cell 

population growth were well correlated with their antioxidant activity. After, they investigate the 

mechanism of cell death using flow citometry with Annexin-V and PI staining, and found that these 

flavonoids cause 31% of cell death by apoptosis. 
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The effects of flavonoids on integrity and cell function varied from cytoprotection to 

cytotoxicity. Recently, the cytotoxicity of flavonoids and polyphenolic compounds, including apigenin, 

eriodictyol, 3-hydroxyflavone, kaempherol, luteolin, naringenin, taxifolin quercetin, rutin, and 

resveratrol toward cultured normal cells and tumor cells lines, including HL-60 cells, has been widely 

investigated (Akbas et al., 2005 and Matsuo et al., 2005). A study developed by Araújo et al. (2013) 

reported that the treatment of HL-60 cells with quercetin reduced cell viability in 50%, at 14 mg/mL, 

after 24 h. Surh et al. (1999) demonstrates that the treatment of HL-60 cells with resveratrol reduced the 

cell viability and induced cell death by apoptosis. 

Attar et al. (1999) found that the association of resveratrol (50 mM) and quercetin (10–50 mM) 

elicited a more than additive response in the reduction of proliferation of oral squamous carcinoma cell, 

reducing cell viability in 50%. Mertens-Talcott and Percival (2005) also found that HL-60 cells treated 

with resveratrol and quercetin as single compounds showed reduced cell viability. Quercetin was more 

effective than resveratrol, lowering total cell number to 48% of control cells, whereas resveratrol 

lowered cell number to 72%. The effects caused by the combination of quercetin with resveratrol 

demonstrated an additive interaction of these compounds. 

To affirm QUE and RES ability to cause cell death by apoptosis is related to their antioxidant 

activity, a cell viability assay was performed on HL-60 cells. The treatment of HL-60 cells with 

quercetin and resveratrol as individual compounds reduced the cell viability with IC50 of 811.94 µM for 

QUE, 131.7 µM for RES, 144.23 µM for the association of QUE/RES. Our study corroborate with 

studies described above. 

To evaluate if the antiproliferative activity of quercetin and resveratrol can enhance with the 

encapsulation of these flavonoids in liposomes, QUE-Lipo, RES-Lipo and QUE/RES-Lipo was tested. 

QUE and RES entrapped in elastic liposomes presented the best antiproliferative activity in HL-60 living 

cells, with the lower IC50, about 60.71 µM against 85.43 µM for QUE-Lipo and 113 µM for RES-Lipo. 

These results suggest that the association of quercetin and resveratrol entrapped in liposomes can 

enhance the antiproliferative activity in and reduce the IC50 in 25%, comparing with QUE and RES 

encapsulated as individual compounds. 
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We also investigated the mechanism of cell death of free QUE and RES in association or 

entrapped into liposomes. Our study showed that quercetin and resveratrol encapsulated into liposomes 

increased the cell death by apoptosis about 60%, comparing with the association of QUE and RES as 

individual compounds, with 81.8% of cell death caused by apoptosis for QUE/RES-Lipo and 24.8% for 

free QUE/RES. These results suggest a controlled released profile of QUE/RES from liposomes as 

previously reported by Cadena et al. (2013), which contributes to the antiproliferative effect of QUE 

and RES, being more efficient in inducing HL-60 cell death than free QUE and RES in association. 

 

4. CONCLUSIONS 

 

In this study we have shown that quercetin and resveratrol, as individual compounds or in 

association, free or loaded in elastic liposomes, had antioxidant activity, preventing the lipid 

peroxidation of liposomes. This ability as radical scavenging is very important because can enhance the 

stability of the liposomal formulations. We also conclude that the combination of QUE/RES causes the 

enhancement of antioxidant and antiproliferative activities. However, quercetin and resveratrol loaded 

in elastic liposomes were more efficient and had the best antioxidant activity, lower lipid peroxidation 

value and higher antiproliferative effect, with 81.8% of cell death caused by apoptosis. In this way, this 

liposomal formulation can be tested as an approach tool to the treatment of leukemia. Currently, more 

in vitro and in vivo studies are being conducted to improve the efficacy of this formulation to be used in 

treatment of cancer. 

 

LIST OF ABBREVIATIONS 

QUE - Quercetin 

RES - Resveratrol 

SDC – Sodium deoxycholate 

 

QUE-Lipo – Elastic liposomes with quercetin entrapped 
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RES-Lipo – Elastic liposomes with resveratrol entrapped 

QUE/RES-Lipo – Elastic liposomes with quercetin and resveratrol entrapped 
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