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A Araucaria angustifolia pertence à família Araucariaceae, rica em 
compostos fenólicos (Bert. O Kuntze) . Em estudos prévios do nosso grupo, o 
extrato aquoso de brácteas de A. angustifolia (EAA) apresentou atividade 
preventiva e/ou terapêutica em sistemas biológicos (Branco et al., 2015) No 
entanto, apesar dos resultados promissores, os componentes de sua matriz 
química são instáveis nos fluidos do trato gastrointestinal e encapsula-los em 
nanocarreadores é uma forma de contornar essas limitações (Dai et al,.2015). 
Em vista disso, este estudo tem como objetivo preparar e caracterizar 
lipossomas contendo EAA quanto ao potencial zeta, índice de polidispersão, 
tamanho de partícula e pH assim como avaliar a viabilidade celular, 
produção de espécies reativas de  oxigênio (EROS), genotoxicidade e níveis de 
óxido nítrico desses lipossomas contendo EAA em células de cólon humano 
(Caco-2).

→ Cultura celular 

→ Preparação de lipossomas nas concentrações

Solubilização dos 
lipídios em 

clorofórmio

Evaporação do 
solvente

Hidratação do 
filme lipídico com 
solução de EAA a 

2,5mg/mL

Sonicação por 5 
minutos e filtração
em membrana de 

0,45 μm

Mantidas em estufa a 37ºC e atmosfera 
umidificada (5% CO2).

Meio DMEM-LOW suplementado com  

❖ 20% soro fetal bovino
❖ 1% antibiótico
❖ 1% aminoácios essenciais 
❖ 1% anfotericina 

Linhagem Caco-2

→ Determinação e viabilidade celular 

Adição do 
reagente MTT

1h - 37º
Adição de 

DMSO

Leitura da 
absorbância a 

570 nm
Caco-2 
1x105

→ Determinação de níveis de óxido nítrico (NO)
Reagente de

Griess

15 min
ao abrigo da luz em 

temperatura  ambiente

Leitura da 
absorbância a 

540 nm
Caco-2 

sobrenadante 50 μL 

→ Determinação de espécies reativas de oxigênio (EROS)

Leitura da 
absorbância a 

525 nm
Caco-2 

Ensaio fluorimétrico 
(DCFH)

Formação de 
produto

fluorescente (DCF)

→ Determinação de genotoxicidade

Caco-2 

Kit Quant-iT™ 
PicoGreen® dsDNA

(Invitrogen).

Leitura da 
absorbância a 

520 nm

O potencial zeta das amostras preparadas foi de -59,45 ± 6,7; -60,85 ± 2,2 e 
-61,6 ± 3,3 mV, para as formulações 1:3, 1:5 e 1:7, respectivamente (Tabela 1). O 
índice de polidispersão (PDI)  variou de 0,393 ± 0,18 à 0,395 ± 0,01. O tamanho 
de partícula 279,3 ± 145,4; 232,55 ± 75,3 e 182,65 ± 37,0 nm para as 
concentrações 1:3, 1:5 e 1:7, respectivamente, o que corrobora com alguns 
relatos da literatura (Michelon et al., 2012; Aléman et al., 2021). 

Nas células Caco-2, os testes foram conduzidos com os lipossomas 
preparados na proporção 1:3 e 1:5 (EAA:lipídeos). Não houve diminuição 
significativa na sobrevivência das células após o tratamento com lipossomas 
contendo EAA em nenhuma das concentrações testadas. Somente na 
concentração de 600 μg/mL, a mais alta testada, que o tratamento com 
lipossomas contendo EAA levou ao aumento de NO em comparação com as 
demais concentrações testadas na proporção 1:3 (Figura 1). O tratamento com 
lipossomas contendo extrato não induziu genotoxicidade nem aumento de 
EROS em nenhuma das concentrações testadas.

Os resultados obtidos até o momento mostram que o nanossistema 
lipossoma, selecionado para nano vetorizar o EAA é seguro. Na presença de 
EAA, os lipossomas não apresentam citotoxicidade para a linhagem de células 
testadas.
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Tabela 1. Potencial zeta, tamanho de partícula, PDI e pH das formulações de lipossomas per se e 
lipossomas contendo de extrato de Araucaria angustifolia

Figura 1. Níveis de óxido nítrico nas células Caco-2 após diferentes tratamentos.

*diferença significativa em comparação com os demais tratamentos na mesma concentração testada pelo pós-teste 
de Tukey (p  0,05). # diferença significativa entre as concentrações testadas, no mesmo tratamento pelo pós-teste de 
Tukey (p  0,05).

- pH (potenciômetro Digimed)
- Ddiâmetro das partículas e  índice de polidispersão (PDI)  

por meio de espalhamento de luz dinâmica (Zetasizer 
ZS,Malvern, UK)

- Potencial zeta pela técnica de mobilidade eletroforética ( 
Zetasizer ZS)
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