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RESUMO

A apocinina é extraida a partir da raiz da planta medicinal Picrohiza kurroa, e apesar
do seu amplo potencial, a apocinina apresenta limitagbes farmacocinéticas, tais
como baixa biodisponibilidade oral e eliminacdo rapida, estreita relacdo dose-
resposta, limitando assim sua aplicagao clinica. Varios estudos tém estabelecido que
as propriedades benéficas da apocinina estdo relacionadas com a atividade
antioxidante demonstrada, no entanto ha limitacdes devido as suas propriedades
farmacocinéticas. O emprego dos conhecimentos da nanotecnologia oferece
oportunidades terapéuticas para agentes que sao utilizados com pouca eficacia nas
formulacBes orais, principalmente devido a baixa biodisponibilidade, como a
apocinina. Nesse sentido, o presente trabalho propde a realizagdo de nanoparticulas
contendo este farmaco para maximizar sua utilizacdo. Para sua realizacdo, a
metodologia utilizada foi de coacervacdo, para a producdo das nanoparticulas
contendo apocinina, ainda foi realizado o revestimento das mesmas com
polissorbato 80 (0,75% p/v). A linearidade foi avaliada com auxilio do
espectrofotometro ultravioleta, onde obteve-se a formulacdo do gréfico, além da
equacdo da reta. Para avaliar o diametro médio foi utilizada a técnica de
espalhamento de luz. As nanoparticulas obtidas apresentaram diametro médio de
194 nm, eficiéncia de encapsulamento de 74% e um indice de polidispersao inferior
a 0,3. A utilizagcdo do polisorbato 80 (Tween 80) como revestimento mostrou-se
adequada na formulacdo com 0,75% p/v, onde o diametro médio foi de 208,99 nm e
indice de polidispersédo de 0,108, no entanto, estatisticamente ndo houve diferenca
significativa. Para caracterizagao foram realizados DRX (Difratometria de Raio X) e
FT-IR (Espectrometro de Infravermelho), onde pode-se elucidar a presenca dos
insumos utilizados na preparacdo das nanoparticulas. Pela técnica de Microscopia
Eletrénica de Varredura foi possivel observar a morfologia e a presenca das
particulas formadas por albumina (BSA), apocinina (APO) e polisorbato 80 (PS80). A
analise antioxidante foi realizada a partir do teste DPPH. No ensaio DPPH foi
observado que as nanoparticulas produziram um percentual de inibicdo inferior ao
acido ascorbico. Com os dados obtidos neste experimento pode-se dizer que as
nanoparticulas foram obtidas com sucesso, dando como perspectiva futura testes
em in vitro e in vivo para averiguar sua eficacia.

Palavras-chave: Nanoparticula. Apocinina. Albumina. Polisorbato 80. Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Apocynin is extracted from the root of the medicinal plant Picrohiza kurroa, and
despite its wide potential, apocynin has pharmacokinetic limitations, such as low oral
bioavailability and rapid elimination, close dose-response relationship, thus limiting its
clinical application. Several studies have established that the beneficial properties of
apocynin are related to the demonstrated antioxidant activity, however there are
limitations due to its pharmacokinetic properties. The use of knowledge from
nanotechnology offers therapeutic opportunities for agents that are used with little
efficacy in oral formulations, mainly due to their low bioavailability, such as apocynin.
In this sense, the present work proposes the realization of nanoparticles containing
this drug to maximize its use. For its realization, the methodology used was
coacervation, for the production of nanoparticles containing apocynin, they were still
coated with polysorbate 80 (0.75% wi/v). Linearity was evaluated with the aid of an
ultraviolet spectrophotometer, where the graph formulation was obtained, in addition
to the straight line equation. To assess the average diameter, the light scattering
technique was used. The nanoparticles obtained had an average diameter of 194
nm, an encapsulation efficiency of 74% and a polydispersion index of less than 0.3.
The use of polysorbate 80 (Tween 80) as a coating proved to be adequate in the
formulation with 0.75% w/v, where the average diameter was 208,99 nm and
polydispersion index of 0.108, however, statistically not there was a significant
difference. For characterization, DRX (X-Ray Diffraction) and FT-IR (Infrared
Spectrometer) were performed, where the presence of the inputs used in the
preparation of the nanoparticles can be elucidated. By the Scanning Electron
Microscopy technigue it was possible to observe the morphology and the presence of
particles formed by albumin (BSA), apocynin (APO) and polysorbate 80 (PS80). The
antioxidant analysis was performed using the DPPH test. In the DPPH assay it was
observed that the nanoparticles produced a lower percentage of inhibition than
ascorbic acid With the data obtained in this experiment, it can be said that the
nanoparticles were successfully obtained, giving future in vitro and in vivo tests as a

perspective to verify their effectiveness.
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1 INTRODUCAO

Apocinina (Apo), conhecida também como acetovanilona, é um composto
organico natural, podendo ser extraido de uma variedade de plantas. Ela tem sido
muito estudada devido suas propriedades farmacoldgicas. Dentre eles, o fato de ser
um eficiente inibidor do complexo NADPH oxidase, dado que a producdo excessiva
de espécies oxidantes reativas via NADPH oxidase estdo atrelados na progressao
de diversos processos patoldégicos, como hipertensdo, aterosclerose, artrite
reumatoide, isquemia tecidual, doencas renais e cancer. (DE SOUZA; MORGON,
2016; PETRONIO et al, 2013; KANEGAE, 2009).

Entre as aplicacdes, pode-se mencionar a utilizagdo da apocinina no
tratamento de arteriosclerose, uma vez que age no bloqueio da producédo de
espécies reativas de oxigénio (radicais livres) (PETERS; HILTERMANN; STOLK,
2001). Abdelrahman (2018), em seu trabalho, confirmou o efeito protetor
da apocinina sobre nefrotoxicidade induzida por gentamicina em ratos. Ja Rivera et
al (2018), testaram em modelos de ratos com nefrectomia, e 0s resultados sugerem
gue a apocinina auxilia na modulacéo da pressao arterial.

Apesar do seu amplo potencial, a apocinina apresenta limitacdes
farmacocinéticas, tais como baixa biodisponibilidade oral e eliminacdo rapida,
estreita relacdo dose-resposta, limitando assim, sua aplicacdo clinica (OLIVEIRA et
al, 2017). Uma alternativa para solucionar as adversidades farmacologicas da
apocinina sdo o0s sistemas nanoparticulados, visto que apresentam algumas
vantagens como aumento da biodisponibilidade, protecdo do medicamento contra
degradacéo e liberacao controlada da droga (MENDES, 2016).

O uso de nanoparticulas tem sido considerado um método com grande
potencial de entrega de medicamentos. O termo nanoparticulas se refere a
particulas bem definidas que variam em tamanho de aproximadamente de 10 a 1000
nm. Os compostos ativos podem estar associados as nanoparticulas (NP’s) de
diferentes maneiras, como por exemplo dissolvidos no interior da particula e/ou
adsorvidos ou ligados a sua superficie. Diferentes tipos de polimeros sdo utilizados
como a quitosana, poli (alquilcianoacrilato) (PACA), acido poliglicélico (PGA), poli
(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e o poli (butilcianoacrilato) PBCA. A utilizagéao

de revestimentos poliméricos mostra em diversos estudos a reducdo da captacao



hepética de nanoparticulas (NP), aumento simultaneamente na circulacao periférica
(BLASI, 2007).

Os requisitos para projetar sistemas nanoparticulados incluem controlar o
tamanho das particulas, as caracteristicas da superficie, a permeacéao, solubilidade
e liberagcdo dos agentes ativos. A maioria das nanoparticulas com surfactantes
oferece estabilidade para o farmaco e a forma de liberacdo modelada e inteligente
para o alvo. As particulas poliméricas provaram sua eficacia na estabilizacdo das
moléculas, evitando degradacdo por meio dos riscos ambientais. Portanto, esses
polimeros oferecem uma alternativa potencial para modulagdo das caracteristicas
intrinsecas de farmacos que apresentam limitacdes para aplicacao clinica (BENNET,
KIM, 2014).

NP’s poliméricas apresentam diversas vantagens em face de outros tipos de
nanoparticulas, tais como maior estabilidade, menor citotoxicidade, permitem a
liberacdo controlada do farmaco e tem um custo de producao relativamente baixo.
Possuem ainda, elevada estabilidade em fluidos biolégicos se comparadas a nano
particulas de natureza lipidica. O tamanho reduzido permite se deslocarem com
facilidade por meio de superficies epiteliais (GOMES, 2016; ARAUJO, 2018).

Sendo assim, varios estudos tém estabelecido que as propriedades benéficas
da apocinina estdo relacionadas a atividade antioxidante demonstrada, no entanto,
ha limitacbes devido as suas propriedades farmacocinéticas. O emprego dos
conhecimentos da nanotecnologia oferece oportunidades terapéuticas para agentes
que sdao utilizados com pouca eficacia nas formulacdes orais, principalmente devido
a baixa biodisponibilidade, como a apocinina. Dessa forma, as nanoparticulas,
devido ao seu tamanho de particula reduzido podem proporcionar um aumento da
biodisponibilidade da apocinina e transpor as suas dificuldades farmacocinéticas que
limitam seu uso (OLIVEIRA, 2017). Nesse sentido, o presente trabalho propde o
desenvolvimento de nanoparticulas contendo este farmaco para maximizar sua

utilizacao.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Radicais Livres

Radicais livres sdo moléculas ou atomos que possuem elétrons néao

apreados, sao liberadas pelo metabolismo e possuem elétrons instaveis e reativos.



Podem ser gerados nas mitocondrias, citoplasma ou na membrana, o seu alvo
celular (DNA, lipideos, proteinas e carboidratos) esté relacionado com seu sitio de
formacao (CUNHA et al, 2016).

A producdo de espécies reativas € parte integrante do metabolismo e esta
presente em condicbes normais. Para contrabalancear a producéo e seus potenciais
efeitos negativos, o organismo dispde de um sistema antioxidante. Nas situagdes em
qgue surge um desequilibrio entre sistemas pré e antioxidante, com predominio dos
prés-oxidantes, ocorre o estresse oxidativo (YAO et al, 2008).

O radical superoxido (Oz) € formado quando sofre uma reducdo univalente.
Esse radical € considerado pouco reativo, conseguinte, ndo é altamente citotéxico.
Contudo, seus efeitos deletérios séo provenientes da habilidade desse gerar radicais
secundarios, extremamente toxicos como o radical OH. O radical hidroperoxil (HO2)
€ a forma protonada do radical superoxido, possui préton hidrogénio, comprova-se
ainda, que a hidroperoxila é mais reativa que o superéxido por ter maior facilidade
em iniciar a destruicdo de membranas biolégicas. Os compostos ndo radicalares,
como H20:2 (peréxido de hidrogénio) e HOCL (acido hipocloroso), ndo possuem
elétrons livres, sendo assim, menos instaveis que os radicais livres, mas também,
podem reagir com outras moléculas proximas (MARTELLI, NUNES, 2014; DE
VASCONCELOS, 2014; DE CAMPOS; YOSHIDA, 2004)

Muitos fatores estdo associados ao aumento do estresse oxidativo, como por
exemplo: consumo de alcool, tabagismo, dieta inadequada, envelhecimento e
estados psicolégicos que provoguem estresse emocional. Ha alteracdes que séo
associadas a patologias cronicas (hipertensdo arterial, cancer, diabetes mellitus,
entre outras) e degenerativas (Doenca de Alzheimer ou Parkinson) associadas ao
estresse oxidativo, conhecido como estresse redox (FRIES; PEREIRA, 2011).

O oxigénio é o principal fornecedor de radicais livres, outros exemplos de
radicais livres sdo: o superéxido, os radicais hidroxila, do Oxido nitrico e do acido
hipoclorito. S&o principalmente produzidos por eosindfilos, neutréfilos e células
endoteliais (DE VASCONCELOS et al, 2015).

2.2 Antioxidantes

Os antioxidantes tém como funcdo reduzir os danos causados pela acdo

deletéria dos radicais livres. Mecanismos antioxidantes podem agir impedindo a



formacao de radicais livres, impedindo a acdo desses ou favorecendo o reparo e a
reconstituicdo das estruturas bioldgicas danificadas, usualmente, esse sistema é
dividido em enzimatico e ndo-enzimatico (BARBOSA, 2010).

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superoxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidade (GPx). Essas enzimas atuam
suprimindo ou impedindo a formacgdo de radicais livres ou espécies reativas nas
células. Eles neutralizam moléculas com o potencial de se transformar em racial livre
com a capacidade de induzir a producdo de outros radicais (IGHODARO,
AKINLOYE, 2018).

O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui compostos antioxidantes de origem
dietética, como vitaminas, minerais e compostos fendlicos. Existem muitos
antioxidantes sintéticos amplamente empregados nas indutrias, contudo, essas
indastrias tém grande interesse e administrar antioxidantes naturais, visto que as
plantas podem conter uma variedade de compostos com propriedades antioxidantes.
Desta forma, pesquisas relacionadas a esses compostos provenientes de fontes
naturais tém se tornado frequentes (BARBOSA, 2010; HACKE, 2017).

2.3 Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais e produtos fitoterapicos estd em expanséao
no Brasil e no mundo, fato este que tem impulsionado as empresas de
medicamentos a investir em pesquisa de novos farmacos. Na atualidade, mais de
45% dos produtos farmacéuticos provém de produtos naturais. Extratos
provenientes de fontes naturais oriundos das plantas sdo ricos em moléculas
bioativas, que podem ser utilizadas no tratamento ou prevencdo de diversas
patologias (HACKE, 2017; NUNES et al 2017).

O uso das plantas com fim medicinal possui registro em diferentes épocas da
humanidade, sendo utilizadas de forma empirica pelas mais diversas populacdes.
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populacdo mundial
utiliza a medicina tradicional como recurso para atender suas necessidades basicas
(NABREGA et al, 2017).

Plantas medicinais apresentam grupos de compostos que Sao

farmacologicamente ativos, no entanto, o emprego dessas plantas exige



conhecimento prévio dos compostos para avaliacdo terapéutica e caracterizacédo
toxicoldgica (HACKE, 2017; NUNES et al 2017).

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona, Fig. 1) pertence a classe dos
metoxi-catecéis. Em 1971, ela foi isolada das raizes da planta nativa do Himalaia,
Picrorhiza kurrooa, muito utilizada na medicina tradicional indiana (PEREIRA, 2014).
Sua estrutura quimica simples permite que sejam utilizadas como moléculas
protétipo para o planejamento e obtencdo de compostos bioativos novos. (PEREIRA,
2014). Possui peso molecular de 166,17 g, pKa= 8,17, um ponto de fusédo de 115 C°,
tém leve odor de baunilha, ligeiramente solivel em agua fria, mas muito solavel em
agua quente, alcool, benzeno, cloroférmio e éter (PETRONIO et al, 2013; SAVLA,
2021).

A apocinina é uma das mais promissoras drogas experimentais contra
inflamagé&o, por se caracterizar como um eficiente inibidor do complexo nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfatase (NADPH). Seu mecanismo de acao esta relacionado
peroxidase, apresenta atividade neuroprotetora e aceptora de radicais (KANEGAE;
PEREIRA, 2014).

Devido a atuacéo positiva da apocinina sobre os fatores de estresse oxidativo,
e a forma com que ela esta associada as diversas alteracfes, essa substancia tem
tido grande visibilidade como possivel farmaco para combater ou prevenir patologias
associadas ao dano celular por estresse oxidativo, por exemplo, doencas
neurodegenerativas (SIMOES, SCHENKEL, 2002; BARBIERI et al, 2004; RONIK et
al, 2014; BONOMO, 2015; CASTOR, 2013). No entanto sua eficacia terapéutica
exibe algumas limitacbes farmacocinéticas potenciais, maior taxa de degradacao,
baixa biodisponibilidade e problemas de baixa solubilidade, restringindo sua eficacia
(SINGH, 2021). A biodisponibilidade por via oral absoluta da apocinina ainda esta
longe da ideal, apresentando curta meia vida e com recuperacao de apenas 2,8% da
dose administrada (WANG et al., 2013). Esse perfil foi justificado por Wang et al
(2013) gragas a solubilidade e capacidade de permeacdo na membrana pela
apocinina, parametros estes que sao 0s principais determinantes da

biodisponibilidade por via oral de um determinado composto.



Figura 1- Estrutura molecular da apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona)
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Fonte: Autor, 2020

Figura 2- Picrorhiza kurroa

Fonte: https://www.herbal-supplement-resource.com/picrorhiza-kurroa-root.html

2.4.1 Mecanismos de Acéo da Apocinina

A NOX (NADPH oxidase) € uma familia de enzimas cuja funcéo exclusiva é
produzir espécies reativas de oxigénio (ROS). A apocinina tem sido usada como um
eficiente e ndo toxico inibidor do complexo NOX. Seu mecanismo de inibicdo
envolve sua metabolizagcdo por meio da acdo catalitica da mieloperoxidase, a
consequente geracao de um produto dimérico, o qual compromete a translocacdo do
componente citosolico do complexo NADPH oxidase para a membrana (FERREIRA,
2013; HERNANDES et a, 2014).



2.4.2 Caracteristicas Farmacocinéticas e Fisico-quimicas da Apocinina

A apocinina apresenta alguns inconvenientes guanto suas
propriedades farmacocinéticas, tais como: baixa biodisponibilidade oral e eliminacéo
rapida, e estreita relacdo dose-resposta, limitando assim sua aplicacao clinica. O
composto apresenta baixa solubilidade em agua, mas é soluvel em alcoois e
solventes organicos (OLIVEIRA et al, 2017).

Wang et al (2013) averiguaram que a apocinina possui eliminacdo répida,
meia-vida curta e baixa biodisponibilidade oral. Em outro estudo, utilizando ratos
Wistar com uma dose de 5 mg/kg de apocinina, pode-se verificar que nao houve
efeito anti-inflamatoério esperado, apenas quando a essa mesma dose foi
quadriplicada (MISRA et al, 2018).

Simonyi et al (2012) demonstrou em seu estudo que a apocinina €
rapidamente metabolizada em conjugado glicurénico. Aos 30 min e 1 h apo6s a
injecao (5 mg / kg de peso corporal, i.p.), aproximadamente 50% da apocinina foi
convertida no seu derivado glicosado e foi distribuida no plasma, figado e cérebro. A
apocinina apareceu no plasma logo aos 30 min, atingiu o pico em 1 hora e declinou
para niveis baixos ap6s 2 horas. Com a administracdo intragastrica, a apocinina
sofre uma rapida absorcado e excrecdo; com excrecdo urinaria contendo a forma
inalterada, o glucuronideo, a forma desmetilada, anel-hidroxilada, assim como outros

derivados, e as recuperacdes fecais dos metabdlitos eram pequenas.

2.4.3 Aplicagbes da Apocinina

Diversos estudos tém buscado demonstrar a eficacia da apocinina como
antioxidante; em uma busca rapida pelo site orbit foram encontradas 25 patentes ja
depositadas com apocinina. Como Lima et al (2014), que utilizaram a apocinina em
células epiteliais cervicais de macaco contaminadas com Papilomavirus Humano
(HPV). As células foram cultivadas na presenca de varias concentracfes de
apocinina (10, 50, 100, 250 e 500 pM) durante 48 h e 72 h. Os resultados indicam
gue a apocinina inibiu significativamente o crescimento da linhagem celular de SiHa.

Ja, em outro estudo, a apocinina inibiu significativamente a proliferacdo in
vitro de células de cancer de prostata PLS10 na fase G1 do ciclo celular, sem afetar

a producao de EROs, mas com inibicao da fosforilacdo da Racl. Em modelo in vivo,


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dose-response-relationship

observou-se a supressdo do crescimento de tumores e metdstases de modo dose-
dependente, com a reducdo da proliferacao celular e o nimero de vasos no tumor
(SUZUKI et al., 2013).

Stefanska et al (2010) investigaram o efeito da apocinina em 14 pacientes
asmaticos ndo fumantes, os efeitos da apocinina nebulizada foram avaliados apés
30, 60 e 120 minutos. Em comparacdo ao placebo a apocinina reduziu
significativamente de NO (-2) e NO (-3).



Tabela 1- Artigos que demonstram eficacia da Apocinina em estudos pré-clinicos

Estudo Modelo Experimental Tempo de Dose Conclusao
Administracéo
(dias)

MATOS, 2018 Osteossarcoma humano 1 0,75e 1,5 mM Apocinina foi capaz de modular, de maneira dose-

imortalizadas (Sa0S-2) dependente, os processos de viabilidade celular.

RODRIGUES, 2018 Drosophila melanogaster 4 0,05; 0,1; 0,15 e A apocinina e seu dimero ndo possuem ligagdo no
2,0 uM mesmo sitio de interacdo, mas sim em locais
adjacentes. Sugere-se que estas moléculas possam, de

maneira simultanea, atuar no mesmo alvo terapéutico.

GRATON, 2017 Ratos Wistar 42 30 mg/Kg v.o O tratamento crénico com apocinina reduz o efeito
vasoconstritor da Ang Il em artérias de resisténcia de
SHR, a expressdo de NOX2 e p47phox e a atividade
NOX, aumenta a concentracéo de NO e a expressao de

receptores AT2 em aortas de SHR.

LEE et al, 2018 Ratos Sprague-Dawley 30 25 mg/Kg i.p Em ratos tratados com apocinina por 4 semanas apoés
convulsdes, a morte neuronal foi reduzida e a taxa de
sobrevivéncia de células proliferadas precocemente

aumentou.

SANDRINI et al, 2017 Camundongos machos 5 15mg/kgi.p Apocinina restaura a megacariopoiese fisiolégica e o
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FVB

OLUKMAN et al, 2018

Ratos Wistar

30

30mg/kgi.g

comportamento  plaquetario, impedindo o efeito
prejudicial do estresse cronico na trombose, sugerindo
seu potencial uso na ocorréncia de trombose associada

a ECS (estresse crénico ambiental)

O tratamento com apocinina atenua a dor neuropatica
desacelerando o aumento da patogénese mediada pelo

estresse oxidativo em ratos diabéticos

v.0- via oral
i.g- via intragastrica

i.p-intraperitoneal



11

2.5 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma ciéncia cujo objetivo é controlar individualmente
moléculas e atomos para criar estruturas com didametros na faixa nanométrica e,
modulando muitas vezes, as caracteristicas individuais dos &tomos ou
nanopolimeros. Recentes avangos no ramo da nanotecnologia tém auxiliado a vida
em todos o0s aspectos, uma das areas mais promissoras é a da nanomedicina, a
qual utiliza, por exemplo, nanocarreadores e nanomarcadores. (SOUTO FILHO,
2012; THORLEY, TERLEY, 2013).

2.5.1 Nanotecnologia Farmacéutica

Nanocarreadores  conseguem  direcionar os farmacos até as
biomacromoléculas-alvo de maneira direta (e.g. utilizando anticorpos nas
superficies) ou indireta por tropismo pelo tecido alvo ou por fluxo de massa. Além
disso, eles permitem uma liberacdo constante dos farmacos e melhora da
farmacocinética, com aumento do tempo de meia-vida (t1/2h) (CANCINO et al, 2014;
DONIDA, 2010).

Existem diversas formas de administracdo dos medicamentos, sendo a via
oral a mais conveniente e econémica. No entanto, possui algumas desvantagens,
como efeito de primeira passagem, que limita a biodisponibilidade. O aumento da
biodisponibilidade, protecdo do medicamento contra a hidrolise, e liberagéo
controlada da droga sdo algumas das vantagens quando o farmaco é
nanoparticulado (MENDES, 2016). O método de preparacdo das nanoparticulas
deve ser controlado de acordo com o seu objetivo (BENNET, KIM, 2014).

No final dos anos 70, o trabalho pioneiro de Patrick Couvreur, intitulado
“Polycyanoacrylate nanocapsules as potential lysosomotropic carriers: preparation,
morphological and sorptive properties”, deu origem as primeiras nanoparticulas
poliméricas, que eram compostas por um polimero sintético biodegradavel. As
nanoparticulas compostas de poli (alquilcianoacrilato) foram as primeiras a carrear
farmacos nanoparticulados (VAUTHIER, 2019).

Nanoparticulas poliméricas sao dispersdes coloidais aquosas que tém sido
expansivamente estudadas como carreadores de farmacos para diversos sistemas

do organismo (BHASKAR et al., 2010). Os farmacos carreados por nanoparticulas
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(NP’s) podem ser incorporados na forma de solugédo ou dispersos no nucleo lipidico
da particula ou ainda, estar adsorvido ou quimicamente ligado a parede polimérica
(KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

NP’s poliméricas apresentam diversas vantagens em face de outros tipos de
nanoparticulas, tais como, maior estabilidade e capacidade de incorporar farmacos
lipofilicos, menor citotoxicidade, permitem a liberagdo controlada do farmaco e tem
um custo de producdo relativamente baixo, a biocompatibilidade com tecidos.
Possuem ainda, elevada estabilidade em fluidos biolégicos se comparadas a
nanoparticulas de natureza lipidica. O tamanho reduzido permite deslocarem-se com
facilidade através de superficies epiteliais (GOMES, 2016; ARAUJO, 2018).

2.6 Albumina

Nanoparticulas podem ser compostas de polimeros naturais ou sintéticos. Os
polimeros naturais mais utilizados se originam de proteinas como albumina, gelatina
e colageno (OLIVEIRA et al, 2017). Essas moléculas biolégicas tém atraido grande
interesse para a aplicacdo na nanomedicina por sua biocompatibilidade e
solubilidade em agua (AHMAD et al, 2014). A albumina é uma proteina
extensivamente utilizada na area farmacéutica como transportadora de farmacos,
pois apresentam  excelentes propriedades de  biodegradabilidade e
biocompatibilidade, a BSA (Albumina de Soro Bovino) é a proteina mais abundante
no sangue bovino e possui estrutura similar a da HSA (Albumina de Soro Humano).
(RAVAL, PATEL & PATEL, 2010; OLIVEIRA, 2017). A apocinina se liga a albumina
e ndo provoca alteracfes nas estruturas secundarias e terciarias, representando
assim, um caminho para sua distribuicdo (PETRONIO et al., 2013).

Albumina de soro bovino possui baixo peso molecular e ponto isoelétrico (PI)
de 4,7 em agua (25 °C). Ela é amplamente utilizada para liberacdo de farmacos
devido a sua facilidade de purificacdo, baixo custo e ampla aceitacdo na industria
farmacéutica. Nanoparticulas de albumina oferecem varias vantagens especificas,
pois sdo biodegradaveis, faceis de preparar e reproduziveis (ELZOGHBY; SAMY;
ELGINDY, 2012). Sarmento (1992) utilizou a albumina como marcador para estudar
a permeabilidade da amitriplina na barreira hematoencefalica (BHE). Ja Appolinario
et al (2011) utilizaram a albumina para incorporar acido docosahexaenoico atraves
da BHE.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo apocinina e
utilizar uma metodologia para criar um revestimento com polisorbato 80. Avalia-las

guanto seu potencial antioxidante.

3.2 Objetivos especificos

* Preparar nanoparticulas de apocinina

* Revesti-las utilizando polisorbato 80;

» Caracterizar as nanoparticulas de apocinina, avaliando seu diametro médio,
indice de polidispersdo (IP), potencial zeta, morfologia e eficiéncia de
encapsulacdo (EE%);

* Avaliar a estabilidade da nanoparticulas (indice de polidispersao e diametro
médio) em fun¢éo do tempo;

+ Avaliar a atividade antioxidante da nanoparticula de apocinina.
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4 METODOLOGIA
4.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho nédo passaram por nenhum tratamento
prévio: Agua ultrapura, Albumina de Soro Bovino (Tedia Brazil©), Apocinina
(Acetovanilona 98%) (Sigma-aldrich©®), Etanol (95%), Glutaraldeido (8%),
Polissorbato 80 (Tween 80) (Dinamica®).

4.2 Método de coacervacdo para obtencdo de nanoparticulas de

albumina contendo apocinina

As nanoparticulas foram formuladas pela técnica de coacervagdo por adicdo
de ndo solvente (FREITAS, 2016). Nesta etapa testes preliminares sem alteracdo do
pH (pH 7,0, Lote 1), e com pH modificado para 9,0 foram realizados. As
concentracbes de albumina bovina, apocinina e glutaraldeido 8% utilizados séo
mantidas constantes.

Inicialmente, 100 mg de albumina foram dissolvidas em 2 mL de agua
destilada, em seguida, 30 mg de apocinina foram solubilizadas em 7 mL de etanol
98%. A dessolvatacéao foi feita por adicéo gota a gota (aproximadamente 1,5 mL por
minuto) da solucdo etandlica de apocinina, até a solucdo se tornar opalescente, sob
a agitacdo magnética (200 rpm/min). Em seguida, adicionou-se 40 pyL do agente
reticulante glutaraldeido 8%). Para a reticulacdo, a solucdo passou por agitacao
magnética por 24h (200 rpm/min a temperatura ambiente). Modificou-se o pH para
cerca de 9,0 com a adi¢gao de 1000 pL de NaOH 0,1M.
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Figura 3- Producgédo das nanoparticulas por método de coacervagao

—

Fonte: Autor, 2020
4.2.1 Etapa de revestimento das nanoparticulas de albumina

O método de coacervacao foi realizado (n=3) e em seguida as NP foram
centrifugadas (14.000 x g, 30 min, 4°C), e separados o sobrenadante do precipitado.
Esse foi ressuspenso com 1000 pL de agua destilada e, em seguida, foi adicionado
0 polissorbato 80 para revestimento (0,75 % p/v e 0,50% pl/v), sob agitacédo
constante (200 rpm/min) durante 30 minutos (JENITA et al, 2014).

4.2.2 Método analitico para quantificacdo da apocinina

Para a quantificacdo da apocinina nas nanoparticulas utilizou-se a
espectrofotometria de absorcao ultravioleta. Para determinar a linearidade e a faixa
de trabalho de trabalho foram preparadas solu¢cdes em diferentes concentracdes (i.e.
1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL) de apocinina e avaliado os valores de
absorbancia no comprimento de onda 276 nm. Um coeficiente de correlacdo maior

do que 0,99 é considerado adequado.
4.2.3 Determinacéo de eficiéncia de encapsulacéo (%EE)

Para determinar a quantidade de droga encapsulada foi utilizado o método de
ultracentrifugacdo, desse modo, a quantidade de apocinina incorporada as

nanoparticulas € mensurada por analise indireta. Para isso, inicialmente, as
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aliqguotas foram centrifugadas (14.000 x g, 30 min, 4°C) para separacdo da
apocinina encapsulada da apocinina livre. O sobrenadante foi separado e reservado.
Feito isso, foi verificado qual seria o volume de sobrenadante total com auxilio de
uma proveta e feita leitura no espectro. A concentracdo de apocinina foi calculada a
partir da equagdo da reta da curva analitica determinada previamente. Ja a
eficiéncia de encapsulagao foi determinada a partir da seguinte equacéao:

Quantidade encapsulada
EE% = , X 100
Quantidade total

4.2.4 Determinacédo do diametro médio e indice de polidispersao

As medidas foram feitas pela técnica de espectroscopia de correlacdo de
fotons. De cada lote de nanoparticula desenvolvido, foi retirada uma aliquota de 10
pUL e adicionados mais 2 mL de &gua destilada para preenchimento da cubeta e
posterior leitura (NOBBMANN, MORFESIS, 2009).

4.2.5 Potencial Zeta

O potencial zeta avalia as dispersdes coloidais em suspensao seguindo o
preceito de que os valores de potencial zeta maiores do que 30 mV indicam
particulas altamente carregadas (negativa ou positivamente), proporcionando
dispersbes estaveis devido a repulsdo eletrostatica imposta pelas cargas
(MEHNERT; MADER, 2012). Foi utilizado o equipamento Zeta Sizer, disponibilizado
no Centro de Ciéncias moleculares e Nanotecnologia, CCMN, do Campus Cedeg.

4.2.6 Estabilidade das nanoparticulas

As nanoparticulas brancas e com apocinina foram avaliadas durante 60 dias,
por trés amostras distintas (nanoparticulas congeladas a aproximadamente -4 °C,
refrigeradas a 5 °C e sujeitas as mudancas de temperatura do ambiente). Os
parametros analisados foram diametro médio e indice de polidisperséo. As analises
de diametro médio e indice de polidispersao (IP) foram realizadas através da técnica
de espalhamento de luz (FREITAS, 2016).
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4.2.7 Difratbmetro de Raio X

A técnica de difratometria de raio X tem por objetivo identificar os estados nos
materiais soélidos. O principio da técnica consiste em incidir um feixe de raios x em
um cristal, que possui atomos ordenados em planos cristalinos separados entre si
por distancias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de ondas dos raios
X, ocasionando uma interacdo atdbmica originando o fendémeno de difracdo (RONIK,
2014; BEYERLEIN et al., 2010).

A composicéo de fases cristalinas das amostras foi verificada pela técnica de
difratometria de raios X (DRX) em Difratbmetro ULTIMA IV/Rigaku, disponivel no
Complexo de Laboratorios Multiusuarios (C-LABMU) da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG), com fonte de radiacdo Cu Ka (A=1,5406A) gerada a 40 kV/30
mA. A varredura continua foi realizada no intervalo entre 3° e 100° com angulo de
20, com passo de 0,02° e velocidade de escaneamento de 2° mint. As fendas de
divergéncia e espalhamento estavam configuradas em 1,0° e a fenda de recepcao
foi de 0,30 mm

4.2.8 Espectrémetro de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho (V) fornece evidéncias de grupos
funcionais dos compostos a serem analisados, auxiliando na caracterizacdo dos
compostos presentes nas nanoparticulas, como o farmaco e polimero
(KOVALCZUK, 2014; MAINARDES, 2009).

Os espectros vibracionais das amostras na regido do IV foram registrados em
um Espectrofotbmetro IR Prestige-21 com acessorio de refletancia difusa DRS-
8000/Shimadzu com transformada de Fourier e calibragcdo interna disponivel no
Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C-LABMU) da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). As amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr
(0,01 g de amostra para 0,1 g de KBr) e os espectros foram obtidos fazendo-se a
varredura de 4000 a 400 cm™.
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4.2.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram liofilizadas em equipamento da marca LIOTOP — modelo
L108, para analise de DRX, IR e MEV. As morfologias das amostras foram avaliadas

utilizando-se o equipamento da marca Hitachi — modelo TM3000 Tabletop.

4.2.10 DPPH

A capacidade antioxidante das nanoparticulas de Apocinina foi avaliada pelo
meétodo da captura do radical difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acordo com o método
descrito por Kamdem et al (2013). As nanopatrticulas de apocinina ou nanoparticulas
brancas foram testadas nas concentrac¢des de 0, 1, 10, 100, 500 e 1000 pg/mL, em
placas de poliestireno de 96 pocos. Acido ascorbico foi usado como controle
positivo. Em cada poco, foram adicionados a amostra (nanoparticula com Apocinina,
nanoparticula branca ou acido ascoérbico); em seguida, foi adicionado 30 pL de
DPPH (1 mM) e etanol (totalizando 200 uL). O branco de cada amostra foi realizado
adicionando o mesmo volume de cada reagente, mas sem o DPPH. A placa foi
incubada a temperatura ambiente durante 15 min no escuro e a leitura foi realizada

na absorbéncia de 517 nm em leitor de microplacas (Biotek®, Epoch).
4.2.11 Analise estatistica

Inicialmente os dados tiveram sua normalidade testada através do teste de
Shapiro Wilk. O teste t para amostras independentes foi utilizado para verificacdo de
diferencas entre as médias do didmetro médio e indice de polidispersdo das
nanoparticulas revestidas com 0,50% p/v e 0,75% p/v de PS80. O nivel de
significancia adotado foi p < 0,05. Os dados foram tratados no Software SPSS 20.04
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Linearidade

Ao analisar a curva analitica € possivel observar a linearidade das
concentracfes, e afirmar que possuem coeficiente de correlacdo de 0,999, sendo

satisfatorio para o experimento (BRITO et al, 2003).

Graéfico 1- Curva analitica da apocinina em concentracdes variadas.

Curva analitica das concentrag¢oes de
apocinina

1,400
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1,000 -
y =0,0491x+ 0,0391

0,800 - R?=0,9999

0,600 -
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0,200 -

0,000 T T T T T )
0 5 10 15 20 25 30
Concentragdo da Apocinina (pg/mL)

A equacdao da reta obtida foi y= 0,0491x + 0,0391, onde y € a absorbancia e x
€ a concentracdo (ug/mL). O valor do R2 foi igual a 0,999, o que é considerada uma
correlacéo fortissima (BRITO et al, 2003). O resultado de correlacédo (R?) € de suma
importancia para indicar a qualidade da curva analitica, pois quanto mais proximo de
1,0 menor a dispersdo e mais confiavel € a determinacdo das concentracdes
(RIBANI et al, 2004).
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5.2 Eficiéncia de encapsulac¢éo (%EE)

A eficiéncia de encapsulacdo é a porcentagem de farmaco que foi
incorporado em relagdo a quantidade total colocada na formulagdo (CAMPOS et al
2012).

Uma técnica de separacado bastante utilizada € a ultracentrifugacdo, na qual é
determinada a concentracdo de droga livre presente na suspensao
(CASTANHEIRAS, 2012). Desse modo, a quantidade de apocinina incorporada as
nanoparticulas foi verificada por analises indiretas, analisando o sobrenadante
resultante do processo de ultracentrifugacdo do preparo das amostras, método pelo
qual se determina a concentracdo de droga ndo-encapsulada as nanopatrticulas. E a
concentracdo de apocinina calculada a partir da equacéo da reta da curva analitica
previamente determinada. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada a
partir da equacao (Topico 4.2.3). Apés o calculo realizado, pode-se averiguar que
houve uma encapsulacao de 74% de apocinina.

A EE% é indispensavel para determinar o quanto o farmaco pode ser
carreado pelas nanoparticulas e também o célculo da dose (FREITAS, 2016). Os
valores de EE% podem ser afetados pela natureza do material e pelos materiais
utilizados na preparagédo (LIMA, ANDRADE, 2012); no trabalho realizado por
Medeiros (2011) em que foram preparadas nanoparticulas de quitosana, a eficiéncia
de encapsulamento foi de 73%. O percentual de EE% de Jenita e colaboradores
(2014) foi de 72%, ja Ronik (2014) apresentou EE% inferior a 70%. Oliveira (2017)
obteve resultados proximos a 90% com o método de coacervacao.

5.2 Didmetro médio das nanoparticulas e indice de polidisperséo (IP)

Nanoparticulas preparadas por dessolvatacdo e posterior reticulagdo de
albumina, geram promissores veiculos para administracdo de farmacos. O tamanho
das NP’s é crucial para determinacdo do comportamento da mesma, sendo que,
para que seja de um tamanho controlavel, deve estar numa estreita faixa de 100 a
300 nm (LANGER, 2003). Ap6s a analise pela técnica de espalhamento de luz,
pode-se observar que o diametro médio das nanoparticulas com pH basico (pH 9,0)
foi de 194 nm (%,7,848) e o diametro meédio das nanoparticulas neutras foram
maiores do que 1000 nm. Devido ao tamanho apresentado foi descartada a amostra
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com pH neutro, pois a mesma ndo se apresentou adequada ao conceito de
nanoparticulas. O indice de polidispersdo foi baixo (0,064). indices de
polidispersividade inferiores a 0,30 indicam homogeneidade na distribuicdo do
tamanho das particulas das amostras (TRIERWEILER, 2009).

Foram avaliadas também as amostras revestidas com polisorbato 80 com
0,75% p/v e 0,50% p/v. Sendo que as nanoparticulas com revestimento de 0,75%
p/v apresentaram tamanho de 208,9 nm e indice de polidispersdo de 0,108. Ja as
nanoparticulas com 0,50% p/v tiveram um diametro médio de 210,24 nm e indice de
polidispersdo de 0,131. Dessa maneira, devido ao diametro e IP aumentados na
amostra com revestimento de 0,50% p/v foi descartada. Os valores do diametro das
nanoparticulas revestidas em comparacdo com as nanoparticulas contendo apenas
o farmaco evidenciam que o mesmo ocorreu.

Os dados estatisticos do didmetro médio e indice de polidispersdo estédo
descritos na tabela 2. O test t independente n&o identificou nenhuma diferenga para
o indice de polidispersdo entre os diferentes grupos (t (16) = -0,84; p = 0,41). Para
diametro médio, o teste t independente mostrou que ndo houve diferenca entre os
grupos (t (16) =-0,37; p = 0,71).

Tabela 2- Diferenca entre Diametro Médio e indice de Polidisperséo entre nanoparticulas com 0,50%

p/v e 0,75% p/v de revestimento com PS 80.

0,75% (n =  0,50% (n =

9) 9) P
- - ~ 0,108 + 0,131 +
Indice de Polidispersao 0.042 0072 0.41
A 208,99 + 210,24 +
Diametro (nm) 8.26 5.88 0.71

*Teste Shapiro Wilk e Teste T para amostras independentes
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5.3 Potencial Zeta

A ligacdo das nanoparticulas & membrana celular pode ser afetada pela carga
superficial das particulas. A variacdo da carga da superficie da particula auxilia no
controle da ligagdo das NP’s ao tecido e direciona-las ao alvo (HONARY, 2013).
Portanto, quanto maior for o potencial zeta em modulo, mais estavel € considerada a
suspensao, pois ha repulsdo das particulas entre si, superando a tendéncia de
agregacéo (DA SILVEIRA GUIMARAES et al, 2014)

A média do potencial zeta das NP’s de albumina foi de 30,7 mV, semelhante
aos resultados obtidos por Oliveira (2017). Esses valores séo atribuidos ao valor do
pH da suspensdo de albumina, que tém influéncia sobre a carga superficial das
particulas. Os valores de PZ acima de 30 mV proporcionam boa estabilidade,
cargas positivas podem apresentar vantagens em administracdo de medicamentos,
devido a superficie celular negativa. No entanto, muitas vezes exibem uma répida
depuracdo no sangue, juntamente com elevada acumulacdo no pulméao e no figado,
sendo que as NP’s com caracteristica negativa da superficie podem proporcionar
maior tempo de permanéncia no sangue (LI; HUANG, 2008; OLIVERA, 2014;
HONARY, 2013).

O potencial zeta das nanoparticulas revestidas apresentou valor de - 20,7,
sugere-se que esse resultado negativo pode ser atribuido a adsorcdo dos
agrupamentos quimicos do polisorbato 80, tornando a carga superficial mais
negativa (PIRES, MOURA, 2017). Outros fatores podem afetar a estabilidade desses
sistemas, como a estabilizacdo estérica, consequéncia do uso de tensoativo nao-
idnico (polisorbato 80). Outros estudos como o0 de Rosa e colaboradores (2017) e
outro feito por Schultze e colaboradores (2014) também apresentaram resultados
negativos. Diversas pesquisas tém evidenciado que a utilizacdo do polisorbato 80,
presente nas nanoparticulas facilita a interacdo das mesmas com receptores
presentes nas células endoteliais do cérebro. Essa interagdo pode promover
transcitose das nanoparticulas pelas células endoteliais (ROSA et al, 2017;
KREUTER, 2014).
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Tabela 3- Analise do Potencial Zeta das Nanoparticulas de Apocinina e Nanoparticulas com
Revestimento

Potencial Zeta

Formulagao (mV) Média Desvio Padrao
29
29.3
Nanoparticulas Apocinina 33.8 30.7 + 2.689
-23.2
Nanoparticulas Revestidas (0,75% -19.7
p/v) -19.3 -20.7 +2.146

15.4 Estabilidade das Nanoparticulas

ACRESCENTAR O PQ DO 15 FOI INFERIOR

Gréfico 2- Perfil de estabilidade das amostras armazenadas em 3 ambientes diferentes ao longo de

60 dias quanto ao diametro médio das nanoparticulas
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Gréfico 3- Perfil de estabilidade das amostras armazenadas em 3 ambientes diferentes ao longo de
60 dias quanto ao indice de polidispersao
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Tirar do dia 15. A avaliacdo da estabilidade das formulagces € um fator crucial
para determinar por quanto tempo o produto mantera a qualidade inicial e as
alteracdes possiveis com o decorrer do tempo. ApGs a obtencdo das nanoparticulas
elas foram divididas em 3 grupos, formulacdo congelada, refrigerada e temperatura
ambiente, as quais foram conservadas, respectivamente as temperaturas de -4 °C,
5°C e de acordo com as condi¢gBes climéaticas. Para evitar mudangas bruscas no
congelamento e descongelamento durante as avaliagdes foram construidos lotes
para cada semana do experimento, os quais foram descartados apoés a finalizagéo.

Os resultados (Gréfico 2) comprovam que ndo houve alteracao significativa no
didametro médio das nanoparticulas durante as semanas de experimento. Pode-se
notar um aumento no indice de polidispersdo ap6s 60 dias nas nanoparticulas
refrigeradas (Grafico 3) com valor de 0,099 sendo considerado aceitavel ja& que

estava abaixo de 0,3.

5.5 Difratometria de raios X

Figura 4- Padrdes DRX Apocinina (a), Albumina (b), Nanoparticulas contendo Apocinina (c) e

Sacarose (d)
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No DRX da albumina, devido a sua natureza amorfa ndo € possivel observar
picos. Mesmo resultado pode ser observado em Oliveira (2017). Ja4 apocinina foi
caracterizada com picos intensos, sendo que 0s principais aparecem em 20 =
13,04°; 22,62° e 26,56° se encontram no difratograma. Anter et al (2018) encontrou
picos de difracdo em 20 =13,21°; 21,78°; 22,67°, 26,18°. Oliveira et al tiveram 0s
picos caracterizados em 20 = 12.9° e 26.2°, ambos os estudos tiveram valores
obtidos semelhantes a este, indicando um espectro caracteristico da apocinina.

No difratograma das nanoparticulas foi observado a presenca de picos
adicionais que podem ser da sacarose, utilizada como agente crioprotetor. Em um
estudo realizado por Battaglini (2014) caracterizou picos de sacarose em
aproximadamente 26 = 17,0°; 19°,0 e 25,2°, as nanoparticulas contendo apocinina
apresentaram picos semelhantes em 20 = 19,62° e 24,8 ° indicando a interferéncia
do crioprotetor na analise da amostra. Soélidos amorfos tém maior taxa de
solubilidade em comparacdo a forma cristalina, por causa da baixa energia
necessaria para separa-los (OLIVEIRA, 2017). Os picos encontrados nas
nanoparticulas demonstram uma reducao dos picos da apocinina, o que indica sua
provavel incorporacao na nanoparticula. Os picos remanescentes sdo conseguintes

da porcéo nao encapsulada (26%).

5.6 Infravermelho

Figura 5- Infravermelho Apocinina (a), Albumina bovina (BSA) (b), Nanoparticulas de
Apocinina (c), Nanoparticulas de BSA/APO/PS80 com 0,75% p/v de revestimento (d). Padronizar os

termos das nanos apocinina e revestidas.
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Os resultados do FT-IR sdo mostrados na Figura 5. O espectro da apocinina
pura (fig. 5a) mostrou estiramento em 3275 cm correspondente a grupos hidroxila,
2943 cm correspondente a um alcano (C-H) e a banda em 1670 cm™ atribuida a
C=0 referente a cetona conjugada. O pico em 1284 cm™ corresponde a uma
deformacé&o angular para C-C (= O) -C.

O FT-IR espectro de albumina BSA (Fig. 5b) mostrou uma banda larga em
3373 cm ~ ! decorrentes de estiramento de grupos amina (N-H); um pico de ligagéo
amida em 1463 cm ~ ! atribuido a vibracédo de alongamento C = O (banda de amida
.

O espectro de nanoparticulas de albumina (BSA) contendo apocinina mostrou
uma banda em 3381 cm™ que pode ser atribuido as vibracdes de N-H dos grupos
amina da albumina e O-H da apocinina. As vibracdes presentes em 2935 cm
correspondem ao alcano (C-H) presente no espectro da apocinina. Bem como o pico
em 1423 cm reflete a vibracdo de alongamento C = O presente no BSA. O pico em
1025 cm™ corresponde a uma deformacéo axial simétrica para C-O de ligacdes éter
da apocinina.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Anter et al (2018) utilizando onde
0 espectro de apocinina revelou bandas distintas em 3384 cm™, 2937 cm., 2843
cm?® e 1660 cm™. Oliveira et al (2017) mostraram resultados similares com bandas
em 3317 cm?, 1657cm™ € em 1526 cm para apocinina.

Nos espectros de FTIR das nanoparticulas de BSA+APO+PS80 0,75% p/v foi
possivel observar bandas em 3290 e 3277 cm™, relativas ao estiramento O-H da
apocinina, a estiramento N-H, de amida primaria em ligacdo de hidrogénio da
albumina e estiramento de O-H em ligacdo de hidrogénio intermolecular do
polissorbato. Em seguida, pode-se observar bandas na regido de 2932 cm™* que
podem ser atribuidas as vibracdes de deformacéo axial de C-H de hidrocarbonetos
referente ao PS80. J& na regido de 1650 cm™ a banda referente a deformacéo axial
de C=0 associada a banda de amida da albumina e da deformacéo axial de C=0 de
cetona conjugada, em frequéncia mais baixa do que a observada para cetonas
alifatica, 1714 cm?, devido a conjugacdo com o grupo fenila da apocinina e banda
de deformacéo axial de C=C do Polissorbato. Bandas na regido de 1540 - 1550 cm™
podem ser associadas a deformacdo angular de N-H de banda de amida da
albumina. Em 1020 e 1090 cm™ observa-se bandas relativas a deformacédo axial
simétrica de ligacao C-O referente a éter da apocinina e do PS 80.

Os resultados mostram a auséncia de interacdo quimica entre BSA e
apocinina, sugerindo que o processo de nano formulacdo ndo altera a estrutura

guimica da droga.

5.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Pela técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura foi possivel observar a
presenca das particulas formadas por albumina (BSA), apocinina (APO) e
polisorbato 80 (PS80). Na Fig. 6 pode se observar que a superficie da amostra de

apocinina se encontra na forma particulada de forma irregular.
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Figura 6: Superficie da amostra de Apocinina, ampliacdo de 200 vezes.

Para amostra do composto APO+BSA (Figura 7), pode-se observar um fundo
irregular com a presenca de pequenas esferas indicadas na ampliagdo de 400

vezes.

Figura 7- Superficie da amostra do composto APO+ BSA, ampliacao de 400 vezes

(i

Para amostra do composto BSA + APO + PS 0,75% (Figura 8), pode-se
observar uma superficie diferente da apocinina. A superficie se encontra de
pequenas agulhas cristalizadas, como pode ser visto em ampliagdes de 300 e 1000

vezes. Procurar imagens sobre as nanos
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Figura 8: Superficie da amostra do composto BSA+ APO + PS80 0,75%, ampliacdo de (a) 300 e (b)

1000 vezes, respectivamente.

(@)

5.8 DPPH

Gréfico 4- Comparativo do efeito antioxidante das NP’s de Apocinina e Acido Ascérbico
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Os ensaios antioxidantes oferecem uma avaliacdo abrangente dos atributos
antioxidantes das amostras testadas. A analise antioxidante foi realizada a partir do
teste DPPH. No ensaio DPPH foi observado que as nanoparticulas produziram um
percentual de inibicdo inferior ao acido ascérbico. Em um estudo realizado por
Singh (2021), onde foi utilizado quitosana e apocinina para confeccdo das
nanoparticulas, encontraram uma eliminacdo maior em comparacao a apocinina
sozinha. Macias-Pérez (2013) mostrou que nem a apocinina, nem seus derivados
apresentaram capacidade de reducdo do DPPH, mesmo em altas concentragdes.
Segundo esse estudo, embora a apocinina possua um grupo fenol semelhante aos
flavonoides, ela ndo atua como um eliminador de radicais livres. Este
comportamento pode ser explicado com base nos substituintes em seu anel
aromatico, a apocinina tem um doador de elétron (OCHs) para o grupo hidroxila.
Petrbnio (2013) comparou a apocinina com acido protocatecuico e conclui que a
apocinina foi ineficaz quando comparada ao acido protocatecuico, destacando ainda
a apocinina como um eliminador fraco de radicais livres. Por outro lado, neste
mesmo estudo a apocinina mostrou-se um eficaz eliminador do &cido hipocloroso, e
ainda reagiu com a espécie nao radical H202 na presenca de peroxidase, portanto a
apocinina pode atuar como eliminador direto desse antioxidante enddégeno apenas

em células dotadas de peroxidases.
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6 CONCLUSAO

A obtencdo das nanoparticulas de apocinina pelo método de coacervagdo por
adicdo de etanol apresentou tamanho, indice de polidispersédo (IP) e eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) satisfatorios. Os resultados da caracterizacdo (DRX e FT-IR)
apresentaram resultados indicativos da presenca da apocinina nas nanoparticulas,
comprovando sua formulacéo.

A utilizacdo do polisorbato 80 (Tween 80) como revestimento mostrou-se
adequada na formulacdo com 0,75% p/v, onde o IP e diametro médio foram
aceitaveis, no entanto ndo houve diferenca estatistica significativa se comparado
com o revestimento de 0,50% p/v.

As nanoparticulas mostraram-se estaveis durante a andlise de estabilidade
com variagao de temperatura durante os 60 dias.

A andlise de DPPH mostrou que a apocinina possui um potencial antioxidante
relativo se comparada com o acido ascorbico.

Com o0s dados obtidos neste experimento pode-se dizer que as
nanoparticulas foram obtidas com sucesso, dando como perspectiva futura testes

em in vitro e in vivo para averiguar sua eficacia.
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