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RESUMO 

 

A Hesperidina é um dos principais flavonoides presentes em frutas cítricas. Esse 
composto apresenta diversas propriedades benéficas, dentre elas propriedades 
antitumorais. No entanto, a hesperidina é rapidamente hidrolisada e uma das formas 
de proteger esse composto é a sua nanoencapsulação. Neste estudo, nanopartículas 
à base de gliadina contendo hesperidina foram obtidas pela técnica de dessolvatação 
e um delineamento fatorial 32 foi empregado para otimizar a formulação. As variáveis 
independentes foram definidas como concentração de CaCl2 (0,5; 1 ou 2%) e agente 
estabilizador (Pluronic F68, Tween 80 ou caseínato de sódio). As variáveis 
dependentes foram diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta e 
eficiência de encapsulação. Para determinar o teor de hesperidina no meio foi 
desenvolvido e validado um método para a determinação de Hesperidina empregando 
espectroscopia de absorção molecular por UV-visível. O método mostrou-se linear na 
faixa de 0,27 a 100 mg/L com LD = 0,01 mg/L e LQ = 0,01 mg/L, exato com 
recuperações variando de 98,8 ± 4,8 até 104,2 ± 4,8 e preciso com RSD de 3,4 %. O 
método se mostrou eficiente para a determinação do composto livre em suspensão 
de nanopartículas. A formulação otimizada foi revestida com quitosana para aumentar 
a estabilidade física das nanopartículas. As nanopartículas finais apresentaram 
diâmetro médio de 321 nm e índice de polidispersão de 0,217 e forma ovalada. Após 
o revestimento, o potencial Zeta foi de +21 mV e a eficiência de encapsulação foi de 
73%. O perfil de liberação in vitro mostrou que cerca de 98% do fármaco foi liberado 
das nanopartículas após 48 h. Além disso, as nanopartículas reduziram a 
citotoxicidade da hesperidina em células saudáveis (células Vero) e aumentaram a 
citotoxicidade em células tumorais (células HeLa, PC-3 e Caco-2). Os resultados 
mostraram que as nanopartículas de gliadina revestidas com quitosana são potenciais 
carreadoras para a entrega de hesperidina em possíveis tratamentos. 

 

Palavras-chave: nanopartículas proteicas; hesperidina; citotoxicidade; antitumorais; 
validação de método. 
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ABSTRACT 

Hesperidin is one of the main flavonoids present in citrus fruits. This compound has 
several beneficial properties, including antitumor properties. However, hesperidin is 
rapidly hydrolyzed and one of the ways to protect this compound is its 
nanoencapsulation. In this study, gliadin-based nanoparticles containing hesperidin 
were obtained by the desolvation technique and a 32 factorial design was used to 
optimize the formulation. Independent variables were defined as CaCl2 concentration 
(0.5; 1 or 2%) and stabilizing agent (Pluronic F68, Tween 80 or sodium caseinate). The 
dependent variables were mean diameter, polydispersion index, zeta potential and 
encapsulation efficiency. To determine the hesperidin content in the medium, a method 
for the determination of Hesperidin using UV-visible molecular absorption 
spectroscopy was developed and validated. The method was linear in the range of 
0.27 to 100 mg/L with LD = 0.01 mg/L and LQ = 0.01 mg/L, exact with recoveries 
ranging from 98.8 ± 4.8 to 104 .2 ± 4.8 and accurate with 3.4% RSD. The method 
proved to be efficient for the determination of the free compound in suspension of 
nanoparticles. The optimized formulation was coated with chitosan to increase the 
physical stability of the nanoparticles. The final nanoparticles had a mean diameter of 
321 nm and a polydispersion index of 0.217 and an oval shape. After coating, the Zeta 
potential was +21 mV and the encapsulation efficiency was 73%. The in vitro release 
profile showed that about 98% of the drug was released from the nanoparticles after 
48 h. Furthermore, the nanoparticles reduced the cytotoxicity of hesperidin in healthy 
cells (Vero cells) and increased the cytotoxicity in tumor cells (HeLa, PC-3 and Caco-
2 cells). The results showed that chitosan-coated gliadin nanoparticles are potential 
carriers for the delivery of hesperidin in possible treatments. 

 
Keywords: protein nanoparticles; hesperidin; cytotoxicity; antitumors; method 
validation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A hesperidina é um composto subproduto do cultivo de plantas cítricas, sendo 

um flavonoide encontrado principalmente na laranja e também no limão em menores 

quantidades. Além disso, a hesperidina é um composto abundante e barato, sendo 

um glicosídeo da sua forma aglicona hesperitina (GARG et al., 2001). 

O composto hesperidina, assim como outros flavonoides, apresenta um 

potencial anti-infeccioso e anti-replicativo in vitro contra alguns microorganismos. 

Além disso, a atividade anti-fúngica da hesperidina já foi reportada em alguns estudos 

(BAE; HAN; KIM, 1999; ROOHBAKHSH et al., 2014; VINUEZA et al., 2008).  

Geralmente, os flavonoides são encontrados em sua forma livre (aglicona) ou 

conjugada a açúcares (glicosídeos). Quando presente nos alimentos, os flavonoides 

estão na forma glicosídica e após serem ingeridos e ao chegarem ao intestino grosso 

passam para a forma aglicona. Os flavonoides das frutas cítricas, como a hesperidina 

e a naringinina, são absorvidos no trato gastrointestinal, após deglicosilação por 

bactérias intestinais. Após a degradação da hesperidina pelas enterobactérias, 

pesquisas apontam pequenas concentrações dos metabólicos da hesperidina no 

sangue, o que indica uma biodisponibilidade limitada deste composto. Dessa forma, a 

hesperidina, assim como outros flavonoides, é degradada no organismo, sendo 

encontrada em pequenas concentrações no sangue mesmo após uma grande 

ingestão. Devido a isso, apesar das diversas atividades farmacológicas in vitro 

descritas na literatura, a hesperidina possui eficácia terapêutica limitada quando 

administrada via oral (MANACH et al., 2003). 

Uma alternativa para a melhorar a eficácia terapêutica da hesperidina, a partir 

do aumento do tempo de retenção no organismo e redução de efeitos adversos, é a 

utilização de sistemas nanocarreadores de fármacos, como as nanopartículas (DING 

et al., 2015; MA et al., 2001; ZHANG et al., 2012).  

Desta forma, devido às diversas atividades farmacológicas descritas e aos 

poucos trabalhos na literatura que a apresentam sendo utilizada em formulações 

nanoencapsuladas, a hesperidina se mostrou mais promissora quando comparada 

com outros flavonoides. 
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Uma ampla variedade de materiais poliméricos pode ser utilizada nas 

formulações de nanopartículas. Dentre estes, os polímeros biodegradáveis são os 

preferíveis, devido ao seu baixo custo, biocompatibilidade, degradação espontânea 

no organismo e atoxicidade (RIBEIRO et al., 2013; WU, C. et al., 2000). 

Nanopartículas biodegradáveis, como as produzidas com proteínas, são muito 

estudadas como sistemas de liberação de fármacos, onde os sistemas preparados 

com proteínas podem ser promissores. 

Neste trabalho, a proteína utilizada para a produção de nanopartículas foi a 

gliadina. A gliadina é uma proteína monomérica, solúvel em solução aquosa alcoólica. 

As características de hidrofobicidade e solubilidade da gliadina permitem o 

desenvolvimento de nanopartículas que possam proteger o encapsulamento e 

controlar a liberação de fármacos (JAHANSHAHI, 2008). Com relação às suas 

propriedades, essa proteína monomérica apresenta uma baixa solubilidade em água 

ou em soluções salinas neutras, e essa característica se deve ao seu elevado teor de 

aminoácidos apolares ácidos, tais como a glicina e prolina e baixa quantidade de 

aminoácidos de cadeias laterais ionizáveis, por outro lado, apresenta solubilidade em 

soluções hidroalcoólicas (70% v/v) e tem como aspectos principais a 

viscoelasticidade, espumabilidade e mucoadesão (BELITZ, GROSCH E 

SCHIEBERLE, 2009). 

Nesse contexto, BANC et al. (2007) relataram que a gliadina possui alguns 

pontos positivos que favorecem sua utilização na indústria alimentícia e farmacológica 

como possível forma alternativa para substituição das proteínas de fonte animal que 

por sua vez possuem em sua composição príons, ou seja, moléculas com 

propriedades infectantes que podem provocar doenças. Entre essas vantagens 

destacam-se o baixo custo, oferta abundante por ser de origem vegetal e ainda possuir 

regiões hidrofílicas e hidrofóbicas. Em função desse caráter anfipático sua superfície 

pode ser muito ativa. Dessa forma, acredita-se que o desenvolvimento de sistemas 

nanoestruturados possa melhorar a solubilidade da gliadina, permitindo dessa forma 

que a mesma seja uma alternativa viável para a encapsulação e entrega controlada 

de fármacos ou produtos naturais hidrofóbicos e anfifílicos via administração oral 

(ARANGOA et al., 2001). 
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Neste trabalho, nanopartículas de gliadina contendo hesperidina revestidas 

com quitosana foram produzidas pelo método de dessolvatação com posterior 

evaporação de solvente. As nanopartículas produzidas foram caracterizadas físico-

quimicamente e biologicamente a partir da avaliação de suas propriedades 

antitumorais. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Nanopartículas 

Nanopartículas é o nome dado a estruturas compostas por nanoesferas e 

nanocápsulas, as quais possuem tamanho que varia entre 10 e 1000 nm. As 

nanoesferas são compostas por uma matriz polimérica na qual o fármaco pode ser 

retido ou dissolvido, ou ainda adsorvido em sua superfície; já as nanocápsulas 

possuem uma camada externa polimérica e um núcleo interno no qual o fármaco 

também pode ser dissolvido ou adsorvido (MAINARDES; EVANGELISTA, 2005). 

A Figura 1 representa esquematicamente a estrutura dos dois tipos de 

nanopartículas encontrados.  

 

Figura 1– Representação esquemática de A) nanocápsula e B) nanoesfera 

 

 

Fonte: adaptado de Khalil et al. (2013) 

 

As nanopartículas apresentam como características alta seletividade, o 

aumento na eficiência terapêutica, menor interação com outras drogas associadas, 

além de possuir baixa toxicidade. Como as nanopartículas são muito seletivas devido 

às células ou órgãos sítios específicos e a incorporação do fármaco nestas, ocorre 

uma redução nos efeitos adversos quando comparado ao fármaco livre (CHENG et 

al., 2012; YASSIN et al., 2010). 
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Polímeros biodegradáveis são utilizados normalmente em aplicações 

biomédicas, devido a sua biocompatibilidade e atoxicidade ao organismo (WU, C. et 

al., 2000). Além disso, a utilização destes polímeros permite uma alta estabilidade em 

fluídos biológicos e durante seu tempo de armazenamento (NIANPING et al., 2008). 

 Um biomaterial considerado biodegradável não deve ocasionar inflamação 

sustentada ou toxicidade de nenhum tipo, além de possuir um tempo de vida útil 

aceitável, ser degradado naturalmente e o tempo de degradação deve coincidir com 

o tempo de tratamento para o qual está sendo utilizado e possuir propriedades 

mecânicas e de permeabilidade adequadas ao seu propósito (NAIR; LAURENCIN, 

2007). 

2.2 Gliadina 

A gliadina (Figura 2) é uma sub-unidade do glúten, que é uma proteína. O glúten 

é encontrado geralmente no trigo, cevada, centeio, entre outros. A característica da 

elasticidade do glúten é advinda da gliadina, presente no meio orgânico e aquo-

orgânicos, sendo também responsável pela extensibilidade (MONTEIRO, 2004). As 

proteínas adicionadas aos solventes resultam que os grupos apolares se movam, pois 

a gliadina tem capacidade de se desenrolar (SCHEIBEL, 2012).  

De modo geral, a gliadina apresenta massa molecular de 30.000 g.mol-1 a 

78.000 g.mol-1, e em termos bioquímicos e genéticos, técnicas de mobilidade 

eletroforética demonstraram que essa proteína apresenta subfrações: α, β, γ e ω e 

estas podem sofrer deterioração em baixas temperaturas e, portanto são sensíveis a 

armazenagem por congelamento. A falta de resíduos de cisteína distingue os 

polipeptídios ω-gliadina. As outras frações incluem 6 (α e β) e 8 (γ) resíduos de 

cisteína, todos envolvidos em ligações dissulfetos intramoleculares (ANG et al., 2009, 

WANG et al., 2014). 

A forte capacidade adesiva da gliadina com a mucosa gastrointestinal pode ser 

explicada pela sua composição, uma vez que a gliadina é rica em resíduos neutros e 

lipofílicos e dessa forma os aminoácidos neutros promovem várias ligações de 

hidrogênio com a mucosa e os componentes lipofílicos interagem com o epitélio por 

meio de interações hidrofóbicas permitindo maior retenção e biodistribuição da 
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molécula nesse local (ARANGOA et al., 2001; UMAMAHESHWARI; RAMTEKE; JAIN, 

2004). 

Alguns pesquisadores relatam que após reação de desaminação ácida há 

aumento da solubilidade da gliadina em água e essa modificação aumenta a atividade 

superficial e exposição dos seus grupos hidrofóbicos e, portanto, esse tipo de 

estrutura flexível permite a essa proteína ligar-se fortemente com polifenóis e o que 

favorece seu uso como aditivo alimentar (BOURVELLEC; RENARD, 2012; QIU et al., 

2013). 

Cabe ressaltar que seu baixo conteúdo de aminoácidos carregados positivo e 

negativamente, faz da gliadina fracamente ionizada por toda faixa de pH e ainda 

favorece a agregação desordenada em soluções aquosas, assim sendo, o 

desenvolvimento de técnicas que empregam a interação de polissacarídeos e 

proteínas vegetais têm sido utilizadas para diminuir a aglutinação proteica e garantir 

tamanho reduzido das partículas (HU; MCCLEMENTS, 2015; LIANG et al., 2015; WU 

et al., 2018). 

 

Figura 2 – Representação da estrutura química da Gliadina 

 

Fonte: Site Dreamstime Free use 
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2.3  Hesperidina 

A hesperidina é um flavonoide cítrico, classificado como uma flavanona 

glicosídica, com estrutura química constituída pela hesperitina (forma aglicona) ligada 

aos açúcares glicose e a ramnose na posição 7 (YAMADA, et al., 2006). A hesperidina 

é encontrada naturalmente em frutas cítricas, principalmente no suco de laranja 

(MANTHEY et al., 2001). Apesar de ser reconhecida a importância biológica dos 

flavonoides cítricos, ainda não há recomendações para a ingestão (KNEKT et al., 

2002).  

A hesperidina está relacionada com múltiplas atividades biológicas, tais como 

anti-inflamatória, antiviral, hipolipidêmica, antitumoral, entre outras (GARG et al., 

2001; MATSUMOTO et al., 2004, BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008). 

Entretanto, apesar de apresentar muitos efeitos benéficos, a hesperidina é pouco 

solúvel em água, o que a torna pouco biodisponível para o organismo (YAMADA et 

al., 2006). 

 A Figura 3 apresenta estrutura molecular da hesperidina. 

 

Figura 3 – Estrutura molecular da hesperidina 

 

Fonte: Do autor (Adaptado de DrugBank) 

 

Para tentar descrever a absorção da hesperidina, Booth (1958) citado por Garg, 

et. al (2001), fez um estudo em que homens brancos e saudáveis de 25 anos foram 

voluntários a tomar 500 mg da droga e a mesma quantidade de suco de laranja e uva. 

Após administração oral de ambas as formas, a quantidade detectada na urina dos 
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mesmos foi de menos de 25%, o que indicou a baixa biodisponibilidade da mesma. A 

hesperitina (aglicona) foi detectada tanto no plasma quanto na urina. Diante disso 

percebeu-se que flavononas cítricas passam por um processo de glucorinização antes 

de serem excretadas através da urina. A suplementação dietética com hesperidina 

tem sido realizada em pacientes que sofrem de desordens do sistema cardiovascular, 

como hematomas e varizes (GARG, et al., 2001). 

A hesperidina é utilizada na medicina tradicional como um produto combinado 

com outro composto. A associação mais conhecida de hesperidina é o Daflon – 500 

mg ®, que contém 50 mg de hesperidina e 450 mg de diosmina, que é outro 

flavonoide, diferenciando-se da hesperidina somente pela insaturação entre o C-2 e 

C-3 (GUILLOT et al., 1989). 

A determinação de hesperidina em diferentes matrizes ocorre por técnicas 

utilizando HPLC, como demonstrado por Cheng et al. (2012) que determinou a 

concentração de hesperidina em plasma de ratos. Cheng et al. (2012) utilizou uma 

faixa de concentração de 0,1 a 25 µg.mL-1 e apresentou LQ e LD nos valores de 0,11 

e 0,035 µg.mL-1 respectivamente. Também Saeidi et al. (2012) determinou a 

concentração de hesperidina e outros flavonoides utilizando técnica por HPLC em 

diversos sucos.  

Também existem estudos demonstrando a determinação de hesperidina 

utilizando espectrofotometria de absorção molecular de UV-Vis, como demonstrado 

por Alegre (2014) que determinou hesperidina e outros compostos em sucos de 

laranja utilizando uma curva com faixa de concentração de 100 a 1000 µg.mL-1. Já 

Costa (2018), em seu estudo, determinou a concentração do composto hesperidina 

em diversas nanopartículas lipídicas utilizando técnicas de espectrofotometria 

molecular por UV-Vis.  

Neste trabalho a determinação do composto hesperidina foi realizada utilizando 

espectrofotometria de absorção molecular de UV-Vis, devido ao seu baixo custo e 

menor tempo de análise quando comparado a técnicas utilizando HPLC, que são 

geralmente mais dispendiosas e de maior custo. 
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2.4  Quitosana 

A quitosana (Figura 4) é um polissacarídeo amino, obtido através do processo 

de desacetilação da quitina, sendo encontrada na natureza principalmente em 

exoesqueletos de insetos e crustáceos. É um composto de custo acessível, atóxico, 

renovável e biodegradável, o que a torna um material potencialmente atraente para 

usos diversos, principalmente nas áreas médica e farmacêutica, sendo amplamente 

estudado para tais aplicações (AZEVEDO et al., 2007). 

Devido à sua natureza policatiônica, a quitosana apresenta moldabilidade 

quando em contato com soluções ácidas, sendo amplamente demonstrada na 

literatura sua solubilidade em ácido acético em 1% (v/v). Outra característica química 

da quitosana consiste na possibilidade de modificações das estruturas a fim de obter 

diversas formas de interação química e resistência mecânica (MONTEIRO et al., 

1999; TORRES et al., 2005). 

A quitosana é utilizada para revestimento em sistemas nanocarreadores de 

diversos fármacos, melhorando a estabilidades dos sistemas e alterando 

positivamente o valor do potencial zeta, como relatado em seu trabalho por Pauluk et 

al. (2019). 

 

Figura 4 – Representação da estrutura química da Quitosana 

 

Fonte: adaptado de Assis e Silva (2003) 
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2.5  Métodos de preparação de nanopartículas proteicas 

2.5.1 Dessolvatação 

Esse método, também chamado de coacervação é o método mais usado na 

preparação de nanopartículas de proteínas, inclusive gliadina. Os efeitos da variação 

de vários fatores na formação de nanopartículas têm sido estudados, especialmente 

em nanopartículas de albumina, zeína e gliadina (LOHCHAROENKAL et al., 2014; 

WANG et al., 2008).  

A dessolvatação é baseada na diferença da solubilidade de proteínas em 

solventes. O processo de dessolvatação reduz a solubilidade da proteína em um meio 

aquoso, o que leva à separação de fases, sendo importante a adição de um agente 

dessolvatante para a coacervação da proteína. Solventes orgânicos como acetona e 

etanol são utilizados como anti-solventes para a preparação de nanopartículas de 

proteínas (LANGER et al., 2003). 

O método de dessolvatação foi utilizado neste trabalho devido as 

características dos componentes utilizados na produção das nanopartículas. Além 

disso, alguns outros trabalhos que utilizaram gliadina já reportaram a utilização do 

método de dessolvatação com posterior evaporação de solvente, como descrito por 

Arangoa et al. (2001) e Joye et al. (2015). 

2.5.2 Emulsão 

Neste método de preparação de nanopartículas por emulsão ou nanoemulsão, 

uma solução aquosa contendo a proteína é emulsionada em óleo utilizando um 

homogeneizador de alta velocidade ou emulsificador ultrassônico. As nanopartículas 

obtidas são formadas na interface água/óleo (YANG et al.,2007).  

Apesar de ser um método bastante utilizado, geralmente o tamanho médio das 

nanopartículas preparadas por este método é maior do que o obtido pelo método de 

dessolvatação o que pode ser uma desvantagem para aplicações farmacêuticas 

(LOHCHAROENKAL et al., 2014; MULLER et al., 1996).  
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2.5.3 Electrospray 

A produção de nanopartículas proteicas utilizando Electrospray é uma técnica 

relativamente recente quando comparada às outras técnicas existentes para 

preparação de nanopartículas proteicas. 

Neste método de produção, uma alta voltagem é aplicada à uma solução 

contendo a proteína desejada. Essa solução é liberada através de um emissor que 

emite uma corrente de jato que forma gotículas de líquido aerossolizado. As gotículas 

aerossolizadas produzem nanopartículas de tamanho coloidal que são então 

coletadas e armazenadas de forma adequada para análises posteriores (GULFAM et 

al., 2012; WU et al., 2009). 

 

2.6  Validação de método Analítico 

Existem várias definições para validação de método analítico, dependendo da 

instituição que a define bem como dos parâmetros avaliados e as amostras 

analisadas. Essas diversas definições demonstram a amplitude da importância da 

validação do método em procedimentos analíticos. 

De acordo com Valentini et al. (2007), a validação de procedimentos: " é a 

ferramenta adequada para garantir a confiabilidade de instalação de um processo 

produtivo, de equipamento novo e, inclusive, da metodologia analítica." 

A validação de um método analítico incorpora o desenvolvimento, adaptação 

ou utilização de metodologia conhecida e a realização de um processo que avalie sua 

eficiência através de alguns parâmetros, entre eles: linearidade, precisão, 

sensibilidade, limite de quantificação e exatidão (ANVISA, 2003; BRITO et al., 2003). 

Além disso, o objetivo da validação de determinado método analítico é demonstrar 

que ele é exato para a utilização a qual é destinado (ICH, 1996). 

De acordo com a ANVISA (2003), a validação tem a função de garantir que 

determinado método esteja de acordo com as exigências das aplicações analíticas 

através de resultados experimentais, para que dessa forma a validação possa 

assegurar que os dados obtidos em uma análise com método validado sejam 
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confiáveis. Além disso, a validação garante que determinado método analítico 

apresente resultados reprodutíveis e confiáveis (MATIOLI et al., 2004). 

Segundo a United States Pharmacopeia XXIV (2000), a validação de métodos 

analíticos é um processo realizado no laboratório que define quais parâmetros do 

método cumprem os requisitos necessários para as aplicações de análise confiáveis.  

Os parâmetros de validação geralmente mais utilizados em uma otimização 

analítica e que foram analisados neste trabalho, especificadamente são: linearidade, 

limites de detecção e quantificação, precisão e exatidão. 

2.6.1 Linearidade 

A linearidade está diretamente relacionada com a capacidade que um método 

analítico tem de obter resultados que sejam linearmente proporcionais à concentração 

do analito em determinada faixa de análise (BRITO et al., 2003). Geralmente, para o 

estudo da linearidade é recomendada a utilização de, pelo menos, de 5 concentrações 

diferentes do analito de interesse (ICH, 1996). 

Após analisar visualmente os gráficos entre a concentração do analito e o 

parâmetro de medida do equipamento, deve-se observar a existência da relação linear 

entre os mesmos. Os resultados devem ser tratados por métodos estatísticos 

específicos que possam determinar alguns fatores, tais como os coeficientes de 

correlação linear e angular, a intersecção com o eixo Y, além da soma residual da 

regressão linear e o desvio padrão relativo (RSD%) da análise realizada (ANVISA, 

2003). Para que um método apresente linearidade adequada, o coeficiente de 

correlação linear deve ser igual a um e o coeficiente angular deve ser diferente de 

zero (BRITO et al., 2003).  

2.6.2 Limite de Detecção (LD)  

De acordo com o ICH (1996): " O limite de detecção é determinado pela análise 

de amostras com concentrações conhecidas de analito e pelo estabelecimento do 

nível mínimo no qual o analito pode ser detectado de forma confiável." Desta forma, 

pode-se dizer que o limite de detecção é o menor valor de concentração do analito 
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encontrado em uma amostra que pode ser detectado, mas não automaticamente 

quantificado, nas condições experimentais realizadas (ANVISA, 2003). 

Utilizando os valores de desvio padrão e da inclinação da curva analítica o valor 

de limite de detecção pode ser calculado através da Equação 1:  

 

LD =
3SD

m
                (1) 

Onde: 

SD: desvio padrão do sinal analítico de 10 medidas do branco 

m: inclinação da curva de calibração 

 

2.6.3 Limite de Quantificação (LQ) 

De acordo com a ANVISA (2003), o limite de quantificação: "é a menor 

quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisão e 

exatidão aceitáveis sob as condições experimentais estabelecidas". O limite de 

quantificação é um parâmetro de validação utilizado tanto para ensaios quantitativos 

de impurezas como para produtos de degradação em fármacos, sendo geralmente 

expresso em unidades de concentração do analito na amostra analisada (ANVISA, 

2003).  

O limite de quantificação (Equação 2) é determinado através da análise de 

amostras com diferentes concentrações de analito, no qual é determinado o menor 

valor em que o analito pode ser quantificado com exatidão e precisão aceitáveis (ICH, 

1996). 

 

LQ =  
10 SD

m
               (2) 

 

Onde: 

SD: desvio padrão do sinal analítico de 10 medidas do branco 
m: inclinação da curva de calibração 
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2.6.4 Precisão 

A precisão é a análise da proximidade dos valores obtidos em uma média de 

várias medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma amostra. A precisão 

pode ser avaliada através da repetibilidade, da precisão intermediária e da 

reprodutibilidade (ANVISA, 2003). 

A repetibilidade, também conhecida como precisão intra-corridas é a 

semelhança entre os resultados obtidos em um período curto de tempo em análises 

realizadas com o mesmo analista e mesma instrumentação, sendo que a 

repetibilidade do método deve ser verificada por, pelo menos, nove determinações 

(ANVISA, 2003). 

A precisão intermediária (dita como precisão inter-corridas) é expressa pela 

concordância entre os resultados obtidos em um mesmo laboratório, mas realizados 

em diferentes dias, com analistas e equipamentos diferentes, no qual o tempo mínimo 

indicado entre as análises é dois dias de diferença. Já a reprodutibilidade é expressa 

através da concordância entre os resultados obtidos em laboratórios diferentes 

(ANVISA, 2003).  

Os valores de repetitividade e precisão intermediária podem ser calculados 

pelos desvios padrão relativos (RSD%) utilizando a Equação 3 (AOAC, 2012): 

 

RSDR = (
s

x
) × 100              (3) 

Onde:  

s  é o desvio padrão da média das amostras; 
x  é a média das amostras. 
 

2.6.5 Exatidão 

A exatidão de um método analítico apresenta a proximidade de concordância 

entre um valor teórico ou de referência aceito e o valor encontrado experimentalmente 

durante a análise. A exatidão pode ser calculada através da adição de padrão com 

valores de concentração conhecidos e determinados pelo analista. Para se encontrar 

a exatidão, é calculada a porcentagem que é recuperada da quantidade conhecida do 
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analito que foi adicionado à amostra. Também pode ser encontrada através da 

diferença porcentual entre as médias e o valor de que foi adicionado, sendo acrescido 

os intervalos de confiança (ANVISA, 2003; NATA, 2012). A Equação 4 apresenta a 

fórmula de como expressar a exatidão. 

 

Rec (%) =
C1−C2

C3
× 100%            (4) 

 

Onde: 

C1: concentração do analito obtido após a fortificação; 

C2: concentração do analito na amostra; 

C3: concentração do analito adicionado à amostra. 
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3 OBJETIVOS GERAL E ESPECÍFICOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver, caracterizar físico-quimicamente e avaliar a atividade terapêutica 

de nanopartículas de gliadina revestidas com quitosana carreadoras de hesperidina. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Produzir nanopartículas de gliadina revestidas com quitosana contendo 

hesperidina pelo método de dessolvatação com posterior evaporação de solvente. 

 Desenvolver e validar metodologia analítica por espectroscopia de absorção 

molecular de UV-Visível para quantificação de hesperidina em meio de liberação in 

vitro. 

 Caracterizar físico-quimicamente as nanopartículas produzidas quanto ao seu 

diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta, eficiência de encapsulação, 

morfologia e estabilidade. 

 Avaliar a liberação in vitro da hesperidina a partir das nanopartículas de gliadina 

revestidas com quitosana carreadoras de hesperidina por espectroscopia de UV-

visível. 

 Avaliar a citotoxicidade das nanopartículas através de células vero. 

 Avaliar a atividade antitumoral das nanopartículas produzidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE 

Programa de Pós-Graduação em Química 

PPGQ/UNICENTRO 

  

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Foram utilizados caseínato de sódio, gliadina, hesperidina e quitosana de baixo 

peso molecular (50.000–190.000 Da) (75–85% desacetilado) adquiridas da Sigma-

Aldrich® (Missouri, EUA). Também foram utilizados Pluronic F68, Tween 80 e CaCl2 

adquiridos da Biotec® (Brasil). O etanol foi adquirido da FMaia (Brasil) e ácido acético 

da marca Sigma-Aldrich® (Missouri, EUA). A água foi purificada usando um sistema 

Milli-Q Plus (Millipore) com uma condutividade de 18 MΩ. Também foi utilizado 

Espectrofotômetro UV (UV-1800, Shimadzu Corporation., Ltd., Japan), uma bomba 

peristáltica (Ismatec), uma centrífuga refrigerada (Hermle). 

 

4.1 Procedimento de obtenção de nanopartículas de gliadina contendo 

hesperidina  

 

Primeiramente foram solubilizados 10 mg de hesperidina em 10 mL de etanol 

absoluto. Em seguida, foi solubilizado 150 mg de gliadina em 10 mL de etanol 70% 

(v/v). Também foi preparada uma solução aquosa contendo CaCl2 e um estabilizador 

1% (m/v). Na sequência foi adicionado 2 mL da solução com hesperidina em 2 mL da 

solução com gliadina. Então, foi vertida a solução resultante em 9 mL da solução 

aquosa com CaCl2 e estabilizador com gotejamento utilizando uma bomba peristáltica. 

Em seguida, o sistema ficou 15 min sob agitação, sendo então levado ao rota-

evaporador por 20 min a 37 °C, sendo finalmente centrifugado por 20 min a 16.000 

rpm a 15 °C. O procedimento descrito foi adaptado e modificado a partir do trabalho 

publicado por Arangoa et al., (2001) e está representado em forma de fluxograma na 

Figura 5. 
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Figura 5 – Fluxograma do procedimento de obtenção de nanopartículas de gliadina 
contendo hesperidina 

 

 

4.2 Delineamento Fatorial 

 

Após constante pesquisa bibliográfica sobre o tema, buscou-se desenvolver um 

método de produção de nanopartículas de gliadina que apresentasse resultados 

satisfatórios quanto ao Diâmetro Médio, Índice de Polidispersão, Potencial Zeta e 

Eficiência de Encapsulação da hesperidina das nanopartículas produzidas. Foi 

realizado um delineamento fatorial 32 utilizando o protocolo do item 4.1 para encontrar 

a melhor condição de produção das nanopartículas de gliadina, com o objetivo de 

verificar as influências das variáveis independentes na produção das nanopartículas 

de gliadina. As variáveis independentes avaliadas foram: 

 

 Concentração de CaCl2 (0,5 (C1); 1 (C2); 2 (C3)%(m/v)); 

 Estabilizadores: PLURONIC F68 (E1), TWEEN 80 (E2), CASEÍNATO DE SÓDIO 

(E3). 

 

Quanto as variáveis dependentes, ou seja, aquelas as quais foram avaliados os 

resultados obtidos, foram: 
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 Diâmetro médio das partículas; 

 Índice de polidispersão; 

 Potencial zeta das partículas; 

 Eficiência de encapsulação. 

 

Dessa forma, o delineamento fatorial inicialmente proposto é apresentado na 

Tabela 1. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e tiveram seus desvios 

padrão apresentados. Foram realizados 9 experimentos em triplicata, totalizando 27 

experimentos. 

 

Tabela 1 – Representação de Delineamento Fatorial 32 utilizando as variáveis Concentração de 
CaCl2 (C) e Estabilizador (E) 

Experimento C1 C2 C3 E1 E2 E3 

1 + - - + - - 
2 + - - - + - 
3 + - - - - + 
4 - + - + - - 
5 - + - - + - 
6 - + - - - + 
7 - - + + - - 
8 - - + - + - 
9 - - + - - + 

Fonte: Do autor 

 

4.3 Procedimento para revestimento com Quitosana 

 

Após a obtenção das nanopartículas, estas foram ressuspensas em 1 mL de 

solução de Quitosana 0,05% (m/v) e levadas para uma incubadora shaker por 1 h a 

150 rpm e temperatura ambiente (37 °C). Previamente, a Quitosana foi solubilizada 

em ácido acético 1% (v/v), sendo filtrada e armazenada em geladeira. Após o período 

na incubadora, as nanopartículas foram centrifugadas por 20 min a 16000 rpm e 15 

°C, sendo então ressuspensas em água e armazenadas na geladeira (Pauluk et al., 

2019). 
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4.4 Validação de método espectrofotométrico para determinação de Hesperidina 
livre em dispersão coloidal de nanopartículas de gliadina revestidas com 
quitosana 

 

A espectroscopia de absorção molecular por UV-visível apresenta-se como 

uma alternativa interessante para a determinação do composto hesperidina. Essa 

técnica é relativamente rápida e de baixo custo comparada as cromatográficas. Com 

isso, foi realizada a validação de uma metodologia utilizando espectrofotômetro 

molecular de UV-Vis para a quantificação de hesperidina em meio de liberação in vitro 

utilizando os parâmetros analíticos: linearidade, limites de detecção e quantificação, 

exatidão e precisão. Foi realizada uma varredura na faixa de comprimento de onda de 

200 a 400 nm, sendo que o comprimento de onda utilizado para validação foi 283 nm, 

no qual ocorreu a máxima absorção do composto hesperidina (GARG et al., 2001). 

Foi utilizada uma cubeta de quartzo com volume de 1 mL, ideal para a amostra, que 

se apresentou límpida. Com o método validado foi possível monitorar a quantidade da 

substância ativa na formulação farmacêutica. 

4.4.1 Curvas de Calibração 

Foram utilizadas curvas de calibração externa, em triplicata, para a 

determinação da hesperidina livre nas amostras. A curva analítica para quantificação 

da hesperidina foi realizada utilizando a faixa de concentração de 10 a 100 mg/L em 

solução etanólica 70% (v/v) devido a solubilidade da amostra em meio etanólico. 

Brancos analíticos foram preparados usando as nanopartículas vazias para mimetizar 

a matriz contendo a hesperidina, reproduzindo o processo de produção das 

nanopartículas e solubilizando em água ultrapura.  

4.4.2 Linearidade 

Para avaliar a linearidade das curvas analíticas, a partir dos dados de 

calibração, realizou-se a análise de regressão linear e o teste de falta de ajuste, com 

um nível de confiança de 95%. O tratamento estatístico foi realizado utilizando o 

software Minitab (16.2.2). A linearidade foi calculada a partir de medidas em triplicata 

da curva analítica. 
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4.4.3 Limites de Detecção (LD) e Quantificação (LQ) 

Para calcular os limites de detecção e quantificação dos métodos foram 

realizadas 10 medidas do branco. O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação 

(LQ) foram calculados pelo método da Curva Analítica, de acordo com o ICH (1996) 

utilizando as seguintes Equações 1 e 2: 

 

LD =  
3SD

m
                   (1) 

 

LQ =  
10SD

m
                   (2) 

 

Onde: 

SD: desvio padrão do sinal analítico de 10 medidas do branco 

m: inclinação da curva de calibração 
 

4.4.4 Precisão 

A precisão do método foi analisada a partir do estudo da repetitividade e da 

precisão intermediária para o composto hesperidina. Para o teste de repetitividade, 

foram preparadas e realizadas três medidas das amostras durante o mesmo dia. Para 

avaliar a precisão intermediária, as amostras foram preparadas e medidas em 

triplicata, durante 3 dias consecutivos. Em amostras de nanopartículas vazias (sem 

hesperidina) foram adicionadas concentrações de 50 mg/L de hesperidina. Os valores 

de repetitividade e precisão intermediária foram calculados pelos desvios padrão 

relativos (RSD%) utilizando a Equação 3 (AOAC, 2012). 

 

RSDR = (
s

x
) × 100                (3) 

Onde S: desvio padrão da média das amostras e x: média das amostras. 
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4.4.5 Exatidão 

O parâmetro exatidão foi avaliado através de estudos de recuperação por 

adição do composto hesperidina em amostras contendo nanopartículas vazias. O 

composto hesperidina foi adicionado em dois níveis de concentrações conhecidos (1,0 

e 10 mg.L-1), sendo que as análises foram realizadas em triplicata para cada 

concentração. A exatidão foi avaliada a partir da taxa de recuperação (%), de acordo 

com a Equação 4 (NATA, 2011). 

 

Rec (%) =
C1−C2

C3
× 100%            (4) 

Onde: 
  

C1: concentração do analito obtido após a adição,  

C2: concentração do analito na amostra e  

C3: concentração do analito adicionado à amostra. 

 

4.5 Caracterização físico-química das nanopartículas  
 

4.5.1 Determinação do diâmetro médio e índice de polidispersão das 
nanopartículas  

Os parâmetros diâmetro médio e índice de polidispersão das nanopartículas 

foram avaliados por equipamento de espalhamento dinâmico de luz (BIC 90 Plus, 

Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY). Todas as medições foram realizadas 

em triplicata com um ângulo de espalhamento de 90 ° a 25 ° C e um comprimento de 

onda do laser fixado em 659 nm. 

4.5.2 Determinação do Potencial Zeta 

Para a análise do potencial Zeta (PZ) das dispersões de nanopartículas foi 

utilizado o método de anemometria de laser Doppler baseado na mobilidade 

eletroforética destas. As amostras foram diluídas em solução aquosa de KCl 1mM, 

para manutenção da constante iônica durante a medição, e acondicionadas em célula 

eletroforética a 25 ºC e com aplicação de ± 150 mV. Para cada amostra foram 

estabelecidas 3 determinações do potencial de superfície, seguido do cálculo da 
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média e desvio padrão. O potencial zeta foi avaliado através de um aparelho ZetaSizer 

ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK), utilizado no Centro de Ciências 

Moleculares e Nanotecnologia (CCMN) da UNICENTRO. 

 

4.5.3 Eficiência de encapsulação (EE%) 

 

A Eficiência de Encapsulação da hesperidina foi determinada indiretamente por 

espectrofotômetro de UV (UV-1800, Shimadzu Corporation., Ltd., Japão) a 283 nm. 

As amostras analisadas foram os sobrenadantes contendo a hesperidina não 

encapsulada resultante da ultracentrifugação das nanopartículas. A Eficiência de 

Encapsulação foi calculado de acordo com a Equação 5: 

 

EE(%) =
(Total da hesperidina−Hesperidina presente no sobrenadante)

Total da hesperidina
× 100  (5) 

 

4.5.4 Morfologia  

A morfologia das nanopartículas foi analisada por microscopia eletrônica de 

varredura (SEM - Hitachi, TM3000 XSTREAM2.). Uma gota de dispersão das 

nanopartículas, após secagem, foi recoberta com ouro coloidal sob vácuo e analisada 

a uma tensão de 10,0 kV para a obtenção das micrografias da amostra. O 

equipamento foi utilizado no laboratório do Centro de Pesquisas Avançadas 

Ambientais, Bioenergéticas e Biotecnológicas (Ambiotec) da UNICENTRO. 

 

4.5.5 Estabilidade das nanopartículas de gliadina carreadoras de hesperidina 

As nanopartículas produzidas foram avaliadas perante sua estabilidade em 

solução aquosa. O ensaio teve duração de 4 meses, nos quais foram avaliados 

parâmetros como diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial Zeta, em 

amostras acondicionadas em temperatura ambiente (25 °C) e refrigerado. Os testes 

foram realizados em triplicata. 
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4.5.6 Determinação do perfil de liberação in vitro da hesperidina a partir das 

nanopartículas de gliadina 

O perfil de liberação das nanopartículas foi obtido a partir da dissolução destas 

em um meio receptor em condições sink. Foi realizado pelo método de agitação em 

shaker, com subsequente ultracentrifugação (CASA et al., 2014). As nanopartículas 

de gliadina contendo 0,3 mg de hesperidina encapsulada foram dispersas em 1 mL 

da solução tampão PBS 50 mM, pH 7,4. As amostras foram então incubadas em 

shaker com agitação orbital a 37,5 ºC e 150 rpm. Em tempos de 1, 2, 4, 8, 24 e 48 

horas as amostras foram centrifugadas por 20 min a 16000 rpm e 15 ºC, tendo o 

sobrenadante retirado e analisado por espectroscopia. O precipitado resultante de 

cada etapa foi ressuspenso e retornou à incubação. A quantidade cumulativa de 

hesperidina liberada das nanopartículas foi calculada pela Equação 6 (ITALIA et al., 

2009). As análises foram realizadas em triplicata. 

 

% cumulativo =
Q1

Q2
 × 100               (6) 

Onde: 

Q1: quantidade de hesperidina liberada no tempo (t) 

Q2: quantidade inicial de hesperidina presente nas nanopartículas de gliadina  

 

Para a determinação das concentrações de hesperidina foi utilizada a equação 

da reta da curva analítica obtida por espectroscopia UV-VIS em metodologia 

anteriormente validada e curvas do percentual cumulativo da hesperidina liberada 

versus tempo foram plotadas.  

 

4.5.7 Protocolo de estabilidade em fluido gástrico simulado (FGS) e intestinal 

simulado (FIS) 

Foi realizado pelo método de agitação em shaker, com subsequente 

ultracentrifugação (CASA et al., 2014) para avaliar a resistência das nanopartículas à 

liberação da hesperidina. Os fluidos gastrointestinais foram preparados de acordo com 

a metodologia proposta na Resolução 37 (Anvisa, 2003) com adição de enzimas. As 
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nanopartículas contendo 0,7 mg de hesperidina foram dispersas em 1 mL de fluído 

gástrico simulado com pH 1,2, sendo então incubadas em shaker a 37,5 ºC, 150 rpm, 

por 2h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 20 min a 16000 rpm e 15 

ºC, e então ressuspensas em 1 mL de fluído intestinal simulado com pH 6,8 sendo 

novamente incubadas por 4h e ultracentrifugadas nos tempos de 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 

e 6h. As amostras foram ultracentrifugadas e ressuspensas novamente nos meios a 

fim de manter o volume constante. O sobrenadante das ultracentrifugações foi 

analisado por espectroscopia utilizando o método descrito no item 4.4. a fim de 

quantificar a hesperidina liberada das nanopartículas. 

 

4.5.8 Avaliação da citotoxicidade das nanopartículas contendo hesperidina 

sobre linhagens tumorais e células vero 

4.5.8.1 Cultura Celular 

Células Vero; HeLa (adenocarcinoma do colo do útero humano); Caco-2 

(adenocarcinoma do cólon humano) e o HT-29 (adenocarcinoma colorrectal humano) 

foram mantidos em DMEM suplementado com 10% de FBS a 37 oC sob atmosfera de 

5% de CO2. As células PC-3 (adenocarcinoma da próstata humana) foram mantidas 

em meio de Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de 

FBS a 37 sob atmosfera de CO2 a 5%. 

4.5.8.2 Ensaio de citotoxicidade 

A citotoxicidade da hesperidina livre e encapsulada foi avaliada contra as 

seguintes linhas celulares: células Vero, HeLa, PC-3, Caco-2 e HT-29 utilizando o 

ensaio de viabilidade celular de redução de MTT. Este método baseia-se na 

capacidade das células de converter o sal de tetrazólio (brometo de 3- [4,5-

dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazólio) de cor amarela num composto púrpura 

insolúvel, denominado formazan, que ocorre quando há capacidade mitocondrial 

integrada. A quantidade de formazan é determinada espectroscopicamente após a 

solubilização em DMSO (GRELA et al., 2018). As linhas celulares foram plaqueadas 

a uma densidade de 5 x 105 células / mL numa placa de cultura de células de 96 poços 
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durante 24h a 37 °C, sob uma atmosfera com 5% de CO2. Em seguida, a Hesperidina 

livre ou encapsulada foi adicionada em concentrações crescentes (0,1 - 500 μg / mL) 

por 72h. Após o tratamento, as células foram incubadas na presença de MTT (2 mg / 

mL) durante 4h a 37 °C. O sobrenadante foi removido e foi adicionado DMSO, e com 

a completa solubilização dos cristais de formazan a leitura da absorbância foi 

realizada a 570 nm em um espectrofotômetro de microplacas (Power Wave XS - Bio-

Tek). A porcentagem que inibiu a absorbância de 50% em relação ao controle (CC50 

ou IC50) foi determinada. Também foi construído um gráfico da viabilidade celular 

versus concentração, para cada tipo de célula.  

 

4.6 Análise dos dados e estatística 

Os dados obtidos foram analisados através de testes utilizando os softwares 

estatístico Minitab 16.0, GraphPad Prism 8 e Scientist 3.0. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Obtenção das nanopartículas de gliadina contendo hesperidina 

Após a realização dos experimentos, de acordo com o protocolo apresentado 

no item 4.1. foram obtidos e analisados os seguintes dados referentes às 

nanopartículas produzidas em cada experimento do delineamento fatorial: diâmetro 

médio, índice de polidispersão, potencial zeta e eficiência de encapsulação. Dessa 

forma, os resultados obtidos no delineamento fatorial são apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta e eficiência de encapsulação 
de nanopartículas obtidas segundo o delineamento fatorial 32 

 

Experimento Diâmetro Médio 
(nm) 

Índice de 
Polidispersão 

Potencial Zeta 
(mV) 

Eficiência de 
encapsulação (%) 

1 179,6 ± 23,32 0,255 ± 0,116 -7,43± 0,552 50,84 ± 5,06 

2 177,9 ± 22,55 0,284 ± 0,126 -8,07± 0,529 58,02 ± 5,07 

3 1857,5 ± 337,7 0,529 ± 0,041 -13,1± 2,21 87,21 ± 4,71 

4 226,5 ± 30,97 0,098 ± 0,021 -2,91± 0,68 80,11 ± 1,15 

5 2253,0 ± 262,7 0,692 ± 0,202 -14,9± 1,41 49,74 ± 0,83 

6 1659,5 ± 481,0 0,641 ± 0,098 -11,2± 3,11 83,21 ± 0,79 

7 257,4 ± 25,72 0,164 ± 0,55 -0,21± 0,013 55,26 ± 3,01 

8 1415,6 ± 143,21 0,752 ± 0,188 -14,7± 3,23 58,25 ± 8,50 

9 2591,2 ± 355,8 0,779 ± 0,028 -12,3± 2,61 80,04 ± 2,04 

Fonte: Do autor 

A partir dos dados obtidos, pode-se verificar que algumas variáveis 

independentes interferiram nos resultados, principalmente na variável dependente 

Diâmetro Médio, ou seja, a média do tamanho das nanopartículas de gliadina 

produzidas. 

Observou-se que ao utilizar o caseínato de sódio, o tamanho das 

nanopartículas aumentou consideravelmente, estando na escala de micrômetro, o que 

não é desejável. Assim, pode-se considerar que os experimentos 3, 6 e 9, que 

continham caseínato de sódio, mostraram-se inadequados para esta pesquisa.  
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Já a utilização do estabilizador Tween 80® também proporcionou um aumento 

do tamanho das nanopartículas, exceto no experimento 2, onde o Diâmetro Médio foi 

de 177,9 nm, que apesar de adequado, apresentou um Índice de Polidispersão maior 

que 0,250, o que não o torna um experimento adequado. Dessa forma, os 

experimentos, 2, 5 e 8 também se mostraram inadequados para esta pesquisa. 

Os melhores resultados foram encontrados quando se utilizou o Pluronic F68® 

como estabilizador, como pode-se observar nos experimentos 1, 4 e 7. Em um 

trabalho, Joye et al., (2015) utilizaram Pluronic F68® como estabilizador e obtiveram 

nanopartículas com tamanho médio de 187 ± 20 nm. Em outro trabalho presente na 

literatura, a utilização do Pluronic F68® forneceu nanopartículas com tamanhos 460 ± 

19 nm, como demonstrado por Arangoa et al., (2001). Dessa forma, o Diâmetro Médio 

obtido neste trabalho no experimento 4 foi ainda menor, mostrando-se adequado. 

 Nesses experimentos, os tamanhos médios obtidos, foram de respectivamente 

179,6; 226,5 e 257,4 nm. Esses experimentos produziram nanopartículas com 

tamanhos satisfatórios e apresentaram baixo desvio padrão, o que indica que são 

experimentos com alta reprodutibilidade. Dessa forma, com relação ao tamanho, 

esses experimentos se mostraram adequados. Dentre os experimentos 1, 4 e 7, 

somente o experimento 1 apresentou Índice de polidispersão maior que 0,250, ou 

seja, possui valor acima do desejável. Como relatado por Joye et al., (2015) que 

obtiveram 0,087 de Índice de polidispersão, valor baixos dessa variável apresentam 

nanopartículas com tamanhos mais similares, o que é desejável em estudos para 

utilização dessas nanopartículas. 

 Dentre os experimentos 4 e 7, que apresentam índices de polidispersão 

satisfatórios, o experimento 4 apresentou um potencial zeta de -2,91 mV, enquanto o 

experimento 7 apresentou um potencial zeta de -0,215 mV, ou seja, um valor muito 

perto da neutralidade, o que não é desejável. Arangoa et al., (2001) produziu 

nanopartículas de gliadina para carrear drogas lipofílicas, obtendo potencial zeta de 

27,5 ± 0,8. Isso demonstra a importância de se obter potencial zeta com valores 

distantes da neutralidade. 

Com relação a eficiência de encapsulação, observou-se que os melhores 

resultados foram apresentados pelos Experimentos 3, 4 e 6, com eficiência de 87,21; 
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80,11 e 83,21% respectivamente. O Experimento 4 apresentou uma eficiência de 

encapsulação alta (80,11%). 

Ao analisar os dados apresentados na Tabela 3, observou-se que o melhor 

método foi o Experimento 4, pois apresentou um valor de Diâmetro Médio pequeno, 

bem como um baixo Índice de Polidispersão e valores de Potencial Zeta mais 

adequados quando comparado ao experimento 7. Além disso, o Experimento 4 

apresentou uma Eficiência de Encapsulação elevada.  

Para comprovar estatisticamente que o experimento mais adequado foi o 4, 

foram construídos gráficos utilizando o software Minitab a partir do delineamento 

fatorial. Os resultados estão apresentados na forma de gráficos de interação para 

Diâmetro Médio, Índice de Polidispersão, Potencial Zeta e Eficiência de Encapsulação 

(Gráficos 1 a 4). 

 

Gráfico 1 – Gráfico de Interação para Diâmetro Médio 

 

Fonte: Do autor 

 

Como pode-se observar no Gráfico 1, os valores desejáveis para Diâmetro 

Médio (< 500 nm) foram encontrados utilizando o Pluronic F68 como estabilizador e 

em qualquer concentração de CaCl2. Isto reforça a escolha do Experimento 4, que 
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utiliza o Pluronic F68 como estabilizador e o CaCl2 na concentração de 1% (m/v). 

Arangoa et al., (2001) haviam utilizado Pluronic F68 como estabilizador e obtiveram 

valores de Diâmetro Médio abaixo de 500 nm, o que reforça essa escolha. 

 

Gráfico 2 – Gráfico de Interação para Índice de Polidispersão 

 

Fonte: Do autor 

 

Ao observar o Gráfico 2, notou-se que os valores satisfatórios para Índice de 

Polidispersão (< 0,250) são encontrados quando utiliza-se o Pluronic F68 como 

estabilizador. A concentração de CaCl2 que apresentou o menor Índice de 

Polisdispersão foi a de 1% (m/v). Ambos são as condições utilizadas no Experimento 

4, o que confirma que o mesmo contém a condição ótima. Valores de Índice de 

Polidispersão baixos também foram descritos no trabalho de Joye et al., (2015) 

utilizando o Pluronic F68 como estabilizador. 
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Gráfico 3 – Gráfico de Interação para Eficiência de Encapsulação 

 

Fonte: Do autor 

 

Com relação ao Gráfico 3, pode-se observar que a utilização do Pluronic F68 

como estabilizador e o CaCl2 na concentração de 1% (m/v) apresentaram Eficiência 

de Encapsulação em torno de 80%, sendo este valor satisfatório, indicando que uma 

porcentagem alta do composto hesperidina foi encapsulado pelas nanopartículas 

produzidas. Estes resultados corroboram que o Experimento 4 é o mais adequado. 

Lima et al., (2018) obtiveram eficiência de encapsulação de 60 % de ácido ferrúlico 

em nanopartículas de PLGA, sendo considerada uma eficiência adequada. 
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Gráfico 4 – Gráfico de Interação para Potencial Zeta 

 

Fonte: Do autor 

 

Com relação ao potencial zeta, como observado no Gráfico 4, pode-se concluir 

que as condições do Experimento 4 não foram as que apresentam maiores valores 

negativos de potencial. Entretanto, quando comparado ao Experimento 7 (-0,21 mV), 

o valor do potencial zeta obtido no Experimento 4 foi melhor (-2,91 mV). Potenciais 

zeta baixo tendem a favorecer a aglomeração das nanopartículas devido à baixa 

repulsão existente entre elas. O valor de potencial zeta pode explicar porque as 

nanopartículas podem ter afinidade com determinadas células que possuem potencial 

zeta que seja atraído pelo potencial zeta das nanopartículas (UMA MAHESWARI et 

al., 2001).  

5.2 Revestimento das nanopartículas com quitosana 

Como apresentado no item anterior, o Experimento 4 mostrou-se o mais 

adequado método para a preparação de nanopartículas de gliadina contendo 

hesperidina. As nanopartículas produzidas apresentaram Diâmetro Médio de 226,5 ± 
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30,97 nm, Índice de Polidispersão de 0,098 ± 0,021 e Eficiência de Encapsulação de 

80,11 ± 1,15%, sendo esses valores adequados para os parâmetros analisados.  

Entretanto, as nanopartículas produzidas utilizando o Experimento 4 

apresentaram potencial zeta de -2,91± 0,68 mV, sendo esse um valor muito baixo, 

perto da neutralidade, o que não é desejável, pois devido a isso pode ocorrer 

aglomerações em função da fraca repulsão entre as nanopartículas. Esse fato pode 

comprometer a estabilidade das nanopartículas em solução. Dessa forma, buscou-se 

uma alternativa para elevar o potencial zeta das nanopartículas. A possibilidade 

escolhida foi o revestimento das nanopartículas utilizando quitosana, uma vez que 

essa metodología já foi descrita em trabalhos de Pauluk et al., (2019), aumentando o 

valor de potencial zeta das nanopartículas produzidas e melhorando sua estabilidade. 

Utilizando o protocolo apresentado no item 4.3., as nanopartículas de gliadina 

contendo hesperidina foram revestidas com quitosana (0,05% m/v). Após o 

procedimento de revestimento as nanopartículas apresentaram Diâmetro Médio de 

321,4 ± 39,6 nm, Índice de Polisdispersão de 0,217 ± 0,061, Potencial Zeta de + 21,4 

± 2,07 mV e Eficiência de Encapsulação de 73,1 ± 2,42%. Com relação a esses 

valores, pode-se observar que o Diâmetro Médio aumentou quando comparado com 

o valor obtido no Experimento 4, isto se deve pelo fato de o revestimento com 

quitosana ter sido realizado e uma camada de quitosana permaneceu ao redor das 

nanopartículas, aumentando assim o tamanho das mesmas. Com relação ao Índice 

de Polidispersão, observou-se um pequeno aumento quando comparado com o valor 

obtido sem o revestimento, isso se deve ao fato que o processo de revestimento é 

uma etapa a mais no processo, o que faz com que a dispersão do tamanho das 

nanopartículas aumente. O valor de Eficiência de Encapsulação diminuiu, mas ainda 

se mantém alto, o que não compromete a capacidade das nanopartículas de gliadina 

revestidas com quitosana de encapsular o composto hesperidina. Com relação ao 

valor do Potencial Zeta obteve-se um valor adequado, o que demonstra que a 

estratégia de revestir as nanopartículas de gliadina com quitosana 0,05% (m/v) 

funcionou adequadamente, alterando o valor positivo do Potencial Zeta, o que 

aumenta a estabilidade das mesmas em solução, evitando assim agregação. O valor 

de potencial zeta obtido (+ 21,4 ± 2,07 mV) está próximo de outros valores 
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apresentados pela literatura, como relatado por Arangoa et al., (2001) que foi +27,5 ± 

2,07 mV. 

 Dessa forma, as nanopartículas de gliadina revestidas com quitosana 

contendo hesperidina serão doravante apresentadas como NPS-GQs/HES, sendo 

realizadas todas as outras caracterizações e ensaios utilizando essa nova formulação 

obtida. As NPS-GQs/HES produzidas foram armazenadas em triplicata para análises 

posteriores em temperatura ambiente e sob refrigeração (3-8 °C). 

 

5.3 Validação de metodologia analítica por espectroscopia por UV-visível para 
quantificação de hesperidina nas nanopartículas de gliadina revestidas com 
quitosana 

Alguns estudos demonstram a validação de metodologias e a determinação de 

hesperidina em diversos meios utilizando técnicas cromatográficas. Entretanto, essas 

técnicas são de elevado custo e nem sempre acessíveis. Com a nova formulação 

obtida nesta pesquisa, isto é, a hesperidina ocluída em nanopartículas de gliadina 

revestidas com quitosana, necessitou-se de um método analítico para avaliar a 

eficiência de sua encapsulação e quantificação. Vale ressaltar que não há na literatura 

nenhum estudo de validação de método analítico para determinar hesperidina em 

dispersão coloidal contendo nanopartículas de gliadina revestidas com quitosana.  

Nesse sentido, a espectroscopia de absorção molecular por UV-visível 

apresenta-se como uma alternativa interessante para a determinação do composto 

hesperidina. Essa técnica é relativamente rápida e de baixo custo quando comparada 

as cromatográficas. Foi realizada a validação de uma metodologia utilizando um 

espectrofotômetro UV-VIS com cubeta de quartzo para a quantificação de hesperidina 

em meio de liberação in vitro utilizando os parâmetros: linearidade, limite de detecção 

(LD), limite de quantificação (LQ), precisão e exatidão. O comprimento de onda 

utilizado no equipamento foi 283 nm, no qual ocorre a máxima absorção do composto 

hesperidina (GARG et al., 2001). 
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5.3.1 Linearidade 

A análise da linearidade em uma determinada faixa de trabalho corresponde à 

capacidade do método que está sendo validado em fornecer resultados diretamente 

proporcionais à concentração do analito de interesse (RIBANI et al., 2004). 

A fim de avaliar a linearidade da faixa de concentração estudada, foram 

construídas curvas de padrão externo para hesperidina utilizando a faixa de 

concentração entre 10 a 100 mg/L. Para esta curva analítica foram utilizados 5 pontos 

de concentrações diferentes de hesperidina. 

Aplicou-se aos resultados obtidos a técnica de regressão linear no nível de 95% 

de confiança. Os resultados encontram-se na Tabela 3. Verificou-se que o modelo 

linear foi significativo para as faixas de concentração estudadas, pois os valores de 

Fregressão foram maiores do que os valores de Fcrítico (0,05; 1, 13) = 4,67 e os valores de p 

foram menores do que 0,05 em um nível de confiança de 95%. Portanto, o modelo 

linear para a faixa de concentração analisada não apresentou falta de ajuste, pois o 

valor observado de Ffalta de ajuste foi menor que o valor de Fcrítico (0,05; 3, 10) = 3,71 e o valor 

de p foi maior do que 0,05. 

Tabela 3 – Resultados da análise de regressão linear no nível de 95% de confiança 

 

Composto 

Parâmetros da Regressão Linear 

F regressão valor de p F falta de ajuste valor de p 

Hesperidina 2256,50  0,000 0,62 0,299 

Fonte: Do autor 

 

5.3.2 Limites de Detecção (LD) e de Quantificação (LQ) 

O limite de detecção (LD) é a concentração mínima do analito que pode ser 

detectado em um determinado nível de confiança, já o limite de quantificação (LQ) é 

a menor concentração que pode ser quantificada com precisão e exatidão aceitáveis 

(SKOOG, 2006; ANVISA, 2003).  

Os limites de detecção e de quantificação obtidos estão representados na 

Tabela 4. Os limites de quantificação e de detecção ficaram abaixo dos valores do 
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primeiro ponto da curva analítica para hesperidina (10,0 mg/L), mostrando que o 

método utilizado apresenta boa sensibilidade para hesperidina, podendo dessa forma 

ser utilizado para análise das amostras de interesse. 

 
Tabela 4 – Resultados dos valores de LD e LQ para as determinações de Hesperidina por 
espectroscopia UV-VIS 

 Hesperidina 

LQ (mg/L) 0,27 

LD (mg/L) 0,01 

Fonte: Do autor 

  

5.3.3 Precisão e Repetitividade 

Para analisar a confiabilidade do método desenvolvido e utilizado no trabalho, 

foi realizado o estudo de precisão através do cálculo das estimativas de repetitividade 

(realizada no mesmo dia) e de precisão intermediária, realizada em 3 dias 

consecutivos (ANVISA, 2003). Os valores de RSD (%) encontram-se na Tabela 5. 

Observou-se que os valores do RSD calculados para a repetitividade e precisão 

intermediária estão abaixo do limite proposto pela AOAC (2012) que é de 15,00%, 

portanto, indicando repetitividade e precisão intermediária adequadas para o método 

proposto. 

 

Tabela 5 – Valores de média e RSD para o estudo de repetitividade e precisão intermediária na 
determinação de Hesperidina (50 mg/L) 

Repetitividade Precisão intermediária 

Composto Média (mg/L) RSD% Média (mg/L) RSD% 

Hesperidina 50,67 ± 1,72 3,40 53,13 ± 4,46 8,51 

Fonte: Do autor 
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5.3.4 Exatidão 

A exatidão do método foi avaliada por meio de testes de recuperação por 

adição de padrão em dois níveis de concentração para a hesperidina. Os valores das 

recuperações estão apresentados na Tabela 6 e estão adequados com os valores 

determinados pela ANVISA (2003) para formas farmacêuticas que são de 80 a 120%. 

 

Tabela 6 – Resultados da porcentagem recuperada de hesperidina em amostra de 
nanopartículas vazias nos níveis de 1,0 e 10,0 mg/L 

Composto Concentração 
adicionada (mg/L) 

Recuperação (%) 

Hesperidina 1,0 98,3 ± 4,8 

10,0 98,3 ± 4,1 

Fonte: Do autor  

 

5.4 Caracterização físico-química das nanopartículas 

5.4.1 Morfologia 

Foram obtidas micrografias das nanopartículas vazias (NPS-Gqs) e carregadas 

com hesperidina (NPS-Gqs/HES), ambas apresentadas na Figura 6 (A e B). 

Observou-se em geral que as nanopartículas apresentaram forma ovalada. Observa-

se que o tamanho das nanopartículas vazias eram em torno de 270 nm (A) e das 

carregadas com hesperidina em torno de 315 nm (C). Esses diâmetros observados 

confirmam os valores obtidos pelas técnicas anteriores. O aumento de tamanho se dá 

pela encapsulação da hesperidina, o que faz com que as nanopartículas aumentem 

de tamanho. Foram observadas também aglomerações, entretanto o tamanho médio 

das partículas se manteve. 
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Figura 6 – Microscopias das NPS-Gqs e NPS-Gqs/HES. (A) NPS-Gqs, (B) NPS-Gqs/HES e (C) 
NPS-Gqs/HES ampliada 

                                                            (A)                                                            (B)

 
(C) 

 
Fonte: Do autor 

 

5.4.2 Estabilidade das nanopartículas de gliadina carreadoras de hesperidina 

A estabilidade das NPS-Gqs/HES foi avaliada durante 4 meses em suspensão 

aquosa através dos fatores diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta e 

teor da hesperidina. No Gráfico 5 estão apresentados os resultados do ensaio de 

estabilidade quanto ao diâmetro médio.  
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Gráfico 5. Estabilidade das NPS-Gqs/HES: Diâmetro Médio 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

A partir do Gráfico 5, pode-se observar que no período de 4 meses, as 

nanopartículas tiveram um pequeno aumento nos valores de Diâmetro Médio, com os 

tamanhos das nanopartículas suspensas em temperatura ambiente numericamente 

maiores que as armazenadas sob refrigeração. Entretanto, não observaram-se 

diferenças significativas entre os valores de diâmetro médio armazenadas em 

temperatura ambiente e refrigerada. Também não foram observadas diferenças 

significativas no Diâmetro médio no período de 120 dias, o que demonstra a 

estabilidade das nanopartículas.  

Essa estabilidade com relação ao Diâmetro Médio pode ser explicada pelo valor 

de potencial zeta que as nanopartículas obtiveram após o revestimento com 

quitosana, o valor de + 21,4 mV causa repulsão entre as nanopartículas aumentando 

a estabilidade e diminuindo a agregação, assim como demostrado por Pauluk et al., 

(2019). 
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Gráfico 6 – Estabilidade das NPS-Gqs/HES: Índice de Polidispersão 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

A partir do Gráfico 6, observa-se que ao longo do tempo, ocorreu um pequeno 

aumento nos valores de índice de polidispersão, sendo que esse aumento é mais 

evidenciado nas amostras armazenadas em temperatura ambiente. Somente no 

período de 30 dias, os valores apresentaram diferenças significativas no intervalo de 

confiança de 95 %. Com relação às amostras armazenadas em temperatura de 

refrigeração, não há diferenças significativas no período de tempo de 4 meses, o que 

demonstra a estabilidade das nanopartículas produzidas, sendo explicada pelo valor 

de potencial zeta que as nanopartículas obtiveram após o revestimento com 

quitosana, o valor de + 21,4 mV causa repulsão entre as nanopartículas, dificulta a 

agregação e aumenta a estabilidade, assim como demostrado por Pauluk et al., 

(2019). 
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Gráfico 7 – Estabilidade das NPS-Gqs/HES: Potencial Zeta 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

A partir do Gráfico 7, observa-se que ao longo do tempo, ocorreu uma pequena 

diminuição nos valores de potencial zeta, sendo que esse aumento é mais 

evidenciado nas amostras armazenadas em temperatura ambiente, exceto no período 

de 15 dias. Nos períodos de 15 e 30 dias foram observadas diferenças significativas 

nas amostras armazenadas em temperatura ambiente e sob refrigeração. No período 

de 120 dias, observou-se que há diferenças significativas, entretanto os valores de 

potencial zeta ainda se mantêm adequados nesse período, o que demonstra a 

estabilidade das nanopartículas produzidas. Isso pode ser explicado pelo valor de 

potencial zeta que as nanopartículas obtiveram após o revestimento com quitosana, 

o valor de + 21,4 mV causa repulsão entre as nanopartículas aumentando a 

estabilidade, assim como demostrado por Pauluk et al., (2019). 
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Gráfico 8 – Estabilidade das NPS-Gqs/HES: Teor de Hesperidina Encapsulada. 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8) 

 

A partir do Gráfico 8, observa-se que ao longo do tempo houve uma pequena 

diminuição do teor de hesperidina encapsulada, entretanto, o teor encapsulado 

manteve-se acima de 60%. Somente houve diferença significativa no segundo mês 

em relação ao primeiro, desde então no período de 120 dias não há diferença 

significativa no intervalo de confiança de 95 %, o que indica uma boa estabilidade das 

nanopartículas produzidas. Com relação aos ensaios do teor de hesperidina, foram 

realizados somente com as NPS-Gqs/HES refrigeradas. Essa estabilidade pode ser 

explicada pelo valor de potencial zeta que as nanopartículas obtiveram após o 

revestimento com quitosana, o valor de + 21,4 mV causa repulsão entre as 

nanopartículas aumentando a estabilidade, o que assim como demostrado por Pauluk 

et al., (2019). 
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5.5 Determinação do perfil de liberação in vitro da hesperidina a partir das 
nanopartículas de gliadina 

O estudo do perfil da liberação in vitro foi realizado utilizando NPS-Gqs/HES 

para analisar o percentual de hesperidina liberada pelas nanopartículas em tampão 

PBS com pH=7,4, que simula o pH do sangue. O Gráfico 9 ilustra o perfil de liberação 

in vitro da hesperidina a partir das nanopartículas.  

 

Gráfico 9 – Perfil de liberação da Hesperidina NPS-Gqs/HES em tampão PBS pH=7,4. 

 

Fonte: Do autor 

 

A partir do Gráfico 9, foi observado que nas primeiras 4 h foram liberados 37,0 

± 3,5% da Hesperidina a partir das NPS-Gqs/HES, sendo essa rápida liberação 

associada ao efeito “burst”, efeito este que se refere a liberação do composto 

adsorvido na superfície das nanopartículas. Após esse período a liberação foi mais 
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lenta, pois a hesperidina liberada foi a que estava presente no interior das 

nanopartículas. Neste ensaio, após 48 horas, 98,0 ± 3,2% da hesperidina encapsulada 

foi liberada, sendo observada que essa liberação é considerada razoavelmente 

rápida. Cada formulação tem um perfil de liberação único, o que impossibilita a 

comparação com outros trabalhos da literatura. 

 

5.6 Estabilidade em fluido gástrico simulado (FGS) e intestinal simulado (FIS) 

 

Este ensaio foi realizado para verificar a estabilidade da nova formulação no 

sistema digestivo. Após a realização dos ensaios com fluído gástrico simulado (FGS) 

e intestinal simulado (FIS), não foram detectadas concentrações da hesperidina no 

meio através do método espectrofotométrico validado, sugerindo que não há liberação 

da hesperidina nos meios gástricos e intestinal simulado, ou que a liberação é muito 

pequena, abaixo dos valores de detecção do equipamento utilizado. 

 

5.7 Avaliação da citotoxicidade das nanopartículas contendo hesperidina sobre 

linhagens tumorais e células vero 

5.7.1 Células Vero 

Como observado no Gráfico 10, após 24 horas, somente na concentração de 

500 µg/mL observa-se alguma atividade citotóxica relevante contra as células 

saudáveis, ou células Vero. Entretanto, mesmo na concentração de 500 ug/mL, 

observa-se que a atividade citotóxica das NPS-Gqs/HES é muito menor quando 

comparada à Hesperidina livre, ou seja, o composto natural. Isso demonstra que o 

encapsulamento da hesperidina reduziu drasticamente a citotoxicidade contra células 

saudáveis, o que é desejável na utilização de sistemas nanocarreadores de fármacos 

(Pauluk et al., 2019). 
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Gráfico 10- Viabilidade Celular de células Vero tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e 

Hesperidina Livre em diferentes concentrações. 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

5.7.2 Células Hela 

De acordo com o Gráfico 11, pode-se observar que nas concentrações de 50 e 

100 µg/mL as NPS-Gqs/HES apresentam uma atividade citotóxica significativamente 

maior que as NPS-vazias e a hesperidina livre. Na concentração de 100 ug/mL, a 

atividade antitumoral contra as células Hela (adenocarcinoma de colo de útero) foi de 

cerca de 85 %, muito acima da atividade demonstrada pelas NPS-vazias e pela 

Hesperidina livre. 
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Gráfico 11 – Viabilidade celular de células Hela tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e 
Hesperidina Livre em diferentes concentrações 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

5.7.3 Células PC-3 

De acordo com o observado no Gráfico 12, observa-se que as NPS-Gqs/HES 

apresentam uma atividade citotóxica alta contra as células de adenocarninoma de 

próstata nas concentrações de 50 e 100 µg/mL. Na concentração de 100 µg/mL, a 

atividade antitumoral foi de 92%, significativamente maior que as atividades 

apresentadas pelas NPS-vazias e pela hesperidina livre.  
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Gráfico 12 - Viabilidade Celular de células PC-3 tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e 

Hesperidina Livre em diferentes concentrações. 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

5.7.4 Células Caco-2 

Pode-se observar no Gráfico 13, que na concentração de 500 ug/mL, as NPS-

Gqs/HES apresentaram atividade antitumoral contra as células Caco-2 

(adenocarninoma de cólon) significativamente maior que as NPS-vazias e a 

hesperidina livre, o que demonstra que a utilização de nanopartículas como 

carreadores de hesperidina aumenta a atividade antitumoral do fármaco. 

 

 

 

 



60 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE 

Programa de Pós-Graduação em Química 

PPGQ/UNICENTRO 

  

 
Gráfico 13 – Viabilidade Celular de células Caco-2 tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e 

Hesperidina Livre em diferentes concentrações. 

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

5.7.5 Células HT-29 

A partir do Gráfico 14, nota-se que mesmo na concentração de 100 ug/mL, as 

NPS-Gqs/HES não apresentaram atividade citotóxica significativamente diferente das 

atividades apresentadas pelas NPS-vazias e Hesperidina livre. Além disso, a 

citotoxicidade apresentada contra as células HT-29 (adenocarcinoma colorretal) foi 

pequena, o que não é desejável. 
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Gráfico 14 – Viabilidade Celular de células HT-29 tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e 
Hesperidina Livre em diferentes concentrações 

.

 
a,b Letras diferentes apresentam diferença estatística (p<0,05). (GraphPad Prism 8; TwoN Away 
ANOVA; Pós Tukey). 

 

5.8 Análise da citotoxicidade a partir dos valores de CC50 

Na Tabela 7 são apresentados os valores de CC50 e ICC50 (concentração 

necessária para reduzir à metade o número de células) as linhagens celulares Vero, 

Hela, Caco-2 PC-3 e HT-29. 
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Tabela 7 – Valores de CC50 de Hesperidina livre e Hesperidina carregadas em nanopartículas 
em células Vero após 72 h. Valores de IC50 de Hesperidina livre e Hesperidina carregada em 

nanopartículas nas células HeLa, PC3, Caco-2 e HT-29 após 72 h. 

 

Linhagem 
Celular 

Hesperidina Livre 
CC50 (µg/mL) 

NPS-Gqs/HES 
CC50 (µg/mL) 

NPS-vazias 
CC50 (µg/mL) 

Vero 230.83 ± 20.05 > 1000 > 1000 

 Hesperidina Livre 
IC50 (µg/mL) 

NPS-Gqs/HES 
IC50 (µg/mL) 

NPS-vazias 
IC50 (µg/mL) 

HeLa 70.44 ± 7.72 16 ± 1.61 159.33 ± 12.10 

PC-3 179.05 ± 3.68 21.62 ± 1.84 126.67 ± 14.05 

Caco-2 265.53 ± 17.56 164.87 ± 14.72 674.45 ± 62.03 

HT-29 189.45 ± 7.12 392.97 ± 14.22 > 1000 

Fonte: Do autor. 

 

A partir da Tabela 7, pode-se analisar que os valores de IC50 das NPS-Gqs/HES 

diminuíram consideravelmente quando comparadas aos valores de IC50 da 

hesperidina livre e das NPS-vazias. Isso ocorre com todas as linhagens celulares, 

exceto com a HT-29, onde o valor do IC50 da hesperidina livre foi menor, ou seja, 

melhor quando comparado a NPS-Gqs/HES. Quanto às outras linhagens celulares, o 

que foi observado foi uma drástica redução do IC50 quando utilizadas as 

nanopartículas carregadas em comparação à Hesperidina livre. Os valores de IC50 

das nanopartículas carregadas também são menores quando comparadas às 

nanopartículas vazias. Isso demonstra que ocorre um sinergismo na atividade 

citotóxica das NPS-Gqs/HES, ou seja o resultado total é uma soma das atividades 

citotóxicas das nanopartículas vazias e da hesperidina livre. Isso demonstra que a 

utilização das nanopartículas de gliadina revestidas com quitosana melhorou muito as 

atividades citotóxicas contra linhagens celulares tumorais e diminuiu a citotoxicidade 

contra as células normais do organismo humano. 
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5.8.1 Células Vero 

A maioria dos agentes quimioterápicos utilizados atualmente para o tratamento 

de câncer afetam tanto as células tumorais como as saudáveis, o que aumenta as 

chances da existência de efeitos colaterais. Por outro lado, os compostos bioativos de 

ocorrência natural provaram ser mais seletivo para locais de câncer (UMA 

MAHESWAR et al., 2021). Neste estudo, o efeito citotóxico de NPS-Gqs/HES em 

células Vero foi avaliado como um modelo para células saudáveis. Uma redução da 

viabilidade celular foi observada com NPS-vazias e NPS-Gqs/HES em 50 e 100 µg / 

mL (p <0,05), conforme mostrado na Figura 11. No entanto, em concentrações mais 

altas da droga, a hesperidina foi significativamente mais citotóxica do que as NPS-

vazias e NPS-Gqs/HES (p <0,05). O IC50 da hesperidina livre foi pelo menos 5 vezes 

menor do que das nanopartículas vazias e das nanopartículas carregadas com 

hesperidina. Os resultados mostram que a nanoencapsulação reduz a citotoxicidade 

da hesperidina neste modelo de células saudáveis. 

5.8.2 Células Hela 

Com comportamento diferente do apresentado em células Vero, em células 

HeLa as NPS-Gqs/HES foram significativamente mais citotóxicas do que a 

hesperidina livre em todas as concentrações avaliadas (p <0,05) (Figura 12). O IC50 

de NPS-Gqs/HES foi 4,5 vezes menor do que da hesperidina livre, indicando sua 

maior eficácia, e o IC50 das nanopartículas vazias foram 2,2 vezes maiores do que da 

hesperidina livre. Bartoszewski et al. (2014) estudaram o efeito da hesperidina contra 

as células HeLa e afirmaram que o fármaco levou à apoptose (morte celular) por via 

extrínseca, uma vez que foi observado aumento dos níveis de mRNA em receptores 

de morte por apoptose (BARTOSZEWSKI et al., 2014). Da mesma forma, Ferreira de 

Oliveira e co-autores (2020) descobriram que a hesperidina foi capaz de inibir a 

transição do ciclo celular em células HeLa e também induzir a oxidação intracelular 

(FERREIRA DE OLIVEIRA et al., 2020). No mesmo sentido, Stanisic e co-autores 

(2018) observaram que a capacidade da hesperidina aumenta três vezes a 

concentração de cálcio no citoplasma das células HeLa, promovendo disfunção 

mitocondrial que leva a apoptose. 
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5.8.3 Células PC-3 

As NPS-Gqs/HES também foram avaliadas contra células de câncer de 

próstata PC-3. Conforme a Figura 13 apresenta, 10µg/mL de NPS-Gqs/HES foi mais 

eficiente do que a hesperidina livre para reduzir a viabilidade celular (p <0,05). 

Notavelmente, as nanopartículas vazias também se mostraram mais citotóxicas do 

que o fármaco livre (p <0,05), em 50 e 100 µg / mL. O IC50 de nanopartículas de 

hesperidina foi 8,3 vezes menor do que hesperidina livre e 1,5 vezes menor do que 

de nanopartículas vazias, indicando sua maior eficácia citotóxica. Lewinska et al., 

(2014) explicaram que os flavonoides glicosídeos, como a hesperidina, são agentes 

hipometilantes de DNA capazes de induzir alterações na expressão gênica e 

aumentar a produção de superóxido in vitro, levando à morte celular. Além disso, os 

resultados de Lau (2010) mostraram que a hesperidina foi eficiente em inibir a 

viabilidade das células PC-3 sem efeito significativo nas células saudáveis. 

5.8.4 Células Caco-2 

As células Caco-2 são consideradas um “padrão ouro” para modelos in vitro de 

cânceres intestinais (SHEN et al., 2015). Neste estudo, as NPS-Gqs/HES em uma 

concentração a partir de 100 µg / mL mostraram-se mais citotóxicas do que a 

hesperidina livre (p <0,05). O IC50 foi 1,6 vezes menor do que a hesperidina livre, e as 

nanopartículas vazias apresentaram IC50 2,6 vezes maior do que a hesperidina livre, 

conforme apresentado na Figura 14. De acordo com Kobayashi & Konishi (2008), a 

hesperidina é absorvida no intestino por transporte ativo e difusão passiva 

transcelular. Andrade et al. (2017) observaram que a hesperidina inibe a absorção de 

frutose por células Caco-2. Em relação a nanotecnologia aplicada ao tratamento do 

câncer, alguns estudos têm demonstrado a maior permeabilidade do nanopartículas 

de hesperidina para células Caco-2 (UCHIYAMA et al., 2011; TOZUKA et al., 2011). 

5.8.5 Células HT-29 

Observou-se que a citotoxicidade das NPS-Gqs/HES contra as células tumorais 

HT-29 foi aproximadamente a metade apresentada pela hesperidina livre como 

demostrado na Tabela 5, ou seja, a hesperidina livre causa mais danos às células 
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tumorais HT-29 que as NPS-Gqs/HES. Da mesma forma, as nanopartículas vazias 

apresentaram atividade citotóxica ainda menor que a apresentada pelas NPS-

Gqs/HES. Dentre as linhagens celulares estudadas, foi a única que apresentou maior 

apoptose utilizando a hesperidina livre do que comparada com as nanopartículas 

produzidas.  

5.9 Conclusões da análise da citotoxicidade 

Neste estudo, de forma geral, as NPS-Gqs/HES foram mais eficazes na 

redução da viabilidade celular das linhagens celulares tumorais avaliadas em 

comparação com o composto não encapsulado. Presumivelmente, a carga positiva 

associada as nanopartículas produzidas aumentaram a interação e sua absorção por 

células tumorais carregadas negativamente. Também, a maior eficácia das NPS-

Gqs/HES pode ser inferida pela eficiência das nanopartículas per se em conjunto com 

a atividade da droga, e sua atividade final pode ser o resultado de um efeito sinérgico. 

Estudos têm mostrado que as nanopartículas com quitosana apresentam atividade 

antitumoral devido ao rompimento da membrana e atividades indutoras de apoptose 

(OBEREMKO et al., 2019). 

A razão para a baixa citotoxicidade das NPS-Gqs/HES em células Vero (células 

saudáveis) pode ser devido ao pH intracelular. Quando comparadas às células 

saudáveis, as células tumorais apresentam pH intracelular ácido anormal (UMA 

MAHESWARI et al., 2021). Consequentemente, em pH ácido, quitosana e gliadina 

tornam-se protonados e a liberação da droga é facilitada, levando a maior seletividade 

para células tumorais do que células saudáveis, um requisito importante para a terapia 

do câncer (UMA MAHESWARI et al., 2021). Essas características mostram o potencial 

das nanopartículas de gliadina revestidas com quitosana a serem investigadas como 

uma nova abordagem para tratamento do câncer, permitindo a administração oral de 

compostos quimioterápicos com efeitos colaterais reduzidos. 
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6 CONCLUSÕES 

 O método de formulação realizado permitiu a obtenção de NPS-Gqs/HES com 

diâmetro médio de cerca 321,4 nm, bons índices de polidispersão, potencial Zeta 

em torno de +21,4 mV, o que são adequados e aplicáveis por via oral. 

 A eficiência de encapsulação da hesperidina foi de aproximadamente 70%. 

 O método analítico desenvolvido mostrou-se simples, confiável e seletivo 

fornecendo exatidão e precisão satisfatórias, limites de detecção e quantificação 

baixos. Boas recuperações foram obtidas quando a hesperidina foi dopada na 

matriz farmacológica (nanopartículas). Além disso, o menor tempo de duração da 

análise de hesperidina em dosagens farmacêuticas foi adequado para análises de 

rotina em relação a técnicas cromatográficas de maior custo. 

 As NPS-Gqs/HES mostraram-se ovaladas nas micrografias obtidas por MEV. 

 Em relação à estabilidade, concluiu-se que as NPS-Gqs/HES apresentaram 

condições estáveis durante o período avaliado. 

 O perfil de liberação da Hesperidina a partir das NPS, em tampão PBS pH 7,4, foi 

caracterizado como de liberação rápida. 

 As NPS-Gqs/HES não apresentaram liberação após passagem pelos FGS e FIS. 

 As NPS-Gqs/HES apresentaram boa atividade citotóxica contra a maioria das 

linhagens tumorais analisadas, entretanto apresentaram pouca citoxicidade 

contra células Vero, o que é importante. 

 Portanto, as nanopartículas desenvolvidas apresentaram atividades 

farmacológicas promissoras para administração de hesperidina via oral.  
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ANEXOS 

Anexo A – Artigo publicado na Revista Brazilian Archives of Biology and 
Technology1 

 

                                                           
1 KELTE FILHO, Irineo et al. Optimized Chitosan-Coated Gliadin Nanoparticles Improved the Hesperidin 

Cytotoxicity over Tumor Cells. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 64, 2021. Disponível em: 

https://www.scielo.br/j/babt/a/56XPpNmqQHfWgD6MjBPcRNj/ 
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Anexo B – Artigo aceito para publicação pela Revista Virtual de Química 

 


