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RESUMO

A Hesperidina € um dos principais flavonoides presentes em frutas citricas. Esse
composto apresenta diversas propriedades benéficas, dentre elas propriedades
antitumorais. No entanto, a hesperidina € rapidamente hidrolisada e uma das formas
de proteger esse composto é a sua nanoencapsulacdo. Neste estudo, nanoparticulas
a base de gliadina contendo hesperidina foram obtidas pela técnica de dessolvatacéo
e um delineamento fatorial 3% foi empregado para otimizar a formulagéo. As variaveis
independentes foram definidas como concentracdo de CaCl2 (0,5; 1 ou 2%) e agente
estabilizador (Pluronic F68, Tween 80 ou caseinato de so6dio). As variaveis
dependentes foram diametro médio, indice de polidispersdo, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulacdo. Para determinar o teor de hesperidina no meio foi
desenvolvido e validado um método para a determinacéo de Hesperidina empregando
espectroscopia de absorcdo molecular por UV-visivel. 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
recuperacoes 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 determinacdo do composto livre em suspensao
de nanoparticulas. A formulagéo otimizada foi revestida com quitosana para aumentar
a estabilidade fisica das nanoparticulas. As nanoparticulas finais apresentaram
diametro médio de 321 nm e indice de polidispersao de 0,217 e forma ovalada. Apos
0 revestimento, o potencial Zeta foi de +21 mV e a eficiéncia de encapsulacgéo foi de
73%. O perfil de liberacéo in vitro mostrou que cerca de 98% do farmaco foi liberado
das nanoparticulas apdés 48 h. Além disso, as nanoparticulas reduziram a
citotoxicidade da hesperidina em células saudaveis (células Vero) e aumentaram a
citotoxicidade em células tumorais (células HelLa, PC-3 e Caco-2). Os resultados
mostraram que as nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana sao potenciais
carreadoras para a entrega de hesperidina em possiveis tratamentos.

Palavras-chave: nanoparticulas proteicas; hesperidina; citotoxicidade; antitumorais;
validacao 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 CaClz 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 INTRODUCAO

A hesperidina é um composto subproduto do cultivo de plantas citricas, sendo
um flavonoide encontrado principalmente na laranja e também no lim&o em menores
quantidades. Além disso, a hesperidina € um composto abundante e barato, sendo
um glicosideo 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-fungica da hesperidina ja foi reportada em alguns estudos
(BAE; HAN; KIM, 1999; ROOHBAKHSH et al., 2014; VINUEZA et al., 2008).

Geralmente, os flavonoides sdo encontrados em sua forma livre (aglicona) ou
conjugada a acucares (glicosideos). Quando presente nos alimentos, os flavonoides
estdo na forma glicosidica e apds serem ingeridos e ao chegarem ao intestino grosso
passam para a forma aglicona. Os flavonoides das frutas citricas, como a hesperidina
e a naringinina, sdo absorvidos no trato gastrointestinal, apds deglicosilacdo por
bactérias intestinais. Apds a degradacdo da hesperidina pelas enterobactérias,
pesquisas apontam pequenas concentracdes dos metabdlicos 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 concentragdes no sangue mesmo ap0s uma grande
ingestdo. Devido a isso, apesar das diversas atividades farmacoldgicas in vitro
descritas na literatura, a hesperidina possui eficacia terapéutica limitada quando
administrada via oral (MANACH et al., 2003).

Uma alternativa para a melhorar a eficacia terapéutica da hesperidina, a partir
do aumento do tempo de retencédo no organismo e reducao de efeitos adversos, € a
utilizagcéo de sistemas nanocarreadores de farmacos, como as nanoparticulas (DING
et al., 2015; MA et al., 2001; ZHANG et al., 2012).

Desta forma, devido as diversas atividades farmacoldgicas descritas e aos
poucos trabalhos na literatura que a apresentam sendo utilizada em formulacdes
nanoencapsuladas, a hesperidina se mostrou mais promissora quando comparada

com outros flavonoides.
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Uma ampla variedade de materiais poliméricos pode ser utlizada nas
formulacbes de nanoparticulas. Dentre estes, os polimeros biodegradaveis sdo os
preferiveis, devido ao seu baixo custo, biocompatibilidade, degradacédo espontanea
no organismo e atoxicidade (RIBEIRO et al., 2013; WU, C. et al., 2000).
Nanoparticulas biodegradaveis, como as produzidas com proteinas, sdo muito
estudadas como sistemas de liberacdo de farmacos, onde os sistemas preparados
com proteinas podem ser promissores.

Neste trabalho, a proteina utilizada para a producdo de nanoparticulas foi a
gliadina. A gliadina € uma proteina monomerica, solivel em solugédo aquosa alcodlica.
As caracteristicas de hidrofobicidade e solubilidade da gliadina permitem o
desenvolvimento de nanoparticulas que possam proteger o encapsulamento e
controlar a liberacdo de farmacos (JAHANSHAHI, 2008). Com relacdo as suas
propriedades, essa proteina monomeérica apresenta uma baixa solubilidade em agua
ou em solucgBes salinas neutras, e essa caracteristica se deve ao seu elevado teor de
aminoacidos apolares acidos, tais como a glicina e prolina e baixa quantidade de
aminodacidos de cadeias laterais ionizaveis, por outro lado, apresenta solubilidade em
solugcbes hidroalcodlicas (70% v/v) e tem como aspectos principais a
viscoelasticidade, espumabilidade e mucoadesdo (BELITZ, GROSCH E
SCHIEBERLE, 2009).

Nesse contexto, BANC et al. (2007) relataram que a gliadina possui alguns
pontos positivos que favorecem sua utilizagdo na indudstria alimenticia e farmacoldgica
como possivel forma alternativa para substituicdo das proteinas de fonte animal que
por sua vez possuem em sua composicdo prions, ou seja, moléculas com
propriedades infectantes que podem provocar doencas. Entre essas vantagens
destacam-se o baixo custo, oferta abundante por ser de origem vegetal e ainda possuir
regides hidrofilicas e hidrofébicas. Em funcéo desse carater anfipatico sua superficie
pode ser muito ativa. Dessa forma, acredita-se que o desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados possa melhorar a solubilidade da gliadina, permitindo dessa forma
gue a mesma seja uma alternativa viavel para a encapsulacdo e entrega controlada
de farmacos ou produtos naturais hidrofébicos e anfifilicos via administracdo oral
(ARANGOA et al., 2001).
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Neste trabalho, nanoparticulas de gliadina contendo hesperidina revestidas
com quitosana foram produzidas pelo método de dessolvatacdo com posterior
evaporacao de solvente. As nanoparticulas produzidas foram caracterizadas fisico-
guimicamente e biologicamente a partir da avaliagdo de suas propriedades

antitumorais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanoparticulas

Nanoparticulas é o nome dado a estruturas compostas por nanoesferas e

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

nanoesferas sdo compostas por uma matriz polimérica na qual o farmaco pode ser

retido ou dissolvido, ou ainda adsorvido em sua superficie; jA as nanocépsulas

possuem uma camada externa polimérica e um nucleo interno no qual o farmaco
também pode ser dissolvido ou adsorvido (MAINARDES; EVANGELISTA, 2005).

A Figura 1 representa esquematicamente a estrutura dos dois tipos de

nanoparticulas encontrados.

Figura 1- Representacdo esquematica de A) nanocépsula e B) nanoesfera

(A) (B)
=]
® @ <= droga encapsulada
® 9 : P
® «—— matriz polimérica
(]
®e
@ <— droga dispersa

f

droga adsorvida

Fonte: adaptado de Khalil et al. (2013)

As nanoparticulas apresentam como caracteristicas alta seletividade, o

aumento na eficiéncia terapéutica, menor interacdo com outras drogas associadas,

além de possuir baixa toxicidade. Como as nanoparticulas sdo muito seletivas devido

as células ou 6rgédos sitios especificos e a incorporacdo do farmaco nestas, ocorre

uma reducdo nos efeitos adversos quando comparado ao farmaco livre (CHENG et

al., 2012; YASSIN et al., 2010).
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Polimeros biodegradaveis s&o utilizados normalmente em aplicacbes
biomédicas, devido a sua biocompatibilidade e atoxicidade ao organismo (WU, C. et
al., 2000). Além disso, a utilizacao destes polimeros permite uma alta estabilidade em
fluidos biologicos e durante seu tempo de armazenamento (NIANPING et al., 2008).

Um biomaterial considerado biodegradavel ndo deve ocasionar inflamacao
sustentada ou toxicidade de nenhum tipo, além de possuir um tempo de vida util
aceitavel, ser degradado naturalmente e o tempo de degradacédo deve coincidir com
o tempo de tratamento para o qual esta sendo utilizado e possuir propriedades
mecanicas e de permeabilidade adequadas ao seu proposito (NAIR; LAURENCIN,
2007).

2.2 Gliadina

A gliadina (Figura 2) € uma sub-unidade do glaten, que € uma proteina. O gluten
€ encontrado geralmente no trigo, cevada, centeio, entre outros. A caracteristica da
elasticidade do gluten é advinda da gliadina, presente no meio organico e aquo-
organicos, sendo também responsavel pela extensibilidade (MONTEIRO, 2004). As
proteinas adicionadas aos solventes resultam que 0s 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? a
78.000 g.molt, e em termos bioquimicos e genéticos, técnicas de mobilidade
eletroforética demonstraram que essa proteina apresenta subfragdes: a, B,y e w e
estas podem sofrer deterioracdo em baixas temperaturas e, portanto sao sensiveis a
armazenagem por congelamento. A falta de residuos de cisteina distingue os
polipeptidios w-gliadina. As outras fragdes incluem 6 (a e B) e 8 (y) residuos de
cisteina, todos envolvidos em liga¢gdes 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 composi¢cdo, uma vez que a gliadina é rica em residuos neutros e
lipofilicos e dessa forma os aminoacidos neutros promovem vérias ligacdes de
hidrogénio com a mucosa e os componentes lipofilicos interagem com o epitélio por

meio de interacbes hidrofébicas permitindo maior retencdo e biodistribuicdo da
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molécula nesse local (ARANGOA et al., 2001; UMAMAHESHWARI; RAMTEKE; JAIN,
2004).

Alguns pesquisadores relatam que apOs reacdo de desaminacdo acida ha
aumento da solubilidade da gliadina em agua e essa modificagcdo aumenta a atividade
superficial e exposicdo dos seus grupos hidrofébicos e, portanto, esse tipo de
estrutura flexivel permite a essa proteina ligar-se fortemente com polifendis e o que
favorece seu uso como aditivo alimentar (BOURVELLEC; RENARD, 2012; QIU et al.,
2013).

Cabe ressaltar que seu baixo conteudo de aminoacidos carregados positivo e
negativamente, faz da gliadina fracamente ionizada por toda faixa de pH e ainda
favorece a agregacdo desordenada em solucbes aquosas, assim sendo, 0
desenvolvimento de técnicas que empregam a interacdo de polissacarideos e
proteinas vegetais tém sido utilizadas para diminuir a aglutinagédo proteica e garantir
tamanho reduzido das particulas (HU; MCCLEMENTS, 2015; LIANG et al., 2015; WU
et al., 2018).

Figura 2 — Representacédo da estrutura quimica da Gliadina

Gliadina

Fdormula Molecular: CzsHs41N7O2

Fonte: Site Dreamstime Free use
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2.3 Hesperidina

A hesperidina é um flavonoide citrico, classificado como uma flavanona
glicosidica, com estrutura quimica constituida pela hesperitina (forma aglicona) ligada
aos acucares glicose e a ramnose na posi¢ao 7 (YAMADA, et al., 2006). A hesperidina
€ encontrada naturalmente em frutas citricas, principalmente no suco de laranja
(MANTHEY et al., 2001). Apesar de ser reconhecida a importancia biolégica dos
flavonoides citricos, ainda ndo ha recomendacdes para a ingestdo (KNEKT et al.,
2002).

A hesperidina esta relacionada com mdltiplas atividades bioldgicas, tais como
anti-inflamatéria, antiviral, hipolipidémica, 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
soluvel em agua, o que a torna pouco biodisponivel para o organismo (YAMADA et
al., 2006).

A Figura 3 apresenta estrutura molecular da hesperidina.

Figura 3 — Estrutura molecular da hesperidina

CH,

OCH,

O.“\

OH

Fonte: Do autor (Adaptado de DrugBank)

Para tentar descrever a absorcao da hesperidina, Booth (1958) citado por Garg,
et. al (2001), fez um estudo em que homens brancos e saudaveis de 25 anos foram
voluntarios a tomar 500 mg da droga e a mesma quantidade de suco de laranja e uva.

Apos administracao 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 citricas passam por um processo de glucorinizacdo antes
de serem excretadas através da urina. A suplementacdo 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 associacdo mais conhecida de hesperidina € o Daflon — 500
mg ®, que contém 50 mg de hesperidina e 450 mg de diosmina, que € outro
flavonoide, diferenciando-se da hesperidina somente pela insaturacéo entre o C-2 e
C-3 (GUILLOT et al., 1989).

A determinacdo de hesperidina em diferentes matrizes ocorre por técnicas
utilizando HPLC, como demonstrado por Cheng et al. (2012) que determinou a
concentragdo de hesperidina em plasma de ratos. Cheng et al. (2012) utilizou uma
faixa de concentracdo de 0,1 a 25 pg.mL1e apresentou LQ e LD nos valores de 0,11
e 0,035 pg.mL*? respectivamente. Também Saeidi et al. (2012) determinou a
concentracdo de hesperidina e outros flavonoides utilizando técnica por HPLC em
diversos sucos.

Também existem estudos demonstrando a determinacdo de hesperidina
utilizando espectrofotometria de absorcdo 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 concentracdo de 100 a 1000 pg.mL™. Ja
Costa (2018), em seu estudo, determinou a concentragdo do composto hesperidina
em diversas nanoparticulas lipidicas utilizando técnicas de espectrofotometria
molecular por UV-Vis.

Neste trabalho a determinacdo do composto hesperidina foi realizada utilizando
espectrofotometria de absor¢cdo molecular de UV-Vis, devido ao seu baixo custo e
menor tempo de analise quando comparado a técnicas utilizando HPLC, que sao

geralmente mais dispendiosas e de maior custo.
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2.4 Quitosana

A quitosana (Figura 4) € um polissacarideo amino, obtido através do processo
de desacetilacdo da quitina, sendo encontrada na natureza principalmente em
exoesqueletos de insetos e crustaceos. E um composto de custo acessivel, atoxico,
renovavel e biodegradavel, o que a torna um material potencialmente atraente para
usos diversos, principalmente nas areas médica e farmacéutica, sendo amplamente
estudado para tais aplicacbes (AZEVEDO et al., 2007).

Devido a sua natureza policatibnica, a quitosana apresenta moldabilidade
quando em contato com solu¢bes &cidas, sendo amplamente demonstrada na
literatura sua solubilidade em acido acético em 1% (v/v). Outra caracteristica quimica
da quitosana consiste na possibilidade de modificacdes das estruturas a fim de obter
diversas formas de interacdo quimica e resisténcia mecanica (MONTEIRO et al.,
1999; TORRES et al., 2005).

A quitosana é utilizada para revestimento em sistemas nanocarreadores de
diversos farmacos, 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 — Representacédo da estrutura quimica da Quitosana

HOH,C NH;
| O ) HO o
HO 0
B NH HOH,C N
quitosana

Fonte: adaptado de Assis e Silva (2003)

mn
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2.5 Métodos de preparacdo de nanoparticulas proteicas
2.5.1 Dessolvatacao

Esse método, também chamado de coacervacdo € o método mais usado na
preparacdo de nanoparticulas de proteinas, inclusive gliadina. Os efeitos da variacdo
de vérios fatores na formacéo de nanoparticulas tém sido estudados, especialmente
em nanoparticulas de albumina, zeina e gliadina (LOHCHAROENKAL et al., 2014;
WANG et al., 2008).

A dessolvatacdo é baseada na diferenca da solubilidade de proteinas em
solventes. O processo de dessolvatacao reduz a solubilidade da proteina em um meio
aquoso, o que leva a separacédo de fases, sendo importante a adicdo de um agente
dessolvatante para a coacervacgao da proteina. Solventes organicos como acetona e
etanol sdo utilizados como anti-solventes para a preparacdo de nanoparticulas de
proteinas (LANGER et al., 2003).

O método de dessolvatacdo foi utilizado neste trabalho devido as
caracteristicas dos componentes utilizados na producdo das nanoparticulas. Além
disso, alguns outros trabalhos que utilizaram gliadina ja reportaram a utilizacdo do
método de dessolvatacdo com posterior evaporacao de solvente, como descrito por
Arangoa et al. (2001) e Joye et al. (2015).

2.5.2 Emulsao

Neste método de preparacdo de nanoparticulas por emulsdo ou nanoemulséo,
uma solucdo aquosa contendo a proteina € emulsionada em 6leo utilizando um
homogeneizador de alta velocidade ou emulsificador ultrassénico. As nanoparticulas
obtidas sédo formadas na interface agua/éleo (YANG et al.,2007).

Apesar de ser um método bastante utilizado, geralmente o tamanho médio das
nanoparticulas preparadas por este método € maior do que o obtido pelo método de
dessolvatacdo o que pode ser uma desvantagem para aplicacdes farmacéuticas
(LOHCHAROENKAL et al., 2014; MULLER et al., 1996).
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2.5.3 Electrospray

A producédo de nanoparticulas proteicas utilizando Electrospray é uma técnica
relativamente recente quando comparada as outras técnicas existentes para
preparacdo de nanoparticulas proteicas.

Neste método de producdo, uma alta voltagem é aplicada a uma solucao
contendo a proteina desejada. Essa solucdo é liberada através de um emissor que
emite uma corrente de jato que forma goticulas de liquido aerossolizado. As goticulas
aerossolizadas produzem nanoparticulas de tamanho coloidal que sédo entéo
coletadas e armazenadas de forma adequada para analises posteriores (GULFAM et

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

2.6 Validacdo de método Analitico

Existem varias definicdes para validacdo de método analitico, dependendo da
instituicdo que a define bem como dos parametros avaliados e as amostras
analisadas. Essas diversas definicbes demonstram a amplitude da importancia da
validacdo do método em procedimentos analiticos.

De acordo com Valentini et al. (2007), a validacdo de procedimentos: " é a
ferramenta adequada para garantir a confiabilidade de instalacdo de um processo
produtivo, de equipamento novo e, inclusive, da metodologia analitica."

A validacdo de um método analitico incorpora o desenvolvimento, adaptacao
ou utilizacdo de metodologia conhecida e a realizagdo de um processo que avalie sua
eficiéncia através de alguns parametros, entre eles: linearidade, precisao,
sensibilidade, limite de quantificagéo e exatiddo (ANVISA, 2003; BRITO et al., 2003).
Além disso, o objetivo da validagdo de determinado método analitico € demonstrar
que ele é exato para a utilizacéo a qual é destinado (ICH, 1996).

De acordo com a ANVISA (2003), a validacdo tem a funcédo de garantir que
determinado método esteja de acordo com as exigéncias das aplicacbes analiticas
através de resultados experimentais, para que dessa forma a validacdo possa

assegurar que os dados obtidos em uma analise com meétodo validado sejam
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confidveis. Além disso, a validacdo garante que determinado método analitico
apresente resultados reprodutiveis e confiaveis (MATIOLI et al., 2004).

Segundo a United States Pharmacopeia XXIV (2000), a validacdo de métodos
analiticos é um processo realizado no laboratério que define quais parametros do
método cumprem 0s requisitos necessarios para as aplicagées de analise confiaveis.

Os parametros de validacado geralmente mais utilizados em uma otimizacao
analitica e que foram analisados neste trabalho, especificadamente sdo: linearidade,

limites de deteccao e quantificacdo, precisao e exatidao.
2.6.1 Linearidade

A linearidade est& diretamente relacionada com a capacidade que um método
analitico tem de obter resultados que sejam linearmente proporcionais a concentracao
do analito em determinada faixa de analise (BRITO et al., 2003). Geralmente, para o
estudo da linearidade é recomendada a utilizacéo de, pelo menos, de 5 concentracfes
diferentes do analito de interesse (ICH, 1996).

Apoés analisar visualmente os graficos entre a concentracdo do analito e o
parametro de medida do equipamento, deve-se observar a existéncia da relacao linear
entre os mesmos. Os resultados devem ser tratados por métodos estatisticos
especificos que possam determinar alguns fatores, tais como os coeficientes de
correlacdo linear e angular, a interseccdo com o eixo Y, além da soma residual da
regressao linear e o desvio padréo relativo (RSD%) da analise realizada (ANVISA,
2003). Para que um método apresente linearidade adequada, o coeficiente de
correlacéo linear deve ser igual a um e o coeficiente angular deve ser diferente de
zero (BRITO et al., 2003).

2.6.2 Limite de Detecgao (LD)

De acordo com o0 ICH (1996): " O limite de deteccéo é determinado pela analise
de amostras com concentragdes conhecidas de analito e pelo estabelecimento do
nivel minimo no qual o analito pode ser detectado de forma confiavel." Desta forma,

pode-se dizer que o limite de detec¢cdo é o menor valor de concentracdo do analito
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encontrado em uma amostra que pode ser detectado, mas ndo automaticamente
quantificado, nas condi¢cdes experimentais realizadas (ANVISA, 2003).
Utilizando os valores de desvio padrao e da inclinacdo da curva analitica o valor

de limite de detecgéo pode ser calculado através da Equacéo 1:

LD =22 @)

Onde:

SD: desvio padréo do sinal analitico de 10 medidas do branco
m: inclinacdo da curva de calibracao

2.6.3 Limite de Quantificagao (LQ)

De acordo com a ANVISA (2003), o limite de quantificacdo: "€ a menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com preciséo e
exatiddo aceitaveis sob as condicbes experimentais estabelecidas". O limite de
quantificacdo é um parametro de validag&o utilizado tanto para ensaios quantitativos
de impurezas como para produtos de degradacdo em farmacos, sendo geralmente
expresso em unidades de concentracdo do analito na amostra analisada (ANVISA,
2003).

O limite de quantificacdo (Equacao 2) é determinado através da andlise de
amostras com diferentes concentragbes de analito, no qual &€ determinado o menor
valor em que o analito pode ser quantificado com exatidao e precisao aceitaveis (ICH,
1996).

10 SD

LQ = (2)
Onde:

SD: desvio padrdo do sinal analitico de 10 medidas do branco
m: inclinacdo da curva de calibracao
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2.6.4 Precisao

A precisdo é a andlise da proximidade dos valores obtidos em uma média de
varias medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisédo
pode ser avaliada através da repetibilidade, da precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade (ANVISA, 2003).

A repetibilidade, também conhecida como precisdo intra-corridas é a
semelhanca entre os resultados obtidos em um periodo curto de tempo em analises
realizadas com o mesmo analista e mesma instrumentacdo, sendo que a
repetibilidade do método deve ser verificada por, pelo menos, nove determinacdes
(ANVISA, 2003).

A preciséo intermediaria (dita como precisao inter-corridas) é expressa pela
concordancia entre os resultados obtidos em um mesmo laboratorio, mas realizados
em diferentes dias, com analistas e equipamentos diferentes, no qual o tempo minimo
indicado entre as andlises é dois dias de diferenca. J& a reprodutibilidade é expressa
através da concordancia entre os resultados obtidos em laboratorios diferentes
(ANVISA, 2003).

Os valores de repetitividade e precisao intermediaria podem ser calculados
pelos desvios padréo relativos (RSD%) utilizando a Equagéo 3 (AOAC, 2012):

RSDR = (i) x 100 (3)
Onde:

s € o desvio padréo da média das amostras;
x € a média das amostras.

2.6.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico apresenta a proximidade de concordancia
entre um valor tedrico ou de referéncia aceito e o valor encontrado experimentalmente
durante a andlise. A exatiddo pode ser calculada através da adicdo de padrdo com
valores de concentracdo conhecidos e determinados pelo analista. Para se encontrar

a exatidao, é calculada a porcentagem que € recuperada da quantidade conhecida do
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analito que foi adicionado a amostra. Também pode ser encontrada através da
diferenca porcentual entre as médias e o valor de que foi adicionado, sendo acrescido
os intervalos de confianca (ANVISA, 2003; NATA, 2012). A Equacao 4 apresenta a

férmula de como expressar a exatidao.

Rec (%) = C1C—C2

x 100% (4)

Onde:

C1: concentracéo do analito obtido ap6s a fortificacao;
C2: concentracdo do analito na amostra;
C3: concentragdo do analito adicionado a amostra.
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3 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar fisico-quimicamente e avaliar a atividade terapéutica

de nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana carreadoras de hesperidina.

3.2 Objetivos Especificos

e Produzir nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana contendo
hesperidina pelo método de dessolvatagdo com posterior evaporagao de solvente.

e Desenvolver e validar metodologia analitica por espectroscopia de absorcao
molecular de UV-Visivel para quantificacdo de hesperidina em meio de liberacdo in
vitro.

e Caracterizar fisico-quimicamente as nanoparticulas produzidas quanto ao seu
diametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacao,
morfologia e estabilidade.

e Avaliar a liberacéo in vitro da hesperidina a partir das nanoparticulas de gliadina
revestidas com quitosana carreadoras de hesperidina por espectroscopia de UV-
visivel.

e Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas através de células vero.

e Avaliar a atividade antitumoral das nanoparticulas produzidas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados caseinato de sodio, 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 CaCl:
adquiridos da Biotec® (Brasil). O etanol foi adquirido da FMaia (Brasil) e &cido acético
da marca Sigma-Aldrich® (Missouri, EUA). A agua foi purificada usando um sistema
Milli-Q Plus (Millipore) com uma condutividade de 18 MQ. Também foi utilizado
Espectrofotdmetro UV (UV-1800, Shimadzu Corporation., Ltd., Japan), uma bomba
peristaltica (Ismatec), uma centrifuga refrigerada (Hermle).

4.1 Procedimento de obtencdo de nanoparticulas 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 solugdo aquosa contendo CaClz e um estabilizador
1% (m/v). Na sequéncia foi adicionado 2 mL da solu¢do com hesperidina em 2 mL da
solucdo com gliadina. Entdo, foi vertida a solugcédo resultante em 9 mL da solucéo
aquosa com CacCl: e estabilizador com gotejamento utilizando uma bomba peristaltica.
Em seguida, o sistema ficou 15 min sob agitacdo, sendo entdo levado ao rota-
evaporador por 20 min a 37 °C, sendo finalmente centrifugado por 20 min a 16.000
rom a 15 °C. O procedimento descrito foi adaptado e modificado a partir do trabalho
publicado por Arangoa et al., (2001) e esta representado em forma de fluxograma na

Figura 5.
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Figura 5 — Fluxograma do procedimento de obtencdo de nanoparticulas de gliadina
contendo hesperidina

Solucdo Cacl,

10 mL etanol 70 % (v/v) Estabilizador 1% {m/v)
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4.2 Delineamento Fatorial

ApOs constante pesquisa bibliogréafica sobre o tema, buscou-se desenvolver um
método de producdo de nanoparticulas de gliadina que apresentasse resultados
satisfatérios quanto ao Diametro Médio, indice de Polidispersdo, Potencial Zeta e
Eficiéncia de Encapsulacdo da hesperidina das nanoparticulas produzidas. Foi
realizado um delineamento fatorial 32 utilizando o protocolo do item 4.1 para encontrar
a melhor condicdo de produgdo das nanoparticulas de gliadina, com o objetivo de
verificar as influéncias das variaveis independentes na producdo das nanoparticulas
de gliadina. As variaveis independentes avaliadas foram:

e Concentragao de CaCl2(0,5 (C1); 1 (C2); 2 (C3)%(m/v));
e Estabilizadores: PLURONIC F68 (E1), TWEEN 80 (E2), CASEINATO DE SODIO
(E3).

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

resultados obtidos, foram:
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e Diametro médio das particulas;
e Indice de polidispersao;
e Potencial zeta das particulas;

e Eficiéncia de encapsulacéo.

Dessa forma, o delineamento fatorial inicialmente proposto é apresentado na
Tabela 1. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e tiveram seus desvios
padrdo apresentados. Foram realizados 9 experimentos em triplicata, totalizando 27

experimentos.

Tabela 1 — Representacédo de Delineamento Fatorial 32 utilizando as variaveis Concentracéo de
CacCl; (C) e Estabilizador (E)

Experimento Cl C2 C3 El E2 E3
1 + - - + - -
2 + - - - + -
3 + - - - - +
4 - + - + - -
5 - + - - + -
6 - + - - - +
7 - - + + - -
8 - - + - + -
9 - - + - - +

Fonte: Do autor

4.3 Procedimento para revestimento com Quitosana

Apés a obtengdo das nanoparticulas, estas foram ressuspensas em 1 mL de
solugéao 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 acido acético 1% (v/v), sendo filtrada e armazenada em geladeira. Apos o periodo
na incubadora, as nanoparticulas foram centrifugadas por 20 min a 16000 rpm e 15
°C, sendo entdo ressuspensas em agua e armazenadas na geladeira (Pauluk et al.,
2019).
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4.4 Validacao de método espectrofotométrico para determinacéo de Hesperidina
livre em disperséo coloidal de nanoparticulas de gliadina revestidas com
quitosana

A espectroscopia de absorcdo molecular por UV-visivel apresenta-se como
uma alternativa interessante para a determinacdo do composto hesperidina. Essa
técnica é relativamente rgpida e de baixo custo comparada as cromatograficas. Com
isso, foi realizada a validacdo de uma metodologia utilizando espectrofotémetro
molecular de UV-Vis para a quantificacdo de hesperidina em meio de liberac&o in vitro
utilizando os parametros analiticos: linearidade, limites de deteccdo e quantificacéo,
exatidao e precisdo. Foi realizada uma varredura na faixa de comprimento de onda de
200 a 400 nm, sendo que o comprimento de onda utilizado para validacéo foi 283 nm,
no qual ocorreu a maxima absorcdo 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 limpida. Com o método validado foi possivel monitorar a quantidade da

substéancia ativa na formulacéo farmacéutica.
4.4.1 Curvas de Calibragao

Foram utilizadas curvas de calibragdo externa, em triplicata, para a
determinacao da hesperidina livre nas amostras. A curva analitica para quantificacao
da hesperidina foi realizada utilizando a faixa de concentracéo de 10 a 100 mg/L em
solucéo etandlica 70% (v/v) devido a solubilidade da amostra em meio etandlico.
Brancos analiticos foram preparados usando as nanoparticulas vazias para mimetizar
a matriz contendo a hesperidina, reproduzindo o processo de producdo das

nanoparticulas e solubilizando em agua ultrapura.
4.4.2 Linearidade

Para avaliar a linearidade das curvas analiticas, a partir dos dados de
calibracéo, realizou-se a analise de regresséo linear e o teste de falta de ajuste, com
um nivel de confianca de 95%. O tratamento estatistico foi realizado utilizando o
software Minitab (16.2.2). A linearidade foi calculada a partir de medidas em triplicata

da curva analitica.
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4.4.3 Limites de Detecgao (LD) e Quantificagao (LQ)

Para calcular os limites de deteccdo e quantificacdo dos métodos foram
realizadas 10 medidas do branco. O limite de detecc¢éo (LD) e o limite de quantificacéo
(LQ) foram calculados pelo método da Curva Analitica, de acordo com o ICH (1996)

utilizando as seguintes Equacdes 1 e 2:

LD = = (1)
10SD

LQ=— (2)
Onde:

SD: desvio padréo do sinal analitico de 10 medidas do branco
m: inclinag&o da curva de calibragéo

4.4.4 Precisao

A precisdo do método foi analisada a partir do estudo da repetitividade e da
precisdo intermediaria para o composto hesperidina. Para o teste de repetitividade,
foram preparadas e realizadas trés medidas das amostras durante o mesmo dia. Para
avaliar a precisdo intermediaria, as amostras foram preparadas e medidas em
triplicata, durante 3 dias consecutivos. Em amostras de nanoparticulas vazias (sem
hesperidina) foram adicionadas concentracdes de 50 mg/L de hesperidina. Os valores
de repetitividade e precisdo intermediaria foram calculados pelos desvios padrao
relativos (RSD%) utilizando a Equagéo 3 (AOAC, 2012).

RSDR = (E) x 100 (3)

Onde S: desvio padréo da média das amostras e x: média das amostras.
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4.4.5 Exatidao

O parametro exatiddo foi avaliado através de estudos de recuperacdo por
adicdo do composto hesperidina em amostras contendo nanoparticulas vazias. O
composto hesperidina foi adicionado em dois niveis de concentra¢des conhecidos (1,0
e 10 mg.L?), sendo que as andlises foram realizadas em triplicata para cada
concentracéo. A exatidao foi avaliada a partir da taxa de recuperacao (%), de acordo
com a Equacéo 4 (NATA, 2011).

Rec (%) = c1-c2

X 100% 4)
Onde:

C1: concentragédo do analito obtido apds a adicéo,
C2: concentragdo do analito na amostra e
C3: concentragéo do analito adicionado a amostra.

4.5 Caracterizacdao fisico-quimica das nanoparticulas

4.51 Determinagdo do diametro médio e indice de polidispersao das
nanoparticulas

Os parametros diametro médio e indice de polidispersdo das nanoparticulas
foram avaliados por equipamento de espalhamento dinamico de luz (BIC 90 Plus,
Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY). Todas as medicbes foram realizadas
em triplicata com um angulo de espalhamento de 90 ° a 25 ° C e um comprimento de
onda do laser fixado em 659 nm.

4.5.2 Determinagao do Potencial Zeta

Para a analise do potencial Zeta (PZ) das dispersfes de nanoparticulas foi
utiizado o método de anemometria de laser Doppler baseado na mobilidade
eletroforética destas. As amostras foram diluidas em solugdo aquosa de KCI 1mM,
para manutencao da constante ibnica durante a medic¢ao, e acondicionadas em célula
eletroforética a 25 °C e com aplicacdo de + 150 mV. Para cada amostra foram

estabelecidas 3 determinacbes do potencial de superficie, seguido do calculo da
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média e desvio padrdo. O potencial zeta foi avaliado através de um aparelho ZetaSizer
ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK), utilizado no Centro de Ciéncias
Moleculares e Nanotecnologia (CCMN) da UNICENTRO.

4.5.3 Eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

A Eficiéncia de Encapsulacéo da hesperidina foi determinada indiretamente por
espectrofotometro de UV (UV-1800, Shimadzu Corporation., Ltd., Jap&o) a 283 nm.
As amostras analisadas foram os sobrenadantes contendo a hesperidina né&o
encapsulada resultante da ultracentrifugacdo das nanoparticulas. A Eficiéncia de

Encapsulacao foi calculado de acordo com a Equacéao 5:

) __ (Total da hesperidina—Hesperidina presente no sobrenadante)

EE(%

X100  (5)

Total da hesperidina

4.5.4 Morfologia

A morfologia das nanoparticulas foi analisada por microscopia eletrénica de
varredura (SEM - Hitachi, TM3000 XSTREAM2.). Uma gota de dispersao das
nanoparticulas, apés secagem, foi recoberta com ouro coloidal sob vacuo e analisada
a uma tensdo de 10,0 kV para a obtencdo das micrografias da amostra. O
equipamento foi utilizado no laboratério do Centro de Pesquisas Avancadas

Ambientais, Bioenergéticas e Biotecnologicas (Ambiotec) da UNICENTRO.

4.5.5 Estabilidade das nanoparticulas de gliadina carreadoras de hesperidina

As nanoparticulas produzidas foram avaliadas perante sua estabilidade em
solugdo aquosa. O ensaio teve duragdo de 4 meses, nos quais foram avaliados
parametros como diametro meédio, indice de polidispersdo 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 Determinacao do perfil de liberagao in vitro da hesperidina a partir das

nanoparticulas de gliadina

O perfil de liberacdo das nanoparticulas foi obtido a partir da dissolucdo destas
em um meio receptor em condi¢Bes sink. Foi realizado pelo método de agitacdo em
shaker, com subsequente ultracentrifugacédo (CASA et al., 2014). As nanoparticulas
de gliadina contendo 0,3 mg de hesperidina encapsulada foram dispersas em 1 mL
da solucdo tampédo PBS 50 mM, pH 7,4. As amostras foram entdo incubadas em
shaker com agitacdo orbital a 37,5 °C 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 °C, tendo o
sobrenadante retirado e analisado por espectroscopia. O precipitado resultante de
cada etapa foi ressuspenso e retornou a incubacédo. A quantidade cumulativa de
hesperidina liberada das nanoparticulas foi calculada pela Equacéo 6 (ITALIA et al.,

2009). As andlises foram realizadas em triplicata.

% cumulativo = % x 100 (6)

Onde:

Q1: quantidade de hesperidina liberada no tempo (t)
Q2: quantidade inicial de hesperidina presente nas nanoparticulas de gliadina

Para a determinacéo das concentracdes de hesperidina foi utilizada a equacéo
da reta da curva analitica 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 gastrico simulado (FGS) e intestinal
simulado (FIS)

Foi realizado pelo método de agitacdo em shaker, com subsequente
ultracentrifugacdo (CASA et al., 2014) para avaliar a resisténcia das nanoparticulas a
liberacdo da hesperidina. Os fluidos gastrointestinais foram preparados de acordo com

a metodologia proposta na Resolugcao 37 (Anvisa, 2003) com adi¢do de enzimas. As
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nanoparticulas contendo 0,7 mg de hesperidina foram dispersas em 1 mL de fluido
gastrico simulado com pH 1,2, sendo entdo incubadas em shaker a 37,5 °C, 150 rpm,
por 2h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 20 min a 16000 rpm e 15
°C, e entdo ressuspensas em 1 mL de fluido 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 ultracentrifugacdes foi
analisado por espectroscopia utilizando o método descrito no item 4.4. a fim de

quantificar a hesperidina liberada das nanoparticulas.

4.5.8 Avaliagdo da citotoxicidade das nanoparticulas contendo hesperidina

sobre linhagens tumorais e células vero
4.5.8.1 Cultura Celular

Células Vero; HelLa (adenocarcinoma do colo do utero humano); Caco-2
(adenocarcinoma do célon humano) e o HT-29 (adenocarcinoma colorrectal humano)
foram mantidos em DMEM suplementado com 10% de FBS a 37 °C sob atmosfera de
5% de COz2. As células PC-3 (adenocarcinoma da préstata humana) foram mantidas
em meio de Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de
FBS a 37 sob atmosfera de CO:2 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, HelLa, PC-3, Caco-2 e HT-29 utilizando o
ensaio de viabilidade celular de reducdo de MTT. Este método baseia-se na
capacidade das células de converter o sal de tetrazodlio (brometo de 3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio) de cor amarela num composto purpura
insoltvel, denominado formazan, que ocorre quando ha capacidade mitocondrial
integrada. A quantidade de formazan é determinada espectroscopicamente apds a
solubilizacdo em DMSO (GRELA et al., 2018). As linhas celulares foram plaqueadas

auma densidade de 5 x 10° células / mL numa placa de cultura de células de 96 pocos
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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 concentracdes crescentes (0,1 - 500 ug / mL)
por 72h. ApoGs o tratamento, as células foram incubadas na presenca de MTT (2 mg /
mL) durante 4h a 37 °C. O sobrenadante foi removido e foi adicionado DMSO, e com
a completa solubilizagdo dos cristais de formazan a leitura da absorbancia foi
realizada a 570 nm em um espectrofotdmetro de microplacas (Power Wave XS - Bio-
Tek). A porcentagem que inibiu a absorbancia de 50% em relac&o ao controle (CCso
ou ICso) foi determinada. Também foi construido um gréafico da viabilidade celular

versus concentracdo, para cada tipo de célula.

4.6 Andlise dos dados e estatistica
Os dados obtidos foram analisados através de testes utilizando os softwares
estatistico Minitab 16.0, GraphPad Prism 8 e Scientist 3.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo das nanoparticulas de gliadina contendo hesperidina

Apés a realizagdo dos experimentos, de acordo com o protocolo apresentado
no item 4.1. foram obtidos e analisados os seguintes dados referentes as
nanoparticulas produzidas em cada experimento do delineamento fatorial: diametro
meédio, indice de polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacédo. Dessa

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

Tabela 2 — Didmetro médio, indice de polidisperséo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulagéo
de nanoparticulas obtidas segundo o delineamento fatorial 32

Experimento Diametro Médio indice de Potencial Zeta Eficiéncia de
(nm) Polidisperséao (mV) encapsulacéao (%)
1 179,6 £+ 23,32 0,255+0,116 -7,43+£0,552 50,84 + 5,06
2 177,9+2255 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 -149+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 variaveis
independentes interferiram nos resultados, principalmente na variavel dependente
Diametro Médio, ou seja, a média do tamanho das nanoparticulas de gliadina
produzidas.

Observou-se que ao utlizar o caseinato de sodio, o tamanho das
nanoparticulas aumentou consideravelmente, estando na escala de micrometro, o que
nao é desejavel. Assim, pode-se considerar que 0s experimentos 3, 6 e 9, que

continham caseinato de sédio, mostraram-se inadequados para esta pesquisa.
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Ja a utilizacao do estabilizador Tween 80® também proporcionou um aumento
do tamanho das nanoparticulas, exceto no experimento 2, onde o Diametro Médio foi
de 177,9 nm, que apesar de adequado, apresentou um indice de Polidispersdo maior
que 0,250, o que ndo o torna um experimento adequado. Dessa forma, o0s
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
nanoparticulas com tamanho médio de 187 £ 20 nm. Em outro trabalho presente na
literatura, a utilizacéo do Pluronic F68® forneceu nanoparticulas com tamanhos 460 +
19 nm, como demonstrado por Arangoa et al., (2001). Dessa forma, o Diametro Médio
obtido neste trabalho no experimento 4 foi ainda menor, mostrando-se adequado.

Nesses experimentos, 0os tamanhos médios obtidos, foram de respectivamente
179,6; 226,5 e 257,4 nm. Esses experimentos produziram nanoparticulas com
tamanhos satisfatérios e apresentaram baixo desvio padrédo, o que indica que séo
experimentos com alta reprodutibilidade. Dessa forma, com relacdo ao tamanho,
esses experimentos se mostraram adequados. Dentre os experimentos 1, 4 e 7,
somente o experimento 1 apresentou indice de polidispersdo maior que 0,250, ou
seja, possui valor acima do desejavel. Como relatado por Joye et al., (2015) que
obtiveram 0,087 de indice de polidisperséo, valor baixos dessa variavel apresentam
nanoparticulas com tamanhos mais similares, o que € desejavel em estudos para
utilizac@o dessas nanoparticulas.

Dentre os experimentos 4 e 7, que apresentam indices de polidisperséo
satisfatorios, 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 ndo € desejavel. Arangoa et al., (2001) produziu
nanoparticulas de gliadina para carrear drogas lipofilicas, obtendo potencial zeta de
27,5 + 0,8. Isso demonstra a importancia de se obter potencial zeta com valores
distantes da neutralidade.

Com relacdo a eficiéncia de encapsulacdo, observou-se que os melhores

resultados foram apresentados pelos Experimentos 3, 4 e 6, com eficiéncia de 87,21;
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80,11 e 83,21% respectivamente. O Experimento 4 apresentou uma eficiéncia de
encapsulacéo 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 Diametro Médio pequeno,
bem como um baixo indice de Polidispersdo e valores de Potencial Zeta mais
adequados quando comparado ao experimento 7. Além disso, o Experimento 4
apresentou uma Eficiéncia de Encapsulacéo elevada.

Para comprovar estatisticamente que o experimento mais adequado foi o 4,
foram construidos graficos utilizando o software Minitab a partir do delineamento
fatorial. Os resultados estdo apresentados na forma de gréaficos de interagdo para
Diametro Médio, indice de Polidisperséo, Potencial Zeta e Eficiéncia de Encapsulacio
(Gréficos 1 a 4).

Grafico 1 — Gréfico de Interacdo para Diametro Médio

Grafico de Interagdo para Diametro Médio
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Como pode-se observar no Gréfico 1, os valores desejaveis para Diametro
Médio (< 500 nm) foram encontrados utilizando o Pluronic F68 como estabilizador e

em qualquer concentragdo de CacClz. Isto reforca a escolha do Experimento 4, que
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utiliza o Pluronic F68 como estabilizador e o CaCl2 na concentragdo de 1% (m/v).
Arangoa et al., (2001) haviam utilizado Pluronic F68 como estabilizador e obtiveram
valores de Diametro Médio abaixo de 500 nm, o que reforca essa escolha.

Gréfico 2 — Gréafico de Interacio para indice de Polidisperséo

Grafico de Interacdo para Indice de Polidispersio
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Ao observar o Gréfico 2, notou-se que os valores satisfatorios para indice de
Polidispersao (< 0,250) sdo encontrados quando utiliza-se o Pluronic F68 como
estabilizador. A concentracdo de CaClz que apresentou o menor indice de
Polisdisperséo foi a de 1% (m/v). Ambos sao as condicdes utilizadas no Experimento
4, o que confirma que o mesmo contém a condi¢do Otima. Valores de indice de
Polidispersao baixos também foram descritos no trabalho de Joye et al., (2015)

utilizando o Pluronic F68 como estabilizador.
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Gréfico 3 — Grafico de Interacédo para Eficiéncia de Encapsulacéo
Grafico de Interacdo para Eficiéncia de Encapsulacao
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Com relacdo ao Gréfico 3, pode-se observar que a utilizacdo do Pluronic F68

como estabilizador e o CaClz na concentragéo de 1% (m/v) apresentaram Eficiéncia

de Encapsulagcdo em torno de 80%, sendo este valor satisfatério, indicando que uma

porcentagem alta do composto hesperidina foi encapsulado pelas nanoparticulas

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

Lima et al.,

(2018) obtiveram eficiéncia de encapsulacdo de 60 % de &cido ferrulico

em nanoparticulas de PLGA, sendo considerada uma eficiéncia adequada.
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Grafico 4 — Grafico de Interacdo para Potencial Zeta

Grafico de Interacao para Potencial Zeta
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Com relacéo ao potencial zeta, como observado no Gréfico 4, pode-se concluir
que as condi¢cdes do Experimento 4 ndo 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 aglomeracdo das nanoparticulas devido a baixa
repulséo existente entre elas. O valor de potencial zeta pode explicar porque as
nanoparticulas podem ter afinidade com determinadas células que possuem potencial
zeta que seja atraido pelo potencial zeta das nanoparticulas (UMA MAHESWARI et
al., 2001).

5.2 Revestimento das nanoparticulas com quitosana

Como apresentado no item anterior, o Experimento 4 mostrou-se 0 mais
adequado método para a preparacdo de nanoparticulas de gliadina contendo

hesperidina. As nanoparticulas produzidas apresentaram Diametro Méedio de 226,5 +
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30,97 nm, indice de Polidispersdo de 0,098 + 0,021 e Eficiéncia de Encapsulagio de
80,11 + 1,15%, sendo esses valores adequados para os parametros analisados.
Entretanto, as nanoparticulas 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 ndo é desejavel, pois devido a isso pode ocorrer
aglomeracdes em funcéo da fraca repulsdo entre as nanoparticulas. Esse fato pode
comprometer a estabilidade das nanoparticulas em solucdo. Dessa forma, buscou-se
uma alternativa para elevar o potencial zeta das nanoparticulas. A possibilidade
escolhida foi o revestimento das nanoparticulas utilizando quitosana, uma vez que
essa metodologia ja foi descrita em trabalhos de Pauluk et al., (2019), aumentando o
valor de potencial zeta das nanoparticulas produzidas e melhorando sua estabilidade.
Utilizando o protocolo apresentado no item 4.3., as nanoparticulas de gliadina
contendo hesperidina foram revestidas com quitosana (0,05% m/v). Apos o
procedimento de revestimento as nanoparticulas apresentaram Diametro Médio de
321,4 + 39,6 nm, indice de Polisdispersdo de 0,217 + 0,061, Potencial Zeta de + 21,4
+ 2,07 mV e Eficiéncia de Encapsulacdo de 73,1 + 2,42%. Com relacdo a esses
valores, pode-se observar que o Diametro 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
nanoparticulas, aumentando assim o tamanho das mesmas. Com relacéo ao indice
de Polidisperséo, 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, 0 que faz com que a dispersdo do tamanho das
nanoparticulas aumente. O valor de Eficiéncia de Encapsulagédo diminuiu, mas ainda
se mantém alto, o que ndo compromete a capacidade das nanoparticulas de gliadina
revestidas com quitosana de encapsular o composto hesperidina. Com relacdo ao
valor do Potencial Zeta obteve-se um valor adequado, 0 que demonstra que a
estratégia de revestir as nanoparticulas 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 solugéo, evitando assim agregacao. O valor

de potencial zeta obtido (+ 21,4 = 2,07 mV) esta proximo 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 nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana
contendo hesperidina serdo doravante apresentadas como NPS-GQs/HES, sendo
realizadas todas as outras caracterizagdes e ensaios utilizando essa nova formulacao
obtida. As NPS-GQs/HES produzidas foram armazenadas em triplicata para analises

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

5.3 Validacdo de metodologia analitica por espectroscopia por UV-visivel para
guantificacdo de hesperidina nas nanoparticulas de gliadina revestidas com
quitosana

Alguns estudos demonstram a validacdo de metodologias e a determinacao de
hesperidina em diversos meios utilizando técnicas cromatogréficas. Entretanto, essas
técnicas sdo de elevado custo e nem sempre acessiveis. Com a nova formulacéo
obtida nesta pesquisa, isto €, a hesperidina ocluida em nanoparticulas de gliadina
revestidas com quitosana, necessitou-se de um método analitico para avaliar a
eficiéncia de sua encapsulacdo e quantificacao. Vale ressaltar que nao ha na literatura
nenhum estudo de validacdo de método analitico para determinar hesperidina em
disperséo coloidal contendo nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana.

Nesse sentido, a espectroscopia de absor¢cdo molecular por UV-visivel
apresenta-se como uma alternativa interessante para a determinacdo do composto
hesperidina. Essa técnica é relativamente rapida e de baixo custo quando comparada
as cromatogréaficas. Foi realizada a validacdo de uma metodologia utilizando um
espectrofotdometro UV-VIS com cubeta de quartzo para a quantificagdo de hesperidina
em meio de liberacdo in vitro utilizando os parametros: linearidade, limite de deteccéo
(LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo e exatiddao. O comprimento de onda
utilizado no equipamento foi 283 nm, no qual ocorre a maxima absor¢do do composto
hesperidina (GARG et al., 2001).




47

< UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE
“ Programa de P6s-Graduacdao em Quimica
|| K| GENTRT PPGQ/UNICENTRO
—ARANA CAPES

5.3.1 Linearidade

A andlise da linearidade em uma determinada faixa de trabalho corresponde a
capacidade do método que esta sendo validado em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito de interesse (RIBANI et al., 2004).

A fim de avaliar a linearidade da faixa de concentracdo estudada, foram
construidas curvas de padrdo externo para hesperidina utilizando a faixa de
concentracdo entre 10 a 100 mg/L. Para esta curva analitica foram utilizados 5 pontos
de concentracfes diferentes de hesperidina.

Aplicou-se aos resultados obtidos a técnica de regresséo linear no nivel de 95%
de confianga. Os resultados encontram-se na Tabela 3. Verificou-se que o modelo
linear foi significativo para as faixas de concentracdo estudadas, pois os valores de
Fregressao foram maiores do que os valores de Feritico (0,05; 1, 13) = 4,67 € 0S valores de p
foram menores do que 0,05 em um nivel de confiangca de 95%. Portanto, o modelo
linear para a faixa de concentracao analisada nao apresentou falta de ajuste, pois o
valor observado de Ftaita de ajuste fOi menor que o valor de Feritico (0,05; 3, 100= 3,71 € 0 valor

de p foi maior do que 0,05.

Tabela 3 — Resultados da andlise de regresséo linear no nivel de 95% de confianca

Parametros da Regressao Linear

Composto F regressao 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 Detecg¢ao (LD) e de Quantificagao (LQ)

O limite de deteccdo (LD) é a concentracdo minima do analito que pode ser
detectado em um determinado nivel de confianca, ja o limite de quantificacéo (LQ) é
a menor concentracao que pode ser quantificada com preciséo e exatidao aceitaveis
(SKOOG, 2006; ANVISA, 2003).

Os limites de deteccao e de quantificacdo obtidos estdo representados na

Tabela 4. Os limites de quantificacdo e de deteccao ficaram abaixo dos valores do
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primeiro ponto da curva analitica para hesperidina (10,0 mg/L), mostrando que o
meétodo utilizado apresenta boa sensibilidade para hesperidina, podendo dessa forma

ser utilizado para analise das amostras de interesse.

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

Hesperidina

LQ (mg/L) 0,27
LD (mg/L) 0,01

Fonte: Do autor

5.3.3 Precisao e Repetitividade

Para analisar a confiabilidade do método desenvolvido e utilizado no trabalho,
foi realizado o estudo de precisao através do calculo das estimativas de repetitividade
(realizada no mesmo dia) e de precisdo intermediaria, 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 precisao
intermediaria estdo abaixo do limite proposto pela AOAC (2012) que € de 15,00%,
portanto, indicando repetitividade e precisao intermediaria adequadas para o método

proposto.

Tabela 5 — Valores de média e RSD para o estudo de repetitividade e precisdo intermediéaria na
determinacgéo de Hesperidina (50 mg/L)

Repetitividade Preciséo intermediaria
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 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de recuperacdo por
adicao de padrdo em dois niveis de concentracao para a hesperidina. Os valores das
recuperacoes estao apresentados na Tabela 6 e estdo adequados com os valores
determinados pela ANVISA (2003) para formas farmacéuticas que séo de 80 a 120%.

Tabela 6 - Resultados da porcentagem recuperada de hesperidina em amostra de
nanoparticulas vazias nos niveis de 1,0 e 10,0 mg/L
Composto Concentragao Recuperacéo (%)
adicionada (mg/L)
Hesperidina 1,0 98,3+4,8
10,0 98,3+4,1

Fonte: Do autor

5.4 Caracterizacdao fisico-quimica das nanoparticulas
5.4.1 Morfologia

Foram obtidas micrografias das nanoparticulas vazias (NPS-Gqs) e carregadas
com hesperidina (NPS-Ggs/HES), ambas apresentadas na Figura 6 (A e B).
Observou-se em geral que as nanoparticulas apresentaram forma ovalada. Observa-
se gue o tamanho das nanoparticulas vazias eram em torno de 270 nm (A) e das
carregadas com hesperidina em torno de 315 nm (C). Esses diametros observados
confirmam os valores obtidos pelas técnicas anteriores. O aumento de tamanho se da
pela encapsulacdo da hesperidina, o que faz com que as nanoparticulas aumentem
de tamanho. Foram observadas também aglomeracdes, entretanto o tamanho médio

das particulas se manteve.
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Figura 6 — Microscopias das NPS-Ggs e NPS-Gqgs/HES. (A) NPS-Ggs, (B) NPS-Gqgs/HES e (C)
NPS-Gqs/HES ampliada
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Fonte: Do autor

5.4.2 Estabilidade das nanoparticulas de gliadina carreadoras de hesperidina

A estabilidade das NPS-Gqgs/HES foi avaliada durante 4 meses em suspensao
aquosa através dos fatores diametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta e
teor da hesperidina. No Gréafico 5 estdo apresentados os resultados do ensaio de

estabilidade quanto ao diametro médio.
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Gréfico 5. Estabilidade das NPS-Gqs/HES: Diametro Médio
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ab | etras diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away
ANOVA; P4s Tukey).

A partir do Gréfico 5, pode-se observar que no periodo de 4 meses, as
nanoparticulas tiveram um pequeno aumento nos valores de Diametro Médio, com 0s
tamanhos das nanoparticulas suspensas em temperatura ambiente numericamente
maiores que as armazenadas sob refrigeracdo. Entretanto, ndo observaram-se
diferencas significativas entre os valores de diametro médio armazenadas em
temperatura ambiente e refrigerada. Também n&o foram observadas diferencas
significativas no Diametro médio no periodo de 120 dias, o que demonstra a
estabilidade das nanoparticulas.

Essa estabilidade com relacéo ao Diametro Médio pode ser explicada pelo valor
de potencial zeta que as nanoparticulas obtiveram apds o revestimento com
quitosana, o valor de + 21,4 mV causa repulsdo entre as nanoparticulas aumentando
a estabilidade e diminuindo a agregacéo, assim como demostrado por Pauluk et al.,
(2019).
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Gréfico 6 — Estabilidade das NPS-Gqgs/HES: indice de Polidispersdo
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ab | etras diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away
ANOVA; P4s Tukey).

A partir do Grafico 6, observa-se que ao longo do tempo, ocorreu um pequeno
aumento nos valores de indice de polidispersdo, sendo que esse aumento € mais
evidenciado nas amostras armazenadas em temperatura ambiente. Somente no
periodo de 30 dias, os valores apresentaram diferencas significativas no intervalo de
confianca de 95 %. Com relacdo as amostras armazenadas em temperatura de
refrigeracao, ndo ha diferencas significativas no periodo de tempo de 4 meses, 0 que
demonstra a estabilidade das nanoparticulas produzidas, sendo explicada pelo valor
de potencial zeta que as nanoparticulas obtiveram apds o revestimento com
quitosana, o valor de + 21,4 mV causa repulsao entre as nanoparticulas, dificulta a
agregacdo e aumenta a estabilidade, assim como demostrado por Pauluk et al.,
(2019).
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Grafico 7 — Estabilidade das NPS-Gqs/HES: Potencial Zeta
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ab | etras diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away
ANOVA; PG4s Tukey).

A partir do Gréfico 7, observa-se que ao longo do tempo, ocorreu uma pequena
diminuicdo nos valores de potencial zeta, sendo que esse aumento € mais
evidenciado nas amostras armazenadas em temperatura ambiente, exceto no periodo
de 15 dias. Nos periodos de 15 e 30 dias foram observadas diferencas significativas
nas amostras armazenadas em temperatura ambiente e sob refrigeracao. No periodo
de 120 dias, observou-se que ha diferencas significativas, entretanto os valores de
potencial zeta ainda se mantém adequados nesse periodo, 0 que demonstra a
estabilidade das nanoparticulas produzidas. Isso pode ser explicado pelo valor de
potencial zeta que as nanoparticulas obtiveram apds o revestimento com quitosana,
o valor de + 21,4 mV causa repulsdo entre as nanoparticulas aumentando a
estabilidade, assim como demostrado por Pauluk et al., (2019).
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Gréfico 8 — Estabilidade das NPS-Gqs/HES: Teor de Hesperidina Encapsulada.
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A partir do Grafico 8, observa-se que ao longo do tempo houve uma pequena
diminuicdo do teor de hesperidina encapsulada, entretanto, o teor encapsulado
manteve-se acima de 60%. Somente houve diferenca significativa no segundo més
em relacdo ao primeiro, desde entdo no periodo de 120 dias ndo ha diferenca
significativa no intervalo de confianga de 95 %, o que indica uma boa estabilidade das
nanoparticulas produzidas. Com relacdo aos ensaios do teor de hesperidina, foram
realizados somente com as NPS-Ggs/HES refrigeradas. Essa estabilidade pode ser
explicada pelo valor de potencial zeta que as nanoparticulas obtiveram apos o
revestimento com quitosana, o valor de + 21,4 mV causa repulsao entre as
nanoparticulas aumentando a estabilidade, o que assim como demostrado por Pauluk
et al., (2019).
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5.5 Determinagcao do perfil de liberagao in vitro da hesperidina a partir das
nanoparticulas de gliadina

O estudo do perfil da liberacéo in vitro foi realizado utilizando NPS-Gqs/HES
para analisar o percentual de hesperidina liberada pelas nanoparticulas em tampao
PBS com pH=7,4, que simula o pH do sangue. O Grafico 9 ilustra o perfil de liberagcéo

in vitro da hesperidina a partir das nanoparticulas.

Grafico 9 — Perfil de liberagcéo da Hesperidina NPS-Ggqs/HES em tampé&o PBS pH=7,4.
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Fonte: Do autor

A partir do Grafico 9, foi observado que nas primeiras 4 h foram liberados 37,0
+ 3,5% da Hesperidina a partir das NPS-Ggs/HES, sendo essa rapida liberacéo
associada ao efeito “burst’, efeito este que se refere a liberacdo do composto

adsorvido na superficie das nanoparticulas. Apos esse periodo a liberagéo foi mais
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lenta, pois a hesperidina liberada foi a que estava presente no interior das
nanoparticulas. Neste ensaio, apds 48 horas, 98,0 + 3,2% da hesperidina encapsulada
foi liberada, sendo observada que essa liberacdo € considerada razoavelmente
rapida. Cada formulacdo tem um perfil de liberagdo Unico, o que impossibilita a
comparagao com outros trabalhos da literatura.

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

Este ensaio foi realizado para verificar a estabilidade da nova formulacédo no
sistema digestivo. Apds a realizacdo dos ensaios com fluido gastrico simulado (FGS)
e intestinal simulado (FIS), ndo foram detectadas concentra¢des da hesperidina no
meio através do método espectrofotométrico validado, sugerindo que néo hé liberagcéo
da hesperidina nos meios gastricos e intestinal simulado, ou que a liberacdo é muito

pequena, abaixo dos valores de deteccédo do equipamento utilizado.

5.7 Avaliacédo da citotoxicidade das nanoparticulas contendo hesperidina sobre

linhagens tumorais e células vero
5.7.1 Células Vero

Como observado no Grafico 10, apés 24 horas, somente na concentracao de
500 upg/mL observa-se alguma atividade citotoxica relevante contra as células
saudaveis, ou células Vero. Entretanto, mesmo na concentragdo de 500 ug/mL,
observa-se que a atividade citotoxica das NPS-Ggs/HES é muito menor quando
comparada a Hesperidina livre, ou seja, 0 composto natural. Isso demonstra que o
encapsulamento da hesperidina reduziu drasticamente a citotoxicidade contra células
saudaveis, o0 que é desejavel na utilizacdo de sistemas nanocarreadores de farmacos
(Pauluk et al., 2019).
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Gréafico 10- Viabilidade Celular de células Vero tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e
Hesperidina Livre em diferentes concentracdes.
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ab | etras diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away
ANOVA; P4s Tukey).

5.7.2 Células Hela

De acordo com o Grafico 11, pode-se observar que nas concentracdes de 50 e
100 pg/mL as NPS-Gqgs/HES apresentam uma atividade citotOxica significativamente
maior que as NPS-vazias e a hesperidina livre. Na concentracdo de 100 ug/mL, a
atividade antitumoral contra as células Hela (adenocarcinoma de colo de utero) foi de
cerca de 85 %, muito acima da atividade demonstrada pelas NPS-vazias e pela

Hesperidina livre.
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Gréafico 11 — Viabilidade celular de células Hela tratadas com NPS-Gqgs/HES, NPS-vazias e
Hesperidina Livre em diferentes concentracfes
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ab | etras diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away
ANOVA; PGs Tukey).

5.7.3 Células PC-3

De acordo com o observado no Grafico 12, observa-se que as NPS-Ggs/HES
apresentam uma atividade citotoxica alta contra as células de adenocarninoma de
prostata nas concentracdes de 50 e 100 pug/mL. Na concentracao de 100 pg/mL, a
atividade antitumoral foi de 92%, significativamente maior que as atividades

apresentadas pelas NPS-vazias e pela hesperidina livre.
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Gréfico 12 - Viabilidade Celular de células PC-3 tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e
Hesperidina Livre em diferentes concentracdes.
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ab | etras diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away
ANOVA; P4s Tukey).

5.7.4 Células Caco-2

Pode-se observar no Grafico 13, que na concentracdo de 500 ug/mL, as NPS-
Ggs/HES apresentaram atividade antitumoral contra as células Caco-2
(adenocarninoma de coélon) significativamente maior que as NPS-vazias e a
hesperidina livre, o que demonstra que a utilizacdo de nanoparticulas como

carreadores de hesperidina aumenta a atividade antitumoral do farmaco.
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Grafico 13 — Viabilidade Celular de células Caco-2 tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e
Hesperidina Livre em diferentes concentragdes.
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ab | etras diferentes apresentam diferenca estatistica (p<0,05). (GraphPad Prism 8; Two Away
ANOVA; PG4s Tukey).

5.7.5 Células HT-29

A partir do Gréfico 14, nota-se que mesmo na concentracdo de 100 ug/mL, as
NPS-Ggs/HES nao apresentaram atividade citotoxica 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, o0 que nao é desejavel.
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Gréfico 14 — Viabilidade Celular de células HT-29 tratadas com NPS-Gqs/HES, NPS-vazias e
Hesperidina Livre em diferentes concentracfes
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ANOVA; PG4s Tukey).

5.8 Analise da citotoxicidade a partir dos valores de CCso

Na Tabela 7 s&o apresentados os valores de CCso e ICCso (concentracao

necessaria para reduzir a metade o numero 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 nanoparticulas
em células Vero ap6s 72 h. Valores de IC50 de Hesperidina livre e Hesperidina carregada em

nanoparticulas nas células HelLa, PC3, Caco-2 e HT-29 ap6s 72 h.

Linhagem Hesperidina Livre NPS-Ggs/HES NPS-vazias
Celular CCso (ng/mL) CCso (ng/mL) CCso (ng/mL)
Vero 230.83 £ 20.05 > 1000 > 1000
Hesperidina Livre NPS-Ggs/HES NPS-vazias
ICs0 (ug/mL) ICs0 (ug/mL) ICs0 (ug/mL)
HelLa 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 ICso das NPS-Gqs/HES
diminuiram consideravelmente quando comparadas aos valores de ICso da
hesperidina livre e das NPS-vazias. Isso ocorre com todas as linhagens celulares,
exceto com a HT-29, onde o valor do ICso da hesperidina livre foi menor, ou seja,
melhor quando comparado a NPS-Gqs/HES. Quanto as outras linhagens celulares, o
que foi observado foi uma drastica reducdo do ICso quando utilizadas as
nanoparticulas carregadas em comparacao a Hesperidina livre. Os valores de ICso
das nanoparticulas carregadas também sdo menores quando comparadas as
nanoparticulas vazias. Isso demonstra que ocorre um sinergismo na atividade
citotoxica das NPS-Ggs/HES, ou seja o resultado total € uma soma das atividades
citotoxicas das nanoparticulas vazias e da hesperidina livre. Isso demonstra que a
utilizagcéo das nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana melhorou muito as
atividades citotdxicas 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 quimioterapicos utilizados atualmente para o tratamento
de cancer afetam tanto as células tumorais como as saudaveis, 0 que aumenta as
chances da existéncia de efeitos colaterais. Por outro lado, os compostos bioativos de
ocorréncia natural provaram ser mais seletivo para locais de cancer (UMA
MAHESWAR et al., 2021). Neste estudo, o efeito citotéxico de NPS-Gqs/HES em
células Vero foi avaliado como um modelo para células saudaveis. Uma reducéo da
viabilidade celular foi observada com NPS-vazias e NPS-Gqgs/HES em 50 e 100 pg /
mL (p <0,05), conforme mostrado na Figura 11. No entanto, em concentragées mais
altas da droga, a hesperidina foi significativamente mais citotéxica do que as NPS-
vazias e NPS-Gqgs/HES (p <0,05). O ICso da hesperidina livre foi pelo menos 5 vezes
menor do que das nanoparticulas vazias e das nanoparticulas carregadas com
hesperidina. Os resultados mostram que a nanoencapsulacao reduz a citotoxicidade
da hesperidina neste modelo de células saudaveis.

5.8.2 Células Hela

Com comportamento diferente do apresentado em células Vero, em células
HeLa as NPS-Gqs/HES foram significativamente mais citotéxicas do que a
hesperidina livre em todas as concentracdes avaliadas (p <0,05) (Figura 12). O ICso
de NPS-Gqs/HES foi 4,5 vezes menor do que da hesperidina livre, indicando sua
maior eficacia, e o ICso das nanoparticulas 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 farmaco levou a apoptose (morte celular) por via
extrinseca, uma vez que foi observado aumento dos niveis 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
transicdo do ciclo celular em células HelLa e também induzir a oxidacao intracelular
(FERREIRA DE OLIVEIRA et al., 2020). No mesmo sentido, Stanisic e co-autores
(2018) observaram que a capacidade da hesperidina aumenta trés vezes a
concentracdo de calcio no citoplasma das células Hela, promovendo disfuncao

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 cancer de
préostata PC-3. Conforme a Figura 13 apresenta, 10ug/mL de NPS-Ggs/HES foi mais
eficiente do que a hesperidina livre para reduzir a viabilidade celular (p <0,05).
Notavelmente, as nanoparticulas vazias também se mostraram mais citotoxicas do
que o farmaco livre (p <0,05), em 50 e 100 pg / mL. O ICso de nanoparticulas de
hesperidina foi 8,3 vezes menor do que hesperidina livre e 1,5 vezes menor do que
de nanoparticulas vazias, indicando sua maior eficacia citotoxica. Lewinska et al.,
(2014) explicaram que os flavonoides glicosideos, como a hesperidina, sédo agentes
hipometilantes de DNA capazes de induzir alteracbes na expressdo génica e
aumentar a producéo de superoxido in vitro, levando a morte celular. Além disso, 0s
resultados de Lau (2010) mostraram que a hesperidina foi eficiente em inibir a

viabilidade das células PC-3 sem efeito significativo nas células saudaveis.
5.8.4 Células Caco-2

As células Caco-2 sao consideradas um “padrao ouro” para modelos in vitro de
canceres intestinais (SHEN et al., 2015). Neste estudo, as NPS-Gqs/HES em uma
concentracdo a partir de 100 ug / mL mostraram-se mais citotoxicas do que a
hesperidina livre (p <0,05). O ICso foi 1,6 vezes menor do que a hesperidina livre, e as
nanoparticulas vazias apresentaram ICso 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 difusdo passiva
transcelular. Andrade et al. (2017) observaram que a hesperidina inibe a absorgéao de
frutose por células Caco-2. Em relagdo a nanotecnologia aplicada ao tratamento do
cancer, alguns estudos tém demonstrado a maior permeabilidade do nanoparticulas
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-Gqgs/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 as células
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tumorais HT-29 que as NPS-Ggs/HES. Da mesma forma, as nanoparticulas vazias
apresentaram atividade citotéxica ainda menor que a apresentada pelas NPS-
Gqs/HES. Dentre as linhagens celulares estudadas, foi a Unica que apresentou maior
apoptose utilizando a hesperidina livre do que comparada com as nanoparticulas
produzidas.

5.9 Conclusdes da andlise da citotoxicidade

Neste estudo, de forma geral, as NPS-Ggs/HES foram mais eficazes na
reducdo da viabilidade celular das linhagens celulares tumorais avaliadas em
comparacao com o composto ndo encapsulado. Presumivelmente, a carga positiva
associada as nanoparticulas produzidas aumentaram a interacéo e sua absorcéo por
células tumorais carregadas negativamente. Também, a maior efichcia das NPS-
Gqs/HES pode ser inferida pela eficiéncia das nanoparticulas per se em conjunto com
a atividade da droga, e sua atividade final pode ser o resultado de um efeito sinérgico.
Estudos tém mostrado que as nanoparticulas com quitosana apresentam atividade
antitumoral devido ao rompimento da membrana e atividades indutoras de apoptose
(OBEREMKO et al., 2019).

A razdo para a baixa citotoxicidade das NPS-Ggs/HES em células Vero (células
saudaveis) pode ser devido ao pH intracelular. Quando comparadas as células
saudaveis, as células tumorais apresentam pH intracelular acido anormal (UMA
MAHESWARI et al., 2021). Consequentemente, em pH &acido, quitosana e gliadina
tornam-se protonados e a liberacdo da droga é facilitada, levando a maior seletividade
para células tumorais do que células saudaveis, um requisito importante para a terapia
do cancer (UMA MAHESWARI et al., 2021). Essas caracteristicas mostram o potencial
das nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana a serem investigadas como
uma nova abordagem para tratamento do céncer, permitindo a administracdo oral de

compostos quimioterapicos com efeitos colaterais reduzidos.
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6 CONCLUSOES

« O método de formulacdo realizado permitiu a obtengdo de NPS-Ggs/HES com
didmetro médio de cerca 321,4 nm, bons indices de polidisperséo, potencial Zeta
em torno de +21,4 mV, o que séo adequados e aplicaveis por via oral.

« A eficiéncia de encapsulacédo da hesperidina foi de aproximadamente 70%.

e O método analitico desenvolvido mostrou-se simples, confidvel e seletivo
fornecendo exatidao e precisao satisfatorias, limites de deteccéo e quantificacédo
baixos. Boas recuperagOes foram obtidas quando a hesperidina foi dopada na
matriz farmacoldgica (nanoparticulas). Além disso, o menor tempo de duracédo da
analise de hesperidina em dosagens farmacéuticas foi adequado para analises de
rotina em relagdo a técnicas cromatogréficas de maior custo.

e As NPS-Gqgs/HES mostraram-se ovaladas nas micrografias obtidas por MEV.

e Em relacdo a estabilidade, concluiu-se que as NPS-Gqs/HES apresentaram
condicBes estaveis durante o periodo avaliado.

« O perfil de liberagcéo da Hesperidina a partir das NPS, em tampéao PBS pH 7,4, foi
caracterizado como de liberacédo rapida.

o As NPS-Gqgs/HES nao apresentaram liberacdo apos passagem pelos FGS e FIS.

e« As NPS-GQgs/HES apresentaram boa atividade citotoxica contra a maioria das
linhagens tumorais analisadas, entretanto apresentaram pouca citoxicidade
contra células Vero, o que é importante.

« Portanto, as nanoparticulas desenvolvidas apresentaram atividades

farmacoldgicas promissoras para administracdo de hesperidina via oral.
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HIGHLIGHTS
+ A Taguchi design oplimized the development of hesperidin-loaded gliadin nanoparticles.
+ A chitosan-coating was added fto improve the physical stability of nanoparticles.
+ Manoparticles reduced the hesperidin cylotoxicity over healthy Vero cells.

+ MNanoparticles improved the hesperidin cytotoxicity over tumor cells.

Abstract Hesperidin is a natural compound which is found in cilric fruits and presents antitumor and
antimicrobial activities. However, the in vivo efficacy of Hesperidin is reduced due lo its low oral bicavailability.
Protein-based nanoparticles have been applied to improve biclogical parameters of drugs and natural
compounds. Gliadin is & monomeric protein present in wheat. In this study, gliadin-based nanoparticles
containing hesperidin were oblained by desolvation technique and a Taguchi orthogonal array dasign was
employed to oplimize the formulation. The independent variables were sel as concentration of CaCls (0.5; 1
or 2%) and stabilizing agent (Pluronic FG8, Tween B0 or sodium caseinate). The dependent variables
consisted of mean diameter, polydispersity index, zeta potential, and encapsulation efficiency. The results
showed significant effects on the dependent variables when 1% CaCl; and Pluronic FG8 were used. The
optimized formulation was coated with chitcsan to increase the physical stability of the nanoparticles. The
final nanoparticles presented a mean diameter of 321 nm and polydispersity index of 0.217, and spherical
shape. After coaling, the Zeta potential was +21 mV, and the encapsulation efficiency was 73 %. The in vitro
release assay showed that about 38% of the drug was released from the nanoparticles after 48 h. Moreaver,
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