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RESUMO

Diversos fármacos amplamente utilizados pela indústria farmacêutica provêm de origem

natural. A apocinina é um metoxi-catecol obtido da  Picrorhiza kurroa,  planta natural

das  montanhas  da  Índia,  sendo  utilizada  para  o  tratamento  de  doenças  articulares

inflamatórias crônicas, aterosclerose e ação neuroprotetora. O seu principal mecanismo

de ação é impedir a formação da NADPH oxidase, complexo enzimático envolvido na

geração de espécies reativas de oxigênio. Estas espécies em altas concentrações causam

desequilíbrio entre o balanço redox resultando em dano celular.  A NADPH oxidase,

presente na região cerebral, contribui para a ocorrência de neuropatologias relacionadas

com alta concentração de espécies reativas.  Também a barreira hematoencefálica que

protege o tecido cerebral atua impedindo a transposição do fármaco do sangue para o

sistema  nervoso  central,  dificultando  o  equilíbrio  entre  os  agentes  oxidantes  e

antioxidantes.  A nanotecnologia é uma ciência multidisciplinar a qual compreende a

utilização  de  dispositivos  que  permitem  o  transporte  e  carreamento  melhorados  de

fármacos. Sistemas nanoestruturados com modificação de cargas de superfície facilitam

a transposição do fármaco para a região cerebral. No presente estudo desenvolveu-se

nanopartículas  de albumina humana contendo apocinina pelo método de nano  spray

dryer e modificação da superfície através da incorporação do tensoativo polissorbato 80.

Analisou-se as  características  físico-químicas  e  atividade  antioxidante  sobre o  ácido

hipocloroso  (HOCl)  e  o  radical  (ABTS•+).  A  caracterização  físico-química  das

nanopartículas demonstrou eficiência de encapsulação do fármaco com variações entre

28 e 60%, diâmetros médios reduzidos entre 150-200 nm, baixo índice de polidispersão

e  alterações  da  carga  de  superfície.  Os  ensaios  de  raio-x  e   DSC  mostraram

nanopartículas  com  caráter  amorfo.  A  análise  de  espectrometria  na  região  do

infravermelho indicou ausência de interação intermolecular entre fármaco e polímero.

Os ensaios da ação antioxidante da apocinina nanoestruturada frente  ao ABTS•+ e o

HOCl  indicou perfil de inibição semelhante ao fármaco livre. O método de nano spray

dryer mostrou-se  eficiente,  adequando  e  a  apocinina  nanoestruturada  manteve  sua

atividade biológica comparada com o fármaco livre.  

Palavras-chave:  Apocinina.  Nanopartículas.  HSA.  Polissorbato  80.  Direcionamento

cerebral. Spray dryer. 



ABSTRACT

Several  drugs  widely  used  by  pharmaceutical  industry  come  from  natural  origin.

Apocynin is a methoxy-catechol obtained from Picrorhiza kurroa, a plant natural from

India mountains,  and it  is  used for treatment  of chronic joint  decease inflammatory,

atherosclerosis  and  it  has  neuroprotective  action.  Its  main  action  mechanism  is  to

prevent the formation of NADPH oxidase, which is an enzymatic complex involved in

generation of reactive species of oxygen. These species when high concentrated cause

instabily  in  the  redox  balance  and  as  a  result  causing  cellular  damage.  NADPH

contained in brain region contributes to development of neuropathologies related to high

concentration of reactive species. Furthermore, the blood-brain barrier which protects

the brain tissue acts as a avoider of the transposition of the drug from blood to central

nervous system, and it hampers the balance between oxidant and anti-oxidant agents.

Nanotechnology is a multidisciplinary science which comprises the use of devices that

allow the transportation and the enhanced carriage of drugs.  Nanostructured systems

with modified surface charges make easier the drug transposition to brain region. In the

present study human albumin nanoparticles containing apocynin by nano  spray dryer

method and the surface modification thought polisorbate 80 surfactant incorporation.

Physico-chemical characteristics have been analysed as well as its anti-oxidant activity

on hypochlorous  acid  (HOCl)  and the  radical  (ABTS•+).  The  nanoparticles  physico-

chemical  characterization had shown eficiency of drug encapsulation  with variation

between 28 and 60%, average diameters  were reduced between 150  – 200 nm, low

polydispersity index and alteration  of  surface charges.  X- Ray and DSC assays  had

shown nanoparticles with amorphous character. The spectrometric analysis in infrared

region indicated absence of intermolecular interation between drug and polymer. The

apocynin antioxidant action assays with  ABTS•+  and with HOCl indicated inhibition

profile  similar  to  free  drug.  The  spray  drier  method  had  shown  eficiency,  with

adequations and the nanostructured apocynin kept its biological activity when compared

to free drug. 

Keys-word: Apocynin, nanoparticles, HSA, polisorbate 80, brain directing, Spray Drier
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1.INTRODUÇÃO

O emprego de plantas medicinais é uma prática tradicional, transmitida de geração em

geração para o tratamento de diversas enfermidades. Sua utilização é ampla e mesmo sem

comprovação  cientifica  aplica-se  para  a  terapêutica  de  várias  patologias  como  doenças

crônicas e infecções (RATES, 2001). Todavia, seu uso não é limitado somente na medicina

popular, tendo contribuições, ao longo dos anos, para a obtenção de uma gama de fármacos

que são até hoje utilizados na medicina, tais como rutina, colchicina, emetina e vincristina

(LIU & WEBSTER, 2003; BALUNAS & KINGHORN, 2005; GURIN-FAKIM, 2006).  

Dentre as inúmeras plantas com aplicação medicinal destaca-se a  Picrorhiza kurroa

Royale de onde se obtém o metoxi-catecol  apocinina,  tipicamente  encontrada nas  regiões

montanhosas da Índia, Tibet, Nepal e Paquistão.  Estudos atribuem a este metoxi-catecol as

propriedades antioxidante e anti-inflamatória (ENGELS et al., 1992; WANG et al., 2008). Na

literatura  há  vários  relatos  de  seu  uso  para  o  tratamento  de  patologias  tais  como  artrite

reumatóide,  asma e isquemia/ reperfusão (ENGELS et al.,  1992;  LAFEBER et al.,  1999;

CHEN, SONG & CHAN, 2009). 

O mecanismo de inibição do fármaco em processos inflamatórios não está totalmente

elucidado,  todavia,  sabe-se  que  causa  um  efeito  supressor  sob  o  complexo  enzimático

NADPH-oxidase  (nicotinamina  adenina  dinucleotídeo  fosfato-oxidase)  (BEDARD  &

KRAUSE,  2007).  A  NADPH-oxidase  (NOX)  é   um  grupo  de  enzimas  transmembrana

presente em diversas células com função de catalisar a transferência de elétrons através da

membrana celular. Relaciona-se com a formação de espécies reativas que, quando em excesso

resultam em quadros de estresse oxidativo que podem ser deletérios por danificar estruturas

celulares (LAMBETH, KRAUSE & CLARK, 2008).

 A  NOX,  também  presente  na  região  cerebral,  contribui  para  a  ocorrência  de

neuropatologias  relacionadas  com  a  alta  concentração  destas  espécies  oxidativas  que  se

tornam danosas ao nível neuronal (SORG, 2004). Há indicativos de que a apocinina tem a

propriedade  de  reagir  com  grupos  tióis  do  complexo  enzimático  desativando-a  com

subsequente queda na produção e geração de agentes nocivos (XIMENES et  al., 2007; SUN

et al., 2008). 

Como o fármaco tem poder de inibição frente a processos oxidativos justifica-se seu

emprego  no  tratamento  de  doenças  de  ordem  neuronal  decorrentes  do  desbalanço  redox

(STEFANSKA et al., 2010). Todavia é necessário explanar meios de carreamento melhorados
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do fármaco que permitam a transposição do fármaco para o cérebro, rompendo a barreira que

protege o tecido cerebral (KREUTER, 2001; KREUTER, 2002; KREUTER, 2012). 

Pesquisas a respeito da nanotecnologia farmacêutica vêm a ser uma ferramenta para se

desenvolver  sistemas  nanoestruturados  com  o  intuito  de  direcionar,  minimizar  efeitos

colaterais  e/ou  proporcionar  a  liberação  dirigida  de  um  fármaco  (FERRRARI,  2005;  De

JONG & BORN, 2008).  Neste contexto tem-se o emprego de nanopartículas poliméricas, as

quais podem vir a sanar problemas relacionados à natureza do fármaco, bem como melhorar

as  condições  de  transporte  e  disponibilidade  (WEI & MA,  2004;  ALEXIS et  al.,  2008;

ARMENTANO et al., 2010).

O direcionamento  de  drogas  para  a  região  cerebral  tem sua  eficácia  relativamente

melhorada quando ocorre a funcionalização destes sistemas nanoparticulados com tensoativos

(TROSTER, MILLER & KREUTER, 1990; KREUTER, 2001;  BLASI et  al.,  2007).  Mais

especificamente  tensoativos  com  afinidade  pelo  meio  aquoso  possuem  a  propriedade  de

aumentar a hidrofilicidade da partícula e, grande maioria, permite a liberação em sítios-alvos.

Todavia, tais características dependem da natureza do surfactante como, estrutura química e

físico-química bem como parâmetros bioquímicos. Entre esses se destacam os polissorbatos

20, 40, 60 e especialmente o 80 (PS80) utilizado no presente estudo (KREUTER et al., 1997).

O PS80 é um surfactante empregado para facilitar a entrega de drogas para o Sistema

Nervoso Central (SNC) (GELPERINA et al, 2010; WANG et al, 2009). Tem por característica

ser hidrofílico, não-iônico e ao revestir sistemas particulados gera  alterações das propriedades

físico-químicas destas partículas (RAMGE et al., 2000;  BAKER et al., 2004; GAO & JIANG,

2006). Isto propicia a queda do reconhecimento das nanopartículas pelo sistema fagocitário e

consequente  aumento  da  permanência  na  circulação  sanguínea,  alterando  de  forma

significativa à farmacocinética e distribuição destas partículas  (PASSIRANI et  al., 1998;

PRINZEN et  al., 2007).  

Nesta  perspectiva  o  desenvolvimento  de  sistemas  nanoestruturados  revestidos  com

substâncias que facilitem a passagem da droga para a região cerebral é um meio alternativo

para o tratamento de doenças neurodegenerativas  ocasionadas pelo desequilíbrio de forças

oxidantes e a defesa antioxidante. 
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·2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

l2.1 Apocinina

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona) (Figura 1) é um composto pertencente à

classe  dos  metóxi-catecóis  isolada  pela  primeira  vez  das  raízes  da  planta  nativa  indiana

Picrorhiza  kurroa  Royale  (Scrophulariaceae),  tipicamente  encontrada  nas  montanhas  do

Himalaia. Tem por característica ser uma planta rasteira e tem sido utilizada, durante séculos,

na medicina indiana para o tratamento de processos inflamatórios (ENGELS et al.,  1992).

Apresenta como características peso molecular de 166,17 g/mol, ponto de fusão de 115ºC com

odor  fraco  de  baunilha  (PETRÔNIO  et  al.,  2013).  Quanto  a  suas  características

farmacocinéticas apresenta baixa solubilidade em água, estreita relação dose-resposta e baixa

biodisponibilidade por via oral, com recuperação de apenas 2,8% e meia vida de cerca de 6

minutos (CONNEL et al, 2011; WANG et al., 2013). 

Figura 1- Estrutura molecular da apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona)

                                         

Estudos  in vivo indicam ação benéfica da apocinina para o tratamento de processos

inflamatórios,  dentre  outros:  doenças  articulares  inflamatórias  crônicas,  quadros  de

hipertensão, ação neuroprotetora em isquemia/ reperfusão induzida em modelo animal, efeitos

benéficos  no tratamento  de aterosclerose e  processos  inflamátorios  do trato  respiratório  e

alérgicos.  (LAFEBER et  al.,  1999;  MUIJSERS et  al.,  2001;  PETERS,  HILTERMANN &

STOLK, 2001; HOUGEE et al., 2006).
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O mecanismo  de  ação  e  os  efeitos  biológicos  deste  metoxi-catecol  não  estão  totalmente

elucidados, todavia há indícios de possuir a propriedade de bloquear a cascata de ativação do

complexo enzimático NADPH-oxidase (STOLK et al., 1994; BEN-SHAUL et al., 2001).  

A NADPH oxidase  é  um complexo  multienzimático  presente  em diversas  células,

sendo sua forma melhor caracterizada a fagocítica, presente em macrófagos e neutrófilos que

atua como mecanismo de defesa devido a  geração de espécies  reativas.  Este  complexo  é

composto por seis subunidades: duas proteínas transmembrana: p22phox e gp91 phox que formam

o citocromo b558 e três fatores citosólicos ligados (p47phox, p67 phox, p40 phox) e uma GTPase

(Rac1 ou Rac2). A ativação celular  por  estímulos  fisiológicos  ou  moléculas  indutoras  de

quimiotaxia leva a fosforilação da proteína citoplasmática p47phox, gerando uma cascata de

eventos  que  resulta  na  migração  dos  fatores  citosólicos  da  membrana  e,  montagem  do

complexo enzimático que resulta na produção de ERO (espécies reativas de oxigênio) para o

meio  extracelular  atuando  na  defesa  do  hospedeiro  (BARBIERI et  al.,  2004;  SORCE &

KRAUSE, 2009).    

O complexo enzimático exerce papel essencial na imunidade inata, ao participar do

processo  catalítico  com  formação  do  ânion  superóxido  (O2
•-),  um  precursor  de  espécies

reativas,  propiciando  a  destruição  de  agentes  invasores  durante  o  processo  de  fagocitose

(BERGENDI et al., 1999; BABIOR, LAMBETH & NAUSEEF, 2002). 

A  NADPH-oxidase  é  encontrada  em  altas  concentrações  em  células  do  sistema

imunológico, como em fagócitos para fins de defesa do hospedeiro, entretanto, estudos têm

reconhecido vários componentes protéicos deste complexo expressos no cérebro, fator que

pode  contribuir  para  a  promoção  de  lesões  oxidativas  e  progressão  para  processos  de

neurodegeneração (GREEN, et al., 2001; ABRAMOV et al., 2004; SIMONS et al.,1990).

O mecanismo de ação da apocinina ocorre através de sua metabolização com a enzima

catalítica  mieoloperoxidase  (MPO),  presente  nos  fagócitos,  com formação de um produto

dimérico,  a  diapocinina  (JOHNSON  et  al.,  2002;  XIMENES,  2007).  O  dímero  por

consequinte causa a inibição da transloção dos componentes citosólicos da NADPH-oxidase

através  de  sua  conjugação  com  resíduos  de  grupos  tióis   da  proteína  citosólica  p47phox

dificultando  a  migração da proteína   para a  membrana celular,  inibindo a montagem do

complexo enzimático (HEYWORTH et al., 1991; STOLK, 1994). 

Estudos de Kanegae e colaboradores (2007) estão de acordo com achados anteriores,

afirmando que a apocinina necessita de prévia ativação por oxidação em presença de peróxido
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de hidrogênio e/ou MPO produzindo um dímero o qual é metabolicamente ativo e apresenta

capacidade de inibir a ativação do complexo enzimático. 

Diversos são os trabalhos  os quais  se referem ao metoxi-catecol  com molécula de

escolha quando se deseja determinar o envolvimento do sistema NADPH-oxidase em modelos

experimentais tanto in vitro como in vivo.   Dodd-o e colaboradores (2004) ao induzir lesão

pulmonar em suínos através de circulação extracorpórea observaram que o tratamento com o

fármaco via intravenosa diminui a ativação basal de neutrófilos periféricos e queda na geração

de ERO em células endoteliais quando comparado com o grupo controle. 

Para Wang e colaboradores (2006) a apocinina apresentou a capacidade de proteger

danos  oxidativos  induzidos  por  isquemia  cerebral  em  roedores.  Estudos  realizados  por

Lafeber e colegas (1999) conferem ao fármaco a capacidade de inibir a liberação de citocinas

pró-inflamatórias em células mononucleares obtidas através de pacientes portadores da doença

inflamatória  crônica artrite  reumatóide.  Rupin  e  colaboradores  (2004) submeteram células

endoteliais de cordão umbilical à isquemia/reperfusão, ocasionando à ativação celular com

aumento da produção de ERO e maior expressão de moléculas de adesão, as selectinas.  Após

a co-cultura dessas células com o fármaco observaram inibição da geração de ERO bem como

queda da expressão destas selectinas. 

Como o fármaco mostrou atuar de forma eficaz em desbalanços do equilíbrio redox,

seu  emprego  para  o  tratamento  de  doenças  neurodegenerativas  de  origem oxidativa  e/ou

inflamatória  torna-se  uma  alternativa  viável.  Entretanto  devido  a  algumas  propriedades

farmacocinéticas não favoráveis torna-se necessário desenvolver mecanismos que melhorem

seu perfil farmacocinético (KELLY et  al., 2009). 

l2.2 Doenças neurodegenerativas relacionadas com processos oxidativos

Processos oxidativos induzidos no meio celular estão relacionados com a etiologia de

variadas patologias, incluindo neurodegenerações, como a doença de Alzheimer e Parkinson,

cardiopatias,  inflamações  crônicas  e  envelhecimento  (BUTTERFIELD,  PERLUGUI,  &

SULTANA, 2006; NORRIS & GIASON, 2005; SANTOS et al., 2011). Além disso, danos na

estrutura do DNA ocasionado por radicais livres contribuem para processos de mutagênese e

carcinogênese (PELICANO, CARNEY & HUANG 2004).
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O  termo  “estresse  oxidativo”  é  definido  como  um  desequilíbrio  entre  espécies

reativas,  compostos  potencialmente  reativos  e  o  sistema  antioxidante  de  remoção.  Este

desbalanço resulta em oxidação excessiva de moléculas biológicas, como lipídeos, proteínas e

ácidos nucléicos, resultando em dano celular (FARACI, 2006). Fatores como predisposição

genética e questões ambientais como radiação ultravioleta podem agravar o dano oxidativo ou

diminuir a capacidade das células em degradar tais agentes nocivos (HIRAGI, 2010). 

Casos  em que o estresse oxidativo  é de frequência moderada,  geralmente  tem-se

concomitantemente  o  aumento  da  defesa  antioxidante  enzimática  endógena,  porém  se

ocorrência for demasiada há a ocorrência de dano ou morte celular (ANDERSON, 1996). A

peroxidação lipídica é um dos maiores efeitos do estresse oxidativo por causar agravos às

membranas  e aumentar  a fluidez  comprometendo sua integridade e inativando a interação

entre as membranas com receptores ou enzimas (BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006). 

O termo espécie reativa é definido como qualquer composto que seja potencialmente

reativo,  sendo de  natureza  radicalar  (radicais  livres)  ou  não radicalar.  Um radical  livre  é

qualquer  molécula  orgânica,  inorgânica  ou  átomo  que  contêm elétrons  não  pareados  em

orbitais  mais  externos.  Devido  a  sua  instabilidade  eletrônica  tornam-se  extremamente

reativos. Já uma espécie reativa não radicalar, mesmo com ausência de elétrons não pareados,

são agentes oxidantes que podem se converter em radicais livres (HALLIVEL, 1994).    

Neste contexto destacam-se as Espécies reativas de oxigênio geradas em um ambiente

de reações de oxido-redução, onde o oxigênio molecular (O2) doa ou recebe elétrons gerando,

dentre outras espécies os radicais livres: radical superóxido (O2 
•-) e o radical hidroxil (•OH) e

espécies  não  radicalares:  peróxido  de  hidrogênio  (H2O2),  ácido  hipocloroso  (HOCl)   e  o

oxigênio singlete (1O2 ) (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). 

Todas  as  estruturas  celulares  do  corpo  sofrem com lesões  oxidativas,  todavia  o

Sistema Nervoso Central (SNC) é extremamente susceptível aos danos oxidativos (MANTHA

et al., 2006). Isto é atribuído a baixa capacidade de regeneração celular quando comparado

com outros órgãos e a morte de neurônios induzida tanto por toxinas quanto pelo processo

normal  de  envelhecimento  resultam  em  comprometimento  de  todo  o  sistema  nervoso

(ANSARI & SCHEFF, 2010). Além disso, a região cerebral necessita de um elevado consumo

de oxigênio, fato este atribuído ao alto consumo de ATP pelos neurônios para desempenhar

suas funções.  A mitocôndria que é uma organela celular envolvida na geração de energia e

respiração celular é também considerada a maior fonte de geração de radicais livres, os quais



21

são  produzidos  como  um  subproduto  do  metabolismo  energético  normal  (HALLIWELL,

2001; CADENAS, 2004; SORGE, 2004).

Para  Khan  e  colaboradores  (2010)  processos  oxidativos  na  região  cerebral

manifestam-se principalmente por peroxidação lipídica devido a particularidades do ambiente

como  alta  concentração  de  ácidos  graxos  poliinsaturados  e  lipídeos  e  baixo  teor  de

antioxidantes endógenos permitindo assim que este local seja mais susceptível à processos

oxidativos que resultam em alterações estruturais e funcionais de membranas celulares com

subsequente morte celular. 

Além disto, a região cerebral é composta, dentre outras estruturas, pela microglia que

são as menores células da região cerebral e derivam de uma linhagem mieloide com ação

fagocitária (SIMARD & RIVEST, 2004; HESS et al., 2004; MALM et al., 2005; SIMARD et

al., 2006).  Estas células estão em processo constante de vigília, permitindo uma reação rápida

frente a patógenos invasores (DAVALOS et al., 2005). Segundo Block e colaboradores (2007)

estas células ao detectarem a presença de patógenos sofrem ativação e tem-se início processos

de proliferação, migração, fagocitose, apresentação de antígenos para as células T e geração

de  espécies  oxidantes.  Este  processo  é  extremamente  útil  para  a  remoção  e/ou  morte  de

agentes  invasores  na  região  cerebral,  todavia  podem  lesar  as  estruturas  neuronais

contribuindo para a ocorrência de neurodegenerações.

Neste  contexto  fármacos  com  função  antioxidante  podem  desempenhar  um  papel

importante na prevenção e tratamento de neuropatologias decorrentes do desequilíbrio entre

espécies oxidantes e a defesa antioxidante (RATMAN et al., 2006). Todavia, deve-se levar em

consideração a dificuldade de fármacos direcionados para a região cerebral em ultrapassar a

barreira que isola o tecido cerebral dos elementos circulantes no sistema sanguineo (TOSI et

al., 2008).

l2.3 Antioxidantes

Segundo  Halliwell  (1995)  uma  definição  aceitável  de  antioxidante  é  qualquer

substância quando presente em baixas concentrações, em comparação com as do substrato

oxidável,  diminui,  inibe ou atrasa significativamente os processos oxidativos.  Adiando ou

prevenindo a oxidação de lipídeos ou biomoléculas impedindo a iniciação ou propagação de

reações de oxidação em cadeia.  Têm por propriedade atuar em diferentes níveis de proteção
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do organismo, seja através do impedimento da formação de radicais livres, interceptando os

radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou fontes exógenas de maneira a dificultar o

ataque  sobre  biomoléculas  ou  reparando  lesões  ocasionadas  por  estes  radicais  (BRAVO,

1998; BIANCHI & ANTUNES, 1999).  

Deve-se ressaltar que as células são dotadas de uma gama de mecanismos de ação

antioxidante endógeno, dentre eles, supressores da formação de ERO, sistemas enzimáticos,

quelantes  de  íons  metálicos  envolvidos  com  a  iniciação  da  peroxidação  lipídica  e

sequestradores de ERO (HALLIVELL & GUTTERIDGE, 1990). Estes mecanismos podem

atuar ou não em sinergismo, sendo essências para a proteção de danos oxidativos dificultando

que  os  intermediários  reativos  oxidem  biomoléculas  (JONES  et  al.,  1995;  BLOKHINA,

VIROLAINEN  &  FAGERSTEDT,  2003;  VALKO  et  al.,  2007;  LIMÓN-PACHECO  &

GONSEBATT, 2009). 

 Como sistemas enzimáticos pode-se citar a superóxido dismutase (SOD) presente

nas mitocôndrias e com função catalítica de transformar o radical superóxido em peróxido de

hidrogênio (H2O2); a catalase (CAT) presente nas mitocôndrias e peroxissomos, sendo sua

atividade variada de acordo com órgão ou tecido em que se localiza e é mais encontrada no

fígado  e  rins.  Seu  mecanismo  esta  envolvido  na  eliminação  do  H2O2  gerado  durante  a

oxidação  de  ácidos  graxos.  A  glutationa  peroxidase  (Gpx),  presente  no  citosol  e  matriz

mitocondrial, têm a propriedade de proteção contra peroxidação enzimática tanto endógena

quanto exógena. Atua catalisando a redução de peróxido de hidrogênio à custa da glutationa

(GSH). Assim age na captação de água, catalisando a peroxidação da GSH, obtendo-se como

produto a glutationa na forma dissulfeto oxidada (GSSG) (WANG et al., 2005).

 Entre os sequestradores não enzimáticos pode-se citar as vitaminas E e C, flavonóides

e a glutationa   (BIEWENGA et al.,1997;  REES et al.,  2008).   A glutationa  (GSH) é um

tripeptídeo formado por resíduos de ácido glutâmico, glicina e cisteína, a qual possui grupos

sulfídricos  (tíois)  que  estão  majoritariamente  envolvidos  nos  processos  bioquímicos  do

organismo (KRANCE et al., 2010). Pode ser definido como um sequestrador não enzimático

de radicais livres, exercendo ação antioxidante (LU, 2013).

A GSH é encontrada sob duas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), em tecidos

saudáveis  prevalece  sua  forma  biologicamente  ativa,  reduzida.   O par  GSH/GSSG é  um

potente indicador do estado redox celular e, alterações neste estado estão relacionadas com

alterações no meio celular, uma vez que em condições de estresse oxidativo a forma reduzida

converte-se  na  forma  oxidada,  diminuído  a  razão  GSH/GSSG  (FORMAN,  ZHANG  &
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RINNA, 2009).   Independente da localização dentro das células ou na corrente sanguínea

todo sistema antioxidante é essencial para a proteção de danos oxidativos (JONES et al, 1995;

VALKO et al, 2007; LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

Diversos são os métodos aplicáveis para se avaliar a atividade antioxidante  in vitro

com o intuito de permitir rápida seleção de substâncias com potencial antioxidante. Técnicas

eletroquímicas  são  aplicáveis  por  correlacionar  potenciais  de  oxidação,  intensidade  de

corrente  além  de  outros  parâmetros  eletroquímicos  relacionados  à  capacidade  oxidante,

destacando-se a voltametria cíclica e de pulso diferencial (REBELO et al., 2013).  Já métodos

espectrofotométricos são ensaios relativamente simples, os quais se baseiam na capacidade de

mudança de cor da amostra. Os ensaios mais utilizados recebem o nome do reagente que terá

sua  absorção  reduzida  pelo  antioxidante,  como  exemplo  pode  ser  citado  os  ensaios  com

DPPH e ABTS (BUTERA et al., 2002, ABDERRAHIM et al., 2013). 

O método ABTS (2,2-azino-bis-3-etil-benzolina-6-sulfonado) determina a habilidade

do antioxidante em sequestrar radicais cromóforos que simulam ERO. A técnica apresenta

praticidade,  rapidez e elevada sensibilidade sendo amplamente empregada para se medir a

atividade de compostos de natureza hidrofílica e lipofílica (ARNAO, 2000).  

 

l2.4 Sistemas nanoestruturados como carreadores de fármacos

A nanotecnologia é uma ciência multidisciplinar a qual engloba uma vasta e variada

gama de dispositivos derivados da biologia, engenharia, química e física com a manipulação

de materiais em escala nanométrica. Diversas são as áreas que utilizam a nanotecnologia, em

especial  na área da saúde, observa-se um contínuo progresso criando novas oportunidades

para o avanço da ciência médica e tratamento de doenças na área da saúde humana (HORTON

& KHAN, 2006; SAHOO et al., 2002).   

Na  área  biomédica  torna-se  possível  especificar  as  seguintes  aplicações:

direcionamento de fármacos, aplicação em cosméticos, carreamento de proteínas, iagnósticos,

uso em implantes  e para fármacos com ação antioxidante,  tais  como:  curcumina e ácido

elágico (JAIN, 2000; BAO & POTTS, 2001; CALVO et al., 2001; FERRARI, 2005; LIU &

WEBSTER, 2007; ANKOLA et al.,  2007; SHAIKH et al.,  2009; AWASTHI et al.,  2010;

KUMARI, YADAV & YADAV, 2010; CHATTERJEE, 2013).  
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No âmbito farmacêutico sistemas nanoestruturados são utilizados quando se deseja um

aumento do controle de liberação do fármaco, maior especificidade e seletividade ao local de

ação, além da diminuição de efeitos  colaterais  e da dose (BARRATT, 2000).  Em termos

gerais,  estes  sistemas  dão preferência  às  moléculas  que  apresentam dificuldade  de  serem

entregues através dos meios convencionais decorrentes de suas propriedades farmacocinéticas,

tais  como:  estreito  índice terapêutico,  alta  toxicidade,  baixa solubilidade e permeabilidade

(BHARDWAJ et al., 2009). A alteração dessas propriedades acarreta em variação nos perfis

de liberação do fármaco por elas vinculados, tendo por resultado diferenças na distribuição e

absorção das partículas in vivo (MAINARDES et al., 2009).   

 As vantagens no uso desses nanocarreadores são decorrentes de suas propriedades, as

quais permitem com que se tenha um sistema de liberação ideal do fármaco. Diante disto há

um maior  controle  da absorção e distribuição tecidual  do fármaco,  com intensificação do

efeito  terapêutico e diminuição do efeito nocivo de fármacos com potencial  de toxicidade

(KREUTER et al., 1995; SCHROEDER, 1998; GULYAEV, 1999; ALEXIS et al., 2008).

  O termo nanopartícula quando destinado à liberação controlada de fármacos é amplo

e refere-se a partículas poliméricas, as quais apresentam tamanho inferior a 1000 nm (1µm),

sendo constituídas de polímeros de origem sintética ou natural. São subdivididas de acordo à

organização em nível molecular do polímero em nanoesferas e nanocápsulas. Denominam-se

nanoesferas  aos  sistemas  matriciais  no  qual  o  fármaco  está  fisicamente  e  uniformemente

disperso,  ao  passo  que  as  nanocápsulas  são  sistemas  vesiculares  no  qual  a  droga  está

confinada a uma cavidade rodeada por uma membrana de polímero (Figura 2). (SINGH &

LILLARD, 2009). 

  Figura 2- Representação esquemática de nanocápsulas e nanoesferas poliméricas.
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Estes sistemas de entrega são mecanismos atrativos por apresentarem como vantagens

a  proteção  do fármaco  contra  degradação,  maior  concentração  da  droga  nos  sítios  alvos,

menor  absorção  da  droga  pelo  sistema  retículo  endotelial  do  corpo,  além do  método  de

preparação ser geralmente simples e de fácil escalonamento (GREF et  al., 1994;  GARCIA, et

al., 2005).  A  funcionalização  apropriada  destes  sistemas  nanoestruturados  permite  a

distribuição  dos  fármacos para em diversos  locais  do corpo,  inclusive  na região cerebral,

durante um período de tempo sustentado (HANS & LOWMAN, 2002; TOSI et  al., 2008).  

l

l2.4.1 Polímero

A seleção de um polímero deve levar em consideração características, tais como massa

molecular, grau de cristalinidade e propriedades físico-químicas. Estas, por sua vez, podem

influir na cinética de liberação, na estabilidade do fármaco além de alterar a compatibilidade

com o organismo (BOSTAMAN et al., 1990; ANDERSON & SHIVE, 2012). 

Há  uma  gama  de  polímeros  biodegradáveis  e  biocompatíveis  os  quais  podem ser

utilizados para a formulação dessas nanopartículas, que podem variar de sintéticos a naturais

(HILLAIREAU  &  COUVREUR,  2009).  Dentre  os  polímeros  sintéticos  frequentemente

utilizados pode-se citar o ácido poli-láctico (PLA), ácido poli (láctico-glicólico) (PLGA), poli

([-caprolactona)  (PCL)  e  o  ácido  poli-glicólico  (PGA)  (DILLEN  et  al.,  2004;

LEMARCHAND et al., 2006; DAMGÉ, MAINCENT & UBRICH  2007; GELPERINA et

al.,  2010;  ESSA,  RABANE  &  HILDGEN,  2011).  Já  os  polímeros  de  origem  natural

apresentam como vantagem alta biocompatibilidade e solubilidade em água, podendo ser de

origem proteica como albumina,  colágeno e gelatina ou de polissacarídeos como alginato,

quitosana e dextrano (COIMBRA, 2010). 

 A albumina é um polímero natural, uma proteína, utilizada na área farmacêutica como

transportadora  de  fármacos  devido  a  suas  propriedades  como  boa  biodegradabilidade  e

biocompatibilidade (SOPPIMATH et al.,2001; RAVAL, PATEL & PATEL,  2010).   

A albumina de soro humano (HSA) caracteriza-se por ser uma proteína plasmática,

com grande abundância no soro humano (35-50 g/L soro humano)  e tempo de meia-vida

média de 19 dias,  representando cerca de 50% do conteúdo total  de proteínas no plasma.

Como a maioria das proteínas do plasma é sintetizada no fígado, onde é produzida a uma

velocidade de aproximadamente  0,7 mg/h  (HIROSE, TACHIBANA & TANABE, 2010).
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Tem por característica alta estabilidade em uma faixa de  pH de 4 a 9 e pode ser aquecida a

60ºC por até 10 horas sem efeitos estruturais  deletérios (KRATZ, 2008).  A HSA é mais

utilizada que a albumina bovina devido a sua propriedade de evitar uma possível resposta

imunológica  in  vivo,  todavia  a  sequência  de  aminoácidos  é  bem  preservada  e,  quando

comparadas apresentam 75% de homologia (CARACENI, 2013). 

 Sua estrutura primaria é composta de uma única cadeia polipeptídica, contendo 585

resíduos de aminoácidos como ácido aspártico e glutâmico, lisina, arginina e triptofano com

peso molecular de 66.5 kDa e 17 pontes dissulfeto. 

A estrutura secundária é composta majoritariamente por α hélices, sendo estabilizadas

por ligações de hidrogênio dos oxigênios das carbonilas e dos nitrogênios das amidas dos

aminoácidos  subsequentes  estando  unidos  pelas  ligações  peptídicas.  A  estrutura  terciária,

elucidada através de difração de raio–x demonstra que a proteína tem forma semelhante de um

coração. A HSA é formada por três domínios homólogos (locais I, II e III), cada uma deles é

composto  por  dois  sub-domínios  separados  (A e  B)  que  são  helicoidais  e  contém várias

ligações cruzadas de pontes dissulfeto, as quais têm por propriedade estabilizar a conformação

espacial da molécula (SUGIO et al., 1999; FANALI et al., 2012). 

A HSA tem como característica peculiar ser uma proteína cujo arranjo tridimensional

depende unicamente da presença das 17 pontes dissulfeto, o que justifica sua habilidade em se

manter estável diante de condições desnaturantes mais severas. Dentre as várias características

desta proteína, pode-se citar sua propriedade de interagir rapidamente e com grande afinidade

a diversos ligantes.  Isto decorre de sua capacidade em alterar sua conformação interna de

modo rápido. Regiões polares estão estruturalmente arranjadas na parede externa da proteína,

garantindo maior  solubilidade em meio aquoso e favorecendo as ligações com compostos

orgânicos  e  inorgânicos.  Já  os  grupos  hidrofóbicos  estão  na  região  mais  interna  entre  as

hélices da proteína (ESPÓSITO, 2000; SEZER et al., 2011).

A albumina tem a capacidade de alterar sua conformação interna de modo rápido, onde

regiões hidrofóbicas e grupos substituintes carregados auxiliam no processo de fixação dos

ligantes à sua estrutura.  Sua conformação pode ser subdividida em sítios os quais tem maior

afinidade  por  diferentes  tipos  de  ligantes.  Sítios  I  e  II  (compostos  aromáticos,  ácidos

carboxílicos e ligantes heterociclícos), sítios III e V (ácidos graxos de cadeia longa) e  sítios

(V e VI) íons metálicos (KRATZ, 2000; KRATZ, 2014). 

Sua utilização como polímero  na produção de nanopartículas  é uma prática  viável

devido  a  suas  propriedades  como  alta  biodegradabilidade  e  biocompatibilidade  e  baixa
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imunogenicidade  (WARTLICK  et  al.,  2004).  Vários  são  os  trabalhos  da  literatura  que

utilizando  sistemas  nanoparticulados  de  HSA  para  a  incorporação  de  drogas  obtiveram

resultados positivos como resposta (LANGER et al., 2003; ANHOR, CHRISTIAN-MAHLER

& LANGER, 2008; LANGER et al., 2008;  CHEN et al., 2010; WACKER et al., 2010).

 Nanopartículas  de  HSA para  direcionamento  pulmonar  apresentaram ausência  de

toxicidade e inflamação com eficiente  captação nas  células  epiteliais  brônquicas humanas

(BROZOSKA et  al.,  2004).  Ganciclovir  sob a forma  nanoparticulada  de HSA apresentou

melhora  em  seu  perfil  de  atividade  antiviral  e  ausência  de  reações  auto-imune  quando

administrado por via intra-vítrea (KIM, ROBINSON & CSAKY, 2009). Nanopartículas de

HSA  contendo  doxorubicina  mantiveram  sua  atividade  biológica.  Seu  efeito  quando

nanoparticulado apresentou aumento quando comparado com o fármaco em solução (DREIS

et al., 2007). Trabalhos de Kufleitner e colaboradores (2010) indicam que nanoparticulas de

HSA  contendo  obidoxime,  utilizado  para  o  tratamento  de  envenenamento  por

organofosforados, apresentou liberação in vitro do fármaco na região cerebral.  

 

l2.4.2 Nanopartículas como estratégia para o direcionamento cerebral de fármacos

O  emprego  da  nanotecnologia  torna-se  relevante  por  contribuir  para  o

desenvolvimento  de  novos  sistemas  de  entrega  de  drogas.  Nanocarreadores  podem  ser

ajustados, fazendo o transporte de fármacos em variadas regiões do corpo, incluindo a região

cerebral (WANG et al., 2009; KREUTER, 2012;  PANYAM & LABHASETWAR, 2012;

FROZZA et al., 2013). 

A  efetividade  dos  sistemas  de  administração  de  medicamentos  apoiados  na

nanotecnologia  é  influenciada,  principalmente  pelo  tamanho,  carga  superficial  e

hidrofilicidade.  Estas  particularidades  estão  diretamente  relacionadas  com  os  perfis  de

distribuição, absorção, liberação e eficácia terapêutica  in vivo  (MATHIOWITZ et al., 1997;

BHARDWAJ et  al.,  2009).  Tais  sistemas  apresentam como  características:  transporte  em

maior concentração, liberação controlada e veiculação melhorada através da modificação de

superfície.  Diante do exposto sistemas nanoparticulados atuam como um meio  estratégico

atraente para a veiculação de fármacos que atuam no SNC (ESSA et al., 2011).

Ampliar o conhecimento do desenvolvimento de tratamentos para doenças da região

cerebral  torna-se  um  desafio  devido  ao  número  limitado  de  fármacos  que  conseguem
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ultrapassar  a  barreira  que  isola  o  tecido  cerebral  das  substâncias  circulantes  no  sistema

sanguíneo (KREUTER, 2001; TOSI et al., 2008). 

Este  sistema  de  isolamento  cerebral  é  conhecido  como  barreira  hemato-encefálica

(BHE), estando localizada na interface entre o sangue e o tecido cerebral. É constituída por

um conjunto  de  células  que  inclui  os  astrócitos,  membrana  basal,  células  da  microglia  e

neurônios, formando uma unidade neurovascular funcional (MISRA et al., 2003; KAUR et al.,

2008). O sistema é responsável pela proteção do cérebro desempenhando um papel essencial

no controle preciso e elevado do ambiente cerebral, garantindo a efetividade da transmissão

nervosa (BLASI et al., 2007; VERGONI et al., 2009; CHEN & LIU, 2012). 

Segundo Weiss e colaboradores (2009) a BHE têm por função regular as trocas entre o

sangue e os compartimentos do cérebro através: (i) do impedimento da difusão de solutos

hidrofílicos,  (ii)  regulação da migração transendotelial  das células circulantes no sangue e

patógenos, (iii) promoção do efluxo de moléculas hidrofóbicas e fármacos do cérebro para o

sangue e (iv) mediação  do transporte ativo de nutrientes para o cérebro. Grande parte das

partículas só atingem a região cerebral se ligadas a transportadores específicos ou receptores

expressos no lado luminal das células endoteliais.  

 Diversos trabalhos demonstraram que a entrega para a região cerebral de fármacos

pode ser melhorada ao se utilizar transportadores coloidais estericamente estabilizados, tais

como lipossomas,  nanopartículas  lipídicas  sólidas,  dendrímeros,  nanogéis  e  nanopartículas

poliméricas GELPERINA et al., 2002; VINOGRADOV, BRONICH & KABANOV, 2002;

KAUR et al., 2008; WILSON et al., 2008; KANNAN et al., 2012; HAO et al., 2013; HUA &

CABOT, 2013). 

O processo de opsonização é facilitado devido à presença de interações hidrofóbicas

entre as opsoninas e a superfície da partícula. (BAZILE et al., 1995). Qualquer partícula de

origem exógena quando na corrente sanguínea tem imediatamente à sua superfície a adsorção

de  proteínas  plasmáticas,  as  opsoninas.  Tal  processo  tem  por  objetivo  permitir  que  as

partículas  sejam rapidamente reconhecidas  pelos  macrófagos do sistema fagocítico sendo

rapidamente eliminadas da corrente sanguínea (MISRA et al., 2003; WEISS, 2009). 

Tendo em vista a existência destes obstáculos, torna-se relevante o desenvolvimento

de sistemas que dificultem a captura destas partículas pelo sistema de defesa, aumentando a

concentração do fármaco no sangue (PERACCHIA et al., 1998, PERACCHIA et al., 1999).

Uma  metodologia  promissora  para  esta  proposta  é  a  modificação  superficial  dos

sistemas nanoparticulados através da adsorção ou ligação covalente de polímeros hidrofílicos
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e  modificação  da  carga  superficial,  tamanho  e  hidrofilicidade  (WONG  et  al.,  2012).

Tensoativos  hidrofílicos  têm  a  propriedade  de  modificar  a  superfície  das  nanopartículas

aumentando a hidrofilicidade da partícula, dificultando a interação com as opsoninas. Todavia

tal  propriedade depende da natureza,  estrutura química e características  físico-química do

tensoativo (KREUTER, 2001).  

O  Polissorbato  80  (monoleato  de  polioxietilenossorbitano)  é  um éster  de  sorbitan

etoxilado comercialmente conhecido com Tween 80® (Figura 3). É um tensoativo não-iônico

que apresenta alta  hidrofilicidade,  sendo amplamente  utilizado na área farmacêutica  como

emulsionante e dispersante de medicamentos,  em cosméticos,  formulações agroquímicas  e

alimentos (BAM et al., 1998).

         

Figura 3- Estrutura química do Polissorbato 80 (monoleato de polioxietilenossorbitano).

                                                                                                                     

Estudos Wilson e colaboradores (2008) indicam que o PS80 pode formar uma barreira

de proteção hidrofílica na superfície das nanopartículas, repelindo a adsorção das opsoninas

via  efeito  de  repulsão  estérica  que,  pode diminuir  níveis  de  englobamento  por  parte  dos

fagócitos.    

Nanopartículas recobertas com o PS80 são sistemas de direcionamento de fármacos

para o cérebro por apresentarem a propriedade de transpor a BHE (ZHAO, 2013). Todavia o

mecanismo  que  permite  a  entrega  do  fármaco  até  a  região  cerebral  não  está  totalmente

elucidado, mas uma das possibilidades envolvidas nesse carreamento é a endocitose mediada

por receptores.  Na região cerebral estão presentes  os receptores de lipoproteínas  de baixa

densidade (LDLR) que tem a função de atravessar a BHE do colesterol lipoproteína de baixa

densidade (LDL), essencial para a fisiologia cerebral. Uma partícula recoberta com o PS80

tem a propriedade de mimetizar a LDL, ligando-se aos receptores expressos na BHE e facilitar

o transporte de drogas para a região cerebral. (GULYAEV et al., 1999).
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Diante  do  exposto,  sistemas  nanoestruturados  com  funcionalização  da  superfície

tornam-se  uma  alternativa  favorável  para  o  desenvolvimento  de  estruturas  que  consigam

modificar  o  perfil  biológico  bem  como  melhorar  características  físico-quimicas  e  a

farmacocinética do fármaco.     

l2.5  Método de obtenção das nanopartículas:  secagem por atomização (spray dryer) 

Variados  são  os  métodos  que  podem  ser  utilizados  para  a  nanoencapsulação  de

fármacos. Todavia, a escolha da técnica mais adequada deve considerar fatores como tamanho

desejado da partícula, propriedades físicas e químicas dos polímeros, aplicação do produto

final, dispositivos associados à liberação, bem como custo e escala de produção. Devem-se

considerar parâmetros como a propriedade do ativo bem como o tipo de partícula desejada, de

acordo com sua capacidade de liberação e proteção. Ademais,  deve-se levar em conta sua

finalidade,  morfologia e estabilidade bem como os parâmetros  envolvidos  no processo de

manufatura (SOUTO, SEVERINO & SANTANA, 2012; JAMEKHORSHIED, SADRAMELI

& FARID, 2014).

Diversas são as técnicas de preparação de sistemas nanoparticulados, estes podem ser

classificados em três principais grupos: i) métodos físico-químicos: destina-se a produção de

nanopartículas que utilizam polímeros pré-formados e com indução de sua precipitação por

evaporação e emulsificação do solvente, tais como coacervação e envolvimento lipossômico

ii)  métodos  químicos:  síntese  química  in  situ  das  macromoléculas,  resultando  em

polimerização ou reações de policondensação interfacial: polimerização interfacial e inclusão

molecular  e  iii)  métodos  mecânicos:  utiliza-se  dispositivos  de  alta  energia,  como

homogeneizadores de alta pressão ou moinhos úmidos de alta energia:  spray dryer, spray

coating, spray chilling  (SINGH &  LILLARD, 2009; LI et al., 2010). 

Em  presença  de  diferentes  e  variados  métodos  aplicáveis  para  a  produção  de

nanopartículas tem-se a secagem por atomização spray dryer sendo uma técnica difundida na

indústria farmacêutica, e objeto de estudo do presente trabalho. Primeiros relatos da utilização

da técnica para a formação de partículas secas foram em meados de 1860, com sua primeira

patente  de  exclusividade  em  1872.  Todavia,  ocorreram  problemas  em  seus  dispositivos

primitivos,  os  quais  ocasionaram problemas  em aspectos  como  eficiência,  desempenho  e

segurança do processo. Diante disto somente em 1920, com a evolução de seus dispositivos
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foi possível seu emprego para produção de leite em pó. Sendo esta a primeira aplicabilidade

em escala industrial de spray dryer (REDDY et al., 2014). 

Na indústria farmacêutica os primeiros relatos do uso da técnica destinam-se para a

obtenção de extratos secos de plantas. A partir de então, esta metodologia vem apresentando

grande relevância devido a sua capacidade de secar até mesmo extratos mais termolábeis com

ausência de decomposição de seus componentes (SOLLOHUB & CAL, 2010). Aplica-se na

produção de excipientes e formulações pulmonares, microencapsulação e secagem de matérias

termosensíveis, dentre outros (NANDIYANTO & OKUYAMA, 2011).       

A técnica consiste  em um método mecânico  o qual  promove a mistura  entre  uma

massa fluída e um gás aquecido, sendo pulverizada na forma de gotículas, produzindo uma

grande  área  superficial,  posteriormente  ocorre  contato  destas  com  uma  corrente  de  ar

aquecido,  com ocorrência  de transferência  de calor  e  evaporação do solvente  de  maneira

rápida  e  uniforme  com  formação  da  gotícula  sólida  (Figura  4). (KIM  &  JUNG,  2007;

VICENTE et al., 2013). 

             

Figura 4- Representação esquemática da formação de partícula por atomização.

                                        

                                                                                         (Adaptado: Cao et al., 2000)

Atribuem-se  como  vantagens  do  processo  de  atomização:  alta  reprodutibilidade;

possibilidade de transformar líquidos em sólidos; maior controle do tamanho da partícula;

secagem de produtos termolabéis, insumos biológicos e farmacêuticos além da produção em
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larga escala com elaboração de partículas uniformes, de pequenas dimensões e esféricas com

boa eficiência, bem como baixo custo do processo (BORREGUEIRO et al., 2011).  

A  seleção  cuidadosa  das  condições  variáveis  do  processo  como  metodologia  e

condições de atomização; temperatura de entrada e saída do ar, distribuição da temperatura,

vazão de alimentação, taxa de aspiração, velocidade de atomização, umidade e fluxo de ar e

concentração da solução/suspensão de alimentação influenciam na obtenção de partículas com

tamanho,  conteúdo de umidade e  distribuição  granulométrica  apropriados.  Além do mais,

estas variáveis são determinantes da morfologia das partículas formadas (VEHRING, 2007;

TONON, BRABET & HUBINGER, 2008).  

Para melhor elucidar o mecanismo de funcionamento do sistema de atomização pode-

se observar o esquema abaixo representado (Figura 5). 

Figura 5- Desenho esquemático de um sistema de atomização Spray Dryer.

                                                                                         (Adaptado Li et al., 2010)

Basicamente  no  mecanismo  de  atomização  a  emulsão,  solução  ou  dispersão  é

bombeada por entre o bico atomizador na forma de spray para a câmara de secagem por onde

passa um fluxo de ar quente. As gotículas quando em presença do ar aquecido e a alta relação

área  de  superfície/volume  promovem  rápida  evaporação  da  água,  sendo  as  gotículas
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transformadas em partículas. A velocidade do processo e, por conseguinte o curto tempo de

processamento oportuniza a secagem de produtos até temperaturas sensíveis sem degradação

(Manual BUCHI, 2014)  

Para  tal,  faz-se  necessário  um  sistema  de  bombeamento  por  onde  a  suspensão  é

aspirada até a parte superior, sendo aquecida até uma temperatura (de entrada ou INLET)

adequada para a atomização.  Através do bico do atomizador com saída para dois fluídos:

suspensão e o gás (ar ou N2) há a injeção simultânea de ambos na câmara de secagem. Têm-se

inicio o processo de atomização quando a massa líquida sob efeito da compressão do gás é

gotejada pelo bico do atomizador  ejetando milhões  de gotas por segundo. Estas gotículas

extremamente finas são secas em partículas sólidas, as quais são carregadas eletrostaticamente

e  depositadas  na  superfície  do  eletrodo  coletor.  O  gás  de  secagem  sai  do  coletor  de

pulverização e a temperatura de saída é mensurada enquanto o gás é filtrado.

2.6Métodos instrumentais utilizados para a caracterização de sistemas nanoestruturados

2.6.1Espectroscopia de correlação de fótons: dinamic light scattering (DLS)

A  técnica  consiste  em  atravessar  a  amostra  com  feixe  de  laser  de  modo  que  as

nanopartículas espalhem a luz. Devido ao fato destas partículas em suspensão apresentarem

movimento Browniano, dependendo da velocidade de difusão das partículas ocorre variação

do espalhamento da luz,  sendo possível  determinar  o diâmetro médio das partículas (XU,

2008).  Amostras  com  partículas  de  menor  diâmetro  movimentam-se  mais  rapidamente,

obtendo-se  rápidas  modificações  no  espalhamento  da  luz.  Todavia  partículas  maiores

apresentam menores flutuações na intensidade de espalhamento de luz. 

2.6.1Determinação da carga de superfície: potencial zeta 

A  carga  de  superfície  exprime  o  potencial  de  superfície  da  partícula,  sendo

influenciado por mudanças na interface com o meio dispersante, decorrentes da dissociação de

grupos funcionais na superfície da partícula ou da adsorção de espécies iônicas presentes no

meio  aquoso  da  dispersão  (JAIN  &  SARAF,  2009).  A  técnica  tem  por  principio  o



34

espalhamento dinâmico da luz e análise da mobilidade eletroforética das nanopartículas, que

consiste na aplicação de um campo elétrico de força conhecida através da amostra. 

Segundo Schaffazick e colaboradores (2003) a determinação da carga de superfície

apresenta  relevância,  estando  relacionada  com  a  estabilidade  da  nanopartícula  e  com  a

resposta  biológica  do  fármaco.  Para  Hans  e  Lowman  (2002)  a  carga  superficial  pode

influenciar a estabilidade das partículas em suspensão, através da repulsão eletrostática entre

as partículas. Sistemas nanoparticulados fisicamente estáveis apresentam um potencial zeta

mínimo de ± 30 mV, indicando boa estabilidade eletrostática.

Quando o valor do potencial zeta, em módulo, apresenta-se alto, há indicativos de que

interações repulsivas entre as partículas são maiores, levando a formação de partículas mais

estáveis, culminando com o decréscimo da agregação. 

2.6.1Espectroscopia na região do infravermelho

A análise  da espectroscopia na região do infravermelho tem por objetivo  detectar os

grupos  funcionais  e  identificar  possíveis  interações  intermoleculares,  resultando  em

caracterização do fármaco, polímeros e adjuvantes. A caracterização é realizada por meio de

deslocamentos,  variações  de  intensidade,  alargamento  ou  aparecimento  de  novas  bandas.

(LOPES & FASCIO, 2004).

2.6.1Difração de raio-x (DRX)

A DRX tem por objetivo observar a microestrutura e identificar as fases cristalina e

amorfa em materiais sólidos. O princípio da técnica consiste em incidir um feixe de raios-x

em um cristal,  que possui  átomos ordenados em planos cristalinos  separados entre  si  por

distâncias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de ondas dos raios-x, ocasionando

uma interação atômica originando o fenômeno de difração (BEYERLEIN et al., 2010).    

A  técnica  apresenta  elevada  relevância  em  aspectos  relacionados  ao  controle  de

liberação de fármacos, uma vez que pode afetar a velocidade de dissolução no processo de

entrega da droga. O método pode diferenciar os materiais entre amorfos ou cristalinos, uma

vez que substâncias cristalinas tem por característica a presença de picos definidos, mas em
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uma  substância  amorfa  não  é  possível  observar  planos  nítidos  característicos  de  cristais

(GURUNATH et al., 2013).

2.6.1Calorimetria exploratória diferencial (DSC)

A técnica  de  DSC é  um método  termo-analítico  com propriedade  de  investigar  a

interação entre polímero e o fármaco em diversas formulações. Assim torna possível obter

informações úteis a respeito da morfologia do polímero e sobre o estado de dispersão sólida

ou molecular do fármaco presente nos sistemas poliméricos. Além disto, através da técnica

podem-se obter informações a respeito de incompatibilidade física ou química entre fármaco,

polímero e adjuvantes (STORPIRTIS et al., 2011).    

2 OBJETIVOS

l3.1 Objetivos gerais

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver nanopartículas de  albumina humana

pelo  método  de  atomização  spray  dryer   incorporadas  com  polissorbato  80  contendo

apocinina para direcionamento cerebral e avaliação da atividade antioxidante.  

l3.2 Objetivos específicos

·Obtenção de nanopartículas  de albumina humana contendo apocinina obtidas pelo

método spray dryer;

· Modificação  de  superfície  das  nanopartículas  com  incorporação  do  PS80,  em

diferentes concentrações e incorporado durante a formulação ou como revestimento;

·Caracterização  físico-química  das  nanopartículas  avaliando-se  os  parâmetros:

diâmetro médio, índice de polidispersividade, carga de superfície, interação fármaco-

polímero e determinação da eficiência de encapsulação e
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·Avaliação  da  atividade  antioxidante  da  apocinina  quando  em  um  sistema

nanoparticulado.

2 MATERIAIS

     

l4.1 Reagentes

·Apocinina (Aldrich Chemistry)

·Albumina de soro humano- 96-99% (Sigma)

·Álcool etílico (P.A) (Vetec)

·Água Ultrapura (sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18.2 M± cm);

·Ácido acético grau HPLC (Vetec)

·Acetonitrila grau HPLC ( Tédia) 

·Brometo de potássio grau espectroscópico (KBr) ( Aldrich Chemistry)

·Polissorbato 80 (Sigma ChemicalCo., USA);

·Tampão PBS  50 mM pH 7,4

·TMB

l4.2 Equipamentos 

·Agitador tipo vortex- Vertex® ; 

·Banho Ultrasônico - Unique®;

·Balança analítica – Tecnal®;

·Capela de fluxo laminar; 

·Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência-Waters Alliance (detector PDA, coluna fase

reversa C18 (125 mm X 4 mm) tamanho de partícula 5µm- Merck Millipore®;

·Desruptor de células Ultrasônico - Unique®;

·Difratômetro Raios X (Bruker- Mod.D2 PHASER;

·Espectrofotômetro de Infravermelho-Termoelectron Nicolet FT-IR (Thermo Electron 

Corporation);

·Equipamento para medida do espalhamento dinâmico da luz e potencial zeta – (Malvern®

nano ZS90); 
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·Incubadora com agitação orbital (Quimis®);

·Leitor de microplacas (Spectra Max 190- Molecular Devices);

·Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 µm e PTFE 0,45 µm) - Millipore®;

·Nano Spray Drying B-90 (BUCHI® )

·Pipetas monocanal (Labmate®);

·Sistema de ultrapurificação de água (MilliQ Gradiente Millipore®);

·Sistema de calorimetria exploratória diferencial ( T.A Instruments, modelo SDT 

Q600);

·Ultracentrífuga refrigerada (Hermle Labortechnik® Z36HK).

2METODOLOGIA

A finalidade do presente estudo é o desenvolvimento tecnológico de nanopartículas

poliméricas com incorporação do PS80 para direcionamento cerebral. Assim foi realizado um

delineamento  de  diferentes  formulações,  com  variações  da  concentração  do  tensoativo  e

diferentes  método de incorporação: adicionando-o no momento da formulação ou após as

nanopartículas  já  preparadas,  como revestimento.  As formulações  foram desenvolvidas  de

acordo com a Tabela 1:

Tabela  1-  Delineamento das formulações desenvolvidas com as variadas concentrações de
tensoativo.

FormulaçãoTensoativo  na  formulação  (%)Tensoativo  como  revestimento

(%)F1----F20,05--F30,5--F41--F5--1 

5.1 Método para quantificação da Apocinina

Para  análise  quantitativa  da  apocinina  utilizou-se  a  metodologia  por  cromatografia

líquida de alta eficiência (CLAE) conforme metodologia descrita anteriormente por Oliveira

(2013) e validada conforme parâmetros da International Conference on Harmonization (ICH).

Seguindo-se assim todos os parâmetros e condições previamente estabelecidas para assegurar

a quantificação adequada da droga. As condições foram: 

üfase móvel: acetonitrila: água (ácido acético 0,1%) 60: 40 (v/v); 

üvazão da fase móvel: 0,8 mL/min;

ütempo de corrida: 3 minutos;
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ü eluição isocrática;

ü volume de injeção: 20 µL;

ü comprimento de onda: 276 nm;

ü coluna fase reversa C 18 (125 mm X 4 mm), tamanho de partícula 5 µm- Merck

Millipore®; 

ütemperatura da coluna: 25ºC e

ü detector: PDA-UV-Vis.   

Todavia, com o intuito de analisar se os quesitos pré-estabelecidos são aplicáveis as

condições laboratoriais para o desenvolvimento do presente trabalho, primeiramente realizou-

se a construção de uma curva padrão com 8 concentrações da droga  (5; 10; 20; 40; 50; 60; 80

e 100 µg/mL). Sendo os valores correspondentes à área sob a curva foram utilizados para o

cálculo  da  equação  da  reta  através  da  regressão  linear,  bem  como,  para  o  cálculo  do

coeficiente  de  correlação (r),  útil  para  estimar  a  qualidade  da  curva  e  sua linearidade  no

intervalo das concentrações testadas.  

                                                                                                                              

5.2 Obtenção das nanopartículas de apocinina 

 As  nanopartículas  foram  obtidas  pela  técnica  de  atomização  por  spray  dryer,

anteriormente descrita por Li e colaboradores (2010). Foi dissolvido 100 mg de HSA em 4 mL

de  água  ultra  pura  com prévia  dissolução  das  diferentes  concentrações  do  PS80.  A  esta

solução adicionou-se  a  apocinina  na  concentração 25 mg/mL  dissolvida  em etanol.  Esta

mistura foi previamente filtrada em membrana de 0,22 µm antes do processo de atomização

para  evitar  o  entupimento  devido  a  quaisquer  partículas  não  dissolvidas  na  malha  de

pulverização.

Para a formulação em que o PS80 foi utilizado para revestir seguiu-se a metodologia

de Pereverzeva e colaboradores (2007) e a concentração do surfactante de acordo com estudos

prévios de Tian e colaboradores (2011). As nanopartículas foram ressuspensas a uma solução

de PS80 a 1% em água destilada na proporção 1:1 (m/v) com posterior incubação por 30

minutos a 20ºC.        

Os parâmetros utilizados para atomização da amostra foram:
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üfluxo do ar de atomização: 130 L/min; 

ütemperatura de entrada de ar (INLET): 100ºC; 

ütemperatura de saída de ar (OUTLET): 40- 46 ºC; 

üpressão: 35 bar; 

üspray: 100%;

ü temperatura atomizador: 100ºC;

ü malha do atomizador: 4,0 µm. 

As partículas foram coletadas do aparelho com ajuda de uma espátula e armazenadas

em micro tubos tipo eppendorf envoltos com papel parafilme e armazenados em dessecador. 

Após  o  processo  de  preparo  as  amostras  foram  caracterizadas.  Para  ensaios  de  ação

antioxidante optou-se por uma única formulação sendo considerada a mais  adequada para

ensaios futuros. 

l5.3 Caracterização físico-química das nanopartículas

O  estudo  de  caracterização  dos  sistemas  nanoestruturados  apresenta  significativa

relevância, uma vez que as propriedades como hidrofobicidade, composição polimérica das

partículas,  carga superficial,  perfil  de biodegradação do fármaco  e substâncias  adjuvantes

apresentam grande  influência  nos  processos  de  absorção,  biodistribuição  e  eliminação  do

fármaco (REIS et  al.,  2006).  Dentre  as  principais  características  que devem ser  avaliadas

pode-se citar: tamanho, carga superficial e cristalinidade do sistema nanoestruturado (HANS

& LOWMAN, 2002). 

5.3.1 Determinação da eficiência de encapsulação

A apocinina presente nas nanopartículas foi quantificada por CLAE. Para tal, 10 mg

das  nanopartículas  foram dissolvidas  em 1,5  mL de  etanol.  Posteriormente  a  solução  foi

homogeneizada em agitador vórtex e levada a centrifugação a 3500 rpm por 10 minutos. Em

seguida, coletou-se uma alíquota de 10 µL do sobrenadante e adicionou-se 990 µL da fase

móvel acetonitrila (1:100), o sistema foi filtrado em  membrana de 0,22 µm com posterior

leitura.    
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5.3.2 Determinação do tamanho e índice de polidispersão (IPD) 

 

O tamanho de partícula e o índice de polidispersão foram determinados pela técnica de

espectroscopia  de  correlação  de  fótons,  Light  Scatering.  Para  tal  análise  utilizou-se  uma

pequena alíquota do pó o qual foi disperso em 2 mL de água purificada e analisadas com

ângulo de dispersão de 90º e temperatura de 20ºC. Todas as análises foram realizadas em 3

determinações bem como o índice de polidispersão calculou-se a média e o desvio-padrão.   

5.3.3 Determinação da carga de superfície: potencial zeta 

A carga de superfície  das nanopartículas  foi  determinada através da capacidade da

mobilidade eletroforética das partículas utilizando o módulo de potencial zeta. Para tal análise

utilizou-se uma pequena alíquota do pó acondicionadas em célula eletroforética, previamente

dispersas  em  2  mL de  solução  de  KCl  1mM.  Todas  as  análises  foram  realizadas  em 3

determinações, calculou-se a média e o desvio-padrão.   

                         

l5.3.4 Espectroscopia na região do infravermelho

Para tal análise, preparou-se pastilhas de KBr que foram analisadas na faixa de 250 a

4000 cm-1.  Os espectros das nanopartículas  com o polissorbato contendo apocinina foram

analisados e comparados com os espectros obtidos do polímero, do fármaco e do tensoativo

sendo seus espectros comparados entre si.

5.3.5 Ensaio de difração de raio-x (DRX)

A  análise  foi  realizada  utilizando  radiação  Cu  Kα em  temperatura  ambiente.

Estabeleceu-se  como  parâmetros:  tensão  30  kV   e  corrente  10  mA,  sendo  as  amostras

acondicionadas em suporte de vidro e digitalizadas a partir de 5º para 60º.
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5.3.6 Análise térmica (DSC)

Executou-se  o  ensaio  de  calorimetria  exploratória  diferencial  (DSC),  em  que  as

amostras (10 mg) foram pesadas em cadinho de alumínio sendo aquecidas em atmosfera de

nitrogênio, com variação de 30- 450ºC, sob razão de aquecimento de 10ºC/min e vazão de 100

mL/min. Foi necessário realizar a calibração da célula de DSC, verificada anteriormente aos

ensaios utilizando padrões de zinco, oxalato de cálcio e safira.   

5.4  Estudo do potencial antioxidante

A atividade antioxidante da apocinina presente em nanopartículas foi realizada através

dos ensaios  de inibição  do radical  2,2-azinobis  (3-  etilbenzotiazolinona-6-ácido sulfônico)

(ABTS•+ ) e do HOCl e do radical.

 5.4.1 Ensaio de descoloração do radical ABTS+•  

O acompanhamento  da  atividade  antioxidante  das  nanopartículas  de  apocinina  foi

analisado através do estudo de descoloração do radical ABTS•+ previamente descrito por Re e

colaboradores (1999).

 O  radical  ABTS•+  é  gerado  pela  oxidação  do  ABTS  com persulfato  de  potássio

(Figura 6), apresentando-se como um cromóforo verde /azul. Quando em presença de um

antioxidante  o  radical  pré-formado  o  reduz  novamente  em  ABTS  resultando  em  uma

supressão da cor da solução. O mecanismo de ação envolvido neste processo consiste em

monitorar o decaimento do radical ABTS•+ produzido pela oxidação do ABTS quando em

presença da amostra antioxidante. O potencial antioxidante das nanopartículas foi monitorado

através do grau de descoloração analisado pela absorção do cátion radical em 734 nm.
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Figura 6- Mecanismo de formação do radical ABTS•+.

Para o ensaio  10 µL da amostra  (fármaco livre,  nanoencapsulado e  nanopartículas

vazias) em quatro concentrações: 1,25; 2,50; 5,0 e 10,0 µg/mL foram incubadas com 190 µL

de solução de ABTS•+ por 30 minutos a 25ºC, com posterior leitura da absorbância em 734 nm

em leitor de microplacas. Os tempos analisados foram: 0; 24; 48 e 72 horas. 

A  interação  entre  o  ABTS•+ e  a  amostras  foram  avaliadas  pelo  decréscimo  da

absorbância após o período de incubação.  As leituras foram realizadas em triplicata sendo a

atividade  antioxidante  calculada  como  porcentagem  de  inibição  do  ABTS•+,  seguindo  a

equação 1. Os resultados foram analisados utilizando o software PRISMA, versão 5 e feito

teste ANOVA one-way seguindo da análise de regressão e pós-teste de Tukey.  

                                 (Equação 1)

Onde: Ac: absorbância do controle e Aa: absorbância da amostra

·Preparo do ABTS•+: 

Para tal, partiu-se de uma mistura aquosa de ABTS (7 mM) e persulfato de potássio

(2,45 mM) que  foi incubada à temperatura ambiente por 12 horas e ausência de luz com o

intuito de formar o radical. No momento do uso, a solução foi previamente diluída em tampão

fosfato de sódio 50 mM (pH 7,4) até a obtenção da absorbância próxima de 0,8 com leitura

em 734 nm. 

5.4.2 Potencial de inibição do HOCl 
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A investigação do potencial antioxidante das nanopartículas de apocinina com o HOCl

foi realizada em tampão fosfato de sódio (PB) 50 mM, pH 7,4.

Para  o  ensaio  utilizou-se  10  µL  da  amostra  (fármaco  livre,  nanoencapsulado  e

nanopartículas vazias) em quatro concentrações 0,15; 0,30; 0,60; 1,25 µg/mL mais 50 µL de

HOCl (100 µM) foram incubadas por 10 minutos a 37ºC. O HOCl remanescente foi revelado

pela adição de 20 µL  de uma solução de tetrametilbenzidina (TMB)  o qual apresenta produto

de oxidação com absorção máxima em 652 nm (PAINO et al.,  2005). O volume final foi

completado com PBS para 200 µL com posterior leitura em leitor de microplaca. O ensaio foi

realizado em triplicata. 

·Preparo do  HOCl:

 O OCl-  /HOCl foi obtido através do NaOCl diluído em NaOH 0,05 mol.L-1  com ajuste da

concentração usando [ 295nm = 350 cm-1.

·Para o preparo do TMB:

Preparou-se  uma  solução  de  TMB  a  0,014  mol.L-1,  para  preparar  essa  solução

dissolveu-se 0,034 g de TMB em 5 mL de dimetilformamida e adicionou-se 4,9 mL de ácido

acético 0,8 mol.L-1 e 0,1 mL de KI 0,01 mol.L-1  .

 A porcentagem de inibição das nanopartículas e do fármaco livre sobre o HOCl foi

calculada conforme equação 1. 

5.5 Análise estatística

 Os resultados  foram expressos  com média  ±  desvio  padrão  (DP).  Para  a  análise

estatística  foi  utilizando  o  software  PRISMA  versão  5.  ANOVA  one-way foi  realizado,

seguindo da análise de regressão e pós-teste de Tukey. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Método para quantificação de apocinina em nanopartículas 

As condições cromatográficas adequadas para a quantificação da apocinina  por CLAE

seguiram metodologia previamente estabelecida e validada. 

A linearidade de um método é a sua capacidade de apresentar resultados diretamente

proporcionais  à  concentração da amostra  dentro de um intervalo  especificado.  Assim sua

avaliação é determinada a partir do coeficiente de correlação (r) com valor mínimo aceitável

de 0,99 (ANVISA, 2003). Nas condições pré-determinadas foi possível observar linearidade

adequada na faixa de concentração de 5 a 100 µg/mL com coeficiente de correlação de 0,9992

(Figura 7 (a)) estando o método de acordo com os preceitos da ANVISA. 

A partir da regressão linear dos dados experimentais foi obtida a equação da reta: 

y  =  93500  +  2340x.  Por  conseguinte,  seguiram-se  fielmente  as  condições  e  parâmetros

previamente estabelecidos. Obtiveram-se como resultados picos simétricos, estreitos e com

ausência de ruídos de base, como pode ser observado na Figura 7 (b).

Figura 7- (a) Curva padrão da apocinina em acetonitrila. Fase móvel: ACN: água com ácido
acético 0,1% (60:40 v/v). λ 276 nm e (b) cromatograma de solução padrão de apocinina (10
µg/mL-1). Equação da reta: 93500 + 2340x (r: 0,9992).  
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     Diante destes resultados infere-se que ao se seguir a metodologia de validação analítica

para  a  apocinina  em  CLAE  devidamente  validada  os  resultados  serão  autênticos  não

implicando em prejuízo dos ensaios e análises futuras. 

6.2 Obtenção das nanopartículas de HSA contendo Apocinina

As nanoapartículas obtidas pelo método de atomização por spray dryer apresentaram-

se  como  características:  forma  de  pó,  coloração  levemente  amarelada  com  ausência  de

higroscopicidade. 

6.3 Caracterização físico-química das nanopartículas

Propriedades  físico-químicas  dos  sistemas  nanoparticulados  exercem  papel

fundamental na determinação da liberação da droga, na citotoxicidade e absorção celular, bem

como em sua farmacocinética e biodistribuição, influenciando no perfil de ação do fármaco

encapsulado (YAN et al., 2010).

6.3.1 Determinação da eficiência de encapsulação

A  eficiência  de  encapsulação  das  nanopartículas  de  HSA  contendo  apocinina  foi

determinada por CLAE, com resultados expressos na Tabela 2 e na Figura 8.  
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Tabela 2- Eficiência de encapsulação da apocinina em diferentes concentrações do PS80.

FormulaçãoE.E % (média ± DPR)F160,20 ± 1,97F258,76 ± 13,55F351,23 ± 1,70F428,23 ±

7,80F564,39 ± 7,63 (n=3)

Figura 8- Representação gráfica da eficiência de encapsulação das diferentes formulações.

F1: sem PS80; F2: PS80 0,05%; F3: 0,5%; F4: PS80 1%  formulação; F5: PS80 1% revestimento

 

Observa-se nítida diferença para os resultados obtidos com diferentes formulações. A

formulação F1 quando comparada com a amostra F2, F3 e F4 demonstrou haver diferença

estatística  (p<0,05),  já  quando  comparada  com  a  F5  não  houve  diferença  (p>0,05).  A

formulação  F4  foi  a  que  apresentou  menor  resposta  frente  à  eficiência,  uma  possível

justificativa para tal fato segue estudos de Pérez e colaboradores (2009), os quais afirmam que

o PS80 tem tendência a reduzir a energia livre do sistema por adsorção na interface. Todavia

se ocorre aumento da concentração do surfactante há desestabilização do sistema através da

saturação desta interface. A redução da energia total continua através de outros mecanismos

como cristalização, floculação ou separação de fases. Diante disso, tende-se a má formação

das partículas o que resulta em encapsulação inadequada do fármaco.

A utilização de nano spray dryer para a encapsulação de matérias é uma técnica que

reproduz elevados índices de eficiência de encapsulação (ELZOGHBY, SAMY & ELGIDY,

2012).  Todavia,  segundo Wu e colaboradores (2014) ao encapsular sulforafano, composto

com propriedades anticarcinogênica, antioxidante e anti-inflamatória, com diferentes matérias

obtiveram resultados  variando entre  27,1 a  44,5%.  Os autores  concluíram que os  valores

foram  influenciados  pelo tipo de material utilizado para compor as paredes da nanopartícula.
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Resultado semelhante foi obtido por Jain & Banerjee (2008) em seus estudos com

sistemas nanoparticulados de cloridrato de ciprofloxacino com diferentes polímeros naturais:

quitosana,  albumina  bovina,  gelatina  e  nanopartículas  lipídicas  obtiveram  variações  na

eficiência  de  encapsulação,  entre  35  e  48%,  sendo  resultado  mais  satisfatório  para

nanoparticulas quando incorporadas com a albumina.

Trabalhos de Waterhouse e colegas (2013) ao investigar a encapsulação por  spray

dryer da  quercetina  e  vanilina  com  diferentes  polímeros  naturais  obtiveram  resultados

variando  entre  8,9  a  18,5% dependendo  do  polímero.  Segundo  os  autores  a  variação  da

eficiência de encapsulação foi influenciada pela estabilidade térmica dos compostos. 

Algumas  propriedades  da  droga  como  polaridade,  solubilidade,  bioatividade,

hidrofobicidade  ou  hidrofilicidade  e  estabilidade  estão  diretamente  relacionadas  com  sua

estrutura química (PEREZ-JIMÉNEZ et al., 2008). A técnica de encapsulação por spray dryer

é  um  meio  alternativo  para  que  se  possa  melhorar,  alterar  ou  proteger  os  bioativos  de

condições adversas que possam influir, ou alterar o perfil de ação (FAVARO-TRINDADE et

al., 2010). 

6.3.2 Determinação do tamanho e do índice de polidispersão (IPD) 

O tamanho de partícula e o índice de polidispersão das amostras obtidas pelo método

de atomização estão apresentados na Tabela 3 e na Figura 9.  

Tabela 3- Variação do tamanho médio e IPD de nanopartículas de apocinina em diferentes 

concentrações do PS80.

FormulaçãoDiâmetro médio (nm) (média ± DPR) IPDF1

F2

F3

F4

F5237,03 ± 29,44

104,85 ± 5,02

             136,76± 25,17

157,80± 25,17

228,80 ± 27,43 0,613
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0,343

0,322

0,536

0,308(n=3)

Figura  9-  Representação  gráfica  da  variação  do  diâmetro  médio  das  nanopartículas  de
apocinina em diferentes concentrações do PS80.

  F1: sem PS80; F2: PS80 0,05%; F3: 0,5%; F4:PS80 1%  formulação; F5: PS80 1% revestimento

Com  base  na  tabela  3 e  na  figura  9 pode-se  observar  que  ao  se  comparar  as

formulações F1 com F2, F3 e F4 indicam haver diferença estatística significante (p<0,05).  E

também as  três  formulações  F2,  F3 e  F4 apresentaram diferença  estatística  entre  si  com

p<0,05. Já a formulação F1 quando comparada com F5 não apresentaram diferença entre si

(p>0,05). 

Sabe-se que o tamanho da partícula  é um parâmetro importante  na aderência,  bem

como  na  interação  com  as  células  biológicas.  Partículas  em  escala  nanométrica  são

conduzidas  mais  facilmente  para  diferentes  regiões  do  corpo.  (ALLEMANN et  al.,1993).

Para todas as formulações pode-se observar que os valores estão dentro dos parâmetros os

quais definem estas partículas como sistemas nanoestruturados, tamanho inferior a 1000 nm.

A incorporação do PS80 em várias concentrações não levou a diferenças significativas

no tamanho das partículas.  Todavia,  as  formulações  com ausência do tensoativo  (F1) e  a

revestida com o tensoativo (F5) apresentaram dimensões maiores quando comparadas com as

outras formulações.  
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O  PS80  é  um  surfactante  não-iônico  utilizado  como  excipiente  para  produtos

farmacêuticos,  dentre  outras  ações,  influência  o  tamanho  dos  sistemas  nanoparticulados

(WANG  et  al.,  2008).  Além  disso,  é  comprovadamente  o  reagente  de  revestimento  de

superfície mais eficaz para facilitar a entrega de nanoparticulas ao cérebro (GELPERINA et

al., 2002; GAO & JIANG, 2006). 

A incorporação de tensoativos durante a formulação de partículas de origem proteica

como  as  de  HSA  em  spray  dryer  tem  grande  relevância  na  estabilidade,  por  atuar  na

diminuição  da  ocorrência  de quadros  de desnaturação e  agregação proteica  (AJMARA &

SCHERLIE, 2014). A desnaturação é dificultada devido ao fato do surfactante atuar na região

interfacial das gotas de pulverização, e assim, reduz o contato da proteína com a superfície de

secagem, dificultando a ocorrência de perdas estruturais (MAA, NGUYEN & HSU, 1998).

As proteínas podem sofrer perda estrutural quando expostas a uma interface ar/água,

sendo frequentemente desnaturadas. Levando em consideração a grande área de superfície  na

atomização, há a ocorrência de uma desnaturação em potencial. Possivelmente a incorporação

de tensoativo à formulação resulta em melhorias da estabilidade da proteína, impedindo ou

reduzindo  as  interações  da  proteína  com  a  superfície  (BROADHEAD  et  al.,  1994;

MUMENTHALER, HSU & PEARLMAN, 1994).  

Já a inibição da agregação proteica ocorre quando o tensoativo estando na formulação

ocupa a interface hidrofóbica ar/líquido impedindo que as moléculas de proteína venham a se

acumular ou se agregarem na superfície da gotícula. Além disto, dificulta a interação proteína-

proteína o que resulta em sistemas particulados com tamanho inferior frente aos sistemas com

ausência de tensoativo (MOSQUEIRA et al., 2000).  

Os  resultados  obtidos  mostram que  as  nanoparticulas  com ausência  do  tensoativo

apresentaram tamanho relativamente aumentado quando comparado com as três formulações

que receberam concentrações variadas do PS80 no momento da formulação, isto comprava a

influência do tensoativo como inibidor da agregação.  Já a formulação a qual o PS80 atuou

como  revestimento  observa-se  partículas  com  dimensões  maiores,  decorrente  do  fato  do

tensoativo  não atuar  na diminuição da agregação proteica,  uma vez  que sua incorporação

ocorreu quando as nanopartículas já estavam formadas.  

No processo de atomização por nano spray dryer há outras condições e parâmetros que

podem influenciar no produto final. Assim, torna-se relevante avaliar quais condições podem

influenciar no tamanho da nanoparticula. Dentre outros parâmetros e condições pode-se citar:
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concentração da droga e tensoativo, temperaturas de entrada, saída e do atomizador e vazão do

fluxo (ELVERSSON & MILLQVIST-FUREBY, 2005; TONON et al., 2008)

O mecanismo básico de funcionamento  do nano  spray dryer baseia-se no controle

preciso das micro-gotas. O atomizador possui uma cabeça que inclui um atuador piezoelétrico

com uma membrana de aço inoxidável fina. A membrana tem uma série de orificios, chamado

de malha do  atomizador (com aberturas entre 4.0; 5,5  ou 7,0 µm) a qual sofre vibração na

frequência ultra-sônica (60 kHz). Estas vibrações da membrana ejetam gotículas de tamanho

preciso  a  alta  velocidade.  Quanto  menor  o  tamanho  da  malha,  menores  são  as  gotas  e

partículas ejetadas (manual BUCH, 2014).

Estudos  de  Lee e  colaboradores  (2011)  ao  otimizar  um método  de  preparação  de

nanopartículas proteicas analisaram  o papel de algumas variáveis do processo no produto

final como concentração do tensoativo,  concentração de albumina, temperatura de entrada

(INLET) e   fluxo  de  nitrogênio.  Concluíram que tais  fatores  têm impacto  mínimo  sob o

tamanho da partícula.  Todavia, observaram redução das dimensões da partícula  quando se

variou  a  abertura  da  malha  do  atomizador,  obtendo-se  resultados  mais  satisfatórios  em

diâmetros menores. Isto corrobora com achados de Schmid e colaboradores (2011) os quais

constam uma estreita analogia entre o tamanho da partícula sólida formada após a secagem e

as dimensões da gota formada pela malha do atomizador.  

Baba  &  Nishida  (2013)  ao  investigar  a  preparação  de  nanocristais  de  diferentes

esteroides com um Nano Spray dryer B- 90 fizeram a monitoração do tamanho de partícula

através das diferentes aberturas da malha do atomizador.  Como resultado, a morfologia dos

nanocristais apresentaram-se esféricos e as dimensões e a distribuição de tamanho de cada

amostra foi proporcional ao decréscimo do tamanho da abertura da malha. 

Já quanto à influência da concentração de sólidos sob o tamanho de partícula pode-se

citar estudos de Elversson & Millqvist-Fureby (2005). Os autores comprovam a influência da

concentração de sólidos sob o tamanho de partícula. Todavia, tal estudo aponta que o tamanho

da partícula aumenta consideravelmente com a concentração de sólidos em soluções diluídas

até 5% (m/v), entretanto, há ausência de alteração em soluções mais concentradas.

  Além da  determinação  do  diâmetro  médio,  foi  possível  determinar  o  índice  de

polidispersão  das  amostras.  O  índice  de  polidispersão  baseia-se  em  parâmetros  como  o

tamanho  médio  da  partícula,  o  índice  de  refração do solvente,  o  ângulo  de  medição  e  a

variância da distribuição, tendo por propriedade determinar a homogeneidade do tamanho das

partículas analisadas (GAUMET et al., 2008).
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O índice de polidispersão com valores inferiores a 0,25 indica distribuição de tamanho

homogênea  e  valores  acima  de  0,5  sugere  quadros  de  heterogeneidade  das  partículas  na

amostra (PATRAVALE et al., 2003). Índices com baixos valores significam baixa dispersão

em torno da média, indicando robustez do método (PEREIRA et al., 2008).  

Como pode ser observado somente a formulação F1 apresentou heterogeneidade de

tamanho das partículas, estando todas as outras formulações com tamanho compatível com

sistema homogêneo.

l6.3.3 Determinação da carga de superfície: potencial zeta 

O  PS80  é  um  tensoativo  não  iônico  com  ampla  aplicação  em  sistemas

nanoestruturados quando se tem por objetivo um direcionamento cerebral (KREUTER, 2002;

TIAN, 2011). Mudanças no potencial zeta de um sistema estável são indicativos de alteração

da carga superficial  do material.  (LEMARCHAND et al.,  2004). O potencial  zeta de cada

amostra analisada está expresso na Tabela 4. 

Tabela 4- Valores do potencial zeta das nanopartículas com diferentes concentrações de 
PS80.

Formulação Potencial Zeta (mV)F1

F2

F3

F4

F5-20,50

-19,68

-20,66

-24,40

-12,01

A  carga  de  superfície  das  nanopartículas  que  receberam a  adição  do  PS80  como

revestimento  foi  significativamente  menor  que  as  outras  formulações.  A  carga  total  da

albumina é dependente do pH, levando em consideração  seu ponto isoelétrico (4,5- 4,7).

Valores abaixo deste ponto apresentam-se com carga positiva e acima, carga negativa. Além

disto,  apresenta  uma distribuição  assimétrica  de  carga  em sua  estrutura  primária,  em pH
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neutro, a carga total calculada é de -10, -8 e 0 para os domínios I, II e III. Desta maneira,

apresenta uma carga negativa elevada no sítio N-terminal e menor no domínio C- terminal

conferindo uma assimetria elétrica para esta macromolécula (ABBOT, 2007). Todavia a HSA

apresenta um conteúdo elevado de aminoácidos com carga negativa, como ácido aspártico

(36), ácido glutâmico (61), lisina (59) e arginina (23), tal achado confere a proteína uma carga

negativa total elevada (SANTOS, 2009).

Na presente análise observou-se que após o processo de revestimento com o PS80

houve decréscimo da carga de superficie, variando de -20,50 para -12,01 mV. Considerando

preliminarmente os resultados obtidos no presente estudo observou-se que a incorporação do

surfactante PS80 como revestimento gera nanopartículas com modificação de superfície pelo

método  de  nano  spray  dryer.  Os  resultados  indicam  que  a  presença  do  PS80  tem  a

propriedade  de  modificar  a  superfície  das  nanopartículas.   Segundo  Wu e  colaboradores

(2011) o potencial zeta relativamente mais baixo é decorrente da presença dos estabilizadores

estéricos, como os tensoativos, o que justifica a queda do potencial. A diminuição é devido à

incorporação do PS80 à superfície das partículas. O polissorbato apresenta como propriedades

ser não iônico e hidrofílico, assim na superfície de sistemas particulados acaba neutralizando

as cargas superficiais (VILA et al., 2002).

A técnica de revestir nanopartículas fazendo o uso de surfactantes hidrofílicos vem

demonstrando ser uma estratégia promissora para a veiculação de fármacos à região cerebral.

Devem-se considerar as características do tensoativo como a estrutura química, características

físico-químicas e parâmetros biológicos (KREUTER, 2012).

Para Wilson e colaboradores (2008) o revestimento de nanopartículas de tacrina com

PS80  reduziu  ligeiramente  o  potencial  zeta  quando  comparado  com  nanopartículas  sem

revestimento.  Os  autores  atribuíram  esta  variação  devido  ao  mascaramento  de  carga  de

superfície das nanopartículas com o polissorbato adsorvido. Resultados análogos são relatados

na literatura, onde se observou diminuição do valor do potencial zeta de partículas poliméricas

quando revestidas com o surfactante PS80 (GELPERINA et al.,  2010;   MA et al.,  2011;

TIAN et al., 2011).

 Há diversos  trabalhos  análogos os  quais  relacionam a presença de tensoativos  ou

polímeros  hidrofílicos  na  superfície  das  partículas  com  significativa  melhora  na

biodistribuição da droga.  Iiium e colaboradores (1987) investigaram o efeito da cobertura de

partículas coloidais com os copolímeros não iônicos polioxietileno e polioxipropileno. Como

resultados obtiveram um menor tempo de depuração destas partículas no fígado e baço, bem
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como um período de permanência prolongada na circulação sanguínea. Segundo os autores,

esses  tensoativos  apresentam um grande grupo hidrofóbico que facilita  o  ancoramento  do

surfactante  à superfície  da partícula,  e grupos hidrofílicos,  os quais tem a propriedade de

minimizar a incorporação das opsoninas e a adesão entre as partículas e os macrófagos pelo

chamado efeito de repulsão estérica.

 Muller  e  colaboradores  (1997)  ao  recobrir  nanopartículas  lipídicas  sólidas  com o

Poloxomer®  188, um tensoativo não-iônico,  constataram que o surfactante gerou partículas

estericamente estabilizadas e com queda da absorção de macrófagos além de um tempo maior

de circulação destas partículas. 

O  PS80  também  é  empregado  como  revestimento  em  nanopartículas  poliméricas,

quando se tem o objetivo de transpor fármacos para o SNC (WOHLFART et al., 2011). Na

literatura  há  relatos  de  vários  fármacos  transportados  com  êxito  para  a  região  cerebral,

recobertos  com esse  tensoativo,  incluindo  metotrexato,  doxorubicina,  docetaxel,  tacrina  e

neuropeptídeos (GAO & JIANG, 2006; GELPERINA et al., 2010; RUAN et al., 2011).  

Kreuter  e  colaboradores  (1995)  constataram  que  nanopartículas  do  analgésico

dalargina quando revestidas com o PS80 são de forma eficaz absorvidas na região cerebral.

Estudo  análogo  realizado  por  Schroeder  e  colaboradores  (1998)  apresentou  resultados

satisfatórios quanto à entrega do fármaco no SNC. Gulyaev e colaboradores (1999) ao revestir

com  PS80  nanopartículas  poliméricas  contendo  a  droga  doxorubicina,  utilizada  para  o

tratamento de câncer, obtiveram êxito em seus resultados. Estudos realizados por Wilson e

colaboradores (2008) observaram que no cérebro de ratos tratados com tacrina, fármaco para

tratamento da doença de Alzheimer pela via intravenosa, apresentou aumento significativo da

concentração do fármaco quando utilizado na forma de nanopartículas revestidas com PS80,

em comparação com nanopartículas não revestidas e o fármaco livre. 

Várias são as explanações oferecidas a respeito da influência da cobertura de partículas

coloidais com surfactante sobre o transporte da droga para o cérebro. Há vários mecanismos

que  podem  mediar  à  veiculação  destes  sistemas  nanoestruturados  (KREUTER,  2001;

KREUTER, 2002; MA et al., 2011; TIAN et al., 2011). 

Há trabalhos na literatura que demonstram a ocorrência do processo de endocitose de

nanopartículas  pelas  células  endoteliais  da  BHE,  seguido  de  difusão  para  o  cérebro

(BORCHARD et al., 1994; RAMGE et al., 2000; SUN et al., 2004). O processo de endocitose

via receptores de nanopartículas revestidas com o PS80 é mediado pela adsorção de proteínas

na superfície e interações com os receptores específicos na superfície das células luminais,
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resultando  em  inclusão  das  partículas  ao  interior  das  células  da  BHE  (SIMIONESCU,

GAFENCU & ANTOHE, 2002; KREUTER, 2005).  

Elementos como peptídeos (albumina, transferrina, insulina), fatores de crescimento e

a  LDL são  transportados  para  o  endotélio  cerebral  através  da  endocitose  via  receptores

(VOINEIA et al.,  2002). Possivelmente o PS80 na superfície das nanopartículas ancora as

Apolipoproteínas  B  (Apo  B)  e  E  (Apo  E),  que  desempenham  um  importante  papel  no

transporte da LDL no cérebro (BLASI et al., 2007; BALES, 2010).

 A presença de lipídeos no cérebro apresenta relevância por atuar nos processos de

crescimento e reparo das células neuronais, transmissão de sinal elétrico e na formação das

sinapses nervosas (DIETSCHY & TURLEY, 2004; VANCE, HAYASHI & KARTEN, 2005).

Uma apolipoproteína é uma proteína que liga lipídeos,  formando uma lipoproteína,

tendo por função a regulação do metabolismo de lipídeos. A entrega de lipídeos através das

lipoproteínas e seu processo são regulados por receptores localizados na superfície, tais como

o receptor LDL (LDRL) e LRP (GONG et al., 2002). A Apo E é uma apolipoproteína presente

no plasma e abundantemente nos fluidos da região cerebral sendo majoritariamente expressa

pelos astrócitos e células da glia e em menor proporção em neurônios (VANCE & HAYASHI,

2010). Além disto, desempenha papel fundamental no processo de reparação de nervos no

SNC  pós-lesão.  Após  a  ligação  da  ApoE  à  superfície,  as  nanopartículas  mimetizam  as

partículas  de LDL interagindo com os receptores  de LDL localizados  na BHE, como por

exemplo, o receptor LDLR, LRP-1, receptor de VLDL, Apo ER-2 e megalin/ GP 330 com

posterior  internalização  das  nanopartículas  (DEHOUCK  et  al.,  1997;  BÉDUNEAU,

SAULNIER & BENOT, 2007). Todavia, ao que parece as apolipoproteínas não são carreadas

para o endotélio cerebral, mas sim atuam como facilitadores da interação com as células da

região cerebral (KREUTER, 2002).

Infere-se um reconhecimento e interação da nanopartícula recoberta com o PS80 e,

receptores de lipoproteínas de células dos capilares endoteliais da região cerebral, ocorrendo

facilitação  da  captação  do  fármaco  para  o  cérebro  (Figura  10) (KREUTER,  2005;

MICHAELIS et  al., 2006; KREUTER et  al., 2007).

Com a incorporação do PS80 à superfície das partículas  coloidais há alteração nas

propriedades físico-químicas e, além de estarem em escala nanométrica escapam da depuração

do sistema fagocitário. Permanecendo por um tempo relativamente prolongado na circulação,

alterando  de  forma  significativa  à  farmacocinética  e  distribuição  destas  partículas
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nanoestruturadas.  Desta maneira, as condições de entrega terapêutica para órgãos específicos,

como o SNC, são melhoradas (NOBS et  al., 2004;  PRINZEN et  al., 2007).

Figura  10- Representação  esquemática  do  mecanismo  de  endocitose  de  nanopartículas
revestidas  com  PS80.  1:  adsorção  da  Apo  à   superfície  da  nanopartícula.  2:  ligação  da
nanopartícula aos receptores de LDL. 3: Liberação da droga das nanopartículas através através
de endocitose para as células endoteliais da BHE.

                                                                                                  (Adaptado: Blasi et al., 2007)

                                                                

Há diversas possibilidades as quais justificariam qual o mecanismo de transporte até as

células  cerebrais:  i)  as  nanopartículas  podem  ser  responsáveis  por  causar  a  abertura  das

junções íntimas entre as células endoteliais. Isto permite maior permeação da droga através

das junções na forma livre ou em conjunto com as nanopartículas em forma ligada; ii) as

células endoteliais poderiam sofrer uma solubilização dos lipídeos de membrana, ocasionando

uma  fluidificação da  membrana  com aumento  da  permeabilidade  através  da  BHE;  iii)  as

nanopartículas poderiam sofrer endocitose pelas células endoteliais e consequente liberação

do fármaco dentro das células com entrega para o cérebro; iiii) o PS80, utilizado como agente
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de revestimento pode causar a inibição do efluxo da P-glicoproteína (Pgp) (KREUTER, 2001;

KREUTER, 2002).

l

l6.3.4 Espectroscopia na região do infravermelho

Com  base  nos  ensaios  anteriores  observa-se  que  todas  as  formulações  mostraram

tamanho adequado para um sistema nanométrico, índice de polidispersão adequados, mas com

variações  na  carga  de  superfície.  As  nanopartículas  revestidas  com o PS80  apresentaram

alterações da carga de superfície indicando que tal sistema seria mais adequado para a direção

do  fármaco  à  região  cerebral.  Diante  disto,  para  os  outros  ensaios  de  caracterização  a

formulação utilizada foi a que consistia do tensoativo como revestimento (F5).

A varredura na região do infravermelho foi realizada com a apocinina pura, da HSA,

do PS80 e das nanopartículas revestidas com o tensoativo. Na Figura 11 estão apresentados

os espectros das nanopartículas e dos padrões obtidos no infravermelho. 

   
Figura 11- Espectro das amostras no infravermelho: (a) Apocinina, (b) HSA, (c) Polissorbato,
(d) Nanopartículas de APO/HSA/ PS80 (1%) revestimento.
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          O espectro de absorção na região do infravermelho da apocinina (Figura 11 (a))

apresentou bandas de absorção em 1658 cm-1 (deformação axial de C=O de cetona conjugada,

em frequência mais  baixa do que a observada para cetonas alifática,  1714 cm-1,  devido à

conjugação  com  o  grupo  fenila),  1024  cm-1  (deformação  axial  simétrica  de  ligação  C-O

referente ao éter) e em 3331cm-1 deformação axial de OH em ligação de hidrogênio referente

ao grupo fenólico. 

No espectro (Figura 11 (b)) é possível observar bandas de absorção da HSA sendo

esta uma proteína formada através de ligações covalentes de diferentes aminoácidos, sugere-se

em 3337 cm-1 uma banda referente a deformação axial de N-H, de amida primária em ligação

de hidrogênio. Bandas de superposição, em 1655 cm-1 deformação axial de C=O referente a

banda de amida I e em 1529 cm-1 deformação angular de N-H de banda de amida II. Em 618

cm-1 referente a deformação angular fora simétrica fora do plano.

No espectro do PS80 (Figura 11 (c)), foi possível observar uma banda em 3443 cm-1,

característico de deformação axial de O-H em ligação de hidrogênio intermolecular, em 2920

cm-1 vibrações  de  deformação  axial  de  C-H de  hidrocarbonetos,  em 1738 cm -1 banda de

deformação axial de C=O característico de ésteres alifáticos e próximo a esta em 1641 cm -1

uma  banda  de  deformação  axial  de  C=C.  Em  1085  cm-1 observou-se  uma  banda  de

deformação axial assimétrica característica de éteres alifáticos. 

As  análises  dos  espectros  das  nanopartículas  contendo  polissorbato  1%  como

revestimento (Figura 11 (d)) pode-se observar uma banda de absorção em 3292 cm-1. Atribui-

se este fato a deformação axial de OH referente ao grupo fenólico da apocinina, a deformação

axial de N-H, de amida primária em ligação de hidrogênio da albumina e deformação axial de

O-H em ligação de hidrogênio intermolecular do polissorbato. Já bandas em 2927 cm-1 podem

ser atribuídas a vibrações de deformação axial de C-H de hidrocarbonetos referente ao PS80.

Em 1658 cm-1 o pico é referente à deformação axial de C=O devido à banda de amida I da

albumina e de deformação axial de C=O de cetona conjugada, em frequência mais baixa do

que a observada para cetonas alifática, 1714 cm-1, devido à conjugação com o grupo fenila da

apocinina e banda de deformação axial de C=C do Polissorbato.

Bandas em 1532 cm-1 são referentes à deformação angular de N-H de banda de amida

II  da  albumina.  Em  1119  cm-1 condizem  com  bandas  de  deformação  axial  assimétrica

característica  de  éteres  alifáticos  carcaterístico  do  PS80  e  deformação  axial  simétrica  de

ligação C-O referente ao éter da apocinina.
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O espectrograma da nanopartícula de apocinina recoberta com o tensoativo apresentou

comprimentos  de  onda  um pouco  acima  do  observado  para  os  compostos  quando  puros

devido a possíveis interações intermoleculares. Todavia, não houve mudanças bruscas tanto

da estrutura química de qualquer um dos componentes durante o processo de produção. 

l6.3.5 Ensaio de difração de raio-x (DRX) 

lSubstâncias  no  estado  sólido  podem  apresentam  por  característica  amorfa  ou

cristalina. Geralmente, sólidos amorfos demonstram maior solubilidade do que formas

cristalinas,  tal  fato  decorre  da  energia  livre  envolvida  no  processo  de  dissolução.

Sólidos com propriedade amorfa possuem moléculas dispersas aleatoriamente e assim,

necessitam de pouca energia para separa-los, refletindo em uma dissolução mais rápida

quando comparada com a forma cristalina (RIEKES et al., 2011).

 Os  padrões  de  DRX  da  apocinina,  HSA  e  da  nanopartícula  com  PS80  como

revestimento estão apresentados na Figura 12.

 

Figura  12-  Espectros  de  raio-x:  (a)  Apocinina,  (b)  HSA,  (c)  Nanopartículas  de
APO/HSA/PS80 revestimento.
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l O difratograma da apocinina livre (Figura 12, (a)) exibiu intensos e numerosos picos

distintos, indicando um grau de cristalinidade do fármaco. Já a HSA (Figura 12 (b)) apresenta

halos alargados indicando que a proteína apresenta característica amorfa.  A  Figura 12 (c)

refere-se às nanopartículas que receberam a adição do PS80 como revestimento observa-se

ausência  de  picos  de  difração  e  presença  de  halos.  Ao  avaliar  o  difratograma  das

nanopartículas  é  possível  observar  que  o  processo  de  nanoencapsulação  promoveu  uma

diminuição notável dos picos de difração característicos da apocinina levando a amorfização

do fármaco.
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l 6.3.6 Análise térmica (DSC)

l

lAtravés da calorimetria exploratória diferencial  (DSC) realizou-se a verificação do

estado físico da apocinina nanoestruturada. O método tem por função auxiliar a compreender

a  forma  de  associação do fármaco  às  nanopartículas,  da mesma maneira  a  ocorrência  de

qualquer  incompatibilidade  ou  interação  química  fármaco/polímero.  Mudanças  nos  perfis

termoanaliticos  dos  compostos,  tais  como deslocamentos,  redução ou desaparecimento  de

picos na curva de DSC quando comparados aos perfis das espécies individualmente, pode ser

indicativo de certa incompatibilidade fármaco/polímero ou polímero/ polímero ou que houve

interação química entre eles decorrente do aquecimento (BOGDANOVA et al., 1996). 

lRealizou-se a comparação dos perfis termoanaliticos da apocinina e albumina pura,

das  nanopartículas  revestidas  com  PS80,  nanopartículas  de  albumina  vazias,  bem

como da mistura física (fármaco/polímero) nas mesmas proporções da obtenção das

nanopartículas com resultados expressos na Figura 13. 

Figura 13- Curvas de DSC: fluxo de calor X temperatura: a) Apocinina, b) HSA, c) Mistura 
física HSA/ APO, d) Nanopartícula HSA/APO/PS80 revestimento e e) Nanopartícula vazia.
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A curva de DSC da apocinina pura mostra um pico endotérmico entre 100 e 110ºC,

faixa  que  corresponde  ao  ponto  de  fusão  da  droga  (115ºC).  A  HSA  apresentou  pico

endotérmico característico da proteína em 230ºC, com ausência de picos de decomposição,

estando de acordo com o observado na literatura (LUPPI et al., 2011). Na curva de DSC da

mistura física entre albumina e a droga observou-se pico endotérmico em 115ºC relativo à

fusão da apocinina e ausência de picos endotérmicos referentes à HSA. 

A  curva  de  DSC  da  nanopartícula  de  apocinina  mostrou  ausência  de  endoterma

relativa à fusão cristalina do fármaco. Isto não é indicativo da ocorrência de incompatibilidade

entre os materiais, o qual poderia ocasionar uma desestruturação da apocinina. Contudo se

torna um indicativo de que posteriormente ao processo de encapsulação o fármaco apresenta-

se em estado amorfo na matriz polimérica (MU & FENG, 2002). 

Também se observou a ausência de endoterma relativa à HSA. Isto pode ser decorrente

da perda da sua estrutura nativa, durante o processo de aquecimento. Altas temperaturas em

que a amostra foi submetida causa destruição de pontes de hidrogênio da estrutura protéica

resultando em sua desnaturação e ou, indicio de que a presença do PS80 como revestimento

pode ter mascarado os picos característicos da proteína.   
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 Já  a  nanopartícula  branca,  com ausência  da  droga,  observou-se  ausência  do  pico

característico de fusão da HSA. Tal fato pode ser decorrente do processo de desnaturação da

proteína a temperaturas elevadas.  

l6.4  Estudo do potencial antioxidante

Para averiguar se durante o processo de nanoencapsulação o perfil  antioxidante da

apocinina é mantido avaliou-se através do ensaio de inibição do HOCl e descoloração do

radical catiônico ABTS+•. 

Um antioxidante é toda substância que em baixas concentrações tem a propriedade de

prevenir ou retardar a oxidação de um substrato (HALLIWEL, 1994). Quando seu mecanismo

de ação ocorrer através de sua reação com o radical livre, o radical formado deve ter por

característica a incapacidade de reação e ser estável (WANG  et al., 2003).  

Há uma gama de antioxidantes naturais os quais apresentam a capacidade de reagir

com as ERO causando assim o retardo ou a prevenção da oxidação de lipídeos, bem como

outras biomoléculas. Desta forma dificultam o inicio e a propagação de reações de oxidação

em cadeia além de prevenir  e  ou,  reparar  os  danos já  causados às  células  pelo  oxidante.

(BORGUINI, 2006; LIMA, 2008).

Para  Huang  e  colaboradores  (2005)  há  dois  grupos  de  métodos  utilizados  para

determinar  a  capacidade  antioxidante,  diferindo  quanto  a  princípios  e  condições

experimentais.  Há  técnicas  que  se  baseiam  na  reação  de  transferência  de  elétrons

acompanhado de alterações na coloração a partir da redução oxidante e técnicas as quais há

reações de transferência de átomos de hidrogênio, assim antioxidante e substrato competem

pelos radicais livres. 

l6.4.1 Ensaio de descoloração do ABTS•+  

O  experimento  teve  como  fundamento  avaliar  a  capacidade  sequestradora  das

nanopartículas  contendo  apocinina  sobre  o  radical  ABTS•+.  Os  resultados  referentes  à
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porcentagem de inibição da apocinina livre e em nanopartícula nos tempos 0, 24, 48 e 72

horas estão expressos na Tabela 5 (os dados foram analisados por ANOVA seguido de pós

teste Tukey, com α de 0,05).

Tabela 5- Porcentagem de inibição do radical ABTS•+ sobre a apocinina livre e nanopartículas

de apocinina.

Porcentagem de inibição (%)Concentração
 (µg/mL)Apocinina livreNanopartículas de apocinina  

0 hora1,252,86 ± 0,02a 16,05 ±0,01b 2,5021,78 ± 0,13a17,48 ±0,15b 5,0052,78± 0,02 a28,60
±0,5 b10,0088,87 ± 0,01a  73,60 ±0,02b24 horas

1,2536,43 ± 0,00 a5,71 ± 0,01b2,5048,27 ± 0,00a10,23 ± 0,00b5,0082,57 ± 0,00 a12,76 ±
0,01b10,0092,95 ± 0,00a27,52 ± 0,00b48 horas

1,2536,26 ± 0,00a1,25 ± 0,03b2,5045,83 ± 0,18a 2,51 ± 0,00b5,0075,35 ± 0,02a  7,53 ±
0,69b10,0099,84 ± 0,02a22,44 ± 0,03b72 horas

1,2519,08  ±  0,04a7,33  ±  0,01b2,5027,66  ±  0,04a 12,41  ±0,01b5,0046,47  ±  0,08a 18,55

±0,05b10,0079,94  ± 0,02a 43,79 ±0,05b a,b, médias da triplicata ± desvio padrão analisadas por linha, letras

iguais indicam igualdade estatística e diferentes desigualdades estatísticas.        

 Dentre  os  diversos  métodos  químicos  utilizados  para  avaliação  da  atividade

antioxidante  pelo  sequestro  de  radicais  livres,  a  avaliação  da  capacidade  sequestrante  do

radical ABTS•+  é uma metodologia rápida que oferece resultados reprodutíveis. Além disto,

permite a análise de compostos de origem lipofílica e hidrofílica (AWIKA et al., 2003).  

Observa-se que a apocinina tanto livre como nanoparticulada demonstrou  um perfil de

inibição  concentração-dependente.  Em todos  os  tempos  do  experimento  a  apocinina  livre

apresentou maior capacidade sequestrante em todas as concentrações quando comparada com

a apocinina nanoencapsulada. No tempo de 48 horas a apocinina livre mostrou o maior perfil

de inibição (99,84 µg/mL),  já a apocinina nanoparticulada demonstrou a maior capacidade

sequestrante no tempo 0 (73,60 µg/mL)  .  

Diante dos resultados, observa-se que na faixa de concentração estudada a apocinina

livre e em nanopartículas apresentaram variações na capacidade antioxidante, já o potencial

antioxidante da nanopartículas vazias (dados não apresentados) foi considerado insignificante.
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Torna-se relevante considerar que o processo de  spray dryer influência não somente

características  tecnológicas,  físicas  e  químicas  sobre  o  produto  final,  mas  também  pode

interferir  em  sua  atividade  biológica  (OLIVEIRA  &  PETROVICK,  2010).  Couto  e

colaboradores (2012) ao avaliar parâmetros do processo de  spray dryer para a obtenção de

extratos secos de alecrim constatam que a seleção de condições corretas de atomização são

necessárias para garantir a qualidade físico-química e funcional do produto.  

Georgetti e colaboradores (2008) ao avaliar os efeitos da técnica de spray dryer sobre

as propriedades biológicas de extrato de soja através do ensaio antioxidante DPPH obtiveram

como  resultado  uma  baixa  redução  da  atividade  antioxidante  quando  comparada  com  o

controle.  Estudos de Langrish & Premarajah (2013) ao avaliar a atividade antioxidante de

extratos de Hibiscus sabdariffa L. através do ensaio da Capacidade Antioxidante de Redução

do Oxigênio  (ORAC) observaram que o potencial  de inibição  manteve-se sem alterações

significativas.  Fu  e  colaboradores  (2011)  ao  investigar  a  produção  de  microparticulas  de

catequina por spray dryer observaram que a atividade antioxidante destas partículas foram

mantidas. 

   

6.4.2 Potencial de inibição do HOCl

O  ácido  hipocloroso  (HOCl)   é  uma  espécie  reativa  não  radicalar  gerado  por

leucócitos  polimorfonucleares  (LPMN)  com função protetora  no  organismo por  atuar  na

destruição de micro-organismos. Porém concomitantemente é agente de agressão aos tecidos,

devido  à  ausência  de  mecanismos  que  possam realizar  sua  detoxicação.   É  um oxidante

excessivamente forte além de atacar biomoléculas de importância biológica como proteínas,

aminoácidos, fenóis, aminas e tióis. (VASCONCELOS et al., 2007). 

Para Masuda e colaboradores (2001) a ação bactericida de LPMN está relacionada com

a geração do HOCl o qual tem ação benéfica como microbicida, todavia por se tratar de uma

espécie reativa não radicalar pode contribuir para o desenvolvimento de estágios deletérios e

nocivos ao organismo. 

Avaliou-se a ação antioxidante das nanoparticulas de apocinina sobre o HOCl, este

ácido  tem  a  propriedade  de  oxidar  o  TMB  levando  a  formação  de  um  cromóforo  com

absorção máxima em 652 nm..  Na  Tabela 6  está  expressa a porcentagem de inibição  do

fármaco livre e das nanoparticulas de apocinina.  
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Tabela 6- Potencial de inibição da apocinina livre e em nanopartículas na inibição do HOCl.

% InibiçãoConcentração (µg/mL)Apocinina livreNanopartícula de apocinina[0,15]64,42

±  0,04a26,35  ±  0,07b[0,30]61,58  ±  0,03a31,09  ±  0,03b[0,60]65,54  ±  0,02a22,04  ±

0,04b[1,25]71,23 ± 0,05a 50,64 ± 0,05ba,b, médias da triplicata ± desvio padrão analisadas por linha, letras

iguais indicam igualdade  estatística e diferentes desigualdades estatísticas. 

Com base nos resultados pode-se observar que o percentual de inibição da apocinina

livre foi maior quando comparado com o fármaco nanoencapsulado.  A nanopartícula vazia

(dados  não  apresentados)  mostrou-se  sem  grandes  variações  de  inibição,  tal  fato  já  era

esperado  uma  vez  que  esse  sistema  nanoparticulado  é  inerte  de  substâncias  que  possam

apresentar supressão da oxidação. O ensaio de inibição do HOCl das nanopartículas obtidas

pelo  processo  de   nanoencapsulação  por  spray  dryer resultou  em  diferenças  mais

significativas do poder antioxidante das nanopartículas de apocinina quando comparado com

o ensaio do radical ABTS•+. 

A apocinina é estruturalmente composta por um anel aromático com um grupamento

aceptor de ânions exercendo influência sobre a ação antioxidante. A reação entre o fármaco e

íons cloreto (Cl-) é assim favorável resultando na estabilidade do produto final.  O fármaco

possui baixo poder inibitório quando comparado com outros antioxidantes de origem natural

como  a  quercetina,  resveratrol  e  a  curcumina.  Todavia,  possui  um  diferencial,  a  eficaz

capacidade de inibir o complexo NOX (KANEGAE et al., 2007).

Há diversos trabalhos que investigam tal capacidade em modelos experimentais que

fazem uso de células fagocitárias e não fagocitárias (LAFEBER et al., 1999).

Como ocorre este mecanismo de inibição não está totalmente elucidado, todavia sabe-

se que o metoxi-catecol está envolvido no impedimento de agregação dos componentes da

enzima (BARBIERI et al., 2004). Estudos de Ximenes e colaboradores (2007) ao investigar a

oxidação da apocinina catalisada pela MPO obtiveram como produto radicais de apocinina.

Estes radicais após acoplamento radicalar formaram dímeros de apocinina, os quais segundo

os autores são os detentores da capacidade de oxidar grupos tióis conforme representado na

Figura 14.

 Com base nesses resultados, foi proposto que este poderia ser o modo de interação da

apocinina com resíduos tióis da subunidade citosólica da NOX, resultando em inativação da

montagem desse complexo enzimático. 
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Figura  14-  Representação  esquemática  da  formação  da  diapocinina  após  processo  de
oxidação.

   

                                                                                                                              (Ximenes et al., 2007). 

  

Trabalho semelhante foi realizado por Kanegae e colaboradores (2009) ao investigar a

capacidade da apocinina após  oxidação em reagir com compostos  tiólicos, representado pela

glutationa,  como  resultado  observou-se  que  o  metoxi-catecol  tem  capacidade  de  oxidar

grupamentos sulfidrilas da glutationa. Desta maneira, concluem que o poder da apocinina em

inibir a agregação da NOX deve estar relacionado à oxidação de grupos tióis presentes na

fração citosólica do complexo enzimático, tal propriedade torna-se dependente de um meio

que propicie a oxidação da molécula de apocinina.  

 

7.  CONCLUSÕES 
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Diante dos resultados  obtidos  para a produção de nanopartículas  de albumina humana

incorporadas  com  polissorbato  contendo  apocinina  pelo  método  de  spray  dryer para

direcionamento cerebral pode-se concluir:

·Nanopartículas  poliméricas  de albumina humana contendo apocinina com ou sem

modificação superficial por polissorbato 80 em diferentes concentrações foram obtidas

com êxito através do método spray dryer;

·A caracterização físico-química demonstrou que este método apresentou eficiência de

encapsulação  do  fármaco  com  valores  entre  28,23  e  64,39  %,  com  obtenção  de

partículas  de tamanho reduzido em uma faixa  de 136,33 a 237,03 nm,  com baixo

índice  de  polidispersão  e  alterações  de  carga de superfície.  As nanopartículas  que

receberam a incorporação do polissorbato como revestimento apresentaram alterações

mais significativas, sendo está formulação escolhida como a adequada para os ensaios

de infravermelho, raio-x e DSC. O ensaio de varredura na região do infravermelho

indicou ausência de interações intermoleculares entre os compostos da nanopartícula,

o raio-x e DSC mostram que a apocinina estava presente na nanopartícula e houve

alteração de seu estado  cristalino para amorfo;  

·O potencial  de  inibição  frente  ao  radical  ABTS•+ e  ao HOCl do fármaco  livre  e

nanoencapsulado apresentou variações na capacidade antioxidante. 
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