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RESUMO

Diversos farmacos amplamente utilizados pela industria farmacéutica provém de origem
natural. A apocinina ¢ um metoxi-catecol obtido da Picrorhiza kurroa, planta natural
das montanhas da India, sendo utilizada para o tratamento de doencas articulares
inflamatdrias cronicas, aterosclerose e acdo neuroprotetora. O seu principal mecanismo
de acdo ¢ impedir a formag¢do da NADPH oxidase, complexo enzimatico envolvido na
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Estas espécies em altas concentragcdes causam
desequilibrio entre o balanco redox resultando em dano celular. A NADPH oxidase,
presente na regiao cerebral, contribui para a ocorréncia de neuropatologias relacionadas
com alta concentracdo de espécies reativas. Também a barreira hematoencefilica que
protege o tecido cerebral atua impedindo a transposi¢do do farmaco do sangue para o
sistema nervoso central, dificultando o equilibrio entre os agentes oxidantes e
antioxidantes. A nanotecnologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar a qual compreende a
utilizagdo de dispositivos que permitem o transporte e carreamento melhorados de
farmacos. Sistemas nanoestruturados com modifica¢do de cargas de superficie facilitam
a transposi¢do do farmaco para a regido cerebral. No presente estudo desenvolveu-se
nanoparticulas de albumina humana contendo apocinina pelo método de nano spray
dryer e modificagdo da superficie através da incorporacdo do tensoativo polissorbato 80.
Analisou-se as caracteristicas fisico-quimicas e atividade antioxidante sobre o acido
hipocloroso (HOCl) e o radical (ABTS™). A caracterizagdo fisico-quimica das
nanoparticulas demonstrou eficiéncia de encapsulacdo do farmaco com variagdes entre
28 e 60%, diametros médios reduzidos entre 150-200 nm, baixo indice de polidispersdo
e alteracdes da carga de superficie. Os ensaios de raio-x ¢ DSC mostraram
nanoparticulas com carater amorfo. A andlise de espectrometria na regido do
infravermelho indicou auséncia de interacdo intermolecular entre farmaco e polimero.
Os ensaios da agdo antioxidante da apocinina nanoestruturada frente ao ABTS™ e o
HOCI indicou perfil de inibigdo semelhante ao farmaco livre. O método de nano spray
dryer mostrou-se eficiente, adequando e a apocinina nanoestruturada manteve sua

atividade bioldgica comparada com o farmaco livre.

Palavras-chave: Apocinina. Nanoparticulas. 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 (HOCI) 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 HOCI 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.INTRODUCAO

O emprego de plantas medicinais ¢ uma pratica tradicional, transmitida de geragao em
geracdo para o tratamento de diversas enfermidades. Sua utilizagdo ¢ ampla e mesmo sem
comprovacgdo cientifica aplica-se para a terapéutica de varias patologias como doengas
cronicas e infeccoes (RATES, 2001). Todavia, seu uso nao ¢ limitado somente na medicina
popular, tendo contribui¢des, ao longo dos anos, para a obtencdo de uma gama de farmacos
que sdo até hoje utilizados na medicina, tais como rutina, colchicina, emetina e vincristina
(LIU & WEBSTER, 2003; BALUNAS & KINGHORN, 2005; GURIN-FAKIM, 2006).

Dentre as inumeras plantas com aplicacdo medicinal destaca-se a Picrorhiza kurroa
Royale de onde se obtém o metoxi-catecol apocinina, tipicamente encontrada nas regioes
montanhosas da India, Tibet, Nepal ¢ Paquistdo. Estudos atribuem a este metoxi-catecol as
propriedades antioxidante e anti-inflamatoria (ENGELS et al., 1992; WANG et al., 2008). Na
literatura ha varios relatos de seu uso para o tratamento de patologias tais como artrite
reumatodide, asma e isquemia/ reperfusdo (ENGELS et al., 1992; LAFEBER et al., 1999;
CHEN, SONG & CHAN, 2009).

O mecanismo de inibi¢cdo do fArmaco em processos inflamatdrios ndo esta totalmente
elucidado, todavia, sabe-se que causa um efeito supressor sob o complexo enzimatico
NADPH-oxidase (nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato-oxidase) (BEDARD &
KRAUSE, 2007). A NADPH-oxidase (NOX) ¢ um grupo de enzimas transmembrana
presente em diversas células com fungdo de catalisar a transferéncia de elétrons através da
membrana celular. Relaciona-se com a formagao 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 regido cerebral, contribui para a ocorréncia de
neuropatologias relacionadas com a alta concentracdo destas espécies oxidativas que se
tornam danosas ao nivel neuronal (SORG, 2004). Ha indicativos de que a apocinina tem a
propriedade de reagir com grupos tidis do complexo enzimatico desativando-a com
subsequente queda na produgdo e geracdo de agentes nocivos (XIMENES et al., 2007; SUN
et al., 2008).

Como o farmaco tem poder de inibi¢do frente a processos oxidativos justifica-se seu
emprego no tratamento de doencas de ordem neuronal decorrentes do desbalanco redox

(STEFANSKA et al., 2010). Todavia ¢ necessario explanar meios de carreamento melhorados
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do farmaco que permitam a transposi¢do do farmaco para o cérebro, rompendo a barreira que
protege o tecido cerebral (KREUTER, 2001; KREUTER, 2002; KREUTER, 2012).

Pesquisas a respeito da nanotecnologia farmacéutica vém a ser uma ferramenta para se
desenvolver sistemas nanoestruturados com o intuito de direcionar, minimizar efeitos
colaterais e/ou proporcionar a liberagdo dirigida de um farmaco (FERRRARI, 2005; De
JONG & BORN, 2008). Neste contexto tem-se o emprego de nanoparticulas poliméricas, as
quais podem vir a sanar problemas relacionados a natureza do farmaco, bem como melhorar
as condi¢des de transporte e disponibilidade (WEI & MA, 2004; ALEXIS et al., 2008;
ARMENTANO et al., 2010).

O direcionamento de drogas para a regido cerebral tem sua eficicia relativamente
melhorada quando ocorre a funcionalizagdo 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 particula e, grande maioria, permite a liberagdo em sitios-alvos.
Todavia, tais caracteristicas dependem da natureza do surfactante como, estrutura quimica e
fisico-quimica bem como parametros bioquimicos. Entre esses se destacam os polissorbatos
20, 40, 60 e especialmente o 80 (PS80) utilizado no presente estudo (KREUTER et al., 1997).

O PS80 ¢ 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 caracteristica
ser hidrofilico, ndo-idnico e ao revestir sistemas particulados gera alteragdes das propriedades
fisico-quimicas destas particulas (RAMGE et al., 2000; BAKER et al., 2004; GAO & JIANG,
2006). Isto propicia a queda do reconhecimento das nanoparticulas pelo sistema fagocitario e
consequente aumento da permanéncia na circulagdo sanguinea, alterando de forma
significativa a farmacocinética e distribui¢do destas particulas (PASSIRANI et al., 1998;
PRINZEN et al., 2007).

Nesta perspectiva o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados revestidos com
substancias que facilitem a passagem da droga para a regido cerebral ¢ um meio alternativo
para o tratamento de doencas neurodegenerativas ocasionadas pelo desequilibrio de forgas

oxidantes e a defesa antioxidante.
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¢2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

12.1 Apocinina

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona) (Figura 1) ¢ um composto pertencente a
classe dos metdxi-catecois isolada pela primeira vez das raizes da planta nativa indiana
Picrorhiza kurroa Royale (Scrophulariaceae), tipicamente encontrada nas montanhas do
Himalaia. Tem por caracteristica ser uma planta rasteira e tem sido utilizada, durante séculos,
na medicina indiana para o tratamento de processos inflamatorios (ENGELS et al., 1992).
Apresenta como caracteristicas peso molecular de 166,17 g/mol, ponto de fusdo de 115°C com
odor fraco de baunilha (PETRONIO et al., 2013). Quanto a suas caracteristicas
farmacocinéticas apresenta baixa solubilidade em 4gua, estreita relagdo dose-resposta e baixa
biodisponibilidade por via oral, com recuperagdo 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)

o) CHy

CH4

OH

Estudos in vivo indicam agdo benéfica da apocinina para o tratamento de processos
inflamatdrios, dentre outros: doencas articulares inflamatérias cronicas, quadros de
hipertensao, acdo neuroprotetora em isquemia/ reperfusao induzida em modelo animal, efeitos
benéficos no tratamento de aterosclerose e processos inflamatorios do trato respiratorio 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 agdo e os efeitos bioldgicos deste metoxi-catecol ndo estdo totalmente
elucidados, todavia ha indicios de possuir a propriedade de bloquear a cascata de ativagao do
complexo enzimatico NADPH-oxidase (STOLK et al., 1994; BEN-SHAUL et al., 2001).

A NADPH oxidase ¢ um complexo multienzimatico presente em diversas células,
sendo sua forma melhor caracterizada a fagocitica, presente em macrofagos e neutréfilos que
atua como mecanismo de defesa devido a geracdo de espécies reativas. Este complexo ¢
composto por seis subunidades: duas proteinas transmembrana: p22P"** e gp91 ™ que formam
o citocromo b558 e trés fatores citosélicos ligados (p47™, p67 P, p40 ™) ¢ uma GTPase
(Racl ou Rac2). A ativacdo celular por estimulos fisiologicos ou moléculas indutoras de
quimiotaxia leva a fosforilagdo da proteina citoplasmatica p47™>, gerando uma cascata de
eventos que resulta na migracdo dos fatores citosélicos da membrana e, montagem do
complexo enzimdtico que resulta na produ¢do de ERO (espécies reativas de oxigénio) para o
meio extracelular atuando na defesa do hospedeiro (BARBIERI et al., 2004; SORCE &
KRAUSE, 2009).

O complexo enzimatico exerce papel essencial na imunidade inata, ao participar do
processo catalitico com formacdo do anion superéxido (O,”), um precursor de espécies
reativas, propiciando a destrui¢do de agentes invasores durante o processo de fagocitose
(BERGENDI et al., 1999; BABIOR, LAMBETH & NAUSEEF, 2002).

A NADPH-oxidase ¢ encontrada em altas concentracoes em células do sistema
imunoldgico, como em fagdcitos para fins de defesa do hospedeiro, entretanto, estudos tém
reconhecido varios componentes protéicos deste complexo expressos no cérebro, fator que
pode contribuir para a promoc¢do de lesdes oxidativas e progressao para processos de
neurodegeneracdo (GREEN, et al., 2001; ABRAMOYV et al., 2004; SIMONS et al.,1990).

O mecanismo de acdo da apocinina ocorre através de sua metabolizacdo com a enzima
catalitica mieoloperoxidase (MPO), presente nos fagécitos, com formacdo de um produto
dimérico, a diapocinina (JOHNSON et al., 2002; XIMENES, 2007). O dimero por
consequinte causa a inibi¢do da translogdo dos componentes citosolicos da NADPH-oxidase
através de sua conjugacdo com residuos de grupos tidis da proteina citosolica p47™
dificultando a migragdo da proteina para a membrana celular, inibindo a montagem do
complexo enzimatico (HEYWORTH et al., 1991; STOLK, 1994).

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

afirmando que a apocinina necessita de prévia ativagdo por oxidacdo em presenga de perdxido
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de hidrogénio e/ou MPO produzindo um dimero o qual ¢ metabolicamente ativo e apresenta
capacidade de inibir a ativagao do complexo enzimatico.

Diversos sdo 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 lesao
pulmonar em suinos através de circulagdo extracorporea observaram que o tratamento com o
farmaco via intravenosa diminui a ativag@o basal de neutréfilos periféricos e queda na geragao
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 farmaco a capacidade de inibir a liberagdo de citocinas
pro-inflamatdrias em células mononucleares obtidas através de pacientes portadores da doenca
inflamatdria cronica artrite reumatdide. Rupin e colaboradores (2004) submeteram células
endoteliais de corddo umbilical a isquemia/reperfusdo, ocasionando a ativagdo celular com
aumento da produ¢do de ERO e maior expressdo de moléculas de adesdo, as selectinas. Apds
a co-cultura dessas células com o farmaco observaram inibi¢do da geracdo de ERO bem como
queda da expressao destas selectinas.

Como o farmaco mostrou atuar de forma eficaz em desbalangos do equilibrio redox,
seu emprego para o tratamento de doencas neurodegenerativas de origem oxidativa e/ou
inflamatéria torna-se uma alternativa viavel. Entretanto devido a algumas propriedades
farmacocinéticas ndo favoraveis torna-se necessario desenvolver mecanismos que melhorem

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

[2.2 Doencas neurodegenerativas relacionadas com processos oxidativos

Processos oxidativos induzidos no meio celular estdo relacionados com a etiologia de
variadas patologias, incluindo neurodegeneracdes, como a doenga de Alzheimer e Parkinson,
cardiopatias, inflamagdes cronicas 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 mutagénese e

carcinogénese (PELICANO, CARNEY & HUANG 2004).



20

O termo “estresse oxidativo” ¢ definido como um desequilibrio entre espécies
reativas, compostos potencialmente reativos e o sistema antioxidante de remogdo. Este
desbalanco resulta em oxidacdo excessiva de moléculas biologicas, como lipideos, proteinas e
acidos nucléicos, resultando em dano celular (FARACI, 2006). Fatores como predisposicao
genética e questdes ambientais como radiacdo 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 ¢ de frequéncia moderada, geralmente tem-se
concomitantemente o aumento da defesa antioxidante enzimdtica enddgena, porém se
ocorréncia for demasiada ha a ocorréncia de dano ou morte celular (ANDERSON, 1996). A
peroxidacao lipidica ¢ um dos maiores efeitos do estresse oxidativo por causar agravos as
membranas e aumentar a fluidez comprometendo sua integridade e inativando a interagao
entre as membranas com receptores ou enzimas (BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006).

O termo espécie reativa ¢ definido como qualquer composto que seja potencialmente
reativo, sendo de natureza radicalar (radicais livres) ou nao radicalar. Um radical livre ¢
qualquer molécula organica, inorgdnica ou atomo que contém elétrons ndo pareados em
orbitais mais externos. Devido a sua instabilidade eletronica tornam-se extremamente
reativos. Ja uma espécie reativa ndo radicalar, mesmo com auséncia de elétrons ndo pareados,
sdo agentes oxidantes que podem se converter em radicais livres (HALLIVEL, 1994).

Neste contexto destacam-se as Espécies reativas de oxigénio geradas em um ambiente
de reacdes de oxido-reducdo, onde o oxigénio molecular (O,) doa ou recebe elétrons gerando,
dentre outras espécies os radicais livres: radical superdxido (O, ™) e o radical hidroxil ("OH) e
espécies nao radicalares: perdxido de hidrogénio (H.0O,), acido hipocloroso (HOCI) e o
oxigénio singlete ('O, ) (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004).

Todas as estruturas celulares do corpo sofrem com lesdes oxidativas, todavia o
Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ extremamente susceptivel aos danos oxidativos (MANTHA
et al., 2006). Isto ¢ atribuido a baixa capacidade de regeneracao celular quando comparado
com outros 60rgaos e a morte de neurdnios induzida tanto por toxinas quanto pelo processo
normal de envelhecimento resultam em comprometimento de todo o sistema nervoso
(ANSARI & SCHEFF, 2010). Além disso, a regido cerebral necessita de um elevado consumo
de oxigénio, fato este atribuido ao alto consumo de ATP pelos neurdnios para desempenhar
suas fun¢des. A mitocondria que € uma organela celular envolvida na geragdo de energia e

respiracdo celular é também considerada a maior fonte de geracdo de radicais livres, os quais
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sdo produzidos como um subproduto do metabolismo energético normal (HALLIWELL,
2001; CADENAS, 2004; SORGE, 2004).

Para Khan e colaboradores (2010) processos oxidativos na regido cerebral
manifestam-se principalmente por peroxidacdo lipidica devido a particularidades do ambiente
como alta concentragdo de &cidos graxos poliinsaturados e lipideos e baixo teor de
antioxidantes endogenos permitindo assim que este local seja mais susceptivel a processos
oxidativos que resultam em alteragdes estruturais e funcionais de membranas celulares com
subsequente morte celular.

Além disto, a regido cerebral ¢ composta, dentre outras estruturas, pela microglia que
sao as menores cé¢lulas da regido cerebral e derivam de uma linhagem mieloide com agao
fagocitaria (SIMARD & RIVEST, 2004; HESS et al., 2004; MALM et al., 2005; SIMARD et
al., 2006). Estas células estdo em processo constante de vigilia, permitindo uma reagdo rapida
frente a patdgenos invasores (DAVALOS et al., 2005). Segundo Block e colaboradores (2007)
estas c€lulas ao detectarem a presenca de patdgenos sofrem ativacao e tem-se inicio processos
de proliferagdo, migracdo, fagocitose, apresentacdo de antigenos para as células T e geragdo
de espécies oxidantes. Este processo ¢ extremamente util para a remocdo e/ou morte de
agentes invasores na regido cerebral, todavia podem lesar as estruturas neuronais
contribuindo para a ocorréncia de neurodegeneragdes.

Neste contexto farmacos com fungdo antioxidante podem desempenhar um papel
importante na preven¢do e tratamento de neuropatologias decorrentes do desequilibrio entre
espécies oxidantes e a defesa antioxidante (RATMAN et al., 2006). Todavia, deve-se levar em
consideracdo a dificuldade de farmacos direcionados para a regido cerebral em ultrapassar a
barreira que isola o tecido cerebral dos elementos circulantes no sistema sanguineo (TOSI et

al., 2008).

12.3 Antioxidantes

Segundo Halliwell (1995) uma defini¢do aceitavel de antioxidante ¢ qualquer
substancia quando presente em baixas concentragdes, em comparagdo com as do substrato
oxidavel, diminui, inibe ou atrasa significativamente os processos oxidativos. Adiando ou
prevenindo a oxidagdo de lipideos ou biomoléculas impedindo a iniciagdo ou propagagdo de

reagdes de oxidagdo em cadeia. Tém por propriedade atuar em diferentes niveis de prote¢ao
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do organismo, seja através do impedimento da formagdo de radicais livres, interceptando os
radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou fontes exdgenas de maneira a dificultar o
ataque sobre biomoléculas ou reparando lesdes ocasionadas por estes radicais (BRAVO,
1998; BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Deve-se ressaltar que as células sdo dotadas de uma gama de mecanismos de ag¢do
antioxidante endogeno, dentre eles, supressores da formagdao de ERO, sistemas enzimaticos,
quelantes de ions metdlicos envolvidos com a iniciagdo da peroxidagdo lipidica e
sequestradores de ERO (HALLIVELL & GUTTERIDGE, 1990). Estes mecanismos podem
atuar ou ndo em sinergismo, sendo esséncias para a prote¢do de danos oxidativos dificultando
que os intermedidrios reativos oxidem biomoléculas (JONES et al., 1995; BLOKHINA,
VIROLAINEN & FAGERSTEDT, 2003; VALKO et al., 2007; LIMON-PACHECO &
GONSEBATT, 2009).

Como sistemas enzimaticos pode-se citar a superoxido dismutase (SOD) presente
nas mitocondrias e com fungdo catalitica de transformar o radical superoxido em peroxido de
hidrogénio (H,O.); a catalase (CAT) presente nas mitocondrias e peroxissomos, sendo sua
atividade variada de acordo com 6rgdo ou tecido em que se localiza e ¢ mais encontrada no
figado e rins. Seu mecanismo esta envolvido na eliminagdo do H,O, gerado durante a
oxidagdo de acidos graxos. A glutationa peroxidase (Gpx), presente no citosol e matriz
mitocondrial, t€m a propriedade de prote¢do contra peroxidacdo enzimatica tanto endogena
quanto exodgena. Atua catalisando a reducdo de perdxido de hidrogénio a custa da glutationa
(GSH). Assim age na captacdo de dgua, catalisando a peroxidacdo da GSH, obtendo-se como
produto a glutationa na forma dissulfeto oxidada (GSSG) (WANG et al., 2005).

Entre os sequestradores ndo enzimaticos pode-se citar as vitaminas E e C, flavonoides
e a glutationa (BIEWENGA et al.,1997; REES et al., 2008). A glutationa (GSH) ¢ um
tripeptideo formado por residuos de acido glutamico, glicina e cisteina, a qual possui grupos
sulfidricos (tiois) que estdo majoritariamente envolvidos nos processos bioquimicos do
organismo (KRANCE et al., 2010). Pode ser definido como um sequestrador ndo enzimatico
de radicais livres, exercendo agdo antioxidante (LU, 2013).

A GSH ¢ encontrada sob duas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), em tecidos
saudaveis prevalece sua forma biologicamente ativa, reduzida. O par GSH/GSSG ¢ um
potente indicador do estado redox celular e, alteracdes neste estado estdo relacionadas com
alteragdes no meio celular, uma vez que em condi¢des de estresse oxidativo a forma reduzida

converte-se na forma oxidada, diminuido a razdo GSH/GSSG (FORMAN, ZHANG &
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RINNA, 2009). Independente da localizagdo dentro das células ou na corrente sanguinea
todo sistema antioxidante € essencial para a protecdo de danos oxidativos (JONES et al, 1995;
VALKO et al, 2007; LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

Diversos sdao os métodos aplicaveis para se avaliar a atividade antioxidante in vitro
com o intuito de permitir rapida selecao de substancias com potencial antioxidante. Técnicas
eletroquimicas sdo aplicaveis por correlacionar potenciais de oxidagdo, intensidade de
corrente além de outros pardmetros eletroquimicos relacionados a capacidade oxidante,
destacando-se a voltametria ciclica e de pulso diferencial (REBELO et al., 2013). Ja métodos
espectrofotométricos sdo ensaios relativamente simples, os quais se baseiam na capacidade de
mudanca de cor da amostra. Os ensaios mais utilizados recebem o nome do reagente que terd
sua absor¢do reduzida pelo antioxidante, como exemplo pode ser citado os ensaios com
DPPH ¢ 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 croméforos que simulam ERO. A técnica apresenta
praticidade, rapidez e elevada sensibilidade sendo amplamente empregada para se medir a

atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (ARNAO, 2000).

12.4 Sistemas nanoestruturados como carreadores de farmacos

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar a qual engloba uma vasta e variada
gama de dispositivos derivados da biologia, engenharia, quimica e fisica com a manipulacao
de materiais em escala nanométrica. Diversas sdo as areas que utilizam a nanotecnologia, em
especial na area da satde, observa-se um continuo progresso criando novas oportunidades
para o avango da ciéncia médica e tratamento de doencas na area da saide humana (HORTON
& KHAN, 2006; SAHOO et al., 2002).

Na darea biomédica torna-se possivel especificar as seguintes aplicagdes:
direcionamento de farmacos, aplicagdo em cosméticos, carreamento de proteinas, iagnosticos,
uso em implantes e para firmacos com agdo antioxidante, tais como: curcumina e acido
elagico (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; CHATTERIJEE, 2013).
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No ambito farmacéutico sistemas nanoestruturados sao utilizados quando se deseja um
aumento do controle de liberagdo do farmaco, maior especificidade e seletividade ao local de
acdo, além da diminuicdo de efeitos colaterais ¢ da dose (BARRATT, 2000). Em termos
gerais, estes sistemas ddo preferéncia as moléculas que apresentam dificuldade de serem
entregues através dos meios convencionais decorrentes de suas propriedades farmacocinéticas,
tais como: estreito indice terapéutico, alta toxicidade, baixa solubilidade e permeabilidade
(BHARDWALJ et al., 2009). A alteragao dessas propriedades acarreta em variagdo nos perfis
de liberacdo do farmaco por elas vinculados, tendo por resultado diferencas na distribuig¢do e
absor¢ao das particulas in vivo (MAINARDES et al., 2009).

As vantagens no uso desses nanocarreadores sao decorrentes de suas propriedades, as
quais permitem com que se tenha um sistema de liberagdo ideal do farmaco. Diante disto ha
um maior controle da absor¢do e distribuicao tecidual do farmaco, com intensificacdo do
efeito terapéutico e diminuicdo do efeito nocivo de farmacos com potencial de toxicidade
(KREUTER et al., 1995; SCHROEDER, 1998; GULYAEYV, 1999; ALEXIS et al., 2008).

O termo nanoparticula quando destinado a liberagdo controlada de fArmacos ¢ amplo
e refere-se a particulas poliméricas, as quais apresentam tamanho inferior a 1000 nm (1pum),
sendo constituidas de polimeros de origem sintética ou natural. Sdo subdivididas de acordo a
organizacao em nivel molecular do polimero em nanoesferas e nanocapsulas. Denominam-se
nanoesferas aos sistemas matriciais no qual o firmaco estd fisicamente e uniformemente
disperso, ao passo que as nanocapsulas sdo sistemas vesiculares no qual a droga estd
confinada a uma cavidade rodeada por uma membrana de polimero (Figura 2). (SINGH &

LILLARD, 2009).

Figura 2- Representacao esquematica de nanocéapsulas e nanoesferas poliméricas.
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Estes sistemas de entrega sdo mecanismos atrativos por apresentarem como vantagens
a protecdo do farmaco contra degradacdo, maior concentragdo da droga nos sitios alvos,
menor absor¢do da droga pelo sistema reticulo endotelial do corpo, além do método de
preparacdo ser geralmente simples e de facil escalonamento (GREF et al., 1994; GARCIA, et
al., 2005). A funcionalizacdo apropriada destes sistemas nanoestruturados permite a
distribuicdo dos farmacos para em diversos locais do corpo, inclusive na regido cerebral,

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

12.4.1 Polimero

A selecao de um polimero deve levar em consideracao caracteristicas, tais como massa
molecular, grau de cristalinidade e propriedades fisico-quimicas. Estas, por sua vez, podem
influir na cinética de liberagdo, na estabilidade do farmaco além de alterar a compatibilidade
com o organismo (BOSTAMAN et al., 1990; ANDERSON & SHIVE, 2012).

H4 uma gama de polimeros biodegraddveis e biocompativeis os quais podem ser
utilizados para a formulagdo dessas nanoparticulas, que podem variar de sintéticos a naturais
(HILLAIREAU & COUVREUR, 2009). Dentre os polimeros sintéticos frequentemente
utilizados pode-se citar o acido poli-lactico (PLA), acido poli (lactico-glicélico) (PLGA), poli
([-caprolactona) (PCL) e o acido poli-glicolico (PGA) (DILLEN et al., 2004;
LEMARCHAND et al., 2006; DAMGE, MAINCENT & UBRICH 2007; GELPERINA et
al., 2010; ESSA, RABANE & HILDGEN, 2011). J& os polimeros de origem natural
apresentam como vantagem alta biocompatibilidade e solubilidade em agua, podendo ser de
origem proteica como albumina, coldgeno e gelatina ou de polissacarideos como alginato,
quitosana e dextrano (COIMBRA, 2010).

A albumina ¢ um polimero natural, uma proteina, utilizada na area farmacéutica como
transportadora de farmacos 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 proteina plasmatica,
com grande abundancia no soro humano (35-50 g/L soro humano) e tempo de meia-vida
média de 19 dias, representando cerca de 50% do contetido total de proteinas no plasma.
Como a maioria das proteinas do plasma ¢ sintetizada no figado, onde ¢ produzida a uma

velocidade de aproximadamente 0,7 mg/h (HIROSE, TACHIBANA & TANABE, 2010).
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Tem por caracteristica alta estabilidade em uma faixa de pH de 4 a 9 e pode ser aquecida a
60°C por até¢ 10 horas sem efeitos estruturais deletérios (KRATZ, 2008). A HSA ¢ mais
utilizada que a albumina bovina devido a sua propriedade de evitar uma possivel resposta
imunoldgica in vivo, todavia a sequéncia de aminodcidos ¢ bem preservada e, quando
comparadas apresentam 75% de homologia (CARACENI, 2013).

Sua estrutura primaria ¢ composta de uma unica cadeia polipeptidica, contendo 585
residuos de aminoacidos como 4cido aspartico e glutamico, lisina, arginina e triptofano com
peso molecular de 66.5 kDa e 17 pontes dissulfeto.

A estrutura secundaria ¢ composta majoritariamente por a hélices, sendo estabilizadas
por ligagdes de hidrogénio dos oxigénios das carbonilas e dos nitrogénios das amidas dos
aminoacidos subsequentes estando unidos pelas ligacdes peptidicas. A estrutura tercidria,
elucidada através de difrag@o de raio—x demonstra que a proteina tem forma semelhante de um
coracdo. A HSA ¢ formada por trés dominios homoélogos (locais I, II e III), cada uma deles ¢
composto por dois sub-dominios separados (A e B) que sdo helicoidais e contém vdrias
ligagdes cruzadas de pontes dissulfeto, as quais tém por propriedade estabilizar a conformacao
espacial da molécula (SUGIO et al., 1999; FANALI et al., 2012).

A HSA tem como caracteristica peculiar ser uma proteina cujo arranjo tridimensional
depende unicamente da presenca das 17 pontes dissulfeto, o que justifica sua habilidade em se
manter estavel diante de condi¢des desnaturantes mais severas. Dentre as varias caracteristicas
desta proteina, pode-se citar sua propriedade de interagir rapidamente e com grande afinidade
a diversos ligantes. Isto decorre de sua capacidade em alterar sua conformagdo interna de
modo rapido. Regides polares estdo estruturalmente arranjadas na parede externa da proteina,
garantindo maior solubilidade em meio aquoso e favorecendo as ligacdes com compostos
organicos e inorganicos. J4 os grupos hidrofobicos estdo na regido mais interna entre as
hélices da proteina (ESPOSITO, 2000; SEZER et al., 2011).

A albumina tem a capacidade de alterar sua conformagao interna de modo rapido, onde
regioes hidrofobicas e grupos substituintes carregados auxiliam no processo de fixagdo dos
ligantes a sua estrutura. Sua conformagdo pode ser subdividida em sitios os quais tem maior
afinidade por diferentes tipos de ligantes. Sitios I e II (compostos aromaticos, acidos
carboxilicos e ligantes heterociclicos), sitios IIl e V (4cidos graxos de cadeia longa) e sitios
(V e VI) ions metalicos (KRATZ, 2000; KRATZ, 2014).

Sua utilizagdo como polimero na producdo de nanoparticulas ¢ uma pratica viavel

devido a suas propriedades como alta biodegradabilidade e biocompatibilidade e baixa
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imunogenicidade (WARTLICK et al., 2004). Varios sdo os trabalhos da literatura que
utilizando sistemas nanoparticulados de HSA para a incorporagdo 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).
Nanoparticulas de HSA para direcionamento pulmonar apresentaram auséncia de
toxicidade e inflamacdo com eficiente captacdo nas células epiteliais bronquicas humanas
(BROZOSKA et al., 2004). Ganciclovir sob a forma nanoparticulada de HSA apresentou
melhora em seu perfil de atividade antiviral e auséncia de reagdes auto-imune quando
administrado por via intra-vitrea (KIM, ROBINSON & CSAKY, 2009). Nanoparticulas de
HSA contendo doxorubicina mantiveram sua atividade biologica. Seu efeito quando
nanoparticulado apresentou aumento quando comparado com o farmaco em solu¢do (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 liberacao in vitro do firmaco na regido cerebral.

12.4.2 Nanoparticulas como estratégia para o direcionamento cerebral de farmacos

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 farmacos em variadas regides do corpo, incluindo a regido
cerebral (WANG et al., 2009; KREUTER, 2012; PANYAM & LABHASETWAR, 2012;
FROZZA et al., 2013).

A efetividade dos sistemas de administracio de medicamentos apoiados na
nanotecnologia ¢ influenciada, principalmente pelo tamanho, carga superficial e
hidrofilicidade. Estas particularidades estdo diretamente relacionadas com os perfis de
distribuicdo, absorcdo, liberagdo e eficacia terapéutica in vivo (MATHIOWITZ et al., 1997;
BHARDWAJ et al., 2009). Tais sistemas apresentam como caracteristicas: transporte em
maior concentracao, liberacdo controlada e veiculacdo melhorada através da modificacao de
superficie. Diante do exposto sistemas nanoparticulados atuam como um meio estratégico
atraente para a veiculacdo de fAirmacos que atuam no SNC (ESSA et al., 2011).

Ampliar o conhecimento do desenvolvimento de tratamentos para doengas da regido

cerebral torna-se um desafio devido ao numero limitado de fiarmacos que conseguem
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ultrapassar a barreira que isola o tecido cerebral das substancias circulantes no sistema
sanguineo (KREUTER, 2001; TOSI et al., 2008).

Este sistema de isolamento cerebral ¢ conhecido como barreira hemato-encefalica
(BHE), estando localizada na interface entre o sangue e o tecido cerebral. E constituida por
um conjunto de células que inclui os astrocitos, membrana basal, células da microglia e
neurdnios, formando uma unidade neurovascular funcional (MISRA et al., 2003; KAUR et al.,
2008). O sistema ¢ responsavel pela prote¢ao do cérebro desempenhando um papel essencial
no controle preciso e elevado do ambiente cerebral, garantindo a efetividade da transmissao
nervosa (BLASI et al., 2007, VERGONI et al., 2009; CHEN & LIU, 2012).

Segundo Weiss e colaboradores (2009) a BHE tém por funcao regular as trocas entre o
sangue e os compartimentos do cérebro através: (i) do impedimento da difusdo de solutos
hidrofilicos, (ii) regulacdo da migracdo transendotelial das células circulantes no sangue e
patogenos, (iii) promoc¢ao do efluxo de moléculas hidrofébicas e fairmacos do cérebro para o
sangue ¢ (iv) mediacdo do transporte ativo de nutrientes para o cérebro. Grande parte das
particulas so atingem a regido cerebral se ligadas a transportadores especificos ou receptores
expressos no lado luminal das células endoteliais.

Diversos trabalhos demonstraram que a entrega para a regido cerebral de farmacos
pode ser melhorada ao se utilizar transportadores coloidais estericamente estabilizados, tais
como lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, dendrimeros, nanogéis e nanoparticulas
poliméricas GELPERINA et al., 2002; VINOGRADOV, BRONICH & KABANOYV, 2002;
KAUR et al., 2008; WILSON et al., 2008; KANNAN et al., 2012; HAO et al., 2013; HUA &
CABOT, 2013).

O processo de opsonizagdo ¢ facilitado devido a presenca de interagdes hidrofobicas
entre as opsoninas e a superficie da particula. (BAZILE et al., 1995). Qualquer particula de
origem exogena quando na corrente sanguinea tem imediatamente a sua superficie a adsorcao
de proteinas plasmaticas, as opsoninas. Tal processo tem por objetivo permitir que as
particulas sejam rapidamente reconhecidas pelos macréfagos do sistema fagocitico sendo
rapidamente eliminadas da corrente sanguinea (MISRA et al., 2003; WEISS, 2009).

Tendo em vista a existéncia destes obstaculos, torna-se relevante o desenvolvimento
de sistemas que dificultem a captura destas particulas pelo sistema de defesa, aumentando a
concentracao do farmaco no sangue (PERACCHIA et al., 1998, PERACCHIA et al., 1999).

Uma metodologia promissora para esta proposta ¢ a modificacdo superficial dos

sistemas nanoparticulados através da adsor¢do ou ligacao covalente de polimeros hidrofilicos
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e modificagdo da carga superficial, tamanho e hidrofilicidade (WONG et al., 2012).
Tensoativos hidrofilicos tém a propriedade de modificar a superficie das nanoparticulas
aumentando a hidrofilicidade da particula, dificultando a interagdo com as opsoninas. Todavia
tal propriedade depende da natureza, estrutura quimica e caracteristicas fisico-quimica do
tensoativo (KREUTER, 2001).

O Polissorbato 80 (monoleato de polioxietilenossorbitano) ¢ um éster de sorbitan
etoxilado comercialmente conhecido com Tween 80° (Figura 3). E um tensoativo ndo-iénico
que apresenta alta hidrofilicidade, sendo amplamente utilizado na area farmacéutica como
emulsionante e dispersante de medicamentos, em cosméticos, formulagdes agroquimicas e

alimentos (BAM et al., 1998).

Figura 3- Estrutura quimica do Polissorbato 80 (monoleato de polioxietilenossorbitano).
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Estudos Wilson e colaboradores (2008) indicam que o PS80 pode formar uma barreira
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de protecao hidrofilica na superficie das nanoparticulas, repelindo a adsor¢ao das opsoninas
via efeito de repulsdo estérica que, pode diminuir niveis de englobamento por parte dos

fagocitos.

Nanoparticulas recobertas com o PS80 sdao sistemas de direcionamento de farmacos
para o cérebro por apresentarem a propriedade de transpor a BHE (ZHAO, 2013). Todavia o
mecanismo que permite a entrega do farmaco até a regido cerebral ndo estd totalmente
elucidado, mas uma das possibilidades envolvidas nesse carreamento ¢ a endocitose mediada
por receptores. Na regido cerebral estdo presentes os receptores de lipoproteinas de baixa
densidade (LDLR) que tem a fun¢do de atravessar a BHE do colesterol lipoproteina de baixa
densidade (LDL), essencial para a fisiologia cerebral. Uma particula 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 regido cerebral. (GULYAEV et al., 1999).
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Diante do exposto, sistemas nanoestruturados com funcionalizacdo da superficie
tornam-se uma alternativa favoravel para o desenvolvimento de estruturas que consigam
modificar o perfil biolégico bem como melhorar caracteristicas fisico-quimicas e a

farmacocinética do farmaco.

12.5 Método de obtencao das nanoparticulas: secagem por atomizacao (spray dryer)

Variados sdo os métodos que podem ser utilizados para a nanoencapsulacdo de
farmacos. Todavia, a escolha da técnica mais adequada deve considerar fatores como tamanho
desejado da particula, propriedades fisicas e quimicas dos polimeros, aplicagdo do produto
final, dispositivos associados a liberagdo, bem como custo e escala de produgdo. Devem-se
considerar parametros como a propriedade do ativo bem como o tipo de particula desejada, de
acordo com sua capacidade de liberacdo e protecao. Ademais, deve-se levar em conta sua
finalidade, morfologia e estabilidade bem como os parametros envolvidos no processo de
manufatura (SOUTO, SEVERINO & SANTANA, 2012; JAMEKHORSHIED, SADRAMELI
& FARID, 2014).

Diversas sdo as técnicas de preparagdo de sistemas nanoparticulados, estes podem ser
classificados em trés principais grupos: i) métodos fisico-quimicos: destina-se a produgdo de
nanoparticulas que utilizam polimeros pré-formados e com indugdo de sua precipitagdo por
evaporacao e emulsificacdo do solvente, tais como coacervagdo e envolvimento lipossémico
i1) métodos quimicos: sintese quimica in situ das macromoléculas, resultando em
polimerizacdo ou reagdes de policondensacdo interfacial: polimerizagdo interfacial e inclusao
molecular e iii) métodos mecanicos: utiliza-se dispositivos de alta energia, como
homogeneizadores de alta pressdo ou moinhos Uimidos de alta energia: spray dryer, spray
coating, spray chilling (SINGH & LILLARD, 2009; LI et al., 2010).

Em presenga de diferentes e variados métodos aplicaveis para a produgdo de
nanoparticulas tem-se a secagem por atomizagao spray dryer sendo uma técnica difundida na
industria farmacéutica, e objeto de estudo do presente trabalho. Primeiros relatos da utilizacao
da técnica para a formagao de particulas 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 eficiéncia, desempenho e

seguranc¢a do processo. Diante disto somente em 1920, com a evolucdo de seus dispositivos
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foi possivel seu emprego para producio de leite em pd. Sendo esta a primeira aplicabilidade
em escala industrial de spray dryer (REDDY et al., 2014).

Na industria farmacéutica os primeiros relatos do uso da técnica destinam-se para a
obtencao de extratos secos de plantas. A partir de entdo, esta metodologia vem apresentando
grande relevancia devido a sua capacidade de secar até mesmo extratos mais termolabeis com
auséncia de decomposi¢cdo de seus componentes (SOLLOHUB & CAL, 2010). Aplica-se na
produgdo de excipientes e formulagdes pulmonares, microencapsulagao e secagem de matérias
termosensiveis, dentre outros (NANDIYANTO & OKUYAMA, 2011).

A técnica consiste em um método mecanico o qual promove a mistura entre uma
massa fluida e um gas aquecido, sendo pulverizada na forma de goticulas, produzindo uma
grande area superficial, posteriormente ocorre contato destas com uma corrente de ar
aquecido, com ocorréncia de transferéncia de calor e evaporagdo do solvente de maneira
rapida e uniforme com formacdo da goticula solida (Figura 4). (KIM & JUNG, 2007;
VICENTE et al., 2013).

Figura 4- Representacao esquematica da formagao de particula por atomizagao.

Aspersio do produto

a W .

Formacio da goticula

Evaporacio do solvente:
Formacio de uma esfera oca

Saida do solvente do interior

Formacio de uma particula

solida

(Adaptado: Cao et al., 2000)

Atribuem-se como vantagens do processo de atomizagdo: alta reprodutibilidade;
possibilidade de transformar liquidos em sélidos; maior controle do tamanho da particula;

secagem de produtos termolabéis, insumos bioldgicos e farmacéuticos além da produgdo em
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larga escala com elaboracdo de particulas uniformes, de pequenas dimensdes e esféricas com
boa eficiéncia, bem como baixo custo do processo (BORREGUEIRO et al., 2011).

A sele¢do cuidadosa das condi¢des variaveis do processo como metodologia e
condi¢des de atomizagdo; temperatura de entrada e saida do ar, distribuicdo da temperatura,
vazao de alimentacdo, taxa de aspiracao, velocidade de atomizacao, umidade e fluxo de ar e
concentracao da solucao/suspensao de alimentacao influenciam na obtencao de particulas com
tamanho, conteudo de umidade e distribuigdo granulométrica apropriados. Além do mais,
estas variaveis sdo determinantes da morfologia das particulas formadas (VEHRING, 2007,
TONON, BRABET & HUBINGER, 2008).

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

se observar o esquema abaixo representado (Figura 5).

Figura 5- Desenho esquematico de um sistema de atomizagao Spray Dryer.
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(Adaptado Li et al., 2010)

Basicamente no mecanismo de atomiza¢do a emulsdo, solu¢do ou dispersdo ¢
bombeada por entre o bico atomizador na forma de spray para a cdmara de secagem por onde
passa um fluxo de ar quente. As goticulas quando em presenga do ar aquecido e a alta relagao

area de superficie/volume promovem rapida evaporagdo da agua, sendo as goticulas



33

transformadas em particulas. A velocidade do processo e, por conseguinte o curto tempo de
processamento oportuniza a secagem de produtos até temperaturas sensiveis sem degradacao
(Manual BUCHI, 2014)

Para tal, faz-se necessdrio um sistema de bombeamento por onde a suspensdo ¢
aspirada até a parte superior, sendo aquecida até uma temperatura (de entrada ou INLET)
adequada para a atomizagdo. Através do bico do atomizador com saida para dois fluidos:
suspensdo e o gas (ar ou N») hé a inje¢ao simultinea de ambos na cAmara de secagem. Tém-se
inicio o processo de atomizacdo quando a massa liquida sob efeito da compressdo do gas ¢
gotejada pelo bico do atomizador ejetando milhdes de gotas por segundo. Estas goticulas
extremamente finas sdo secas em particulas solidas, as quais sao carregadas eletrostaticamente
e depositadas na superficie do eletrodo coletor. O gas de secagem sai do coletor de

pulverizacdo e a temperatura de saida ¢ mensurada enquanto o gas ¢ filtrado.

2.6Métodos instrumentais utilizados para a caracterizacio de sistemas nanoestruturados

2.6.1Espectroscopia de correlacao de fotons: dinamic light scattering (DLS)

A técnica consiste em atravessar a amostra com feixe de laser de modo que as
nanoparticulas espalhem a luz. Devido ao fato destas particulas em suspensdo apresentarem
movimento Browniano, dependendo da velocidade de difusdo das particulas ocorre variagdo
do espalhamento da luz, sendo possivel determinar o didmetro médio das particulas (XU,
2008). Amostras com particulas de menor didmetro movimentam-se mais rapidamente,
obtendo-se rapidas modificagdes no espalhamento da luz. Todavia particulas maiores

apresentam menores flutuagdes na intensidade de espalhamento de luz.

2.6.1Determinacio da carga de superficie: potencial zeta

A carga de superficie exprime o potencial de superficie da particula, sendo
influenciado por mudancas na interface com o meio dispersante, decorrentes da dissociagao de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsor¢ao de espécies i0Onicas presentes no

meio aquoso da dispersdo (JAIN & SARAF, 2009). A técnica tem por principio o
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espalhamento dinamico da luz e analise da mobilidade eletroforética das nanoparticulas, que
consiste na aplicagao de um campo elétrico de for¢a conhecida através da amostra.

Segundo Schaffazick e colaboradores (2003) a determinacdo da carga de superficie
apresenta relevancia, estando relacionada com a estabilidade da nanoparticula e com a
resposta bioldgica do farmaco. Para Hans e Lowman (2002) a carga superficial pode
influenciar a estabilidade das particulas em suspensao, através da repulsdo eletrostatica entre
as particulas. Sistemas nanoparticulados fisicamente estaveis apresentam um potencial zeta
minimo de + 30 mV, indicando boa estabilidade eletrostatica.

Quando o valor do potencial zeta, em moddulo, apresenta-se alto, ha indicativos de que
interacdes repulsivas entre as particulas sao maiores, levando a formagdo de particulas mais

estaveis, culminando com o decréscimo da agregacao.

2.6.1Espectroscopia na regiao do infravermelho

A andlise da espectroscopia na regido do infravermelho tem por objetivo detectar os
grupos funcionais e identificar possiveis interacdes intermoleculares, resultando em
caracterizacdo do farmaco, polimeros e adjuvantes. A caracterizacdo ¢ realizada por meio de
deslocamentos, variacdes de intensidade, alargamento ou aparecimento de novas bandas.

(LOPES & FASCIO, 2004).

2.6.1Difracao de raio-x (DRX)

A DRX tem por objetivo observar a microestrutura e identificar as fases cristalina e
amorfa em materiais solidos. O principio da técnica consiste em incidir um feixe de raios-x
em um cristal, que possui atomos ordenados em planos cristalinos separados entre si por
distancias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de ondas dos raios-x, ocasionando
uma interagao atdmica originando o fenomeno de difragdo (BEYERLEIN et al., 2010).

A técnica apresenta elevada relevancia em aspectos relacionados ao controle de
liberagdo de farmacos, uma vez que pode afetar a velocidade de dissolugdo no processo de
entrega da droga. O método pode diferenciar os materiais entre amorfos ou cristalinos, uma

vez que substancias cristalinas tem por caracteristica a presenca de picos definidos, mas em
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uma substancia amorfa ndo ¢ possivel observar planos nitidos caracteristicos de cristais

(GURUNATH et al., 2013).

2.6.1Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A técnica de DSC ¢ um método termo-analitico com propriedade de investigar a
interagdo entre polimero e o farmaco em diversas formulacdes. Assim torna possivel obter
informacdes uteis a respeito da morfologia do polimero e sobre o estado de dispersdo solida
ou molecular do fairmaco presente nos sistemas poliméricos. Além disto, através da técnica
podem-se obter informagdes a respeito de incompatibilidade fisica ou quimica entre farmaco,

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

2 OBJETIVOS

13.1 Objetivos gerais

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver nanoparticulas de albumina humana
pelo método de atomizacdo spray dryer incorporadas com polissorbato 80 contendo

apocinina para direcionamento cerebral e avaliacdo da atividade antioxidante.

13.2 Objetivos especificos

eObten¢do de nanoparticulas de albumina humana contendo apocinina obtidas pelo
método spray dryer;

e Modificagdo de superficie das nanoparticulas com incorporagdo do PS80, em
diferentes concentragdes e incorporado durante a formulagdo ou como revestimento;
eCaracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas avaliando-se os parametros:
diametro meédio, indice de polidispersividade, carga de superficie, interacao farmaco-

polimero e determinagdo da eficiéncia de encapsulagdo e



36

eAvaliacdo da atividade antioxidante da apocinina quando em um sistema

nanoparticulado.

2 MATERIAIS

14.1 Reagentes

eApocinina (Aldrich Chemistry)
eAlbumina de soro humano- 96-99% (Sigma)
eAlcool etilico (P.A) (Vetec)
eAgua Ultrapura (sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18.2 M+ cm);
eAcido acético grau HPLC (Vetec)
eAcetonitrila grau HPLC ( Tédia)
eBrometo de potassio grau espectroscopico (KBr) ( Aldrich Chemistry)
ePolissorbato 80 (Sigma ChemicalCo., USA);
eTampdo PBS 50 mM pH 7,4
*TMB

14.2 Equipamentos

eAgitador tipo vortex- Vertex”;
eBanho Ultrasonico - Unique®;
eBalanca analitica — Tecnal®;
eCapela de fluxo laminar;
eCromatografo Liquido de Alta Eficiéncia-Waters Alliance (detector PDA, coluna fase
reversa C18 (125 mm X 4 mm) tamanho de particula 5um- Merck Millipore®;
eDesruptor de células Ultrasonico - Unique®;
eDifratometro Raios X (Bruker- Mod.D2 PHASER;

eEspectrofotometro de Infravermelho-Termoelectron Nicolet FT-IR (Thermo Electron
Corporation);

eEquipamento para medida do espalhamento dindmico da luz e potencial zeta — (Malvern®™

nano ZS90);
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eIncubadora com agitagdo orbital (Quimis®);
e[ citor de microplacas (Spectra Max 190- Molecular Devices);
eMembranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 um e PTFE 0,45 um) - Millipore®;
eNano Spray Drying B-90 (BUCHI® )
ePipetas monocanal (Labmate®);
eSistema de ultrapurifica¢do de dgua (MilliQ Gradiente Millipore®);
eSistema de calorimetria exploratéria diferencial ( T.A Instruments, modelo SDT
Q600);
eUltracentrifuga refrigerada (Hermle Labortechnik® Z36HK).

2METODOLOGIA

A finalidade do presente estudo ¢ o desenvolvimento tecnoldgico de nanoparticulas
poliméricas com incorporagdo do PS80 para direcionamento cerebral. Assim foi realizado um
delineamento de diferentes formulagdes, com variagdes da concentragao do tensoativo e
diferentes método de incorporagdo: adicionando-o no momento da formulacdo ou apds as
nanoparticulas ja preparadas, como revestimento. As formulagdes foram desenvolvidas de

acordo com a Tabela 1:

Tabela 1- Delincamento das formulagdes desenvolvidas com as variadas concentragoes de
tensoativo.
FormulacioTensoativo na formulacdo (%)Tensoativo como revestimento

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

5.1 Método para quantificacado da Apocinina

Para analise quantitativa da apocinina utilizou-se a metodologia por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) conforme metodologia descrita anteriormente por Oliveira
(2013) e validada conforme parametros da International Conference on Harmonization (ICH).
Seguindo-se assim todos os parametros e condigdes previamente estabelecidas para assegurar
a quantificacdo adequada da droga. As condigdes foram:

v'fase movel: acetonitrila: agua (acido acético 0,1%) 60: 40 (v/v);
v'vazio da fase movel: 0,8 mL/min;

v'tempo de corrida: 3 minutos;
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v eluicao isocratica;

v volume de inje¢do: 20 pL;

v comprimento de onda: 276 nm,;

v coluna fase reversa C 18 (125 mm X 4 mm), tamanho de particula 5 pum- Merck
Millipore®;

v'temperatura da coluna: 25°C e

v detector: PDA-UV-Vis.

Todavia, com o intuito de analisar se os quesitos pré-estabelecidos sao aplicaveis as
condi¢des laboratoriais para o desenvolvimento do presente trabalho, primeiramente realizou-
se a constru¢do de uma curva padrdo com 8 concentracdes da droga (5; 10; 20; 40; 50; 60; 80
e 100 pg/mL). Sendo os valores correspondentes a area sob a curva foram utilizados para o
calculo da equagdo da reta através da regressdo linear, bem como, para o céalculo do
coeficiente de correlacdo (r), util para estimar a qualidade da curva e sua linearidade no

intervalo das concentracdes testadas.

5.2 Obten¢do das nanoparticulas de apocinina

As nanoparticulas foram obtidas pela técnica de atomizag¢do por spray dryer,
anteriormente descrita por Li e colaboradores (2010). Foi dissolvido 100 mg de HSA em 4 mL
de 4gua ultra pura com prévia dissolucdo das diferentes concentragdes do PS80. A esta
solucdao adicionou-se a apocinina na concentragdo 25 mg/mL dissolvida em etanol. Esta
mistura foi previamente filtrada em membrana de 0,22 um antes do processo de atomizacao
para evitar o entupimento devido a quaisquer particulas ndo dissolvidas na malha de

pulverizagdo.

Para a formulagdo em que o PS80 foi utilizado para revestir seguiu-se a metodologia
de Pereverzeva e colaboradores (2007) ¢ a concentragao do surfactante de acordo com estudos
prévios de Tian e colaboradores (2011). As nanoparticulas foram ressuspensas a uma solug¢ao
de PS80 a 1% em 4gua destilada na propor¢do 1:1 (m/v) com posterior incubacdo por 30

minutos a 20°C.

Os parametros utilizados para atomizagao da amostra foram:
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v'fluxo do ar de atomizagdo: 130 L/min;
v'temperatura de entrada de ar (INLET): 100°C;
v'temperatura de saida de ar (OUTLET): 40- 46 °C;
v'pressdo: 35 bar;

v'spray: 100%;

v’ temperatura atomizador: 100°C;

v’ malha do atomizador: 4,0 um.

As particulas foram coletadas do aparelho com ajuda de uma espatula e armazenadas
em micro tubos tipo eppendorf envoltos com papel parafilme e armazenados em dessecador.
Apb6s o processo de preparo as amostras foram caracterizadas. Para ensaios de acdo
antioxidante optou-se por uma Unica formulacdo sendo considerada a mais adequada para

ensaios futuros.

15.3 Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas

O estudo de caracterizagdo dos sistemas nanoestruturados apresenta significativa
relevancia, uma vez que as propriedades como hidrofobicidade, composicdo polimérica das
particulas, carga superficial, perfil de biodegradacdo do farmaco e substancias adjuvantes
apresentam grande influéncia nos processos de absor¢do, biodistribuicdo e eliminagdo do
farmaco (REIS et al., 2006). Dentre as principais caracteristicas que devem ser avaliadas
pode-se citar: tamanho, carga superficial e cristalinidade do sistema nanoestruturado (HANS

& LOWMAN, 2002).

5.3.1 Determinacao da eficiéncia de encapsulacio

A apocinina presente nas nanoparticulas foi quantificada por CLAE. Para tal, 10 mg
das nanoparticulas foram dissolvidas em 1,5 mL de etanol. Posteriormente a solucdo foi
homogeneizada em agitador vortex e levada a centrifugag¢do a 3500 rpm por 10 minutos. Em
seguida, coletou-se uma aliquota de 10 pL do sobrenadante e adicionou-se 990 pL da fase
movel acetonitrila (1:100), o sistema foi filtrado em membrana de 0,22 pm com posterior

leitura.
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5.3.2 Determinac¢ido do tamanho e indice de polidispersao (IPD)

O tamanho de particula e o indice de polidispersdo foram determinados pela técnica de
espectroscopia de correlagdo de fotons, Light Scatering. Para tal andlise utilizou-se uma
pequena aliquota do p6 o qual foi disperso em 2 mL de 4gua purificada e analisadas com
angulo de dispersdao de 90° e temperatura de 20°C. Todas as analises foram realizadas em 3

determinagdes bem como o indice de polidispersdo calculou-se a média e o desvio-padrao.

5.3.3 Determinaciio da carga de superficie: potencial zeta

A carga de superficie das nanoparticulas foi determinada através da capacidade da
mobilidade eletroforética das particulas utilizando o modulo de potencial zeta. Para tal analise
utilizou-se uma pequena aliquota do pé acondicionadas em célula eletroforética, previamente
dispersas em 2 mL de solugdo de KCl 1mM. Todas as andlises foram realizadas em 3

determinagdes, calculou-se a média e o desvio-padrao.

15.3.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Para tal andlise, preparou-se pastilhas de KBr que foram analisadas na faixa de 250 a
4000 cm™. Os espectros das nanoparticulas com o polissorbato contendo apocinina foram
analisados e comparados com os espectros obtidos do polimero, do fAirmaco e do tensoativo

sendo seus espectros comparados entre si.
5.3.5 Ensaio de difragao de raio-x (DRX)
A andlise foi realizada utilizando radiagdo Cu Ko em temperatura ambiente.

Estabeleceu-se como parametros: tensdo 30 kV e corrente 10 mA, sendo as amostras

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

Executou-se o ensaio de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), em que as
amostras (10 mg) foram pesadas em cadinho de aluminio sendo aquecidas em atmosfera de
nitrogénio, com variagdo de 30- 450°C, sob razdo de aquecimento de 10°C/min e vazao de 100
mL/min. Foi necessario realizar a calibragao da célula de DSC, verificada anteriormente aos

ensaios utilizando padrdes de zinco, oxalato de célcio e safira.

5.4 Estudo do potencial antioxidante

A atividade antioxidante da apocinina presente em nanoparticulas foi realizada através
dos ensaios de inibi¢do do radical 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolinona-6-acido sulfonico)

(ABTS™) e do HOCI e do radical.

5.4.1 Ensaio de descoloracio do radical ABTS™

O acompanhamento da atividade antioxidante das nanoparticulas de apocinina foi
analisado através do estudo de descoloragdo do radical ABTS™ previamente descrito por Re e
colaboradores (1999).

O radical ABTS™ ¢ gerado pela oxidagdo do ABTS com persulfato de potassio
(Figura 6), apresentando-se como um cromoéforo verde /azul. Quando em presenca de um
antioxidante o radical pré-formado o reduz novamente em ABTS resultando em uma
supressdao da cor da solugdo. O mecanismo de acao envolvido neste processo consiste em
monitorar o decaimento do radical ABTS™ produzido pela oxidagdo do ABTS quando em
presenca da amostra antioxidante. O potencial antioxidante das nanoparticulas foi monitorado

através do grau de descoloracdo analisado pela absorcao do cation radical em 734 nm.
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Figura 6- Mecanismo de formagao do radical ABTS™.
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Para o ensaio 10 pL. da amostra (farmaco livre, nanoencapsulado e nanoparticulas
vazias) em quatro concentragdes: 1,25; 2,50; 5,0 e 10,0 ug/mL foram incubadas com 190 pL
de solu¢do de ABTS™ por 30 minutos a 25°C, com posterior leitura da absorbancia em 734 nm
em leitor de microplacas. Os tempos analisados foram: 0; 24; 48 ¢ 72 horas.

A interagdo entre o ABTS™ e a amostras foram avaliadas pelo decréscimo da
absorbancia apds o periodo de incubagdo. As leituras foram realizadas em triplicata sendo a
atividade antioxidante calculada como porcentagem de inibigdo do ABTS™, seguindo a
equagdo 1. Os resultados foram analisados utilizando o software PRISMA, versao 5 e feito

teste ANOV A one-way seguindo da andlise de regressao e pos-teste de Tukey.

fAc—Aa)
Inibigio = %{ X 100

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

(Equacao 1)

ePreparo do ABTS™:

Para tal, partiu-se de uma mistura aquosa de ABTS (7 mM) e persulfato de potéssio
(2,45 mM) que foi incubada a temperatura ambiente por 12 horas e auséncia de luz com o
intuito de formar o radical. No momento do uso, a solugdo foi previamente diluida em tampao
fosfato de s6dio 50 mM (pH 7,4) até a obtencao da absorbancia préoxima de 0,8 com leitura

em 734 nm.

5.4.2 Potencial de inibicio do HOCI
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A investigacdo do potencial antioxidante das nanoparticulas de apocinina com o HOCI

foi realizada em tampao fosfato de sdédio (PB) 50 mM, pH 7.4.

Para o ensaio utilizou-se 10 pL. da amostra (firmaco livre, nanoencapsulado e
nanoparticulas vazias) em quatro concentragdes 0,15; 0,30; 0,60; 1,25 pg/mL mais 50 uL de
HOCI (100 uM) foram incubadas por 10 minutos a 37°C. O HOCI remanescente foi revelado
pela adi¢do de 20 pL de uma solugdo de tetrametilbenzidina (TMB) o qual apresenta produto
de oxidagdo com absor¢do maxima em 652 nm (PAINO et al., 2005). O volume final foi
completado com PBS para 200 uL com posterior leitura em leitor de microplaca. O ensaio foi

realizado em triplicata.

ePreparo do HOCI:

O OCI /HOCI foi obtido através do NaOCl diluido em NaOH 0,05 mol.L" com ajuste da

concentragdo usando [ 29s0m = 350 cm™.

ePara o preparo do TMB:

Preparou-se uma solu¢do de TMB a 0,014 mol.L", para preparar essa solugdo
dissolveu-se 0,034 g de TMB em 5 mL de dimetilformamida e adicionou-se 4,9 mL de acido
acético 0,8 mol.L"'e 0,1 mL de K1 0,01 mol.L" .

A porcentagem de inibicdo das nanoparticulas e do farmaco livre sobre o HOCI foi

calculada conforme equagao 1.

5.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos com média + desvio padrdo (DP). Para a andlise
estatistica foi utilizando o software PRISMA versdo 5. ANOVA one-way foi realizado,

seguindo da analise de regressao e pos-teste de Tukey.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Método para quantificacio de apocinina em nanoparticulas

As condig¢des cromatograficas adequadas para a quantificacdo da apocinina por CLAE
seguiram metodologia previamente estabelecida e validada.

A linearidade de um método € a sua capacidade de apresentar resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da amostra dentro de um intervalo especificado. Assim sua
avaliacao ¢ determinada a partir do coeficiente de correlagdo (r) com valor minimo aceitavel
de 0,99 (ANVISA, 2003). Nas condi¢des pré-determinadas foi possivel observar linearidade
adequada na faixa de concentragdo de 5 a 100 ug/mL com coeficiente de correlagdo de 0,9992
(Figura 7 (a)) estando o método de acordo com os preceitos da ANVISA.

A partir da regressao linear dos dados experimentais foi obtida a equagao da reta:

y = 93500 + 2340x. Por conseguinte, seguiram-se fielmente as condi¢cdes e paradmetros
previamente estabelecidos. Obtiveram-se como resultados picos simétricos, estreitos € com

auséncia de ruidos de base, como pode ser observado na Figura 7 (b).

Figura 7- (a) Curva padrdo da apocinina em acetonitrila. Fase movel: ACN: dgua com acido
acético 0,1% (60:40 v/v). A 276 nm e (b) cromatograma de solugdo padrido de apocinina (10
ng/mL"). Equagio da reta: 93500 + 2340x (r: 0,9992).
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Diante destes resultados infere-se que ao se seguir a metodologia de validagdo analitica
para a apocinina em CLAE devidamente validada os resultados serdo auténticos nao

implicando em prejuizo dos ensaios e analises futuras.

6.2 Obtencao das nanoparticulas de HSA contendo Apocinina

As nanoaparticulas obtidas pelo método de atomizacdo por spray dryer apresentaram-
se como caracteristicas: forma de po, coloracdo levemente amarelada com auséncia de

higroscopicidade.
6.3 Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas

Propriedades fisico-quimicas dos sistemas nanoparticulados exercem papel
fundamental na determinacdo da liberacdo da droga, na citotoxicidade e absor¢ao celular, bem
como em sua farmacocinética e biodistribui¢do, influenciando no perfil de acdo do farmaco
encapsulado (YAN et al., 2010).

6.3.1 Determinacio da eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulagdo das nanoparticulas de HSA contendo apocinina foi

determinada por CLAE, com resultados expressos na Tabela 2 e na Figura 8.
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Tabela 2- Eficiéncia de encapsulagdo da apocinina em diferentes concentragdes do PS80.

Formula¢aoE.E % (média £+ DPR)F160,20 + 1,97F258,76 + 13,55F351,23 + 1,70F428,23 +
7,80F564,39 + 7,63 (n=3)

Figura 8- Representagdo grafica da eficiéncia de encapsulacdo das diferentes formulagdes.
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F1: sem PS80; F2: PS80 0,05%; F3: 0,5%; F4: PS80 1% formulagdo; F5: PS80 1% revestimento

Observa-se nitida diferenga para os resultados obtidos com diferentes formulagdes. A
formulacao F1 quando comparada com a amostra F2, F3 ¢ F4 demonstrou haver diferencga
estatistica (p<0,05), ja quando comparada com a F5 ndo houve diferenga (p>0,05). A
formulacdo F4 foi a que apresentou menor resposta frente a eficiéncia, uma possivel
justificativa para tal fato segue estudos de Pérez e colaboradores (2009), os quais afirmam que
o PS80 tem tendéncia a reduzir a energia livre do sistema por adsor¢do na interface. Todavia
se ocorre aumento da concentragdo do surfactante ha desestabilizacdo do sistema através da
saturagdo desta interface. A reducdo da energia total continua através de outros mecanismos
como cristalizacdo, floculagdo ou separagdo de fases. Diante disso, tende-se a ma formacao
das particulas o que resulta em encapsulagdo inadequada do farmaco.

A utilizacdo de nano spray dryer para a encapsulacao de matérias ¢ uma técnica que
reproduz elevados indices de eficiéncia de encapsulagdo (ELZOGHBY, SAMY & ELGIDY,
2012). Todavia, segundo Wu e colaboradores (2014) ao encapsular sulforafano, composto
com propriedades anticarcinogénica, antioxidante e anti-inflamatoria, com diferentes matérias
obtiveram resultados variando entre 27,1 a 44,5%. Os autores concluiram que os valores

foram influenciados pelo tipo de material utilizado para compor as paredes da nanoparticula.
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Resultado semelhante foi obtido por Jain & Banerjee (2008) em seus estudos com
sistemas nanoparticulados de cloridrato de ciprofloxacino com diferentes polimeros naturais:
quitosana, albumina bovina, gelatina e nanoparticulas lipidicas obtiveram varia¢cdes na
eficiéncia de encapsulacdo, entre 35 e 48%, sendo resultado mais satisfatério para
nanoparticulas quando incorporadas com a albumina.

Trabalhos de Waterhouse e colegas (2013) ao investigar a encapsulagdao por spray
dryer da quercetina e vanilina com diferentes polimeros naturais obtiveram resultados
variando entre 8,9 a 18,5% dependendo do polimero. Segundo os autores a variagdo da
eficiéncia de encapsulagao foi influenciada pela estabilidade térmica dos compostos.

Algumas propriedades da droga como polaridade, solubilidade, bioatividade,
hidrofobicidade ou hidrofilicidade e estabilidade estdo diretamente relacionadas com sua
estrutura quimica (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008). A técnica de encapsulagio por spray dryer
¢ um meio alternativo para que se possa melhorar, alterar ou proteger os bioativos de
condigdes adversas que possam influir, ou alterar o perfil de agdo (FAVARO-TRINDADE et
al., 2010).

6.3.2 Determinacio do tamanho e do indice de polidispersio (IPD)

O tamanho de particula e o indice de polidispersdo das amostras obtidas pelo método

de atomizagao estdo apresentados na Tabela 3 e na Figura 9.

Tabela 3- Variagao do tamanho médio e IPD de nanoparticulas de apocinina em diferentes
concentracdes do PS80.
FormulacaoDidmetro 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- Representacdo grafica da variagdo do diametro médio das nanoparticulas de
apocinina em diferentes concentragdes do PS80.
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F1: sem PS80; F2: PS80 0,05%; F3: 0,5%; F4:PS80 1% formulagdo; F5: PS80 1% revestimento

Com base na tabela 3 e na figura 9 pode-se observar que ao se comparar as
formulacdes F1 com F2, F3 e F4 indicam haver diferenga estatistica significante (p<0,05). E
também as trés formulacdes F2, F3 e F4 apresentaram diferenga estatistica entre si com
p<0,05. Ja a formulagdo F1 quando comparada com F5 ndo apresentaram diferenca entre si
(p>0,05).

Sabe-se que o tamanho da particula ¢ um parametro importante na aderéncia, bem
como na interagdo com as células biologicas. Particulas em escala nanométrica sao
conduzidas mais facilmente para diferentes regides do corpo. (ALLEMANN et al.,1993).
Para todas as formulagdes pode-se observar que os valores estdo dentro dos pardmetros os
quais definem estas particulas como sistemas nanoestruturados, tamanho inferior a 1000 nm.

A incorporacdo do PS80 em varias concentragdes ndo levou a diferencas significativas
no tamanho das particulas. Todavia, as formula¢des com auséncia do tensoativo (F1) e a
revestida com o tensoativo (F5) apresentaram dimensdes maiores quando comparadas com as

outras formulagdes.
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O PS80 ¢ um surfactante nao-idnico utilizado como excipiente para produtos
farmacéuticos, dentre outras acdes, influéncia o tamanho dos sistemas nanoparticulados
(WANG et al., 2008). Além disso, ¢ comprovadamente o reagente de revestimento de
superficie mais eficaz para facilitar a entrega de nanoparticulas ao cérebro (GELPERINA et
al., 2002; GAO & JIANG, 2006).

A incorporagdo de tensoativos durante a formulagcdo de particulas de origem proteica
como as de HSA em spray dryer tem grande relevancia na estabilidade, por atuar na
diminui¢do da ocorréncia de quadros de desnaturacdo e agregacdo proteica (AJMARA &
SCHERLIE, 2014). A desnaturagdo ¢ dificultada devido ao fato do surfactante atuar na regido
interfacial das gotas de pulverizagado, e assim, reduz o contato da proteina com a superficie de
secagem, dificultando a ocorréncia de perdas estruturais (MAA, NGUYEN & HSU, 1998).

As proteinas podem sofrer perda estrutural quando expostas a uma interface ar/agua,
sendo frequentemente desnaturadas. Levando em consideracdo a grande drea de superficie na
atomizacao, ha a ocorréncia de uma desnaturacdo em potencial. Possivelmente a incorporacao
de tensoativo a formulagdo resulta em melhorias da estabilidade da proteina, impedindo ou
reduzindo as interacdes da proteina com a superficie (BROADHEAD et al., 1994;
MUMENTHALER, HSU & PEARLMAN, 1994).

J4 a inibicao da agregacao proteica ocorre quando o tensoativo estando na formulagdo
ocupa a interface hidrofobica ar/liquido impedindo que as moléculas de proteina venham a se
acumular ou se agregarem na superficie da goticula. Além disto, dificulta a interag@o proteina-
proteina o que resulta em sistemas particulados com tamanho inferior frente aos sistemas com
auséncia de tensoativo (MOSQUEIRA et al., 2000).

Os resultados obtidos mostram que as nanoparticulas com auséncia do tensoativo
apresentaram tamanho relativamente aumentado quando comparado com as trés formulagdes
que receberam concentragdes variadas do PS80 no momento da formulagdo, isto comprava a
influéncia do tensoativo como inibidor da agregacdo. Ja a formulagdo a qual o PS80 atuou
como revestimento observa-se particulas com dimensdes maiores, decorrente do fato do
tensoativo ndo atuar na diminui¢do da agregag¢do proteica, uma vez que sua incorporagdo
ocorreu quando as nanoparticulas ja estavam formadas.

No processo de atomizacao por nano spray dryer ha outras condi¢des € parametros que
podem influenciar no produto final. Assim, torna-se relevante avaliar quais condigdes podem

influenciar no tamanho da nanoparticula. Dentre outros parametros e condi¢cdes pode-se citar:
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concentracao da droga e tensoativo, temperaturas de entrada, saida e do atomizador e vazdo do
fluxo (ELVERSSON & MILLQVIST-FUREBY, 2005; TONON et al., 2008)

O mecanismo basico de funcionamento do nano spray dryer baseia-se no controle
preciso das micro-gotas. O atomizador possui uma cabeca que inclui um atuador piezoelétrico
com uma membrana de ago inoxidavel fina. A membrana tem uma série de orificios, chamado
de malha do atomizador (com aberturas entre 4.0; 5,5 ou 7,0 um) a qual sofre vibra¢dao na
frequéncia ultra-sonica (60 kHz). Estas vibragcdes da membrana ejetam goticulas de tamanho
preciso a alta velocidade. Quanto menor o tamanho da malha, menores sdo as gotas e
particulas ejetadas (manual BUCH, 2014).

Estudos de Lee e colaboradores (2011) ao otimizar um método de preparagdo de
nanoparticulas proteicas analisaram o papel de algumas varidveis do processo no produto
final como concentragdo do tensoativo, concentracdo de albumina, temperatura de entrada
(INLET) e fluxo de nitrogénio. Concluiram que tais fatores t€ém impacto minimo sob o
tamanho da particula. Todavia, observaram reducdo das dimensdes da particula quando se
variou a abertura da malha do atomizador, obtendo-se resultados mais satisfatorios em
didmetros menores. Isto corrobora com achados de Schmid e colaboradores (2011) os quais
constam uma estreita analogia entre o tamanho da particula solida formada apds a secagem e
as dimensodes da gota formada pela malha do atomizador.

Baba & Nishida (2013) ao investigar a preparacdo de nanocristais de diferentes
esteroides com um Nano Spray dryer B- 90 fizeram a monitoragdo do tamanho de particula
através das diferentes aberturas da malha do atomizador. Como resultado, a morfologia dos
nanocristais apresentaram-se esféricos e as dimensdes e a distribuicdo de tamanho de cada
amostra foi proporcional ao decréscimo do tamanho da abertura da malha.

J4 quanto a influéncia da concentragdo de solidos sob o tamanho de particula pode-se
citar estudos de Elversson & Millqvist-Fureby (2005). Os autores comprovam a influéncia da
concentracao de solidos sob o tamanho de particula. Todavia, tal estudo aponta que o tamanho
da particula aumenta consideravelmente com a concentra¢ao de sélidos em solugdes diluidas
até 5% (m/v), entretanto, ha auséncia de alteracdo em solu¢des mais concentradas.

Além da determinagdao do didmetro médio, foi possivel determinar o indice de
polidispersao das amostras. O indice de polidispersao baseia-se em parametros como o
tamanho médio da particula, o indice de refragdo do solvente, o angulo de medig¢do e a
variancia da distribui¢do, tendo por propriedade determinar a homogeneidade do tamanho das

particulas analisadas (GAUMET et al., 2008).
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O indice de polidispersao com valores inferiores a 0,25 indica distribui¢ao de tamanho
homogénea e valores acima de 0,5 sugere quadros de heterogeneidade das particulas na
amostra (PATRAVALE et al., 2003). Indices com baixos valores significam baixa dispersao
em torno da média, indicando robustez do método (PEREIRA et al., 2008).

Como pode ser observado somente a formulacdo F1 apresentou heterogeneidade de
tamanho das particulas, estando todas as outras formulagdes com tamanho compativel com

sistema homogéneo.

16.3.3 Determinacio da carga de superficie: potencial zeta

O PS80 ¢ um tensoativo nao i6nico com ampla aplicagdo em sistemas
nanoestruturados quando se tem por objetivo um direcionamento cerebral (KREUTER, 2002;
TIAN, 2011). Mudancas no potencial zeta de um sistema estavel sdo indicativos de alteragdo

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

amostra analisada esta expresso na Tabela 4.

Tabela 4- Valores do potencial zeta das nanoparticulas com diferentes concentragdes de
PS80.
Formulacio Potencial Zeta (mV)F1
F2
F3
F4
F5-20,50
-19,68
-20,66
-24,40
-12,01
A carga de superficie das nanoparticulas que receberam a adicdo do PS80 como
revestimento foi significativamente menor que as outras formula¢des. A carga total da
albumina ¢ dependente do pH, levando em consideragdo seu ponto isoelétrico (4,5- 4,7).
Valores abaixo deste ponto apresentam-se com carga positiva € acima, carga negativa. Além

disto, apresenta uma distribuicdo assimétrica de carga em sua estrutura primdria, em pH
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neutro, a carga total calculada ¢ de -10, -8 ¢ 0 para os dominios I, II e III. Desta maneira,
apresenta uma carga negativa elevada no sitio N-terminal ¢ menor no dominio C- terminal
conferindo uma assimetria elétrica para esta macromolécula (ABBOT, 2007). Todavia a HSA
apresenta um contetido elevado de aminoacidos com carga negativa, como acido aspartico
(36), acido glutamico (61), lisina (59) e arginina (23), tal achado confere a proteina uma carga
negativa total elevada (SANTOS, 2009).

Na presente andlise observou-se que apds 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 incorporagdo do
surfactante PS80 como revestimento gera nanoparticulas com modifica¢ao de superficie pelo
método de nano spray dryer. Os resultados indicam que a presenca do PS80 tem a
propriedade de modificar a superficie das nanoparticulas. Segundo Wu e colaboradores
(2011) o potencial zeta relativamente mais baixo ¢ decorrente da presenca dos estabilizadores
estéricos, como os tensoativos, o que justifica a queda do potencial. A diminui¢do ¢ devido a
incorporagao do PS80 a superficie das particulas. O polissorbato apresenta como propriedades
ser ndo i6nico e hidrofilico, assim na superficie de sistemas particulados acaba neutralizando
as cargas superficiais (VILA et al., 2002).

A técnica de revestir nanoparticulas fazendo o uso de surfactantes hidrofilicos vem
demonstrando ser uma estratégia promissora para a veiculagdo de farmacos a regido cerebral.
Devem-se considerar as caracteristicas do tensoativo como a estrutura quimica, caracteristicas
fisico-quimicas e parametros biologicos (KREUTER, 2012).

Para Wilson e colaboradores (2008) o revestimento de nanoparticulas de tacrina com
PS80 reduziu ligeiramente o potencial zeta quando comparado com nanoparticulas sem
revestimento. Os autores atribuiram esta variacdo devido ao mascaramento de carga de
superficie das nanoparticulas com o polissorbato adsorvido. Resultados andlogos sao relatados
na literatura, onde se observou diminui¢ao do valor do potencial zeta de particulas poliméricas
quando revestidas com o surfactante PS80 (GELPERINA et al., 2010; MA et al., 2011;
TIAN et al., 2011).

Ha diversos trabalhos andlogos os quais relacionam a presenca de tensoativos ou
polimeros hidrofilicos na superficie das particulas com significativa melhora na
biodistribui¢ao da droga. liium e colaboradores (1987) investigaram o efeito da cobertura de
particulas coloidais com os copolimeros nao idnicos polioxietileno e polioxipropileno. Como

resultados obtiveram um menor tempo de depuracao destas particulas no figado e bago, bem
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como um periodo de permanéncia prolongada na circulacdo sanguinea. Segundo os autores,
esses tensoativos apresentam um grande grupo hidrofobico que facilita o ancoramento do
surfactante a superficie da particula, e grupos hidrofilicos, os quais tem a propriedade de
minimizar a incorporacdo das opsoninas e a adesdo entre as particulas e os macrdéfagos pelo
chamado efeito de repulsdo estérica.

Muller e colaboradores (1997) ao recobrir nanoparticulas lipidicas solidas com o
Poloxomer® 188, um tensoativo ndo-idnico, constataram que o surfactante gerou particulas
estericamente estabilizadas e com queda da absor¢do de macrofagos além de um tempo maior
de circulagdo destas particulas.

O PS80 também ¢ empregado como revestimento em nanoparticulas poliméricas,
quando se tem o objetivo de transpor farmacos para o SNC (WOHLFART et al., 2011). Na
literatura héa relatos de varios farmacos transportados com éxito para a regido cerebral,
recobertos com esse tensoativo, incluindo metotrexato, doxorubicina, docetaxel, tacrina e
neuropeptideos (GAO & JIANG, 2006; GELPERINA et al., 2010; RUAN et al., 2011).

Kreuter e colaboradores (1995) constataram que nanoparticulas do analgésico
dalargina quando revestidas com o PS80 sdo de forma eficaz absorvidas na regido cerebral.
Estudo andlogo realizado por Schroeder e colaboradores (1998) apresentou resultados
satisfatorios quanto a entrega do fArmaco no SNC. Gulyaev e colaboradores (1999) ao revestir
com PS80 nanoparticulas poliméricas contendo a droga doxorubicina, utilizada para o
tratamento de cancer, obtiveram éxito em seus resultados. Estudos realizados por Wilson e
colaboradores (2008) observaram que no cérebro de ratos tratados com tacrina, firmaco para
tratamento da doenga de Alzheimer pela via intravenosa, apresentou aumento significativo da
concentracao do farmaco quando utilizado na forma de nanoparticulas revestidas com PS80,
em comparagdo com nanoparticulas ndo revestidas e o farmaco livre.

Viérias sdo as explanacgdes oferecidas a respeito da influéncia da cobertura de particulas
coloidais com surfactante sobre o transporte da droga para o cérebro. H4 varios mecanismos
que podem mediar a veiculagdo destes sistemas nanoestruturados (KREUTER, 2001;
KREUTER, 2002; MA et al., 2011; TIAN et al., 2011).

Ha trabalhos na literatura que demonstram a ocorréncia do processo de endocitose de
nanoparticulas pelas células endoteliais da BHE, seguido de difusdo para o cérebro
(BORCHARD et al., 1994; RAMGE et al., 2000; SUN et al., 2004). O processo de endocitose
via receptores de nanoparticulas revestidas com o PS80 ¢ mediado pela adsor¢do de proteinas

na superficie e interagdes com os receptores especificos na superficie das células luminais,
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resultando em inclusdo das particulas ao interior das células da BHE (SIMIONESCU,
GAFENCU & ANTOHE, 2002; KREUTER, 2005).

Elementos como peptideos (albumina, transferrina, insulina), fatores de crescimento e
a LDL sao transportados para o endotélio cerebral através da endocitose via receptores
(VOINEIA et al., 2002). Possivelmente o PS80 na superficie das nanoparticulas ancora as
Apolipoproteinas 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 presenca de lipideos no cérebro apresenta relevancia por atuar nos processos de
crescimento e reparo das células neuronais, transmissao de sinal elétrico e na formagao das
sinapses nervosas (DIETSCHY & TURLEY, 2004; VANCE, HAYASHI & KARTEN, 2005).

Uma apolipoproteina ¢ uma proteina que liga lipideos, formando uma lipoproteina,
tendo por funcdo a regulagdo do metabolismo de lipideos. A entrega de lipideos através das
lipoproteinas e seu processo sao regulados por receptores localizados na superficie, tais como
o receptor LDL (LDRL) e LRP (GONG et al., 2002). A Apo E ¢ uma apolipoproteina presente
no plasma e abundantemente nos fluidos da regido cerebral sendo majoritariamente expressa
pelos astrdcitos e células da glia e em menor propor¢ao em neurdnios (VANCE & HAYASHI,
2010). Além disto, desempenha papel fundamental no processo de reparagao de nervos no
SNC pos-lesdao. Apos a ligagdo da ApoE a superficie, as nanoparticulas mimetizam as
particulas 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 internalizagdo das nanoparticulas (DEHOUCK et al, 1997; BEDUNEAU,
SAULNIER & BENOT, 2007). Todavia, ao que parece as apolipoproteinas nao sao carreadas
para o endotélio cerebral, mas sim atuam como facilitadores da interacdo com as células da
regido cerebral (KREUTER, 2002).

Infere-se um reconhecimento e interagdo da nanoparticula recoberta com o PS80 e,
receptores de lipoproteinas de células dos capilares endoteliais da regido cerebral, ocorrendo
facilitacdo da captagdo do farmaco para o cérebro (Figura 10) (KREUTER, 2005;
MICHAELIS et al., 2006; KREUTER et al., 2007).

Com a incorporacdo do PS80 a superficie das particulas coloidais ha alteragdo nas
propriedades fisico-quimicas e, além de estarem em escala nanométrica escapam da depuragao
do sistema fagocitario. Permanecendo por um tempo relativamente prolongado na circulagao,

alterando de forma significativa a farmacocinética e distribui¢do destas particulas
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nanoestruturadas. Desta maneira, as condigdes de entrega terapéutica para 6rgaos especificos,

como o SNC, sao melhoradas (NOBS et al., 2004; PRINZEN et al., 2007).

Figura 10- Representagdo esquematica do mecanismo de endocitose de nanoparticulas
revestidas com PS80. 1: adsor¢do da Apo a superficie da nanoparticula. 2: ligacdo da
nanoparticula aos receptores de LDL. 3: Liberac¢do da droga das nanoparticulas através através
de endocitose para as células endoteliais da BHE.
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(Adaptado: Blasi et al., 2007)

Ha diversas possibilidades as quais justificariam qual o mecanismo de transporte até as
células cerebrais: 1) as nanoparticulas podem ser responsaveis por causar a abertura das
jungdes intimas entre as células endoteliais. Isto permite maior permeacdo da droga através
das jungdes na forma livre ou em conjunto com as nanoparticulas em forma ligada; i1) as
células endoteliais poderiam sofrer uma solubilizagdo dos lipideos de membrana, ocasionando
uma fluidificagdo da membrana com aumento da permeabilidade através da BHE; iii) as
nanoparticulas poderiam sofrer endocitose pelas células endoteliais e consequente liberagao

do farmaco dentro das células com entrega para o cérebro; iiii) o PS80, utilizado como agente
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de revestimento pode causar a inibi¢do do efluxo da P-glicoproteina (Pgp) (KREUTER, 2001;
KREUTER, 2002).

16.3.4 Espectroscopia na regido do infravermelho

Com base nos ensaios anteriores observa-se que todas as formulagdes mostraram
tamanho adequado para um sistema nanométrico, indice de polidispersao adequados, mas com
variagdes na carga de superficie. As nanoparticulas revestidas com o PS80 apresentaram
alteragdes da carga de superficie indicando que tal sistema seria mais adequado para a direcao
do farmaco a regido cerebral. Diante disto, para os outros ensaios de caracterizacdo a
formulagao utilizada foi a que consistia do tensoativo como revestimento (F5).

A varredura na regido do infravermelho foi realizada com a apocinina pura, da HSA,
do PS80 e das nanoparticulas revestidas com o tensoativo. Na Figura 11 estdo apresentados

os espectros das nanoparticulas e dos padrdes obtidos no infravermelho.

Figura 11- Espectro das amostras no infravermelho: (a) Apocinina, (b) HSA, (c) Polissorbato,
(d) Nanoparticulas de APO/HSA/ PS80 (1%) revestimento.
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O espectro de absor¢do na regido do infravermelho da apocinina (Figura 11 (a))
apresentou bandas de absor¢do em 1658 cm™ (deformagdo axial de C=0 de cetona conjugada,
em frequéncia mais baixa do que a observada para cetonas alifatica, 1714 cm™, devido a
conjugacdo com o grupo fenila), 1024 cm™ (deformagdo axial simétrica de ligagio C-O
referente ao éter) e em 3331cm™ deformagio axial de OH em ligagdo de hidrogénio referente
ao grupo fenolico.

No espectro (Figura 11 (b)) ¢ possivel observar bandas de absor¢do da HSA sendo
esta uma proteina formada através de ligagdes covalentes de diferentes aminoacidos, sugere-se
em 3337 cm™ uma banda referente a deformagio axial de N-H, de amida primaria em ligagdo
de hidrogénio. Bandas de superposi¢do, em 1655 cm™ deformagio axial de C=O referente a
banda de amida I e em 1529 cm™' deformagédo angular de N-H de banda de amida II. Em 618
cm’' referente a deformagdo angular fora simétrica fora do plano.

No espectro do PS80 (Figura 11 (c)), foi possivel observar uma banda em 3443 cm™,
caracteristico de deformacao axial de O-H em liga¢do de hidrogénio intermolecular, em 2920
cm’ vibragdes de deformagdo axial de C-H de hidrocarbonetos, em 1738 c¢cm™ banda de
deformacdo axial de C=0 caracteristico de ésteres alifaticos e proximo a esta em 1641 cm™
uma banda de deformacdo axial de C=C. Em 1085 cm™ observou-se uma banda de
deformacao axial assimétrica caracteristica de éteres alifaticos.

As analises dos espectros das nanoparticulas contendo polissorbato 1% como
revestimento (Figura 11 (d)) pode-se observar uma banda de absor¢do em 3292 cm™. Atribui-
se este fato a deformacao axial de OH referente ao grupo fendlico da apocinina, a deformacao
axial de N-H, de amida primaria em liga¢do de hidrogénio da albumina e deformacdo axial de
O-H em ligacdo de hidrogénio intermolecular do polissorbato. Ja bandas em 2927 cm™ podem
ser atribuidas a vibragdes de deformacao axial de C-H de hidrocarbonetos referente ao PS80.
Em 1658 cm™ o pico é referente a deformagéo axial de C=0 devido & banda de amida I da
albumina e de deformacdo axial de C=O de cetona conjugada, em frequéncia mais baixa do
que a observada para cetonas alifatica, 1714 cm™, devido a conjugagio com o grupo fenila da
apocinina e banda de deformacao axial de C=C do Polissorbato.

Bandas em 1532 cm™ sdo referentes a deformagdo angular de N-H de banda de amida
II da albumina. Em 1119 cm” condizem com bandas de deformacdo axial assimétrica
caracteristica de éteres alifaticos carcateristico do PS80 e deformacdo axial simétrica de

ligagdo C-O referente ao éter da apocinina.
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O espectrograma da nanoparticula de apocinina recoberta com o tensoativo apresentou
comprimentos de onda um pouco acima do observado para os compostos quando puros
devido a possiveis interagcdes intermoleculares. Todavia, ndo houve mudangas bruscas tanto

da estrutura quimica de qualquer um dos componentes durante o processo de producao.

16.3.5 Ensaio de difracio de raio-x (DRX)

ISubstancias no estado solido podem apresentam por caracteristica amorfa ou
cristalina. Geralmente, s6lidos amorfos demonstram maior solubilidade do que formas
cristalinas, tal fato decorre da energia livre envolvida no processo de dissolugdo.
Soélidos com propriedade amorfa possuem moléculas dispersas aleatoriamente e assim,
necessitam de pouca energia para separa-los, refletindo em uma dissolugdo mais rapida
quando comparada com a forma cristalina (RIEKES et al., 2011).

Os padroes de DRX da apocinina, HSA e da nanoparticula com PS80 como

revestimento estdo apresentados na Figura 12.

Figura 12- Espectros de raio-x: (a) Apocinina, (b) HSA, (c) Nanoparticulas de
APO/HSA/PS80 revestimento.
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1 O difratograma da apocinina livre (Figura 12, (a)) exibiu intensos € numerosos picos

distintos, indicando um grau de cristalinidade do fairmaco. Ja a HSA (Figura 12 (b)) apresenta
halos alargados indicando que a proteina apresenta caracteristica amorfa. A Figura 12 (¢)
refere-se as nanoparticulas que receberam a adi¢cdo do PS80 como revestimento observa-se
auséncia de picos de difracdo e presenca de halos. Ao avaliar o difratograma das
nanoparticulas ¢ possivel observar que o processo de nanoencapsulagdo promoveu uma

diminui¢do notavel dos picos de difracdo caracteristicos da apocinina levando a amorfizacao

do farmaco.
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1 6.3.6 Analise térmica (DSC)
1

lAtravés da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) realizou-se a verificagdo do
estado fisico da apocinina nanoestruturada. O método tem por funcao auxiliar a compreender
a forma de associacdo do farmaco as nanoparticulas, da mesma maneira a ocorréncia de
qualquer incompatibilidade ou interacdo quimica farmaco/polimero. Mudangas nos perfis
termoanaliticos dos compostos, tais como deslocamentos, reducdo ou desaparecimento de
picos na curva de DSC quando comparados aos perfis das espécies individualmente, pode ser
indicativo de certa incompatibilidade farmaco/polimero ou polimero/ polimero ou que houve
interagcdo quimica entre eles decorrente do aquecimento (BOGDANOVA et al., 1996).
IRealizou-se a comparagdo dos perfis termoanaliticos da apocinina e albumina pura,
das nanoparticulas revestidas com PS80, nanoparticulas de albumina vazias, bem
como da mistura fisica (firmaco/polimero) nas mesmas propor¢des da obtencdo das

nanoparticulas com resultados expressos na Figura 13.

Figura 13- Curvas de DSC: fluxo de calor X temperatura: a) Apocinina, b) HSA, ¢) Mistura
fisica HSA/ APO, d) Nanoparticula HSA/APO/PS80 revestimento e €) Nanoparticula vazia.
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A curva de DSC da apocinina pura mostra um pico endotérmico entre 100 e 110°C,
faixa que corresponde ao ponto de fusdo da droga (115°C). A HSA apresentou pico
endotérmico caracteristico da proteina em 230°C, com auséncia de picos de decomposicao,
estando de acordo com o observado na literatura (LUPPI et al., 2011). Na curva de DSC da
mistura fisica entre albumina e a droga observou-se pico endotérmico em 115°C relativo a
fusdo da apocinina e auséncia de picos endotérmicos referentes a HSA.

A curva de DSC da nanoparticula de apocinina mostrou auséncia de endoterma
relativa a fusdo cristalina do farmaco. Isto nao ¢ indicativo da ocorréncia de incompatibilidade
entre os materiais, o qual poderia ocasionar uma desestruturacdo da apocinina. Contudo se
torna um indicativo de que posteriormente ao processo de encapsulagdo o farmaco apresenta-
se em estado amorfo na matriz polimérica (MU & FENG, 2002).

Também se observou a auséncia de endoterma relativa a 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 destruigdo de pontes de hidrogénio da estrutura protéica
resultando em sua desnaturacdo e ou, indicio de que a presenga do PS80 como revestimento

pode ter mascarado os picos caracteristicos da proteina.
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Ja a nanoparticula branca, com auséncia da droga, observou-se auséncia do pico
caracteristico de fusdao da HSA. Tal fato pode ser decorrente do processo de desnaturacdo da

proteina a temperaturas elevadas.

16.4 Estudo do potencial antioxidante

Para averiguar se durante o processo de nanoencapsulacdao o perfil antioxidante da
apocinina ¢ mantido avaliou-se através do ensaio de inibicdo do HOCI e descoloracao do
radical cationico ABTS™.

Um antioxidante ¢ toda substancia que em baixas concentragdes tem a propriedade de
prevenir ou retardar a oxidagdo de um substrato (HALLIWEL, 1994). Quando seu mecanismo
de agdo ocorrer através de sua reacdo com o radical livre, o radical formado deve ter por
caracteristica a incapacidade de reacdo e ser estavel (WANG et al., 2003).

Ha uma gama de antioxidantes naturais os quais apresentam a capacidade de reagir
com as ERO causando assim o retardo ou a prevencdo da oxidagdo de lipideos, bem como
outras biomoléculas. Desta forma dificultam o inicio e a propagacao de reagdes de oxidagao
em cadeia além de prevenir e ou, reparar os danos ja causados as células pelo oxidante.
(BORGUINI, 2006; LIMA, 2008).

Para Huang e colaboradores (2005) ha dois grupos de métodos utilizados para
determinar a capacidade antioxidante, diferindo quanto a principios e condigdes
experimentais. Ha técnicas que se baseiam na reacdo de transferéncia de elétrons
acompanhado de alteragdes na coloracdo a partir da redugdo oxidante e técnicas as quais ha
reagdes de transferéncia de dtomos de hidrogénio, assim antioxidante e substrato competem

pelos radicais livres.

16.4.1 Ensaio de descoloracio do ABTS™

O experimento teve como fundamento avaliar a capacidade sequestradora das

nanoparticulas contendo apocinina sobre o radical ABTS™. Os resultados referentes a
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porcentagem de inibicdo da apocinina livre e em nanoparticula nos tempos 0, 24, 48 e 72
horas estdo expressos na Tabela 5 (os dados foram analisados por ANOVA seguido de pds

teste Tukey, com a de 0,05).

Tabela 5- Porcentagem de inibi¢do do radical ABTS™ sobre a apocinina livre e nanoparticulas

de apocinina.

Porcentagem de inibi¢ao (%)Concentrac¢iao
(ng/mL)Apocinina livreNanoparticulas de apocinina
0 horal,252,86 = 0,02* 16,05 £0,01° 2,5021,78 £+ 0,13%17,48 +£0,15" 5,0052,78+ 0,02 *28,60
+0,5°10,0088,87 = 0,01* 73,60 £0,02°24 horas
1,2536,43 £ 0,00 *5,71 £ 0,01°2,5048,27 + 0,00°10,23 + 0,00°5,0082,57 + 0,00 *12,76 +
0,01°10,0092,95 + 0,00°27,52 + 0,00°48 horas
1,2536,26 + 0,00°1,25 + 0,03°2,5045,83 £ 0,18 2,51 + 0,00°5,0075,35 £ 0,02* 7,53 +
0,69°10,0099,84 + 0,02°22,44 + 0,03°72 horas
1,2519,08 + 0,04*7,33 + 0,01°2,5027,66 + 0,04* 12,41 +0,01°5,0046,47 + 0,08 18,55

+0,05°10,0079,94 =+ 0,02 43,79 +0,05°*> médias da triplicata + desvio padrio analisadas por linha, letras

iguais indicam igualdade estatistica e diferentes desigualdades estatisticas.

Dentre os diversos métodos quimicos utilizados para avaliagdo da atividade
antioxidante pelo sequestro de radicais livres, a avaliagdo da capacidade sequestrante do
radical ABTS™ é uma metodologia rapida que oferece resultados reprodutiveis. Além disto,
permite a andlise de compostos de origem lipofilica e hidrofilica (AWIKA et al., 2003).

Observa-se que a apocinina tanto livre como nanoparticulada demonstrou um perfil de
inibicdo concentragdo-dependente. Em todos os tempos do experimento a apocinina livre
apresentou maior capacidade sequestrante em todas as concentragdes quando comparada com
a apocinina nanoencapsulada. No tempo de 48 horas a apocinina livre mostrou o maior perfil
de inibi¢dao (99,84 ug/mL), ja a apocinina nanoparticulada demonstrou a maior capacidade
sequestrante no tempo 0 (73,60 pg/mL) .

Diante dos resultados, observa-se que na faixa de concentracdo estudada a apocinina
livre e em nanoparticulas apresentaram variagdes na capacidade antioxidante, j& o potencial

antioxidante da nanoparticulas vazias (dados nao apresentados) foi considerado insignificante.
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Torna-se relevante considerar que o processo de spray dryer influéncia ndo somente
caracteristicas tecnologicas, fisicas e quimicas sobre o produto final, mas também pode
interferir em sua atividade bioldgica (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010). Couto e
colaboradores (2012) ao avaliar pardmetros do processo de spray dryer para a obtencdo de
extratos secos de alecrim constatam que a selegdo de condicdes corretas de atomizagdo sao
necessarias para garantir a qualidade fisico-quimica e funcional do produto.

Georgetti e colaboradores (2008) ao avaliar os efeitos da técnica de spray dryer sobre
as propriedades biologicas de extrato de soja através do ensaio antioxidante DPPH obtiveram
como resultado uma baixa redugdo 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 Reducao
do Oxigénio (ORAC) observaram que o potencial de inibicdo manteve-se sem alteracdes
significativas. Fu e colaboradores (2011) ao investigar a producdo de microparticulas de
catequina por spray dryer observaram que a atividade antioxidante destas particulas foram

mantidas.

6.4.2 Potencial de inibicao do HOCI

O 4acido hipocloroso (HOCI) ¢ uma espécie reativa ndo radicalar gerado por
leucocitos polimorfonucleares (LPMN) com fungdo protetora no organismo por atuar na
destruicdo de micro-organismos. Porém concomitantemente ¢ agente de agressao aos tecidos,
devido a auséncia de mecanismos que possam realizar sua detoxicagdo. E um oxidante
excessivamente forte além de atacar biomoléculas de importancia bioldégica como proteinas,
aminodcidos, fenois, aminas e tiois. (VASCONCELOS et al., 2007).

Para Masuda e colaboradores (2001) a agdo bactericida de LPMN esta relacionada com
a geracao do HOCI o qual tem agdo benéfica como microbicida, todavia por se tratar de uma
espécie reativa ndo radicalar pode contribuir para o desenvolvimento de estadgios deletérios e
nocivos ao organismo.

Avaliou-se a acao antioxidante das nanoparticulas de apocinina sobre o HOCI, este
acido tem a propriedade de oxidar o TMB levando a formacdo de um cromoforo com
absorcdo maxima em 652 nm.. Na Tabela 6 esta expressa a porcentagem de inibicdo do

farmaco livre e das nanoparticulas de apocinina.
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Tabela 6- Potencial de inibi¢cdo da apocinina livre € em nanoparticulas na inibi¢do do HOCI.

% InibicaoConcentracio (ug/mL)Apocinina livreNanoparticula de apocinina[0,15]64,42
+ 0,0426,35 + 0,07°[0,30]61,58 + 0,03°31,09 = 0,03°[0,60]65,54 =+ 0,02°22,04 =

0,04°[1,25]71,23 £ 0,05% 50,64 + 0,05 médias da triplicata + desvio padrdo analisadas por linha, letras

iguais indicam igualdade estatistica e diferentes desigualdades estatisticas.

Com base nos resultados pode-se observar que o percentual de inibicdo da apocinina
livre foi maior quando comparado com o fairmaco nanoencapsulado. A nanoparticula vazia
(dados nao apresentados) mostrou-se sem grandes variagdes de inibicdo, tal fato ja era
esperado uma vez que esse sistema nanoparticulado ¢ inerte de substincias que possam
apresentar supressdo da oxidagdo. O ensaio de inibi¢do do HOCI das nanoparticulas obtidas
pelo processo de  nanoencapsulagdo por spray dryer resultou em diferencas mais
significativas do poder antioxidante das nanoparticulas de apocinina quando comparado com
o ensaio do radical ABTS™.

A apocinina ¢ estruturalmente composta por um anel aromatico com um grupamento
aceptor de anions exercendo influéncia sobre a agdo antioxidante. A reagdo entre o farmaco e
ions cloreto (CI') € assim favoravel resultando na estabilidade do produto final. O farmaco
possui baixo poder inibitério 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).

H4 diversos trabalhos que investigam tal capacidade em modelos experimentais que
fazem uso de células fagocitérias e ndo fagocitarias (LAFEBER et al., 1999).

Como ocorre este mecanismo de inibigdo ndo esta totalmente elucidado, todavia sabe-
se que o metoxi-catecol esta envolvido no impedimento de agregacdo dos componentes da
enzima (BARBIERI et al., 2004). Estudos de Ximenes e colaboradores (2007) ao investigar a
oxidacgdo da apocinina catalisada pela MPO obtiveram como produto radicais de apocinina.
Estes radicais apds acoplamento radicalar formaram dimeros de apocinina, os quais segundo
os autores sao os detentores da capacidade de oxidar grupos tidis conforme representado na
Figura 14.

Com base nesses resultados, foi proposto que este poderia ser o modo de interacao da
apocinina com residuos tidis da subunidade citosélica da NOX, resultando em inativacdo da

montagem desse complexo enzimatico.
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Figura 14- Representacdo esquemadtica da formacdo da diapocinina apds processo de
oxidagao.
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- OCH;,
L Hi¢” 0
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(Ximenes et al., 2007).

Trabalho semelhante foi realizado por Kanegae e colaboradores (2009) ao investigar a
capacidade da apocinina apos oxidacdo em reagir com compostos tidlicos, 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 agregacdo da NOX deve estar relacionado a oxidagdo de grupos tiois presentes na
fracdo citosdlica do complexo enzimatico, tal propriedade torna-se dependente de um meio

que propicie a oxida¢cdo da molécula de apocinina.

7. CONCLUSOES
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Diante dos resultados obtidos para a produg¢do de nanoparticulas de albumina humana
incorporadas com polissorbato contendo apocinina pelo método de spray dryer para

direcionamento cerebral pode-se concluir:

eNanoparticulas poliméricas de albumina humana contendo apocinina com ou sem
modificagdo superficial por polissorbato 80 em diferentes concentragdes foram obtidas

com éxito através do método spray dryer;

e A caracterizacao fisico-quimica demonstrou que este método apresentou eficiéncia de
encapsulagdo do farmaco com valores entre 28,23 e 64,39 %, com obtencdo de
particulas de tamanho reduzido em uma faixa de 136,33 a 237,03 nm, com baixo
indice de polidispersdo e alteracdes de carga de superficie. As nanoparticulas que
receberam a incorporagdo do polissorbato como revestimento apresentaram alteracdes
mais significativas, sendo esta formulacdo escolhida como a adequada para os ensaios
de infravermelho, raio-x e DSC. O ensaio de varredura na regido do infravermelho
indicou auséncia de interagdes intermoleculares entre os compostos da nanoparticula,
o raio-x ¢ DSC mostram que a apocinina estava presente na nanoparticula e houve

alteracdo de seu estado cristalino para amorfo;

¢O potencial de inibi¢do frente ao radical ABTS™ ¢ ao HOCI do farmaco livre e

nanoencapsulado apresentou variagdes na capacidade antioxidante.
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