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RESUMO

As espécies reativas (ERs) e o estresse oxidativo contribuem para a fisiopatologia de diversas doencas.
Uma alternativa inovadora de prote¢do aos 6rgdos como o cérebro é o uso de flavonoides com agao
antioxidante como a naringina e a naringenina. No entanto, esses dois compostos apresentam baixa bio-
disponibilidade quando administrados pela via oral. Uma alternativa para contornar essa limitagdo ¢ a
utilizagao de nanocarreadores, como as nanocapsulas (NC), que possibilitam o aumento da biodisponibilidade
e da eficacia da substancia ativa. Diante disso, no presente trabalho foram avaliados o perfil de liberagdo dos
farmacos a partir das suspensdes in vitro assim como determinados os efeitos dos farmacos nanoencapsulados
na viabilidade celular em linhagem de células Vero. As NCS de naringina e naringenina apresentaram pH
acido, diametro de particula inferior a 95 nm, indice de polidispersdo menor que 0,2. O potencial zeta foi ne-
gativo, entre -12,46 ¢ -17,6 mV e a eficiéncia de encapsulagdo foi de 93% para naringina ¢ 96% para a naringenina.
Os resultados do ensaio de viabilidade celular pela redugao do MTT mostraram que as suspensdes de NCS causaram
reducdo da viabilidade celular nas concentragoes de 5, 50 ¢ 500 ug/mL quando comparadas com o controle, nos
periodos de 24 e 72h de incubagao. Para o estudo do perfil de liberagdo, foi empregada a técnica de dialise, sendo
que 46,5% de naringina e 6,9% de naringenina foram liberadas para o meio, em um periodo de 9h. As NC formadas
demonstraram caracteristicas adequadas para administracdo oral. Além disso, pode-se concluir que a concentragao
menos citotoxica para os dois flavonoides no modelo celular estudado ¢ inferior a 5 pg/mL.
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ABSTRACT

The reactive species (ERs) and the oxidative stress contribute to the pathophysiology of several diseases. An
innovative alternative for the protection of organs such as the brain is the use of flavonoids with antioxidant
activity such as naringin and naringenin. However, these two compounds exhibit low bioavailability when
administered orally. An alternative to overcome this limitation is to use nanocarriers, such as nanocapsules
(NC), which allow the increase of the bioavailability and efficacy of the active ingredient. Therefore, the present
study evaluated the release profile of drugs from suspensions in vitro as well as certain effects of nanocoated
drugs on cell viability in Vero cell line. The NCS naringin and naringenin showed acidic pH, particle diameter

'"Trabalho realizado no Programa de Pés-graduagdo em Nanociéncias.

2 Aluna de doutorado do Programa de Po6s-graduagdo em Nanociéncias - Centro Universitario Franciscano.
*Colaborador - Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

*Colaboradores - Centro Universitario Franciscano.

3 Coorientador - Centro Universitario Franciscano.

®QOrientadora - Centro Universitario Franciscano. E-mail: reraffin@gmail.com



286 Disciplinarum Scientia. Série: Naturais e Tecnoldgicas. Santa Maria. v. 16. n. 2. p. 285-299. 2015.

less than 95 nm, polydispersity index lower than 0.2. The zeta potential was negative, between -17.6 and
-12.46 mV and the encapsulation efficiency was 93% to 96% for naringin and naringenin. The results of the
cell viability test by MTT reduction showed that the NCS suspensions caused the reduction of cell viability at
concentrations of 5, 50 and 500 ug/mL when compared to the control one, for incubation periods of 24 and
72h. For the study of the release profile it was used the dialysis technique, and 46.5% of naringin and 6.9%
of naringenin were released into the environment over a period of 9h. The formed NC demonstrated some
characteristics suitable for oral administration. Moreover, it can be concluded that less cytotoxic concentration
for the two flavonoids in the cell model studied in flavonoids is lower than 5 ug/mlL..

Keywords: oxidative stress, flavonoids, nanoparticles, cell viability.

INTRODUCAO

Estudos prévios indicam que o estresse oxidativo ¢ um dos principais fatores envolvidos na
patogénese de doencas. As espécies reativas (doravante Ers) reduzem os niveis de antioxidantes em
varios orgdos e tecidos (MAES et al., 2009). Além disso, induzem danos em biomoléculas como lipi-
dos, proteinas, DNA e RNA (MARINO et al., 2011). O cérebro, em particular, ¢ altamente vulneravel
ao dano oxidativo devido a alta utilizagdo de oxigénio, ao teor elevado de acidos graxos poliinsatu-
rados e aos baixos niveis de atividade antioxidante enddégena em relagdo aos outros tecidos. Neste
contexto, a liberacao de ERs pode modificar a integridade estrutural e funcional da membrana celular,
causando a inativacao das enzimas e morte celular (FLOYD; HENSLEY, 2002).

Uma alternativa inovadora de protecdo ao cérebro que surge em estudos recentes ¢ o uso de
flavonoides. Os flavonoides sdo compostos polifendlicos de origem natural encontrados em plantas e
frutos também apresentam varias propriedades bioldgicas (GARCIA; CASTILHO, 2008). Dentre al-
guns dos flavonoides com descri¢cdo de ag@o antioxidante, estdo os do género Citrus (Rutaceae) como
a naringina e a naringenina. Esses dois ativos sdo os principais flavonoides extraidos do pomelo, ainda
pouco explorado no Brasil. Quatro tipos de flavonoides estdo presentes no género Citrus, entre eles
flavanonas, flavonas, flavonois e antocianinas. A naringina e a naringenina pertencem a subclasse de fla-
vanonas e sao responsaveis pelo sabor amargo das frutas citricas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2002).

A naringina e a naringenina possuem atividades farmacologicas tais como: a¢do antioxidante, va-
sorrelaxante, hepatoprotetora, anti-inflamatoria e antidepressiva (LI et al., 2014). Além de apresentarem
resultados benéficos em modelos de comprometimento de memoria, de aprendizado (TOTA et al., 2010) e
de efeito neuroprotetor contra déficits cognitivos (BALUCHNEJADMOJARD; ROGHANI, 2006). Ape-
sar do potencial terap€utico, a naringina e a naringenina sao substancias suscetiveis a degradagao hidro-
litica, apresentam solubilidade limitada em agua, sofrem metabolismo de primeira passagem e de baixa
biodisponibilidade quando administradas por via oral (RATNAM et al., 2006). Esses fatores podem com-
prometer a sua utilizacdo clinica reduzindo a sua eficacia. Uma alternativa para contornar esses obstaculos

¢ a utilizacdo de sistemas nanoestruturados, cada vez mais utilizados pela area farmacéutica. Os nanocar-
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readores aumentam a acdo de extratos vegetais, pois facilitam a passagem de farmacos através da barreira
hematoencefalica (BHE) e reduzem a incidéncia de efeitos colaterais (ALAM et al., 2010).

Diante disso, as nanoparticulas poliméricas contendo a naringina e a naringenina constituem
uma estratégia promissora e inédita para promover uma libera¢ao controlada, direcionamento do far-
maco no sitio de acdo e aumento da resposta terapéutica desses compostos. Os dados preliminares,
com a metodologia analitica para determinacdo dos ativos em nanocépsulas, ja foram previamente
descritos por nosso grupo de pesquisa (CORDENONSI et al., 2015). Assim, este estudo teve por
objetivo determinar o perfil de liberagdo in vitro das suspensdes e de avaliar os possiveis efeitos da

naringina e a naringenina na viabilidade celular das células da linhagem Vero (fibroblastos).

METODOLOGIA

As suspensdes de NC foram preparadas através da técnica de deposicdo interfacial do polimero
pré-formado descrita por Fessi et al. (1989). A composicao das fases empregadas no desenvolvimento das
suspensoes ¢ descrita na tabela 1 (CORDENONSI et al., 2015). Os componentes da fase oleosa e da fase
aquosa das suspensdes foram pesados em uma balanga analitica em béqueres separados. Posteriormente,
as fases foram aquecidas (em banho-maria) a temperatura aproximada de 40°C, a0 mesmo tempo em que
ocorria agitacdo magnética, até completa dissolugdo dos componentes. Em seguida, a fase oleosa foi ver-
tida sobre a fase aquosa com o auxilio de um funil, mantendo-se a agitacdo durante 10 minutos. Apos, o
solvente organico foi evaporado e o excesso de dgua reduzido por meio de pressao reduzida em evaporador
rotatorio até obtengao de volume final 25 mL (concentragdes de naringina e de naringenina foram ajusta-
das para 2 mg/mL (m/v) de cada flavonoide). Como controles, foram utilizadas as suspensdes do farmaco
livre (sem a adi¢ao de polimero e 6leo) e nanocapsulas brancas (NCB; sem adi¢ao dos ativos), produzidas

pelo mesmo método de preparagao. Todas as formula¢des foram preparadas em triplicata.

Tabela 1 - Composi¢ao das suspensdes de nanocapsulas contendo
naringina e naringenina para um volume final de 25 mL.

Fase oleosa Quantidade Fase aquosa Quantidade
*Naringina *0,05¢g Polissorbato 80 0,385¢g
*Naringenina *0,05¢g Agua 125 mL
Eudragit® L 100 0,25g
Monoestearato de sorbitano 0,0962g
Etanol 62,5mL
Adipato de diisopropila 0,395¢

* As concentragdes de naringina e naringenina foram ajustadas para 2mg/mL (m/v) de cada ativo.
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CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES DE NCS DE NARINGINA
E NARINGENINA

Determinac¢ao do diAmetro de particula e indice de polidispersao

O diametro e o indice de polidispersao das nanoparticulas produzidas foram determinados
através da técnica de espalhamento de luz dindmico em equipamento Zetasizer® nano-ZS modelo
ZEN 3600, Malvern. Essa analise foi realizada com as amostras diluidas em agua (500 vezes, v/v).
Os resultados estao expressos em nandmetros (nm), como média de triplicatas de trés lotes indepen-

dentes de suspensoes.

Potencial zeta

O potencial zeta foi obtido através de eletroforese (Zetasizer® nano-Zs modelo ZEN 3600,
Malvern), apos dilui¢ao das dispersdes em solucao de NaCl 10 mM (500 vezes v/v). Os resultados

estdo expressos em milivolts (mV) a partir de trés determinagdes de suspensdes diferentes.

Determinac¢ao do pH

O pH das formulacdes foi determinado utilizando potenciometro Digimed®, previamente
calibrado (com solugdes padrao de pH 4,0 e 7,0) diretamente nas suspensdes. Os resultados foram

expressos a partir da leitura de trés suspensoes diferentes.

Determinacao do teor da naringina e das naringeninanas suspensoes e da eficiéncia de

encapsulacao

O contetido de naringina e de naringenina foi verificado em todos os lotes das formulagdes.
Ap0s o preparo das suspensdes, as amostras foram tratadas com agua, pH 4,0 (ajustado com acido
cloridrico 0,1 M) (A) e acetonitrila (B) em uma proporg¢ao (1:1) (v/v) (fase mével) com o objetivo
de dissolver o polimero e o farmaco. Posteriormente, as mesmas foram filtradas em membrana de
poliacetilamida com porosidade de 0,45 um. As andlises das NC de naringina e de naringenina foram
realizadas em cromatografo HPLC Prominence (Shimadzu, Japao), degasser DGU-20A5R, bomba
LC-20AT, injetor SIL-20AHT, forno CTO-20A, detector SPD-M20A ¢ controlador CBM-20* e
Coluna Purospher ® STAR RP-18, endcapped (5um). As condigdes cromatograficas utilizadas foram
a vazdo de 1,0 mL/min, o volume de inje¢ao de 20 pL e em um comprimento de onda (A) de 280 nm.

A separacdo da fase movel foi realizada utilizando uma eluig¢@o por gradiente: 0-4 min 10% -70% de
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B; 4-5 min 70-100% B; 5-6 min 100-70% B; 6-8 min 70-10% B. No intervalo entre cada execugdo, o

sistema manteve-se sob um processo de estabilizagao por trés minutos (CORDENONSI et al., 2015).
As concentragdes de naringina e de naringenina associadas as NC foram avaliadas considerando as
diferencas entre a concentragao total dos fArmacos na formulagao e a concentracdo dos farmacos na forma
livre presente na fase aquosa da dispersao. A determinacao do ativo livre foi realizada uma vez, através de
ultrafiltracdo-centrifugacdo das suspensdes utilizando membrana de celulose regenerada 10.000 Da para
0,5 mL (Microcon®- MC Millipore) e quantificando o farmaco livre no ultrafiltrado em cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) conforme as condi¢des cromatograficas descritas acima.
ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO

Foram utilizadas membranas de acetato de celulose (10.000 Da; 25 mm) Sigma Aldrich®
como sacos de didlise. Os sacos de didlise foram hidratados com agua por 24h antes do inicio da dia-
lise, apos foram preenchidos com 1mL de suspensdo de NC e imersos em 50mL de meio de liberacdo
constituido de solugao tampao (pH 7,4). Os frascos foram fechados e conservados a uma temperatura
de 37°C, sendo mantida a agitacdo magnética. As aliquotas de 1mL do meio de liberagdo foram co-
letadas em intervalos de tempo pré determinados (0, 15, 30, 45, 60, min; apos de 1 em 1h) por um
periodo de 9h. A cada retirada de aliquota, foram recolocados ImL de novo meio de liberagao ao
frasco. As amostras foram filtradas em filtros com poros 0,45 pm (Macherey-Nagel®) e analisadas
em CLAE de acordo com as condi¢gdes cromatograficas citadas anteriormente. As formulagdes de NC
com naringina e com naringenina, € naringina e naringenina nas formas livres foram analisadas em

triplicatas de trés lotes diferentes.

VIABILIDADE CELULAR IN VITRO

O teste de viabilidade celular foi realizado com células da linhagem Vero (ATCC CCL-81),
um fibroblasto de origem primata. As células foram cultivadas em garras de cultura e posteriormente
transferidas para plascas de 96 pocos para os experimentos de viabilidade celular. Brevemente, ali-
quotas de 2 x 10*células/mL foram transferidas para cada pogo da placa e cultivas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino, gentamicina
¢ anfotericina. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C com satura¢do de 5% de CO, overnight
para aderéncia. Apds, foram adicionadas as suspensdes de NCB, NC com naringina, NC com narin-
genina e NC da mistura de naringina e de naringenina nas concentracdes de 5, 50 e 500 pg/mL, indi-
vidualmente em cada pogo. Para controle de morte celular, trés pocos foram tratados com 90 mM de
peroxido de hidrogénio (H,O,). Apos o periodo de incubagdo de 24h ou 72h, foi adicionado 20 pL de
solugdo 0,5 mg/mL de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (Invitrogen, ST.EUA) e as
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culturas incubadas por mais 4h. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado e adicionado 150 pL de
DMSO (dimetilsulfoxidoSigma) nas células. A leitura da absorbancia foi determinada em uma leitora

de placas (Thermoplate) no comprimento de onda de 570 nm. Os testes foram realizados em triplicata.
ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados a partir do método estatistico de Andlise de Variancia de uma via
(One Way ANOVA) e posterior teste de Dunnet. Para todos os grupos, consideraram-se estatisticamente

significativos quando p<0,05 (utilizou-se o software GraphPad Prism versao 5.0 - GraphPad, EUA).
RESULTADOS E DISCUSSAO

SUSPENSOES DE NC CONTENDO NARINGINA E NARINGENINA

As NC de naringina e de naringenina desenvolvidas apresentaram aspecto homogéneo, com
uma coloragdo leitosa e opaca e pode-se observar um reflexo azulado em virtude do efeito Tyndall,

caracteristico de suspensdes nanométricas (PANG et al., 2012).

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES DE NCS CONTENDO
NARINGINA E NARINGENINA

Diametro médio e indice de polidispersao

Os resultados apresentados na tabela 2 demonstram que o método de deposigao interfacial do
polimero pré-formado possibilitou a formagao de NC nas formulagdes independente da presenca ou

auséncia do farmaco.

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes.

Parimetros *NCB *NC de.narir.lgina N.C d.e 1\.IC de.
e naringenina naringina  naringenina

Diametro de Particula (nm)+ *DP 86,6 £2,9 94,8 £ 6,6 94,7 £2,7 87,8 £2,8

Indice de Polidispersao+ DP 0,18 +£0,01 0,22 +0,01 0,16 +0,02 0,13 +£0,02

Potencial Zeta (mV)+ DP -17,6 £ 0,7 -16,36 £2.,5 -13,03+ 1,5 -12,46+ 1,4

pH+ DP 3,77+ 0,01 3,81 0,01 3,78 £ 0,04 3,84 £ 0,04

Teor de Farmaco+ DP 95+ 5,0 % 93+ 3,1%
Eficiéncia de Encapsulagdo 93% 96%

*Devio padrao (DP), * Nanocapsulas Brancas (NCB); * Nanocapsulas (NC).
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A partir da avaliagdo estatistica realizada, pode-se inferir que os valores obtidos para o dia-
metro médio de particula, o indice de polidispersdo, o potencial zeta, o pH e o teor do farmaco entre
todas as formulacdes apresentam-se com uma distribui¢do homogénea, pois ndo houve diferenga
estatistica significativa.

Como pode ser visto em todas as formulacdes de NC desenvolvidas, o diametro médio apre-
sentado mostrou-se reduzido e homogéneo em que estdo compativeis com sistemas nanoestruturados.
Os valores de indice de polidispersao foram inferiores a 0,2 indicando homogeneidade na distribui¢ao
do diametro das nanoestruturas, prevendo a estabilidade das formulagdes em relacao a agregagao e a
sedimentacdo das particulas (DE MELO et al., 2010). Os dados obtidos neste estudo corroboram com
estudos descritos na literatura por autores que utilizaram Eudragit® 1100 como polimero. Entre eles,
Krishnakumaret al. (2011) verificaram o efeito anti-tumoral de NC de naringenina e obtiveram didme-
tro médio de particula de 90 nm. No trabalho de Yen et al. (2009), ao estudar o efeito anti-hepatotoxico
de NC de naringenina, obtiveram 66,2 nm de tamanho de particula utilizando como polimero o Eudra-
git® e pelo método de deposi¢ao interfacial do polimero pré-formado.

Esses resultados demonstram, pela primeira vez, que o desenvolvimento de NC com a com-
bina¢ao de dois flavonoides na concentragdo de 2 mg/mL contendo o polimero Eudragit® 1100 ¢é
satisfatorio para a producdo de NC, pois o diametro de particula e o indice de polidispersao sao para-
metros fisico-quimicos importantes para prever a distribui¢do, a absor¢ao e a liberagdo no organismo

e promissor para aplicagdo biologica.

Potencial zeta

Nas formulagdes estudadas, as suspensoes de NC apresentaram valores negativos de potencial
zeta conforme tabela 2. De acordo com Mora-Huertas et al. (2010), os valores negativos de potencial
zeta sdo obtidos devidos aos grupos carboxilicos nas extremidades da cadeia do polimero, como ¢ o
caso de NC produzidas a partir do polimero Eudragit® 1.100, o qual ¢ um copolimero de ésteres de
acido acrilico e metacrilico (ZHANGA et al., 2012).

pH das suspensoes

No presente estudo, todas as formula¢des de NC apresentaram valores de pH acidos.
Segundo Schaffazicket al. (2002), a acidez observada nas formulagdes pode ser atribuida a es-
trutura quimica dos polimeros anidnicos que apresentam na sua estrutura grupos carboxilicos
funcionais na cadeia polimérica, determinantes para o carater acido nas suspensdes que contém

0 Eudragit® 1.100 como polimero.
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Teor da naringina e da naringenina nas suspensdes e da eficiéncia de encapsulacio

O teor total de naringina na suspensdo de NC foi de 95+5,0%, e para a naringenina foi de
93+3,1%. A eficiéncia de encapsulagdo determinada por ultrafiltragdo-centrifugacao foi de 93% e
96% para a naringina e a naringenina, respectivamente resultando em alta eficiéncia de encapsulagao
para os dois flavonoides. Esses resultados estdo de acordo com Coradini et al. (2014) que em seu es-
tudo desenvolveram NC com combinacao de dois polifendis a curcumina e o resveratrol. A eficiéncia
de encapsulagdo para as NC foi de aproximadamente 100%, didametro médio de cerca de 200 nm,

baixo indice de polidispersao.
LIBERACAO IN VITRO

Um perfil de libertacdo in vitro revela informagdes importantes quanto a estrutura € o com-
portamento de uma formulagdo, podendo prever a quantidade de ativo liberada ao longo do tempo e
a duracao do efeito do farmaco em estudo (XU et al., 2012). Os perfis de liberagdao da naringina e da
naringenina a partir das formulacdes de NC com o emprego de sacos de dialise estdo representados na
figura 1. Durante todo o experimento, foram mantidas as condi¢des sink para evitar interferéncias e
garantir o processo difusivo no estudo de libera¢do. Os ensaios de liberacdo in vitro revelaram perfis
de liberagdo diferentes em func¢ao do tempo para cada flavonoide, apds sua liberacao a partir das NC.
Ao fim de 9 horas de ensaio, verificou-se que a naringina apresentou uma difusao rapida em torno de
46,5%, enquanto que a naringenina apresentou uma liberacdo lenta e sustentada ao longo do tempo,
de aproximadamente 6,9%. As formas livres da naringina e da naringenina apresentaram uma taxa de

difusdo de 68,3% e 36% no mesmo periodo, respectivamente.

Figura 1 - Perfil de liberagdo de naringina ¢ de naringenina nanoencapsuladas e na forma livre.

72h
80

® Nano Naringina
N A A A A - . ,
) Nano Naringenina
< 604
° A Livre Naringina
(]
pi A [ ¥ Livre Naringenina
© [ ]
= 401 Py
c A [ ] v v
o v v
° A, ¢
o 20 @® v
S |a

[ = u
u |
o-plmm W : : : :
0 2 4 6 8 10

Tempo (h)



Disciplinarum Scientia. Série: Naturais e Tecnologicas, Santa Maria, v. 16, n. 2. p. 285-299. 2015. 293

A menor taxa de liberagdo da naringenina em relagdo a naringina pode ser atribuida as
suas caracteristicas lipofilicas e a baixa solubilidade em dgua, indicando que a naringenina apre-
senta elevada afinidade pela matriz polimérica e as goticulas de 6leo constituintes da formulagao.
Por outro lado, a naringina apresentou mais rapido perfil de liberagdo no ensaio. Esses resultados
estdo relacionados a maior solubilidade da naringina no meio devido a presenca de moléculas de
glicose em sua estrutura quimica. De acordo com Xu et al. (2012), diversos fatores podem afetar
a liberagdo de farmacos tais como: a degradagdo da matriz polimérica, peso molecular, afinidade
entre o ativo e o polimero e a estrutura quimica dos compostos.

No estudo de liberagdo in vitro de Coradini et al. (2014) com o emprego de sacos de diali-
se com os farmacos resveratrole curcumina a partir de NC lipidicas sélidas, foi verificado perfis
de liberacdo diferentes em fun¢do do tempo para cada polifenol. O resveratrol apresentou uma
liberagdo mais rapida em relacdo a curcumina. Apos um periodo de 24h, cerca de 90% de resve-
ratrol foi liberado a partir das NC, enquanto que 35% de curcumina foi liberado somente apds
72h de ensaio. Os autores sugerem que esses resultados estdo relacionados a estrutura quimica
do revesratrol que apresenta mais grupamentos hidroxilicos que a curcumina, possibilitando que
esse composto seja parcialmente adsorvido na parede polimérica e assim apresente maior taxa
de liberagao in vitro.

No presente estudo, observa-se que as formas livres da naringina e a naringenina apresentam
uma maior liberacao a partir do veiculo em comparagdo com as nanoestruturas. Este resultado pode
ser explicado pela possivel interagdo entre o farmaco e a parede polimérica, comportamento ja obser-

vado em estudos de liberacao como de Ferranti et al. (1999).

VIABILIDADE CELULAR (MTT)

A determinagdo da viabilidade celular apos o tratamento com diferentes compostos pode
ser considerada um dos parametros para a atividade citotoxica de produtos. O teste de screening
usualmente aplicado ¢ o MTT. Este teste se baseia na avaliacdo da atividade das desidrogenases
ativas em células vidveis, a partir da conver¢cdo do composto hidrosoltivel MTT (sal com colo-
ragdo amarela) no composto insolivel formazan (coloracao violacea), sendo possivel estabele-
cer taxas de citotoxicidade e de proliferacao celular, dependendo da combinacdo de compostos
(MIZUNO et al., 2000).

Essa metodologia foi aplicada nesse estudo para investivar se as NC de naringina e de narin-
genina apresentavam algum efeito sobre a viabilidade das células Vero, nas doses testadas.

Como observado na figura 2, o tratamento das células Vero com as NC de naringina por
um periodo de 24h apresentou uma reducdo na viabilidade celular nas concentragdes de 5, 50 e

500 pg/mL, em relagdo ao grupo controle. Com as suspensdes de NC brancas (sem os ativos),
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foi observada a reduc¢do da viabilidade celular nas dilui¢des equivalentes as concentracdes de 50
e 500 pug/mL do ativo, em relagdo ao grupo controle. Apds 72h de incubacgao, verificou-se uma
reducdo da viabilidade celular nas concentracdes de (5, 50 e 500 pg/mL) das suspensdes de NC
de naringina quando comparado com o grupo controle. Essa reducdo na viabilidade ¢ observada
com as NC brancas, apenas na maior concentragdo (500 pg/mL).

Figura 2 - Efeito das suspensdes de NC de naringina na viabilidade de linhagem de células Vero em 24h e 72h de
incubag@o. Controle negativo: células em meio de cultura; Controle de morte celular: 90 mM de H,O,; As células foram

incubadas com 5, 50 ou 500 pg/mL de NC de naringina. Os dados estio expressos como média + desvio padrdo e

foram analisados por analise de varidncia de uma via (One Way ANOVA) seguida pelo teste de Dunnet. ***p <0,0001;
**p < 0,001 ¢ *p < 0,05 indicam diferenca comparadaao grupo controle.
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O tratamento de 24h de incubagao com as suspensdes de NC de naringenina indicam uma
redugdo significativa na viabilidade celular de células Vero quando tratadas com as NC na concen-
tragao de 5, 50 e 500 pg/mL, em relacao ao grupo controle (Figura 3). Além disso, a naringenina
na forma livre (sem adi¢cdo do polimero) apresentou uma redugdo na viabilidade celular na maior
concentragdo testada de 500 pg/mL. No tratamento por 72h de incubagdo, os resultados demons-
traram uma reducdo significativa na viabilidade celular com as NC de naringenina apenas na maior
concentracdo de 500 pg/mL, em relagcdo ao grupo controle. Essa reducdo na viabilidade ¢ observa-

da com o farmaco livre na maior concentragao testada.
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Figura 3 - Efeito das suspensodes de NC de naringenina na viabilidade de linhagem de células Vero em 24h e 72h de
incubagdo. Controle negativo: células em meio de cultura; Controle de morte celular: 90 mM de H,O,; As células foram
incubadas com 5, 50 ou 500 pg/mL de NC de naringenina. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao e
foram analisados por analise de variancia de uma via (One Way ANOVA) seguida pelo teste de Dunnet. ***p < 0,0001;
**p < 0,001 e *p < 0,05 indicam diferenca comparada ao grupo controle.
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A figura 4 demonstra que o tratamento de 24h de incubagdo com as NC contendo a mistura de
naringina e de naringenina promoveu uma reducao significativa na viabilidade das células Vero nas con-
centragdes de 5, 50 e 500 pg/mL, em relagdo ao grupo controle. O mesmo resultado foi observado para
os farmacos na forma livre. O tratamento das NC contendo naringina e naringenina por 72h de incubagao
reduziu a viabilidade celular na maior concentracao testada, em comparacao ao grupo controle. Nao foram
observadas alteragdes significativas com a mistura de naringina e de naringenina nas formas livres.
Figura 4 - Efeito das suspensdes de NC de naringina e de naringenina na viabilidade de linhagem de células Vero em

24h ¢ 72h de incubagdo. Controle negativo: células em meio de cultura; Controle de morte celular: 90 mM de H,0,;
As células foram incubadas com 5, 50 ou 500 pg/mL de NC de naringina e naringenina. Os dados estdo expressos

como média = desvio padrao e foram analisados por analise de varidncia de uma via (One Way ANOVA) seguida pelo
teste de Dunnet. ***p < 0,0001 e **p < 0,001 indicam diferenga comparada ao grupo controle.
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Neste trabalho, foi utilizada linhagem de células Vero, um fibroblasto de origem primata, para
determinar uma possivel citotoxicidade das NC contendo naringina e a naringenina, recentemente de-
senvolvidas. No ensaio de MTT de 24 h de incubagao, foi observado que as NC contendo naringina,
naringenina e a combina¢do de NC de naringina e naringenina apresentaram reducdo da viabilidade
nas concentragdes testadas.

No entanto, no ensaio de 72h de incubacao, houve uma recuperagao no crescimento celu-
lar nas concentragdes testadas para as suspensdes de NC de naringenina e a combinagdo dos dois
compostos. Apenas a concentracdo de 500 pg/mL apresentou significativa e persistente reducao da
viabilidade das células Vero. A partir desses resultados, podemos sugerir que houve uma perturbagao
no crescimento celular em 24h de incubagdo levando uma resposta aguda das células frente ao tra-
tamento com as formulagdes, descartando portando morte celular pelo tratamento com as nanocép-
sulas. Além disso, as nanoparticulas poliméricas podem aglomerar no meio, sequestrando fatores de
crescimento celular presentes, o que pode diminuir a viabilidade no ensaio (MEERLOO et al., 2011).

Além disso, fatores como o pH acido das formulacdes de NC utilizadas podem ter influen-
ciado o crescimento inicial das células durante o tratamento de 24h de incubagdo, pois o meio de
cultura utilizado encontra-se em uma faixa de pH neutro. Acredita-se também que a diminui¢ao da
viabilidade celular tenha ocorrido devido a diferenca de pH entre meio de cultura e as formulagdes
de NC. Segundo Riss et al. (2013), diversos fatores podem causar interferéncia quimica no ensaio e
comprometer a viabilidade celular, podendo levar a um resultado errdneo, entre eles, meio de cultura

em pH baixo ou elevado, exposi¢ao prolongada dos reagentes a luz direta e também alguns farmacos.

CONCLUSAO

As NC formadas foram analisadas quanto ao diametro médio de particula, o indice de po-
lidispersao, o potencial zeta, o teor do farmaco e a eficiéncia de encapsulagdo que demonstram as
caracteristicas adequadas para administragao oral.

Os ensaios de liberagdo in vitro revelaram perfis de liberagao diferentes em fung¢ao do tempo
para cada flavonoide através da membrana de didlise, apds sua liberacao a partir das NC. A naringina
apresentou uma difusao rapida em torno de 46,5%, enquanto que a naringenina apresentou uma libe-
racdo lenta e sustentada ao longo do estudo de aproximadamente 6,9%. As nanocapsulas de naringina
e de naringenina demonstraram a capacidade de garantir um efeito imediato e controlado comparadas
ao farmaco livre.

O teste para avaliacdo toxicidade das NC com o ensaio de (MTT) evidenciou efeitos toxicos
agudos, com uma reducao na viabilidade celular de linhagem de células Vero nas concentragdes de 5,
50 e 500 pg/mL para as suspensoes de NC brancas, naringina, naringenina ¢ a combinacao dos dois

ativos em 24h de incubagdo. Em 72h horas de incubacao, foi observada uma redugdo significativa na
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viabilidade celular somente na concentragdo de 500 pg/mL para as NC brancas, e as NC com ativos
isolados ou em combinagdo. Pode-se concluir que a concentragdo menos citotoxica para os dois fla-

vonoides no modelo celular estudado ¢ inferior a 5 pg/mL.
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