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RESUMO

Nanoparticulas de quitosana ja sdo empregadas na &rea farmacéutica em sistema
de liberacdo controlada de farmacos. Na area de alimentos, estas nanoparticulas séo de grande
interesse em processos de encapsulagdo, por promoverem a protecdo de um ndcleo instavel as
condicdes do processamento e armazenamento e, simultaneamente, contribuir com a melhora
na absorgdo de nutrientes e na textura do alimento. Entre os compostos de interesse em
nanoencapsulacdo esta o 6leo essencial de laranja, que possui potencialidades na tecnologia
de alimentos, porém, € altamente suscetivel a oxidacdo. Apesar das inimeras vantagens da
aplicacdo de nanoparticulas em alimentos, seu avanco esbarra em questfes de toxicidade.
Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar nanoparticulas de
quitosana contendo Oleo essencial de laranja e avaliar seu potencial citotoxico in vitro
utilizando hepatdcitos de zebrafish. Primeiramente foi realizado um estudo sobre
nanoparticulas de quitosana preparadas pelo método de geleificacéo idnica utilizando-se como
polianions tripolifosfato de sodio e lecitina de soja. As nanoparticulas de quitosana obtidas
por quatro formulagdes distintas se mostraram monodispersas e nanométricas, com valores de
tamanho médio variando entre 587, 5 e 814,05 nm. O potencial zeta das nanoparticulas variou
entre 15,6 mV e 30,7mV. As analises de MEV para liofilizados destas suspensdes mostraram
que estas possuem formato folhoso, poroso e com pouca rugosidade. A encapsulagdo do 6leo
essencial de laranja foi realizada em trés ensaios, onde se variou a propor¢do entre ndcleo e
material de parede. Menores quantidades adicionadas de ndcleo (6leo essencial de laranja),
promovem tamanhos nanométricos variando entre 801, 95 nm a 895,1 nm. As eficiéncias de
encapsulagdo variaram entre 61,05% a 99,32% e também sdo afetadas pela quantidade de
nacleo. A incorporacao do 6leo essencial de laranja pelas nanoparticulas de quitosana afetou
positivamente os parametros fisico-quimicos, promovendo estabilidade coloidal as suspensoes
e saturando sua morfologia, indicando que o nicleo estava adsorvido na superficie das
particulas, caracterizando estes nanoencapsulados como nanoesferas. A etapa de
citotoxicidade in vitro foi realizada para o solvente acido acético, para as nanoparticulas de
quitosana e para nanoencapsulados de 6leo essencial. Foi constatada a citotoxicidade de
solucBes de &cido acético com concentragdes a partir de 0,04 mM. Foi verificado que
nanoparticulas de quitosana e nanoencapsulados de 6leo essencial de laranja, em faixa de
concentragfes que variaram entre 0,1 pg/mL e 100 pg/mL, ndo sdo citotoxicos para
hepatdcitos de zebrafish em um tempo de exposicao de até 72h.

Palavras-chave: quitosana; nanoparticulas; citotoxicidade; encapsulacdo; 6leo essencial de
laranja; zebrafish.



ABSTRACT

Encapsulation of orange essential oil in chitosan nanoparticles: Development and in vitro
cytotoxicity evaluation of final product.

Chitosan nanoparticles have been extensively used in the pharmaceutical field for controlled
release of pharmaceutical ingredients. In the food technology industry, these nanoparticles
have received increasing attention in the encapsulation processes because of their protective
effect of an unstable nucleus into the processing and storage conditions, at the same time that
improving the absorption of nutrients and food texture. Amongthe numerous
effective compounds for nanoencapsulation, the orange essential oil has high potential in food
technology, although it is susceptible to oxidation. Despite the
potential benefits that nanotechnology could bring to the food, its progress is often hampered
by toxicity issues. This way, this article aims to prepare and characterize nanocapsules with
orange essential oil, as well evaluate their cytotoxic potential in vitro using zebrafish
hepatocytes. The study was initially conducted with chitosan nanoparticles prepared by a
method based on ionic gelation using as polyanions sodium tripolyphosphate and soya
lecithin. Chitosan nanoparticles were obtained from four different formulations and showed
nanometric and monodisperse distribution, with an average size ranged 587 nm to 814.05 nm.
The Zeta potential values of chitosan nanoparticles range between 15.6 mV and 30.7 mV.
Analysis of suspensions by scanning electron microscopy (SEM) for lyophilisates
demonstrated that the nanoparticles appeared 'leaf-like’, porous and low roughness. For the
encapsulation of orange essential oil, were performed three trials with variations in the ratio
between nucleus and the wall material. When smaller amounts of nucleus were added (orange
essential oil), it was demonstrated that promotes changes in nanometric size, with range from
801 nm to 895.1 nm. Values obtained for the encapsulation efficiency ranged from 61.05-
99.32% and were also affected by the amount of the nucleus. It was shown that
by incorporation of orange essential oil in chitosan nanoparticles had a positive affect the
physical and chemical parameters, giving colloidal stability to suspensions and changing their
morphology for higher saturation. Both features indicate the nucleus was adsorbed on the
surface of particles, been allowed call these nanocapsules as nanospheres. In vitro evaluation
of cytotoxicity assays were performed using solvent acetic acid, chitosan nanoparticles and
orange essential oil nanocapsules. Solutions containing acetic acid concentrations above
0.04mM, cytotoxicity was observed. For chitosan nanoparticles and orange essential oil
nanocapsules, concentrations that ranged between 0.1 pg/mL and 100 pg/mL were not
considered cytotoxic to zebrafish hepatocytes during an exposure time up to 72 hours.

Keywords: chitosan; nanoparticles; cytotoxicity; encapsulation; orange essential oil;
zebrafish.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Componentes presentes nas formulacdes de nanoparticulas de quitosana............. 32

Tabela 2 — Componentes presentes nas formulacdes de encapsulados de 6leo essencial de

FBFBINJAL ... b bbb bbb 34
Tabela 3 - Tamanho médio e indice de polidisperséo de nanoparticulas de quitosana........... 38
Tabela 4 — Potencial zeta de nanoparticulas de qUItOSaNa............ccceevverierieiiieseene e 41

Tabela 5 - Tamanho médio e indice de polidispersdo de nanoparticulas brancas (F1) e
contendo 6leo essencial de laranja em diferentes
QUANTIAAAES. ...ttt bbb bbb b e bbbt e et e b e b e b et b e 44
Tabela 6 — Potencial zeta de nanoparticulas brancas (F1) e contendo 6leo essencial de laranja
em diferentes QUANTIAAAES. .........ccveiviiie et 45
Tabela7-Eficiéncia das formulaces de encapsulados de dleo essencial de
FBFBINJA. ..ttt bbbt 48



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacdo esquematica do Potencial Zeta.............ccocveveieeiieieciieseece e 17

Figura 2 — Representagdo das estruturas primarias de quitina e quitosana onde n é o grau de
POIIMEIIZAGED. ...ttt bbbt bt st et et nn b bbb nre s 21
Figura 3 — Esquema de obtencdo de nanoparticulas pelo método de geleificacdo ionica.......22
Figura 4 — Estrutura molecular do limoneno, componente majoritario do 6leo essencial de
U=V T USSR 25

Figura 5 — Propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas que podem influenciar sua

DIOCOMPALIDIIAATE. ... 26
Figura 6 — Reducdo do MTT pelas enzimas mitocondriais a formazan...............ccccceevveeeennnns 28
Figura 7 — Hepatdcitos de D.rerio aderidos em garrafas de cultura............ccccoeovvvveieeiciienen, 30
Figura 8 — Preparo de nanoparticulas de quitosana pelo método de geleificacdo ibnica......... 32
Figura 9 — Garrafas de cultura contendo células da linhagem ZFL...........cccccovveniiiinennnnn. 35

Figura 10 — Graficos da distribuicdo de tamanho das formulacGes de nanoparticulas de
(o [T L 0 1Y: T - USSP 40

Figura 11 — Morfologia de liofilizados das formula¢Bes de nanoparticulas de quitosana.

AUMENTO U8 DO0X..... e ieeieieie et se ettt e e e e s e ste e ee e s e steesaeeseesaeeseeaseesseeneeaneenreenseanee e 42
Figura 12 - Morfologia de liofilizados das formulagdes de nanoparticulas de quitosana.
AUMENTO A8 2000X.....ueerieteite ittt sttt e et et e ste st e e beebeeseese e e et e benbesbenbeereanes 42
Figura 13 - Morfologia de encapsulados produzidos por liofilizagdo. Aumento de
511 SRR 46
Figura 14 - Morfologia de encapsulados produzidos por liofilizagdo. Aumento de
10100 ) SRS 47

Figura 15 - Resultados de viabilidade celular em funcdo dos tratamentos realizados com
diferentes concentragdes de ACIA0 ACALICO........uiviieriirereiece e 49
Figura 16 - Resultados de viabilidade celular em funcdo dos tratamentos realizados com
diferentes concentragdes de nanoparticulas de QUItOSANA...........ccccervriiieierie e 51
Figura 17 - Resultados de viabilidade celular em fungdo dos tratamentos realizados com
diferentes concentracbes de nanoparticulas de quitosana contendo Oleo esséncia de

o= o] - TSR P TP 53



SUMARIO

1. INTRODUGAD ...ttt nee st 16
2. OBJIETIVOS ...ttt bbbt bbb bbb bbb beenes 17
2.1, ODJELIVO GBI ...ttt 17
2.2. ODJetiVOS ESPECITICOS ...eiuviivieii ettt ettt e ns 18
3. REVISAO DA LITERATURA ...ttt enes s asnes sttt nanensans 18
3.1. Nanociéncia € NanOteCNOIOGIA .........ccuveieieeiiieie et 18
3.1.1. Nanotecnologia €M ANMENTOS .........cciiiirriiie et 19
3.2. Caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas ............ccccveveiievveie s 19
3.2.1. Tamanho ME&dio de PartiCUla ...........ccuieriiiiiie e 19
3.2.2. POENCIAI ZBLA ...ttt bbbttt e reanes 20
3.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ..o 21
3.3. Encapsulacao de COMPOSLOS ALIVOS........c.eieerieeieiieiieeiesiesieeeesee e sreesae e sne e 22
KRR @0 (017 g - SR 24
3.4.1. Nanoparticulas de QUITOSANA..........ccuveueieeiieeieiie ettt sreesre e 25
3.5, LBCITING U8 SOJ8....cueeueertetiitiiie ettt ettt b bbbttt b bbb enes 27
3.6. Oleo essencial de laranja (CItrus SINENSIS) .........c.cvvvivivieeeieereeeseeeeseeseseesee s 28
3.7. Toxicologia de NanOPartiCUIAS ...........ccuceriiiiiiiese e 29
K B T 14 [0 -] o [ TSSOSO 33
4. MATERIAL E METODOS.........oeiiieesiieeeeeesies et sse st en s sss st s ssn s 34
o Y 1 g T | USSR PP 34
4.2. Estratégia eXPeriMeENntal ..........ccoii i et 35
O V=1 (0o [0 SO 35
4.3.1. Desenvolvimento de nanoparticulas de qUItoSaNa..........ccocerevrererieinereniee e 35
4.3.2. Desenvolvimento de encapsulados de éleo essencial de laranja..........ccccccvevevveiieenenn, 37
4.3.3. Avaliagdo da CitotoXiCidade iN VITIO.........cccviiieiiiieiesesc s 39
4.3.4. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro do solvente acido acético............ccccevvevevverneennenn. 39
4.3.5. Avaliacgdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana.............cc.cccveuenee.. 41
4.3.6. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana contendo 6leo
ESSENCIAN B LAIANJA ... .eveeeeeeete bbb bbb 41
4.3.7. ANALISE BSLALISTICA ......eiveveieieiieieieie ettt sttt ens 42
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....ooviiieeeeeeeteeeeeesees sttt 42
5.1. Desenvolvimento de nanoparticulas de qUItOSaNa.............cceevveiieiicrieiec s 42
5.1.1. Caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas de quitosana...........cc.ccoceevrvrererennne 42
5.2. Desenvolvimento de encapsulados de 6leo essencial de laranja............cccccoceeveiecnecnnnen. 48
5.2.1. Caracterizacao fisico-quimica de encapsulados de oleo essencial de laranja ................ 48
5.2.2. Eficiéncia de ENCAPSUIAGAD .........ccverieieieieie ettt 51
5.3. Avaliacao da CitotoXiCidade IN VITFO.........coeiiiiieiiiisieee s 52
5.3.1. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro do solvente acido acético..........ccccevvrererervnnnnne. 52
5.3.2. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana..............cc.cceevruenne. 54
5.3.3. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana contendo 0leo
ESSENCIAI B LATANJAL .. eeveeietesee ettt bbb 56
8. CONCLUSOES ..ottt 57

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o e e ee e 58



16

1. INTRODUCAO

O conceito de nanotecnologia surgiu quando o fisico norte-americano Richard
Philips Feynman, em sua conferéncia proferida em 1959 no Instituto de Tecnologia da
California — EUA prop6s que os materiais pudessem ser obtidos e trabalhados em escala
atbmica. Mais tarde, nos anos de 1980, a construcdo de microscopios de alta resolugéo
permitiu que a ciéncia, especialmente a quimica, pudesse desenvolver trabalhos na area da
nanociéncia e, entre a Ultima década do século vinte até o presente, diversos progressos foram
realizados. Estruturas nesta escala apresentam propriedades funcionais Unicas que ndo sdo
encontradas na escala macro. Nesse sentido, nanotecnologias em eletrbnica, informatica,
farmacos, cosméticos, agroquimica, entre outros, vem sendo disponibilizados
(SARGENTELI, 2012; SAHOO, PARVEEN, PANDA, 2007; CHAU, WU, YEN, 2007;
MELO, PIMENTA, 2004).

Dentre os temas desenvolvidos em nanotecnologia estdo 0s processos de
encapsulacdo. Estes podem ser definidos como o processo de empacotamento de materiais em
carreadores extremamente pequenos, 0s quais podem liberar seu conteddo de forma
controlada e sob condicBes especificas. Essa técnica tem solucionado limitagdes no emprego
de ingredientes alimenticios, visto que pode suprimir ou atenuar sabores e odores indeseja-
veis, reduzir a volatilidade e a reatividade e aumentar a estabilidade destes em condicdes
ambientais adversas, como na presenca de luz, oxigénio e pH extremos (REBELLO, 2009).

Os 0bleos essenciais podem ser encontrados em todo tecido vivo de plantas,
geralmente concentrados nas cascas, folhas, caules, raizes, flores, rizoma e nas sementes
(GOMES et al., 2010) e se originam do metabolismo secundario de plantas aromaticas. O
Oleo essencial obtido a partir de citricos € uma mistura de hidrocarbonetos do grupo de
terpenos e sesquiterpenos, também a partir de compostos oxigenados como aldeidos, cetonas,
acidos, ésteres, éteres, fendis, lactonas e pequenas quantidades de parafinas e ceras. Estes se
oxidam facilmente na presenca do ar, luz e umidade, e os compostos resultantes desta
oxidagédo contribuem para a rancificagdo dos produtos que o possuem em sua formulagéo
(ARAUJO, J., 1999), por estes fatores torna-se importante a encapsulacao destes compostos.

O Brasil tem lugar de destaque na producéo de 6leos essenciais, ao lado da India,
China e Indonésia, que sdo considerados os quatro grandes produtores mundiais. A posi¢do do
Brasil deve-se aos 6leos essenciais obtidos de citricos, sendo estes subprodutos da industria de
sucos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Assim, é de grande interesse a protecdo deste
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composto quimico pelo processo de encapsulagdo (ASCHERI; MARQUEZ; MARTUCCI,
2003; ARAUJO, J., 1999).

Um dos polimeros utilizados como material de parede em processos de
encapsulacdo é a quitosana. A descoberta da quitosana data do século XIX, no entanto,
somente nas Uultimas duas décadas a importancia deste polimero tem crescido
significativamente, em funcdo deste ser proveniente de uma fonte renovavel e biodegradavel,
sua utilizacdo também apresenta um recente aumento no conhecimento da sua funcionalidade
nas aplicacdes tecnoldgicas e biomédicas. A quitosana € um polissacarideo de cadeia linear
constituida, quase que exclusivamente, por unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
unidas por ligagdes p(1—4) (SILVA, H.; SANTOS; FERREIRA, 2006; TAVARES, 2011;
LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

As nanoparticulas de quitosana ja sdo bastante estudadas na area farmacéutica
como sistemas carreadores de farmacos, resultado de processos de encapsulacdo. As
principais vantagens de se utilizar nanoparticulas de quitosana séo a sua simplicidade e baixo
custo de preparacdo, ndo necessitando de calor e solventes organicos; sdo reprodutiveis e
estaveis; aplicaveis a uma grande categoria de substancias: moléculas pequenas, proteinas e
polinucleotideos (TYIBOONCHALI, 2003).

Apesar das inumeras vantagens da utilizacdo das nanoparticulas, seu uso em
alimentos esbarra na falta de estudos sobre sua citotoxicidade. Dependente da matéria-prima
gue se origina, como metais pesados, nanoparticulas podem ser citotdxicas, gerando espécies
reativas de oxigénio e estas estresse oxidativo, o que leva a mudancas na permeabilidade de
membrana, danos a proteinas e DNA, entre outros maleficios (SILVA, A., 2011; ROY et al.,
2013).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento, a
caracterizacdo fisico-quimica e a avaliacdo do potencial citotdxico de nanoparticulas de

quitosana contendo dleo essencial de laranja em hepatdcitos de zebrafish (Danio rerio).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial citotoxico de nanoparticulas de
quitosana contendo 6leo essencial de laranja em cultivo de hepatocitos de zebrafish (Danio

rerio).
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2.2. Objetivos Especificos

- Obter nanoparticulas de quitosana pelo método de geleificagdo idnica;

- Avaliar estrutura morfologica, estabilidade coloidal e o tamanho meédio de
nanoparticulas de quitosana brancas;

- Promover encapsulacdo do Oleo essencial de laranja em nanoparticulas de
quitosana e caracterizar estes encapsulados com relagdo a suas caracteristicas fisico-quimicas
e sua morfologia;

-Avaliar o potencial citotoxico de nanoparticulas de quitosana brancas e
nanoparticulas de quitosana contendo dleo essencial de laranja através de ensaios in vitro com

células da linhagem ZFL;

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Nanociéncia e Nanotecnologia

Os termos nanociéncia e nanotecnologia se referem, respectivamente, ao estudo e
as aplicacOes tecnoldgicas de objetos e dispositivos que tenham ao menos uma de suas
dimensdes fisicas menores que, ou da ordem de, algumas dezenas de nanémetros (MELO;
PIMENTA, 2004). A nanotecnologia abarca uma série de diferentes tecnologias baseadas na
manipulacdo da matéria em escala nanométrica. Um nandmetro equivale a um bilionésimo do
metro (FOLADORI; INVERNIZZI, 2008).

Os conceitos sobre a matéria em escala nanométrica deram inicio com o fisico
americano Richard Feynman, ao fim da década de cinquenta. Feynman discorreu sobre como
os cientistas poderiam manipular e controlar atomos individuais e moléculas. Uma década
apos, o Professor Norio Taniguchi cunhou o termo nanotecnologia, porém, esta area teve seu
desenvolvimento efetivo somente a partir de 1981, com a descoberta do microscépio de
varredura por tunelamento (FERREIRA; RANGEL, 2009).

A nanotecnologia possui aspectos que podem contribuir em significativos avangos
em diversos setores, como a indudstria quimica, téxtil e automobilistica. A matéria em escala
nanométrica tem suas propriedades fisicas e quimicas modificadas, podendo, por exemplo,
aumentar a absorcdo de nutrientes pelo organismo. Estas novas propriedades podem ser
manipuladas para a fabricagdo de produtos com multiplas fungdes, que possam interagir de
maneira inteligente com o0 meio onde estardo (FOLADORI; INVERNIZZI, 2008).

Considerada a tecnologia-chave do século XXI, a nanotecnologia tem grande

potencial de vendas. Através dela sera possivel produzir medicamentos mais eficazes,
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materiais mais resistentes, computadores com maior capacidade de armazenamento, além de

acarretar beneficios socioambientais (BRASIL, 2010).

3.1.1. Nanotecnologia em Alimentos

A nanotecnologia tem potencial para revolucionar a area de alimentos como
sistemas de seguranca alimentar, entrega inteligente de nutrientes, marcadores para biologia
celular e molecular, sensores para a deteccdo de patogénicos e pesticidas, materiais para
embalagens e protecdo contra virus. Estes sdo exemplos do importante impacto que a
nanotecnologia pode dar na ciéncia e engenharia de alimentos (BOUWMEESTER et al.,
2009; MORARU et al., 2003).

As quatro maiores areas na inddstria de alimentos que provavelmente serdo
beneficiadas com a nanotecnologia serdo o desenvolvimento de novos materiais funcionais;
micro e nano processamento; desenvolvimento de novos produtos e métodos e instrumentacdo
para seguranca alimentar e biosseguranca (MORARU et al., 2003). As recentes pesquisas em
nanotecnologia no setor produtivo agro-alimentar estdo focadas no desenvolvimento de
ingredientes e aditivos em tamanho nanométrico, sistemas de liberagcdo controlada de
compostos bioativos e embalagens funcionais para alimentos (CHAUDHRY et al., 2008).

Nanoparticulas ja sdo utilizadas na industria de alimentos como aditivos e
suplementos alimentares (nanoparticulas de ZnQO) e em refrigeradores (nanoparticulas de
prata) como revestimento antimicrobiano (BOUWMEESTER et al., 2009).

3.2. Caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas

3.2.1. Tamanho médio de particula

No desenvolvimento de nanotecnologia, tdo importante quanto o desenvolvimento
de novos métodos de preparo séo as analises de caracterizacdo fisico-quimica destes sistemas
nanométricos. Fatores como tamanho, forma, composicdo, carga elétrica superficial, cor,
atividade catalitica e estabilidade sdo dados cruciais que determinam se 0s objetivos
estabelecidos para aquela sintese foram alcangados.

Entre as determinagdes fundamentais na compreensdo dos materiais nanometricos
est4 o tamanho médio de nanoparticulas. E com o tamanho nanométrico que se obtém uma
grande area superficial e, consequentemente, propriedades diferenciadas em relagdo ao
material em escala macro (BRUST e KIELY, 2002). Entre as principais técnicas utilizadas
para a determinacdo deste parametro pode-se citar o espalhamento de luz dindmico (DLS), a

espectroscopia e microscopia eletronicas.
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A determinacdo de tamanho médio e distribuicdo de particulas pela técnica de
espalhamento de luz dinamico séo regulamentadas pela 1SO 13321 (MALVERN, 2014a). Esta
técnica, por vezes referida como espectroscopia de correlacdo de fotons ou espalhamento de
luz quasi-elastica, € uma técnica classicamente utilizada para a medicdo do tamanho de
particulas na regido nanométrica, dispersas num liquido. A técnica mensura 0 movimento
Browniano e relaciona-os com o tamanho das particulas. Movimento Browniano € o
movimento aleatdrio das particulas devido ao bombardeamento por moléculas de solvente que
as rodeiam. Quanto maior for a particula ou molécula, mais lento sera 0 movimento
Browniano. Particulas menores sdo mais movimentadas pelas moléculas de solvente e,
consequentemente, movem-se mais rapidamente (JOHNSON e GABRIEL, 1995).

A velocidade do movimento Browniano € definida por uma propriedade
conhecida como coeficiente de difusdo de translacdo (definida como G). A partir do
conhecimento destes dados, o tamanho hidrodindmico das nanoparticulas é calculado pela
equacdo de Stokes-Einstein (MALVERN, 2014b).

3.2.2. Potencial Zeta

O potencial zeta ¢ uma medida da magnitude da repulsdo ou da atragdo
eletrostatica ou das cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais que,
sabidamente, afetam a estabilidade. Sua medicdo oferece uma viséo detalhada sobre as causas
da dispersdo, agregacdo ou floculacdo, podendo ser aplicada para melhorar a formulacéo de
dispersdes, emulsdes e suspensdes (MALVERN. 2014c).

O potencial zeta é determinado por mobilidade eletroforética, a qual é
determinada por eletroforese. Quando um campo elétrico é aplicado em uma solucdo
contendo eletrdlitos, as particulas carregadas em suspensao sdo atraidas para o eletrodo de
carga oposta. Forcas viscosas atuam sobre as particulas se opondo a este movimento. Quando
o0 equilibrio é atingido entre estas duas forcas opostas, as particulas movem-se com velocidade
constante. Esta velocidade depende da intensidade do campo elétrico, da constante dielétrica
do meio, da viscosidade do meio e do potencial zeta. A velocidade de uma particula em uma
unidade de campo elétrico é referida como a sua mobilidade eletroforética, e o potencial zeta
esta relacionado com este dado (MALVERN, 2014c).

A Figura 1 ilustra o potencial zeta. A camada de liquido que rodeia uma particula
existe em duas partes: uma regido interna (camada de Stern), onde os ions sédo fortemente

ligados e uma regido externa (difusa), onde sdo menos firmemente associados. Dentro da
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camada difusa, ha um limite no qual ions e particulas formam uma entidade estavel. Quando
uma particula se move (por exemplo, devido & gravidade), ions dentro deste limite irdo se
mover. Esses ions se situam na interface e o potencial desta interface (a superficie de
cisalhamento hidrodindmico) é o potencial zeta (MALVERN, 2014c).

Figura 1 — Representacdo esquematica do potencial zeta
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3.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrénico de varredura é um aparelho que pode fornecer
rapidamente informacdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma
amostra solida. Sua utilizacdo ¢ comum em biologia, odontologia, farmécia, engenharia,
quimica, metalurgia, fisica, medicina e geologia (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007)

O MEV é um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a observacdo e
analise de caracteristicas microestruturais de objetos sélidos. A principal razdo de sua
utilidade € a alta resolucéo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas: valores da
ordem de 2 a 5 nandmetros sdo geralmente apresentados por instrumentos comerciais,
enquanto instrumentos de pesquisa avancada sdo capazes de alcancgar uma resolugdo melhor
que 1 nm (NAGATANI et al. 1987). Outra caracteristica importante do MEV é a aparéncia
tridimensional da imagem das amostras, resultado direto da grande profundidade de campo.

Permite, também, o exame em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, o que
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é extremamente Util, pois a imagem eletrdnica complementa a informacéo dada pela imagem
Optica (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

O principio de um microscépio eletrénico de varredura (MEV) consiste em
utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, ponto
a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja
varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de
bobinas de deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo a varrer a superficie da amostra
segundo uma malha retangular. O sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com
a superficie da amostra. O sinal recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilho do
monitor, permitindo a observagdo. A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um
filamento de tungsténio (W) aquecido, operando numa faixa de tensdes de aceleracdo de 1 a
50 kV. O feixe € acelerado pela alta tensdo criada entre o filamento e o0 anodo. Ele é, em
seguida, focalizado sobre a amostra por uma série de trés lentes eletromagnéticas com um
spot menor que 4 nm. O feixe interagindo com a amostra produz elétrons e fétons que podem
ser coletados por detectores adequados e convertidos em um sinal de video (DEDAVIDI;
GOMES; MACHADO, 2007)

Vaérios autores na literatura utilizaram MEV em estudos de caracterizagdo de
sistemas nanomeétricos, ndo somente para a avaliagdo morfoldgica: Santos-Magalhdes e
colaboradores (2000), através de MEV, verificaram a presenca de uma segunda populacdo de
particulas, com cerca de 2 pm de didmetro, em uma suspensdo de nanocéapsulas de PLGA,
poli(L-acido lactico-co-acido-glicolico), ap6s 3 meses da preparacdo, a qual apresentava
diametro inicial de 180 + 52 nm. Costa et al. (2006) descreveram a morfologia de
nanoparticulas de TiO, a partir de micrografias de MEV e com o auxilio destas em programa
computacional, determinaram o tamanho médio das nanoparticulas. Blanco (2011) comparou
por MEV as formas de nanoparticulas de quitosana secas por liofilizacdo e pela técnica de
spray-drying. Blanco pode comparar tamanho, forma e textura das particulas a partir de
micrografias de MEV.

3.3. Encapsulacéo de compostos ativos

O processo de encapsulagéo foi primeiramente reportado por Todd (1970) que o
definiu como sendo a tecnologia de empacotamento com finas coberturas poliméricas
aplicaveis em solidos, goticulas de liquidos ou material gasoso, formando pequenas particulas

denominadas microcépsulas, que podem liberar seu contetdo sob velocidade e condicGes
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especificas. O desenvolvimento da técnica evoluiu ao longo dos anos e hoje o processo de
encapsulacdo é abordado de forma mais ampla, abrangendo uma maior gama de materiais na
formacdo do material de parede e incorporando conceitos de nanotecnologia em suas
aplicacdes, a denominada nanoencapsulacéo (ASSIS et al., 2012).

De acordo com Gibbs et al. (1999), dois sdo os componentes que podemos
identificar em um encapsulado: O nucleo, material a ser encapsulado, e o encapsulante,
material que forma a capsula protetora. As capsulas séo classificadas, de acordo com o modo
de protecdo do nucleo, em sistemas reservatorios (capsulas) e sistemas matriciais (esferas). A
diferenga entre estes dois sistemas se encontra na localizacdo do ndcleo: Em capsulas o
nacleo se encontra envolto e circundado por um filme definido e continuo do material de
parede e em esferas o nacleo é uniformemente disperso em uma matriz sélida (AZEREDO,
2005). Porém, o termo ‘encapsulagdo’ tem sido usado englobando tanto a formagdo de
capsulas quanto de esferas (DEPYPERE et. al., 2003).

Entre as principais vantagens do uso deste processo encontram-se a protecdo de
um nucleo instavel, conservando suas propriedades como cor, aroma e caracteristicas
nutricionais (AZEREDO, 2005; REBELO, 2009) e a liberacdo controlada deste nucleo, a
partir de determinado evento. A liberacdo controlada tem inGmeras aplicacbes na area
farmacéutica, no desenvolvimento de drogas que podem ser entregues em um sitio especifico
de acdo. Na area de alimentos, a liberacdo controlada pode auxiliar no desenvolvimento de
processos mais eficazes e econdémicos (GARCIA; FORBE; GONZALEZ, 2010; GOMES,
2011).

J& sdo encontrados na literatura autores desenvolvendo nanoencapsulados com
diversos objetivos finais. Gomes (2011) produziu sistemas lipidicos so6lidos para a
encapsulagdo de B-caroteno, obtendo bons resultados na preservagdo deste nucleo. Freitas
(2012) nanoencapsulou compostos triazenos, moléculas importantes no tratamento de varios
tipos de cancer, em nanoparticulas poliméricas, obtendo valores de eficiéncia de encapsulagéo
acima de 60%. Buzanello (2013) nanoencapsulou curcumina, um corante natural, em
nanoparticulas poliméricas biocompativeis. O autor verificou que as capsulas formadas sdo do
tipo esferas e que o uso de lecitina de soja, um surfatante biocompativel, levou a eficiéncias
de encapsulacéo superiores em comparagdo com outros surfactantes como o lauril sulfato de

sodio.
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3.4. Quitosana

Quitosana ¢ um polimero natural, obtido pela desacetilagdo alcalina da quitina,
um biopolimero encontrado em abundancia na natureza, presente nos exoesqueletos de
diversos crustaceos, na parede celular de fungos e em outros materiais bioldgicos. Quitina é o
nome usual do biopolimero B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina e é a maior fonte para a obtencao
da quitosana. A descoberta da quitosana data do século XIX, porém, somente nas ultimas
décadas a importancia deste polimero tem crescido significativamente em funcao de ser uma
fonte renovavel, biodegradavel e biocompativel. H& também um recente aumento no
conhecimento de sua funcionalidade nas aplicagdes tecnologicas e biomédicas, além de
possuir comprovada atividade antimicrobiana e antifingica (LARANJEIRA; FAVERE,2009;
MOURA et al.,2006; QI et al., 2004).

A quitosana é uma poliamina linear, também considerada uma amina catibnica,
que possui grupamentos disponiveis para reacBes quimicas, as quais sdo atribuidas as
propriedades de maior interesse. Tais grupamentos podem adquirir uma carga positiva em
presenca de solucBes acidas, dai sua capacidade de solubilizar-se em acidos organicos, uma
das principais diferencas em relacdo a quitina. A Figura 2 mostra a diferenca estrutural entre
quitina e quitosana, sendo a quitosana composta por unidades - 1,4 D-glucosamina ligadas a
residuos de N-acetilglucosamina (FAI et al, 2008; MOURA et al., 2006).

Dentre as propriedades bioldgicas da quitosana, a atividade antibacteriana esta
entre as de maior relevancia. Tal propriedade é influenciada por diversos fatores tais como o
tipo de quitosana, seu grau de polimerizacdo, pH da solucdo e algumas outras propriedades
fisico-quimicas. Esta propriedade é mais acentuada contra bactérias Gram-positivas (QI et al.,
2004). Este polimero possui grande potencial industrial biomédico ja consagrado sendo
utilizado também em sistemas de liberacdo de farmacos, engenharia de tecidos, como
analgésico e glicosamina no combate & artrite (LARANJEIRA; FAVERE, 2009, SILVA H. et
al., 2006).

A quitosana € extensivamente estudada devido a sua grande gama de propriedades
gue lhe conferem um aproveitamento bem versatil. No Quadro 2 sdo exemplificadas algumas
de suas funcbes na industria de alimentos. No que tange a legislacdo vigente no pais, a
ANVISA regulamenta o0 uso de quitosana como alimento com alegacdo de propriedades
funcionais e ou de saude. Sua alegagéo é de que a quitosana auxilia na reducéo da absorcéo de
gordura e colesterol e seu consumo deve estar associado a uma alimentagéo equilibrada e
habitos de vida saudaveis (ANVISA, 2009).
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Figura 2 — Representacfes das estruturas primarias de quitina e quitosana, onde n é o grau de
polimerizagéo.
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Fonte: Adaptado de BATTISTI; CAMPANA-FILHO, 2008

Dentre as aplicacdes da quitosana na industria de alimentos, esta geralmente é
utilizada como aditivo organico (como conservante, estabilizante e antioxidante), podendo
também auxiliar em embalagens ativas (na formacdo de filmes e aumentando a barreira contra
a perda de umidade) e na puficacdo da agua e clarificagdo de sucos de frutas (FAI et al.,
2008).

3.4.1. Nanoparticulas de quitosana

Nanoparticulas de quitosana sdo particulas solidas coloidais com diametros na
escala manométrica. Estas sdo preparadas a partir de macromoléculas e podem ser utilizadas
terapeuticamente como um adjuvante em vacinas e carreadores de substancias, onde o
composto ativo estd dissolvido, retido, encapsulado, adsorvido ou quimicamente ligado
(TIYABOONCHAI, 2003).

Sistemas coloidais, como lipossomas e nanoparticulas, ja sdo bastante
investigados na area farmacéutica para o controle da liberacdo de farmacos em sitios de agéo
especificos, visando a velocidade de cedéncia e regime de dosagem de substancias
(SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003). As nanoparticulas constituidas de polimeros
biodegradaveis tém atraido mais atengdo dos pesquisadores em relagdo aos lipossomas,
devido as suas potencialidades terapéuticas, a sua maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e
durante o armazenamento (SOPPIMATH et al., 2001).

A quitosana por ser mucoadesiva, promove um prolongamento do contato entre o

substrato e a membrana celular, e seu tamanho nanométrico facilita a absor¢do das
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substancias através da membrana. O polimero quitosana pode ser modificado fisicamente,
sendo esta uma de suas vantagens mais interessantes - a sua grande versatilidade em ser
preparado em diferentes formas, tais como pds, flocos, microesferas, nanoparticulas,
membranas, esponjas, colméias, fibras e fibras ocas (LARANJEIRA; FAVERE, 2009;
TIYABOONCHALI, 2003.)

Os métodos de preparacdo de nanoparticulas devem ser estudados
cuidadosamente, pois deles resultam as propriedades desejadas. Diferentes técnicas sao
utilizadas de acordo com o polimero utilizado: polimerizacdo, polimeros pré-formados e
geleificacdo ibnica, sendo este ultimo, 0 método mais adequado para polimeros hidrofilicos
como quitosana (NAGAVARMA et al., 2012).

O método de geleificacdo idnica utilizando tripolifosfato de sodio foi descrito por
Calvo et al. (1997). Nesta técnica, as cargas positivas dos grupos amino da quitosana
interagem com as cargas negativas do polianion tripolifosfato de sédio e formam coacervados
de tamanho nanométrico. Estes coacervados sao formados como um resultado das interacGes
eletrostaticas entre as duas fases aquosas, enquanto que geleificacdo ib6nica envolve a
transicdo de materiais da forma liquida para a forma de gel (CALVO et al.,, 1997;
NAGAVARMA et al., 2012).

O método de geleificacdo ibnica € ilustrado pela Figura 3. O procedimento ndo se
utiliza de instrumentacéo sofisticada e € realizado a temperatura ambiente. No procedimento,
sob homogeneizacdo de 10000 rpm, duas solucGes sdo homogeneizadas, resultando nas

nanoparticulas de quitosana e tripolifosfato de sodio.

Figura 3 — Esquema de obtengéo de nanoparticulas pelo método de geleificagdo ibnica.
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3.5. Lecitina de soja

A lecitina corresponde a um conjunto de fosfatideos ou fosfolipidios, que
normalmente sdo extraidos de fontes oleaginosas, como a soja. A lecitina é utilizada em
aplicacdes industriais ou para fins nutricionais, apresentando-se em geral no estado pastoso e
de cor acastanhada e suas aplicagfes sdo determinadas com base em suas propriedades
funcionais, regidas pelas conformagOes estruturais de seus principais componentes, 0s
fosfolipidios (CASTEJON, 2010).

Os fosfolipidios s@o estruturas de carater anfifilico que possuem em sua estrutura
acidos fosfdricos ligados a bases nitrogenadas (aminas secundarias ou primarias) e a éalcool
ciclico formando compostos como a fosfatidilcolina, fosfatidiletalonamina e fosfatidilinositol.
Estas trés estruturas basicamente comp&em a lecitina comercial, porém, podem conter outras
substancias associadas como fibras e carboidratos (CASTEJON, 2010)

A lecitina é usada comercialmente tanto como emulsionante, quanto como
lubrificante, em diversas atividades econdmicas, como na industria farmacéutica ou alimentar.
A lecitina é considerada como um surfactante nao toxico, bem tolerado pelo organismo, pois é
parte integral das membranas celulares e pode ser totalmente metabolizada. Foi classificada
nos Estados Unidos da América, pela Food and Drug Administration, como sendo geralmente
reconhecida como produto seguro para o consumo humano. A lecitina é reconhecida como
aditivo alimentar pela Unido Europeia com o nimero E E322 (MACHADO et al, 2014).

Outra vantagem da lecitina da soja é que ela pode ser usada como ingrediente
alimentar, servindo como estabilizador vitaminico, protegendo as vitaminas A e E contra
oxidagdes, e também servindo como fonte de colina, inositol e outros componentes
estimulantes do crescimento (MACHADO, 2012).

No desenvolvimento de materiais nanoestruturados, lecitina vem sendo
empregada com constancia, sendo utilizada como tensoativo no auxilio de ndcleos lipofilicos
em nanoparticulas de carater hidrofilico (ADORNE et al., 2013), ou parte integrante destes
materiais. Mertins (2004) utilizou a lecitina em grande quantidade para o desenvolvimento de
nanovesiculas lipossdmicas. Dalagnol (2011) preparou complexos micro e nanoestruturados
constituidos de quitosana e lecitina com o objetivo de desenvolver a liberagdo controlada de
compostos ativos. Machado (2012) desenvolveu lipossomas a partir de lecitina de soja e

estudou o seu uso na encapsulacao de Spirulina em tamanhos micro e nanométricos.
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3.6. Oleo essencial de laranja (Citrus sinensis)

As frutas citricas como laranjas, limas e lim@es integram a familia das
Rutaceas (ou Rutaceae), pertencendo ao género Citrus, sendo a laranja a fruta de maior
cultivo no mundo. A producéo de laranjas e a industrializacdo do suco estdo concentradas em
quatro paises, sendo o Brasil o primeiro deles, respondendo por um ter¢co da producéo
mundial da fruta e quase 50% do suco fabricado. O 6leo essencial de laranja, extraido do
pericarpo do fruto, € um subproduto da industria do suco. Derivados deste 6leo sédo utilizados
na industria farmacéutica e de alimentos. Na linha de producdo de sucos citricos, durante a
etapa de esmagamento destas frutas, os dleos essenciais sdo obtidos tendo como rendimento
maximo na extracdo de 0,4%. Ou seja, para cada uma tonelada de fruta citrica processada,
obtém-se 4 kg de 6leo (BARROS, 1986; BRAGA, 1971; SILVA-SANTOS, 2006; BIZZO,
HOVELL, REZENDE, 2009).

Segundo Bizzo, Hovell e Resende (2009), o Brasil tem lugar de destague na
producio de dleos essenciais, ao lado da India, da China e da Indonésia, que sio considerados
0s quatro grandes produtores mundiais. Para 0s mesmos autores, o Brasil aparece entre os
principais paises fornecedores dos 6leos essenciais de laranja, de limdo, de lima e de outros
citricos, contribuindo com 5% do total de dleos importados e entre os grandes exportadores
internacionais.

Os oOleos essenciais constituem os elementos volateis contidos em muitos
Orgdos vegetais, e estdo relacionados com diversas funcbes necessarias a sobrevivéncia
vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra micro-organismos. Ainda, tem sido
estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos Oleos essenciais possuem propriedades
antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas ( LIMA et al., 2006)

O Oleo essencial de laranja € uma mistura complexa que pode conter até 300
diferentes compostos quimicos que se dividem em duas fracdes. A fracdo ndo volatil,
composta principalmente por carotendides, flavondides e cumarinas, e a volatil composta por
aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos terpénicos, como: limoneno, mirceno e valenceno, alcoois
como: linalol e ésteres. Devido & composi¢do do dleo essencial de laranja, este apresenta
baixa solubilidade em agua e alta tendéncia & oxidagdo. A fragdo volatil dos dleos citricos, em
geral, representa de 94 a 98% do 0leo total e consiste de mais de 100 compostos, muitos dos
quais estdo presentes somente em niveis traco. A época e o local de coleta, a forma de cultivo,
as condicBes climéaticas, a idade do material vegetal, o periodo e as condi¢bes de
armazenamento podem influenciar na composicdo do o6leo essencial (FERNANDES et al.,
2013).
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Nos 0Oleos essenciais, mesmo quando apresentam um componente majoritario, ndo
necessariamente serd o Unico responsavel pelo seu aroma; é o caso dos 06leos essenciais de
citricos, nos quais os terpenoides oxigenados contribuem com maior intensidade no aroma
mesmo sendo o D-limoneno o componente majoritario (FERNANDES et al., 2013). Os 6leos
essenciais de citricos sdo encontrados em glandulas localizadas na superficie da casca da fruta
e podem ser removidos por diferentes métodos de extracdo. Os métodos mais comuns sdo
hidrodestilacdo ou destilacdo por arraste de vapor, extracdo por solvente, prensagem a frio e
extracdo supercritica (ARAUJO, J., 1999; FIGUEIREDO, 2010).

Figura 4 — Estrutura molecular do limoneno, componente majoritario do 6leo essencial de
laranja.
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Fonte: www.merckmillipore.com

3.7. Toxicologia de Nanoparticulas

O objeto fundamental do estudo da toxicologia é a intoxicacdo sob todos seus
aspectos. Por intoxicacdo entende-se a manifestacdo (clinica e/ou laboratorial) de efeitos
adversos que se revelam em um estado patoldgico ocasionado pela interacdo de um toxicante,
isto é, de um agente quimico, com o organismo. Os agentes tOxicos, seriam, portanto
substancias quimicas que rompem o equilibrio organico, ou seja, substancias que provocam
alterac6es na normal homeostase do organismo (LARINI, 1987).

Novas drogas, cosméticos e aditivos alimentares passam por intensos testes de
toxicidade antes de serem lancados para uso dos consumidores. Estes testes geralmente
envolvem um grande nimero de experimentos com animais e existe muita pressdo, tanto
humana como econémica, para que pelo menos parte destes testes sejam realizados in vitro
(FRESHNEY et al., 2005). Os estudos de toxicidade in vitro séo realizados, inicialmente, para
estabelecer o direcionamento dos testes in vivo, porém, em relacdo as nanoparticulas, esses
testes estdo sendo realizados concomitantemente por diversos pesquisadores (SILVA, A,
2011).



30

As variagdes estruturais das nanoparticulas sdo consideradas importantes em
estudos toxicoldgicos, devido as suas propriedades que sdo modificadas nestas dimensdes. A
superficie destas nanoparticulas também pode ser atribuida como fator de toxicidade. Estas
superficies, reativas, juntamente com lacunas nas membranas celulares permitem a passagem
de ions e moléculas para o interior das células. A Figura 5 ilustra estas caracteristicas que
podem influenciar em sua biocompatibilidade (ROY et al., 2013).

Figura 5 — Propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas que podem influenciar sua
biocompatibilidade
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Fonte: Adaptado de STERN; McNEIL, 2008.

Para evidenciar a problemaética envolvida neste trabalho, apresentam-se resumidos
no Quadro 1 os possiveis efeitos deletérios causados por materiais nanoestruturados e 0s
respectivos efeitos patoldgicos, baseados em evidéncias experimentais e clinicas. Analisando
0 quadro, é possivel observar claramente a necessidade de atuacdo na caracterizacdo da

toxicidade de materiais nanoestruturados para a utilizagdo em alimentos.
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Quadro 1 - Possiveis efeitos citotoxicos de nanoparticulas.

Efeito de nanoparticulas

Possiveis efeitos patologicos

Geracdo de espécies reativas de oxigénio

Danos em proteinas, DNA e membranas.

Estresse oxidativo

Inflamacéo e disturbio mitocondrial

Disturbio mitocondrial

Danos na membrana interna, mudancas na

permeabilidade

Inflamacao

Infiltracdo de células inflamatdrias nos
tecidos, fibrose, granulomas, aterogénese,

fase aguda de expressdo de proteinas

Captura pelo sistema reticulo endotelial

Capturas assintomaticas e estocagem em
figado, baco e linfonodos. Possibilidade de

aumento de orgdo e disfuncao.

Desnaturacédo e degradacédo de proteinas

Perda de atividade enzimatica e

auto-antigenicidade.

Captura pelo nucleo

Danos em DNA, agregacdo de proteinas

nucleares, auto-antigenos.

Captura pelo tecido neuronal

Danos cerebrais e do sistema nervoso

periférico

Disfuncdo no sistema endotelial

Aterogénese, trombose, ataque do coracao.

Alteracdes na regulacdo do ciclo celular

Proliferacéo celular

Danos ao DNA

Mutagénese, metaplasia, carcinogénese.

Fonte: SILVA, A., 2011.

3.7.1. Citotoxicidade

Toxicidade é um evento complexo in vivo, onde podem ocorrer danos celulares
diretos, como os efeitos de um medicamento anticancer, efeitos fisiolégicos como mudancas
na permeabilidade de membrana nos rins ou neurotoxicidade no cérebro, efeitos
inflamatdrios, tanto no lugar de aplicagdo como em outros, e outros efeitos sistémicos.
Atualmente é dificil monitorar efeitos sistémicos e fisioldgicos in vitro, entdo 0s ensaios
determinam estes efeitos a nivel celular, a chamada citotoxicidade (FRESHNEY et al., 2005).

Os estudos com culturas de células ou citotoxicidade sdo realizados com
células de vérios tecidos, tanto de origem humana quanto animal, desde que a proliferacéo
celular ocorra e que seja possivel sua analise. E um teste rapido, reprodutivel e sensivel, além

disso, existem diversas vantagens em utilizar cultura celular, como o controle de pH,
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concentracdo de CO, e O,, de temperatura e da pressdao osmotica. As condicGes fisioldgicas
podem ser relativamente constantes, fatores que ndo séo encontrados nos testes com animais
(ROGERO et al., 2003; PRADO, 2012).

Estes testes de citotoxicidade consistem em colocar o agente toxico direta ou
indiretamente em contato com uma cultura de células, verificando-se as alteracdes celulares
por diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporacdo de corantes vitais e a inibicdo da
formacdo de colbnias celulares. O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade € a
viabilidade celular (ROGERO et al., 2003).

Entre os testes de viabilidade celular, um dos mais utilizados é o método
colorimétrico do MTT. O método do MTT baseia-se na utilizacdo de um corante, 0 Brometo
de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio ou Thiazolyl blue (MTT), para determinar a
viabilidade celular através da atividade mitocondrial. O MTT é um sal de tetrazolio soluvel
em &gua, o qual é convertido em formazan purpura insolGvel apds a clivagem do anel de
tetrazdlio por desidrogenases mitocondriais, conforme reacdo quimica ilustrada pela Figura 6.
O formazam puarpura é determinado em 540 nm sendo proporcional a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

Os ensaios de citotoxicidade in vitro, bem como outros bioensaios, tiveram seu
desenvolvimento como forma de substituicdo do uso de animais nos testes de toxicologia, em
meados da década de cinquenta. O projeto que discutia esta questdo foi iniciado pela
Federacdo das Universidades para o Bem estar Animal (The Universities Federation for
Animal Welfare — UFAW’s), e resultou na publicagdo dos Principios das Técnicas
Experimentais Humanas (The principles of Humane Experimental Technique) em 1959, por
Willian Russell e Rex Burch, considerados os iniciadores da filosofia 3Rs (CAZARIN;
CORREA; ZAMBRONE, 2004).

Figura 6 — Reducdo do MTT pelas enzimas mitocondriais a formazan.
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Fonte: www.openwetware.org, adaptado.
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O programa 3Rs é assim denominado em funcdo das iniciais, em inglés, de seus
principais objetivos: 1) redugdo (Reduction), 2) refinamento (Refinement) e 3) substituicdo
(Replacement), que de forma resumida significam a reducdo do nimero de animais utilizados
na pesquisa, a melhora na conducdo dos estudos no sentido de reduzir o sofrimento ao
minimo possivel e a busca de métodos alternativos que, por fim, substituam os testes in vivo.
Os dois primeiros representam o0s objetivos a curto-prazo e o ultimo, a meta méxima a ser
alcancada (HAYES, 2001; VITALE; MANCIOCCO; ALLEVA, 2009).

3.7.2. Danio rerio

Danio rerio, também conhecido como Zebrafish ou Paulistinha, é um peixe
tropical de agua doce proveniente dos rios do Sul da Asia, principalmente do Norte da india,
Paquistdo, Butdo e Nepal. Pertence a familia Cyprinidae, classe Actinopterygii e ordem
Teleostei (ARAUJO F., 2012).

Como modelo animal de experimentacao cientifica em ascensdo, o Danio rerio
tem sido utilizado em estudos relacionados a diversos campos cientificos. Este modelo
biolégico possui vantagens em relacdo aos animais tradicionalmente utilizados para
experimentacdo como ratos e camundongos, pois estes sdo pequenos, ndo necessitam de
grandes espacos fisicos nem de equipamentos sofisticados, possuem rapido ciclo de vida, e
uma excelente homologia imunoldgica, fisiologica e celular com mamiferos (PEDROSO,
2011; ROSEMBERG et al., 2008). Outro aspecto importante que tange ao Zebrafish é o
mapeamento completo de seu genoma. Com estes dados, Danio rerio se tornou um 6timo
modelo bioldgico no estudo de doencas de aspectos toxicologicos e de desenvolvimento
(GUYON et al., 2007).

Cultura de células de figado (hepatdcitos) € um valioso modelo em estudos de
toxicologia in vitro. Estas células podem ser utilizadas para estudar fatores que influenciam a
expressao e regulacdo do sistema de oxidacdo do citocromo P450, bem como verificar a
producéo de metabdlitos bioativos por compostos xenobidticos (COLLODI et al., 1992).

Hepatocitos de Zebrafish, ilustrados na Figura 7, estdo sendo cada vez mais
utilizados nestes ensaios desde que as pesquisas de Gosh et al. (1994), demonstraram que
células desta linhagem, apresentam propriedades em cultura que sdo associadas com

diferentes celulas de figado, in vivo.
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Figura 7 — Hepatocitos de zebrafish aderidos em garrafa de cultura.
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Fonte: O autor (2015).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

As matérias-primas utilizadas na realizacdo do presente trabalho foram quitosana
(QS) purificada com massa de 74,03 kDa e grau de desacetilacdo de 95% (Polymar Ltda,
Brasil), lecitina de soja (LEC) de grau alimenticio (Delaware S/A, Brasil) e dleo essencial de
laranja (OE), puro (Phytoterapica, Brasil). Para a realizacdo dos testes de citotoxicidade foi
utilizada a linhagem ZFL de hepatdcitos de D. rerio (CRL2643- American Type Culture
Collection - ATCC).

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento das nanoparticulas e dos
nanoencapsulados de 6leo essencial de laranja foram tripolifosfato de sédio (TPP) de grau
alimenticio (Synth), &cido acético (P.A., Sigma-Aldrich) e agua deionizada (Millipore
Corporation). Os equipamentos envolvidos nestas etapas foram agitador magnético (modelo
ARE, Velp Scientifica), pHmetro (modelo pH-206, Lutron), homogeneizador ultraturrax
(modelo T25-DS25, 1ka) e liofilizador (modelo LIOB 003, Biosan)

Para a etapa de caracterizacdo das nanoparticulas de quitosana e
nanoencapsulados de d&leo essencial de laranja foram utilizados os equipamentos
Nanozetasizer (modelo Nano ZS, Malvern) e Microscopio Eletronico de Varredura (modelo
JSM — 6610LV, Jeol) equipado com espectrébmetro de energia dispersiva (EDS) (Thermo
Scientific, Ultra Dry).
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Na etapa de avaliagdo da citotoxicidade foram utilizados para manutencdo das
células o meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) e tripsina (Gibco) 0,1% p/v. Os reagentes
utilizados  foram  3-4,5-dimetiltiazol-2-il,2,5-difeniltetrazolium  (MTT, Sigma) e
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). Os equipamentos para esta etapa experimental foram um
espectrofotdbmetro ELISA (ELX 800 Universal Leitora, Bio-TEK) acoplado a computador,

estufa a 28°C, camara de fluxo laminar, além de vidraria comum de laboratério.

4.2. Estratégia experimental

Os métodos utilizados para a concretizacdo deste trabalho foram sintetizados no
Quadro 2. O projeto foi dividido em trés grandes etapas, sendo as duas primeiras realizadas no
Laboratorio de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos (FURG) e Laboratério Sincrotron
(Campinas) e a Gltima, no Laboratorio de Cultivo Celular (FURG).

Quadro 2 - Sintese dos experimentos realizados para a concretizagao do trabalho

Desenvolvimento de Preparo e caracterizagdo de nanoparticulas constituidas de
nanoparticulas quitosana, tripolifosfato de sodio e lecitina de soja
Encapsulacéo do 6leo Preparo e caracterizacdo de nanoparticulas constituidas de

essencial de laranja quitosana, tripolifosfato de sddio e lecitina de soja contendo 6leo

essencial de laranja em diferentes quantidades

Avaliacdo da Estudo da citotoxicidade de nanoparticulas brancas e
citotoxicidade in vitro nanoparticulas contendo 6leo essencial de laranja em cultivo de

células da linhagem ZFL

4.3. Métodos

4.3.1. Desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana

4.3.1.1. Preparo de nanoparticulas de quitosana
Para o preparo das nanoparticulas de quitosana foi utilizada a técnica de geleificacdo
ibnica reportada por Calvo et al. (1997), com modificacbes. A geleificacdo i6nica realizada
neste trabalho foi obtida com dois agentes anidnicos: tripolifosfato de sédio e lecitina de soja,
ambos de grau alimenticio.
Inicialmente foram preparadas trés solucdes aquosas que posteriormente foram
homogeneizadas: uma solucdo acida de quitosana (5 mg/mL), uma solugdo de tripolifosfato

de sddio (10 mg/mL) e uma solucdo de lecitina de soja (7 mg/mL). Estas concentracfes
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foram baseadas em estudos dirigidos por Calvo et al. (1997). Quitosana foi solubilizada em
uma solucéo de &cido acético 1% v/v. Esta foi colocada sob agitacdo constante por 12 horas
para sua completa solubilizacdo. Prepararam-se posteriormente as solugdes de tripolifosfato
de sodio e de lecitina de soja, ambas com 4agua deionizada. As solucbes foram
homogeneizadas, afim de que ao final da reagdo as concentracdes estivessem conforme

descritas na Tabela 1. O volume final das trés solu¢cdes homogeneizadas foi de 200 mL.

Tabela 1 — Componentes presentes nas formulagdes de nanoparticulas de quitosana

Formulacéo Quitosana (QS) Tripolifosfato Lecitina
(mg/mL) de sodio (TPP) de soja (LEC)
(mg/mL) (mg/mL)
F1 1,2 0,20 0,12
F2 1,2 0,15 0,12
F3 1,0 0,20 0,10
F4 1,0 0,15 0,10

Com as solucbes prontas para uso, submeteu-se primeiramente a solugcdo de
quitosana a agitacdo em homogeneizador Ultraturrax a 10000 rpm. Sob agitacao, as solucbes
de tripolifosfato de sddio e lecitina de soja foram lentamente adicionadas com o auxilio de
micropipetas, ficando nesta condi¢do por um periodo de 10 minutos. As nanoparticulas foram
formadas espontaneamente durante esta etapa do processo. A Figura 8 ilustra o processo da
geleificacdo idnica. Apdés a formacdo das nanoparticulas estas foram armazenadas em

temperatura de refrigeracéo para posterior caracterizacao.

Figura 8 — Preparo de nanoparticulas de quitosana pelo método de geleificacdo idnica
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4.3.1.2. Caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas

As nanoparticulas produzidas foram caracterizadas através de medidas de
tamanho médio, potencial zeta e indice de polidispersdo conforme estudos semelhantes
realizados por Jardim (2013). A morfologia das nanoparticulas liofilizadas foi observada por
microscopia eletronica de varredura (MEV).

As andlises de tamanho médio foram realizadas por Espalhamento Dindmico de
Luz (DLS). Estas medicGes foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, em
Campinas, Brasil, empregando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument Ltd.,
UK), equipado com laser de 633 nm e usando uma cubeta retangular de 2 mL. O angulo de
dispersdo foi estabelecido a 90°. As medi¢des foram realizadas a 25°C, adicionando 10 pl de
amostra em 1,0 ml de &gua deionizada. As solucdes foram homogeneizadas durante 5
minutos. A funcdo de correlacdo auto-dependente do tempo foi adquirida com quinze
aquisicoes para cada execucdo. Cada dado é uma média de cinco das tais aquisi¢fes. As
fungdes de correlagdo gravadas foram convertidas em distribui¢des de tamanho. Os dados
obtidos foram analisados por meio da Dispersdo Software Malvern (MALVERN, 2014).

As medicdes de potencial zeta foram realizadas no Laboratério de Catalise
Ziegler-Natta, do Instituto de Quimica da Universidade Federal Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brasil. A determinagdo da carga de superficie de amostras foi realizada utilizando um
instrumento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido), operando com laser
de 633 nm, utilizando células zeta descartaveis. O instrumento foi calibrado pela medicdo de
uma solucdo de zeta- padrdo (55 £ 5 mV) fornecido pela Malvern. As solucdes foram
estabilizadas durante 2 min a 25°C antes de iniciar as medi¢cdes. Um campo elétrico foi
aplicado as soluces, o que causou 0 movimento das particulas. A velocidade associada a este
movimento esta relacionada com o potencial zeta.

As analises de morfologia foram feitas através de microscopia eletrdnica de
varredura, realizadas no Centro de Microscopia Eletronica (CEME-SUL) da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG). Uma pequena quantidade de amostra liofilizada foi colocada

sobre um suporte metalico (stub), recoberta com ouro, sob vacuo, e submetidas a microscopia.

4.3.2. Desenvolvimento de encapsulados de 6leo essencial de laranja

4.3.2.1. Incorporacéo e encapsulacédo do 6leo essencial de laranja
Para a encapsulacdo do 6leo essencial de laranja foi escolhida a formulacéo de

nanoparticulas F1. Esta escolha foi dada de forma aleatoria com base em dados semelhantes



38

encontrados na literatura. E com esta formulagdo que trés quantidades diferentes de 6leo
foram encapsuladas. As proporg¢des estabelecidas, em massa, de material de parede : ndcleo
foram 1:1 (F5), 3:1 (F6) e 5:1 (F7). A Tabela 2 mostra as quantidades de cada composto

utilizado nas respectivas formulaces.

Tabela 2 — Componentes presentes nas formulacdes de encapsulados de 6leo essencial de

laranja
Formulacéo Quitosana (QS)  Tripolifosfato Lecitina Oleo essencial
(mg/mL) de sédio(TPP) de soja (LEC) de laranja (OE)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
F5 1,2 0,20 0,12 1,2
F6 1,2 0,20 0,12 0,4
F7 1,2 0,20 0,12 0,24

A incorporacdo do 0Oleo essencial pelas nanoparticulas foi realizada de modo
analogo a geleificacdo ibnica: Submeteu-se primeiramente a solucdo de quitosana a agitacao
em homogeneizador Ultraturrax a 10000 rpm. Sob agitagéo, as solucdes de tripolifosfato de
sodio e lecitina de soja foram lentamente adicionadas com o auxilio de micropipetas a
agitacdo, ficando nesta condicdo por um periodo de 10 minutos. Apés este periodo, o 6leo
essencial de laranja foi adicionado e mais um periodo de 10 minutos, sob agitacdo, foi
contabilizado, incorporando assim o composto ativo. Ap0s esta etapa, as suspensdes foram
submetidas a liofilizacdo, onde o processo de encapsulacéo foi efetivado.

4.3.2.2. Caracterizacao dos encapsulados de 6leo essencial de laranja
As trés formulagdes de encapsulados foram caracterizadas com relacdo ao
tamanho médio, potencial zeta e indice de polidispersao, conforme descritos no item 4.3.1.2.

4.3.2.3. Eficiéncia de encapsulacéo

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo do processo, volumes de 800
mL das trés formulacGes de encapsulados foram preparados a fim de viabilizar a determinacéo
do 6leo essencial de laranja livre por gravimetria.

Apos a incorporacdo do Oleo essencial pelas nanoparticulas, o sistema foi levado a
centrifugacdo a 15500 g, em temperatura ambiente, por um periodo de 30 minutos para a
separacdo dos nanoencapsulados do meio aquoso, conforme estudos semelhantes realizados
por Férnandez-Urrusuno et al. (1999). Uma nova centrifugacdo foi realizada com o sistema

concentrado em centrifuga (modelo CT-5000R, Cientec). Ao sobrenadante foi entdo



39

adicionado cloroférmio, em proporcdo em volume 1:10 e realizada extracdo liquido-liquido
em funis de separacdo, com o intuito de remover o dleo essencial de laranja da solu¢do aquosa
e da lecitina de soja excedente.

O solvente cloroférmio contendo 6leo essencial livre foi levado a evaporador
rotativo em uma temperatura de 60°C. ApoOs a evaporacdo do solvente, os balGes foram
resfriados em dessecador e, assim, o Oleo essencial de laranja foi determinado por
gravimetria. Esta técnica foi realizada conforme estudos semelhantes realizados Gonsalves et

al. (2009). A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada a partir da Equacéo 1, abaixo:

M1 (g) - MF (9)
e x 100 (1)

*Onde MI = massa inicial de 6leo essencial adicionado e MF = massa de 6leo essencial de laranja nédo
encapsulado

EE (%) =

4.3.3. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro

Para a realizacdo desta etapa foi utilizada a linhagem ZFL de hepatdcitos de D.
rerio (CRL2643- American Type Culture Collection - ATCC). A linhagem foi mantida com
meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico
e antimicotico, em garrafas de cultura em estufa a 28°C. Os estudos desta etapa foram
realizados no Laboratdrio de Cultivo Celular, ICB - FURG. A Figura 9 mostra as células em

cultivo.

Figura 9 — Garrafas de cultura contendo células da linhagem ZFL

4.3.4. Avaliagéo da citotoxicidade in vitro do solvente acido acético

Para a avaliacdo da toxicidade em cultura de células, € necessaria uma solucéo de
concentracdo conhecida dos possiveis agentes toxicos. Sendo assim, para a avalicdo da
toxicidade de nanoparticulas de quitosana e nanoencapsulados de Oleo essencial de laranja,

optou-se por solubilizar estes em solugéo de &cido acético.
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Como néo foi encontrado na literatura dados de citotoxicidade deste acido em
cultura de células da linhagem ZFL, foi feito assim o teste de viabilidade celular pelo método
colorimétrico do MTT com concentracdes deste acido variando entre 0,088 a 1,75 mM.
Juntamente com estas concentracfes foi realizado um tratamento controle, onde as células
foram expostas somente a agua utilizada no preparo das solugdes (dgua deionizada, Millipore
Corporation).

4.3.4.1. Tratamento das células com acido acético

As células da linhagem ZFL (3x10° células mL™) foram incubadas por 24 h em
placas de cultura de 96 pocos a 28°C, para sua aderéncia. Apos esta etapa, as células foram
tratadas com diferentes concentracdes de acido acético, que variaram entre 0,088 a 1,75 mM.
As células controle receberam 0 mesmo volume do veiculo utilizado para a solubilizacdo do
acido acético, neste caso adgua de imersdo (Novafarma, Brasil). Apds, a linhagem celular foi
incubada a 28 °C por até 72 h.

4.3.4.2. Analise da viabilidade celular: método MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo método 3-4,5-dimetiltiazol-2-il,2,5-
difeniltetrazolium (MTT) nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas apés a exposi¢do. O teste MTT é
colorimétrico e se baseia na reducdo do composto MTT pelas enzimas mitocondriais das
células viaveis. Quando este composto é reduzido sua coloracdo e estado fisico mudam de
amarelo (liquido) para violeta (sélido). A diferenca entre as coloragdes é entdo determinada
por absorbancia em leitor de placas ELISA e, posteriormente, a viabilidade é calculada
atribuindo a absorbéncia do grupo controle como 100% de células viaveis (MOSMANN,
1983).

Conforme descrito por Silva, A. (2011), as células ap6s a exposicdo, foram
lavadas com tampdo PBS e adicionados 180 uL de meio de cultura e 20 uL de solugéo de
MTT (5 mg mL™?) em cada poco. As placas foram incubadas por 3 horas a 28 °C. Ap6s esta
etapa, 0 meio contendo MTT foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em
200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Os valores de absorbancia a 490 nm foram entdo
determinados no ELISA (ELX 800 Universal Leitora, Bio-TEK).
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4.3.5. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana

Apos estudos sobre a citotoxicidade de solugdes de &cido acético, utilizou-se a
concentracdo que ndo promovia morte celular para a solubilizacdo das nanoparticulas de
quitosana. A triagem de concentracdes de nanoparticulas escolhida para avaliacdo da
citotoxicidade foi dependente da formacdo de uma solugdo homogénea de nanoparticulas,
sendo estes valores estabelecidos entre 0,1 pg/mL e 100 pg/mL.

4.3.5.1. Tratamento das células com nanoparticulas de quitosana

As células da linhagem ZFL (3x10° células mL™) foram incubadas por 24 h em
placas de cultura de 96 pocos a 28°C, para sua aderéncia. Apos esta etapa, as células foram
tratadas com diferentes concentracdes de nanoparticulas, que variaram entre 0,1 pg/mL a
100pg/mL. As células controle receberam o mesmo volume do veiculo utilizado para a

solubilizacdo das nanoparticulas. Apos, a linhagem celular foi incubada a 28 °C por até 72 h.

4.3.5.2. Andlise da viabilidade celular: método MTT

A andlise de viabilidade celular foi realizada conforme o item 4.3.4.2

4.3.6. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana contendo 6leo
essencial de laranja

A partir dos estudos de citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana brancas,
realizaram-se 0s estudos de citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana contendo 6leo
essencial de laranja, sendo a formulacdo F7 a escolhida para esta etapa do projeto.

A triagem de concentracdes de nanoencapsulados escolhidas para avaliagcdo da
citotoxicidade foi dependente da formacdo de uma solugdo homogénea de nanoparticulas,

sendo estes valores estabelecidos entre 0,1 pg/mL e 100 pg/mL.

4.3.6.1. Tratamento das células com nanoencapsulados de 6leo essencial

As células da linhagem ZFL (3x10° células mL™) foram incubadas por 24 h em
placas de cultura de 96 pocos a 28°C, para sua aderéncia. Apos esta etapa, as células foram
tratadas com diferentes concentracGes de nanoencapsulados, que variaram entre 0,1 pg/mL a
100pg/mL. As células controle receberam o mesmo volume do veiculo utilizado para a
solubilizacdo dos nanoencapsulados. Apos, a linhagem celular foi incubada a 28 °C por até
72h.
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4.3.6.2. Anélise da viabilidade celular: método MTT
A andlise de viabilidade celular foi realizada conforme o item 4.3.4.2.

4.3.7. Analise estatistica

Os dados dos experimentos foram apresentados como médias + desvio padréo,
analisados utilizando ANOVA com pos-teste de Tukey, utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism (version 5.0). Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana

5.1.1. Caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas de quitosana

5.1.1.1. Tamanho médio de particula e Indice de polidisperséo
Os resultados de tamanho médio e indice de polidispersdo sdo mostrados na Tabela 3,

a sequir:

Tabela 3 - Tamanho médio e indice de polidispersdo de nanoparticulas de quitosana

Ensaio Quitosana(QS) Tripolifosfato  Lecitina Tamanho PDI
(mg/mL) de s6dio(TPP)  de soja médio
(mg/mL) (LEC) (nm)
(mg/mL)

F1 1,2 0,20 0,12 668,93 + 03,2 a 0,394
F2 1,2 0,15 0,12 814,05+34,3b 0,300
F3 1,0 0,20 0,10 587,50 + 38,9 a,c 0,362
F4 1,0 0,15 0,10 718,53+ 34,6 a,b 0,323

*Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey HSD (p > 0,05)
** QS = Quitosana; TPP = Tripolifosfato de sodio; LEC = Lecitina de soja; PDI = Indice de polidispersdo.

As formulagBes propostas estudaram a influéncia das concentragdes de
quitosana(QS), do agente geleificante tripolifosfato de sodio (TPP) e do emulsificante lecitina
de soja (LEC) no tamanho médio das nanoparticulas. Foram realizados quatro ensaios, sendo
os dois primeiros com uma concentracdo maior de quitosana (1,2 mg/mL) e os dois Ultimos
com concentracdo de quitosana de 1 mg/mL. Nestes quatro ensaios variou-se a quantidade do

agente geleificante tripolifosfato de sodio (0,20 mg/mL e 0,15 mg/mL) e fixou-se constante a
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massa de lecitina de soja em cada formulagdo ficando estabelecida como 10% em peso da
massa total de quitosana da respectiva formulacao.

Analisando os dados, pode-se perceber que o fator determinante para esta
caracteristica é a proporgéo entre quitosana e tripolifosfato de sodio. E verificado que uma
maior quantidade do agente geleificante em relagdo a quantidade de quitosana favorece a
formacdo de particulas menores. Este fato foi relatado por diversos autores na literatura
(CALVO et al., 1997; AOUADA, 2009; BLANCO, 2011). Calvo et al. (1997) estudaram a
influéncia das concentracdes de quitosana e tripolifosfato de sédio no tamanho médio das
nanoparticulas formadas, tendo encontrado para formulages semelhantes a F3 e F1, valores
de tamanho médio inferiores (263,8+23,6 nm e 307,6+14,6nm). Esta diferenca no tamanho
médio pode ser atribuida a adicdo de lecitina de soja nas formulacdes deste trabalho.

Em concentracbes mais elevadas de quitosana (1,2 mg/mL), presentes nas
formulacdes F1 e F2, os valores de tamanho médio de particula foram maiores em relagdo as
formulacGes em que estes componentes estdo em menor quantidade (F3 e F4). Este fato se
deve a um pequeno aumento na viscosidade da solucéo de preparo o que favorece a formacao
de particulas maiores (JAWAHAR e BALASUBRAMANIAN, 2006). O liquido mais viscoso
dificulta as interacGes entre os materiais que formam as nanoparticulas, favorecendo a
formacdo de particulas maiores, ou seja, que nao necessitam de energia favoravel a reacéo.

Outro fator que influenciou em valores maiores de tamanho médio para as
formulacGes F1 e F2 foi a adicdo de uma maior quantidade, em massa, de lecitina. Segundo
Dalagnol (2011), a lecitina de soja atua também como polianion no processo de interacdo
ibnica, formando assim, juntamente com o tripolifosfato de sddio, as nanoparticulas e
consequentemente, aumentando o tamanho médio destas. Este fato pode ser verificado
analisando os resultados da ANOVA na Tabela 3: Apesar de F3 e F1 ndo diferirem
significativamente entre si, o valor de F3 é inferior devido a menor quantidade de lecitina em
sua formulacéo.

Outros parametros utilizados para estudar o tamanho das particulas formadas séo
o indice de polidispersdo e a distribuicdo granulométrica destas, em suspensdo. O indice de
polidispersdo (PDI) fornece informagOes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos
tamanhos de particula. Este indice representa a faixa de distribuicdo de didmetro da particula,
sendo que valores altos indicam heterogeneidade no didmetro das particulas em suspensao.

Segundo Malvern (2014a) indices de polidispersdo em torno de 0,3 sdo ideais por
representarem que a distribuicdo do didmetro de particulas se encontra em uma estreita faixa.

Observando os resultados da Tabela 3, todas as formulagbes apresentam uma boa
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uniformidade. E possivel concluir que a concentragdo do agente geleificante influencia este
parametro, tendo as formulagdes com concentracGes mais baixas de tripolifosfato os indices
mais proximos do ideal (F2 = 0,300 e F4 = 0,323).

A Figura 10 representa a distribuicdo de tamanho de particulas das formulac6es
estudadas, o que corrobora com os resultados dos indices de polidispersdo. Com excec¢do da
formulacdo 1, todas apresentam uma distribuicdo bimodal, o que representa uma fracdo de

particulas com tamanho médio diferenciado, diminuindo assim a heterogeneidade das

mesmas.

Figura 10 — Distribuicdo de tamanho de particula das formulacdes desenvolvidas
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5.1.1.2. Potencial Zeta
Outro parametro importante na caracterizacdo de nanoparticulas € a medida de

potencial zeta. Este parametro representa a carga superficial das particulas e é influenciado
pelas mudancas na interface com o meio dispersante, devido a dissociagdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou pela adsor¢do de espécies iGnicas presentes no meio
aquoso (SCHAFFAZICK et al., 2003). Em geral busca-se maximizar as forgas repulsivas
entre as particulas, a fim de minimizar as interacdes que levam a formacéo de agregados e

consequente desestabilizacdo das suspensfes coloidais (AOUADA, 2009). Na Tabela 4 sé&o

mostrados os resultados do potencial zeta para as formulagdes estudadas.
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Tabela 4 — Potencial zeta de nanoparticulas de quitosana

Ensaio QS TPP LEC Potencial zeta
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mV)

F1 1,2 0,20 0,12 15,6 +3,50 b

F2 1,2 0,15 0,12 21,1+3,36 b

F3 1,0 0,20 0,10 174+3,20 b

F4 1,0 0,15 0,10 30,7 + 3,67 a

*Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey HSD (p = 0,05)
** QS = Quitosana; TPP = Tripolifosfato de sodio; LEC = Lecitina de soja; PDI = Indice de polidisperséo.

Segundo Pimentel e colaboradores (2007), os fosfolipideos como as lecitinas, e
os polimeros constituintes das nanoparticulas sdo os principais componentes presentes nas
formulacGes capazes de influenciar o potencial zeta. Isto é verificado pelos dados da Tabela 4,
onde os valores de potencial zeta das quatro formulagdes estudadas sao positivos. Este fato se
deve as caracteristicas catidnicas das cadeias de quitosana em pH baixo, onde os grupamentos
NH;" estdo em grande quantidade. Em termos bioldgicos, nanoparticulas com potencial zeta
positivo sdo interessantes, pois facilitam a interacdo destas com membranas fosfolipidicas
celulares contribuindo para o desenvolvimento de liberacdo controlada de compostos
(RAMPINO et al., 2013).

A lecitina promoveu a diminuicdo do potencial zeta quando adicionada em uma
maior quantidade, como visto nas formulacbes F1 e F2, porém, assim como no tamanho
médio, a proporg¢do entre quitosana e tripolifosfato de sodio rege estes valores.

Para que uma suspensdo coloidal de nanoparticulas seja considerada estavel do
ponto de vista eletroestatico, o potencial zeta deve possuir um valor, em mddulo, maior que
30 mV (MALVERN, 2014), o que foi encontrado somente na Formulacéo 4.

5.1.1.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Com as formulagdes liofilizadas, as amostras foram submetidas a microscopia
eletrbnica de varredura, com o intuito de analisar a morfologia das particulas formadas, bem
como fazer um comparativo entre as formulagdes realizadas.

As micrografias da Figura 11, com um aumento de 500 vezes, revelaram que
liofilizados destes coloides formaram estruturas folhosas, formadores de poros, sem aparente

diferenca nos formatos das quatro formulagdes estudadas.
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Figura 11 — Morfologia de liofilizados das formulagdes de nanoparticulas de quitosana.
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Na parte superior da figura, as micrografias ilustram os liofilizados da formulagdo F1 (A, a esquerda) e F2 (B, a
direita). Na parte inferior sdo visualizadas as micrografias das formula¢des F3 (C, a esquerda) e F4 (D, a direita).

Figura 12 — Morfologia de liofilizados das formulagdes de nanoparticulas de quitosana.
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Na parte superior da figura, as micrografias ilustram os liofilizados da formulacéo F1 (A, a esquerda) e F2 (B, a
direita). Na parte inferior sdo visualizadas as micrografias das formulagdes F3 (C, a esquerda) e F4 (D, a direita).
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Observando as micrografias da Figura 12, em um aumento maior que as
anteriores, 2000 vezes, foi possivel verificar que as superficies destas estruturas folhosas sdo
lisas, com pouca ou nenhuma rugosidade.

Uma das vantagens do uso da quitosana € que esta pode ser moldada em varias
formas (membranas, blocos, tubos e microesferas) de acordo com o método de secagem. A
forma em folha para liofilizados de nanoparticulas de quitosana ja foi relatado por alguns
autores na literatura (SU e MATTHEW, 2000; QI et al., 2004; BLANCO, 2011) e este
formato resulta em uma estrutura porosa, que possui aplicagdes vantajosas na area medica
como regeneracio tecidual (LARANJEIRA e FAVERE, 2009).

Blanco (2011) comparou métodos de secagem de nanoparticulas de quitosana e
tripolifosfato de sodio. De acordo com o autor, o método utilizando spray-drying produziu
formatos esféricos destas nanoparticulas, também encontrados por VITALI et al, 2008, ja o
método de liofilizagdo promoveu o formato folhoso, semelhante a estes estudos. Blanco
(2011) sugeriu que o processo de liofilizagdo promovia o estiramento das nanoesferas. A
hipdtese ja havia sido relatada por Suh e Matthew (2000) que elucidaram o mecanismo do
processo de liofilizacdo destas nanoparticulas. Segundo estes autores, quando a suspensao
coloidal é submetida ao processo de congelamento ocorre a separagdo do acetato de quitosana
pela fase do cristal de gelo e ap6s a sublimacdo, o produto formado é um material folhoso e
formadores de poros.

Com estas micrografias de liofilizados de nanoparticulas fica evidente a
necessidade da adicdo de crioprotetores em solugbes coloidais que serdo submetidas ao
processo de liofilizacdo. Os crioprotetores conferem protecdo para as nanoparticulas durante o
congelamento e séo adicionados as suspensdes coloidais antes da liofilizagdo para amenizar o
estresse do processo, evitando que as baixas temperaturas possam danificar e/ou alterar as
propriedades fisico-quimicas das particulas. De acordo com estudos de Aradjo, R. (2009), a
agregacdo das nanoparticulas ap6s a liofilizacdo se deve ao maior contato destas particulas
durante o congelamento (estado solido), e em alguns casos elas podem se agregar. A quebra e
modificacbes na morfologia das particulas podem ocorrer devido a baixas temperaturas
empregadas para o congelamento das mesmas e também pela formac&o de cristais de gelo que

podem provocar um estresse mecanico na particula.
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5.2. Desenvolvimento de encapsulados de 6leo essencial de laranja

5.2.1. Caracterizacao fisico-quimica de encapsulados de 6leo essencial de laranja

5.2.1.1. Tamanho médio de particula e Indice de polidispersdo

Para o preparo dos nanoencapsulados foi utilizada a formulagdo F1 de
nanoparticulas de quitosana, com base em dados da literatura. A partir desta formulacéo,
foram feitas trés formulacdes de encapsulados de 6leo essencial de laranja, variando-se
somente a quantidade de Oleo essencial adicionada. Os resultados destas medicbes sdo

mostrados na Tabela 5:

Tabela 5 - Tamanho médio e indice de polidispersdo de nanoparticulas brancas (F1) e
contendo 6leo essencial em diferentes quantidades

Ensaio QS TPP LEC OE Proporgéo Tamanho PDI
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) em massa medio
QS:OE (nm)
F1 1,2 0,20 0,12 668,93 + 03,2a 0,394
F5 1,2 0,2 0,12 1,2 1:1 1069,4 + 30,2a 0,108
F6 1,2 0,2 0,12 0,4 31 885,1+224b 0,08
F7 1,2 0,2 0,12 0,24 5:1 801,9+432b 0,325

*Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey HSD (p > 0,05)
** QS = Quitosana; TPP = Tripolifosfato de s6dio; LEC = Lecitina de soja; PDI = Indice de polidisperséo.

Analisando os dados da Tabela 5 é possivel constatar que todas as formulacées de
encapsulados de Oleo essencial de laranja possuem tamanho médio maior em relacdo a
formulacdo F1 de nanoparticulas de quitosana vazias (668,93 + 3,2 nm). Este fato indica que
0 nucleo foi incorporado as nanoparticulas. O resultado da ANOVA mostra que a formulacao
F5 possui um valor significativamente maior que as outras duas formulacgdes, as quais ndo
diferem entre si. As proporc¢des de massa entre material de parede (quitosana) e nucleo (6leo
essencial de laranja) também afetaram esta caracteristica: Em uma relacdo 1:1 entre o0s
materiais estudados (formulagdo F5), o tamanho médio dos encapsulados obtidos ultrapassou
o limite considerado nanométrico, ficando em aproximadamente 1 micron (1069,4 nm).
Menores tamanhos medios de encapsulados foram obtidos com menores quantidades de 6leo
essencial adicionado (formulagdes F6 e F7), tendo estas formulagdes valores em torno de 800
nm. Esta constatacdo atenta para o fato de que o nucleo influencia no tamanho médio dos
encapsulados estudados.

Com relacdo ao indice de polidispersdo das formulacbes de encapsulados, as

formulacgBes apresentam um valor 6timo, bem proximo da nulidade. Este fato se traduz em
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uma uniformidade no tamanho médio dos encapsulados. Do ponto de vista de condicdes
ideais de tamanho médio e indice de polidispersdo, podemos constatar que existe uma
proporcdo exata de cada componente da formulacdo, incluindo o ndcleo, que podera nos
fornecer encapsulados de tamanho nanométrico e com uma grande uniformidade no tamanho
destes, o que foi conseguido pela formulagdo F6. Este fato ja havia sido relatado por Aburto et
al. (1998), na microencapsulacdo deste mesmo 6leo em paredes poliméricas. Este fato foi
também observado por Britto et al (2013) na encapsulacdo de vitaminas hidrossolUveis em

nanoparticulas de quitosana e tripolifosfato de sodio.

5.2.1.2. Potencial Zeta
Como realizado anteriormente nos estudos de nanoparticulas de quitosana vazias,
o0 potencial zeta das trés formulagcbes de encapsulados também foi determinado. A Tabela 6, a

seguir, mostra os resultados do potencial zeta para as formulagdes de encapsulados realizadas.

Tabela 6 — Potencial zeta de nanoparticulas brancas (F1) e contendo éleo essencial em
diferentes quantidades

Ensaio QS TPP LEC OE Proporcdoem  Potencial Zeta
(mg)  (mo) (mg) (mg) massa (mV)
QS:OE
F1 1,2 0,20 0,12 156+350b
F5 240 40 24 240 1:1 24,3+3,32b
F6 240 40 24 80 31 471+420a
F7 240 40 24 48 5:1 299+351b

*Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey HSD (p > 0,05)
** QS = Quitosana; TPP = Tripolifosfato de s6dio; LEC = Lecitina de soja; OE = Oleo essencial de laranja

O potencial zeta das trés formulagdes de encapsulados foi superior aos potenciais
zeta das nanoparticulas de quitosana brancas. Do ponto de vista estatistico, a formulacdo F6
difere significativamente das outras duas formulagdes, bem como o resultado de tamanho
médio. Os trés valores de potencial zeta sdo positivos, assim como o resultado de potencial
zeta para as nanoparticulas vazias utilizadas para a encapsulagdo. Ainda no comparativo com
a formulacdo de nanoparticulas brancas, € possivel constatar que a incorporagdo do Oleo
essencial de laranja, em todas suas formulages, contribuiu no aumento do potencial zeta, em
diferentes niveis, fazendo com que o sistema alcangasse a estabilidade eletrostéatica.

Os estudos de potencial zeta de encapsulados presentes neste trabalho reafirmam a
hipdtese de que nanoparticulas de quitosana sao eficientes carreadoras de substancias ativas e

que o potencial zeta destas pode ser modificado de acordo com o objetivo desejado. Foi
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encontrado na literatura varios autores relatando esta observagdo: Silva e Guilherme (2014)
relataram mudangas no potencial zeta destas nanoparticulas quando estas foram preparadas
juntamente com oxido de ferro, dando-lhes a caracteristica de nanoparticulas magnéticas,
melhorando assim a entrega do nucleo em sitios especificos no organismo. Britto e
colaboradores (2014) relataram também a mudanga de potencial zeta em nanoparticulas de
quitosana quando a vitamina B9 era incorporada a estas, aumentando sua estabilidade
coloidal. Resultados coerentes com estes estudos também foram relatados por Souza (2014)

que promoveu a encapsulacao de 6leo essencial de canela em nanoparticulas de quitosana.

5.2.1.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Posterior a liofilizacdo das trés formulacdes, o processo de encapsulacédo do 6leo
essencial de laranja foi efetivado. Apds esta etapa, as formulacGes foram submetidas a
microscopia eletronica de varredura com o intuito de fazer um estudo comparativo da
morfologia das nanoparticulas vazias e aquelas contendo diferentes quantidades de 6leo
essencial de laranja. A Figura 13, a seguir, ilustra as nanoparticulas vazias e contendo 6leo

essencial de laranja em um aumento de 50 vezes.

Figura 13 — Morfologia de encapsulados produz
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Em (A), no canto superior esquerdo da figura, a micrografia mostra a formulacdo F1, com liofilizado de
nanoparticulas de quitosana vazias; Em (B), no canto superior direito da figura, liofilizado da formulagdo F5 de
encapsulados; Em (C), no canto inferior esquerdo da figura, liofilizado da formulacdo de encapsulados F6; Em
(D), no canto inferior direito da figura, liofilizado da formulacéo de encapsulados F7.

E possivel observar pelas micrografias, que apos a encapsulacio do 6leo essencial

de laranja, as formas se mostraram mais compactas, e 0S poros, antes vazios, das
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nanoparticulas de quitosana, agora estdo preenchidos com o Gleo essencial de laranja. O
processo de liofilizagdo destes encapsulados garante um produto de excelente qualidade uma
vez que minimiza as alteracfes associadas a altas temperaturas (AZEREDO, 2005).

As micrografias de MEV da Figura 14, a seguir, ilustram os encapsulados em um
aumento maior, de 2000 vezes, evidenciando suas estruturas. Nas analises de MEV com um
aumento de 2000 vezes, é evidenciado que a estrutura dos liofilizados tem o aspecto saturado
e inchado com a incorporacdo do 6leo essencial de laranja, mesmo em uma quantidade

pequena como na formulagédo F7.
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Em (A), no canto superior esquerdo da figura, a micrografia mostra a formulagdo F1, com liofilizado de
nanoparticulas de quitosana vazias; Em (B), no canto superior direito da figura, liofilizado da formulagdo F5 de
encapsulados; Em (C), no canto inferior esquerdo da figura, liofilizado da formulacdo de encapsulados F6; Em
(D), no canto inferior direito da figura, liofilizado da formulacdo de encapsulados F7

5.2.2. Eficiéncia de Encapsulacdo

A eficiéncia de encapsulagdo das trés formulacBes foi determinada por
gravimetria. O método baseou-se na retirada dos encapsulados por sucessivas centrifugacgoes e
a separacdo da lecitina excedente por extracdo liquido-liquido com solvente cloroformio em
funis de separacdo. Apos estas etapas, a fragcdo contendo 0Oleo essencial de laranja livre (ndo
encapsulado) foi evaporada em evaporador rotativo, e posterior ao resfriamento dos baldes,

foi realizada a medicdo de massa. A Tabela 7, a seguir, mostra os resultados desta etapa. Os
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experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média +

desvio padréo.

Tabela 7 — Eficiéncia das formulagdes de encapsulados de 6leo essencial de laranja

Formulacéo Proporcéao Eficiéncia de encapsulacéo
parede: nucleo (%)
F5 1:1 61,05+9,55b
F6 3:1 97,79+ 1,29a
F7 5:1 99,32 +0,23a

*Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey HSD (p > 0,05)

Analisando os dados da Tabela 7 é possivel verificar que nanoparticulas de
quitosana sdo eficazes na encapsulacdo do 6leo essencial de laranja, tendo os valores de
eficiéncia de encapsulacdo ficado acima de 60%. A maior eficiéncia foi obtida pela
formulagdo F7 onde mais de 99% do Oleo essencial adicionado ficou retido nas
nanoparticulas. Outro fator verificado por este estudo foi que ocorre um ponto de saturacdo de
encapsulacdo. Isto pdde ser observado pela formulacdo F5, onde dleo essencial de laranja foi
adicionado na mesma quantidade em massa de material de parede (quitosana). A eficiéncia de
encapsulacdo desta formulacdo ficou abaixo das outras duas formulagdes, tendo seu valor
diferido significativamente das demais, e indicando assim, que ha um ponto de saturagdo

deste composto ativo pelas nanoparticulas.

5.3. Avaliacao da citotoxicidade in vitro

5.3.1. Avaliacao da citotoxicidade in vitro do solvente acido acético

O intuito com os ensaios com solucdes de &cido acético foi determinar qual a
concentracdo deste acido que ndo tivesse efeito toxico para as células e assim, utilizar-se desta
concentracdo para a ressuspensdo das nanoparticulas brancas e contendo 6leo essencial de
laranja.

O grafico da Figura 15, a seguir, ilustra os resultados do teste MTT para as
solugdes de acido acético. Este ilustra a densidade optica (viabilidade celular) em funcéo do
dos tratamentos. Analisando os dados pode-se perceber como o cultivo celular se comportou
em cada tratamento. O grupo controle, que recebeu somente agua, cresceu ao longo das 72h
de incubacdo. Isto também ocorreu, porém, moderadamente em menor escala, com o grupo
que recebeu como tratamento solugédo de acido acético de concentragdo 0,08 mM. Nos outros
trés tratamentos é possivel verificar o dano celular resultando em morte e, consequentemente,

menores taxas de atividade mitocondrial na reducdo do agente colorimétrico MTT.
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Figura 15 — Resultados de viabilidade celular em fungéo dos tratamentos realizados com
diferentes concentragdes de acido acético.
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Os dados de citotoxicidade do acido acetico contidos neste trabalho s&o
semelhantes a outros dados citotoxicos deste acido encontrados na literatura, porém, em
linhagens celulares distintas: Dought (1994) promoveu estudos sobre este acido em cultura de
fibroblastos humanos. Os resultados deste autor mostraram que uma solugéo de concentragéo
0,25% v/v deste &cido se mostrava tdxica e uma diminuicdo na citotoxicidade foi conseguida
com a diminuicdo da concentracdo (solucdes de 0,125% e 0,025%), porém, somente na
concentracdo de 0,0025% este acido ndo promoveu a morte celular na linhagem de
fibroblastos.

Para a linhagem de células ZFL, utilizadas neste trabalho, a concentracdo de
0,0025% (0,04 mM) foi toxica, promovendo a morte celular e evidenciando a diferenca na
sensibilidade entre culturas celulares distintas. Em estudos com micro-organismos, esta
mesma concentracdo de acido acético (0,0025%) promoveu fraca inibicdo de microrganismos
como Staphylococcus aureus, moderada inibicdo para Pseudomonas aeruginosa e sem efeito
para Escherichia coli conforme estudos realizados por McKenna (1991).

Estes estudos de citotoxicidade e inibicdo de micro-organismos patogenos por
solugdes de &cido acético s@o de grande valia para a area de alimentos, no que tange a
seguranca alimentar. De acordo com a ANVISA (2010), o &cido acetico pode ser utilizado
nestas industrias como regulador de acidez, conservador e acidulante, porém, ndo foram
encontrados na legislacdo consultada, limites maximos deste composto quimico. Para
correcdo de pH em conservas de hortalicas ndo ha um limite estabelecido (BRASIL, 1977) e 0
padréo de identidade e qualidade do vinagre (BRASIL, 2012) nédo dispde sobre o limite deste
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composto quimico nestes produtos. Estudos como este, sobre os efeitos toxicos deste acido,
mesmo que em ensaios in vitro sdo relevantes para o desenvolvimento da utilizagdo segura

deste composto.

5.3.2. Avaliacao da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana

Com os dados de citotoxicidade do solvente &cido acético, foi dado seguimento
nas etapas do projeto de pesquisa. Nanoparticulas de quitosana foram liofilizadas e sua massa
determinada para o inicio dos testes de citotoxicidade. Como ndo foram encontrados na
literatura estudos destes materiais em células da linhagem ZFL, optou-se por uma triagem
inicial de concentracBes que variaram entre 0,1 pg/mL e 100 pg/mL. Esta faixa de
concentragcOes foi determinada em funcdo da solubilizacdo adequada das nanoparticulas de
quitosana, pois se fazia necessario uma solugdo homogénea e com concentracbes mais
elevadas de nanoparticulas, isto ndo era possivel.

Os resultados referentes ao teste de citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana
vazias estdo ilustrados nos graficos da Figura 16. Semelhantemente como ilustrado para os
testes de MTT para solucdes de acido acético, o grafico mostra a densidade Optica
(viabilidade celular) em funcéo dos tratamentos. O grupo controle foi tratado com a mesma
quantidade da solucdo de acido acético, porém, sem nanoparticulas de quitosana.

Analisando os dados, fica evidente a ndo toxicidade das solugdes de
nanoparticulas de quitosana no cultivo de células da linhagem ZFL: Os tratamentos contendo
solucdes de 0,1 pg/mL e 1 pg/mL mostraram crescimento bem semelhantes ao controle. Os
tratamentos contendo as concentracdes de 10 pg/mL e 100 pg/mL apesar de menor propor¢édo
em relacdo ao controle, também apresentaram crescimento celular. A diferenca entre o0s
cultivos contendo 10 pg/mL e 100 pg/mL e o controle ndo diferem significativamente.

Testes de citotoxicidade de nanoparticulas vém sendo largamente realizados por
pesquisadores ao redor do mundo. Este fato se deve as crescentes descobertas sobre o
potencial promissor destas nas diversas areas do conhecimento, com énfase nas areas de
medicina e alimentos. Apesar das inimeras vantagens, os efeitos de nanoparticulas em

sistemas bioldgicos ainda sdo imprevisiveis (NAFEE et al., 2009).
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Figura 16 — Resultados de viabilidade celular em funcdo dos tratamentos realizados com
diferentes concentracdes de nanoparticulas de quitosana brancas
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Devido a esta situacdo de desenvolvimento do tema, a pesquisa tem direcionado
seus esforcos em nanoparticulas constituidas de materiais considerados biocompativeis. A
quitosana é considerada segura, regulamentada em muitos paises como Japao, Itélia e Estados
Unidos e € utilizada na liberacdo controlada de medicamentos por ter propriedades como
mucoadesividade e permeabilidade (DODDANE et al., 1999; LEE et al., 2001). Apesar da
seguranca da quitosana, outros varios autores atentam para o fato de que polimeros catidnicos,
como a quitosana, poderiam levar a dano celular por possiveis interacfes entre este polimero e
a membrana plasmatica e interaces de sua carga positiva com proteinas e outros
componentes celulares (FISCHER et al, 2003; LV et al, 2006).

Tendo como base estes estudos, as investigacbes sobre citotoxicidade de
nanoparticulas compostas deste material ainda se fazem essenciais para a compreenséo e
desenvolvimento da chamada nanotoxicologia. O presente trabalho colaborou com o tema ao
investigar a citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana formuladas com lecitina, um
componente presente em membranas celulares, o que poderia diminuir a possibilidade de
eventuais danos. A escolha por cultivo de celulas de hepatocitos de zebrafish (Danio rerio)
também foi de grande valia. Cultura de células de figado (hepatdcitos) é um valioso modelo
em estudos de toxicologia in vitro. Estas células podem ser utilizadas para estudar fatores que
influenciam a expresséo e regulagéo do sistema de oxidagdo do citocromo P450, bem como
verificar a producdo de metabdlitos bioativos por compostos xenobidticos (COLLODI et al.,
1992) e hepatdcitos de zebrafish apresentam propriedades em cultura que séo associadas com
diferentes células de figado, in vivo (GOSH et al., 1994).
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Os resultados deste trabalho sdo semelhantes aos estudos de Loh e colaboradores
(2010), que investigaram a citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana e tripolifosfato de
sodio (porém, sem lecitina de soja em sua formulacdo) em cultivo de hepatdcitos humanos
(linhagem BHAL). Em uma concentracao superior, de 5 mg/mL, em relacdo a utilizada neste
trabalho (na ordem de microgramas), hepatdcitos humanos toleraram estas nanoparticulas por
um periodo de 4 horas, utilizando-se do teste colorimétrico MTT. Estes mesmos autores, em
2012, estudaram a citotoxicidade de nanoparticulas de quitosana em cultivo de células da
linhagem Caco-2. Estas células sdo extraidas de adenocarcinoma de célon humano. Foi
verificado pelos autores que estas nanoparticulas sdo citotoxicas e que seu tamanho
nanomeétrico influencia bem mais severamente na citotoxicidade do que a carga superficial
destas particulas.

As nanoparticulas utilizadas nos ensaios de citotoxicidade deste trabalho tinham
como caracteristicas fisico-quimicas o tamanho médio de 668,93 + 3,2 nm e carga superficial
positiva de 15,6 + 3,5 mV. A ndo toxicidade em hepatdcitos de zebrafish, evidenciada pelo
teste de viabilidade celular MTT, pode ser atribuida possivelmente a baixa concentracdo

estudada.

5.3.3. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de quitosana contendo 6leo
essencial de laranja.

Apos os resultados de citotoxicidade do &cido acético e de nanoparticulas de
quitosana vazias em hepatécitos da linhagem ZFL, nanoparticulas de quitosana contendo 6leo
essencial de laranja foram submetidos a avaliacdo da citotoxicidade. Como ndo foram
encontrados na literatura dados referentes a estes materiais nesta linhagem celular, optou-se
por uma triagem inicial variando as concentragdes entre 0,1 pg/mL e 100 pg/mL. A
formulacdo F7 foi a escolhida para esta etapa. Os nanoencapsulados produzidos por esta
formulacdo possuem como caracteristicas fisico-quimicas o tamanho médio de 801, 95 + 43,2
nm e potencial zeta de 29,9 + 3,51 mV.

Os resultados referentes ao teste de citotoxicidade de nanoencapsulados de 6leo
essencial de laranja estdo ilustrados no grafico da Figura 17. Semelhantemente como ilustrado
para os testes de MTT para nanoparticulas de quitosana vazias, o grafico da Figura 17 ilustra
os resultados plotando-se os dados em funcdo dos tratamentos. O grupo controle foi tratado
com a mesma quantidade da solucéo de acido acético, porém, sem nanoencapsulados.

Analisando os dados, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e 0

grupo controle, evidenciando assim a ndo toxicidade dos nanoencapsulados. E possivel
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verificar também flutuacdes de resultados dentro dos tratamentos, porém, esta diferenca na
variancia ndo promove resultados errdneos. Ndo foram encontrados na literatura trabalhos
semelhantes que fossem passiveis de comparacdo com os dados de citotoxicidade deste
trabalho.

Figura 17 — Resultados de viabilidade celular em fungéo dos tratamentos realizados com
diferentes concentragdes de nanoparticulas de quitosana contendo 6leo essencial de laranja
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6. CONCLUSOES

Foi possivel o preparo de nanoparticulas de quitosana pelo método de geleificacdo
ibnica, utilizando-se como polianions, o tripolifosfato de sddio e lecitina de soja. Pode-se
concluir que os parametros fisico-quimicos destas nanoparticulas, com exce¢do da morfologia
analisada por MEV, sdo regidos pela propor¢do dos componentes quitosana e tripolifosfato de
sodio.

Ficou demonstrado que nanoparticulas de quitosana sdo eficientes na
encapsulacdo do 6leo essencial de laranja, e que, a incorporacdo deste composto bioativo por
estas nanoparticulas alteram suas caracteristicas fisico-quimicas, contribuindo no aumento do
tamanho médio, na estabilizagdo das suspensdes coloidais e na mudanga da morfologia.

Atraveés dos testes de citotoxicidade in vitro, com cultivo de células da linhagem
ZFL, foi verificado o efeito citotoxico do solvente &cido acético nas concentracfes a partir de
0,04 mM.
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Solugdes de nanoparticulas de quitosana vazias, com concentragfes variando entre
0,1 pg/mL a 100 pg/mL e solugbes de nanoencapsulados de 6leo essencial de laranja de
mesmas concentracfes, ndo se mostraram citotoxicas ao longo de 72 horas de exposi¢cdo em

cultivo de hepatdcitos de zebrafish.
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