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RESUMO

A naringenina € um composto bioativo que pode ser amplamente encontrada em
frutas citricas, ela possui uma variedade enorme de beneficios a saude e, portanto,
estd presente em diversas pesquisas cientificas, principalmente pelas suas
propriedades antioxidantes. No entanto, este composto apresenta uma caracteristica
hidrofébica que consequentemente interfere negativamente na absor¢géo e na agao
benéfica do composto no organismo, isso quando consumida de maneira direta.
Dessa forma, este trabalho possui como intuito apresentar uma alternativa para
aumentar a biodisponibilidade da naringenina. Esta alternativa foi a produgdo de
nanoparticulas contendo naringenina, utilizando o Poloxamer 407 como encapsulante
através do método de dispersao solida. A partir destas nanoparticulas produzidas,
foram feitas analises no infravermelho (FTIR), para verificar possiveis interacoes
quimicas entre os reagentes e também analises no espectrofotdmetro UV-Vis, com o
intuito de calcular a quantidade de naringenina que foi convertida em nanoparticulas.
Os resultados apresentaram sucesso ha encapsulagédo da naringenina em poloxamer,
mostrando-se, portanto, um método eficiente para possivelmente resolver o desafio
apresentado pela naringenina e dessa forma podendo ser aplicado em medicamentos
e alimentos, conseguindo assim entregar ao organismo seus beneficios de maneira
mais eficiente.

Palavras-chave: naringenina; nanoparticulas; dispersao soélida; UV-Vis.



ABSTRACT

Naringenin is a bioactive compound that can be widely found in citrus fruits, and it has
a wide variety of health benefits. Therefore, it is present in several scientific research
studies, mainly due to its antioxidant properties. However, this compound presents a
hydrophobic characteristic that negatively interferes with the absorption and beneficial
action of the compound in the body when consumed directly. Thus, this work aims to
present an alternative to increase the bioavailability of naringenin. This alternative was
the production of nanoparticles containing naringenin, using Poloxamer 407 as an
encapsulant through the solid dispersion method. From these produced nanopatrticles,
analyses were performed using Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) to
verify possible chemical interactions between the reagents and also UV-Vis
spectrophotometer analyses to calculate the amount of naringenin that was converted
into nanoparticles. The results showed successful encapsulation of naringenin in
poloxamer, proving to be an efficient method for possibly solving the challenge
presented by naringenin and, therefore, could be applied in medicines and foods,
delivering its benefits to the body more efficiently.

Keywords: Naringenin; nanoparticles; solid dispersion; UV-Vis.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais, principalmente os que séo derivados de plantas, tem
sido as principais fontes para medicamentos, cosméticos e até mesmo suplementos
alimentares. A grande maioria dos medicamentos e produtos de saude que se
encontram disponiveis no mercado, inclusive os semissintéticos, sao derivados
diretamente da natureza ou se inspiram em produtos naturais (SEMWAL et al., 2021).
Na alimentacgao, estes produtos naturais possuem grande importancia também, ja que
0 aumento de doengas que podem estar relacionadas ao estilo de vida aumentou a
demanda de uma dieta bem balanceada que inclui suplementos de compostos
bioativos (KOOP et al., 2022).

A naringenina € um flavonoide possivel de ser encontrado abundantemente
em frutas citricas, tais como a toranja, limao e a laranja (LIANG et al., 2022), o que de
fato acaba sendo bem interessante, ja que o Brasil € o terceiro maior produtor mundial
de frutas, com uma produc¢do anual de 45 milhdes de toneladas (STAFUSSA et al.,
2021). A naringenina é um composto farmacologicamente ativo com uma variedade
de atividades benéficas incluindo antioxidante, antitumoral, hepatoprotetor,
nefroprotetor, e antimutagénico (LIAQUAT et al., 2018). Ademais, estudos recentes
ainda relataram que a naringenina demonstrou um bom grau de eficacia no
tratamento de disturbios oculares, incluindo a neovascularizacéo da cornea (WANG
et al., 2020), além de outros relatos na literatura que descrevem seu potencial
terapéutico em disturbios neurologicos (OLUGBEMIDE et al., 2021). Portanto, os usos
e aplicagdes da naringenina acabam sendo bastante vastos e bem promissores em
diversas areas de pesquisa.

No entanto, as vantagens e os potenciais beneficios para a saude através da
incorporagao deste flavonoide em alimentos ou em produtos farmacéuticos sao
limitados, devido a sua baixa solubilidade em agua e baixa biodisponibilidade
(JABBARI; JABBARI, 2016). Existem técnicas que podem contornar esse problema,
tais como a obtencao de dispersodes sélidas. O termo dispersao solida refere-se a um
grupo de produtos constituidos por, pelo menos, dois componentes diferentes,
geralmente uma matriz hidrofilica e uma droga hidrofobica, no qual a droga pode ser
dispersa em particulas amorfas ou cristalinas (JASKIRAT; MANPREET;
HARIKUMAR, 2011).
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Em 1961 este método foi abordado pela primeira vez por Sekiguchi e Obi com
o intuito de reduzir o tamanho das particulas e aumentar as taxas de dissolugao e
absorcdo de uma mistura composta por um medicamento pouco soluvel, como o
sulfatiazol e um transportador fisiologicamente inerte e facilmente soluvel, como a
ureia. Nesse experimento a mistura fisica foi fundida e em seguida passou por um
rapido processo de solidificagdo. No ano de 1965, Tachibana e Nakamura relataram
um novo método para preparar as dispersdes coloidais aquosas de -caroteno usando
polimeros soluveis em agua tal como o polivinilpirrolidona. Quanto a esse
experimento, a droga e o polimero transportador foram dissolvidos em um solvente
comum e depois foi evaporado completamente o solvente (CHIOU; RIEGELMAN,
1971).

A utilizacdo da dispersao solida apresenta, portanto, vantagens como a
reducdo do tamanho de particula, aumento da molhabilidade, alta porosidade e
também aumenta a solubilidade de drogas pouco soluveis em agua. No entanto, a
dispersdo solida apresenta alguns problemas relacionados a sua instabilidade,
mostrando uma diminui¢do na taxa de diluicdo com o envelhecimento (JASKIRAT,;
MANPREET; HARIKUMAR, 2011). A incorporacdo do Poloxamer 407 na dispersao
sélida em moléculas pouco soluveis em agua, tais como a nifedipina ou piroxicam,
levou a uma melhora acentuada e promoveu uma dissolu¢gao mais rapida e completa
(DUMORTIER et al., 2006).

Portanto, o objetivo do atual trabalho foi obter, analisar e caracterizar a
dispersao solida da naringenina em Poloxamer 407, com o intuido de melhorar a sua
solubilidade em agua, afim de otimizar e expandir os seus potenciais beneficios em

alimentos e medicamentos.
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2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar dispersdes sdélidas contendo

naringenina.

2.2 Objetivos especificos

Podem ser listados os seguintes objetivos especificos do trabalho:

o Caracterizar as nanoparticulas através de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);
o Determinar quantitativamente a formag¢ao de nanoparticulas através de

espectroscopia no ultravioleta-visivel.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Naringenina

A Naringenina (Figura 1) € uma substancia natural do grupo dos flavonoides
que possui férmula quimica 4’,5,7 — tridroxiflavona, podendo ser encontrada em
grandes quantidades em frutas citricas como toranja e laranja (NAEINI et al., 2021).
Ela é uma molécula hidrofobica que possui peso molecular de 272,25 g/mol (C15 H12
Os) que é capaz de se dissolver em solventes organicos, tais como etanol e
dimetilsulfoxido (MOTALLEBI et al., 2022).

Figura 1: Estrutura quimica da naringenina.

OH

HO O o

OH O

Fonte: Naeini et al., (2021, p. 414)

Este flavonoide também pode ser encontrado em sua forma glicosidica, que
€ conhecida como naringina (Figura 2), que possui um dissacarideo ligado por uma
ligacdo glicosidica na posicdo 7. A naringenina se encontra solida na natureza e
possui ponto de fusdo de 208-251 °C. Por ser uma molécula hidrofébica, em meio
aquoso ela acaba sendo pouco soluvel, no qual sua solubilidade aquosa foi
encontrada como sendo de 475 mg/L. Tanto a naringenina quanto a naringina
possuem uma ampla gama de propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias (JOSHI; KULKARNI; WAIRKAR, 2018; LI et al.,
2021).
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Figura 2: Estrutura quimica da naringina.

HO, CHs
o HQ OH
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Fonte: Sharma et al., (2021, p. 2)

A grande estrutura do anel hidrofébico presente na naringenina contribui para
sua baixa solubilidade em agua e também para sua minima biodisponibilidade. A
biodisponibilidade oral da naringenina € de aproximadamente 5,81%, quando
administrada em 135 mg nos seres humanos. Sua absorg¢ao no organismo por ocorrer
tanto pelo transporte passivo quanto ativo, ndo sendo afetado por mudancgas de pH
(CHIN et al., 2020).

3.2 Nanoparticulas de naringenina

Os recentes avangos da Nanobiotecnologia permitiram novas estratégias de
pesquisa e progresso no campo da entrega de medicamentos. Na industria
farmacéutica, as nanoparticulas sdo bastante empregadas. Essas particulas coloidas
solidas possuem tamanhos que variam de 10 nm a 1000 nm e sdao comumente
utilizadas nesse ramo. As particulas poliméricas consistem principalmente de
materiais macromoleculares nos quais o agente ativo é dissolvido, aprisionado e/ou
encapsulado, ou ao qual o ingrediente ativo é adsorvido ou ligado. Elas tém mostrado
ser eficazes em encapsular e aprisionar uma variedade de agentes terapéuticos, como
moléculas hidrofilicas e hidrofébicas, medicamentos baseados em peptideos e
biomacromoléculas como acidos nucleicos. A encapsulagdo ajuda a melhorar a
solubilidade e estabilidade dos medicamentos, existindo uma gama de sistemas de
entrega de medicamentos baseados em nanoparticulas que podem ser usados para
aplicacoes especificas (MAITY; ACHARYYA; SANKAR CHAKRABORTI, 2022).
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O uso de diferentes técnicas para incorporar a naringenina em nanoparticulas
€ uma estratégia eficaz e benéfica para potencializar a sua atividade bioldgica,
tornando-a mais soluvel e disponivel no organismo. Diversos sistemas farmacéuticos
baseados na nanotecnologia para a encapsulagao de naringenina foram explorados,
incluindo nanotubos de carbono, nanoparticulas poliméricas, magnéticas, lipossomas,
pontos quanticos, dendrimeros nanoparticulas metalicas, hidrogéis e etc. Os estudos
relatados mostraram tamanhos de nanoformulagdes variando de 66 nm a 337 nm,
empregando meétodos que envolvem dissolugdo, aprisionamento, encapsulagcéo ou
ligacdo ao carregador de medicamentos. O objetivo por tras do desenvolvimento
dessas nanoformulagdes para o tratamento de qualquer doenca é melhorar a
biodisponibilidades e também o aumento do potencial de direcionamento (SHARMA,;
HAFEEZ; USMANI, 2022).

3.3 Dispersao solida

No ano de 1961 foi proposta pela primeira vez a utilizagao da dispersao solida
por Sekiguchi e Obi que tinham o intuito de aumentar a dissolu¢ao e absorgao oral de
medicamentos com baixa solubilidade em agua. Foi usada pela primeira vez por
Mayersohn e Gibaldi em 1966 e Chiou e Riegelman que definiram a disperséo sodlida
como “a dispersao de um ou mais ingredientes ativos em uma matriz de suporte inerte
preparada pelo método de fusdo, solvente ou fusdo-solvente” (GURUNATH et al.,
2013).

A dispersao solida se refere a um grupo de produtos compostos por pelo
menos dois componentes diferentes, sendo um deles uma matriz hidrofilica e o outro
uma droga hidrofébica. Existe uma variedade de tipos que sao caracterizados como
dispersao sdlida, dentre eles temos as Misturas eutéticas, Precipitagdo amorfa em
matriz cristlina, Solucdo solida, Solugdes solidas continuas, Solugdes soélidas
descontinuas, Dispersdes sélidas substitucionais, Solugcdes sodlidas intersticiais e
Solugdes e suspensdes vitreas. O aumento na taxa de dissolugao devido a formagao
da dispersado solida pode ser atribuido a inumeros fatores, sendo dificil mostrar
experimentalmente qual fator seria em particular mais importante que o outro, dentre
esses fatores é possivel citar a reducdo no tamanho das particulas, a melhoria na

molhabilidade e dispersibilidade, mudanca da forma cristalina do medicamento para a
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forma amorfa e também a redugdo na agregacéo e aglomeragao das particulas do
medicamento (JASKIRAT; MANPREET; HARIKUMAR, 2011).

3.4 Poloxamer

O poloxamer € um copolimero sintético ndo ibnico que consiste em trés blocos,
que sdo um central hidrofébico de 6xido de polipropileno e dois blocos de éxido de
polietileno com carater hidrofilico. A sua sintese ocorre por meio de uma polimerizagéo
sequencial aniénica na presencga de hidroxido de sddio e potassio como ativadores. O
poloxamer é branco, incolor, sem odor e sem sabor, possuindo propriedades de fluxo
livre. Devido a sua caracteristica anfifilica, ele é soluvel em solventes polares e nao
polares(CARVALHO et al., 2021).

Existe uma variedade de poloxamers, sendo que os mais utilizados
universalmente sdo o Poloxamer 188 e o Poloxamer 407. Nota-se que ao se utilizar o
Poloxamer 407 durante o processo de fabricacdo de uma nanoparticula, é possivel
aumentar a capacidade de dissolucao de medicamentos com baixa solubilidade em
agua, como por exemplo a curcumina (CARVALHO et al., 2021; ZARRINTAJ et al.,
2020).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

Foi usado Poloxamer 407 como encapsulante e a naringenina (70 % de
pureza), ambos adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Etanol (Vetec, 99,5%) foi
utilizado como solvente. Brometo de potassio (KBr, grau espectroscépico, Sigma-
Aldrich), lauril sulfato de sédio (Vetec, 99,5%) e etanol foram utilizados para realizar

as analises espectroscopicas.

4.2 Producgao das nanoparticulas

A dispersao solida de naringenina em Poloxamer foi obtida conforme descrito
previamente em Almeida et al (2018) e Serajuddin (1999) com pequenas
modificagdes.

Poloxamer 407 (6,010 g) e Tween 80 (0,068 g) foram adicionados ao etanol
(300 ml) sob agitagéo a 60°C por 5 minutos. Em seguida, foi adicionada a naringenina
(0,6 g) e agitada por mais 5 minutos. Esta mistura foi sonicada (Fisher Scientific, 120
W, 1/8’) por 3 minutos em regime de pulso (30 segundos ligado e seguido por 10
segundos desligado) em um banho de gelo. O etanol foi entdo completamente
removido pela evaporacdo em uma estufa com circulagao de ar a 50°C por 24 horas.
ApOs a evaporacgao, a dispersao foi congelada, liofilizada e armazenada sob protegéo
daluz a 10°C.

4.3 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR;
Shimadzu Affinity-1) foi realizada para analisar a existéncia de possiveis interagbes
quimicas entre os reagentes que foram utilizados no processo de produgdo das
nanoparticulas. Deste modo, foi medido 1 mg de composto para a produgdo de
pastilhas de brometo de potassio (100 mg), que posteriormente foram analisadas de
4000 a 600 cm™' em uma resolucgéo de 2 cm' com 32 varreduras cumulativas. Uma

mistura entre a naringenina e o Poloxamer 407 foi obtida nha mesma concentracéo
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encontrada nas nanoparticulas para comparagado. Os espectros foram plotados

utilizando o software OriginPro.

4.4 Obtencao da curva de calibragao da naringenina

Foi obtida uma curva de calibracdo através de leituras no UV-VIS
(OceanOptics, Red Tide USB 650 UV) utilizando diferentes concentragdes de
naringenina em etanol (20; 17; 14; 10; 8; 6; 3 e 1,5 mg/L). As absorbancias de cada
umas das leituras foram obtidas no comprimento de onda de 288 nm, construindo a
curva de calibracdo com base nas diferentes concentracbes e suas respectivas
absorbancias. Para cada concentracao foram realizadas trés leituras, calculando-se
a média aritmética e sendo feito a regressao linear para a obtencdo da equacao

linear.

4.5 Determinagao da conversao da naringenina em nanoparticulas

110 mg de nanoparticulas foram pesadas e avolumadas em baldes de 10 mL
com solugao de lauril sulfato de sddio (0,001 g/mL) e depois levadas a uma chapa
aquecedora (IKA C-MAG HS 7) por 20 minutos a 60°C. Essas amostras foram entao
filtradas (filtros de 450 nm) e depois 1 mL das solugbes foram avolumadas em um
baldo de 50 mL de solugdo. Os espectros de UV-Vis (OceanOptics, Red Tide USB

650 UV) foram obtidos utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho éptico.

Utilizando a Equacgéo 1, foi possivel calcular a concentragao de naringenina na
solugéo filtrada, onde C+1 € a concentragao de naringenina presente em 1 mL (V1) da
amostra dos baldes de 10 mL e C2 a concentragao de naringenina presente no baldo
de 50 mL (V2) que foi avolumado com a solugao de lauril sulfato de sédio. A Equagao
2 foi utilizada para determinar o percentual de naringenina que foi convertido em
nanoparticulas, onde NPS €& porcentagem de naringenina convertido em
nanoparticulas, C1 a concentragdo de naringenina provida da Equacdo 1 e Cnar a

concentracado da naringenina presente no baldo de 10 mL. Todo o procedimento foi
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realizado em triplicata. O procedimento realizado acima foi repetido utilizando agua

destilada ao invés da solucao de lauril sulfato de sodio.

C; =——= Equacao 1

Equacao 2



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao das nanoparticulas contendo naringenina

19

A Figura 3 mostra os espectros obtidos na Espetroscopia no Infravermelho

por Transformada de Fourier (FTIR).

Figura 3: Espetros de Infravermelho com Transformada de Fourier do Poloxamer, naringenina,

mistura fisica (MF) e nanoparticulas contendo naringenina (NPS)
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Fonte: Autoria prépria (2023)
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No espectro de FTIR da naringenina podem ser encontradas bandas

caracteristicas da naringenina em 3200 cm™' (grupo hidroxila -OH), 1600 cm™" (grupo
carbonila C=0), 1533 cm™' (C=C), 1248 cm™' (C-O-C), 1150 cm™! (C-C) e 1080 cm"
(C-O-C) conforme é apresentado na literatura (HAKIM et al., 2019; JHA; SHAH; AMIN,
2020; KUMAR et al., 2015; NAGULA; WAIRKAR, 2020). Em relagéo ao espectro do

Poloxamer 407, sdo apresentados picos caracteristicos em 2882 cm™' (C-H) e 1105

cm™ (C-0) (SHRIMAL et al., 2019).

Os sinais de presenca da naringenina nas nanoparticulas foram observados

com uma intensidade menor quando comparada a mistura fisica, sugerindo, portanto,
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que ocorreu o aprisionamento da naringenina dentro das nanoparticulas (JHA; SHAH;
AMIN, 2020; LEMES et al., 2017; SHRIMAL et al., 2019).

5.2 Concentragcao de composto

Na Figura 4 é apresentada a curva de calibragdo da naringenina que foi

utilizada para a quantificacdo do composto bioativo presente nas nanoparticulas. A

curva demonstra um padrao linear evidenciado pela equagédo y = 0,0562x + 0,053,

onde y refere-se a absorbancia (adimensional) e x a concentragdo em mg/L. O

coeficiente de determinacdo R? indica que os dados exibem uma forte correlagéo

linear de 99,58%.

Absorbancia

Figura 4: Curva de calibragdo da naringenina a 288 nm.
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A Figura 5 representa a leitura do UV-Vis da média de uma triplicata composta

pela solucdo aquosa de lauril sulfato de sdédio contendo nanoparticulas de

naringenina. No ponto correspondente ao comprimento de onda de 288 nm, a

absorbancia € de 0,866. Utilizando este valor de absorbancia na equacgao linear, €
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possivel encontrar o valor de 14,466 mg/L referente a concentragdo de naringenina

na solucgao diluida de naringenina.

Figura 5: Leitura UV-Vis da solugao de lauril sulfato de sédio contendo nanoparticulas.
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O valor encontrado no calculo foi de 723,9 mg/L de concentragdo de
naringenina, que corresponde a quantidade do composto presente em uma amostra
de 0,11g de nanoparticulas na solugao de lauril sulfato de sddio. Quanto a
concentracdo de naringenina presente para a mesma quantidade de nanoparticulas
em apenas solugédo aquosa, foi obtido o valor de 841 mg/L. O percentual calculado
referente a presenga de naringenina que foi convertido em nanoparticulas foi de 72 +
4 %, na solugao de lauril sulfato de sddio e de 84 £ 5 % na solugao aquosa. Devido a
concentracdo da naringenina em solugdo aquosa ser maior quando se comparada a
solugao de lauril sulfato de sédio, pode-se dizer que a naringenina € mais soluvel em

agua do que em uma solugao de lauril sulfato de sodio.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A dispersao sélida foi a técnica utilizada para a produg¢ao das nanoparticulas,
no qual a naringenina foi encapsulada em poloxamer 407. As interagdes quimicas ente
a naringenina e o poloxamer foram analisadas através de Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e a concentragdo de naringenina
presente nas nanoparticulas foram calculadas com de uma curva de calibragao feitas
a partir de leituras de espectros UV-Vis.

Os testes realizados apds a produgao das nanoparticulas de naringenina se
mostraram satisfatérios, onde as bandas obtidas por FTIR sugeriram o sucesso da
encapsulagéo da naringenina no poloxamer. Quanto as analises feitas por meio dos
espectros UV-Vis, a porcentagem calculada de conversdo de naringenina também
reforga que o processo de encapsulagao foi bem sucedido. Tais resultados encorajam
0 uso das nanoparticulas em aplicagdes na formulacdo de medicamentos e de

alimentos.
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