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RESUMO


Nanoesferas de zeína contendo propranolol (NZP) foram preparadas pelo método de nanoprecipitação. As NZPs apresentaram o tamanho de partícula, índice de polidispersão e potencial zeta de 255,20 ± 2,20 nm, 0,19 ± 0,06 e -65,00 ± 0,90 mV, respectivamente, e 75,34 µg/mg (90,41%) do fármaco foi incorporado nas nanopartículas. Além disso, a NZP apresentou maior estabilidade de longo prazo. No estudo de citotoxicidade pelo ensaio de MTT, as nanopartículas de zeína vazias, as nanopartículas contendo propranolol e o propranolol livre não modificaram a viabilidade das células de câncer de mama murino nas concentrações avaliadas. Desta forma, as nanopartículas formadas a partir do polímero natural possuem propriedades que facilitará e aumentará a biodisponibilidade do fármaco e permitirá o uso oralmente em modelos experimentais para avaliar o efeito do propranolol sobre o SNC.
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1 INTRODUÇÃO

[bookmark: _Hlk54640218]As terapias das doenças do sistema nervoso central (SNC) são limitadas pela presença da barreira hematoencefálica (BHE), pois protege e controla a entrada de substâncias estranhas no cérebro. Estudos apontam que 98% das moléculas com baixo peso molecular e 100% com alto peso molecular não conseguem transpor a BHE e, portanto, a quantidade de fármaco que chega ao cérebro é insuficiente para ter o efeito ideal (HUANG et al., 2017).
[bookmark: _Hlk9359342][bookmark: _Hlk9359351][bookmark: _Hlk9359365]O propranolol é um bloqueador de receptores β-adrenérgicos, lipofílico, com capacidade de atravessar a BHE e chegar ao cérebro (NASEHI et al., 2017). Além da sua utilização no tratamento da hipertensão arterial, também apresenta efeitos ansiolíticos (CITÓ et al, 2012), na melhora da cognição e do Alzheimer (DOBARRO et al., 2013), em modelos animais. Contudo, o propranolol possui baixa biodisponibilidade após administração oral (~ 25%), limitando sua aplicabilidade (ALIZADEH et al., 2016).
As nanopartículas formadas de polímeros biodegradáveis ​​e biocompatíveis facilitam a passagem pela BHE e a concentração de fármacos no cérebro. A zeína é um exemplo desses polímeros, hidrofóbico e solúvel em etanol, que permite produzir nanopartículas por meio de nanoprecipitação para serem empregadas nos veículos de liberação controlada de fármacos e administradas oralmente (NEPHOMNYSHY et al., 2020). 

2 OBJETIVO

Desenvolver e caracterizar nanopartícula de zeína para o carreamento do propranolol, visando garantir uma liberação sustentada para melhorar a biodisponibilidade do fármaco visando futuros testes em SNC, bem como avaliar sua citotoxicidade em células de câncer murino.

3 MATERIAIS E MÉTODO 

3.1. Materiais
Zeína, lisina e propranolol foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Álcool etílico absoluto foi adquirido da Dinâmica. Todos os reagentes ​​eram de grau analítico.
3.2. Preparação das nanopartículas 
[bookmark: _Hlk54640847]As nanopartículas de zeína contendo propranolol (NZP) foram preparadas pelo método de nanoprecipitação com adaptação segundo MORENO et al., 2017 com 30 mg de propranolol.
3.3. Caracterização das nanopartículas e estudo de estabilidade de longo prazo
[bookmark: _Hlk54642046]As nanopartículas foram caracterizadas quanto ao tamanho de partícula e índice de polidispersão (IPD), através do espalhamento dinâmico de luz e potencial zeta mensurado por espalhamento eletroforético. A quantidade total de fármaco encapsulado nas nanopartículas, expressa em µg/mg foi determinada por leitura no HPLC em 289 nm. 
	As NZPs foram armazenadas a 4 ± 2 °C por três meses com acompanhamento dos parâmetros para avaliar a estabilidade.
3.4. Estudo de citotoxicidade por ensaio MTT
A placa de 96 poços contendo as células (3x103 de MDA-MD-231 – linhagem celular de adenocarcinoma mamário) foi dividida em controle (DMSO), controle de viabilidade celular (células sem tratamento), células tratadas com NZP (0,195 - 50 µg/mL), nanopartículas sem fármaco (0,078 - 10 µg/mL) e propranolol livre (0,078 - 10 µg/mL), em quintuplicata. Após 24h, o MTT foi adicionado para avaliar a viabilidade celular em 560 nm.
3.5. Análise Estatística
Os dados são expressos como a média ± DP de medições em triplicata (n  = 3). A ANOVA foi utilizada na significância das diferenças com GraphPad Prism®. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos de p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

[bookmark: bbib0175][bookmark: _Hlk57986909][bookmark: _Hlk57987144][bookmark: bf0005][bookmark: _Hlk57987201][bookmark: _Hlk57987249] As nanoesferas formadas caracterizaram-se por tamanhos nanométicos de de 255,20 ± 2,20 nm, IPD de 0,19 ± 0,06 e potencial zeta de -35,00 ± 0,90 mV, nas quais o fármaco encontra-se envolvido pela matriz polimérica ou disperso na mesma. De forma semelhante, Kraisit et al., (2018) incorporou 70 mg propranolol em nanopartículas de quitosana (200 mg) obtendo partículas de 314,30 ± 2,20 nm, potencial zeta de -35,85 ± 0,49 mV e pH de 8,50.
Uma curva de calibração foi preparada para calcular a concentração de fármaco (x) presente nas nanopartículas, cujo valor do coeficiente de determinação ( foi de 0,9968, caracterizando uma curva analítica de boa qualidade. A quantidade total de propranolol encapsulado nas nanopartículas determinado por HPLC foi 75,34 µg/mg (90,41%). Em comparação, Moreno et al. (2017) obteve 70 ± 1,3 μg/mg de quercetina nas nanopartículas de zeína, sendo inferior ao obtido com nossas nanopartículas. 
	O acompanhamento dos parâmetros durante 3 meses pós-preparo mostrou que as nanopartículas continuaram com estabilidade e pouca alteração de parâmetros (pH de 8,50 para 8,32; diâmetro médio aumentou para 263,30 ± 6,60 nm; PDI para 0,37 ± 0,31 e potencial zeta para -88,7 ± 4,20 mV). 
No estudo de citotoxicidade, as nanopartículas contendo propranolol,  nanopartículas vazias e propranolol livre não modificaram a viabilidade das células MDA-MD-231 nas concentrações avaliadas. 
	
5 CONCLUSÕES

O método de nanoprecipitação para preparação de nanoesferas à base de zeína mostrou ser eficaz para incorporação de propranolol. Os parâmetros físico-químicos avaliados mostraram que as nanoesferas têm propriedades consideradas satisfatórias, bom rendimento de incorporação do propranolol, estabilidade de longo prazo e não se mostrou tóxica nas células testadas. A zeína é um polímero natural que possui propriedades que pode aumentar a biodisponibilidade do fármaco ao tecido alvo, desta forma permitindo o seu uso oralmente em modelos experimentais para avaliar o efeito do propranolol sobre o SNC.
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