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RESUMO

Varios tratamentos para desordens neuroldgicas sdo malsucedidos por ndo poderem atingir
efetivamente o Sistema Nervoso Central (SNC). A presenca da barreira hematoencefalica
(BHE) dificulta esse acesso e muitas substancias sdo incapazes de atravessad-la quando
empregadas sem qualquer modificacdo quimica ou fisico-quimica. O &cido ferulico, um
polifenol encontrado abundantemente na natureza e bem reconhecido por sua atividade
antioxidante, antiinflamatoria e anticancer, é amplamente estudado e sua atividade
neuroprotetora vem sendo descrita. Um dos principais problemas, que limita sua utilizacdo
clinica, € sua baixa biodisponibilidade quando administrado por via oral, que pode ser
contornado por alteracbes e/ou modificacbes em sua estrutura quimica e/ou pelo preparo de
formulacGes a base de lipideos. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi sintetizar um
derivado lipossoluvel do AF, o ferulato de hexadecila (FH), e posteriormente obter
nanocapsulas poliméricas como sistema de vetorizacao para sua potencial acdo no SNC. O FH
foi obtido por esterificacdo e sua caracterizacgdo estrutural foi realizada por espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e de ressonancia magnética
nuclear. A modificacdo estrutural ndo anulou a atividade scavenger frente aos radicais DPPH’,
ABTS™" e ao HOCI. As nanocapsulas poliméricas, em concentracéo de 0 a 2,0 mg.mL™, foram
desenvolvidas pelo método de deposicdo interfacial do polimero, utilizando poli(&-
caprolactona) (PCL) e blendas com polietilenoglicol (PEG). Todas as formulagdes preparadas
apresentaram particulas esféricas e de superficie lisa, como observado por microscopia
eletronica de varredura com emissdo de campo (MEV), pH entre 5,75 e 6,04, tamanhos
adequados, inferiores a 234 nm, indice de polidispersdo inferior a 0,26, garantindo sua
homogeneidade, e potencial zeta com valores negativos, entre -28 e -38 mV, sugerindo
estabilidade das suspensbes de nanocapsulas poliméricas. O processo de nanoencapsulacédo
promoveu a amorfizacdo do FH, comprovada por analise de difracdo de raios X, calorimetria
exploratéria diferencial (CED) e MEV, bem como o aumento de sua estabilidade térmica,
verificado por termogravimetria e CED, e as analises efetuadas de IVTF demonstraram que
ndo houve interacdo entre o FH e os polimeros utilizados. Os estudos de toxicidade em
eritrécitos demonstraram que o FH, livre ou nas formulacGes de nanocéapsulas com PCL-PEG,
ndo apresentou acdo hemolitica, mesmo com varia¢des na dose testada e em funcédo do tempo.
Adicionalmente, apresentou acdo protetora sobre a hemolise promovida pelo AAPH. A
possivel acdo das formulacdes desenvolvidas sobre o SNC, considerando que possuem
caracteristicas adequadas para sua vetorizacdo, deve ser investigada futuramente.

Palavras-chave: acido ferulico, ferulato de hexadecila, poli(e-caprolactona), nanocépsulas
poliméricas, barreira hematoencefalica, antioxidante, hemolise



ABSTRACT

Many neurological disorder treatments are unsuccessful because they can not effectively
reach the central nervous system (CNS). The presence of the blood-brain barrier (BBB)
hinders this access and a lot of substances are unable to pass through it when used without
any chemical or physical-chemical modification. The ferulic acid, a polyphenol found
abundantly in nature and well known for its antioxidant, anti-inflammatory and anti-cancer
activity, is widely studied and their neuroprotective activity has been described. One of the
main problem, which limits its clinical use, is its low bioavailability when administered
orally, it can be circumvented by changes in their structure and/or for preparing lipid-based
formulations. In this way, the aim of this study was to synthesize a lipophilic derivative of
AF, the hexadecyl ferulate (HF), and then get polymeric nanocapsules as vectoring system for
its potential action in the CNS. The HF was obtained by esterification reaction and their
structural characterization was performed by spectroscopy in the Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and nuclear magnetic resonance. The structural modification did not
annul the scavenger activity against the DPPH’, ABTS™ and HOCI. The polymeric
nanocapsules in concentration from 0 to 2.0 mg.mL™ were developed by interfacial deposition
method of the polymer using poly (e-caprolactone) (PCL), and blends with polyethylene
glycol (PEG). All prepared formulations presented spherical and smooth surface, as observed
by scanning electron microscopy (SEM) with field emission, pH between 5.75 and 6.04,
proper sizes below 234 nm, polydispersity index below 0.26, ensuring homogeneity, and zeta
potential with negative values between -28 and -38 mV, suggesting stability of the
suspensions of polymeric nanocapsules. The nanoencapsulation process promoted the FH
amorphization. This was verified by X-ray diffraction analysis, differential scanning
calorimetry (DSC) and SEM. It also promoted the increasing thermal stability of the FH
which was verified by thermogravimetry and DSC, and FTIR analysis demonstrated there was
no interaction between HF and the used polymers.Toxicity studies in erythrocytes showed
that HF , in free or nanocapsule formulations of PCL- PEG, showed no hemolytic action, even
with variations in dose tested and function of time. Additionally, introduced protective effect
on hemolysis promoted by AAPH. The possible action of the developed formulations of CNS,
considering that they have appropriate characteristics for your vectorization, should be
investigated in the future.

Keywords: hexadecyl ferulate, ferulic acid, poli(e-caprolactone), polymeric nanocapsules,

blood brain barrier, antioxidant, hemolysis
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1 INTRODUCAO

Vaérios tratamentos para desordens neuroldgicas sdo malsucedidos por ndo poderem
atingir efetivamente o Sistema Nervoso Central (SNC). A fisiologia cerebral apresenta
desafios Unicos, incluindo a estreita regulacdo do que pode entrar em seu espago e a
distribuicdo limitada das substancias ao longo de suas vias de fluxo de fluido extracelular
(ALAM et al., 2010).

A presenga da barreira hematoencefélica (BHE) dificulta o desenvolvimento de novos
tratamentos voltados ao SNC (PARDRIDGE, 2012), pois ela age, sobretudo, como uma
barreira fisica, que regula a passagem de moléculas a partir da corrente circulatéria e assim
restringe o tipo de farmaco que pode de atingir o cérebro ap6s estar na circulacao sistémica.
Mais de 98% de potenciais novas moléculas terapéuticas sao incapazes de atravessar a BHE
(PARDRIDGE, 2002).

Entre os grupos de substancias de origem natural, com capacidade antioxidante
promissora, 0s compostos fendlicos tém exercido um papel proeminente na pesquisa
cientifica. O acido ferulico, um polifenol encontrado abundantemente na natureza, € um deles.
Bem reconhecido por sua atividade antioxidante, antiinflamatoria e anticancer, tem sido
amplamente estudado e sua atividade neuroprotetora € descrita por alguns autores
(SULTANA, 2012; YAN et al., 2013; CHEN et al., 2015).

Um dos principais problemas, que tem limitado a utilizag&o clinica do &cido ferulico é
devido as suas caracteristicas hidrofilicas. Notadamente, sua baixa biodisponibilidade quando
administrado por via oral, que pode ser contornado por alteracdes em sua estrutura quimica e
pelo preparo de formulacGes a base de lipideos (MANCUSO e SANTANGELO, 2014).

Muitos farmacos, quando empregados sem qualquer modificacdo quimica ou fisico-
quimica, resultam em efeitos farmacologicos reduzidos no SNC pela dificuldade em
atravessar a BHE. A lipofilizacdo de moléculas € uma maneira atrativa de elevar as
propriedades lipofilicas de um farmaco. Em outras palavras, a modificagdo de uma substancia
ativa pelo mascaramento de grupos polares com grupamentos apolares, viabilizaria a
conversdo de uma substancia soluvel em &gua em uma substancia lipossoluvel
(ALYAUTDIN et al., 2014).

A associacdo de um farmaco a um sistema que permita a alteracdo e/ou adequacéo de
suas propriedades fisico-quimicas, torna-se possivel a partir do uso de nanocarreadores, tais
como lipossomas ou nanoparticulas lipidicas solidas (MANCUSO e SANTANGELO, 2014).
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Deste modo, o presente estudo teve como objetivo sintetizar e caracterizar um
derivado lipossoluvel do acido ferdlico, o ferulato de hexadecila (FH), e desenvolver

nanocapsulas poliméricas como sistema de vetorizacao para sua potencial acdo sobre o SNC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
- Promover a sintese de derivado lipossoluvel do é&cido feralico (ferulato de
hexadecila) e posterior obtencdo e caracterizagdo de nanocépsulas poliméricas
contendo ferulato de hexadecila para uma potencial acdo direcionada ao Sistema
Nervoso Central (SNC).

2.2 Objetivos especificos
- Realizar a sintese do ferulato de hexadecila (FH) e sua posterior caracterizacao
espectroscopica;
- Avaliar a atividade scavenger do ferulato de hexadecila frente a radicais livres e
espécies reativas de oxigénio;
- Realizar a obtengéo de suspens@es de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) (PCL) e
de blendas PCL-PEG contendo FH;
- Efetuar a caracterizacdo das nanocapsulas poliméricas por meio de analises
morfoldgicas, espectroscopicas e térmicas;
- Desenvolver e validar um método analitico, utilizando espectroscopia UV, para
determinacéo de FH.
- Proceder a determinagdo quantitativa do FH incorporado as nanocapsulas
poliméricas, pelo método previamente validado, avaliando a eficiéncia de
encapsulacdo do FH;

- Efetuar a avaliacdo ex vivo em modelo de dano oxidativo em membranas biologicas;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 PASSAGEM DE FARMACOS ATRAVES DA BHE

A BHE é formada por uma camada de células endoteliais e uma membrana basal. As
células epiteliais sdo altamente especializadas, revestem os capilares, protegem o cérebro de
substancias nocivas presentes no sangue e possuem mecanismos de transporte especificos.
Apresentam-se justapostas e conectadas entre si pelas chamadas juncdes estreitas, o que
justifica sua baixa permeabilidade (SERLIN et al., 2015). Em adicdo as células endoteliais, a
microvasculatura também apresenta pericitos (células fagociticas), localizadas no lado
cerebral do endotélio, compartilhando com ele a mesma membrana basal (PARDRIDGE,
2012).

Além da barreira proporcionada pela BHE, enzimas presentes nas células endoteliais,
pericitos e astrocitos possuem funcdo metabdlica, restringindo a entrada de alguns compostos
ao cérebro. Essa entrada também é restringida pela presenca da glicoproteina P (PgP), que
atua como uma bomba de efluxo, removendo para fora substancias que permeiam o endotélio
(PARDRIDGE, 2012).

Moléculas grandes, como peptideos e proteinas, entram no cérebro de um modo
restrito e regulamentado por transcitose mediada por receptores ou por adsorcdo; peptideos
pequenos podem atravessar por transcitose mediada por receptor ou por endocitose (SERLIN
et al., 2015). Os sistemas de transporte através das células endoteliais que formam a BHE

estdo ilustrados na Figura 1.

FIGURA 1: POTENCIAIS ROTAS PARA INFILTRAGAO E TRANSPORTE ATRAVES DA BHE
MEDIADO MEDIADA MEDIADO MEDIADA DA
POR POR POR POR JUNGAO

MIGRAGCAO DIFUSAQ EFLUXO TRANSCITOSE INFLUXO TRANSCITOSE MODULAGA
CELULAR PASSIVA
g CARREADOR RECEPTOR CARREADOR ADSORGAO ESTREITA

DROGAS LIPOSSOLUVEIS ]/
v v v v
MOLECUL{&S CITOQUINAS AMINAS ALBUMINA ~ SOLUTOS
LIPOSSOLUVEIS INSULINA AMINOACIDOS HISTONAS POLARES
SOLUTOS APOLARES TRANSFERRINA  GLICOSE
NUCLEOSIDEOS
PEQUENOS

Fonte: Adaptado de Serlin et al. (2015)
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Os solutos apolares difundem-se passivamente através da membrana celular.
Transportadores de efluxo ativo podem bombear alguns desses solutos penetrados
passivamente para fora da célula endotelial. Moléculas polares essenciais, tais como
aminoacidos e glicose atravessam a membrana por influxo mediado por transportadores (de
forma passiva ou, secundariamente, ativa), jA& as macromoléculas, tais como peptideos e
proteinas, em todo o endotélio sdo transportadas por meio de transcitose mediada por
receptores. A transcitose adsortiva pode ser induzida de forma ndo especifica, por
macromoléculas carregadas positivamente, resultando na passagem dessas macromoléculas
através da BHE. Pode ocorrer também uma modulacdo nas juncGes estreitas, afetando a
permeabilidade da via de difusdo paracelular aquosa (ALAM et al., 2010; SERLIN et al.,
2015).

Lipinski e colaboradores (2001) definiram caracteristicas, que estdo presentes na
maioria dos farmacos e que garantem uma permeacdo adequada para agir em um organismo,
entre elas estd o peso molecular (<500) e o coeficiente de particdo (LogP <5). A maioria dos
farmacos é absorvida por difusdo passiva atraves das células, pela via transcelular, pois a
presenca das juncdes estreitas impede a passagem pela via paracelular (PARDRIDGE, 2002).
Assim, compostos lipofilicos, capazes de atravessar as membranas, sd0 mais permeaveis,
existindo uma estreita relacdo entre o coeficiente de particdo do farmaco e sua permeabilidade
através da BHE (LIPINSKI et al., 2012).

Para transpor a BHE e possibilitar o acesso de agentes terapéuticos ao cérebro,
algumas abordagens sdo atualmente utilizadas, podendo ser por meio de métodos invasivos;
farmacoldgicos, como 0s nanocarreadores coloidais, lipossomas e nanoparticulas poliméricas;
ou fisioldgicos, como a modulacdo das juncOes estreitas, o estimulo fisico, quimico e
biologico (GABATHULER, 2010; ALYAUTDIN et al., 2014). Em meio a essas abordagens,
as que consideram a utilizacdo de potencializadores de permeacdo e o uso de polimeros

carreadores sdo alvos de extensa curiosidade no campo da pesquisa (ALAM et al., 2010).

O uso de tecnologias capazes de transportar moléculas através das células endoteliais
da BHE permite uma distribuicdo homogénea de agentes terapéuticos no cérebro e, assim,
proporciona uma uniforme e rapida exposicao as células cerebrais (GABATHULER, 2010).
Alguns fatores podem favorecer esta habilidade de atravessar a BHE, como o tamanho

molecular menor que 500 Da, a carga (baixa capacidade de ligacdo de hidrogénio) e a



19

lipofilicidade da droga, quanto mais lipossoltvel, melhor o transporte (LIPINSKI et al.,
2012).

Um avanco para alcancar a capacidade de vetorizacdo efetiva de farmacos ao SNC
seria 0 desenvolvimento criterioso de estratégias de liberagdo, com base na compreensao de
suas interacbes com o ambiente bioldgico, além das alteracdes que ocorrem com a progressao
das doencas, o mecanismo e o local de acdo dos farmacos e a patobiologia das doencas
(ALAM et al., 2010). E extremamente importante que o sistema de liberagdo desenvolvido
ndo deve exercer impacto significante, seja a curto ou longo prazo, nas fungdes cerebrais
(CHEN e LIU, 2012).

Os nanocarreadores fazem parte de uma classe emergente de sistemas de liberacdo de
farmacos que podem ser facilmente adaptadas para a vetorizacdo a diversas partes do corpo,
incluindo o cérebro. Na Gltima década tem atraido a atencéo para sua utilizagdo no transporte
de farmacos através da BHE. Eles podem transportar uma diversidade de farmacos,
controlando sua liberacdo, e suas propriedades de superficie podem ser modificadas. Essas
caracteristicas fazem deles uma alternativa atraente para o transporte de farmacos através da
BHE (CHEN e LIU, 2012).

3.2 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS
3.2.1 Acido Fertlico

O é&cido feralico (AF, &cido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)propil-2-enoico) ¢ um
composto fenolico, extremamente abundante em plantas, encontrado comumente em diversos
vegetais, frutas e graos (LIN et al., 2013). E sintetizado pela via do chiquimato, a partir da
fenilalanina ou da L-tirosina. Na natureza, pode ocorrer tanto na forma Z (liquido oleoso
amarelado) como na forma de seu isdmero E (cristal branco), sendo a Gltima mais frequente,
cerca de 90% (GRAF, 1992; PAIVA et al., 2013).

FIGURA 2: ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO FERULICO

Fonte: o autor
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Apresenta caracteristicas desfavoraveis, como sua facil oxidagéo e fotossensibilidade,
responsaveis pela conversdo parcial do isbmero E para o isbmero Z, muito menos ativo.
Embora possua baixa solubilidade em agua, tem caracteristicas hidrofilicas, como sugere sua
estrutura (Figura 2) e é confirmado por estudo que avalia estas caracteristicas (SOHN e OH,
2003). A insolubilidade em agua é um obstaculo nas formulacdes farmacéuticas, afetando a
sua estabilidade e a biodisponibilidade dos farmacos (KIPP, 2004).

Facilmente metabolizado (KESH et al., 2013), absorvido por via oral e rapidamente
eliminado (LI et al., 2011). Embora a identificacdo, e a importancia quantitativa, das vias
enzimaticas e/ou dos transportadores no processo de eliminacdo do acido ferdlico ndo estejam
bem definidas, estudos de sua farmacocinética propdem o envolvimento de enzimas do
citocromo P450 (CYP), sulfotransferases, glucuronosiltransferases e transportadores de acidos
monocarboxilicos (LI et al., 2011).

O AF apresenta atividade antioxidante e antiinflamatéria (LI et al., 2011). Além dessas
atividades, varias outras tém sido demonstradas como anticancer, antiapoptotica e
antidiabética (LIN et al., 2013). Possui vérias propriedades fisioldgicas como a inibicdo da
promocdo de tumor, a reducdo do colesterol sérico (especialmente o total), do perfil lipidico
hepético e do nivel de triglicerideos, e também possui acdo hepatoprotetora (KESH et al.,
2013)

Adicionalmente, atenua o estresse oxidativo induzido pelo glutamato. Lin et al. (2013)
indicaram a inibicdo da liberacdo do glutamato pela supressdo de canais de calcio voltagem
dependente em estudo in vitro. A neurotoxicidade induzida pela proteina amiléide também &
atenuada pelo AF. Além disso, protege contra a lesdo cerebral devido a isquemia e melhora a
perda de memdria induzida pela B-amildide (YAN et al., 2013), sugerindo um papel

neuroprotetor para o acido ferulico (LIN et al., 2013).

3.2.2 Ferulato de Hexadecila

O éacido feralico ocorre naturalmente na forma de éster em varias plantas (GRAF,
1992). O ferulato de hexadecila [(2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)acrilato de hexadecila ou
ferulato de cetila] é um éster derivado do acido ferulico que, na natureza, € encontrado em
raizes, como as de algumas espécies de batatas. Os primeiros registros encontrados foram de
guando foi isolado por Kawasaki et al. (1992). A estrutura quimica do FH esta representada
na Figura 3.
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FIGURA 3: ESTRUTURA QUIMICA DO FERULATO DE HEXADECILA
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Fonte: o autor

A presenca de um grupamento éster e de uma longa cadeia alquilica torna esse
composto mais lipofilico, aumentando assim sua habilidade para atravessar membranas, que
sdo de natureza lipidica. Especialmente para o acesso ao SNC, o aumento da lipofilicidade se
torna atil por facilitar seu transporte através da barreira hematoencefalica (MANCUSO e
SANTANGELDO, 2014).

Um estudo realizado por Anselmi et al. (2004) mostrou que a conformacao do FH o
torna menos suscetivel a interagir, por forca de van der Walls, com os fosfolipideos de
membrana e nela permanecer ancorado, quando comparado a outros ésteres alquilicos
derivados do acido ferdlico.

H& uma estreita relacdo entre o coeficiente de particdo (log P) de um farmaco e a sua
permeabilidade na BHE como relata Lipinski et al. (2012). Comparando-se os valores de log
P do FH e do AF de 8,86 e 1,25, respectivamente, o FH estaria mais suscetivel a transpor essa
barreira. Adicionalmente, estudos sugerem que a solubilidade de um composto em lipideos
pode ser um importante fator para a eficiéncia da supressdao da oxidacdo lipidica e que
ferulatos de cadeia alquilica seriam mais promissores antioxidantes do que o AF (FANG et
al., 2006).

3.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS COMO SISTEMA DE LIBERA(}AO MODIFICADA DE
FARMACOS

Uma caracteristica importante da nanotecnologia é sua possibilidade de modificacéo e
adaptacdo para satisfazer as necessidades das diversas condi¢Ges patoldgicas (SAHOO e
LABHASETWAR, 2003). Na area das ciéncias farmacéuticas, essa tecnologia esta voltada ao
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos com o objetivo de
direcionar e/ou regular a liberacdo de farmacos (SAKATA et al., 2007). Algumas de suas
vantagens e beneficios sdo a versatilidade, a flexibilidade e a adaptabilidade (LU et al., 2004).

A nanotécnologia pode ser empregada no desenvolvimento de sistemas de liberacao de
farmacos na forma de nanoparticulas poliméricas, nanoesferas, nanosuspensoes,

nanoemulsdes, nano-micelas e nano-lipossomas, nanocristais, nanotubos de carbono,
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nanofibras e nanorobds, nanoparticulas lipidicas sélidas e veiculos lipidicos nanoestruturados
(SAHOO e LABHASETWAR, 2003).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
didmetro inferior a 1 pm (PUISIEUX et al., 1994). Constituidas por polimeros
biodegradaveis, sdo de grande interesse devido as suas potencialidades terapéuticas e a maior
estabilidade nos fluidos biolégicos e durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et al.,
2003). O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, que diferem entre si na

composicao e organizagao estrutural (Figura 4).

FIGURA 4: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE NANOCAPSULAS E NANOESFERAS
POLIMERICAS

Nanocapsulas Manoesferas
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a) farmaco dissolvido no ndcleo oleoso das nanocéapsulas;

b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas;

c) fArmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas;

d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas
Fonte: Adaptado de Schaffazick et al. (2003)

As nanocépsulas sdo constituidas por um involucro polimérico, disposto ao redor de
um ndcleo oleoso. O farmaco pode estar dissolvido nesse nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. As nanoesferas, diferentemente, ndo apresentam 6leo em sua composi¢do e séo
formadas por uma matriz polimérica, onde farmaco pode ficar retido ou adsorvido
(PUISIEUX et al., 1994).

Existem varios metodos relatados na literatura para o preparo de sistemas constituidos
por nanoparticulas poliméricas, que podem ser, de forma geral, classificados como métodos
de polimerizacdo de mondmeros ou de uso de polimeros pré-formados (PINTO REIS et al.,
2006).

A escolha do método deve ser feita considerando as caracteristicas de solubilidade da
substancia terapeuticamente ativa e a razdo farmaco/polimero deve ser adequada & obtencgéo
de uma eficiéncia de encapsulagdo elevada e toxicidade reduzida (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998; VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009).
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Para incorporar farmacos lipofilicos é adaptado o método de preparo a partir de
polimeros pré-formados, como os poliesteres alifaticos (SEVERINO et al., 2011). Esse
método é de facil controle, maior rendimento, e pode ser realizado por emulsdo-evaporacao
do solvente (WANG et al., 2011), por deslocamento do solvente (TAHARA et al., 2010), por
salting-out (WHEATLEY e LEWANDOWSKI, 2010) ou por emulsdo-difusdo do solvente
(OZTURK et al., 2010; SOUTO et al., 2012).

Nas ultimas décadas as nanoparticulas tém atraido bastante interesse na vetorizagédo de
farmacos ao SNC, pois possuem grande potencial de facilitar o transporte de drogas através de
barreiras, como a BHE. Algumas propriedades, como tamanho reduzido, superficie adaptada,
melhor solubilidade e multipla funcionalidade, as tornam capazes de interagir de uma maneira
nova com complexas funcdes celulares (SAHOO e LABHASETWAR, 2003).

As nanoparticulas sdo capazes de proteger o farmaco da degradacdo e propiciam
interessantes propriedades in vivo, como aumento da sua absorgdo, maior capacidade de
ultrapassar barreiras bioldgicas (ja referida) e distribuicdo diferenciada e otimizada
(OPPENHEIM, 1981).

Uma vez que a superficie e a carga superficial podem ser modificadas pela insercao de
determinados ligantes, como por exemplo, anticorpos, tensoativos e polimeros, elas podem
ser direcionadas para células e tecidos especificos (macréfagos, células tumorais, cérebro,
entre outros). Assim, sdo estratégias de alto desempenho para prolongar a liberacdo do
farmaco e consequentemente, potencializar o tempo de meia-vida nos compartimentos
biol6gicos (OPPENHEIM, 1981).

Entretanto, o desenvolvimento de sistemas coloidais (nanoparticulas e lipossomas)
para o direcionamento de farmacos é limitado pela rapida ligacdo das proteinas plasmaticas a
superficie das nanoestruturas administradas (opsoniza¢do) assim que eles atingem a
circulacéo sistémica (GREF et al., 1994).

A opsonizagdo promove o0 reconhecimento e a captacdo dos carreadores coloidais por
células do sistema fagocitario mononuclear (SFM), particularmente as células de Kupffer do
figado e macrofagos do baco, levando a uma répida depuragdo das nanoparticulas da
circulacdo sanguinea (GREF et al., 1994). Apo6s a opsonizacdo pode ocorrer fagocitose,
englobamento do material estranho presente na corrente sanguinea por células fagocitarias,
destruicdo e remocéo da circulacao.

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para modificar superficies de nanoparticulas,
com o objetivo de diminuir, retardar ou até mesmo eliminar sua adsorcdo as proteinas

plasmaticas e, consequentemente prolongar o tempo de circulacdo das nanoparticulas no
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organismo (GREF et al., 1994; MOSQUEIRA et al., 2001; SOPPIMATH et al., 2001,
MOGHIMI e SZEBENI, 2003; OWENS Ill e PEPPAS, 2006).

Um método que tem sido largamente utilizado é o método de revestimento da
superficie com polimeros hidrofilicos/tensoativos e de desenvolvimento de copolimeros
biodegradaveis com segmentos hidrofilicos, que podem reduzir as interagdes eletrostaticas e
hidrofobicas, pelas quais as opsoninas sao adsorvidas a superficie das particulas
(MOSQUEIRA et al., 2001).

Nesse sentido, a modificacdo das caracteristicas superficiais das nanoparticulas, seja
pela adsorcdo ou ligacdo covalente de polimeros hidrofilicos na superficie das mesmas,
demonstra ser uma estratégia promissora para a obtencéo de carreadores furtivos, ou seja, que
impedem o fenémeno de opsonizacdo e escapam da captura pelas células fagocitarias (GREF
et al., 2000; MOSQUEIRA et al., 2001).

A presenca de uma cobertura feita com cadeias longas de polimeros hidrofilicos
promove uma estabilizacao estérica das nanoparticulas, evitando a opsonizacao e a fagocitose.
Entre os polimeros com a finalidade de estabilizacdo estérica, o polietilenoglicol (PEG) € o
polimero mais comumente utilizado para promover a modificacdo da superficie. O modo de
fixacdo desse polimero sobre a superficie das particulas pode, como mencionado, envolver a
adsorcdo fisica ou a ligacdo covalente com o polimero formador da matriz ou da parede
polimérica (HANS e LOWMAN, 2002).

As moléculas de PEG podem ser associadas as nanoparticulas por diferentes métodos:
ligagcdo covalente, mistura durante a preparacao das nanoparticulas e adsorcéao a superficie das
particulas previamente preparadas (HANS e LOWMAN, 2002).

As caracteristicas fisico-quimicas do PEG, como a alta hidrofilicidade, presenca de
cadeias flexiveis, neutralidade elétrica e a auséncia de grupos reativos sdo adequadas para
prevenir interacdes com componentes bioldgicos, como o sistema fagocitario mononuclear
(GREF et al., 1995; STORM et al., 1995).

A repulséo estérica é resultado de uma perda de entropia conformacional das cadeias
de PEG ligadas a uma superficie estranha e uma baixa energia livre interfacial do PEG em
agua e contribuem para uma importante propriedade fisiologica das nanoparticulas revestidas
com PEG (OTSUKA et al., 2003). Além de evitar o reconhecimento pelos anticorpos do
organismo, a presenca de PEG na superficie das nanoparticulas aumenta o tempo de
residéncia desses sistemas na circulagdo sistémica, podendo otimizar as respostas terapéuticas
(MOSQUEIRA et al., 2001; HANS e LOWMAN, 2002).
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3.3.1 Formas farmacéuticas de liberagdo modificada contendo acido ferulico e seus ésteres

Em levantamento bibliografico, foram encontrados alguns estudos trazendo o uso de
AF e/ou seus ésteres em formas farmacéuticas de liberacdo modificada. Um estudo sintetizou
nanoparticulas com albumina de soro bovino tendo como alvo o tecido hepético, entretanto,
utilizava o sal ferulato sodico e ndo o éster (LI e HUANG, 2008). Produziram-se, ainda,
nanoparticulas de acido ferulico pelo método de dupla emulsdo para estudo do efeito
anticancer em celulas de céncer de pulmd (MERLIN et al., 2012). Nanoparticulas
magnéticas contendo ferulato de sédio mostraram efeito protetor em rins de ratos expostos a
um modelo de sepse (MA et al., 2013).

O estudo de Souto e colaboradores (2005) utilizou um éster do &cido feralico, o n-
dodecil-ferulato, em nanoparticulas com finalidade de fotoprote¢do. Outrossim o efeito
fotoprotetor do ferulato foi utilizado no estudo de Trombino et al. (2009) que sintetizaram
nanoparticulas baseadas em estearil-ferulato para diminuir a fotosensibilidade de B-caroteno e
a-tocoferol. Outro estudo de Trombino e colaboradores (2013) utilizou a mesma técnica de
nanoparticulas com base em éster de AF, desta vez contendo AF, e foi observado que a
nanoparticula protegeu o AF da fotodegradacao, resultando em um bom efeito antioxidante

em testes in vivo.

Com relacdo ao SNC, dois estudos testaram o efeito neuroprotetor do acido ferulico
(AF) livre e em nanoparticulas sélidas em cultura celular, obtendo resultado de redugédo de
estresse oxidativo e morte celular em modelos de estudo de Doenga de Alzheimer (PICONE
et al., 2009; PICONE et al., 2013). Outro estudo mais recente, de Wu e colaboradores (2014),
produziu nanoparticulas contendo acido ferdlico e quitosana e testou em modelo de lesdo de
medula espinhal, observando que o sistema nanoestruturado possibilitou maior tempo na
circulacdo e acesso a matéria cinzenta e branca do SNC, além de preservar axénios e bainha

de mielina e reducdo de resposta inflamatoria no local afetado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador magnético com aquecimento (SOLAB, modelo SL-91, Piracicaba, Brasil);
Balanga analitica (CELTAC, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil);

Balanca termogravimétrica (SHIMADZU, modelo TGA-50, Quioto, Japéo);

Bomba de vacuo (FISATOM, modelo 830, Séo Paulo, Brasil);

Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21GlI, Téquio, Japdo);
Destilador de &gua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Séo Paulo, Brasil);
Difratdmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima 1V, Quioto, Japédo);

Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU, modelo IR
Prestige-21, Quioto, Jap&o);

Espectrometro de auto-correlacdo a laser (MALVERN INSTRUMENTS, modelo
Zetasizer Nanoseries ZS90, Malvern, Reino Unido);

Estufa a vacuo (TECNAL, modelo TE 395, Piracicaba, Brasil);

Evaporador rotativo (FISATOM, modelo 801, So Paulo, Brasil);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Jap&o);

Microscopico eletronico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX-550, Quioto,
Japdo);

Microscopio eletronico de transmissdo (JEOL, modelo JEM 1200 EX-II, Toquio,
Japdo)

Sistema de ultrapurificagdo de agua (Milli-Q®, MILLIPORE, Bedford, Estados
Unidos);

Potencidmetro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 221, Sdo

Paulo, Brasil).
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4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Farmacos

Acido Fertlico — FA; C10H1004; MW: 194,18 Da (99,80% de pureza, Suzhou Leader
Chemical Co. LTDA., Suzhou, China);
Quercetina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos)

4.2.2 Polimeros

Poli(s-caprolactona) (PCL, Mw  10.000-14000 g.mol™®,  Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, Estados Unidos);
Polietilenoglicol (PEG, Mw 5.400-6.600 g.mol®, CROMATO PRODUTOS
QUIMICOS, Diadema, Brasil).

4.2.3 Agua Purificada

Para a elaboracdo das suspensdes de nanocapsulas, determinacdo do tamanho de

particula e potencial zeta foi empregada agua ultrapura, obtida por meio do sistema Milli-Q®
(MILLIPORE, Bedford, Estados Unidos).

4.2.4 Solventes e demais reagentes

ABTS™ (2,2%-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfonico, Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, Estados Unidos);

Acetato de etila P.A. ACS (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos);
Acetona P.A (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos);

Brometo de potassio grau espectroscépico (KBr) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
Estados Unidos);

DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados
Unidos);

Etanol absoluto;

Hexano P.A. (BIOTEC);

HOCI (acido hipocloroso, 30 uM, Polipur® 4442)

Metanol grau HPLC (EMD CHEMICALS INC., Darmstadt, Alemanha);
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e Monooleato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, DELAWARE, Porto
Alegre, Brasil);

e Monooleato de sorbitano (Span 80® OXITENO, Maua, S&o Paulo);

e Persulfato de potassio (2,46 mM, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos);

e Tampdo fosfato de sodio 10, 50 e 100 mM;

e TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos)

e Triglicerideos dos acidos céprico /caprilico (FOCUS QUIMICA, S&o Paulo, Brasil).

4.2.5 Outros materiais

e Cromatoplacas de Silica-gel 60 F254 Merck®;

e Membranas de ultrafiltracdo (Amicon® Ultra-0,5 mL 10K, MILLIPORE, Bedford,
MA, Estados Unidos);

e Silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) Merck®;



4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa iniciou com a obtencdo de derivado lipossoltvel do acido ferdlico, ferulato
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de hexadecila (FH), por meio de esterificacdo e posterior desenvolvimento de nanocapsulas

poliméricas contendo este derivado. Para a caracterizagdo do FH foi realizada espectrometria

no infravermelho (IVTF) e ressonancia magnética nuclear (RMN). As nanoparticulas

poliméricas foram caracterizadas por meio de estudos morfoldgicos, espectroscopicos e

térmicos. Para a determinacdo quantitativa do ferulato de hexadecila incorporado nas

nanoparticulas poliméricas foi utilizado o método por espectroscopia UV, previamente

validado, avaliando a eficiéncia de incorporagdo do farmaco.

A estabilidade das nanoparticulas poliméricas foi investigada. As etapas descritas

estdo esquematizadas no fluxograma da Figura 5.

FIGURA 5: FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA PESQUISA
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4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.4.1 Sintese do ferulato de hexadecila
Como estratégia para a sintese do éster de acido ferulico (AF) e visando melhorar sua
lipofilicidade, o alcool cetilico (AC), de longa cadeia alquilica (16 carbonos), foi utilizado. A
reacdo entre o AF e o AC foi desenvolvida empregando a 1,3-dicicloexilcarbodiimida (DCC)
como agente desidratante em tetra-hidroflurano (THF) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
como catalizador, tomando como base o trabalho desenvolvido por Neises e Steglich (1978).
A esterificacdo de Steglich é uma reacdo branda que consiste em utilizar DCC como
reagente de acoplamento e DMAP como catalisador. Além do éster final é obtido também o
subproduto diciclo-hexiluréia (DHU) (NEISES e STEGLICH, 1978). A Figura 6 ilustra o

mecanismo envolvido na esterificacéo.

FIGURA 6: ETAPAS DA REACAO DE ESTERIFICACAO

Fonte: o autor

Na primeira etapa o AF reage com o DCC para formar um intermediario O-acil
isoureia, com reatividade similar a do anidrido do acido dodecandico e, portanto, mais reativo
que o reagente de partida. Dependendo da velocidade da reacdo, uma reacdo paralela pode
ocorrer na forma de um rearranjo 1,3 do intermediario O-acil isouréia a um N-acil uréia que
ndo prossegue reagindo com o alcool. O DMAP é adicionado na segunda etapa tanto como
catalisador como para impedir essa reacdo paralela que poderia comprometer o rendimento da
esterificacdo e a purificacdo do produto final. Neste caso, 0 DMAP atua como um reagente de
transferéncia, e é nesta etapa que os grupos hidroxilas atacam o intermediario para a formacao
do ferulato de hexadecila (FH).

Em baldo de fundo redondo foi adicionado 50mL de THF seco, onde foi dissolvido 2 g
(10,3 mmol) de AF e 12,48 g (51,5 mmol) de AC. A solucio foram adicionadas quantidades



31

cataliticas de DMAP e 2,12 g de DCC (10,3 mmol). A atmosfera do sistema foi trocada por
nitrogénio e a mistura reacional mantida em agitacdo magnética, sob fluxo de nitrogénio, por
12 h, a temperatura ambiente.

Transcorrido esse tempo, a mistura reacional foi filtrada utilizando algodéo, por duas
vezes, para a retirada da N-N’-dicicloexiluréia (DCU) formada durante a sintese. A solu¢édo
obtida ap0s a filtracéo foi transferida para um baldo de fundo redondo e levada ao evaporador

rotatorio, para a retirada do THF.

4.4.1.1 Purificacdo do ferulato de hexadecila

O produto obtido da sintese foi purificado utilizando cromatografia em coluna
cromatogréfica (CC; 50 X 500 mm), preenchida com Silica-gel 230 mesh, Merck® (0,063 —
0,200 mm) como fase estacionaria na razdo silica:zamostra 10:1 (m:m). A elui¢do foi realizada,
em sistema de passagem de solventes, com fase mdvel de hexano e acetato de etila puros ou
combinados em diferentes propor¢des e seguindo ordem crescente de polaridade (100:0,
90:10, 80:20, 70:30).

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi empregada para andlise e reunido das
fracbes obtidas por cromatografia em coluna. Utilizou-se, como fase estacionaria,
cromatoplacas de Silica-gel 60 F254 Merck® e como fase mdvel os solventes hexano,
coroférmio e acetato de etila (puros ou combinados). Como reveladores foram utilizados
vanilina e cloreto férrico. As substancias em andlise foram evidenciadas pelo uso de radiacdo
ultravioleta sob os comprimentos de onda de 254 e 366 nm. O critério para a purificacéo foi a
presenca de uma Unica banda na CCD. Finalmente, o éster foi seco durante 2 dias em um
liofilizador a — 40°C e 400 pHg de vacuo.

4.4.1.2 Caracterizacdo do ferulato de hexadecila
O produto da reacédo de esterificacdo formado foi caracterizado por espectrometria no

infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e ressonancia magnética nuclear (RMN).

4.4.1.3 Perfil da acéo sobre radicais livres e espécies reativas de oxigénio

Para verificar o potencial scavenger, foi realizada avaliacdo in vitro em sistemas
modelo. Amostras de FH, AF e do padrdo quercetina (Sigma-Aldrich®) foram solubilizadas
em metanol na concentracéo inicial de 1 mg.mL™ e realizadas diluicBes para as concentragdes

entre 0,3 mg.mL™ e 0,01 mg.mL™. A acéo antioxidante foi testada frente aoc DPPH’, ABTS™,
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HOCI. As absorbancias (ABS) foram lidas em espectrofotdOmetro de placas Bioteck® pQuant.
Os resultados foram adquiridos em triplicata e expressos como a porcentagem de inibicéo,

pela seguinte formula:
Inibicdo (%) = ((ABSoxidante - ABSteste)/ABSoxidante) x 100,

onde ABSoxidante é a absorbancia lida da solucdo contendo apenas o oxidante e ABSteste é a
absorbéncia lida da mistura contendo o FH, o AF ou o padrdo quercetina adicionado ao

oxidante.

A concentracdo que promoveu 50% da inibicao dos radicais livres e espécies reativas
(CI50) foi obtida plotando-se os dados de inibic¢éo e a concentracdo final de cada amostra. Os

calculos e gréaficos foram feitos usando o software GraphPad Prism® 5, versao 5.01.
4.4.1.3.1 Agdo scavenger sobre 0 DPPH’

A acdo das amostras foi testada frente a 60 pM do radical estavel DPPH" (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil, Sigma-Aldrich®) solubilizado em etanol absoluto. O meio foi composto
pelas amostras com concentracdo entre 0,1 e 50 pg.mL™, solucdo de DPPH’ e o meio
reacional completado para 1000 uL. com etanol absoluto. A mistura foi incubada por 15
minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A acdo scavenger foi observada pelo
decréscimo da absorbancia em A = 531 nm (SOARES et al., 1997).

4.4.1.3.2 Acio scavenger sobre 0 ABTS™

O radical catibnico ABTS™ (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico),
Sigma-Aldrich®) foi preparado reagindo 5 mL de solucéo aquosa de ABTS™ (7 mM) com 88
uL de persulfato de potassio (2,46 mM, Sigma-Aldrich®), deixando-se a reagdo ocorrer em
temperatura ambiente, ao abrigo de luz, durante 12 a 16 horas antes do uso (RE et al., 1999).
Antes do ensaio, a solugdo de ABTS™ foi diluida com tamp&o fosfato de sédio 10 mM
(relacdo 1:20). As amostras, em concentragdes entre 0,1 e 50 pg.mL™, foram adicionadas as
placas juntamente com ABTS™ e tampé&o fosfato de sédio 100 mM, completando um volume
final de 1000 pL de meio reacional. Procedeu-se uma incubagdo de 15 minutos ao abrigo da

luz e entdo foi feita a leitura em A = 734 nm.
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4.4.1.3.3 Acéo scavenger sobre o HOCI

As reacOes foram feitas em tampdo fosfato de sédio 50,0 mM, pH 7,4, para um
volume final de 1000 pL, conforme realizado por da Costa et al. (2004), com modificages.
As amostras, em concentracdes entre 0,1 e 300 pg.mL™, foram adicionadas ao meio
juntamente com acido hipocloroso (HOCI, 30 uM, Polipur® 4442) e incubadas ao abrigo da
luz por 10 minutos. Em seguida, o TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich®) (2,8
mM) foi preparado e adicionado, seguido de mais 5 minutos de incubagdo. As leituras de
absorbancia foram efetuadas em A = 652 nm.

A concentracdo da solucdo de acido hipocloroso (HOCI) preparada em &gua foi
determinada espectrofotometricamente pelo seu coeficiente de extingdo molar (g) em

comprimento de onda de 295 nm (350 M cm™) (ZGLICZYNSKI et al., 1971).

4.4.2 Obtencdo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

Suspenses de nanocapsulas, obtidas a partir do polimero poli(e-caprolactona) (PCL) e
de blenda PCL-PEG, contendo FH, foram preparadas pelo procedimento de deposicdo
interfacial do polimero pré-formado descrito anteriormente (FESSI et al., 1989).
Resumidamente, o polimero ou blenda polimérica (0,100 g) foi solubilizado em acetona (27
mL), em presenca de Span 80® (0,077 g), ferulato de hexadecila (0,01 e 0,02 g) e
triglicerideos de cadeia média (TCM, 0,3 g). Apds 60 minutos de agitacdo magnética
moderada a 40°C, a fase organica foi adicionada & fase aquosa (54 mL) contendo Tween 80°
(0,077 g). A agitacdo magnética foi mantida por 10 minutos ap6s o término da adicdo. O
solvente orgéanico e o excesso de &gua foram, entdo, eliminados por rota-evaporacdo para
atingir um volume final de 10 mL e concentracdo do FH de 1,0 mg/mL (NC(1)) e 2,0 mg/mL
(NC(2)). Para fins comparativos, foi preparada uma suspensdo de nanocapsulas sem a adigéo
do farmaco (NC(QO)), como controle negativo. Todas as formula¢fes foram preparadas em

triplicata. As composic¢des das formulacgdes estdo indicadas na Tabela 1.



TABELA 1: COMPOSICAO DAS FORMULAGOES DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS
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FORMULACAO

Fase Organica

Fase Aquosa

FH PCL PEG TCC Acetona Span Twen Agua

(%) (%) (9 (9 (mL) 80®(g) | 80®(g) (mL)
NC-PCL (0)* — 0,1 — 0,3 27 0,077 0,077 54
NC-PCL (1)? 0,01 0,1 — 0,3 27 0,077 0,077 54
NC-PCL (2)? 0,02 0,1 — 0,3 27 0,077 0,077 54
NC-PCL-PEG (0)1 — 0,075 0,025 0,3 27 0,077 0,077 54
NC-PCL-PEG (1)° 0,01 0,075 0,025 0,3 27 0,077 0,077 54

0,02 0,075 0,025 0,3 27 0,077 0,077 54

NC-PCL-PEG (2)°

Icontrole negativo das nanocapsulas poliméricas; “nanocapsulas de poli(€-caprolactona); *nanocapsulas de poli(€-
caprolactona) com polietilenoglicol

4.4.2.1 Obtengdo das misturas fisicas

As misturas fisicas (MF), entre os polimeros utilizados e o FH, foram preparadas para

0 estudo de caracterizagdo comparativo com as formulaces de nanocapsulas desenvolvidas.

Essas misturas foram constituidas na propor¢cdo, em massa, de 1:1 (FH:PCL) e 1:1:1

(FH:PCL:PEG).

4.4.3 Desenvolvimento e Validacdo do Método Analitico por UV-VIS

A validacéo foi realizada segundo os critérios propostos pelo International Conference

on Harmonisation of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH, 2005) e pela Resolugdo 899 de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).

Os ensaios foram efetuados em espectrometro UV-VIS NIR (Varian Cary 50;

Mulgrave, Australia). Todas as medidas de absorbancia foram realizadas em cubeta de

quartzo de 1 cm de percurso Optico, na faixa espectral entre 200 e 800 nm.

O método analitico por UV-VIS foi desenvolvido e validado para quantificar o teor do

FH encapsulado e avaliar a eficiéncia de encapsulacdo. Os parametros avaliados foram

especificidade, linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, preciséo, exatiddo e

robustez.
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4.4.3.1 Preparo das solugdes padrdo
A solucéo padrao estoque de FH foi preparada em etanol a uma concentracao de 250
ng.mL™. Diluicdes foram realizadas com objetivo de obter solugdes com concentragdes entre
20,0 e 100,0 pg.mL™, a concentracéo de 60,0 pg.mL™ foi o ponto médio da curva analitica.
A solucdo padréo contendo 250 pg mL™ de FH foi preparada solubilizando-se 12,5 mg
de FH em pequena quantidade de alcool etilico e posteriormente completando-se com ele o
volume do baldo volumétrico de 50 mL. Esta solucdo foi mantida a temperatura ambiente e

protegida da luz.

4.4.3.2 Desenvolvimento e validacdo do método para quantificacdo de ferulato de hexadecila

Para avaliar a melhor condicdo de leitura e identificar o espectro de absorcdo do FH
ele foi submetido a varredura na faixa do ultravioleta e do visivel. O comprimento de onda em
que apresentou o pico de maxima absorc¢éo foi selecionado para a realizacdo das medicGes.

A especificidade foi determinada por analise do espectro de absorcdo do FH em
comparacdo aqueles obtidos com as formulag¢fes de nanocépsulas poliméricas sem o FH, com
0 objetivo de confirmar que nenhum componente da formulagéo interferiu na quantificagéo.

A linearidade do método foi avaliada por regressdo linear usando o método dos
minimos quadrados, pela média dos pontos de trés curvas analiticas auténticas. Foram
realizadas diluicdes a partir da solucéo trabalho (padrdo) em uma faixa de concentracdo entre
20 a 100 pg.mL™. Em seguida, as solucdes foram submetidas & anélise espectofotométrica. Os
graficos da curva de calibracdo foram obtidos representando a absorbancia versus
concentracdo. A inclinacdo e outros pardmetros das curvas analiticas foram calculados por
regressao linear e analise de variancia (ANOVA). A avaliacdo de cada ponto foi realizada em
triplicata.

Os limites de detecgéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados com base no

desvio padrdo (DP) e inclinacdo (S) das curvas analiticas, por meio das Equacdes 1 e 2.

3,3xDP ~
LD = % (EQUACAO 1)

10xDP -
LQ = (EQUACAO 2)
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A precisdo do método foi determinada seguindo o guia do ICH (2005). A precisao foi
avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria.

Para repetibilidade, trés concentracdes (25,0; 50,0 e 75,0 pg.mL™) foram avaliadas
em triplicata. A preciséo intermediaria foi avaliada por desvio padrédo (DP) e desvio padrédo
relativo (DPR) de seis medic6es de solucdo na concentracéo teérica de 50 pg.mL™, analisadas
intradia, interdia e com diferentes analistas.

A exatidao foi determinada por analises de recuperacdo, adicionando-se a quantidade
de 2,5 mg de FH & solucéo padrdo de FH (250,0 pg.mL™). Aliquota de 120 pL da solugéo
padréo FH (250,0 pg.mL™) e da nova soluco preparada (300,0 pg.mL™) foram diluidas para
4 mL em etanol, em triplicata, resultando em amostras a 30,0 ug.mL™ ou 36,0 pg.mL™,

respectivamente. A exatiddo (%) do método foi calculada, em triplicata, conforme Equacéo 3.

%Exatiddo = % x100 (EQUACAO 3)

onde, C36 e C30 correspondem ao valor da concentracdo experimental obtida.

A robustez foi avaliada nas amostras a 50,0 pg.mL™, por variagdes no comprimento
de onda, uso de solvente de diferentes fabricantes (Merk Millipore e Biotec) e diferentes
cubetas. O teste Tukey de Analise de variancia (ANOVA) foi realizado para avaliar se as
variacOes alteram o resultado das analises. Os resultados foram analisados utilizando o DPR
comparando com os valores obtidos para a condi¢do padréo.

4.4.4 Determinacgdo do FH incorporado e avaliacdo da eficiéncia de encapsulacéo

A quantificacdo do FH encapsulado foi realizada pelo método indireto, que determina
a concentracdo de farmaco ndo associado ao sistema carreador no ultrafiltrado. Uma aliquota
de 500 uL das suspensdes de nanocapsulas foram submetidas a ultrafiltracdo/centrifugacéo
usando um dispositivo de centrifugacdo (Amicon® 10.000 Mw, Milipore) a 22000 rpm por 10
minutos. O teor do FH foi determinado (n=3) no ultrafiltrado por UV-VIS, utilizando um

método analitico previamente validado segundo os preceitos estabelecidos pelo ICH (2005).

A eficiéncia de encapsulagdo (%) foi calculada pela diferenca entre a concentragdo
total e a concentragdo de farmaco livre (Equagédo 4).

EE% = FH inicial — FH livre x 100 (EQUACAO 4)
FH inicial
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Onde, FHinicial corresponde a concentragdo do farmaco adicionada inicialmente a
formulacéo e, FHIivre, a concentracdo de FH nédo incorporado as nanocapsulas, quantificadas

por UV. Os valores de EE% foram expressos como meédia + DP.
4.4.5 Caracterizacao das suspens@es de nanocapsulas poliméricas

4.4.5.1 Determinacéo do pH
A determinacdo do pH foi realizada em potenciémetro digital previamente calibrado
com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensdes coloidais, ap6s o preparo. Os

resultados representam a média de trés amostras diferentes.

4.4.5.2 Anélises morfoldgicas e de superficie
4.4.5.2.1 Determinacgdo do diametro médio e do potencial zeta

O tamanho médio de particula e o indice de polidispersdo (distribui¢cdo de tamanho)
foram medidos (n=3) por espectroscopia de correlacdo de fotons apoés a diluicdo de uma
aliquota de suspensdo de nanocépsulas em &gua purificada (1:500) (Zetasizer Nanoseries,
Malvern Instruments, Reino Unido). A analise de potencial zeta (n=3) foi feita no mesmo

equipamento apos a diluicdo da amostra em uma solucdo de NaCl a 10 mmol/L (1:500).

4.4.5.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura por Emisséo de Campo (MEV)

A avaliacdo morfologica e de superficie das nanoparticulas foi realizada em
microscopio eletrdnico de varredura por emissdo de campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno,
Republica Tcheca). As amostras foram submetidas & metalizagdo com ouro em metalizador
IC-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto, Japdo). Para obtencdo das eletromicrografias, foi
empregada voltagem de aceleracdo de 15 kV e utilizado software especifico (Electron Optical
Design).

4.4.5.2.3 Anélise por difracdo de raios X (DRX)

As nanocéapsulas poliméricas contendo FH, apos liofilizacdo, o FH, os polimeros puros
e 0s compostos de partida, alcool cetilico e cetil ferulato foram examinadas em difratbmetro
de raio-X XRD-6000 (Shimadzu), scan de 2’min e 20 de 5 a 80, radiacdo Ko de cobre
(A=1.5418A), corrente de 40 mA e voltagem 40 kV, para a observacio de possiveis picos

indicativos de cristalinidade.
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4.4.6 Avaliacdo por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)

As nanocéapsulas poliméricas contendo FH, apos serem liofilizadas, foram analisadas
por espectroscopia na regido do infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de
cada amostra e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2% m/m), no equipamento IR Prestige-
21 (Shimadzu), 32 scans.min?, resolucéo de 4 cm ™. Os espectros obtidos por infravermelho
com transformada de Fourier das amostras preparadas foram avaliados frente aos espectros do

farmaco puro, dos polimeros de partida e das respectivas misturas fisicas.

4.4.7 Anélise térmica
4.4.7.1 Calorimetria exploratoria diferencial

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (CED) foram realizadas para o FH,
0 AC e 0 AF (produtos de partida), bem como para as misturas fisicas e as nanoparticulas
poliméricas preparadas, apés liofilizacdo. As amostras foram colocadas em célula
calorimétrica de alumina. O instrumento STA 6000 (PERKIN ELMER, Waltham, MA,
Estados Unidos) foi calibrado usando indio (In; P.F.= 156,6°C; AHss = 28,54 J.g-l) como
padréo. As amostras foram aquecidas a uma taxa constante de 10 °C.min*, de 20 a 400 °C,
sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™*) constante.

4.4.7.2 Termogravimetria

A estabilidade térmica das amostras foi estudada por meio de curvas de
termogravimetria (TG). A anélise termogravimétrica foi realizada no mesmo equipamento,
STA 6000 (PERKIN ELMER, Waltham, MA, Estados Unidos), utilizando célula
calorimétrica de alumina, contendo aproximadamente 5 + 0,1 mg da amostra, onde foram
aquecidas a uma taxa constante de 10 °C.min™*, de 20 a 600 °C, sob fluxo de nitrogénio (50
mL.min™) constante. O equipamento foi previamente aferido com sulfato de cobre penta-
hidratado.

4.4.8 Estudo de estabilidade

As suspensdes de nanocapsulas foram armazenadas em temperatura ambiente (25 °C)
e protegidas da luz em frascos de vidro ambar. As formulaces foram monitoradas durante 2
meses de armazenamento pela medida do teor de farmaco, pH, tamanho de particulas,
distribuicdo de tamanho e potencial zeta.

4.4.9 Toxicidade e acdo sobre o estresse oxidativo em eritrocitos humanos
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4.4.9.1 Toxicidade sobre eritrocitos

O estudo foi realizado segundo Vellosa (2008), com modificacGes. O sangue total foi
centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos, o plasma foi retirado e as hemacias lavadas
utilizando uma solucéo tampéo de Fosfato de S6dio 10 mM/NaCl 150 mM. O processo de
centrifugacdo e lavagem se repetiu por mais duas vezes e ap0s a Ultima centrifugacdo foi
adicionado volume de tampdéo suficiente para a obtencdo de uma suspensao de eritrocitos a
5%. A suspensdo de eritrocitos foram adicionadas diferentes aliquotas de FH e NC-PCL-PEG
nas concentracdes de 0,2 a 8 ng.mL™. As amostras foram incubadas por 5 horas & temperatura
de 37 °C.

Apo6s uma hora de incubacdo aliquotas das amostras foram retiradas em tubos
contendo solucdo tampdo de Fosfato de Sdédio 10 mM/NaCl 150 mM, os tubos foram
homogeneizados por inversdo e centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
teve a absorbancia lida em 414 nm para a determinacdo da hemdlise, liberacdo da
hemoglobina das células para o meio reacional na presenca da amostra. A cada intervalo de
uma hora, durante cinco horas, novas aliquotas foram retiradas das amostras incubadas e o
procedimento repetido para a realizacdo da leitura da absorbancia e determinacdo da hemolise

Na presenca das amostras.

4.4.9.2 Acéo sobre o dano provocado pelo radical AAPH em eritrocitos

Foram avaliadas, da mesma forma, as a¢fes das amostras de FH e NC-PCL-PEG, nas
concentraces de 0,2 a 8 ng.mL™, na presenca de AAPH (25 mM), em suspensdo de
eritrocitos 5%.

Os procedimentos descritos nos ensaios de toxicidade e a¢do sobre o estresse oxidativo
em eritrocitos foram realizados, também, em tubos contendo a suspensdo de eritrécitos na
presenca e auséncia do AAPH, utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Este ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
de Ponta Grossa, sob n° do parecer: 1.795.644 e CAAE: 61037916.9.0000.0105.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DO FERULATO DE HEXADECILA
O FH foi obtido como um pé branco ou quase branco (off-white) pelo método de

esterificacdo empregado.
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5.1.1 Purificacdo do ferulato de hexadecila

Foi possivel observar, ainda na coluna, a formacdo de duas bandas, sugerindo a
separacdo do produto desejado nas proporcdes de eluente 80:20 (hexano:acetato de etila). O
primeiro composto a eluir (ferulato de hexadecila) foi detectado pela visualizagédo direta por
UV e posteriormente, a partir do acompanhamento da CC por CCD, verificou-se que ele
apresentou fator de retencdo (Rf = 0,69) distinto do segundo composto eluido (Rf =0,11).

Ap0s a evaporacao dos solventes, o ferulato de hexadecila foi identificado como um
pé branco ou quase branco, enquanto o segundo componente apresentou uma coloracdo

amarelada.

5.1.2 Rendimento da reacdo de esterificacéo

Ao final da sintese foi obtido 3,110 g de ferulato de hexadecila, conferindo um
rendimento de 76,77%. Esse rendimento esta em conformidade com o relatado na literatura
para 0 método de esterificacdo utilizado (NEISES e STEGLICH, 1978). Bernards e Lewis
(1992) obtiveram rendimentos inferiores a 25% utilizando apenas o DCC e rendimentos
maximos de 66% utilizando um &cido 1abil como forma de prote¢do, do grupo hidroxila livre
do acido ferulico, antes da adicdo do DCC. Outro estudo, que realizou a esterificacdo do acido
feralico por meio de biocatalizadores, obteve rendimentos entre 44 e 56% (CHIGORIMBO-
MUREFU et al., 2009). Estes resultados reforcam a eficiéncia do método de esterificacdo e a
favorével utilizacdo do DMAP como agente catalitico.

5.1.3 Caracterizacdo do ferulato de hexadecila

A caracterizacdo estrutural foi realizada por IVTF e RMN de 3C e 'H comparados
com dados da literatura. Alguns sinais observados nos espectros foram fundamentais para a
caracterizacdo e confirmacdo da formacdo do éster. Tais caracteristicas sugerem a obtencgéo
do produto desejado e sdo apresentadas nos itens que se seguem.

Também, foi possivel constatar uma alteracdo da solubilidade dos produtos de reacéo.
Observou-se que o produto sintetizado apresenta um carater mais apolar, em relacdo aos
produtos de partida, que sdo mais soluveis em solventes polares. Essa verificagdo passa a ser

outro indicio da efetividade da reacéo de esterificagdo.

5.1.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)
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A espectroscopia de infravermelho é uma técnica que fornece informacdes sobre os
grupos funcionais de moléculas. A partir da analise e da comparacdo dos espectros de IVTF
dos produtos de partida e do produto da reacao foi possivel avaliar a efetividade da reacdo. As
analises foram realizadas em pastilhas de KBr, de 4000 a 400 cm™ no equipamento Bio-Rad
Laboratories, Excalibur Series (FTS 3500GX), com 32 scans/min e resolucdo de 2 cm™.

O espectro de IVTF do FH, representado na Figura 7, apresentou bandas tipicas de

grupamento éster. Seu espectro pode ser comparado aos espectros do AF e AC (Figura 8).

FIGURA 7: ESPECTRO IVTF DO FERULATO DE HEXADECILA
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A presenca de uma banda de absorcdo tipica em 1725 cm™ (nC=0), associada &
absorcdo 1159 cm™ (nC-O), sdo indicativas da funcdo éster e nio sdo observados nos
espectros do AC e do AF. A absorcdo do estiramento C-O e a presenca de banda larga de
absorcéo em 3324 cm™ (nO-H) permite assinalar que a substancia tem fungdo mista éster e
fenol. A absorcdo em 2961 e 2867 cm™ sdo caracteristica do estiramento C-H de compostos
saturados, observado também no espectro do AC, referente a cadeia alquilica. As absorcGes
em 1273 e 1250 cm™ correspondem ao alongamento de insaturacdo do éster (C-C(=0)-O),

sinais ndo observados nos espectros do AC e do AF. As absorcdes em 1598 e 1515 cm™
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(nC=C,ArH) confirmam a presenca de estrutura aromatica e as ligacbes C-H do anel

aromatico sio confirmadas em 817 e 845 cm™.

FIGURA 8: ESPECTROS IVTF DO ACIDO FERULICO, ALCOOL CETILICO E
FERULATO DE HEXADECILA
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Esses resultados foram confirmados com o auxilio dos dados fornecidos pelos
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono.

5.1.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para a elucidacdo estrutural do FH, os espectros RMN foram registrados em
equipamento BRUCKER AVANCE DRX-400 operando a 9,4 T, observando *H em 400,13 e
3C em 100,61. Foi utilizado o sinal de deslocamento de TMS como referencial interno (5 = 0
ppm).

O espectrémetro € equipado com uma sonda multinuclear de deteccdo inversa de 5
mm com gradiente z (experimentos 2D) e sonda multinuclear de deteccdo direta de 5 mm
(espectros *H e 13C). Foi utilizado solvente CDCl; deuterado para diluicdo das amostras.

Os espectros de RMN de *C e *H confirmaram a estrutura quimica do ferulato de
hexadecila. Baseado em suas caracteristicas estruturais os sinais podem ser divididos em dois

grupos: um correspondente a porcdo aromatica da molécula (ferulato) e outro correspondente
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a porcdo alifatica (cetilica). Os prdtons das duas por¢des sdo ressonantes em diferentes areas
de deslocamento quimico. Particularmente a por¢do aromatica é ressonante em campos altos
(aproximadamente 6,5 a 7,5 ppm) e a porcdo alifatica em campos baixos (0,5 a 2,5 ppm)
(SILVERSTEIN et al., 2005).

O espectro de *H para a amostra analisada, representado na Figura 9, apresentou sinais
de deslocamento quimico entre 6,31 e 7,63 ppm que correspondem aos prétons do anel, sendo
trés aromaticos em 7,08, 7,05 e 6,93 ppm, apresentou o sinal em 3,8 ppm correspondente ao
grupo metoxi do anel. Também apresentou sinal de deslocamento em 4,20 ppm referente aos
hidrogénios do primeiro carbono da cadeia alquilica do éster, sinal ndo observado nos
espectros de *H do 4cido fertlico e do alcool cetilico, além dos demais sinais de deslocamento
quimico entre 0,9 e 1,72 ppm referentes aos demais hidrogénios da cadeia alquilica. A Tabela
2 relaciona os hidrogénios da molécula com seus respectivos deslocamentos, que estdo de
acordo com o reportado na literatura para esta molécula (KAWASAKI et al.,, 1992;
KIEWLICZ et al., 2015). Os deslocamentos do espectro de RMN de **C de podem ser

observados na Figura 10.

TABELA 2: DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE *H E *C DO FERULATO DE HEXADECILA

CARBONOS* Bea Bee H 4P e
1 146,76 146,728 -




2 1479 147,871 -
3 109,3 109,247 7,08 7,07

4 127,05 126,989 -

5 123,04 123,006 7,05 7,04 7,028
6 11567 115594 6,94 6,91 6,923
7 144,63 144,623 7,63 7,7

8 114,71 114,678 6,29 6,28

9 167,39 167,399 -

10 64,62 64,599 4,22 4,187
11 26,01 25969 1,72 15-18 1,676
12 25,74 25,868 1,59

13 29,7 30,48

14 29,66 29,668

15 29,62 29,629

16 29,61 29,571

17 29,55 29,519

18 29,44 29,334 132 1114 1255
19 29,37 29,279

20 29,31 28,736

21 28,78 28,593

22 31,93 31,731

23 32,81 31,897

24 22,7 22,665

25 14,12 14,094 0,88 0,88 0,895
26 55,93 55,874 3,95 3,93 3,873

*Medidas realizadas observando-se os nticleos *H a 400,13 MHz e °C a 100,61MHz, CDCI3, ppm:;
® Kawasaki et al. (1992); ¢ Kiewlicz et al. (2015)
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FIGURA 9: ESPECTRO RMN 'H DO FERULATO DE HEXADECILA
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FIGURA 10 : ESPECTRO RMN **C DO FERULATO DE HEXADECILA
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5.1.4 Perfil da acdo sobre radicais livres e espécies reativas de oxigénio
5.1.4.1 Agao scavenger sobre o DPPHe

O DPPHe é um radical estdvel muito usado em ensaios antioxidantes na area de
produtos naturais (screening em quimica organica).

O ferulato de hexadecila mostrou-se eficaz na captura deste radical (Figura 11),
alcancando atividade scavenger maxima de 72,50 + 1,66 % (0,48 nmol/mL; CI150 = 0,083 +
0,009 nmol/mL), enquanto o &cido ferulico atingiu a atividade maxima de 80,3 £+ 1,29 % (0,26
nmol/mL; C150 = 0,16 £ 0,01 nmol/mL). Embora o FH tenha atingido, neste ensaio, atividade
antioxidante méxima inferior a apresentada pelo AF, apresentou maior potencial antioxidante,
necessitando de concentracfes menores para inibir 50 % do radical.

Anselmi et al. (2004) investigaram a atividade scavenger do acido ferulico e seus
ésteres alquilicos sobre o DPPHe« e reportaram ndo haver diferenga estatistica significante
entre suas atividades.

Como padrdo antioxidante utilizou-se a quercetina, flavonoide conhecido por sua forte
atividade antioxidante e excepcional acdo scavenger (D'ANDREA, 2015). Neste ensaio a
quercetina apresentou CI50 = 0,03 + 0,0003 pmol/mL e atingiu sua capacidade méaxima de
94,82 + 0,09 % (0,07 nmol/mL).

FIGURA 11: ACAO SCAVENGER DO FERULATO DE HEXADECILA, ACIDO FERULICO E
QUERCETINA SOBRE O RADICAL DPPH-
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A Inibicdo maxima determinada ap6s analise estatistica (ANOVA seguida de Bonferroni, p < 0,05)

DPPH 60 pM em etanol absoluto; A = 531 nm.
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5.1.4.2 Acio scavenger sobre 0 ABTS™

O radical catiénico do ABTS™ é muito utilizado para avaliar as habilidades dos

agentes fendlicos como captadores de radicais (RE et al., 1999)

Neste ensaio, o ferulato de hexadecila promoveu 99,74 + 4,68 % (0,05 nmol/mL) de
captura do radical, enquanto o &cido ferulico atingiu 98,41 + 0,53 % (0,01 nmol/mL) de
atividade scavenger. O FH mostrou-se eficaz na captura deste radical (C150 = 0,03 £ 0,002
nmol/mL), assim como o acido feralico (CI50 = 0,005 = 0,00003 nmol/mL), demonstrando

sua alta capacidade antioxidante.

Como padréo antioxidante utilizou-se a quercetina, que apresentou CI50 de 0,002 +
0,00009 nmol/mL e promoveu 98,66 + 0,33 % na concentragdo de 0,007 nmol/mL (Figura
12).

FIGURA 12: ACAO SCAVENGER DO FERULATO DE HEXADECILA, ACIDO FERULICO E
QUERCETINA SOBRE O RADICAL ABTS™
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A Inibicdo maxima determinada ap6s andlise estatistica (ANOVA seguida de Bonferroni, p < 0,05)
ABTS™ (55uM) em tampéo fosfato de s6dio 10 mM, pH 7,4; A = 734 nm

Menezes et al. (2011) avaliaram a atividade de dois ésteres derivados do acido
feralico, com cadeia alquilica de 14 e 18 carbonos, sobre o ABTS™. Assim como nos
resultados aqui obtidos, eles observaram um decréscimo na atividade desses derivados, mas

ndo foi considerado que a esterificacdo alterou de forma significativa a atividade antioxidante.
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5.1.4.3 Acéo scavenger sobre o HOCI

HOCI ndo é um radical livre, porém esta relacionado a formacdo de espécies
radicalares por meio de reacbes com compostos inorganicos, lipideos, proteinas, hidratos de
carbono e outros biopolimeros, além de ser considerado um forte oxidante (PANASENKO et
al., 2013).

Neste ensaio os resultados sdo expressos em % (porcentagem) da inibicdo de oxidacéao
da tetrametilbenzidina (TMB), pois esta molécula também é oxidada pelo HOCI presente no
meio reacional e o aumento da absorbancia € diretamente proporcional ao aumento desta
oxidacdo. A inibicdo méxima alcancada pelo ferulato de hexadecila foi de 75 + 1,63% (0,72
nmol/mL; CI50 = 0,35 £ 0,04 nmol/mL), pelo &cido ferdlico foi de 92,62 + 0,46% (0,03
nmol/mL; CI50 = 0,01 £ 0,0006 nmol/mL) e pelo padrdo quercetina foi de 98,84 + 1,17%
(CI50 = 0,01 + 0,002 nmol/mL).

Né&o foram encontrados estudos avaliando a atividade do acido ferdlico e comparando
com seus derivados frente ao HOCI. Rosso et al. (2006) compararam a atividade do acido
galico com a de seus ésteres de cadeia alquilica e obteve resultados semelhantes. Embora com
um decréscimo na atividade scavenger dos ésteres em relacdo ao seu precursor, todos se

apresentaram capazes de realizar esta atividade.

FIGURA 13: ACAO SCAVENGER DO FERULATO DE HEXADECILA, ACIDO FERULICO E
QUERCETINA SOBRE O HOCI
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A Inibicdo maxima determinada apds analise estatistica (ANOVA seguida de Bonferroni, p < 0,05)

HOCI (30 uM), em tampao fosfato de s6dio 50 nM, A = 652 nm
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O perfil da acdo sobre radicais livres e espécies reativas de oxigénio verificado para o
FH no presente estudo, com decréscimo da atividade em relacdo ao AF, pode estar

relacionado a sua baixa solubilidade em meio aquoso, meio em que 0s ensaios sdo realizados.

52 OBTENCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS

5.2.1 Avaliacdo macroscépica

As  suspensbes de nanocépsulas  poliméricas  obtidas  apresentaram-se
macroscopicamente como um liquido homogéneo, sem odor, de aspecto leitoso e opalescente
com reflexo azulado, relacionado ao movimento browniano das estruturas coloidais (efeito
Tyndall), em acordo com os resultados previamente relatados para outros sistemas
nanoparticulados de nucleo lipidico (SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS et al.,
2010).

5.2.2 Desenvolvimento e validacdo do método para quantificacdo de FH

O espectro de absorcdo do FH evidenciou uma banda de maxima absor¢do no

comprimento de onda 327 nm, como mostra a Figura 14.
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FIGURA 14: ESPECTRO DE ABSORGAO DO FERULATO DE HEXADECILA NA REGIAO DO
UVv-VIS
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A linearidade do método foi avaliada por meio de cinco niveis de concentracao: 20,0;
40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 pg.mL™. Para a construcdo da curva analitica, demonstrada na Figura
15, utilizou-se o comprimento de onda de absor¢do maxima para o FH, 327 nm.

Foi observada relacdo linear entre a absorbancia e a concentracdo de FH em uma
faixa de concentracdo de 20,0 a 100,0 pg.mL™ A equacdo da reta, representativa de
linearidade, obtida para o método foi y = 4258x — 0,006410 (n = 3, r = 0,9993). As curvas
foram lineares no intervalo de concentragdes utilizado.

O DPR da inclinacéo foi de 3%, estando de acordo com o limite proposto pelo ICH e
pela ANVISA de até 5%. O valor negativo de b estd dentro do intervalo de confianca de 95%
da curva analitica, pelo teste ANOVA.

De acordo com o Analytical Methods Committee (AMC), um valor de coeficiente de
correlacdo proximo a 1 ndo € necessariamente o resultado de relacéo linear, e por isso, deve
ser aplicado o teste de falta de ajuste (lack of fit). Este teste avalia a variagdo dos valores

residuais. Para falta de ajuste, o valor de F foi menor que o valor de F tabelado, para o
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intervalo de 95% de confianca (o = 0,05), portanto, a regresséo linear ndo apresentou falta de

ajuste.

FIGURA 15: CURVA ANALITICA MEDIA PARA A DETERMINAGAO DO FERULATO DE
HEXADECILA
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O resultado dos calculos para a menor concentracdo detectada (LD) e quantificada
(LQ) de FH, com aceitavel precisdo e exatiddo, foi 0,34 e 1,04 pg.mL™ respectivamente,
indicando uma boa sensibilidade do método de determinacao.

Especificidade € a habilidade de um método analitico diferenciar e quantificar o
analito em presenca de impurezas ou outros componentes na amostra (ICH, 2005). A
especificidade em relacdo as nanocapsulas foi demonstrada por comparacdo dos espectros de
absor¢do do FH e das nanocapsulas poliméricas com PCL e blendas PCL-PEG (Figura 16).
Os resultados mostram diferentes bandas de absor¢do méaxima. Sendo assim, € possivel

confirmar a especificidade do método proposto para a quantificagdo do FH.
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FIGURA 16: ESPECTROS DE ABSORGCAO DO FERULATO DE HEXADECILA, NC-PCL E NC-
PCL-PEG
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A precisdao de um método analitico descreve a proximidade das medidas individuais
de uma substancia quando o procedimento é aplicado repetidamente para multiplas aliquotas
(ICH, 2005). A repetibilidade expressa precisdo sob as mesmas condi¢cbes de operacdo
durante um curto intervalo de tempo. Foi avaliada a precisdo intermediaria, expressa como
variacdo intradia, interdia e com diferentes analistas.

O DPR para repetibilidade nas concentracdes 25, 50 e 70 pg.mL™ foram de 0,24;
0,14 e 0,18 %, respectivamente. Quanto a precisdo intermediéria, os valores de DPR foram de
0,14; 0,10 e 0,16 % para intradia, interdia e segundo analista, respectivamente. Os resultados

sdo apresentados na Tabela 3, confirmando a precisdo do método desenvolvido.
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TABELA 3: DADOS DA REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA
Concentracdo Tedrica Concentracdo Experimental

(ug.mL™) (ug.mL™?, Média + DP*)  DPR** (%)

Repetibilidade (n = 9)

25 24.87 + 0,06 0,24

50 49,83 + 0,07 0,14

70 69,53 + 0,13 0,18
Precisdo intermediéaria
Intradia (n = 3) 50 49,82 + 0,07 0,14
Interdia (n = 3) 50 49,87 + 0,05 0,10
Diferentes analistas (n = 3) 50 4983 + 008 0.16
Meédia + DP* (n = 9) 50 49,84 + 0,02 0,04

*DP: desvio padrdo; ** DPR: desvio padrdo relativo

A exatiddo do método por ensaios de recuperacdo foi determinada pela adicdo de
guantidade exata de FH a uma solucédo de concentracdo conhecida. A % média de recuperacao
+ DP e DPR foram 100,08 + 0,48 e 0,48 %, respectivamente. Portanto, estes resultados
indicam que o método proposto é considerado exato.

A robustez de um procedimento analitico é a medida da sua capacidade de permanecer
inalterado por pequenas e deliberadas variagdes dos parametros do método, fornecendo uma
indicacdo da sua confiabilidade em condi¢cdes normais de uso (ICH, 2005). Ndo houve
diferenga significativa (p < 0,05) quando utilizadas diferentes cubetas ou solventes de
diferentes fabricantes. Os resultados das medidas de concentracdo da amostra ndo foram
afetados ao serem realizados em diferentes comprimentos de onda (325 e 329 nm) quando
comparados ao comprimento de onda escolhido para o0 método (327 nm). Portanto, o método

provou ser robusto sob as condigdes avaliadas.

5.2.3 Determinacdo do FH incorporado e avaliacdo da eficiéncia de encapsulagdo

Os resultados da concentragdo do FH incorporado s nanocapsulas (mg.mL™) e da
eficiéncia de encapsulagdo (%) para as formulagBes estdo resumidos na Tabela 4. As
formulagbes apresentaram valores de concentragdes de FH muito proximos aos teoricos,
indicando que ndo houve perda durante seu preparo. Além disso, todas as formulagdes
apresentaram valores de EE superiores a 99,36%, 0 que esta relacionado a baixa solubilidade
do FH em &gua, resultando no aumento da concentragdo do farmaco incorporada a

nanoparticula.
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TABELA 4: TEOR DE FERULATO DE HEXADECILA ENCAPSULADO E EFICIENCIA DE

ENCAPSULACAO
Concentracéo
tedrica FH encapsulado
Amostras (ug.mL™ (ug.mL™) EE (%)
NC-PCL (1)* 1000 998,92 + 0,23 99,89
NC-PCL (2)l 2000 1997,44 £ 0,51 99,87
NC-PCL-PEG (1)2 1000 993,69 + 0,31 99,36
NC-PCL-PEG (2)? 2000 1995,48 + 0,12 99,77

nanocépsulas de poli(e-caprolactona):
“nanocépsulas de poli(e-caprolactona) com polietilenoglicol

5.3 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS

As concentragBes utilizadas do farmaco variaram de 0 a 2,0 mg.mL™ e ndo
interferiram nos parametros avaliados para as suspensdes de nanocapsulas de PCL e blendas
de PCL-PEG.

Os resultados obtidos de pH, tamanho de particula, indice de polidispersdo (IPD) e

potencial zeta (PZ) podem ser observados na Tabela 5.

TABELA 5: CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

Tamanho de

Amostras FH (mg.mL™) Ph particula (nm) IPD PZ (mV)
NC-PCL (0)* — 5,75+0,18 217,03 + 4,86 0,25+ 0,02 -38,43
NC-PCL (1)? 1 5,99 £ 0,20 217,77 £ 2,95 0,26 £ 0,02 - 38,60
NC-PCL (2)2 2 6,14 + 0,16 228,73 +1,61 0,25+ 0,03 - 38,60
NC-PCL-PEG (0)1 — 5,86 £ 0,08 223,27 £ 2,25 0,25+ 0,03 - 35,93
NC-PCL-PEG (1)° 1 6,00 £ 0,09 225,03 + 3,33 0,25+ 0,01 - 35,73
NC-PCL-PEG (2)° 2 6,04 £ 0,12 233,83 +£1,87 0,26 £ 0,03 - 28,57

Ycontrole negativo das nanocapsulas poliméricas; “nanocépsulas de poli(e-caprolactona); *nanocépsulas de
poli(e-caprolactona) com polietilenoglicol; Valores expressos como média (n=3) + erro padrdo da média.

5.3.1 Determinagéo do pH

O pH apresentou valores entre 5,75 e 6,04 para todas as formulacdes. E importante
acompanhar o pH das suspens@es de nanocapsulas pois a sua alteracdo em fungédo do tempo
pode ser sugestiva de degradacdo do polimero (GUTERRES et al., 1995). Em geral os valores
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de pH estdo entre 3,0 e 7,5 quando as suspensdes de nanocépsulas sdo obtidas por meio da
nanoprecipitacdo (MORA-HUERTAS et al., 2010). A composic¢do dos polimeros contribuiu
para a obtencdo de suspensdes de carater 4cido pela presenca de seu grupamento carboxilico
(DURAN et al., 2006).

5.3.2 Analises morfologicas e de superficie
5.3.2.1 Determinacdo do tamanho de particula e potencial Zeta

Todas as formulacbes preparadas apresentaram particulas com tamanhos adequados,
inferiores a 233,83 nm, caracterizando sistemas nanoparticulados eficientes para carreamento
de farmacos, uma vez que devem possuir diametro menor que 300 nm (SCHAFFAZICK et
al., 2003). O indice de polidispersdo ndo ultrapassou o valor de 0,26 garantindo
homogeneidade da suspensdo (AVADI et al., 2010).

O potencial zeta dasnanocéapsulas apresentou valores negativos, entre -28,57 e -38,60
mV, que é condizente com a natureza anidnica dos polimeros, sugerindo estabilidade das
suspensdes de nanocapsulas poliméricas. Em geral, a estabilidade das particulas é garantida
quando o valor absoluto do potencial zeta € préximo de 30 mV, enquanto que valores
proximos a 0 e 5,0 mV podem acarretar floculacdo (NEVES et al., 2013).

Essa caracteristica negativa da superficie das nanocapsulas promove o aumento do seu
tempo de permanéncia no sangue, Vvisto que particulas carregadas positivamente tendem a ser
depuradas mais rapidamente da corrente sanguinea e acumuladas nos pulmdes e figado (LI e
HUANG, 2008).

5.3.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV)

Por meio das fotomicrografias (Figuras 17 e 18) obtidas a partir das suspensdes de
nanocapsulas poliméricas preparadas, foi possivel visualizar a formagdo de nanoparticulas
esféricas e de superficie lisa. As nanoestruturas foram similares entre si e compativeis com 0s
resultados encontrados no método de espectroscopia de correlacdo de fotons para o tamanho
de particula e indice de polidispersdo. N&o foram verificadas diferencas na morfologia e
superficie das nanocapsulas preparadas com ou sem o FH ou quando associadas aos polimeros
(PCL e blenda PCL/PEG).
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FIGURA 17: ELETROMICROGRAFIAS MEV DAS NANOPARTICULAS PCL
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Eletromicrografias obtidas com aumento de 10000X e 15000X para as nanocapsulas de PCL, controle negativo e
FH1e2%

FIGURA 18: ELETROMICROGRAFIAS MEV DAS NANOPARTICULAS PCL-PEG
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Eletromicrografias obtidas com aumento de 10000X e 15000X para as nanocapsulas de PCL-PEG, controle
negativoe FH 1 e 2%
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5.3.2.3 Anélise por difracdo de raios X (DRX)

As interacdes do farmaco e do polimero em um sistema nanoestruturado, bem como o
estado fisico da formulacdo desempenham funcdo importante no controle da liberacdo de
farmacos (LIECHTY et al., 2010).

A difragdo de raios X possibilita a identificagdo do fa&rmaco quanto a sua cristalinidade
ou amorfismo, caracteristica que impacta em suas propriedades fisico-quimicas, farmacéuticas
e biofarmacéuticas e que é importante para o seu potencial de solubilidade, a sua velocidade
de dissolucéo, estabilidade e biodisponibilidade (BROUWERS et al.; RODRiIGUEZ-SPONG
et al., 2004).

Substancias cristalinas apresentam picos bem definidos, o que ndo é observado em
difratogramas de substancias amorfas. A auséncia de picos de alta intensidade no intervalo de
10° a 40° (Figuras 19 e 20), nos difratogramas das suspens@es de nanocapsulas, caracterizam
as formulagdes como amorfas (MURTHY e MINOR, 1990), indicando a formagéo de um

complexo de inclusdo entre farmaco e polimeros.

A analise por DRX conduzida no presente estudo confirma o padréo cristalino do FH,
conforme mostram as Figuras 19 e 20, os picos de alta intensidade foram registrados nos
angulos de difragdo em 7,03°, 11,78°, 21,33°, 43,77°.

Farmacos cristalinos, como € o caso do FH, possuem baixa solubilidade aquosa em
comparacdo com a forma amorfa e, por conseguinte baixa biodisponibilidade em meio
fisiologico (SENNA e NAKAYAMA, 2009). A maior solubilidade de sélidos amorfos se
deve a disposicdo aleatoria de suas moléculas, precisando de pouca energia para separa-los
(BROUWERS et al.).

O padréo de difracdo de raios X do FH foi comparado com os das suspensdes de
nanocépsulas. As Figuras 19 e 20 demonstram os difratogramas das formulagdes NC-PCL e
NC-PCL-PEG, respectivamente. As amostras das suspensdes de nanocapsulas, contendo ou
ndo o FH, exibiram um padrdo muito similar entre si, e notadamente diferente do padréo

exibido no difratograma do FH.

O desaparecimento dos picos de alta intensidade observados, além de indicarem
amorfizacdo do FH, sugere que o farmaco esta molecularmente disperso no sistema

polimérico.
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Portanto, a complexacéo da PCL, do PEG (semicristalinos) e do FH (cristalino), levou
a uma alteracdo da cristalinidade, que resultou na formacdo de nanoparticulas com carater

amorfo e, portanto, com melhor solubilidade relativa do FH.

FIGURA 19: DIFRATOGRAMA DO FERULATO DE HEXADECILA E DAS SUSPENSOES DE
NANOCAPSULAS PREPARADAS COM PCL
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FIGURA 20: DIFRATOGRAMA DO FERULATO DE HEXADECILA E DAS SUSPENSOES DE
NANOCAPSULAS PREPARADAS COM BLENDAS PCL-PEG
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5.4 AVALIACAO POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)

A partir dos espectros de IVTF obtidos, pode-se afirmar que ndo houve nenhuma
interagdo quimica entre os polimeros e o ativo utilizados durante a formacdo das
nanoparticulas, uma vez que o0s picos caracteristicos foram mantidos no espectro das
nanoparticulas. Isso garante a atividade do ferulato de hexadecila durante a aplicacdo do

produto obtido.

Os espectros de IVTF comparativo do FH e das suspensdes de nanocapsulas
poliméricas com PCL e blendas PCL-PEG podem ser observados nas Figuras 21 e 22,

respectivamente.

FIGURA 21: ESPECTRO DE IVTF DO FERULATO DE HEXADECILA E DAS NANOCAPSULAS
DE PCL
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FIGURA 22: ESPECTRO DE IVTF DO FERULATO DE HEXADECILA E DAS NANOCAPSULAS
DE BLENDAS PCL-PEG
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5.5 ANALISE TERMICA

A andlise térmica neste trabalho foi realizada para verificar o comportamento do FH,
AF e AC e das nanocapsulas com a elevacdo gradativa da temperatura, obtendo também
dados referentes ao comportamento termo-analitico do FH, que ainda ndo possui estas
caracteristicas descritas na literatura.

5.5.1 Calorimetria exploratoria diferencial (CED)

A tecnica de CED envolve aquecimento da amostra e medida subsequente da
temperatura e da energia associadas a uma série de eventos térmicos, incluindo fuséo,
evaporacdo, cristalizacdo, transicdo vitrea e reacdes de decomposicdo. Esta analise foi
empregada a fim de avaliar a possivel amorfizagdo ou degradagdo do fa&rmaco decorrente do
processo de encapsulagéo.

A curva de CED do alcool cetilico mostra dois picos endotérmicos, em 68,95 °C e
264,14 °C, atribuidos a fusdo e a evaporagdo desse composto, como relatado por Schnitzler et
al. (2001). O FH exibiu pico endotérmico em 66,88 °C e 0 AF em 192 °C, atribuidos a fusdo
destes compostos, como pode ser observado na Figura 23.

Por esses resultados é possivel garantir a estabilidade térmica do ferulato de
hexadecila na temperatura necessaria para o preparo das suspensGes de nanocapsulas

poliméricas (aproximadamente 40 °C).
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Na Figura 26 podem-se observar os termogramas de CED dos polimeros utilizados nas
formulacBes. Houve um pico endotérmico unico para cada um deles, sendo o do PCL em
61,88 °C, e 0 do PEG em 80,47 °C.

Os termogramas de CED das nanocéapsulas (Figuras 24 e 25) apresentaram um unico
pico endotérmico, em 69,97 °C para as nanocapsulas com PCL e em 69,36 °C para as blendas
de PCL-PEG. As temperaturas em que houve o evento endotérmico foram semelhantes a
temperatura para o0 FH puro. A intensidade dos picos aumentou com 0 aumento da

concentracdo do farmaco na formulago.

FIGURA 23: TERMOGRAMA DE CED DO AF, AC E FERULATO DE HEXADECILA

——AF
——AC
——FH

endo |

v ¥ T v T ¥ T ¥ T v 1
(] 50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C)



62

FIGURA 24: TERMOGRAMA DE CED DAS NANOCAPSULAS COM PCL
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FIGURA 25: TERMOGRAMA DE CED DAS NANOCAPSULAS COM BLENDAS PCL-PEG
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FIGURA 26: TERMOGRAMA DE CED DOS POLIMEROS PCL E PEG
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5.5.2 Termogravimetria (TG)

A analise termogravimétrica é utilizada para avaliar as propriedades térmicas dos
materiais e a sua estabilidade, por meio da variacdo, perda ou ganho de massa em funcdo da
temperatura.

A curva termogravimétrica do FH mostrou um processo de decomposi¢cdo térmica
entre 150 e 320 °C, diferente do AF, que ocorreu entre 200 e 390 °C, e do AC, entre 150 e
265°C (Figura 27) O AF apresenta melhor estabilidade térmica do que o seu derivado FH.

As curvas termogravimeétricas das nanocapsulas de PCL e de PCL-PEG (Figuras 28 e
29), apresentaram o mesmao perfil, na presenca ou auséncia do FH, as temperaturas iniciais de
degradacéo foram semelhantes, em torno de 210 °C e a degrada¢do maxima se deu em 440°C,
suas massas residuais a 600 °C apresentaram uma pequena varia¢do, de 1,7 %. Nenhuma
amostra apresentou variacdo de massa em temperaturas proximas de 110 °C, referente a perda
de &gua, isso se explica pelo fato delas terem sido liofilizadas antes da analise.

A adicdo do FH ndo alterou 0 mecanismo de degradacdo térmica das nanocépsulas.
Quando incorporado nas formulagfes, o FH apresentou temperatura inicial de degradacgéo
maior do que a do FH puro, mostrando os beneficios da formulacdo para a melhoria da
estabilidade térmica do FH. Este fenbmeno pode ser explicado pelas caracteristicas de

degradacéo térmica dos polimeros, que iniciam em elevadas temperaturas (Figura 30).



FIGURA 27: CURVA TERMOGRAVIMETRICA DO AF, AC E FERULATO DE HEXADECILA
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FIGURA 28: CURVA TERMOGRAVIMETRICA DAS NANOCAPSULAS COM PCL
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FIGURA 29: CURVA TERMOGRAVIMETRICA DAS NANOCAPSULAS COM BLENDAS PCL-PEG
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FIGURA 30: CURVA TERMOGRAVIMETRICA DOS POLIMEROS PCL E PEG
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5.6 Estudo da estabilidade das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

As formulacdes, mantidas a temperatura ambiente e protegidas da incidéncia de luz,
apresentaram a mesma aparéncia, sem alteracao de cor, cremagem ou formacéo de precipitado
apos 60 dias de armazenamento. Os parametros de pH e tamanho médio de particula (hm)
foram avaliados para todas as formulagbes e esquematizados nas Figuras 31 e 32,

respectivamente.

FIGURA 31: VALORES DE PH DAS FORMULAGOES DE PCL (A) E PCL-PEG (B)
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*p < 0,05 (ANOVA seguida de Bonferroni);
NC-PCL (0), (1) e (2): nanocapsuléas poliméricas de PCL nas concentracées 0, 1 e 2 mg.mL™;
NC-PCL-PEG (0), (1) e (2): nanocapsulas de blendas PCL-PEG nas concentracdes 0, 1 e 2 mg.mL™;



67

Todas as formulagdes apresentaram um decréscimo nos valores de pH apds o periodo
de 60 dias (Figura 31). A diminuicdo foi significativa (p < 0,05) apenas para as formulacdes
de nanocapsulas com blendas PCL-PEG contendo o FH. De acordo com (SCHAFFAZICK et
al., 2003), a diminuicdo dos valores de pH de suspensdes coloidais poliméricas, em um curto
periodo de tempo pode estar relacionada tanto a ionizacéo de grupos carboxilicos presentes no

polimero, quanto a hidrolise.

FIGURA 32: TAMANHO MEDIO DE PARTICULA DAS FORMULACOES DE PCL (A) E PCL-PEG (B)
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NC-PCL-PEG (0), (1) e (2): nanocapsulas de blendas PCL-PEG nas concentracdes 0, 1 e 2 mg.mL™;
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Pode-se observar que houve um aumento significativo (p < 0,05 e p < 0,0001) para
as formulacdes de PCL e PCL-PEG sem o FH e com o FH na concentracdo de 1 mg.mL™. No
entanto, as nanocapsulas mantiveram-se com diametros inferiores a 300 nm, como
anteriormente mencionado, o que assegura a eficiéncia de sistemas nanoparticulados para o

carreamento de farmacos.

5.7 Toxicidade e acdo sobre o estresse oxidativo em eritrécitos humanos
5.7.1 Toxicidade sobre eritrdcitos

A avaliagdo do perfil de substancias sobre a toxicidade em eritrocitos é necessaria na
investigacdo da interferéncia de xenobidticos em processos oxidativos. E utilizada como
modelo de estudo celular principalmente pela suscetibilidade dos eritrocitos a radicais livres e
outras espécies reativas de oxigénio e aos efeitos que o dano oxidativo sobre tais células pode
causar ao organismo humano.

Inicialmente, foi avaliado se as amostras por si s6 apresentavam algum potencial
citotoxico sobre os eritrocitos em um periodo de 5 horas. Conforme apresentado nas Figuras
33 e 34, mesmo as maiores concentracbes testadas de FH e de NC-PCL-PEG néo
demonstraram ac¢do hemolitica, ou seja, ndo promoveram dano aos eritrocitos.

Na quinta hora, momento de maior atividade hemolitica do controle positivo, todas as
concentracdes de amostras testadas apresentaram diferenca significativa (p < 0,0001) quando
comparadas a esse controle. Quando as diferentes concentracdes de NC-PCL-PEG e de FH,

foram comparadas entre si e ao controle negativo.

FIGURA 33: ACAO HEMOLITICA DE DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE NANOCAPSULAS
DE PCL-PEG CONTENDO FERULATO DE HEXADECILA
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FIGURA 34: AGCAO HEMOLITICA DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE FERULATO DE
HEXADECILA
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5.7.2 Ac¢do sobre o dano provocado pelo radical AAPH em eritrocitos

Os eritrocitos tém sido utilizados em diversas pesquisas como modelo para o estudo
do dano oxidativo de membranas bioldgicas na presenca de radicais livres de fase aquosa,
como 0 2,2’-azo-bis (2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH), capazes de atacar
membranas causando lipoperoxidacdo e promovendo hemolise (ZHU et al., 2002).

Como pode ser observado nas Figuras 35 e 36, o AAPH (controle positivo) provoca
forte acdo hemolitica quando comparado ao controle negativo. Houve uma inibicdo desta
atividade hemolitica na presenca de FH e de NC-PCL-PEG de FH em todo o tempo analisado,

independentemente de sua concentracao.

FIGURA 35: ACAO DE DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE FERULATO DE HEXADECILA SOBRE A
HEMOLISE PROMOVIDA PELO AAPH
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FIGURA 36: AGAO DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE NANOCAPSULAS PCL-PEG DE
FERULATO DE HEXADECILA SOBRE A HEMOLISE PROMOVIDA PELO AAPH
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Na quinta hora, todas as concentracgdes testadas de FH apresentaram-se diferentes (p <
0,0001) do controle positivo. A maior concentracdo testada (0,08 mg.mL™) apresentou
diferenca estatistica significativa quando comparada as concentragdes 0,04 mg.mL™ (p <
0,0001), 0,008 e 0,0008 mg.mL™ (p < 0,05) e ndo houve diferenca significativa das outras
concentragOes quando comparadas entre si (Figura 35).

Para as concentracdes testadas NC-PCL-PEG de FH, apds este mesmo periodo de
incubacdo (5 horas), houve diferenca significativa em relagdo controle positivo (p < 0,0001)
como pode ser observado na Figura 36.

A nanoencapsulacdo nédo prejudicou a atividade do FH, pois a medida que o tempo
passou e a hemdlise promovida pelo AAPH aumentou, as amostras mantiveram a atividade
protetora sobre as células quando comparadas ao controle positivo, o que ficou evidenciado

pela reducdo da ocorréncia da hemdlise promovida na presenca das amostras.
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6 CONCLUSOES

A sintese do ferulato de hexadecila (FH) foi promovida de forma satisfatoria, por
reacéo de esterificacdo do 4cido fertlico, como confirmado por IVTF e RMN de ‘H e °C. E
com excelente rendimento.

A atividade scavenger do FH em sistemas oxidativos foi avaliada e observou-se que a
alteracdo estrutural realizada manteve a atividade scavenger frente aos radicais DPPH’,
ABTS™ e ao HOCI.

As nanocapsulas poliméricas de PCL e de blendas PCL-PEG contendo FH foram
obtidas adequadamente pelo método de deposicdo interfacial do polimero, como
demonstraram as analises de caracterizacdo morfoldgicas e de superficie e as andlises
espectroscapicas realizadas.

O método analitico desenvolvido para a quantificacdo do FH foi especifico, linear,
preciso, exato e robusto, possibilitando uma rapida determinacdo do farmaco nas formulaces.
Por meio dele pode-se confirmar a eficiéncia de encapsulacéo do FH.

O processo de obtencdo das nanocapsulas promoveu a amorfizacdo do FH,
comprovado por MEV, DRX e CED. As analises efetuadas de IVTF demonstraram que néo
houve interacdo entre o farmaco e os polimeros. Todas as formulacbes preparadas
apresentaram particulas esféricas e de superficie lisa, pH e tamanhos adequados para 0 uso
desejado, indice de polidisperséo garantindo a homogeneidade das particulas, e potencial zeta
com valores negativos, sugerindo estabilidade das suspensdes de nanocéapsulas poliméricas.

As andlises térmicas demonstraram que o FH é estavel na temperatura utilizada para o
preparo das suspensdes de nanocépsulas e que sua incorporagdo as nanocapsulas favoreceu
sua estabilidade térmica.

Os estudos de toxicidade em eritrocitos demonstraram que o FH livre ou nas
formulacGes com PCL-PEG, néo apresentou acdo hemolitica, mesmo com varia¢fes na dose
testada e em fungdo do tempo. Adicionalmente, apresentou acdo protetora sobre a hemolise
promovida pelo AAPH.

A possivel agdo das formulagbes desenvolvidas sobre SNC, considerando que
possuem caracteristicas adequadas para sua vetorizacao, ja esta sendo investigada em modelos

de ansiedade e depressdo e deve ser melhor explorada futuramente.
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Apresantagds do Projaiom

Wirkos Falamenios para desorders neunckioioas s3o malsocedidos por nio poderem afingl eleiamenie o
Sisiema Mensose Ceniral (SMNCL A

presena da barreira hematcencetdlica (BHE) dificula esse aoesso & mulas subsiinclas sbo incapaces o
air; d-la quanda DS SEM

qualguer modificagdo guimica ou Msico-guimica. O dcido fendico, um polifendl enooniredo abundaniemenis
ra natureza & bem reconhecido por sua

alividade andosddante, antinflamasona e anliclincer, & amplamente esiudado & sua alividade newoproleions
wEm sendo desorita. U dos princicals

probiemas, que Bmita sua ulizacio dinica, ¢ sua baba biodisponibiidade guando adminisirade por via oral,
qui pode ser conomado por aleraghes

&M SUa esiniura el pelo prepan de fomulacdes & base de Bpideos. Desta forma, o objelivo do presente
frabalha ol sinfefirar um dervado

lipossokieel do AF, o ferulalo de hexadecila {FH), obier nanocapsulas poiméricas como sisiema de
welorizagdo para sua polencial agdo no SNC e,

posteriomente, avaliar o perfil da aclo sobve a todcidade em eritrdciios @ realizar o esiudo 3o dano
coidative de membranas biolbgicas na presenca

de radicals iwes de lase aguosa.

Objetive da Pesquisa:

Ohjetho Primdria:

Fromover a simese de derhmdo ipossalivel do doido femilioo (lendato de hexadecia) & posierior oboenplo &
- cio de

poliméricas cortendn ferulato de hexadecila para uma poiendal agdo direcionada ao Sisiema Mervoso
Certral {SNCL

Ohjetho Secundirin:

Eletuar a avaliapdo ex wien £m modeln de dane nddathn om membranas boibgics.

Awaliagio dos Riscos o Banaficios:

Fisons:

Os riscos perinenies a esie irabalho so mirdmos. Para os voluntdnes poderd gerar um descondodo minims
i MOIMErio da coleta e sangue,

poném indos s procedimenies gue envolam a manipulacho das amasiras biolégicas seilo realizades com
0 S0 de eguipamentn de proteqdo

individual {EF1) para projecano do manipulador & uso de majeral descartivel para proteqdo do voluntanic. Os
composins wilzados rdo: apnesentam.

ris0os 20 pescuisador.

Benehcios:

0 pomposio sintetizado, & um imporanie passo para a olimizacdo da welonzagho de Tarmacos & SNC. A
parir desse eshudo serd verfmdo os

possiveis lelios proletores do ferulaio de hexadecila sobee o enitrdciios, ou, em case de uma agdo
hemciiica, essa informando serd utilizada para

dhvulgagin dos Nisoos oo Seu Us.

L= a ag wobro & F g
A pesquisa iniciard com a obiengdo de derivado Bpossoldeel do écido tenlico, ferulaio de hesadedla [FH),
por meio de esienicagdo ¢ posietor

desenvalvimenio de nanocapsulas. poliméricas mnlendo esie dervado. Fara a caracierizagda do FH serd
realizada especromeiia no infrasermel

{IWTF) & ressondncia magnética rsckear (RMN)L As nanoparticulas poliméricas senlo caracierizadas por
meio de estudos morotgioos,
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espECTOscipicos & lermicos. Para a determinacio quantitativa do ferdato de hexadedla incomparada nas
ranoparticulas poliméricas serd uliizado o

mitiodo par pla L, e validedo, lando a e ir sl do Sdrmaco.
Fosteriormente serd realizada a awalagio

st viv @m madielo S dano addative am membranas biolgicas.
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Bou de cpinilo favorded a aprovaglo desse projeio.
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