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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO FARMACOLOGICA DE NANOCAPSULAS
DE CINAMATO DE METILA: POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO. Elizama
Shirley Silveira. Orientadora: Prof®. Dr’. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Dissertacao de
Mestrado. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas. Departamento de

Farmacia. Universidade Federal do Ceara, 2015.

O Cinamato de Metila (CM) € um monoterpeno encontrado no 6leo essencial de vdrias
espécies de plantas medicinais, que possuem atividades antimicrobiana e analgésica. Além
disso, estudos tém mostrado que o préprio CM tem acdo antiespamddica e anti-inflamatdria.
No entanto, a considerdvel volatilidade do CM, pouca estabilidade (estdvel em solucdo recém-
preparada) e cardter lipofilico constitui um desafio para prosseguir os estudos visando o
desenvolvimento de formulacdes farmac€uticas a partir desse monoterpeno. Nesse contexto, a
encapsulacio do CM em nanocarreadores, pode constituir uma alternativa no sentido de
superar ou reduzir esses desafios, sem comprometer ou até mesmo melhorar as caracteristicas
farmacoldégicas do produto. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento e caracterizacdo de nanocdpsula de CM (NCCM) através de método
analitico validado neste estudo, além de avaliar a possivel citotoxicidade e investigar o
potencial anti-inflamatério do CM e da NCCM em ensaios in vitro. Para tanto, foi
desenvolvido e validado método analitico para identificacio e quantificacdo do CM por
espectrofotometria UV, conforme preconizado na resolucdo RE n° 899 (BRASIL, 2003). A
nanocdpsula de CM (NCCM) ou nanocdpsula branca-NCB (sem adicdo CM) foram
preparadas com o polimero Eudragit® RS100 pelo método de deposicdo interfacial do
polimero pré-formado e caracterizadas quanto ao didmetro (D), indice de polidispersdao (PDI),
potencial zeta (PZ), pH e teor; e investigada a estabilidade do produto por 60 dias, a
temperatura ambiente. A toxicidade in vitro do CM e da NCCM foi avaliada em neutréfilos
ou queratindcitos humanos através da atividade da lactato desidrogenase (LDH) e do teste do
MTT (Brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetraz6lio), enquanto o potencial anti-
inflamatério do CM e da NCCM foi avaliado através do modelo de desgranulacio de
neutréfilos induzida por PMA (Forbol-12-miristato-13-acetato), (0,1 uM). Para fins de
caracterizacdo e estudos de estabilidade da NCCM, o método espectrofotométrico (270 nm)
foi validado, mostrando-se especifico, linear, preciso, exato e robusto. No desenvolvimento de

NCCM, dentre as formulagdes produzidas (NCCM1-3), a NCCM3 foi selecionada por



apresentar um maior teor de ativo (88,50%) em relacdo as demais formulacdes (NCCMI:
42,48%; NCCM2: 81,60%); além de um didmetro (D) médio de 136,1 £ 1,71 nm e baixo PDI
(0,127 £ 0,01). A NCCM3 apresentou ainda, uma eficiéncia de encapsulacdo de 87,03 + 0,21
%. Os resultados obtidos com as formulagdes brancas (NCB1-3) mostraram que o CM parece
nao influenciar nas caracteristicas do nanossistema. A citoxicidade da NCCM3 em neutréfilo
humano (LDH) foi observada de acordo com a concentragdo (> 50 ug/mL) e tempo de
incubacdo (>30min). No teste do MTT em neutréfilos ou queratindcitos humano a NCCM3
ndo foi citotdxica, e extinguiu a toxicidade do CM livre. Tanto o CM (1- 100 pg/mL) quanto a
NCCM3 (1-100 pg/mL) mostraram uma atividade anti-inflamatéria por reduzir
significativamente a desgranulacdo de neutr6filos humano. Além disso, o encapsulamento do
CM promoveu um aumento dessa atividade em relacio ao CM livre, com magnitude
semelhante a indometacina. A encapsulagcdo do CM em escala nanométrica permitiu um

aumento no tempo de estabilidade desse terpeno, além de reduzir a sua citoxicidade e

aumentar a sua acao anti-inflamatéria em neutréfilos humano.

Palavras-chave: Terpeno. Nanocédpsulas. Inflamagao.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND PHARMACOLOGICAL EVALUATION OF METHYL
CINNAMATE NANOCAPSULES: ANTI-INFLAMMATORY POTENTIAL. Elizama
Shirley Silveira. Advisor: Prof®. Dr*. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Master degree.
Program of Post-Graduate in Pharmaceutical Sciences. Department of Pharmacy. Federal

University of Cear4, 2013.

The methyl cinnamate (MC) is a monoterpene found in the essential oil of medicinal plants of
various species, which have antimicrobial and analgesic and activities. In addition, studies
have shown that the MC itself has anti-spamodic and anti-inflammatory action. However, the
considerable volatility of the MC, poor stability (stable freshly prepared solution) and
lipophilic character is a challenge for further studies for the development of pharmaceutical
formulations from that monoterpene. In this context, the encapsulation of MC in nanocarriers
can be an alternative to overcome or reduce these challenges without compromising or even
improving the pharmacological characteristics of the product. Given the above, the objective
of this work was the development and characterization of nanocapsules of MC (NCMC)
through analytical method validation, and to evaluate the possible cytotoxicity and investigate
the anti-inflammatory potential of the MC and the NCMC using in vitro assays. To that end,
we developed and validated analytical method for identification and quantification of the MC
by UV spectrophotometry, as recommended in Resolution RE No. 899 (BRAZIL, 2003).
Nanocapsules MC (NCMC) or nanocapsule-white NCW (without MC) were prepared by
Eudragit® RS100 polymer interfacial deposition of the preformed polymer and characterized
as the diameter (D), polydispersity index (PDI), zeta potential (PZ), pH and content; and
investigated the stability of the product for 60 days at ambient temperature. The in vitro
toxicity was evaluated in the NCMC neutrophils or human keratinocytes by lactate
dehydrogenase activity, and the MTT (Bromide 3 [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) test, while the anti-inflammatory potential of MC and NCMC
was assessed by neutrophil degranulation model induced by PMA (phorbol 12- myristate 13-
acetate) , (0,1 uM). For purposes of characterization and NCMC stability studies, the
spectrophotometric method (270 nm) was validated, being specific, linear, precise, accurate

and robust. In developing NCCM, among produced formulations (NCMCI1-3), the NCMC3



was selected for the large active content (88.50%) compared with other formulations
(NCMCl: 42.48%; NCMC2: 81.60 %); and a diameter (D) average 136.1 £ 1.71 nm and low
PDI (0.127 + 0.01). The NCMC3 presented also an encapsulation efficiency of 87.03 +
0.21%. The results obtained with formulations white (NCW1-3) showed that MC does not
influence the characteristics. The cytotoxicity of NCMC3 in human neutrophils (LDH) was
proportional to the concentration (> 50 pg/ml) and incubation time (=30 min). In the MTT
assay in human keratinocytes or neutrophils NCMC3 was not cytotoxic, and quenched
toxicity of free MC. Both the MC (1-100 mg / mL) and the NCMC (1-100 ug/mL) showed
anti-inflammatory activity by significantly reducing the degranulation of human neutrophils.
In addition, the encapsulation of MC promoted an increase in this activity in relation to the
free MC, with similar magnitude to indomethacin. The MC encapsulation nanoscale allowed
an increased in the time of stability of terpene and reduced its cytotoxicity and increase their

anti-inflammatory action in human.

Keywords: Terpene. Nanocapsules. Inflammation.



E o L

10.

11.

12.

13.

14.

LISTA DE FIGURAS

Representagdo esquemadtica de nanocédpsulas e nanoesferas poliméricas............. 21
Estrutura quimica dO 1SOPIENO.....c...eivuiiriieiieriieiiie ettt ettt 22
Estrutura quimica do Cinamato de Metila............ccoovviiiiiiiiniiiiniiiiieeciceeeeee 24

Espectro de varredura UV-VIS do Cinamato de metila (CM), nanocapsula sem
(NCB) e NCB contaminada com CM (NCB+CM)..........cccovviiiiiiiiiiieeiieeeeeee. 44
Curva de calibracdo do Cinamato de Metila (UV-Vis) com respectiva equacao

da reta e coeficiente de determinacdo obtidos por regressao linear....................... 48
Grafico dos residuos obtido da anélise de regressdo linear da curva padrdo de
Cinamato de Metila.........cooviiiiiiiiiiiieeee e 49
Teste de robustez do método para andlise do Cinamato de Metila em

Nanocdpsulas de Cinamato de Metila por espectrofotometria (UV-Vis)............ 53
Distribui¢do de tamanho das nanocdpsula: NCCM3..........ccoooiiiiiiiiniiinnieenineen. 61
Avaliagao da toxicidade do CM mensurada pela liberacao de LDH em

neutréfilo humano. Neutroéfilos (2,5 x 10° cél/mL) apds incubagdo com CM (1,

10, 50 e 100 pg/mL) por 15 MINULOS. ..cccuvieriiiieiiiieiiieeiiee ettt 68
Avaliacdo da toxicidade da NCCM mensurada pela liberagdao de LDH em

neutr6filo humano. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apo6s incubagdo com NCCM
(1,10, 50 e 100 pg/mL) € NCB por 15 minutoS. .....ccccueevveerieenieenienieenieeieeseeenes 69
Avaliagao da toxicidade da NCCM mensurada pela liberacao de LDH em

neutréfilo humano. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apods incubagdo com NCCM

(1, 10, 50 e 100 pg/mL) € NCB por 30 MinutoS. ......ccevveeerieeenieeeieeeiieeeiveesieeens 70
Avaliagao da toxicidade da NCCM mensurada pela liberacao de LDH em

neutréfilo humano. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) ap6s incubagdo com NCCM

(1, 10, 50 e 100 pg/mL) € NCB por 60 MinutoS. .......ccccuveereeeenieeenieeeieeeieeesieeens 71
Avaliacdo da toxicidade do CM sobre a viabilidade determinada através do teste

de MTT. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apds incubagdo com CM (1, 10,50 e

100 pg/mL) POr 30 MINULOS....cooutiiiieeiieiie ettt 73
Avaliacdo da toxicidade da NCCM sobre a viabilidade determinada através do

teste de MTT. Neutr6filos (2,5 x 10° cél/mL) ap6s incubagio com NCCM (1,

10, 50 € 100 pg/mL) € NCB por 30 mMinutos. ......ccceeeveenieerieeneenieenieenieeieeseeenees 74



15.

16.

17.

18.

Avaliacdo da toxicidade do CM sobre a viabilidade determinada através do teste

de MTT. Queratinéceitos (5 x 10° cél/mL) apos incubacdo com CM (1, 10, 50 e

100 R/ML) POT 24 NOTAS. ....ceiiiieiiiiiieiieeteete e 76
Avaliagao da toxicidade da NCCM sobre a viabilidade determinada através do

teste de MTT. Queratinécitos (5 x 10° cél/mL) apds incubagdo com NCCM (1,

10, 50 e 100 pg/mL) € NCB por 24 horas. .....cccceeeevieeiiiieeniiieeniieeniee et 77
Avaliagao do efeito do CM sobre a desgranulag¢do neutrofilica induzida por

PMA (0,1 pmol/L) e determinada pela inibi¢ao da liberag¢do da

mieloperoxidase. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apo6s incubacdo com CM (1,

10, 50 € 100 /ML), c.eeiiiiiiiiiiieeieet ettt 81
Avaliagao do efeito da NCCM sobre a desgranulacao neutrofilica induzida por

PMA (0,1 pmol/L) e determinada pela inibi¢ao da liberacdo da

mieloperoxidase. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apo6s incubacdo com NCCM (1,

10, 50 € 100 BE/ML). .covreereeeeereeeeeeeeeeeeseeesseeeeesseesseeeeeesseeseeeeeseeseesseeeseseeeseeeeeesen 82



E i ol L

® NS W

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

LISTA DE TABELAS

Potencial farmacoldgico de MmONOtErPENOS. .....cuveruvieeiieniierieeniieeieeree et 23
Potencial farmacoldgico de plantas ricas em Cinamato de Metila........................ 25
Principais constituintes dos granulos de neutréfilos humanos. ..........cccceeeveenneenee. 28

Adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias quimicas de referéncia

UL1ZadAS NA PESQUISA...ceuvveiueieiiieiieriie ettt ettt ettt ettt esaaesbeesaneens 32
Solugdo salina tamponada com fOSfato..........coceeviiiiiiiiiiniiiiiee 33
Solucao Salina de Hanks (HBSS).......cooiiiiiiiiieeeeee e 33
SOIUCAO A€ TUIK..ccuiiiiiiiieiiie ettt e 33
Quantidades de formulagdo e padrao adicionados a BV 10 mL no teste de

€XAtIAA0 POT TECUPETAGAO. ... eeeueeeuteeeieeiteeite et e et e et esite et e it e e bt e sibeeabeesseeebeesaaeens 35
Fatores considerados criticos no ensaio de robustez e seus respectivos niveis..... 36

Absorvancias absolutas do Cinamato de Metila obtidas por espectrofotometria... 47
Andlise de variancia (ANOVA) da curva das solucdes de Nanocdpsula de
Cinamato de Metila.........cooviiiiiiiiiiiiee e 47

Avaliagdo da precisdo por repetibilidade do método para quantificagdo de

Cinamato de Metila na Nanocdpsula de Cinamato de Metila...........c.cccceevveennneen. 51
Resultados do estudo da exatiddao para Nanocdpsulas de Cinamato de Metila...... 51
Andlise de variancia (ANOVA) dos resultados de robustez..............ccccccvveeeenneee. 54
Composi¢do quali-quantitativa das formulagdes.........c..cceeeeriernieniiiineenicineennen. 57

Caracterizacdo das formulacdes quanto ao diametro (D), indice de polidispersdao
(PDI), potencial zeta (PZ), PH € tEOT.....cccueiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeee ettt 60
Estudo de estabilidade da NCCMa3: caracterizagao quanto ao diametro (D),

indice de polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ), pH € teor.........cccccceveerieennene 65



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA  Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATCC Type Culture Collection

BCRJ Banco de Células do Rio de Janeiro
BV Baldo volumetrico
CCh Carbamilcolina

CG-EM Cromatografia gasosa-espectrometria de massas
CM Cinamato de Metila

D Diametro

DMEM Dubelco’s Medium Eagle Modified

DMSO Dimetil sulféxido

DP Desvio padrao

DPR Desvio padrao relativo

EPM Erro padrao da média

HBSS Solucao Salina de Hanks

HPLC High Performance/Pressure Liquid Chromatography
ICH International Conference on Harmonization

INDO Indometacina

IPP Isopentenil difosfato

ISO International Standard Organization

KCl Cloreto de potdssio

LDH Lactato desidrogenase

MEP Metilritrinol fosfato

MPO Mieloperoxidase

MTT Brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio

NADPH  Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
nanoCM  Nanossitema de Cinamato de Metila

NCB Nanocdpsula branca

NCCM Nanocdpsula de Cinamato de Metila

NCs Nanocapsulas

PA Padrdo analitico

PDI Indice de polidispersio



PE
PLA
PMA
PZ
SNC
TBARS
Tx
USP

Percentual de encapsulamento

poly (L-lactide)
Forbol-12-miristato-13-acetato

Potencial zeta

Sistema Nervoso Central

Substancias reativas do 4cido tiobarbiturico
Triton X — 100

The United States Pharmacopeia



SUMARIO

TINTRODUGAO...........ooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
1.1 Consideragies GeTais............cocceerieiiiiiiiiiiienieeiteeie ettt eiee e 18
1.2 Nanotecnologia Farmaceutica...................ccoceeriiiniiniiieniceeeeeeeee, 19
1.3 Terpenos como fonte de fAarmacos...............c..cceeveerierieienieneeieseeie s 22
1.4 Cinamato de Metila: quimica e farmacologia...................ccoccooceninnnnnnn. 24
1.5 A inflamacao: papel dos neutrofilos...................oocooiiiiiiiniiiiiiie 26
2 JUSTIFICATIVA . .ottt ettt 29
SBOBIETIVOS ...ttt 30
3.1 Objetivo @eral..... .......cooiiiiiiiiiiiiei e 30
3.2 ODbjetivos eSpecifiCos... ..........ccceeiiiiieiiiiiiieeeeeeee e 30
AMATERIALIS ... .ottt st 31
4.1 ASPECLOS ELICOS..........ccviiviieiiieiiecieeeee ettt ettt e 31
4.2 Sangue humano. ... 31
4.3 Queratindcitos humano......................cccoooiieiiiiiiiicccceeeeeeee e 31
4.4 Drogas, reagentes e padroes de trabalho....................c.ccccccoeeviiinninennnnn. 31
4.5 EQUIPAMENTOS.........ooiiiiiiiiiiiiiiieieeeee ettt e 32
4.6 ComposicaAo das SOIUCOES...............cceeviieiiieniieiieie e 33
SIMETODOS. ......ooooieeiireeieee sttt 34
5.1 Desenvolvimento e validacao de método analitico...................ccceeueenne.ne. 34
5.1.1 ESpecificidade .....................cccoueeeuieeieieaieieeiieeeiieeeieeeeveeeveeeineeevee e 34
5.1.2 Linearidade e intervalo......................c..cccccoviiiiimiiiniiiniiiiieicniceee, 34
S5.1.3 PreCISAO............c..ueooaneeaiieeieeeee ettt e et ettt 34
S AEXAUAGO................cooieiaeeeeeeeee e 35
S5.1.5 RODUSTET ...ttt e 36
5.2 Desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas................cccoecuverriennnnnnn. 36
5.3 Caracterizacao das nanocapsulas poliméricas..............c...cccccevvverrerrnnnne. 37
5.3.1 Avaliac@o macroSCOPICA....................cccuoevueeeeieiiiaiiaiieeieesieeieeee e 37
5.3.2 Distribuicao do Tamanho e indice de polidispercao................................. 37
5.3.3 PotenciQl Zeta...................ccc.cooueimuiiiiiiiiiiiiieiieieeeeee e 37
S B PH ...t 38



5.3.6 Teor de encapsulag@on........................c.cccueeeeuveeecueeenieieesieeesieeeeeeeeeeeenens 38
5.4 Estudo de Estabilidade das nanocapsulas poliméricas............................. 38

5.5 Avaliacao da citotoxicidade e potencial anti-inflamatério do CM e da

NCCM em neutroéfilos e queratindcitos humanos.................cocceeeeniencnnnnen. 39
5.5.1 Isolamento de polimorfonucleados (PMNS)...............cccoeeeceeeeveeeieeennnnn. 39
5.5.2 QUETALINOCILOS ...............ooeeeeeeeeeee e eee e eeeeseeeaaeeeaaeesseeens 39
5.5.3 Testes de citotoxicidade.......................c.ccccoueveueeiiisiiaiiaeieiieeeeee e, 39
e Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH) .............................. 39
O Testedo MTT .............oooeoeeiiieiieeeee et 40

5.5.3 Efeito do CM e da NCCM sobre a desgranulacdo de neutrofilos

ativados por PMA mensurada pela inibicio da enzima mieloperoxidase

(IMPO ).ttt ettt ettt et a ettt e bt e b e et e saeenseeneens 41
o Desgranulacdo de neutrofilos....................ccccooveeveeniiiniinieinienieeneen, 41
® Determinacdo da concentracdo de MPO............................c.cocveuce.. 41

5.7Analise estatiStiCa..............ooceeiiiiiiiiiiiieee e 41

6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........oooiririiriinneieeieeiseeessesieeeees e 42

6.1 Desenvolvimento e validacao de método analitico para determinacao

do teor CM em nanossitema por espectrofotometria................c....ccceeceenen. 42

6.2 Desenvolvimento, caracterizacio e estabilidade de NCCM..................... 55

6.3 Avaliacao da citotoxicidade do CM e da NCCM em neutroéfilos ou
queratindcitos humanos...................ccoooeeeiiiiiiiiiicceeee e 66
6.4 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria do CM e da NCCM em
neutrofilos humanos...............coocoooiiiiiii 78
7 CONCLUSAOD........oiiiiiiiteiee st 83
REFERENCIAS..........ooiiiiiiriiieneieseiees s 84



18

1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais

Os Produtos naturais constituem uma fonte importante de pesquisa visando a
descoberta de novas substancias com potencial farmacoldgico, sendo muitos, por vezes
empregados como fonte de farmacos (fitofarmacos), produto de partida (semissintese) ou
como protétipos (sintese) na producdo de novos medicamentos, tais como digoxina, taxol
artemisina, vincristina, vimblastina e gingko biloba (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006;
MCKEENA, 1996).

Dentre os produtos bioativos que podem ser obtidos de fontes naturais, destacam-
se os Oleos essenciais, também denominados de esséncias. Os dleos essenciais, definidos pela
International Standard Organization (ISO), s@o uma mistura complexa de substancias
organicas volateis derivadas do metabolismo secunddrio das plantas e que variam em
intensidade e composi¢cdo de acordo com a espécie, variabilidade genética e fatores
ambientais. Os fenilpropanoides e os terpenos sdo os componentes majoritirios dos 6leos
essenciais, dos quais os terpenos constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios
vegetais, com aproximadamente vinte mil compostos isolados de fontes naturais e uma grande
variedade de substancias (TAIZ e TEIGER, 2004; SIMOES, 2001).

Inumeros estudos tem comprovado o potencial farmacoldgico de terpenos naturais
e sintéticos, como timol, carvacrol e citral, que possuem atividades anti-inflamatéria (VERAS
et al., 2012), antimicrobiana (KIM e NAIR, 1995) e antioxidante (RABBANI e al., 20069),
respectivamente. Nesse contexto, destaca-se o a-humuleno, terpeno do 6leo essencial da erva-
baleeira (Cordia verbenacea L.) e matéria-prima ativa do fitoterdpico Acheflan®, fitoterapico
desenvolvido exclusivamente no Brasil, indicado como anti-inflamatério (QUISPE-
CONDORI et al., 2008; DE CARVALHO . et al., 2004).

Apesar dos efeitos farmacoldgicos descritos, existem problemas que dificultam o
aproveitamento de terpenos para o desenvolvimento de novos medicamentos. De forma geral,
estes compostos apresentam como propriedades fisico-quimicas volatilidade e instabilidade na
presenca de luz, substincias oxidantes, redutoras, meios com pH extremos, ou meios com
tracos de metais que podem catalisar reacdes de decomposicio e transformagio (SIMOES,
2001). Nesse contexto, novas tecnologias podem ser utilizadas para contornar as dificuldades

descritas e melhorar o desempenho de compostos terpénicos e de outros ativos naturais
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instaveis. O encapsulamento de substincias ativas através de técnicas que envolvem a
nanotecnologia € uma alternativa para aumentar a estabilidade desses compostos (AZEVEDO,
2002). A nanoencapsulag¢do consiste na compartimentalizacao de substancias em carreadores,
cujo tamanho situa-se na faixa nanométrica (entre 0,1 e 200 nm) e, além de aumento da
estabilidade, outras vantagens como protecio do farmaco, diminui¢cdo da toxicidade e

possibilidade de vetorizacdo sdo atribuidas a nanotecnologia (LANGER, 1998).

1.2 Nanotecnologia Farmacéutica

O primeiro conceito de nanotecnologia surgiu em 1959 quando o fisico Richard
Feynman sugeriu que os dtomos poderiam ser organizados conforme a necessidade, sem
violar as leis da natureza. Fazendo isso, novas propriedades poderiam ser agregadas a
materiais € novos materiais poderiam ser criados. No entanto, o termo nanotecnologia
efetivamente surgiu em 1974 e foi atribuido ao campo da Engenharia em escala
submicrométrica. Com o avanco das tecnologias em microscopia eletronica na década de 80,
com a chegada dos microscopios de varredura por sonda, possibilitou-se observar e
movimentar dtomos e moléculas como Feynman supunha em 1959. Hoje sabe-se que, em
escala nanométrica, os fenomenos estudados sdo diferentes daqueles estudados em
macroescala (KEIPER, 2003; MOGHIMI e SZEBENI, 2003).

A nanotecnologia domina as dimensdes atdomicas entre 0,1 e 200 nm o que
possibilita compreender e manipular a matéria em seus niveis mais fundamentais dai o
interesse crescente. Assim, a biotecnologia enxergou vantagens na parceria com a
nanotecnologia, transformando-se em uma sé ciéncia: nanobiotecnologia. Muitas aplicacdes
inovadoras comecaram a ser exploradas ja que, como dito, materiais podem ter propriedades
completamente diferentes quando as dimensdes sdo menores que 200 nm. Entre as vantagens
que esse conhecimento pode trazer encontra-se a liberacdo controlada de fairmacos usada pela
industria farmacéutica (JAIN et al., 1998).

A biodisponibilidade de um farmaco pode ser alterada por diversos fatores
fisiolégicos e fisico-quimicos relacionados ao préprio farmaco. A quantidade e velocidade
com as quais um farmaco € absorvido podem ser alteradas também devido a fatores ligados a
formulacdo e a forma farmacéutica. Portanto, cada vez mais estdo sendo projetadas formas
farmacéuticas para modular a liberacdo e absorcdo de farmacos, sendo esse o principal
interesse da industria farmacéutica na nanotecnologia, além de oferecer vantagens como

protecdo do farmaco contra possiveis problemas com a biodisponibilidade do organismo,
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diminui¢do expressiva da toxicidade pela reduc@o da droga em niveis plasmaticos, diminui¢dao
de instabilidade e decomposi¢do de farmacos, possibilidade de vetorizacao a alvos especificos
e incorporacdo de substincias hidrofilicas e hidrofébicas em nanocompostos (LANGER,
1998).

Farmacos de liberagdo controlada sdo aqueles que tém como objetivo fornecer
uma dose terapéutica de uma droga para um local do corpo predeterminado, ou seja, possuem
caracteristicas de liberacdo da droga em relacdo ao tempo e/ou localizag¢do, para atingir um
objetivo terapéutico. Esses sistemas permitem que o firmaco seja liberado gradativamente, a
velocidade ditada pelas necessidades do corpo, por um periodo determinado de terapia e em
um local especifico de atuagdo. O tamanho reduzido permite ainda a possibilidade de
administracao diretamente no sistema circulatério, além de outras vias como pulmonar, nasal,
transcutanea e oral (JAGER et al., 2007).

Alguns farmacos de liberagdo controlada ja estdo disponiveis no mercado e
demonstram vantagens em relacio as formulagdes convencionais. A Anfotericina B
lipossomal apresenta menor toxicidade tanto imediata como crdnica, pois possibilita a infusao
rapida e uso seguro de doses de até 5 mg/kg/dia, além de atingir menores concentracdes no
rim, diminuindo a nefrotoxicidade que € alta na formulacdo convencional. A doxorrubicina é
outro medicamento que tem sua toxicidade diminuida quando encapsulada em lipossomas. Na
formulacdo convencional, atinge altas concentracdes na maioria dos tecidos, incluindo o
coragdo, enquanto na forma encapsulada por lipossomas, a doxorrubicina atinge
prioritariamente os vasos sanguineos tumorais (MARTINEZ, 2006).

Das vantagens associadas a nonocarreadores estdo: (1) manutengdo dos niveis do
farmaco na faixa terapeuticamente desejavel; (2) diminui¢do dos efeitos colaterais, devido a
liberacdo do farmaco no alvo; (3) reducdo da dose necessdria ao tratamento; (4) melhora do
esquema posoldgico, o que leva a maior colaboragdo do paciente; (5) facilitacdo da
administracio de farmacos com meia-vida plasmdtica baixa (LANGER, 1998). As
desvantagens que devem ser monitoradas e contornadas no desenvolvimento desses sistemas
sa0: possivel toxicidade dos produtos (necessario testes que atestem sua biosseguranga), custo
mais elevado (dependendo do material e do processo utilizado) e estabilidade dos sistemas.
Diante das vantagens apresentadas, nos ultimos 20 anos, nanocarreadores para liberacdo
controlada de farmacos tém sido extensivamente estudados no campo da nanotecnologia
farmacéutica. Alguns nanocarreadores promissores sdo lipossomas, nanoparticulas lipidicas
sOlidas, micelas poliméricas e nanoparticulas poliméricas (J AGER et al, 2007;

ABDELWAHED et al., 2006b).
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Dois tipos de estruturas diferentes compdem as nanoparticulas poliméricas:
nanoesferas e nanocédpsulas. Nanoesferas sao formadas por matriz polimérica onde o fairmaco
pode ficar retido ou adsorvido. Por outro lado, a nanocdpsula possui um involucro polimérico
ao redor de um nucleo oleoso com surfactantes lipofilicos ou hidrofilicos na interface e o
farmaco pode estar no nucleo ou na parede polimérica (ABDELWAHED et al., 2006a)
(Figura 1). A nanocépsula possui a caracteristica impar de ser um sistema solido vesicular e a
parede polimérica confere a nanocdpsula mais estabilidade que nanoemulsdes e lipossomas,
onde o nicleo interno tem uma grande capacidade carreadora de acordo com a solubilidade do

farmaco no nicleo (BENITA et al., 1996).

Figura 1 - Representacdo esquemadtica de nanocdpsulas e nanoesferas poliméricas: (a) firmaco
dissolvido no ntcleo oleoso das nanocédpsulas; (b) farmaco adsorvido a parede polimérica das
nanocépsulas; (c¢) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; (d) farmaco adsorvido

ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede Matriz
polimérica @ © o polimérica
o o o
Micleo o 0
oleoso g
Férmaco a) b) ¢ 9 d@rmaco

Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003.

Entre as vantagens das nanocdpsulas sobre as nanoesferas estd € o baixo conteido
polimérico e a elevada capacidade de carregamento de farmacos lipofilicos, devido ao nicleo
oleoso interno (BLOUZA et al., 2006). Outra vantagem de confinar o firmaco dentro de uma
cavidade central € que um efeito de explosdo pode ser evitado, pois o firmaco ndo estd em
contato direto com tecidos, além de o farmaco poder ser protegido de degradacdo durante o
armazenamento e apOs administracdo, conferindo maior estabilidade a preparacao (BLOUZA
et al., 2006). Assim a nanocdpsula polimérica mostrou ser o nanocarreador que apresentou
vantagens mais adequadas para resolver os problemas apresentados no desenvolvimento de

medicamentos a base de compostos terpénicos. Com seu nucleo oleoso é capaz de carrear
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farmacos altamente lipofilicos, enquanto seu involucro polimérico é capaz de conferir

protecdo ao farmaco, dando maior estabilidade.

1.3 Terpenos como fonte de farmacos

Os terpenos sdo hidretos de carbono de férmula geral (CsHg)n cuja origem
biossintética deriva de unidades do isopreno (2-metil-1,3-butadieno) (Figura 2). Essa
molécula corresponde a cadeias ramificadas, com cinco unidades de carbono que contém duas
ligacOes duplas e que origina-se no minimo por duas rotas distintas (DO AMARAL, 1995;
NES e ZHOU, 2001; ROBBERTS et al., 1996). Na sintese do isopreno através do dcido
mevaldnico, trés moléculas de acetil-Coa sdo ligadas por uma série de reagdes para formar o
acido mevalonico; esse intermedidrio € pirofosforilado e desidratado para produzir isopentenil
difosfato (IPP), a unidade basica de formacao dos terpenos, que também pode ser formado por
meio de um conjunto de reagdes através do metilritrinol fosfato (MEP). Os terpenos sdo
classificados de acordo com o ndmero de 4tomos de carbonos presentes na molécula
resultante da adicdo de novas unidades de IPP e quando contém elementos adicionais,

usualmente oxigénio, sdo denominados terpendides (TAIZ e TEIGER, 2004).

Figura 2 — Estrutura quimica do isopreno.

Os monoterpenos, terpenos com 10 atomos de carbonos, sdo uma classe
particularmente importante pois constituem os compostos mais frequentes nos Oleos
essenciais, compreendem cerca de 90%, compondo uma grande e diversificada classe de
substancias altamente hidrofébicas e com grande potencial farmacoldgico (SANTOS e RAO,
2000). Os primeiros compostos isolados que tiveram suas estruturas moleculares elucidadas
foram o borneol (1940), o linalol (1953), o limoneno (1870), o geraniol (1871) e o cineol
(1884). Até 1998 ja tinham sido isolados 1946 monoterpendides (VERPOORTE e
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ALFERMANN, 2000). Diversos efeitos bioldgicos importantes estdo correlacionados a essa

classe especifica de terpenos na literatura (Tabela 1).

Tabela 1 — Potencial farmacol6gico de monoterpenos.

Efeito Biolégico Monoterpeno Estudo
Antimicrobiano 4-terpineol COX et al., 2000
eugenol HAO et al., 1998
carvacrol KIM e NAIR, 1995
cineol MONDELLO et al., 2006
citral DA SILVA et al., 2008
Anticonvulsivante linalool PASSOS et al., 2009
Alucinégena tujona PASSOS et al., 2009
Ansiolitico borneol PASSOS et al., 2009
Antioxidante citral RABBANI et al., 2006
citronelal e citronelol ZHANG et al., 1996
Antiespasméddica limoneno MATOS et al., 1996
citral VALE et al., 2002
a e B-pineno JUCA, 2007

Dentre as diversas atividades farmacoldgicas relacionadas a monoterpenos, hd
uma vasta literatura que destaca o potencial anti-inflamatdério desses compostos gragas a sua
capacidade de inibir a formacdo de mediadores inflamatérios (GUIMARAES et al., 2013).
Exemplo disto € o monoterpeno a,B-epoxi-carvona, que em protocolos experimentais com
camundongos, administrado intraperitoneal (300 mg/mL), reduziu o aumento da
permeabilidade vascular provocado pelo dcido acético, bem como o edema de pata provocado
pela carregenina (ROCHA, 2010).

Em estudo com outro monoterpeno, o citronelol, a atividade anti-inflamatéria foi
avaliada a partir do modelo de pleurisia induzido por carragenina, onde o mesmo foi capaz de
reduzir o numero de leucdcitos totais. Foi quantificado ainda, através do ensaio
imunoenzimatico ELISA, o TNF-a e a geracdo de 6xido nitrico por macréfagos, onde o autor
também obteve resultados de diminui¢do do nivel desses marcadores (BRITO, 2013). Ainda,
a aplicacdo topica de timol (2 mg/orelha) em ratos, reduziu o edema de orelha induzido por
dcido araquidonico em aproximadamente 47% e em 33,2% quando induzido com fenol

(VERAS et al., 2012).
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Vale ressaltar ainda, que existe até o presente momento 58 registros de patentes
que descrevem a atividade anti-inflamatéria de monoterpenos com perspectiva de
desenvolvimento tecnoldgico de novas opgdes terapéuticas para o controle de processos
inflamatérios em diversos paises, dentre os quais a China detém o maior nimero de patentes
ja depositadas, mostrando o quanto essa atividade € relacionada a essa classe de terpenos
(SOUZA et al., 2014).

Apesar de existirem muitas publicacdes cientificas, foi constatada a auséncia de
patentes brasileiras envolvendo formulagdes monoterpénicas, o que demonstra a necessidade
de investimento nacional em pesquisa e inovacdo na drea de desenvolvimento de novos
produtos com fins terapéuticos (COELHO et al., 2013).

Nesse contexto, o0 monoterpeno Cinamato de Metila (CM) é a molécula alvo deste
estudo. Vdrias pesquisas relatam potencial farmacoldgico desta molécula, inclusive atividade
anti-inflamatéria (LIMA, 2013), assim como a dificuldade no desenvolvimento de

formulacdes devido a suas caracteristicas fisico-quimicas inerentes da sua classe, os terpenos.

1.4 Cinamato de Metila: quimica e farmacologia

O CM ¢ um monoterpeno e apresenta-se em forma de cristais na cor branca ou
amarela claro ou em estado liquido. E um éster estruturalmente semelhante ao dcido cindmico,
caracterizado por odor forte e aromético e encontrado na natureza com duas conformagdes
isoméricas, trans e cis-cinamato de metila (Figura 3). Além disso, ¢ uma molécula
extremamente hidrofébica, volatil e instdvel, caracteristicas fisico-quimicas inerentes a

terpenos (PARANAGAMA et al., 2011).

Figura 3 - Estrutura quimica do Cinamato de Metila.

~
0
O
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cis-cinamato de metila trans-cinamato de metila

Fonte: LIMA, 2013.
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Pode ser encontrado naturalmente em frutas como morangos (Fragaria vesca) e
em especiarias como no manjericio (Ocimum spp) e na canela (Cinnamomum zeylanicum). E
uma molécula comumente utilizada pela indudstria cosmética em formulacdes de fragrancias
decorativas, perfumes finos, xampus e sabonetes (BHATIAA et al., 2007). E usado também
pela industria alimenticia no controle de qualidade em alimentos, como inibidor da tirosinase,
uma enzina parcialmente responsavel por degradar alimentos (HUANG et al., 2009).

Pesquisas relatam a presengca do CM no 6leo essencial de algumas plantas. Em
estudo em que foi analisada a composicao do 6leo essencial das partes aéreas de doze
variedades de alfavaca (Ocimum spp.) por cromatografia gasosa-espectrometria de massas
(CG-EM), encontrou-se que dez das amostras foram caracterizadas pela presenca de uma alta
porcentagem de CM (35-80%), o qual define o quimiotipo destas variedades (VINA e
MURILLO, 2003). Vieira e Simon (2000) analisaram também por CG-EM d6leos voléteis de
0. basilicum em floragdo extraidos por hidrodestilacio e estes apresentaram-se ricos em 1,8-
cineole (22%), linalol (49,7%), metil chavicol (47%) ou CM (65,5%). Algumas atividades
bioldgicas associadas a 6leos essenciais de plantas ricas em CM sa@o descritas na literatura

(Tabela 2).

Tabela 2 — Potencial farmacoldgico de plantas ricas em Cinamato de Metila.

Planta CM Atividade Estudo
Ocimum basilicum L. 69,1% antibacteriano e RAO et al., 2011
antiftingico
Alpinia Nieuwenhuizii 67,8 antibacteriano YUSOFF et al., 2011
Alpinia Ligulata 36,4% antibacteriano YUSOFF et al., 2011
Zanthoxylum alatum R 19,73% antifingico PRAKASH et al., 2011
Ocotea quixos Lam. 21,6% anti-inflamatoria BALLABENI et al., 2010
Ocimum micranthum - antinociceptiva e PINHO et al., 2012

anti-inflamatodrio

Em relacdo a molécula isolada, o CM mostrou eficdcia antifingica a uma baixa
concentracao (0,6 ug/ml), inibindo completamente o crescimento de uma estirpe toxigénica de
Aspergilus Flavus (LHP-10) (PRAKASH et al., 2011) e atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (HUANG et al., 2009).

Em estudo publicado recentemente (CHEN er al., 2012) investigando o efeito

inibitério do CM na adipogénese em pré-adipocitos 3T3-L1, foi demonstrado que o mesmo
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tem atividade antiadipogénica através de mecanismos mediados, em parte, pela via de
sinalizacdo CaMKK2-AMPK, além de inibir a sintese de lipidios.

Também foi publicado recentemente um estudo que avalia os efeitos
hipolipidémico e hipoglicémico em camundongos, no qual o CM administrado via oral
(20mg/Kg) foi capaz de reduzir o colesterol e triglicerideos apds a indug¢do com triton € com
poloxamer, sem alterar as enzimas hepaticas AST e ALT, além de reduzir a glicemia dos
animais ap6s a indugdo de diabetes por aloxano (FREITAS, 2014).

Outra agdo bioldgica associada ao CM ¢ atividade antiespasmddica. Os isOmeros
cis- e trans-CM foram capazes de reverter contracdes induzidas por cloreto de potdssio (KCl)
ou carbamilcolina (CCh) em anéis de traqueia de rato isoladas com valores de CI5S0 préximos
a 150 pug/mL (PINHO et al., 2012) e em segmentos distintos do trato gastrintestinal: fundo,
antro e duodeno (LIMA et al., 2014).

A exemplo de outros monoterpenos, a atividade anti-inflamatéria também foi
associada ao CM. Observou-se significativa diminui¢@o nos niveis de leucdcitos no sangue de
ratos com colite induzida por dcido acético e tratados com trans-CM (50 mg/Kg),
apresentando efeito anti-inflamatério em magnitude semelhante ao do gligocorticdide
prednisolona quando avaliado sob o ponto de vista funcional, € em menor intensidade sob o

ponto de vista morfolégico-bioquimico (LIMA, 2013).

1.5 A inflamacao: papel dos neutrofilos

A inflamagdo pode ser definida como sendo um conjunto complexo de reacdes
que ocorrem no tecido conjuntivo vascularizado, levando ao acimulo de liquido e células no
intersticio (PEREIRA e BOGLIOLO, 1998). A resposta inflamatoria celular € um mecanismo
pelo qual o organismo se defende contra infec¢des e repara danos teciduais e pode ser gerada
a partir de células presentes nos tecidos como as células endoteliais vasculares, mastdcitos e
macrofagos, e células que t€m acesso a drea de inflamacdo a partir do sangue, como plaquetas
e leucdcitos (BEVILACQUA et al., 1994).

Esse mecanismo de defesa e reparo do organismo requer atengdo, pois se a
inflamacao persistir, esta se torna patoldgica e causa danos ao hospedeiro. Muitas doencgas
tém a fisiopatologia fundamentada no processo inflamatdrio cronico, ora contra seu proprio
organismo, ora contra agentes invasores que induzem uma resposta cruzada do organismo e
este passa a agir contra si, prejudicando a homeostase, havendo necessidade de uso de

medicamentos anti-inflamatérios (MEDZHITOF, 2008).
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A inflamacdo € classicamente dividida em aguda e cronica. A aguda é a resposta
inicial a lesdo celular e tecidual, predominando fendmenos de aumento de permeabilidade
vascular e migracdo de leucocitos (BURG e PILLINGER, 2001; MAJNO e PALADE, 1961).
A sequéncia de eventos na jornada dos leucécitos do limen vascular para o tecido intersticial,
chamada de extravasamento, envolve as etapas de marginacao, rolamento, adesao, diapedese e
quimiotaxia (DELVES e ROITT, 2000).

Quando os leucdcitos se aproximam de dreas de inflamagdo, a acdo de citocinas
promove a marginagao destes nos capilares e, posteriormente, ocorre o rolamento, que pode
ser descrito como uma interagdo de baixa afinidade entre leucdcitos e endotélio e € mediado
por moléculas chamadas de selectinas. A ligacdo mais estdvel ao endotélio, denominada
adesdo, ¢ mediada por ICAMs (moléculas de adesao intracelular) presentes na parede do vaso
e por B, -integrinas (CD11 e CD 18)presentes nos leucdcitos. Depois desta etapa inicia-se a
migracdo de leucdcitos através do endotélio via juncOes intercelulares, onde moléculas de
adesdo (PECAM-1 e JAM) desempenham um papel importante neste processo, referido como
diapedese (LIU et al., 2004). Por fim, os leucécitos sdao atraidos para o foco de inflamacgao
orientado por um gradiente de quimiocinas, mediada por substancias exdgenas e endogenas
como citocinas quimiotdticas (quimiocinas), peptideos bacterianos (por exemplo, fMLP),
mediadores lipidicos ou componentes do sistema do complemento (por exemplo, C5a) (VAN
BUUL e HORDIJK, 2004).

Os leucécitos podem ser divididas em duas classes: células polimorfonucleares
(neutréfilos, eosindfilos e baséfilos) e mononucleares (mondcitos e linfdcitos),
(BEVILACQUA et al., 1994). O neutréfilo é um granuldcito polimorfonuclear formado na
medula 6ssea, considerado o principal tipo celular do sistema mieldide. Na corrente
sanguinea, os neutrofilos constituem cerca de 50 a 70% do total de leucdcitos circundantes e
que primeiro e mais abundante chegam ao foco de infec¢do, ji que s@o os principais dos
fagdcitos circulantes. (DI STASI e LEY, 2009; KOBAYASHI et al., 2003). Sao células
essenciais na imunidade inata e seu recrutamento e ativagdo para sitios de infec¢io se da por
sinais quimiotdticos e surgem como marcadores da inflamagdo vascular (LAU et al., 2005).
Morfologicamente os neutréfilos sdo distintos de outras células por possuirem um nucleo
multi-lobulado e granulos em abundancia no citoplasma, que sdo de importancia fundamental
para a funcdo do neutréfilo e, com base na funcido e conteido de enzimas, podem ser
divididos em trés tipos principais: granulos azuréfiros (primarios), especificos (secundarios) e

tercidrios (Tabela 3) (FAURSCHOU e BORREGAARD, 2003).



Tabela 3 — Principais constituintes dos granulos de neutréfilos humanos.
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Granulos
Azuroéfiros Especificos Terciarios
Mieloperoxidase Lisozima Gelatinase
Lisozima Lactoferrina Catepsina B e D
Defensinas Colagenase B-Glicuronidase
Elastase Receptor C3 e C4 CDl11b
Fosfolipase A2 Receptor de fMLP Receptor de fMLP
Proteinase 3 Histamina

Catepsina B, De G Fator de atragcdo de

monocitos

Fonte: SELVATICI, 2006.

Os granulos azurofilicos contém proteinas e peptideos que atuam na morte e
digestdo microbiana. Entre as principais enzimas liberadas dos granulos azurofilicos dos
neutréfilos estd a mieloperoxidase (MPO). A MPO € uma heme proteina que € liberada dentro
do fagossomo ou para o espaco extracelular sob ativacdo do neutréfilo, catalisando reacdes
com H,0,, formado pelo sistema NADPH oxidase, produzindo um potente oxidante: o dcido
hipocloroso (HOCI) com atividade antimicrobiana (JOINER et al., 1989; FAURSCHOU e
BORREGAARD, 2003). E abundantemente expressa e corresponde a um pouco mais de 5%
do total de proteinas da célula (KLEBANOFF, 1999), tornando-se um marcado de ativagdao
neutrofilica.

Uma grande variedade de agentes € capaz de estimular o complexo enzimatico da
NADPH oxidaxe em neutréfilos. O PMA (forbol 12-miristato-13-acetato) é um composto
sintético que ativa a transdugdo de sinais no neutréfilo sem a necessidade de um receptor de
membrana (THELEN et al., 1993) e foi utilizado como estimulo de ativagdo neutrofilica
(observado pela liberagao expressiva de MPO no meio) para fins de se investigar o efeito anti-
inflamatério do CM. Ainda, nesse estudo optou-se pelo isOmero trans-, por se tratar da
conformacgdo geométrica mais estavel (BRUTON et al., 2012) e ja que foi demonstrado que o
efeito farmacolégico da substincia ndo depende da disposicdo espacial do grupamento
funcional metil éster (LIMA et al., 2014), por se tratar da conformagdao geométrica mais

estdvel (BRUTON et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Os terpenos, tais como o CM (monoterpeno), sdo em geral instdveis, possuem
natureza hidrofébica e em algumas circunstancias sdo toxicos. A agregacdo de tecnologias
como a nanotecnologia, pode constituir uma alternativa vidvel para minimizar essas
caracteristicas desfavoraveis dos terpenos visando seu emprego terapéutico.

Na area farmacéutica, a nanotecnologia tem sido alvo de investigacdes quanto ao
desenvolvimento de sistema de liberacao de farmacos, sobretudo para aqueles com problemas
biofarmacéuticos, como baixa solubilidade e instabilidade. Além disso, a incorporacdo de
agentes terapéuticos aos sistemas nanoestruturados tem trazido muitas vantagens, como
melhoria de parametros farmacocinéticos, aumento da resposta bioldgica, reducdo de
toxicidade, entre outros (DEVALAPALLY et al.,2006, GUTERRES et al., 2007; MISHRA et
al., 2010). Dentre as nanoestruturas existentes, as nanocapsulas poliméricas, que consistem de
um involucro polimérico circundando um nicleo oleoso, sdo vantajosas, pois possuem
preparacao simples e elevada capacidade de carga, podendo o ativo de interesse ser disperso
tanto na parede polimérica quanto no nucleo oleoso, sendo um carreador interessante para
moléculas lipofilicas como o CM. Além disso, a producao € mais econdmica em comparagao
as nanoesferas, pois exige menor quantidade de polimero.

Diante do exposto, € oportuno investir no desenvolvimento de estudos
farmacéuticos e farmacoldgicos do CM, visando a obtencdo de um produto com tecnologia
agregada, que favoreca o seu emprego como farmaco util no tratamento de doengas

inflamatorias.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanocdpsulas de Cinamato de Metila (CM), assim

como avaliar sua toxicidade e seu potencial anti-inflamatério em cultura de células humanas.

3.2 Objetivos especificos

* Desenvolver e validar método analitico por espectrofotometria UV-VIS a ser

utilizado na analise do teor do CM;

* Desenvolver e caracterizar nanocapsula contendo CM (NCCM);

¢ Avaliar estabilidade da NCCM;

* Estudar a possivel citotoxicidade do CM e da NCCM em neutréfilos e

queratindcitos humanos: teste do MTT e atividade da Lactato desidrogenase;

e Pesquisar o potencial anti-inflamatério do CM e da NCCM em neutréfilos

humanos: efeito sobre a desgranulacao celular.
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4 MATERIAIS

4.1 Aspectos éticos

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana, sob o

protocolo 870.865 da Universidade Federal do Ceara.
4.2 Sangue humano

Neste estudo, o subproduto rico em leucdcitos polimorfonucleares, obtido durante
o processo de fracionamento do buffy coat, foi gentilmente doado pelo Centro de Hematologia

e Hemoterapia do Cearda (HEMOCE) oriundo de doadores sauddveis.
4.3 Queratinocitos humano

A linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT) foi adiquirida na American Type

Culture Collection (ATCC) através do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).
4.4 Drogas, reagentes e padroes de trabalho

O trans-Cinamato de Metila, molécula de estudo, foi adquirido da empresa Sigma-
Aldrich® (EUA), pureza 99,0%. Os adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias
quimicas de referéncia utilizados no desenvolvimento da pesquisa estdo listados na tabela 4
com respectivo fornecedor. A dgua foi purificada por uma sequéncia de destilagdo (Destilador

Tecnal®, TE 178, Brasil) e deioniza¢do (Deionizador Permution®, Brasil).



Tabela 4 - Adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias quimicas de referéncia

utilizadas na pesquisa.

Adjuvantes farmacéuticos e reagentes

Fornecedor

Acetato de Amonio
Acetona (PA)
Acetonitrila (HPLC)
DMSO (dimetilsulf6xido)
Eudragit RS100
Kit LDH Liquiform
Metanol (HPLC)
Metanol (PA)
Mieloperoxidase
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-
difeniltetrazdlio)
Miglyol®
PMA (forbol-12-miristato-13-acetato)
Triton X-100
Twen 80

Dinénmica®, Brasil
Dinﬁnmica®, Brasil
J.T.Baker, EUA
Sigma-Aldrich®, EUA
Evonik®, Alemanha
Labtest, Brasil
Tédia; JT Baker, EUA
Vetec, Brasil
Sigma-Aldrich®, EUA
Sigma-Aldrich®, EUA

DEG?®, Brasil
Sigma-Aldrich®, EUA
Sigma-Aldrich®, EUA
Sigma-Aldrich®, EUA

4.5 Equipamentos

No desenvolvimento do método analitico foi utilizado espectrofotdmetro (modelo
Genesys 105 UV-VIS, Thermo Scientific®, Alemanha). No preparo e caracterizacdo das
nanocépsulas poliméricas foram utilizados os seguintes equipamentos: banho-maria (modelo
ALB 250C, ALBRAS®, Brasil); rotavapor (modelo 550, Fisatom®, Brasil); deionizador
(modelo simplicity 185, MILLIPORE®, Brasil); Zetasizer Nano- ZS (Malvern Instruments,
UK); Pipetas automaticas (Gilson®, Franca); agitador magnético (modelo Mag-multi, Marte®,
Brasil), balanca (modelo HR200, A&D, japao) e phmetro (modelo HI 221, HANNA
instruments, Brasil). Na avaliacdo farmacoldgica foram usadas centrifuga (modelo Universal

320R, Hettich, Alemanha) e estufa (modelo ECB Linea, Olidef cz®, Brasil).



4.6 Composicao das Solucoes

Tabela 5 — Solugdo salina tamponada com fosfato.

Composiciao Quantidade
NaCl 80¢g
KCl1 02¢g
Na,HPO4 02¢g
NaH,PO4 1,15 ¢g
Agua destilada q.s.p 1,0L

pH=7,4

Tabela 6 — Solugdo Salina de Hanks (HBSS).

Composicao Quantidade (mM)
CaCl, 1,2
MgSOy4 0,4
Na,HPO4 0,42
KCl 5,4
Glicose 5,5
NaCl 136
Agua destilada q.s.p. I,0L
pH=7,4
Tabela 7 — Solugdo de Turk.
Composicao Quantidade
Acido acético glacial 20,0 mL
Violeta genciana 2,0 mL
Agua destilada 1,0 mL
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5 METODOS

5.1 Desenvolvimento e validacao de método analitico

Para identificacdo e quantificacio do CM na férmula farmacéutica desenvolvida
foi validado método analitico por espectrofotometria na regidao do UV, conforme preconizado
na resolucdo RE n° 899 — categoria I da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2003). Nesse sentido, foram determinados os seguintes parametros analiticos: especificidade,

linearidade, intervalo, precisao (repetibilidade e precisdo intermedidria), exatidao e robustez.

5.1.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparacdo dos espectros, na
faixa de 200 — 320 nm, de solu¢des de CM (padrao ~ 6,5 pug/mL ), nanocdpsula sem o
farmaco (branca - NCB - 100 pl de nanocédpsula sem farmaco para BV 10 mL com

acetonitrila) e CM adicionado a nanocdpsula branca (NCB + CM).

5.1.2 Linearidade e intervalo

Para determinacao da linearidade, foram preparadas 3 solu¢des do padrao CM (0,5
mg/mL). A partir dessas formulagdes foram construidas trés curvas contendo seis
concentracdes (4,5; 5,5; 6,5; 7,5, 85 e 9,5 pug/mL). As solugdes foram preparadas
transferindo-se diferentes aliquotas para BV 10mL, completando o volume com acetonitrila.
A absorvancia de cada solucdo foi medida em duplicada em 270 nm e a linearidade da
absorvancia média pela concentracio de CM foi estimada pelo método dos minimos

quadrados.

5.1.3 Precisao

A repetibilidade foi avaliada através do cdlculo do DPR de seis determinagdes da
formulacio de nanocédpsula contendo CM (NCCM). As solucdes foram preparadas através da
transferéncia de 100 ul de NCCM para BV 10 mL, completando o volume com acetonitrila. A
precisao intermedidria foi avaliada através da determinacdo do DPR obtido para os resultados

da repetibilidade em dois dias.
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5.1.4 Exatidao

A exatidao do método proposto foi determinada pela adicdo de concentracdes
conhecidas do padrao de CM a solucdo de nanocépsula contendo CM (Tabela 8). Cada nivel
foi preparado em triplicata. Os valores de recuperacao foram calculados conforme a equagao

1 e expressos em porcentagem.

R(%) = — =2 % 1000 (Eq. 1)

tedrica

(Ar—Amgnal ¥l
Ay
i

sendo que, Cgpp =
Onde: R(%) € o percentual de recupera¢do do CM; Cey, € a concentragdo de CM encontrada
experimentalmente; Cigrica € @ concentracdo de CM teoricamente adicionada a solugdo de
nanocdpsula; A; € a absorvancia da amostra em teste nos diferentes niveis (baixo, médio e
alto); Anano € a absorvancia da solugdo contendo nanocapsula; A, € a absorvancia do padrdo

de CM; G, € a concentragdo de CM na solugdo padrio.

Tabela 8 - Quantidades de formulagao e padrao adicionados a BV 10 mL no teste de exatidao

por recuperacao.

Amostra/Nivel Formulacio  Padrio (pL)" % CM Concentracao Final

NCCM (pL)* adicionado® (ng/mL)*
Baixo 40 20 50 5,6
Médio 40 40 100 7,6
Alto 40 60 150 9,6
Branco 40 - - 3,6
Padrao - 75 - 7.5

* Nanocdpsulas com concentragdo de CM de aproximadamente 0,9 mg/mL;
®CM a 1,0 mg/mL;

¢ Valores aproximados.
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5.1.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada através de variagdes deliberadas empregando
desenho experimental fatorial (32 — trés niveis e dois fatores). Os fatores considerados criticos
foram temperatura e tipo de solvente e os niveis selecionados encontram-se na Tabela 9. As
amostras foram preparadas a partir das nanocdpsulas como descrito no item Precisdo, exceto
pelas variagdes estabelecidas e ja descritas na Tabela 9. Padrdo de CM foi preparado na
concentracdo 6,5 ug/mL e a absorvancia medida nas condi¢des nominais (25 °C e ACN
(HPLC)). Os resultados foram expressos como percentual de CM encontrado para as
diferentes condi¢Oes testadas em relacdo a concentracdo de CM encontrada na formulagdo

determinada em condi¢des nominais.

Tabela 9 - Fatores considerados criticos no ensaio de robustez e seus respectivos niveis.

Niveis
Fatores Nominal (=) +)
Temperatura (°C) 25 20 30

Tipo/origem do solvente ACN (HPLC) ACN (PA) MEOH (HPLC)

ACN (HPLC) — acetonitrila grau HPLC; ACN (PA) — acetonitrila padrao analitico.
5.2 Desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas

A preparacdo das nanocapsulas foi realizada pelo método de deposicao interfacial
do polimero pré-formado, seguido do deslocamento do solvente, método também conhecido
como nanoprecipitacdo, descrito anteriormente por Fessi et al., (1989). Neste caso, a fase
organica contendo o polimero (Eudragit RS 100®), o 6leo (Miglyol®) e o farmaco (CM)
dissolvidos em acetona foi vertida com auxilio de uma seringa sobre a fase aquosa contendo
tensoativo (tween 80) sob agitagdo magnética e temperatura ambiente. Em seguida, a
suspensdo foi concentrada em rotavapor sob pressao reduzida (-0,6 atm, 120 RPM, 25-45 °C)
a fim de se remover todo o solvente orginico e parte da fase aquosa. A suspensido de
nanocépsula contendo o farmaco (NCCM) foi acondicionada em frasco de vidro e mantida a
temperatura ambiente. Ainda a formulac¢do branca (NCB) foi preparada de modo semelhante

sem a adi¢do do fairmaco na fase organica para fins de comparacao.
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5.3 Caracterizacao das nanocapsulas poliméricas

5.3.1 Avaliacd@o macroscdpica
Foi realizada a avaliacdo organoléptica das formulagdes onde caracteristicas como
aparéncia geral da formulacdo, coloracdo e presenca de sinais de instabilidade como

cremeacao, precipitacdo ou separagdo de fases foram observadas.

5.3.2 Distribuicao do Tamanho e indice de polidispercdo

A andlise do didmetro das particulas (D) e o indice de polidispersdao (PDI) das
amostras foram determinados por espectroscopia de correlagdo de fétons, utilizando um
equipamento Zetasizer Nano- ZS (Malvern Instruments®, UK). Esse equipamento usa um
feixe de luz sobre a amostra e a intensidade da luz espalhada oscila a um ritmo dependente do
diametro das particulas que constituem o sistema fluido tornando possivel a determinacido do
mesmo (PATTY e FRISKEN, 2006).

Para realizacdo da medida do tamanho, foi feita a diluicdo da formulagdo (2 uL)

N

em 1 mL de 4gua ultrapura. As medidas foram efetuadas a uma temperatura de 25°C,
utilizando-se um angulo de incidéncia do laser em relagdo a amostra de 90°. Os valores
obtidos foram calculados como a média + desvio padrdo de trés medidas de cada formulacdo
de nanocépsula. O indice de polidispersdo, calculado pelo equipamento, reflete o perfil de

homogeneidade no diametro das particulas da amostra.

5.3.3 Potencial zeta

O potencial zeta das amostras foi determinado por mobilidade eletroforética,
utilizando um equipamento Zetasizer Nano- ZS (Malvern Instruments®, UK), um
equipamento de espalhamento de luz ji que a variacdo na freqiiéncia da luz espalhada é
proporcional a mobilidade eletroforética (PATTY e FRISKEN, 2006).

Para tal, foi feita a diluicdo da formulagdo (2 pL) em 1 mL de Solu¢do Salina
(NaCl 10 mM). As medidas foram efetuadas a uma temperatura de 25°C, utilizando-se um
angulo de incidéncia do laser em relacdo a amostra de 90°. Os valores obtidos foram
calculados como a média + desvio padrdo de trés medidas de cada formulacdo de

nanocépsula.
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5.3.4pH
A determinacdo do pH foi realizada utilizando potencidometro previamente
calibrado com solu¢des tampao padrao em pH 7,0 e 4,0. A medida foi realizada diretamente

na suspensao.

5.3.5 Teor das nanocdpsulas de Cinamato de Metila

O doseamento do CM foi realizado por espectrofotometria UV-VIS, através de
método previamente desenvolvido e validado nesse estudo. Cem ul das suspensdes de
nanocdpsulas foram transferidos para BV 10 mL, completando o volume com acetonitrila. Os
resultados foram expressos como percentual da concentracdo de CM adicionada a suspensao

no inicio da preparacao.

5.3.6 Teor de encapsulagdo

O Teor de Encapsulacdo visa determinar a concentragdo do farmaco associado
intimamente a nanoparticula em relacdo ao total de farmaco adicionado a preparacdo. A
técnica de separacdo da parte livre e da encapsulada utilizada foi a ultrafiltracdo-centrifugagao
(MARCHAL-HEUSSLER et al., 1990). Aliquotas de 3 mL da suspensdao de NCCM foram
adicionadas ao sistema de ultrafiltracio da Microcon (10.000 Da, Millipore) e submetido a
centrifugacao (10.000 rpm) por 30 min a 25 °C. As nanocdpsulas ficaram retidas no filtro
enquanto o CM livre na suspensao foi filtrado, passando para o ultrafiltrado. Quinhentos ul
deste ultrafiltrado foi retirado e diluido em BV 10 mL com acetonitrila e a quantidade do
farmaco foi determinada por espectrofotometria (método validade nesse estudo). Para a
determinac¢do do farmaco total, 100 pl da suspensdo das nanocdpsulas foram solubilizados em
acetonitrila com volume completado para BV de 10mL. O percentual de encapsulagcao (PE)
foi determinado a partir da razdo entre a diferenca da concentracio total de CM na amostra
(CT) e a concentragdao de CM livre (CL) e a concentragdo total, multiplicada por 100 (equacao

2).

_ CT-CL
cT

E

x100 (Eq. 2)

5.4 Estudo de Estabilidade das nanocapsulas poliméricas

Foi realizado estudo de estabilidade da NCCM. As nanocdpsulas foram

acondicionadas em frascos de vidro incolor e armazenados a temperatura ambiente de 25 +
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1°C. Foi realizada a avaliacdo macroscOpica das suspensdes onde a aparéncia geral da
formulacio como coloragdo e presenca de sinais de instabilidade como cremeagdo,
precipitacdo ou separacao de fases. Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, como
Diametro, Indice de Polidispersao, Potencial Zeta, pH e teor ativo nos tempos inicial (1° dia),

15, 30, 45 e 60 dias ap6s a preparacdo do nanossistema.

5.5 Avaliacdo da citotoxicidade e potencial anti-inflamatério do CM e da

NCCM em neutrofilos e queratindcitos humanos

5.5.1 Isolamento de polimorfonucleados (PMNs)

Polimorfonucleares, predominantemente neutréfilos (80-90%) foram obtidos de
sangue humano cedido pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara — HEMOCE
(buffy coat) e isolados de acordo com o método de Henson (1971) e modificado por Lucisano
e Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o plasma desprezado e uma solugdo de
gelatina2,5% (p/v) foi usada para formar um gradiente de separacdo dos componentes

sanguineos. Em seguida, o soro foi lavado diversas vezes com solucao salina.

5.5.2 Queratinaocitos

As células da linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT) adiquiridas foram
cultivadas em meio de cultura especifico Dubelco’s Medium Eagle Modified (DMEM) a 37
°C sob atmosfera de 5% de CO,.

5.5.3 Testes de citotoxicidade

A avaliagdo da seguranca de substincias quimicas pode ser realizada através de
ensaios in vitro. Dentre os modelos experimentais podemos relacionar a medida da atividade
da Lactato desidrogenase (LDH) e o teste do MTT.

* Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH)

Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados a 37 °C na presenca de CM
por 15 minutos e na presenca de NCCM por 15, 30 e 60 minutos nas concentra¢des de 1, 10,
50 e 100 pg/mL; DMSO (0,1%, controle do veiculo do CM) e NCB (controle do veiculo da
NCCM na concentracdo tedrica de 100 pg/mL); Solugdo salina tamponada de Hanks (HBSS —
células ndo-tratadas) e Triton x-100 (0,2% - padrao citotéxico). A seguir, os tubos de reacao
foram centrifugados a 755 g, por 10 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram transferidos para

outros tubos e mantidos em banho de gelo para a determinacdo da atividade da enzima LDH.
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O ensaio foi realizado utilizando o Kit LDH (Liquiform, Brasil) e baseia-se na medida do
decréscimo da absorvancia em 340 nm devido a oxidacdo do NADH, a qual é proporcional a
atividade da LDH na amostra. Aliquotas de 300 uLL de substrato foram pré-incubados por 3
minutos a 37 °C. Em seguida foi adicionada 30 pLL da amostra de sobrenadante e a leitura da
absorvancia em 340 nm foi realizada nos tempos 1 e 3 minutos a 37 °C em espectrofotometro.
A atividade da enzima LDH foi calculada seguindo-se as especificacdes do fabricante
(equagdo 3):
A=[(A1-A2)/2] x 1746,03 (Eq. 3)

Onde: A= atividade da enzima LDH na amostra em UI/L; Al= absorvancia inicial (1 minuto)
em 340 nm; A2= absorvancia final (3 minutos) em 340 nm; 1746,03= fator de calculo
estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 30 pL.

A toxicidade do CM foi avaliada em trés experimentos independentes, com
medidas em triplicata. Os valores foram expressos em percentual onde foi considerada a
liberacdao de LDH pelo padrao citotéxico (Triton x-100) 100% de atividade da enzima.

o Testedo MTT

O teste do MTT foi realizado com duas populagdes distintas: neutréfilos e
queratindcitos humanos segundo método descrito por Mosmann (1983).

Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados por 30 minutos a 37 °C na
presenca de CM e NCCM (1, 10, 50 e 100 pg/mL), DMSO (controle do veiculo do CM) e
NCB (controle do veiculo da NCCM na concentragdo teérica de 100 pg/mL), Solugdo salina
tamponada de Hanks (HBSS — células ndo-tratadas) e Triton x-100 (0,2% - padrao citotéxico)
em placa de 96 pocos e atmosfera de CO,.

Queratindcitos humanos (5 x 10° células/mL) foram incubados por 24 horas a 37
°C na presenga de CM e NCCM (1, 10, 50 e 100 pg/mL), DMSO (controle do veiculo do
CM) e NCB (controle do veiculo da NCCM na concentracdo tedrica de 100 pg/mL), meio
DMEM (células ndo-tratadas) ou Triton x-100 (0,2% - padrdo citotéxico) em placa de 96
pocos e atmosfera de CO,.

Decorrido o periodo de incubagdo, 30 minutos para neutréfilos e 24 horas para
queratindcitos, as placas foram centrifugadas a 2000 rpm por 15 minutos a 25 °C e o
sobrenadante descartado e incubada uma nova solu¢do (200 pL) contendo 10% de MTT, na
concentracdo de 5 mg/mL, e estas células foram incubadas novamente por mais 3 horas.

Por fim, a placa foi centrifugada novamente nas mesmas condi¢cdes acima, o

sobrenadante foi descartado e adicionado entdo 150 uL. de DMSO puro para a lise das células
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e solubilizacdo do formazan. Neste instante, as placas foram agitadas durante 15 minutos com
o auxilio de um agitador de placas. A absorvancia foi medida em leitor de microplacas a 540
nm. Os experimentos foram realizados em quintuplicada e repetidos em trés dias diferentes. A
viabilidade celular foi expressa através do valor percentual onde foi considerada 100% de

viabilidade as células ndo tratadas (HBSS para neutréfilos e DMEM para queratindcitos).

5.6 Efeito do CM e da NCCM sobre a desgranulacao de neutrofilos ativados

por PMA mensurada pela inibicao da enzima mieloperoxidase (MPO)

* Desgranulacao de neutréfilos

Suspensdo de neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foi pré-incubada por 15 minutos
com CM e NCCM (1, 10, 50 e 100 pg/mL), indometacina (100 uM), DMSO (controle do
veiculo do CM) e NCB (controle do veiculo da NCCM), ou solucdo de Hanks — HBSS
(células nao tratadas). A seguir foi adicionado PMA (0,1 uM) por 15 minutos a 37 °C.
Decorrido este tempo, o material foi centrifugado durante 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante
obtido, rico em enzimas liberadas pela desgranulacdo leucocitdria, foi utilizado no ensaio
enzimético realizado segundo metodologia descrita por Ubeda et al., (2002).

* Determinacgdo da concentracdo de MPO

Aos 50 pL do sobrenadante foi adicionado PBS (100 pL), tampao fosfato (50 pL)
e H)O, (0,012%). Ap6és 5 minutos a 37 °C foi acrescido 20 upL de 3,3°,3,5-
tetrametilbenzidina (TMB 1,5 mM) e a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 30 pL de
acetato de sddio (1,5 M; pH 3,0). A absorvancia foi determinada em 620 nm. A construcdo de
uma curva padrdo pela adi¢do de quantidades crescentes de MPO (0,125 — 3 U/mL) permitira
relacionar a absorvancia com as unidades enzimdticas/mL. Os experimentos foram realizados
em quintuplicada e repetidos em trés dias diferentes e expressos pela atividade de MPO

(U/mL), (DE YOUNG et al., 1989).

5.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0
(USA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e a
comparacdo entre as médias foi realizada utilizando andlise de varidncia (ANOVA) seguida
pelo Teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

P <0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O CM € um monoterpeno de odor agraddvel encontrado em algumas espécies
vegetais, com emprego pelas indudstrias cosmética e alimenticia, além de apresentar
propriedades anti-inflamatdria, antinociceptiva e anti-espasmddica (PINHO er al., 2012;
YUSOFF et al., 2011; RAO et al., 2011; VINA e MURILLO, 2003). Contudo, um dos
desafios para emprego dessa matéria-prima ativa t€m sido suas caracteristicas fisico-quimicas
que comprometem a estabilidade dessa molécula. Diante disso, o presente estudo envolveu o
desenvolvimento e caracterizagdo de um nanossistema a partir do CM (nanoCM) e avaliacdo
bioldgica deste, incluindo teste de toxicidade e potencial anti-inflamatério em neutréfilo
humano. Para tanto, torna-se imprescindivel o desenvolvimento e validacdo de método
analitico para monitorar a qualidade do nanoCM, produto inédito, visto que a revisdo
bibliografica mostrou a inexisténcia de método analitico tanto para o CM quanto para o

nanoCM.

6.1 Desenvolvimento e validacao de método analitico para determinacio do

teor CM em nanossistema por espectrofotometria

A quantificagdo de um farmaco em uma formulacdo farmac€utica representa um
parametro fundamental para a garantia da qualidade do produto (PEREIRA, 2007; BRASIL,
2003), e dentre os métodos analiticos que podem ser empregados podemos relacionar a
espectrofotometria, que constitui um dos métodos mais usados para andlise quantitativa
devido a ampla aplicabilidade tanto a sistemas organicos quanto inorganicos, a sensibilidade e
seletividade moderada a alta e boa precisao, além de apresentar vantagens como baixo custo,
rapidez, facil utilizacdo e interpretagdo dos resultados (SINKO, 2008; USP 2011; PEREIRA,
2007).

O processo de desenvolvimento de um novo medicamento requer o emprego de
um método analitico validado, aplicdvel tanto nas intimeras etapas relacionadas ao seu
desenvolvimento, quanto no controle de qualidade deste no mercado farmacéutico. Assim,
como o CM ndo consta em Farmacopéias ou outro compéndio oficial reconhecido pela
ANVISA, e considerando que a documentacdo de validagdo de método analitico é obrigatdria
na solicitagdo de registro de produtos farmacé€uticos no pais, foi realizada a validacdo do

presente método espectrofotométrico para andlise da NCCM.
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A validacdo de um método analitico € usada para demonstrar, por meio de estudos
experimentais, que o mesmo € apropriado para a finalidade a que se destina, garantindo a
confiabilidade dos resultados obtidos. Segundo a International Conference on Harmonization
(ICH), o objetivo da validacdo de um método analitico € demonstrar que é adequado para o
seu proposito (ICH, 1996). No presente estudo para validacdo da metodologia proposta foram
avaliados os parametros de especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, exatiddo e
robustez (BRASIL, 2003).

A especificidade € a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenga de outros componentes que possam estar presentes na amostra em
andlise tais como impurezas, produtos de degradacdo ou componentes da matriz (BRASIL,
2003; USP, 2011). Na Figura 4 pode ser observado o espectro de varredura do CM (padrao) e
da NCB contaminada de CM, onde verificou-se que os espectros foram compardveis no
comprimento de onda com maxima absorvancia do CM (270 nm), sendo a influéncia média
da NCB de apenas 3,0% (determinada pela razdo entre as absorvancias médias da NCB
contaminada com CM e do padrio CM, em 270 nm). Assim, os resultados sugerem que
praticamente nao ha um efeito de matriz importante na andlise espectrofotométrica da

nanocépsula de CM.
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Figura 4 - Espectro de varredura UV-VIS do Cinamato de metila (CM), nanocdpsula sem
(NCB) e NCB contaminada com CM (NCB+CM).
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Prosseguindo os estudos de validacdo, foi investigada a linearidade do método,
um parametro que expressa a faixa na qual o sinal analitico, denominado varidvel dependente
(y), é linearmente proporcional a sua concentra¢do, denominada varidvel independente (x)
(DRAPER e SMITH, 1981). A RE 899/03 (BRASIL, 2003) recomenda que a linearidade seja
determinada pela anédlise de, no minimo, cinco concentragdes diferentes e que o coeficiente de
correlagdo linear (r) deve ser de, no minimo, 0,99. Este coeficiente ¢ uma medida da
associacdo existente entre duas varidveis quantitativas e valores préximos a 1,00 indicam que
um incremento na varidvel X causa um aumento proporcional na varidvel Y (CALLEGARI-
JAQUES, 2003).

No presente estudo a linearidade do método foi investigada com emprego de seis
concentracoes de CM (4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5 € 9,5 ug/mL), e foram realizadas andlises dos
coeficientes de determinagdo e correlacdo, angular e intersec¢ao, além da anélise dos residuos.
Andlise dos resultados associado a cada nivel de concentracdo de CM (n= 6), mostrou que o
DPR maximo obtido foi de 2,56 % na maior concentracdo da curva calibragdo (9,5 ug/mL),
comprovando a baixa dispersdao dos dados. Ainda, a maioria das absorvancias determinadas
para as concentracdes de CM (4,5 — 9,5 ug/mL) estiveram entre 0,5 e 1,04 (Tabela 10),
encontrando-se, portanto, maior parte do sinal analitico dentro de uma faixa onde a maioria
dos espectrofotdmetros sdo mais exatos (Absorvancia ~ 0,4 — 0,9), (HARRIS, 2005).

A andlise de regressdo linear dos resultados obtidos permitiu determinar a
equagcdo da reta como: y = 0,1085x + 0,0189, relacionando as varidveis independente
(concentragdo) e dependente (absorvancia) de forma linear. O método mostrou uma forte
correlacdo positiva com coeficiente de correlag@o (r) de 0,9991 e coeficiente de determinagao
(r2) de 0,9983 (Figura 5), atendendo portanto ao critério minimo aceitdvel pela ANVISA
(BRASIL, 2003), e mostrando que 99,8 % da variagdo na absorvancia pode ser explicada pela
variacdo na concentracdo do CM. A andlise estatistica dos coeficientes mostrou que as
varidveis x e y estdo relacionadas (coeficiente angular: to: 97,3 tc: 2,12; intersecdo (a) - to
2,35: tc: 2,12), e que existe uma relacao linear que pode ser explicada pela equagdo da reta (p
value de 1,3.10'23) na faixa de concentra¢do de CM estudada (Tabela 11).

Na Figura 6 pode ser observado o grafico de residuos do CM obtido pelo ajuste do
modelo quadratico, onde os pontos apresentam-se distribuidos aleatoriamente ao redor da
linha no valor zero, sem tendéncias evidentes. Além disso, a avaliacdo visual ndo indica a
presenca de outliers (valores atipicos) que poderiam influenciar negativamente a estimativa
do coeficiente angular e intercepto (TAVERNIERS, LOOSE E BOCKSTAELE, 2004). A

melhor curva de calibragdo é aquela que forneca o menor valor para a soma quadratica dos
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residuos obtidos entre o sinal analitico medido e o sinal analitico predito, para um conjunto de
pontos experimentais. Uma curva bem ajustada deve apresentar dentre outras caracteristicas,
erros com distribui¢do uniforme, média zero e variancia constante (DANZER e CURRIE,
1998; PIMENTEL e BARROS NETO, 1996). Assim, os resultados obtidos no presente
estudo constituem um indicativo de que foi obtido um adequado ajuste linear a curva de

calibracao do CM.



Tabela 10 — Absorvancias absolutas do Cinamato de Metila obtidas por espectrofotometria.

Concentracao (ug/ml) Absorvancia £ DP DPR (%)
4,5 0,5077 £ 0,0130 0,11
5,5 0,6140 £ 0,0030 1,21
6,5 0,7283 £ 0,0134 0,57
7,5 0,8333 £ 0,0047 1,85
8,5 0,9413 +0,0114 0,49
9,5 1,0497 £ 0,0012 2,56

Tabela 11 - Anélise de variancia (ANOVA) da curva das solugdes de Cinamato de Metila.

Fonte SQ MQ Valor p
Regresio 0,6185 0,6185 1,3.10%
Erro 0,00105  6,5.10”

Total 0,61958

47
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Figura 5 - Curva de calibragdo do Cinamato de Metila — CM (UV-Vis) com respectiva
equacdo da reta e coeficiente de determinagdo obtidos por regressao linear.
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Figura 6 - Grafico dos residuos obtido da andlise de regressdo linear da curva padrdo de

Cinamato de Metila.
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A precisdo de um método analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos de
uma mesma amostra em amostragens multipla (incluindo diferentes dias de andlise). Nesse
estudo, a precisdo foi avaliada em dois niveis, repetibilidade e precisdao intermedidria. Os
resultados referentes a repetibilidade (intradia) estdo descritos na Tabela 12 onde pode ser
observado que os valores de DPR foram inferiores a 1,0% e podem ser considerados
satisfatorios conforme RE 899/03 da ANVISA que recomenda DPR < 5,0% neste caso. Para a
precisao intermedidria (interdia), a média foi de 0,911 + 0,015 pg/mL, com DPR de 1,72 %.
A comparagcdo da variabilidade dos resultados dos dois dias de andlise pelo teste F ndo
detectou diferenca significativa entre as variancias do dia 1 e 2 (p > 0,224), confirmando a
reprodutibilidade da variabilidade medida.

Na Tabela 13 estdo descritos os resultados do teste de exatiddo do método,
investigado em trés niveis de concentracdo (baixa, média e alta) do cinamato de metila. A
recuperagcdo média de CM (2, 4 e 6 ug/mL) acrescentado a NCCM foi de 99, 100 e 101 %,
respectivamente, com um DPR maximo de apenas 2,68 %.

A exatiddo reflete a proximidade entre o valor medido e um valor de referéncia
considerado verdadeiro, e relaciona-se com o erro absoluto de uma medida (BRASIL, 2003;
ICH, 1996). Os resultados obtidos no presente estudo comprovam que o método
espectrofotométrico desenvolvido para quantificagdo de CM na NCCM possui um perfil de
exatidio (~100 %) aceitdvel, compardvel ao exigido por exemplo, pela farmacopeia
americana, que adota que no doseamento de ibuprofeno em comprimidos deve-se encontrar

no minimo 90% e no maximo 110% do valor declarado (USP, 2011).
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Tabela 12 - Avaliacdo da precisdo por repetibilidade do método para quantificacdo de
Cinamato de Metila na Nanocdpsula de Cinamato de Metila.

Dia 1 Dia 2
0,907 0,940
0,894 0,920
Concentracao 0,903 0,914
(ng/mL) 0,890 0.926
0,895 0,927
0,898 0,918

Média gf/ . 0,898 + 0,006 0,924 + 0,009
DPR 0,702 0,976

Tabela 13 - Resultados do estudo da exatidao para Nanocédpsula de Cinamato de Metila.

Concentraciao Porcentagem Média (%) = DP DPR (%)
adicionada (ug/mL) encontrada (%)

100,43

2,0 98,92 99,80 £ 0,78 0,78
100,05
103,50

4,0 99,45 100,45 + 2,69 2,68
98,40
103,71

6,0 101,08 101,14 £ 2,53 2,50
98,64

Total 100,46 + 1,97 1,97
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A robustez de um método é um pardmetro que identifica se esse método é capaz
de resistir a pequenas variacOes durante as andlises. No intuito de averiguar a robustez do
presente método analitico, verificou-se o comportamento deste em relacdo a dois parametros:
temperatura e solvente (Acetonitrila —ACN; Metanol — MetOH). A Figura 7 representa os
resultados percentuais médios obtidos para cada fator em relagdo ao determinado para a
NCCM no nivel nominal. Verifica-se que os efeitos devido aos fatores e niveis foram menores
que 0,5% (valores médios entre 99,5 — 100,5%) e podem ser explicados pela variagdao
intrinseca do método. Além disso, a ANOVA dos resultados ndo demonstrou efeito
significativo para os fatores temperatura, tipo de solvente e suas interacdes (Tabela 14).

A proposi¢do de um método rapido e de f4cil execugdo € interessante para a rotina
de controle de qualidade industrial. Assim, diante dos resultados obtidos no presente estudo, o
método analitico desenvolvido e validado para andlise do CM em NCCM por
espectrofotometria (UV-VIS), mostrou-se especifico, linear, preciso, exato e robusto,
tornando-se uma ferramenta analitica muito util para o controle da qualidade da NCCM, além

de sua aplicac¢do em estudos de estabilidade.
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Figura 7 - Teste de robustez do método para andlise do Cinamato de Metila em Nanocédpsula
de Cinamato de Metila por espectrofotometria (UV-VIS): varidveis — temperatura e tipo de
solvente. Foram realizadas nove determinagdes e os resultados representam a média.
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Tabela 14 - Anélise de varidncia (ANOVA) dos resultados de robustez.
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Fontes de variacao gl SQ oM F Valor p
Temperatura 2 1,075 0,538 0,23 0,796
Solvente 2 0,466 0,233 0,10 0,905
Interagdo 4 5,787 1,447 0,62 0,653
Erro 18 41,861 2,326

Total 26 49,188
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6.2 Desenvolvimento, caracterizacio e estabilidade de NCCM

As suspensdes de nanocdpsula de CM (NCCM) foram preparadas pelo método de
deposi¢do interfacial do polimero pré-formado, seguido da evaporacdo do solvente (FESSI et
al., 1989), um método simples, reprodutivel e rapido. O método consiste em adicionar uma
fase organica contendo 6leo e polimero (com ou sem surfactante lipofilico) a uma fase aquosa
contendo um surfactante hidrofilico. Apds a mistura das fases, sob agitacdo moderada, o
solvente organico difunde na fase aquosa e o polimero € depositado na interface 6leo/dgua
(LETCHFORD e BURT, 2007).

A difusdo do solvente organico, que deve ser miscivel na fase aquosa, € o ponto
critico para a formagao de nanocdpsulas (LEGRAND et al., 1999). Durante o processo, apds a
injecdo da fase organica na fase aquosa, uma rapida difusdo interfacial é observada como
resultado da mutua difusdo entre os solventes, que produz energia para a formacdo da gota
oleosa. Uma vez que a difus@o do solvente é completada, o polimero agrega ao redor da gota
de 6leo e a estabiliza, formando uma barreira mecanica a coalescéncia. A velocidade de
difusdo depende das propriedades fisicas da fase oleosa, tais como viscosidade e tensdo
interfacial (MOSQUEIRA et al., 2000).

A fase organica da NCCM foi composta pela acetona, o 6leo MIGLYOL®
(triglicerideo de cadeia média dos 4cidos cdprico e caprilico) e o polimero Eudragit® RS100
[poli (acrilato de etila-co-metacrilato de metila-co-metacrilato de trimetilamonio cloridrico)].
A acetona € um solvente organico solivel em dgua, amplamente utilizado na composicao de
nanocépsulas e de facil eliminacdo no processo de evaporacdo. O nucleo interno oleoso de
nanocépsulas € frequentemente feito de triglicéridos caprico(C8)/caprilico(C10), triglicéridos
de cadeia média obtidos a partir de 6leo de coco e soliveis em acetona, uma vez que
apresentam seguranca e sio excelentes na dissolu¢do de substancias lipofilicas como o CM
(MARTINDALE, 1999). Para compor a parede de nanocdpsulas, o Eudragit RS100 tem sido
bastante utilizado por se tratar de um polimero biocompativel, amplamente utilizado em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos administrados por via oral e em preparacdes
topicas (WADE e WELLER, 2000).

Prosseguindo na formulagdo da NCCM, na fase aquosa foram utilizados o
polisorbato 80 (tween 80) e 4gua ultrapura. O tween 80 € um tensoativo ndo i06nico sintético
de elevado EHL (Equilibrio hidréfilo-lipéfilo), (15,0) e facilmente adsorvido em torno das
nanogoticulas (GUTERRES, 1995).
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Na Tabela 15 estdo descritos todos os componentes da NCCM, bem como da NC
sem adicdo de CM (Nanocépsula Branca - NCB), ttil para avaliar a possivel influéncia do
ativo no nanossistema. No total foram desenvolvidas trés formulagdes de NCCM1-3 e NCBI1-
3, e foi avaliada a influéncia de dois fatores: volume de solvente (acetona: dgua ~1:2) e
temperatura de evaporagdo do solvente (45 e 25°) sobre as caracteristicas das suspensdes de
nanocépsulas, como didmetro das particulas, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH e teor
de ativo (CM). A reducdo no volume de solventes (acetona e dgua) na formulagdo diminuiu o
tempo necessdrio para evaporacdo dos mesmos na formulacdo das NCs (passando de 120 para
45 min) (Tabela 15).

Na avaliagdo organoléptica pode ser observado que todas as formulacdes de NCB
e NCCM mostraram aspecto macroscopico homogéneo e leitoso com reflexo azulado. A
obtenc@o de um sistema homogéneo € importante, pois ¢ um indicativo de estabilidade ja que
a instabilidade fisica promove mudanca considerdvel na aparéncia e na consisténcia em um
sistema disperso, tais como a floculacdo ou a coalescéncia, promovendo separacdo de fases
(AZZINI, 1999). O aspecto leitoso com reflexo azulado observado nas NCs € devido ao
movimento Browniano das particulas, caracteristica amplamente descrita na literatura para
diferentes sistemas de nanocdpsulas preparadas pelo método de deposicdo interfacial de

polimeros pré-formados (SCHAFFAZICK et al., 2003).



Tabela 15 - Composi¢do quali-quantitativa das formulagdes.
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Fase Componentes NCB1 NCB2 NCB3 NC NC NC
cM1 CM2 CM3
Organica CM - - - 25mg 25mg 25mg
EudragitRS100 100 mg 100 mg 100mg 100mg 100mg 100 mg
Miglyol® 160mg 160mg 160mg 160mg 160mg 160 mg
Acetona 27mL 20mL 14mL 27mL 20mL 14mL
Aquosa  Tween 80 7TTmg 77mg 77mg 77mg 77mg 77mg
Agua Miliq S53mL 40mL 26mL 53mL 40mL 26 mL
Volume Final I0mL 25mL 25mL 10mL 25mL 25mL
Temperatura 45°C  25°C 25°C 45 °C 25°C 25°C
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Na Tabela 16 pode ser observado didmetro das particulas, Indice de polidispersio,
Potencial Zeta, pH e teor de ativo das NCCM e NCB. No presente estudo o diametro das
particulas das NCs foi determinado por Espectroscopia de Correlagdo de Fotons, um método
que mede o movimento Browniano das particulas e constitui um procedimento adequado e
eficiente, além de pratico jd que ndo necessita de preparo prévio da amostra para andlise,
como isolamento ou secagem (ALONSO, 1996).

As NCCMI1-3 apresentaram um didmetro médio que variou de 128 a 136 nm,
enquanto as NCB as médias foram de 134 a 180 nm (Tabela 16). Em relacdo as curvas de
distribuicao de particulas, todas as NCs apresentaram caracteristica unimodal (apenas um
pico) e simétrica, indicando que as amostras possuem majoritariamente uma tnica populagcdo
de particulas.

O diametro das particulas é uma das mais importantes caracteristicas fisico-
quimicas das suspensdes coloidais, pois a variagdo no tamanho pode ser usada em estudos de
estabilidade ou como indicativo de tendéncia a sedimentacdo de particulas (MAGENHEIM e
BENITA, 1991; MULLER-GOYMANN, 2004). E um parametro que sofre influéncia de
diversos fatores como natureza e concentracdo do polimero, do firmaco; concentragdo de
surfactantes; propor¢do entre solvente e dgua, além da velocidade de difusdo da fase organica
na fase aquosa (LEGRAND et al., 1999). Os didametros médios encontrados para as NCCM e
NCB determinados no presente estudo estdo de acordo com a técnica de nanopreciptagdo
empregada, que em geral apresenta valores na faixa entre 100 e 500 nm, e atendendo a
parametros mais rigidos, que indicam para um sistema nanomérico, um tamanho de particulas
de no mdximo 200 nm (ALONSO, 1996). Ainda, os tamanhos de particulas encontrados para
as NCCM foram préximos aos das NCB, com excecdo da NCB2, sugerindo que a presenga do
CM parece ndo influenciar no tamanho das particulas.

Os indices de polidispersdo das NCs foram de 0,066 + 0,003 a 0,127 + 0,005. Esse
parametro € indicativo da homogeneidade na distribui¢cdo do tamanho de particulas e valores
menores que 0,2 sdo ideais por representarem que o didmetro das particulas se encontra em
uma estreita faixa (ALVES et al., 2007).

O Potencial Zeta, que reflete a carga de superficie das nanoparticulas e é
influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante, apresentou valores que
variaram entre +4,06 £ 0,14 a +8,45 £ 0,36 mV, indicando que a suspensdo se mantem estavel
por mecanismos de impedimento estérico (SCHAFFAZICK et al., 2003). Nesse caso o valor

positivo € atribuido a carga dos grupamentos aménio quartendrio presentes no polimero
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Eudragit RS 100, descrito por outros autores em formula¢des de nanocdpsulas usando o
mesmo polimero (UBRICH et al., 2005; DOMINGUES, 2006).

A medida do pH € um parametro importante na avaliacdo da estabilidade de
sistemas coloidais pois alteragdes de seus valores podem estar relacionados a instabilidade
quimica como a degradagdo do polimero ou de algum outro componente da formulacdo, ou
até mesmo com a difusdo do farmaco das nanocdpsulas para o meio aquoso (GUTERRES et
al., 1995). Valores de pH levemente 4cidos foram verificados para todas as formulacdes (pH:
5,16 a 5,79). Os resultados obtidos no presente estudo sdo corroborados por estudo anterior
(CONTRI et al., 2012), que formulou nanocdpsulas poliméricas empregando o mesmo
polimero e o mesmo tensoativo utilizado nas NCCM, e encontraram valores de potencial zeta
e pH (PZ: +6,3 2 +9,6 mV; pH: ~ 5,4) bem pr6ximos aos obtidos no presente estudo.

Andlises espectrofotométricas das NCs obtidas a partir do CM mostraram que
estas tiveram seus teores de ativo reduzidos de acordo com processo de formulagdo
empregado (NCCM 1-3), apresentando um teor final de 43, 82 e 89 %, respectivamente em
relacdo a concentracao inicial (Tabela 16). Essa variacdo no teor de CM estd possivelmente
relacionada a reducdo da temperatura e ao tempo de evaporacdo durante o processo de
formulacdo das NCCM 2 e 3 em relacdo a NCCMI. Isso, considerando as caracteristicas
fisico-quimicas do terpeno CM, que possui baixa temperatura de fusdo (33 — 38°C) e alta
volatilidade. Estudo anterior desenvolvido por Flores (2011) também adotou a reducdo do
tempo de evaporacdo e da temperatura como forma de diminuir a perda do 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia, que tem na sua composi¢ao terpenos, no desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados.

Estudos relacionados ao desenvolvimento de nanocdpsulas a partir do oleo
essencial de Curcuma Longa (agafroa) reportam uma perda do ativo da ordem de 30 a 40%
durante o processo (LERTSUTTHIWONG et al., 2008; LERTSUTTHIWONG et al., 2009)
utilizando a mesma técnica do presente estudo. Ainda, nesse contexto Lai et al., (2006)
produziram nanossistema a partir do dleo essencial de Artemisia arborenses, com reducao do
teor de ativo de aproximadamente 10%. Assim, diante dos resultados obtidos no presente
estudo, a formulagio NCCM3 (Figura 8) foi selecionada para prossegir os estudos, por

apresentar um menor percentual de reducdo do ativo em relacao as demais formulagdes.
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Tabela 16 - Caracterizacdo das formulacdes quanto ao diametro (D), indice de polidispersao
(PDI), potencial zeta (PZ), pH e teor.

Formulcoes D (nm £+ DP) PDI (= DP) PZ (= DP) pH Teor
NCB1 134,43 +4,38 0,119 +0,001 5,27+0,19 5,16 -
NCB2 180,42 +2,59 0,103 £0,003 4,45+0,10 5,79 -
NCB3 146,10 £3,05 0,103 £0,002 4,06 +0,14 5,56 -
NCCM1 128,47 +£2,16 0,066 + 0,003 4,29 +0,19 5,21 42,48%
NCCM2 133,80 £4,48 0,078 £0,004 8,45 +0,36 5,47 81,60%
NCCM3 136,10+ 1,71 0,127 £ 0,005 4,96 £ 0,28 5,15 88,50%




Figura 8 - Distribuicdo de tamanho das nanocapsulas: NCCM3.

Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1361 Peak 1: 1571 100,0 60,10
Pdl: 0,127 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,967 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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A avaliacdo do conteido do farmaco intimamente ligado as nanoparticulas,
percentual de encapsulamento (PE), é uma tarefa especialmente complicada, pois a separagdao
do farmaco livre e do incorporado € dificil pela natureza coloidal do sistema carreador. As
técnicas de separacdo da parte livre e da encapsulada mais utilizadas sdo ultracentrifugacio e
ultrafiltracdo-centrifugagcdo, sendo essa ultima usada no presente estudo e mostrando-se
eficiente para determinar o PE. Segundo Felippi, (2008) o PE esta relacionado, por exemplo, a
solubilidade do farmaco na fase organica (CALVO et al., 1996), o pH do meio (BRASSEUR
et al., 1991), a superficie das particulas , a natureza do polimero (VILA et al., 2002), a ordem
de adi¢do do farmaco na suspensdo (FRESTA et.al., 1995), a natureza do Sleo utilizado e o
tipo de tensoativo utilizado (MARCHAL-HEAUSSLER et al., 1990).

No presente estudo, o PE do CM foi de 87,03 £ 0,21 %, um valor que esteve bem
proximo dos encontrados em outros estudos utilizando também a técnica de polimero pré-
formado, como o encapsulamento do 4cido lipoico que obteve um PE de 77 a 90%
(KULKAMP et al., 2009), da atrazina, um herbicida, que variou entre 89,4 e 94,3% (SOUZA
et al., 2012) e do acido retinoico, uma forma oxidada da vitamina A usada no tratamento
tépico do envelhecimento da pele, que foi de aproximadamente 90% (LARA, 2008).

Muitos estudos envolvendo a veiculagdo de dleos essenciais em nanoparticulas
relatam o sucesso na reducdo da instabilidade desses componentes. Nanoparticulas de lipideo
contendo 1% de 6leo essencial de Artemisia arborenses, usado como pesticida, foi capaz de
reduzir a volatiliza¢do deste 6leo, com tamanho de particulas em torno de 200 nm e eficiéncia
de encapsulacdo de aproximadamente 90% (LAI et al., 2006). O 6leo essencial de Curcuma
longa (Acgafroa) foi veiculado em nanocapsulas de alginato (LERTSUTTHIWONG et al.,
2008) e em nanocapsulas de alginato combinado com quitosana (LERTSUTTHIWONG et al.,
2009) e, apesar da baixa taxa de encapsulacdo nos dois estudos (60% e 68,5%,
respectivamente), foi alcancada uma diminui¢do na volatilidade. A incorpora¢do do dleo
essencial de Malaleuca alternifolia em nanocédpsulas poliméricas também proporcionou
aumento de estabilidade e reducdo da volatilizagao do 6leo (FLORES, 2011), com PE de
aproximadamente 90%.

Em fun¢do de sua natureza coloidal e da complexidade dos constituintes que
compdem as formulacdes das nanocdpsulas, os estudos de estabilidade sdo essenciais e tem
sido investigados com base em alguns parametros como a distribuicdo do tamanho das
particulas, determinacdo do potencial zeta, determinacdo do pH e determinacdo da
concentracdo do fairmaco em funcdo do tempo de armazenamento (LEGRAND et al., 1999;

SCHAFFAZICK et al., 2003). A estabilidade dos carreadores poliméricos coloidais depende



63

da temperatura, pH do meio e da exata composi¢do da formulacdo, além de sofrer influéncia
de outros fatores como a adsor¢do de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas e a
presenca de tensoativos adsorvidos. Consequentemente, para cada formulacdo especifica, um
estudo de estabilidade correspondente deve ser realizado para garantir a qualidade do produto
(ABDELWAHED et al., 2006b, SCHAFFAZICK et al., 2003). Diante do exposto, foi
realizado um estudo de estabilidade durante 60 dias para a NCCM3, onde foram avaliados os
seguintes parametros: avaliacdo macroscopica, tamanho de particula, indice de polidispersao,
potencial zeta, concentragao do farmaco e pH.

Nas andlises realizadas com intervalo de 15 dias, durante 60 dias, a preparacdo
mostrou aspecto macroscopico homogéneo e leitoso com reflexo azulado e ndo apresentou
alteracdes macroscoOpicas tais como cremagem, sedimentacio ou floculaciao, fendmenos esses
que sdo indicativos de instabilidade (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A anélise do tamanho de nanossistemas tem sido extensivamente empregada para
monitorar se existe na formulacdo tendéncia a agregacdo ou sedimentacdo das particulas
dispersas em funciio do tempo (MULLER-GOYMANN, 2004). Na presente pesquisa, a
andlise do tamanho em funcdo do tempo de preparagdo da NCCM3 apresentou distribuicdo
unimodal e valores com baixa varia¢do durante o estudo, estando na faixa de 136,1 = 1,71 a
140,9 £+ 5,56 (Tabela 17), indicando que a suspensao manteve-se estavel durante o estudo (60
dias). O indice de polidispersdo variou de 0,127 = 0,006 a 0,163 = 0,009, sempre
apresentando valores inferiores a 2, indicando que o didmetro das particulas manteve-se em
estreita faixa (ALVES et al., 2007).

As andlises de potencial zeta mostraram que até o 30° dia os valores oscilaram
apresentando redu¢do ou aumento em torno de 14%, enquanto que no 45° e 60° dia, o
potencial zeta reduziu em torno de 70% em relac@o ao tempo inicial, chegando a 1,46 £ 0,08 e
1,49 £ 0,05 respectivamente. A mudanga de Potencial Zeta, que € atribuida a mudancas na
interface com o meio dispersante, ¢ um paradmetro importante para a avaliacdo da estabilidade,
pois a variacdo dessa caracteristica em relacio ao tempo de armazenamento pode ser
consequéncia da adsor¢do de estruturas iOnicas da suspensdo ou, da dissociagdo de
grupamentos do polimero (MAGENHEIM e BENITA, 1991).

Informacgdes relevantes sobre a estabilidade de suspensdes nanoparticuladas
podem ser obtidas também mediante o monitoramento do pH em fun¢do do tempo e sua
alterac@o pode ser indicio de degradacdo do polimero, e/ou de algum outro componente da
formulacdo ou até mesmo da difusdo do fiarmaco das nanocdpsulas para o meio aquoso

(GUTERRES et al., 1995; SCHAFFAZICK et al., 2003). Nesse estudo, o pH tornou-se mais
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acido em funcdo do tempo. No tempo inicial apresentou valor de 5,15, com baixa reducido
para 4,95 no 30° dia, enquanto que no 60° dia essa reducdo foi para 4,34, tornando-se mais
evidente. A reducdo do valor de pH ndo foi tdo expressiva quanto a reducdo sofrida pelo
potencial zeta, contudo pode ser indicio de uma possivel degradacido do polimero e a difusao
do farmaco para o meio aquoso. Estudos adicionais sdo necessdrios para determinar o motivo
da reducdo do Potencial zeta e pH.

Em sua forma livre, o CM ¢ rapidamente degradado em meio aquoso e por isso,
em estudo anterior in vitro e in vivo as solugdes foram preparadas imediatamente antes da
utilizacdo (LIMA, 2013). O nanoencapsulamento do CM foi proposto como alternativa para
reduzir esta degradagdo, diminuindo as desvantagens no desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas que terpenos em geral apresentam, aumentando a estabilidade fisico-quimica
dessa substancia. Com o intuito de verificar se o nanossistema estd protegendo o CM da
degradacao, foi analisado seu teor nas nanocédpsulas produzidas durante 60 dias. As andlises
mostraram que a NCCM3 apresentou reducio de teor, com valores de 88.50, 79.43 e 68.96%
no tempo inicial, 30° e 60° dia de estudo respectivamente. Nos dois ultimos tempos de estudo
a reducdo do teor de CM foi de 10 a 28% em relagdo ao primeiro dia e pode estar
possivelmente associada a liberacdo do CM pelo sistema nanomérico para 0 meio aquoso

onde o fairmaco perde a protecdo e é degradado.
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Tabela 17 — Estudo de estabilidade da NCCM3: caracterizagdo quanto ao diametro (D), indice
de polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ), pH e teor.

Dia D (nm = DP) PDI (+ DP) PZ (+ DP) pH Teor

1 136,1 £1,71 0,127 +£0,006 4,96 + 0,28 5,15 88,50%
15 136,7 + 1,70 0,130 +£0,005 5,64 +0,19 5,10 86,62%
30 139,9 + 0,06 0,163 +0,009 4,70 +0,23 4,95 79,43%
45 140,9 + 5,56 0,157 £ 0,006 1,46 £ 0,08 4,73 71,57%
60 137,9 £0,42 0,130 + 0,007 1,49 £ 0,05 4,34 68,96%
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6.3 Avaliacao da citotoxicidade do CM e das NCCM em neutrofilos ou

queratindcitos humanos

Prosseguindo o estudo, foi investigado se o nanoencapsulamento do CM agregou
alguma vantagem relacionada as caracteristicas biologicas em comparagdo ao farmaco livre.
A avaliag@o de possiveis efeitos toxicos do CM sob a forma livre ou encapsulada (NCCM3)
foi investigada pela determinagdo da lactato desidrogenase (LDH) e/ou através do teste do
MTT em cultura de células primaria (neutr6filo humano) ou linhagem celular
(queratindcitos).

A adicdo de concentracdes crescentes de CM (1, 10, 50 e 100 pg/mL), incubadas
durante 15 minutos na suspensdao de neutrdfilos, ndo aumentou significativamente o
percentual de liberacdo da LDH (17,39 + 2,01; 18,11 = 2,01; 20,63 £ 1,15 e 23,10 £ 2,27 %,
respectivamente), em relacdo ao grupo controle (veiculo DMSO 0,1 % - 18,61 = 2,16 %).
Nessas circunstancias o veiculo (DMSO 0,1 % - 18,61 + 2,16 %) ndo diferiu do grupo ndo
tratado - HBSS (16,74 + 2,54 %), (Figura 9).

Um dos principais objetivos da encapsulacdo de um farmaco por polimeros € a
promocdo da liberagdo controlada do mesmo, assim a citotoxicidade da NCCM3 foi
investigada em neutr6filo humano com extensao periodo de incubagdo em relagdo ao ensaio
com CM livre. Inicialmente pode ser observado na Figura 10 que o grupo controle (NCB —
20,97 £ 2,23 %) nao diferiu estatisticamente do grupo nao tratado — HBSS (13,22 + 3,81 %).
Além disso, a adicdo de NCCM3 (1 — 100 pg/mL) a suspensdo de neutrdfilos, incubados
durantes 15 minutos, ndo promoveu alteracdes significativas no percentual de LDH liberada
(11,25 + 3,31; 11,39 £3,93; 7,95 + 3,02 e 11,17 + 3,57 %, respectivamente) em relacdo ao
grupo controle (NCB). Por outro lado, o Triton X-100 (padrao citotéxico, considerado 100%
de liberagao), aumentou significativamente o nivel de LDH liberado em relagdo ao HBSS.

O aumento do tempo de incubagdo da NCCM3 (1 — 100 ug/mL) na suspensao de
células, ou seja, de 15 para 30 minutos, ndo interferiu significativamente no percentual de
LDH liberada em relagdao ao grupo controle, porém em relagao ao grupo HBSS (10,23 + 2,67
%) foi observado um aumento significativo nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL (23,12 +
3,61 e 31,05 + 3,76 %, respectivamente), (Figura 11). Diferenca significativa foi observada
entre o grupo Triton X-100 em relacdo ao grupo HBSS.

A Figura 12 mostra que a NCCM3 (1 — 100 pg/mL) aumentou significativamente
o percentual de LDH liberado em relacdo ao grupo controle (NCB - 21,59 + 2,50 %,) a partir
da concentragdo de 50 pg/mL (37,15 + 2,06 %,) Em relacdo ao HBSS (9,25 + 0,61 %) esse
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aumento tornou-se significativo a partir da concentracio de 10 pg/mL (26,34 £+ 6,02 %) apés
60 minutos de incubagdo. Entretanto, a NCB mesmo sendo incubada por um maior periodo
(30 e 60 minutos), manteve o padrao de liberacdo de LDH (20,97 + 2,23 e 21,59 + 2,50 %,
respectivamente) para o meio extracelular sem diferenca significativa em relacdo aos grupos
ndo tratados — HBSS que mostraram uma liberagdo da LDH em torno de 11 %.

A LDH é uma enzima presente no citoplasma que catalisa a conversdo do piruvato
para lactato, enquanto o NADH ¢ oxidado para NAD+ (VINALS et al., 1995). Sendo uma
enzima citosélica, seus niveis no soro sao normalmente baixos, no entanto, quando ocorrem
lesdes teciduais, esta desencadeia um aumento dos niveis de LDH no meio extracelular e no
sangue (KABEYA, 2002; PEAKALL, 1992). Assim, a LDH ¢é considerada um marcador de
membrana integra com sensibilidade considerdvel. Os resultados obtidos no presente estudo
mostraram que o CM livre ndo mostrou toxicidade a nivel da membrana plasmaética de
neutréfilo humano no tempo estudado, e que as NCCM mostraram uma toxicidade
dependente da concentracdo e do tempo de incubagdo. Essa relativa toxicidade das NCCM
parece estar relacionada ao CM, mas ndo aos componentes do nanossistema, muito embora
estudos adicionais com CM livre sejam ainda necessdrios, incluindo maiores tempos de
incubacdo desse monoterpeno. A auséncia de citotoxicidade do CM em neutr6filo humano
observada no presente estudo € corroborada por estudo anterior (BHATIAA et al., 2007) em
cepas de Bacillus subtilis H17 (rec+) e M45 (rec-) e em células de ovario de hamster, que

demonstraram a auséncia de toxicidade do CM (concentracgdes inferiores a 100 pg/mL).
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Figura 9 — Avaliacdo da toxicidade do CM mensurada pela liberacdo de LDH em neutréfilo
humano. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apo6s incubacdo com CM (1, 10, 50 e 100 pg/mL) por
15 minutos. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrdo citotéxico;
Controle: Veiculo DMSO 0,1%. Os resultados estdo sendo expressos como média + E.P.M.
(n=9), e representam a porcentagem de LDH liberada por neutréfilos, calculada em relacio ao
Triton X 100 (100 % liberacdo). * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 10 — Avaliacdo da toxicidade da NCCM mensurada pela liberacdo de LDH em
neutréfilo humano. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apds incubacdo com NCCM (1, 10, 50 e
100 pg/mL) e NCB por 15 minutos. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%,
v/v) — padrao citotoxico; Controle: Veiculo NCB. Os resultados estdo sendo expressos como
média + E.P.M. (n=9), e representam a porcentagem de LDH liberada por neutréfilos,
calculada em relagdo ao Triton X 100 (100 % liberacdo). * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e
Teste de Tukey).
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Figura 11 — Avaliacdo da toxicidade da NCCM mensurada pela liberacdo de LDH em
neutréfilo humano. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apds incubacdo com NCCM (1, 10, 50 e
100 pg/mL) e NCB por 30 minutos. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%,
v/v) — padrdo citotoxico; Controle: Veiculo NCB. Os resultados estdo sendo expressos como
média + E.P.M. (n=9), e representam a porcentagem de LDH liberada por neutréfilos,
calculada em relagdo ao Triton X 100 (100 % liberacdo). * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e
Teste de Tukey).
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Figura 12 — Avaliacdo da toxicidade da NCCM mensurada pela liberacdo de LDH em
neutréfilo humano. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apds incubacdo com NCCM (1, 10, 50 e
100 pg/mL) e NCB por 60 minutos. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%,
v/v) — padrdo citotoxico; Controle: Veiculo NCB. Os resultados estdo sendo expressos como
média + E.P.M. (n=9), e representam a porcentagem de LDH liberada por neutréfilos,
calculada em relacdo ao Triton X 100 (100 % liberacdo). * vs HBSS, ® vs Controle/NCB (p <
0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Dando continuidade aos estudos de citotoxicidade, foi investigada a citotoxicidade
do CM e da NCCM3 em neutréfilos humanos com auxilio do teste do MTT, um ensaio
colorimétrico, baseado no uso do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), que € reduzido apenas por mitocondrias vidveis (MOSMANN, 1983). Na Figura 13
pode ser observado que a adi¢cdo de CM em concentragdes crescentes (1, 10, 50 e 100 pug/mL)
a suspensdo de neutr6filos humano incubadas durante 30 minutos, causou reducgdo
significativa na viabilidade celular apenas na maior concentra¢do (77,5 = 2,0 %) quando
comparado ao grupo controle (veiculo DMSO 0,1 % - 106,6 + 1,8 %). Em comparagdo ao
grupo ndo tratado — HBSS (considerado 100% de viabilidade celular) o veiculo ndo diferiu
significativamente, enquanto que a adi¢do de Triton — X 100 (droga padrdo citotoxica) a
suspensdo de células reduziu para 28,1 £ 5,75 % a viabilidade celular. Esses resultados
comprovam uma toxicidade relativa do CM sobre o metabolismo de neutréfilo humano,
manifestada na concentragdao de 100 pg/mL.

A andlise da toxicidade da NCCM3 (1, 10, 50 e 100 ug/mL) através do teste do
MTT mostrou que sob as mesmas condicdes do ensaio com o CM livre, nenhuma das
concentracoes investigadas de NCCM (102,3 + 0,90; 100,5 + 1,06; 95,0 + 1,10 e 96,1 + 1,46
%, respetivamente) reduziu significativamente a viabilidade celular em relagdo ao grupo NCB
(100,4 + 1,31 %). Vale ressaltar que a NCB ndo diferiu do grupo ndo tratado — HBSS
(considerado 100% de viabilidade celular) e que o contrdrio foi observado para o Triton X100
que reduziu em 11,80 £ 0,87 % a viabilidade dos neutréfilos (Figura 14).

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o nanoencapsulamento do
CM foi capaz de extinguir a citotoxicidade relativa deste monoterpeno livre sobre o
metabolismo de neutréfilo humano. A reducdo da toxicidade de compostos através do
encapsulamento em sistemas nanométricos tem sido amplamente relatada na literatura. De
fato, essa € uma das principais vantagens atribuidas a esses sistemas. Estudos comprovam que
a indometacina, anti-inflamatério nio esteroidal, teve sua toxicidade diminuida quando
administrada em ratos via oral em suspensodes de nanocdpsulas de PLA (GUTERRES et al.,
1995; AMMOURYA, 1993). Isso, também foi observado com o encapsulamento do
diclofenaco em nanocépsulas de poli (E-prolactona), que teve reduzida a sua toxicidade
quando administrado por via intramuscular (GUTERRES et al., 2000), e mostrou um efeito
protetor na mucosa gastrointestinal em relagdo ao farmaco livre, quando veiculado em

nanocdpsulas de Eudragit S100® (BECK e al., 2006).
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Figura 13 — Avaliacdo da toxicidade do CM sobre a viabilidade determinada através do teste
de MTT. Neutréfilos (2,5 x 10° cél/mL) apés incubacio com CM (1, 10, 50 e 100 pg/mL) por
30 minutos. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrdo citotéxico;
Controle: Veiculo DMSO 0,1%. Os resultados estdo sendo expressos como média + E.P.M.
(n=15), e representam a porcentagem de viabilidade celular, calculada em relacdo ao HBSS:
células ndo tratadas (100 % de viabilidade). * vs HBSS, ® vs Controle (p <0,05- ANOVA e
Teste de Tukey).
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Figura 14 — Avaliacdo da toxicidade da NCCM sobre a viabilidade determinada através do
teste de MTT. Neutrofilos (2,5 x 10° cél/mL) apés incubacdo com NCCM (1, 10, 50 e 100
pg/mL) e NCB por 30 minutos. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) —
padrdo citotoxico; Controle: Veiculo NCB. Os resultados estdo sendo expressos como média
+ E.P.M. (n=15),e representam a porcentagem de viabilidade celular, calculada em relagao ao
HBSS: células ndo tratadas (100 % de viabilidade). * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e Teste
de Tukey).
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Vislumbrando a possivel aplicacio do CM por via tépica, para fins terapéutico ou
cosmético, foi investigada a toxicidade tanto do CM quanto das NCCM3 em queratindcito
humano.

Na Figura 15 pode ser observado que a adicdo de CM em concentragdes
crescentes (1, 10, 50 e 100 pg/mL) a suspensdo de queratindcitos e apds incubacio de 24h,
reduziu significativamente a viabilidade celular em todas as concentragdes testadas (67,98 +
3,9; 56,05 + 3,7; 30,11 £ 1,5; 14,60 = 0,6 %, respectivamente) quando comparada ao grupo
controle (Veiculo DMSO 0,1% - 96,78 + 6,62 %). Assim, frente aos queratinécitos o CM
livre mostrou uma toxicidade relevante se comparada aos neutréfilos, muito embora, destaca-
se que as condi¢Oes experimentais em queratindcitos foram distintas em alguns aspectos em
relac@o aos neutréfilos, incluindo tempo de incubacao e natureza da cultura de células.

A avaliacdo da toxicidade da NCCM3 em queratindcitos sob as mesmas
condi¢des experimentais empregadas na andlise do CM livre mostrou que a presenca da
NCCM3 (1, 10, 50 e 100 pg/mL) na suspensdo de queratindcitos durante 24h ndo reduziu
significativamente a viabilidade dessas células (81,81 £ 7,2; 85,12 £ 4,7; 93,14 + 6,3; 77,00 £
5,2 %, respectivamente) quando comparada ao grupo nao tratado — DMEM (Figura 16).
Porém, a NCB, ou seja sem adi¢do de CM, reduziu significativamente a viabilidade celular
(70,71 £ 2,2 %), assim como o Triton (14,20 + 0,64 %). Assim, os resultados obtidos
ratificam que o encapsulamento do CM € capaz de diminuir a citotoxicidade deste em
neutréfilos e queratindcitos humanos, nessa dltima cultura, inclusive de maneira bem clara e
extinguindo a toxicidade, sobrepondo-se a relativa toxicidade apresentada pelos componentes
da formula¢do do nanosistema (NCB).

Diante dos resultados obtidos, o estudo prosseguiu avaliando o potencial anti-
inflamatério da NCCM3 e do CM livre. A avaliagdo dessa atividade deu-se com base em
estudo anterior (LIMA, 2013), realizados pelo nosso grupo de pesquisa, que comprovou o

potencial anti-inflamatério do CM livre em modelo experimental de colite em ratos.
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Figura 15 — Avaliacdo da toxicidade do CM sobre a viabilidade determinada através do teste
de MTT. Queratindcitos (5 x 10° cél/mL) apés incubagdo com CM (1, 10, 50 e 100 pg/mL)
por 24 horas. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrao citotdxico;
Controle: Veiculo DMSO 0,1%. Os resultados estdo sendo expressos como média + E.P.M.
(n=15), e representam a porcentagem de viabilidade celular, calculada em relagio ao DMEM:
células ndo tratadas (100 % de viabilidade). * vs DMEM, b vs Controle (p<0,05-ANOVAe
Teste de Tukey).
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Figura 16 — Avaliacdo da toxicidade da NCCM sobre a viabilidade determinada através do
teste de MTT. Queratindcitos (5 x 10° cél/mL) apo6s incubacdo com NCCM (1, 10, 50 e 100
pg/mL) e NCB por 24 horas. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) —
padrdo citotoxico; Controle: Veiculo NCB. Os resultados estdo sendo expressos como média
+ + E.P.M. (n=15), e representam a porcentagem de viabilidade celular, calculada em relacdo
ao DMEM: células ndo tratadas (100 % de viabilidade). * vs DMEM, ® vs Controle/NCB (p<
0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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6.4 Avaliacado da atividade anti-inflamatéria do CM e da NCCM em

neutrofilos humanos

Foi investigado o efeito do CM livre e encapsulado (NCCM3) sobre mecanismo
pro-inflamatério de neutréfilo humano, através do modelo experimental de desgranulagcdo
celular induzida por PMA.

No sistema sanguineo, os neutrofilos constituem cerca de 50 a 70% do total de
leucécitos circulantes (KOBAYASHI et al., 2003), sendo seu recrutamento e ativacao
considerado um dos principais mecanismos de defesa da imunidade inata (LAU et al., 2005).
A ativacdo ou desgranulacdo de neutréfilos € uma resposta pro-inflamatoria de defesa,
contudo, quando deflagrada inapropriadamente ou de maneira exacerbada, torna-se um evento
importante na fisiopatologia de doencgas inflamatérias como a artrite reumatoide, enfisema
pulmonar, asma, gota, fibromialgia e doencas do sistema cardiovascular (NATHAN, 2002;
WORTMANN, 2005; LEE e WEINBLATT, 2001; PICCOLI et al., 2011). Dentre os
mediadores envolvidos na ativagdo dessas células podemos relacionar, o anion superéxido,
citocinas e enzimas lisossomais, como elastase e mieloperoxidase (MPO) (LAU et al., 2005).

A MPO € uma heme proteina que é liberada dentro do fagossomo ou para o
espaco extracelular sob ativacdo do neutréfilo, catalisando reacdes com H,O,, um dos
produtos da ativacdo do sistema NADPH oxidase, produzindo um potente
oxidante/microbicida: o 4cido hipocloroso (HOCI). Além disso, a MPO atua como um
mediador pré-inflamatério em doencas inflamatérias (LAU et al., 2005; JOINER et al., 1989;
FAURSCHOU e BORREGAARD, 2003). Os neutréfilos constituem a principal fonte de
MPO, que pode ser encontrada também nos macréfagos, fluidos biolégicos, coragdo, rins e
outros. Dessa forma, experimentalmente o nivel de MPO tem sido utilizado como indice de
migragdo e ativacao de neutréfilos (PEDRO et al., 2003).

O efeito do CM sobre a desgranulacdo de neutr6filo humano estd representado na
Figura 17. Inicialmente pode ser observado que a adi¢do de PMA (0,1 uM) a suspensio de
neutréfilos promoveu a desgranulacdo dessas células, mensurdvel pelo aumento significativo
na atividade da MPO (325,1 £+ 6,8 U/mL) secretada pelas células em relacdo ao grupo nao
tratado com PMA, apenas na presenga do meio de cultura (HBSS) (111,5 £+ 3,62 U/mL).
Porém, a adi¢do de CM livre (1, 10, 50 e 100 pg/mL) a suspensdo de células promoveu uma
reducdo significativa da atividade da MPO (243,7 + 8,6; 260,2 £ 7,7; 247,9 £ 43 ¢ 212,9 +

6,9 U/mL, respectivamente) em relacdo ao grupo controle (PMA e veiculo), (325,1 + 6,8
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U/mL), correspondendo a inibi¢des de 23,82 + 2,1; 20,65 + 2.4; 24,55 + 1,4; 35,69 + 2,2 %,
respectivamente.

A incubacdo da NCCM3 (1, 10, 50 e 100 pg/mL) sob as mesmas condigdes
daquela realizada para o CM livre, promoveu uma reducao significativa na atividade da MPO
liberada por neutréfilos ativados por PMA (330,2 + 8,6; 213,5 £6,4; 141,1 £+24e 1194 £2.5
U/mL), em relacdo ao grupo controle - NCB (365,0 + 10,9U/mL), correspondendo a inibi¢des
de 5,99 £ 1,3; 36,21 + 2,0; 59,02 = 0,7; 65,84 + 0,8 %, respectivamente. Destaca-se que a
NCCM3 inibiu em maior extensdo a desgranulacdo de neutréfilos em relacdo ao CM livre,
com excecdo do grupo NCCM3 Iug/mL. Na maior concentracio a NCCM3 ndo diferiu
estatiscamente do grupo indometacina — inibidor inespecifico da COX (MPO: 96,06 + 3.5
U/mL; % inibi¢ao: 73,2 = 1,2 %), nem tao pouco do grupo nao tratado com PMA (111,5 + 3,6
U/mL), apenas acrescido com o meio de cultura (HBSS), (Figura 18).

Os resultados obtidos no presente estudo que comprovaram o potencial anti-
inflamatério do CM livre e encapsulado em neutréfilo humano, s@o corroborados por estudo
anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa (LIMA, 2013). Nesse estudo o CM livre
também mostrou uma atividade anti-inflamatéria, pela sua capacidade de reduzir
significativamente o acimulo de leucdcitos no sangue de ratos com colite induzida por acido
acético. Destaca-se que o CM livre mostrou um potencial anti-inflamatério compardvel ao do
glicorticéide prednisolona.

Mais uma vez o encapsulamento do CM promoveu mudangas na sua resposta
bioldgica, concedendo-lhe uma melhor resposta anti-inflamatéria em relagao ao farmaco livre.
Um aspecto interessante, € que essa atividade anti-inflamatéria foi observada apés apenas 15
minutos de incuba¢do da NCCM3, um periodo de incubacido em que as NCs ndo apresentaram
citotoxidade para os neutréfilos em nenhuma das concentragdes investigadas (1- 100 ug/mL).
Assim, descarta-se a possibilidade de que o efeito anti-inflamatério da NCCM3 esteja
relacionado a morte celular, mas sim a uma modula¢do do(s) mecanismos pré-inflamatérios
dos neutréfilos humano.

Outros estudos (BERNARDI, 2009; LENZ, 2009) também tém observado
mudancas nas propriedades biologicas de alguns farmacos com o nanoencapsulamento. Em
modelos de artrite em ratos, o tratamento sistémico com indometacina nanoencapsulada
produziu simultaneamente uma reducdo nos niveis de citocinas pré-inflamatdrias € um
aumento da citocina anti-inflamatéria IL- 10, superior a indometacina livre (BERNARDI,

2009). O encapsulamento da nimesulida, agente anti-inflamatério ndo esteroidal, em
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nanocépsulas de poli (E-prolactona) aumentou de maneira significativa sua atividade anti-
inflamatéria em modelo experimental de inflamacao cronica (LENZ, 2009).

Uma variedade de agentes sdo capazes de estimular o complexo enzimético da
NADPH oxidase em neutréfilos, tais como o potente peptideo quimiotatico fMLP (n-formil-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanine) e o PMA (forbol 12-miristato-13-acetato) que possuem
mecanismos distintos de ativagdo celular. O PMA € composto sintético que ativa a transdugao
de sinais no neutréfilo sem ativacdo de receptores de membrana acoplado a proteina G, mas,
sim ativando diretamente a proteina quinase C (PKC), que resulta na ativagdo de vérias
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) como a ERK1 e a ERK2, induzindo a
transcricdao de genes responsaveis pela producao de citocinas. A ativa¢do do sistema NADPH
oxidase induz ainda a produgdo de oxidantes, incluindo anion superdxido, perdxido de
hidrogénio, radical hidroxila, peroxinitrito e liberacio de enzimas, incluindo a MPO
(THELEN et al., 1993; SHEPPARD et al., 2005; ZU et al., 1998). Dessa forma, o CM ¢ a
NCCM podem ter reduzido a atividade de MPO na suspensdo de neutréfilo ativados por PMA
através de um ou mais mecanismos, por exemplo, através da modulacdo da ativagao da PKC
e/ou a atividade da enzima MPO. Além disso, o CM é um andlogo de inibidores da tirosina
quinase (tais como erbstatina e methyl2,5-di-hidroxicinamato) e seu mecanismo de a¢do anti-
inflamatério pode, pelo menos em parte, ser decorrente da modulacdo da atividade dessa
enzima (LACY, 2006). Contudo estudos adicionais sdo necessdrios para investigar essas

hipoteses.
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Figura 17 — Avaliacdo do efeito do CM sobre a desgranulacio neutrofilica induzida por PMA
(0,1 umol/L) e determinada pela inibi¢do da liberagdo da mieloperoxidase. Neutrofilos (2,5 x
10° cél/mL) apds incubacdo com CM (1, 10, 50 e 100 pg/mL). HBSS: células ndo tratadas;
INDO: indometacina, droga padrdo; Controle: Veiculo DMSO 0,1%. Os resultados estdo
sendo expressos como média = E.P.M. (n=15), e representam a quantidade de
Mileloperoxidades liberada (U/mL) . * vs HBSS, ° vs Controle, ¢ vs CM1, ¢ vs CMI0, © vs
CM50," vs CM100 (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 18 — Avaliacdo do efeito da NCCM sobre a desgranulac@o neutrofilica induzida por
PMA (0,1 umol/L) e determinada pela inibi¢do da liberacdo da mieloperoxidase. Neutrofilos
2,5 x 10° cél/mL) apés incubagdo com NCCM (1, 10, 50 e 100 pg/mL) e NCB. HBSS:
células ndo tratadas; INDO: indometacina, droga padrio; Controle: Veiculo NCB. Os
resultados estdo sendo expressos como média + E.P.M. (n=15), e representam a quantidade de
Mileloperoxidades liberada (U/mL) . * vs HBSS, ® vs Controle /NCB, ¢ vs NCCM1, ¢ vs
NCCMI10, € vs NCCM50, (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesse estudo podemos concluir:

* O método analitico desenvolvido (espectrofotometria UV-VIS) foi validado
para anélise do CM em NCCM, mostrando-se especifico, linear, preciso, exato e robusto;

* Este estudo demonstra a viabilidade da obtencdo de nanocdpsulas de Eudragit®
RS100 contendo o ativo CM pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado.
Foi possivel obter suspencdes coloidais com tamanho nanomérico abaixo de 180 nm, com
distribuicao homogénea, baixa polidispersividade e percentual de encapsulamento de 87,03 +
0,21 %;

* O estudo de estabilidade da NCCM3, mostrou que esta teve comprometida a
sua estabilidade a partir do 30° dia, ampliando mesmo assim o tempo de uso do CM em
relacdo a este sob a forma livre;

* O CM e a NCCM nao interferiram na integridade da membrana celular de
neutréfilos humano avaliada através do teste da atividade da enzima LDH no tempo de
incubagdo de 15 minutos. Contudo, no ensaio de MTT o CM mostrou uma citotoxicidade
relativa em neutréfilos e queratindcitos humano, que foi prevenida com o seu
encapsulamento;

* A citotoxicidade da NCCM em neutr6filo humano (atividade LDH) foi tempo
(> 30 min) e concentracao dependente;

e A NCCM apresentou uma atividade anti-inflamatéria em neutréfilos humanos
superior em relacdo ao farmaco sob a forma livre. Essa atividade estd possivelmente
relacionada a modulacdo de mecanismos pré-inflamatérios de neutréfilos como desgranulagao
e/ou atividade da MPO;

* Nesse contexto, os resultados obtidos até o momento pelo desenvolvimento do
presente estudo possuem reais possibilidades de contribuir para o desenvolvimento de uma
NCCM padronizada, com vantagens tecnoldgicas e bioldgicas em relacdo ao terpeno sob a

forma livre.
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