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RESUMO

Hidroxitirosol (HT) € um fitoquimico fendlico de ocorréncia natural no azeite de oliva
extra virgem, e nas folhas das oliveiras. Possui potencial antioxidante, antiinflamatorio
e preventivo do cancer. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar
nanoparticulas poliméricas contendo HT, empregando o polimero poli(e-caprolactona)
— PCL - pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado, variando a
concentracdo do farmaco em 2 mg/mL (NC-2) e 5 mg/mL (NC-5), além do controle
negativo (NC-0). Foram realizados a validacdo do método analitico por UHPLC-PDA,
caracterizacdo dos sistemas contendo HT (métodos morfoldgicos, espectroscopicos
e térmicos) e avaliacdo da estabilidade fisico-quimica. Os resultados da validagcdo do
método analitico conforme o preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e The International Conference on Harmonization, obtiveram resultados
satisfatorios, com capacidade de quantificar o HT incorporado nas nanocapsulas com
eficiéncia de encapsulagéo acima de 99,52%. Foi verificado na avaliacdo morfolégica
de superficie dos materiais de partida e das nanocapsulas, a inexisténcia do farmaco
na parte externa, indicando a eficacia em sua encapsulacao. O HT puro, os polimeros,
a Mistura Fisica e as nanocapsulas poliméricas foram examinadas por difracdo de
raios X, infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e foi comprovada a
viabilidade da nanoencapsulacdo do HT. No estudo de estabilidade fisico-quimica, as
formulagbes foram monitoradas durante 120 dias de armazenamento, em triplicata,
verificando mensalmente o pH, tamanho de particulas, distribuicdo de tamanho e
potencial zeta. No tamanho de particula, houve diferenga significativa para a NC-2. O
Indice de Polidispersao (IPD) teve alteracdo para a NC-0 e NC-5 a partir de 90 dias e
para NC-2 acima de 30 dias, porém os valores permaneceram aceitaveis abaixo de
0,3, satisfatério para uso farmacéutico. No potencial zeta houve alteracdo de todas as
formulacdes a partir de 60 dias, e acentuada em NC-0 e NC-2, em 90 dias. Houve
alteracOes de pH acima de 60 dias em todas as amostras, exceto a NC-2 que foi a
partir de 90 dias. Durante o estudo, tods as formulacfes, mantiveram-se com o0 mesmo
aspecto leitoso inicial, indicando boa estabilidade fisico-quimica. As nanocéapsulas
poliméricas de HT mostram-se como uma nova forma farmacéutica eficaz, para
garantir o total potencial do farmaco, favoravel ao tratamento de diversas doencas.

Palavras-chave: Antioxidante. Poli(e-caprolactona). Nanoencapsulacgéo.

Hidroxitirosol. Oleuropeina. Polifenol.



ABSTRACT

Hydroxytyrosol (HT) is a naturally occurring phenolic phytochemical in extra virgin olive
oil, and in the leaves of olive trees. It has antioxidant, anti-inflammatory and cancer-
preventing potential. The objective of this work was to develop and evaluate polymeric
nanoparticles containing HT, using the poly (e-caprolactone) polymer - PCL - by the
interfacial deposition method of the preformed polymer, varying the drug concentration
in 2 mg/ mL (NC-2) and 5 mg / mL (NC-5), in addition to the negative control (NC-0).
Validation of the analytical method by UHPLC-PDA, characterization of systems
containing HT (morphological, spectroscopic, and thermal methods) and evaluation of
physical-chemical stability. The results of the validation of the analytical method as
recommended by the National Health Surveillance Agency and The International
Conference on Harmonization, obtained satisfactory results, with the ability to quantify
the HT incorporated in the nanocapsules with efficiency encapsulation above 99.52%.
No drug was observed in the surface morphological evaluation. Pure HT, polymers,
physical mixture and polymeric nanocapsules were examined by X-ray diffraction,
Fourier transform infrared (FTIR) and the viability of nanoencapsulation of HT was
proven. In the study of physical-chemical stability, the formulations were monitored
during 120 days of storage, in triplicate, monthly checking the pH, particle size, size
distribution and zeta potential. In particle size, there was a significant difference for
NC-2. The Polydispersity index (PDI) changed to NC-0 and NC-5 after 90 days and to
NC-2 over 30 days, but the values remained acceptable below 0.3, satisfactory for
pharmaceutical use. In the zeta potential, there was a change in all formulations after
60 days and accentuated in NC-0 and NC-2, in 90 days. The pH changes over 60 days
in all samples, except for NC-2, which was after 90 days. During the study, all
formulations remained with the same milky appearance, indicating good physical-
chemical stability. The polymeric nanocapsules of HT are shown as a new effective
pharmaceutical form, to guarantee the full potential of the drug, favorable to the
treatment of several diseases.

Keywords: Antioxidant. Poly (e-caprolactone). Nanoencapsulation. Hydroxytyrosol.

Oleuropein. Polyphenol.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a ciéncia da salde visa estudar novos compostos com
propriedades antioxidantes e antineoplasicas, agregados a materiais e dispositivos
poderosos, eficientes e versateis. O foco é a otimizacao de tratamentos mais eficazes,
especificos e flexiveis. (COIMBRA, 2013; DENG et al.; 2020; MIR et al., 2017; ABDEL-
MOTTALEB et al., 2014).

O presente trabalho estuda uma substancia chamada Hidroxitirosol (HT),
encontrada em grande parte nas folhas de oliveira (Olea europaea L.) que contém
além de fendis simples, incluindo o HT, flavonoides, acidos fendlicos e seus derivados,
secoiridoides e seus derivados (LORINI, 2018; RODRIGUEZ-PEREZ, 2017).

O HT é um liquido claro incolor, fotossensivel, irritante a pele e mucosa, e
inflamavel. Possui baixa solubilidade em agua: 5g/100mL (25°C). Pertence a classe
de compostos organicos conhecidos como tirosois, membro da classe dos catecois e
um é&lcool primério. Isolado de Olea europaea, é encontrado nas folhas da oliveira
apos a hidrdlise da oleuropeina que é degradada por via enzimatica e/ou quimica e
tem como propriedades gerais acdo antioxidante, antibacteriana, antiviral, anti-
inflamatoria, antitrombdtica e antineoplasica, considerada uma substancia promissora
para continua pesquisa. Além da folha da oliveira, o HT pode ser encontrado em uma
série de alimentos, como a azeitona e seu 6leo, cravo e vinho de uva. (GRANADOS-
PRINCIPAL et al., 2010; PASTOR et al., 2016; PERSIN et al. 2017; PUBCHEM, 2020;
SALEM et al., 2014; SUN; ZHOU; SHAHIDI, 2018; TAKEDA et al., 2014; TAKEDA et
al., 2013).

A capacidade de absorcao do radical de oxigénio (ORAC) desse fenol, o HT,
indice de atividade antioxidante, é duas vezes maior que a observada para
oleuropeina (o secoiridoide contendo em sua estrutura o préprio HT), duas vezes
maior que a da Coenzima Q10, e trés e dez vezes mais para que a epicatequina
(polifenol do cha verde) e acido ascorbico, respectivamente. Depois do acido galico,
acredita-se que o HT seja um dos antioxidantes mais poderosos. Sua capacidade de
absorcdo de radicais de oxigénio € de 40.000 ymolTE/g (THE ANTIMICROBIAL
INDEX, 2020). Em modelos in vitro e ex vivo, o HT apresenta propriedades
antioxidantes superiores a vitamina E sobre a oxidacdo de lipidios e DNA, além de
amplo espectro de efeitos bioativos. Em modelos animais, HT exibe atividades

semelhantes e retarda a progressdo da aterosclerose (CATALAN et al., 2018;
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GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010; NOUSIS et al., 2005; PASTOR et al., 2016;
RIETJENS et al., 2007).

As propriedades bioativas do HT sdo realizadas por meio de varios
mecanismos bioquimicos envolvendo a regulagdo das vias xenobioticas,
interleucinas, prostaglandinas, fatores de transcricdo e enzimas antioxidantes: SOD,
catalase, glutationa peroxidase (BERTELI et al.,, 2020; MARKOVIC et al., 2019;
PERSIN et al. 2017; WANI et al., 2018; XIE et al., 2018).

Ha diversos fornecedores no Brasil, credenciados pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), que comercializam extratos secos padronizados de
oliveira, com teores de HT que variam entre 3 a 20%.

Praticamente ndo ha estudos referenciando nanocapsulas poliméricas de PCL
com HT isolado. Artigos recentes mostraram, o HT presente no extrato da folha de
oliveira, incorporado em bio nanofibra (esteiras de nanofibra de polissacarideos) feito
por eletrofiacdo (PERSIN et al., 2017); HT em nanoparticula de quitosana poliméricas
com hidrocortisona (SIDDIQUE et al., 2019); HT em nanocapsulas de PCL agregados
em nanoargilas (Cloisite 30B — C30B) caracterizados como nanobiocompostos
(BELTRAN et al.,, 2014); HT em ciclodextrinas (b-ciclodextrina e hidroxipropil-b-
ciclodextrina) publicada por LOPEZ-GARCIA et al. (2010).

Pelas nanocépsulas de PCL possuirem caracteristicas especiais, como alta
permeabilidade, biodisponibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade, demonstram
ser estruturas ideais para a incorporacao do HT isolado, e poderéo facilmente penetrar
por meio das barreiras vitais no corpo humano por estarem em nanoescala (ABAMOR,
et al., 2018; BELTRAN et al., 2014; BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY,
2019).

Portanto, € uma alternativa interessante a obten¢édo da nanoencapsulacao de
PCL do HT, ja que € um ativo de carater oleoso, com baixa solubilidade em &agua,
palatabilidade amarga, instdvel no meio ambiente externo (é altamente oxidavel e
fotossensivel). Esta tecnologia garante a protecdo do HT, mantém sua eficacia

terapéutica com liberacdo controlada nas células, tecidos e/ou 6rgaos-alvo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, quantificar, caracterizar e avaliar a estabilidade fisico-quimica

dos sistemas poliméricos para a liberacdo modificada do hidroxitirosol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Preparar nanocapsulas poliméricas a partir do poliéster biodegradavel
PCL contendo o HT, segundo o método de deposicao interfacial do polimero pré-
formado seguido pela evaporacédo do solvente;

o Determinar quantitativamente o HT incorporado nas nanocapsulas pelo
método de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia, previamente validado,
avaliando a eficiéncia de encapsulacéo do farmaco;

. Efetuar a caracterizacdo das nanocapsulas poliméricas contendo HT por
meio de analises morfologicas e espectroscopicas;

. Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanocépsulas poliméricas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 OLIVEIRA (Olea europaea L.)

A cultura da oliveira € uma das mais importantes atividades agricolas nos
paises mediterraneos, onde sdo cerca de 8 milhfes de hectares de oliveiras
cultivadas. Estima-se que as oliveiras mais antigas podem ter cerca de 2500 anos,
presentes em Israel, mas comecou a ser cultivada no Oriente médio ha cerca de 6000
anos. A arvore da oliveira pode chegar, dependendo da variedade até 20m de altura,
e sua raiz subterranea e fasciculada até 6 m de profundidade. Seu fruto € a azeitona
do qual se extrai o azeite, Figura 1. (BRAHMI et al., 2012; GUINDA et al., 2015; JILANI
etal., 2016; OTERO, 2014).

FIGURA 1 — Olea europaea L. (A =ramo de azeitonas maduras; B=ramo da Flor de Oliveira; C =
flor de oliveira)

Fonte: Adaptado de Khan, Y. et al. Olea europaea: A Phyto-Pharmacological Review. Pharmacognosy
Reviews. v.1, p. 114-118, 2007.

Classificacao da planta, segundo SALEM et al. (2014):
Reino: Plantae

Divisdo: Angiospermas

Aula: Eudicots

Pedido: Lamiales

Familia: Oleaceae

~ 0o o 0 T p

Género: Olea
Espécie: europaea

Q
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Ha varias subespécies de oliveira espalhadas pelo mundo (KOSTELENOS;
KIRITSAKIS, 2017; OTERO, 2014):

« Olea europaea europaea e Olea europaea guanchica: originaria das
Canarias.

. Olea europaea africana: presente na Africa, Madagascar, Arabia, india e
China.

e Olea europaea cerasiformis: originaria da Madeira, ocorrendo também nas
Canarias.

. Olea europaea cuspidata: difundida pela Africa e pela Asia.

o Olea europaea laperrinei: originaria da Argélia, do Sudéo e do Niger.

« Olea europaea maroccana: originaria de Marrocos.

« Olea europaea sylvestris: Madeira, Peru, Chile, Argentina, Califérnia, Africa,

Australia, Brasil.

A oliveira é bioguimicamente caracterizada pela presenca de secoiridoides,
carboidratos, alcoois de acucar e terpenoides (GUINDA et al., 2015; OTERO, 2014).

Na farmacopeia brasileira, 62. Edicdo, volume II, 2019, consta na pagina 729,
sob referéncia PM147-00, a padronizacdo do controle de qualidade e caracteres
bioquimicos do 6leo de oliva virgem (Olivae oleum virginum).

Na segunda edicédo do Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira,
na pagina 122, ha a padronizacédo tecnocientifico da manipulacdo e producédo de
medicamentos fitoterapicos a partir da Olea europeae (Oliveira) (ANVISA, 2018).

Segundo Lorini (2018), as azeitonas e o azeite de mesa, obtiveram uma
producdo mundial estimada em 2017 de 2,95 milhdes e 2,89 milhdes de toneladas
respectivamente. Os subprodutos, como a “torta” da azeitona e as folhas de oliveira,
sdo utilizadas para a fabricacdo da racdo animal, nas induUstrias cosméticas,
farmacéutica e alimenticia.

As azeitonas fazem parte integrante da dieta mediterranea e sao
considerados contribuintes para a ingestao de antioxidantes nutricionais, uma vez que
contém uma variedade de fitoquimicos polifendlicos, dentre eles o hidroxitirosol (HT),
e em maior concentracdo no fruto, o acido cafeico e a luteina (GUINDA et al., 2015;
OTERO, 2014; XIE et al. 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Madag%C3%A1scar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ar%C3%A1bia
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndia
https://pt.wikipedia.org/wiki/China
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ilha_da_Madeira
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arg%C3%A9lia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sud%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%ADger
https://pt.wikipedia.org/wiki/Marrocos
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Nas folhas destacam-se diversos compostos fendlicos, em ordem
decrescente de concentracdo, a oleuropeina, seguido do HT, tirosol e ligstrosideo
(Figura 2), os quais mostraram-se eficazes no controle do estresse oxidativo dos
agentes oxidantes e radicais livres, além de propriedades antifingicas,
antibacterianas, antivirais e outras terapéuticas. (GUINDA et al., 2015; JILANI et al.,
2016; SALEM et al., 2014; TALHAOUI, 2016; TRUCILLO et al., 2018; XIE et al., 2015).

FIGURA 2 — Estruturas quimicas dos componentes da folha de oliveira

a) b) a) Hidroxitirosol
OH OH b) Tirosol )
HO HO c) Oleuropeina
OH

d) Ligstrosideo

CH,OH
d) COZCH3
‘o 1@
// CH,0OH

Fonte: A autora, 2020.

Os compostos bioativos da folha de oliveira sdo apresentados na Tabela 1
(GUINDA et al., 2015; JILANI et al., 2016; SALEM et al., 2014; TALHAOUI, 2016;
TRUCILLO et al., 2018; XIE et al., 2015).
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TABELA 1 — Compostos bioativos da folha de Oliveira

Familia de compostos Compostos

Flavonoides Catequina, rutina, luteolina,
taxifolina, diosmina,
diosmetina, cirstimaritin,
apigenina, quercetina,

eriodictiol, leteolina-7-licosideo,
apigenina-7-glicosideo,
luteolina diglicosideo,
luteoolina-7-rutinosideo,
apigenina-7-rutinosideo

Fendis simples HT, tirosol, HT hexosideo, HT
acetato, tirosol glicosideo,
vanilina

Acidos fendlicos e derivados Acido cafeico, acido vanilico,
acido homovanilico, acido
siringico, é&cido gélico, &cido
ferrulico, &cido clorogenico,
acido caftérico, acido quinico

Secoiridoides e seus Secologanosideo, oleosideo,
derivados oleuropeina, siringaresinol,
lucidomosideo D,

dimetiloleuropeina, oleuropeina

aglicona, oleosideo metil éster,

oleuropeina diglicosideo,

hidroxi oleuropeina,

ligstrosideo, acido elendlico

Fonte: Adaptado de LORINI, 2018; RODRIGUEZ-PEREZ, C. et al. Composition and analysis of

functional components of olive leaves. In: KIRITSAKIS, A.; SHAHIDI, F. (Ed.) Olives and olive
oil as functional foods: bioactivity, chemistry and processing. John Wiley & Sons, p. 383-
399,2017.

Varios estudos destacaram a oleuropeina (de 6% a 14% da matéria seca nas
folnas) como o fenol mais abundante na oliveira, com uma ampla gama de
propriedades farmacologicas, como antiarritmico, espasmolitico, imunoestimulante,
cardioprotetor, hipotensor, antioxidantes e anti-inflamatorio. (GUINDA et al., 2015;
LORINI, 2018; TRUCILLO et al., 2018).

O segundo composto fendélico mais abundante € o HT e varia, nas folhas, de
0,53% a 1,12 %, j& os verbascosides possuem concentracdo média de 0,40% a 0,78%
(LORINI, 2018; SALEM et al., 2014; XIE et al., 2015).

Estudos citam os diversos beneficios presentes na planta, como no caso, 0
azeite de oliva, misturado ao liméo, trata céalculos biliares, nefrite associada por
intoxicac&o de chumbo, além de atuar como laxante. E também indicado, aplicar todas
as noites no couro cabeludo como profilatico da queda capilar (GILANI et al. 2005;
SALEM, 2014; ZARGARI, 1992).



17

A infusdo das folhas, via oral, € utilizada contra desordens estomacais,
intestinais, infeccdes respiratorias e do trato urinario, como diurético, anti-inflamatario,
febrifugo, para tratar hipertenséo, diabetes, asma brénquica, incluindo a indicacéo de
bochechos para limpeza bucal (AL-KHALIL, 1995; DE LA RIBEIRO et al., 1986;
GASTALDO, 1974; GILANI et al. 2005; KHAN et al. 2007; LAWRENDIADIS, 1961,
PIERONI et al.,1996; SALEM, 2014; SHETH, 2005; VARDANIAN, 1978; ZARGARI,
1992).

Publicacdes relatam, através de experimentos com o extrato das folhas de
oliveira, dada a importancia sinérgica da oleuropeina e HT, inGmeras comprovacoes
(FREDRICKSON, 2000; HIRSCHAMAN, 1972; JEMAI et al. ,2009; RENIS, 1969;
SAIJA; UCCELLA, 2001; SALEM et al., 2014; VISIOLI et al., 1994):

e Atividade antioxidante: por ter mostrado uma taxa significativamente maior
de catalase (enzima responsavel por decompor peréxido de hidrogénio em
oxigénio e 4gua) e reduzido as substancias reativas ao acido tiobarbitarico;

¢ Resultados histologicos: destacou claramente as aberracfes da arquitetura
hepética com preservacédo de estrutura do parénquima;

e HipoglicEmico e hipocolesterolémico: corrigiu hipercolesterolemia e
hiperglicemia significativamente em ratos diabéticos induzidos pela aloxana;

e Outras atividades: propriedades antitrombéticas e fotoprotetoras da pele;
atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de uma grande variedade
de bactérias, fungos e virus (atividades contra herpes, mononucleose, virus
da hepatite, rotavirus, bovino rinovirus, parvovirus canino e virus da

leucemia felina); prevencao de doencas cardiovasculares.
3.2 HIDROXITIROSOL (HT)
3.2.1 Formacéo do HT pela Degradacao da Oleuropeina
Hidroxitirosol e tirosol sédo dois dos muitos compostos fendélicos nas oliveiras
gue contribuem para seu sabor amargo, adstringéncia e resisténcia a oxidacao. O HT

€ encontrado principalmente nas folhas da oliveira ap6s a hidrdlise da oleuropeina,
Figura 3. (PERSIN et al. 2017; SUN; ZHOU; SHAHIDI, 2018; TAKEDA et al., 2013).
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Estudos recentes relatam que durante a maturacédo das azeitonas de muitos
cultivares de oliveiras, a oleuropeina € degradada por via enzimatica e/ou quimica, e
leva a formacdo de compostos como HT, &cido elendlico e dimetil oleuropeina, este
altimo, resultante da desmetilagéo da oleuropeina (ALAGNA et al., 2012; BRIANTE et
al., 2001; PERSIN et al. 2017; SERVILI et al., 2004; YORULMAZ et al., 2013).

FIGURA 3 — Formacéao do HT a partir da molécula de oleuropeina

COL0H; /Q/\ CO,CHs
{jiz JE;H OH Gluci {j:
Oleuropeina Oleuropeina aglicona
COZCH3 OH
AQ_Q HO/Q/\/
OH
Acido elenolico Hidroxitirosol

Fonte: A autora, 2020.

De Leonardis et al. (2015) revelou quais enzimas sdo envolvidas na
degradacdo da oleuropeina endégena em folhas de oliveira. Experimentos in vitro,
determinados por HPLC e espectroscopia UV-Visivel, comprovaram a presenca da
polifenoloxidases (PPO) exercendo atividade sob a enzima [(-glucosidase.
Concomitante a isto, a presenca de oleuropeina e HT na planta, faz com que o HT
iniba a acdo das PPQO’s, impedindo sua propria degradacéao (Figura 4).

Na fisiologia da oliveira, a biotransformagédo enzimética da oleuropeina esta
relacionada com a maturacdo do fruto e com o mecanismo de defesa especifico
garantido pelos derivados da oleuropeina que possuem atividades antimicrobianas.
Um pool enddégeno enzimético, composto pela B-glucosidase, esterases e
oxidorredutases, controlam a hidrolise e a oxidacao de oleuropeina (DE LEONARDIS
et al., 2015; KONNO; HIRAYAMA; YASUI; NAKAMURA, 1999).

Diferentes produtos podem ser derivados da oleuropeina de acordo com o tipo

de enzima. A B-glucosidase libera glicose formando principalmente a forma aldeidica
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de oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA) e a forma dialdeidica de descarboximetil
oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EDA), enquanto as esterases hidrolisam as
ligacdes éster da oleuropeina, produzindo derivados de glucosil, hidroxitirosol (3,4-
DHPEA) e acido elendlico (BRIANTE; PATUMI; FEBBRAIO; NUCCI, 2004; DE
LEONARDIS et al., 2015; MAZZUCA et al., 2006; WANG; LI; HU, 2009).

Entre as enzimas oxidorredutases, as mais relevantes sdo certamente
peroxidase e a PPO que é conhecida por catalisar a oxidacdo de o-dihidroxifenois
para o-quinonas que se condensam sucessivamente para formar os pigmentos
escuros tipico do escurecimento enzimatico. (DE LEONARDIS et al., 2015).

Resumidamente, os compostos considerados para a reacdo enzimatica sao

relatados nas seguintes equacgdes (Figura 4):

FIGURA 4 — Enzimas envolvidas na degradac¢éo da Oleuropeina
Oleuropeina b-glucosidasg (3,4-DHPEA-EA) aglicona

esterase

Oleuropeina »  hidroxitirosol

PPO L. .
Oleuropeina ou hidroxitirosol — produtos secundarios oxidados

Fonte: A autora, 2020.

3.2.2 Aspectos Biofarmacéuticos do Hidroxitirosol (HT)

O HT possui formula molecular CsH1003 (Figura 6), peso molecular 154,16
g/mol, sob nome IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) 4-(2-
hydroxyethyl)benzene-1,2-diol e CAS n.° 10597-60-1. Apresenta-se como um liquido
claro incolor, com baixa solubilidade em agua: 5g/100mL (25°C). Considerado um

liquido irritante e inflamavel com ponto de fulgor em 15°C (PubChem, 2020).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H10O3
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FIGURA 6 — Estrutura plana molecular HT
OH

HO
OH

Pertence a classe de compostos organicos conhecidos como tirosois, membro
da classe dos catecois e um alcool primario. E derivado de um 2- (4-hidroxifenil)
etanol. Estes sdo compostos organicos aromaticos contendo uma porcéo de alcool
fenetilico que carrega um grupo hidroxila na posi¢cado 4 do grupo benzeno. O HT é
pouco soluvel em &4gua e considerado um acido muito fraco (com base em seu pKa).
Pode ser biossintetizado a partir de 2- (4-hidroxifenil) etanol, € encontrado em uma
série de alimentos, como cravo, azeitona, vinho de uva, inclusive é um biomarcador
potencial para o consumo desses produtos alimenticios (PubChem, 2020).

As propriedades bioativas do HT sdo realizadas por meio de varios
mecanismos bioquimicos envolvendo a regulacdo das vias xenobidticas,
interleucinas, prostaglandinas, fatores de transcricdo e antioxidantes (BERTELI et al.,
2020; MARKOVIC et al., 2019; PERSIN et al. 2017; WANI et al., 2018; XIE et al.,
2018).

Foram verificadas as seguintes atividades:

e O HT possui potencial antioxidante, anti-inflamatério e preventivo do
cancer. Controle sobre radicais livres e evita o dano oxidativo ao DNA.
Isso induz a apoptose e inibe a proliferacdo em células cancerosas
suscetiveis (MARKOVIC et al., 2019; PUBCHEM, 2020);

e No extrato de oliveira, o HT foi eficaz no tratamento de
hiperpigmentacfes cutaneas, pela inibicdo significativa da enzima
tirosinase. Além disso, diminuiu a expressdo de citocinas proé-
inflamatorias (IL-1, IL-6 e IL-8) no combate aos radicais livres e na
protecdo aos danos celulares (cromossomos e mitocondrias), ainda,
estimulou a sintese de novos fibroblastos, aumentou a sintese de
colageno e elastina, através da diminuicdo da expressdo de MMPs,
metaloproteinases (MMP-1 e MMP-3) (HU et al., 2014; JEON; CHOI,
2018; UCHIDA; ISHIKAWA; TOMODA, 2014);
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e Conferiu atividade antitrombotica (D’ANGELO et al.,, 2001,
GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010; PASTOR et al., 2016; TAKEDA
et al., 2014);

e Efeitos cardioprotetores, antiaterogénicos, antivirais (anti-HIV),
antibacterianos, anticarcinogénicos, neuroprotetores, antidiabético e
antiobesidade. Previne artrite, colite, por meio de seus efeitos
nutrigenémicos e imunomoduladores. Mostra resultados promissores,
contra diabetes, distlrbios nervosos, angiogénese, previne toxicidade
de metais pesados, hemodlise, oxidagdo de LDL, dano muscular e
nefrotoxicidade. (BERTELI et al., 2020; MARKOVIC et al.,, 2019;
PERSIN et al. 2017; WANI et al., 2018; XIE et al., 2018);

e Foi capaz de inibir a agregacédo plaquetéria e a resisténcia a oxidagao
das lipoproteinas (VLDL e LDL), diminuindo o risco de desenvolvimento
de ateroma. Diminuiu a atividade da lactase intestinal, lipase, maltase
e sacarose e aumentou a atividade do Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase, e Glutationa Peroxidase. (HAMDEN et al., 2010; HU; HE;
JIANG; XU, 2014);

e Previniu eventos inflamatoérios precoces responsaveis pelo
aparecimento de resisténcia insulinica e esteatose, reduzindo a
inflamacédo hepatica e o estresse nitrosativo e oxidativo restaurando a
homeostase da glicose (PIROZZI et al., 2016);

e O HT apresentou eficacia anti-inflamatéria superior a prednisolona na
reducédo dos escores clinicos da artrite (KAWAGUCHI; MATSUMOTO;
KUMAZAWA, 2011);

e Apresentou atividades neuroprotetoras por formagcdo de complexos
nao covalentes com o peptideo beta amiloide, que é o principal
componente proteico das placas senis formadas em varias doencgas
neurodegenerativas, como doenca de Parkinson e Alzheimer
(SCHAFFER et al., 2016).

Estudos promissores:
» De Las Hazas et al. (2018), confirmaram que houve acumulo de HT no

cérebro de ratos, apés uma dieta rica em HT e seus precursores, cujo
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fato, demonstrou eficacia na protecdo contra o0 estresse oxidativo
principalmente em neurénios dopaminérgicos em células LUHMES,
revelando um possivel papel protetor nas doencas neurodegenerativas
onde o estresse oxidativo € um marcador patoldgico. A degeneragao
de neurbnios dopaminérgicos € particularmente relevante em Mal de
Parkinson. Destacando o HT como um potencial composto dietético
neuroativo para a doenga de Parkinson.

> Elfiky (2020) comprovou mais uma propriedade inédita do hidroxitirosol
presente no azeite de oliva, contra 0 SARS-CoV-2, virus RNA. O HT
tem moderada atividade na ligacdo de HSPAS5 (proteina de choque
térmico A5) presente na célula do hospedeiro. Desta forma, o HT
interfere por competicdo, na eficacia da ligacdo do SARS-CoV-2 a
estas proteinas especificas das células invadidas. Foi analisado como
uma possibilidade de sucesso como agente anti-COVID-19 para

pessoas com alto risco de estresse celular.

3.2.3 Hidroxitirosol (HT) no Mercado Brasileiro

Ha diversos fornecedores no Brasil, credenciados pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), que comercializam extratos secos padronizados de
Oliveira, com teores de HT que variam entre 3 a 20%.

A distribuidora brasileira de insumos farmacéuticos, LEMMA, traz a proposta
do extrato seco de oliveira padronizado em 10% de HT, com nome comercial de Active
Olea® (Figura 7). Dosagem usual: 300mg/dia (LEMMA, 2020).
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FIGURA 7 — Lamina técnica do fornecedor LEMMA

e/ CEMMA

Active Olea®

Padronizado em 10% de hidroxitirosol

Polifenol da oliva com muiltiplos
beneficios a saude

Active Olea® é obtido através do fruto da oliveira padronizado em 10% de Hidroxitirosol. O Hidroxitirosol, composto fenélico
da oliva, devido a sua agdo no sistema antioxidante das células, contribui positivamente para a satde cutanea,
proporcionando aumento da hidratagdo, melhora da textura e uniformizagdo do tom de pele. A capacidade antioxidante de
compostos fendlicos € amplamente conhecida, assim como os beneficios relacionados a saide e bem-estar como um todo.

Fonte: Adaptado da LEMMA. Disponivel em: https://www.lemma.com.br/pt-br/produto/active-olea-
hidroxitirosol. Acesso: 03 set. 2020.

A empresa Biodiversité, trouxe ao Brasil o Bioblanc (Figura 8), extraidas das
oliveiras do sul da Franca, contém os polifenéis como HT, Oleuropeina, Tirosol e
Verbascoside. O teor de HT, no Bioblanc, € de 6,5%. Concentracédo usual para uso
oral de 150mg a 1g e para uso topico de 0,5% - 2% em séruns, cremes, lo¢cdes e géis
(BIODIVERSITE, 2018).
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FIGURA 8 — Lamina técnica da Biodiversité

BIcOnTRSITT

BYSR

BIOBIANC

IN&GOUT

BIODIVERSITE

acal.

BIOBIANC

INCI name: Olea Europea (olive) fruit extract

s oliveiras cultivadas para a fabricagdo do BioBlanc*®
Acrescem em meio as plantagdes de lavanda
(Lavandula officinalis) no Sul da Franga, o que as tor-
nam ainda mais especiais por florescerem em um jardim aro-

matizado e rico em principios ativos, 100% natural com certifi-

cagao Cosmos Ecocert.

PRINCIPAIS PROPRIEDADES

® Ativa os proteassomos (atua na eliminagao das células mor-
tas);

¢ Combate e previne os danos causados pela radiagao;

¢ Antioxidante;

¢ Inibe a tirosinase, enzima responsavel pela sintese de me-
lanina;

* Potente clareador;

* Potencializa a lipélise em adipécitos humanos;

* Protege e repara o DNA celular;

* Antiinflamatério, antimicrobiano e cicatrizante;

* Pode ser utilizado por gestantes;

CONCENTRAGAO USUAL
* USOIN: 150mg - 1g
* USOOUT: 0,5% - 2%

Fonte: Adaptado de BIODIVERSITE. Disponivel em: https://business.google.com/website/biodiversite.
Acesso em: 03 set. 2020.

A Galena trouxe ao mercado brasileiro dois tipos de extratos de oliveira
padronizados em HT: o Oli Olda™ (Figura 9) para uso oral, do fabricante francés
Nerixa, com certificagdo Ecocert-Cosmos, com teor de HT em 3% e dosagem maxima
recomendada diaria de 300mg. E para uso tépico, o Hydrolive + (Figura 10),
importado do fabricante espanhol Cobiosa, que contém 20% de HT. Concentracdo de
uso (tépico): 0,2% a 1,0% (GALENA, 2020).



FIGURA 9 — Lamina técnica cedido

pela empresa Galena

Oli-Ola”

O Auténtico Peeling em Capsulas

Ativo natural e organico, que contribui para o clareamento,

A capacidade antioxidante de compostos fenodlicos € amplamente
conhecida, assim como os beneficios relacionados a salide e bem-estar.
Especificamente nos derivados de oliva, a atividade antioxidante do
hidroxitirosol € uma das mais altas entre os polifendis, superando até
mesmo os efeitos das vitaminas C e E.

Oli-Ola™ é um extrato 100% natural, extraido exclusivamente do fruto
da oliveira, padronizado em 3% hidroxitirosol e certificado pelo Ecocert.

Sua producdo ocorre na Tunisia, regidgo sul do Mediterraneo e a
composicdo quantitativa de hidroxitirosol na oliva é resultado de uma
complexa interacdo entre diversos fatores, como o cima, grau de
maturacdo do fruto, cultivo e secagem da planta. O processo de
obtencao e extracao do Oli-Ola™ realizado pela Nexira é essencial para
garantir que o produto final tenha 3% de hidroxitirosol.

Nome Cientifico
Olea Europaea Fruit Extract

Dose usual

* Acdo Peeling: 300mg/dia
* Associado a outros ativos: 150 a 300mg/dia

Atributos do produto

 Ativo natural certificado pela Ecocert

* Promove acdo mimética ao peeling tradicio-
nal, sem causar desconfortos e irritacao cu-
tanea
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Fonte: Adaptado de GALENA. https://www.galena.com.br/hubfs/L%C3%A2mina%20-

%200li%200la.pdf?hsLang=pt-br Acesso: 04 set. 2020.

FIGURA 10 — Lamina técnica cedida pela empresa Galena

@ [Zalera
HydrOlive*

0 “plus” do peeling em capsulas®

Uso out para potencializar a acao uniformizante e anti-inflamatoria do Oli-Ola™

INCI Name

Olea Europaea (Olive) Fruit Extra

HydrOlive* ¢ um extrato natural da oliva de origem mediterranica, composto por uma alta

concentrac@o de hidroxitirosol (20%), tirosol e outros polifendis. Esta combinacdo produz Water

efeitos sinérgicos, potencializando as propriedades antioxidantes.
Concentracao de Uso
0,2%a1,0%

HydrOlive* possui potente agdo clareadora, antioxidante e calmante comparado com a Vita-
mina E e Coenzima Q10, consequentemente promove maior efeito contra o eritema provoca-

do pela exposicédo UV.

pH de estabilidade

AaQ
4d0

EFICACIA DO HYDROLIVE*

Adaptado de GALENA. Disponivel em:
https://lwww.galena.com.br/hubfs/Material%20T%C3%A9cnico/L%C3%A2mina/L%C3%A2mina
%20-%20Hydrolive.pdf?hsLang=pt-br. Acesso: 04 set. 2020

Fonte:



26

3.3 NANOTECNOLOGIA NA SAUDE

O crescente interesse em pesquisas relacionadas a nanociéncia e
nanotecnologia torna esta area, ha décadas, um novo patamar do conhecimento com
imensos impactos cientificos e econémicos.

As nanociéncias e nanotecnologias constituem abordagens a investigacao e
desenvolvimento que se referem ao estudo dos fendmenos e manipulacdo de
materiais as escalas atémica, molecular e macromolecular, onde as propriedades
diferem significativamente das de grande escala. E considerada uma &rea
multidisciplinar de ciéncias aplicadas, cujo objetivo é a otimizacdo de tratamentos no
intuito de serem mais eficazes, especificos, flexiveis e de baixo custo (COIMBRA,
2013; DENG et al.; 2020; MIR et al., 2017; MOTTALEB et al., 2014).

Relacionada a saude, a nanotecnologia € uma ciéncia promissora, e a maioria
dos estudos sob investigacdo, estdo focados no desenvolvimento de formulacdes
destinadas ao tratamento de diversas doencas como cancer, cardiovasculares,
neurolégicas, ao combate do virus da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e entre outras
ocorréncias na medicina. (BOHOLM; LARSSON, 2019; BUSATTO et al., 2019; DENG
et al., 2020)

Baseada no desenvolvimento de farmacos e medicamentos, surgem oS
“nanofarmacos” que designa produtos farmacéuticos desenhados, com recurso a
nanotecnologia e inclui a descoberta, desenvolvimento e administracdo do farmaco.
Além disso, ha pesquisas constantes em busca de inova¢des em matérias-primas e
materiais dentro da ciéncia de nanomateriais. A Nanotechnology Initiative (NNI),
criada no ano 2000 nos Estados Unidos (EUA), declarou que a nanotecnologia esta
ajudando a melhorar consideravelmente, até mesmo revolucionar, muitos setores de
tecnologia e indastria: tecnologia da informacéo, energia, ciéncia ambiental, medicina,
seguranca nacional, seguranga alimentar e transporte, entre muitos outros (BOHOLM,;
LARSSON, 2019; BUSATTO etal., 2019; COIMBRA, 2013; DENG et al., 2020; DIMER
et al. 2013; GABRIELYAN; TRCHOUNIAN, 2019; MIR et al., 2017).

A European Medicines Agency define a nanotecnologia como o uso de
pequenas estruturas menores de 1.000 nanémetros de diametro, e seus beneficios
sao devido a gama de propriedades e interacdes que sdo exclusivas desta estrutura
em nanoescala, como as nanoparticulas entre 10 nm e 1.000 nm de diametro que

possuem as caracteristicas desejadas para um sistema de entrega bem-sucedido.
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Devido ao seu tamanho de particula, as nanoparticulas podem se mover livremente
no corpo por meio dos menores vasos capilares, células e lacunas de tecido para
atingir seus 6rgdos-alvo. Os medicamentos nanotecnoldgicos oferecem comodidade
e maior eficiéncia terapéutica para os pacientes. E, para as empresas, sao capazes
de estender a rentabilidade econémica dos medicamentos patenteados e criar uma
fonte de receita extra (AJIBOYE; TRIVEDI; MITCHELL, 2018; BHATTACHARYA,;
GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; COIMBRA, 2013; DIMER et al., 2013;
GABRIELYAN; TRCHOUNIAN, 2019; WATKINS et al. 2015).

Os materiais utilizados na obtencdo de formulacdes nanotecnolégicas sao
selecionados de acordo com suas caracteristicas de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, capacidade para funcionalizacdo de superficie, conjugacéo,
complexacéo e encapsulamento. Os farmacos podem ser encapsulados por diferentes
mecanismos, que incluem solubilizacdo ou retencdo na nanoparticula, conjugacao ou
adsorcao. (DIMER et al. 2013; PERSIN et al., 2017; WATKINS et al. 2015).

Nanoestruturas sdo ainda classificados em estruturas poliméricas e nao
poliméricas, incluindo nanoparticulas, micelas, dendrimeros, farmacos, conjugados,
nanoparticulas metalicas e pontos quanticos. Com base em suas dimensfes, 0S
nanomateriais sao classificados em quatro grupos, ou seja, materiais zero, um, dois e
trés nanodimensionais. Cada uma dessas hanoparticulas tem suas proprias
vantagens e desvantagens como veiculo de liberacdo de medicamento. Por sua vez,
0S hanocristais representam uma estratégia de nanomizagcdo de farmacos pouco
solliveis em &gua, de forma a aumentar a biodisponibilidade e propiciar vias de
administracao injetaveis. A quantidade e taxa no qual um medicamento é liberado de
uma nanoformulacdo depende de uma infinidade de fatores, incluindo particulas tipo
e tamanho, quantidade de medicamento encapsulado, composto natural usado e o
microambiente, tais como temperatura, pH, osmolaridade ou via atividade enzimatica
(DIMER et al., 2013; MITCHELL, 2018, MIR et al., 2017; MOTTALEB et al., 2014,
WATKINS et al. 2015).

Os principais objetivos da liberacdo controlada do farmaco sao:
nanoparticulas atuando como nanocarreadores, garantindo o aumento da
biodisponibilidade, com capacidade de transportar o farmaco para um local de destino
especifico (receptor, sitio ativo) com maior seguranca para exercer a sua atividade
terapéutica e a diminuicdo dos efeitos colaterais se comparado as terapias

convencionais; reducdo de forma significativa da concentracdo do farmaco no
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organismo; melhoria dos perfis farmacocinético e farmacodinamico; na administracéo
intravenosa de alguns farmacos, permitir o aumento de sua solubilidade; melhoria na
estabilidade evitando a degradacdo do farmaco (AJIBOYE; TRIVEDI; MITCHELL,
2018; BUSATTO et al., 2019; COIMBRA, 2013; DIMER et al. 2013; WATKINS et al.
2015).

Contudo, a formulac&o de nanoprodutos, para uso farmacéutico, € muito mais
desafiadora, pois um pré-requisito essencial no intuito de evitar qualquer instabilidade,
na utilizacdo dos materiais que se deseja formular, é saber se atingirdo as
necessidades terapéuticas, tais como ampliar a penetracdo na pele, prolongar seus
efeitos, biocompatibilidade, e para isto, devem ser muito bem testados e analisados
com testes laboratoriais (MOTTALEB et al., 2014).

3.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas poliméricas representam uma alternativa tecnolégica com
excelente biocompatibilidade, ndo imunogénica, ndo toxica e biodegradavel. Estes
sistemas sédo transportadores coloidais compostos de polimeros sintéticos ou naturais
e sdo uma classe ampla de nanocarreadores. A mais importante classificacdo dessas
nanoparticulas consiste em separa-las em dois grandes grupos: 0s sistemas
vesiculares (nanocapsulas) e os matriciais (nanoesferas) (Figura 11). As
nanocapsulas contém um ndcleo cheio de farmaco, que é cercado por uma membrana
de polimero. As nanoesferas sao porosas e o farmaco € uniformemente distribuida
entre os poros (BUSATTO et al., 2019; DIMER et al., 2013; WATKINS et al. 2015).

FIGURA 11 — Representacdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas
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Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK, S.; STANISCUASKI, S.; LUCCA, L. De; RAFFIN, A.
Caracterizagdo e estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos nanoparticulados para
administracdo de farmacos. Quimica Nova, [s. I.], v. 26, n. 5, p. 726-737, 2003.
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Nanocapsulas fornecem uma nanoestrutura Unica, consistindo em um nucleo
liquido/sélido com uma “casca” polimérica. Isso € de interesse crescente na liberacao
controlada de medicamentos. O nucleo das nanocpsulas pode ser oco ou consistir
em uma fase liquida ou soélida, tornando-o capaz de transportar farmacos diferentes.
As nanocapsulas podem apresentar um nucleo oleico altamente adequado para a
encapsulacdo de moléculas. Em relacdo ao nucleo oleoso, a fase oleica de
composicao ideal para a obtencao de nanocpsulas, sédo os 6leos vegetais (como 6leo
de soja, 6leo de palma etc.) ou &cidos graxos (como triglicerideos de cadeia média),
devido a capacidade de dissolver as drogas lipofilicas. O 6leo, além de ser meio de
dissolucéo de drogas, pode fornecer simultaneamente uma funcionalidade terapéutica
(DENG, 2020).

Os poliésteres alifaticos e copolimeros relativos sédo polimeros sintéticos muito
comuns e tém sido profundamente estudados e desenvolvidos como sistemas de
liberacdo de farmacos, devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo
derivados dos acidos acrilico e metacrilico ou derivados de cianoacrilato de alquila.
Os poliésteres mais comuns incluem poli (acido latico) (PLA), poli (latico-co-glicélico
acido) (PLGA) e poli (e-caprolactona) (PCL). Comparado com os copolimeros PLA e
PLGA, os PCLs podem fornecer um periodo de degradacdo muito mais longo.
Portanto, os PCLs sdo mais adequados para medicamentos de longo prazo com
sistema de liberacdo controlada e/ou aplicacbes médicas. Além disso, os PCLs tém
um custo menor do que os PLAs e PLGAs, 0 que é uma vantagem, e podem ser
conjugados com os diversos polimeros naturais como gelatina, alginato, quitosana e
albumina que também séo utilizados para preparar as nanoparticulas, no entanto, com
desvantagens, como a dificil reprodutibilidade lote a lote. (DENG, 2020; DIMER et al.,
2013; ZHANG; CAMPAGNE; SALAUN, 2019)

As nanoparticulas poliméricas mais testadas, em combinacdo com produtos
naturais, foram a Poli (lactico-co-glicolico acido) (PLGA), polietilenoglicol (PEG), alcool
polivinilico (PVA), acido poli-L-lactico (PLA), poli (e-caprolactona) (PCL), e quitosana.
Séao combinagcdes mais comuns devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade
e o fato de serem faceis de funcionalizar, se destacam, ainda, devido a sua alta
eficiéncia na encapsulagdo de drogas lipofilicas, prote¢cdo contra a degradacédo do
medicamento e baixa irritacdo devido ao seu polimero de revestimento. Entre esses
polimeros, o PCL tem sido amplamente utilizado para obter a liberacdo controlada de

farmacos, para controle no crescimento bacteriano de veiculos farmacéuticos e de
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embalagens, bem como na biomedicina para o tratamento de varias doencas. A
nanoparticula de PCL inclusive, pode ser utilizada para administracdo intravenosa
(ABRIATA et al., 2019; BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019;
GABRIELYAN; TRCHOUNIAN, 2019; SCHAFFAZICK et al., 2003; WATKINS et al.
2015).

O farmaco, na nanoparticula, pode ser encontrado dissolvido, retido ou
adsorvido na matriz polimérica. As principais técnicas de preparacdo das
nanoparticulas poliméricas s&o: polimerizagdo in situ, polimerizacdo interfacial,
nanoprecipitacdo, deposicdo interfacial de polimero, emulsificacdo-difusao,
emulsificacdo-evaporacéo de solvente, salting out, e ainda coacervacdo complexa. As
propriedades dos polimeros exercem influéncia significativa na estabilidade, eficiéncia
de encapsulacgéao, perfil de liberacéo e biodistribuicdo da nanocapsula como sistema
de liberacdo de farmacos (DENG, 2020; DIMER et al., 2013; GABRIELYAN;
TRCHOUNIAN, 2019; WATKINS et al. 2015; ZHANG; CAMPAGNE; SALAUN, 2019).

3.4.1 Poli-e-caprolactona (PCL)

Poli-e-caprolactona (PCL) é um polimero hidrofébico que € composto por um
éster polar e cinco grupos metileno ndo polares. E um polimero biocompativel,
biodisponivel e ndo toxico. (ABAMOR et al., 2018; BELTRAN et al., 2014)

A Figura 12 representa a estrutura quimica do PCL.

FIGURA 12 — Estrutura quimica PCL
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A escolha do material polimérico € uma questdo de grande importancia para
obtencdo de nanoparticulas devido a variedade de polimeros existentes e suas
influéncias no perfil de liberacdo, o tamanho da particula e o potencial zeta do
nanomaterial. Os poliésteres como PCL sdo materiais muito convenientes para a
preparacdo de nanoparticulas com aplicacdes médicas potenciais. Estes polimeros

sao frequentemente hidrofébicos e sdo adequados para uso a longo prazo e fornece
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estabilidade a farmacos insolaveis em agua (DOS ANJOS CAMARGO et al., 2020;
ZHANG; CAMPAGNE; SALAUN, 2019).

Nanoparticulas de PCL também possuem estas caracteristicas especiais,
como alta permeabilidade, biodisponibilidade, biodegradabilidade e n&o toxicidade,
que as tornam estruturas ideais para a administracdo de farmacos que podem
facilmente penetrarem através de barreiras vitais no corpo humano em nanoescalas
e liberarem o farmaco, em um sistema sustentavel e controlavel para as células,
tecidos e/ou 6rgdos-alvo. Além disso, uma vez que € aprovado pela United States
Food and Drug Administration (FDA US), a aplicacéo clinica de nanoparticulas de PCL
atraiu bastante o interesse dos pesquisadores (ABAMOR et al., 2018;
BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; BELTRAN et al., 2014).

Em particular, a hidrolise de ligacdes éster dentro do corpo humano favorece
a degradacdo do polimero e uma liberacdo controlada dos farmacos, portanto, as
nanoparticulas de PCL, tém sido usadas como sistema de liberacdo de farmacos em
regides desejadas do corpo sendo Util no combate de varias doencas, além deste
sistema de liberacdo prevenir a degradacao do farmaco, por enzimas durante seu
transporte dentro da corrente sanguinea (ABAMOR, et al., 2018; BHATTACHARYA;
GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; BELTRAN et al., 2014).

Entre os polimeros sintéticos biodegradaveis, o PCL tem sido amplamente
utilizado além da liberacdo controlada de farmacos, no controle de crescimento
bacteriano em veiculos farmacéuticos e de embalagens, bem como na biomedicina
para o tratamento de varias doencas, inclusive, para administracdo intravenosa
(ABRIATA et al.,, 2019; BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019;
GABRIELYAN; TRCHOUNIAN, 2019; SCHAFFAZICK et al., 2003; WATKINS et al.
2015)

Polimeros biodegradaveis e/ou de base biolégica mostram uma série de
propriedades adequadas a diferentes aplicagfes, incluindo alimentos embalagens,
automotivo e campos biomédicos (BELTRAN et al., 2014; GARCIA et al., 2020).

Literaturas citam varias técnicas relatadas a fabricagcdo de particulas ou
capsulas de PCL em micro ou nanoescala com estrutura e morfologia versateis. Os
métodos convencionais incluem emulsificacdo, secagem por pulverizacdo, dispersao
de solucéo aprimorada, separacao de fases, evaporacao de solvente e técnicas de
fusdo a quente (BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; ZHANG;
CAMPAGNE; SALAUN, 2019).
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Quando comparado a outros polimeros, a biodegradagcédo do PCL é lenta; no
entanto, podera ser largamente utilizada com objetivo de sistema de liberacéo
controlada pois a temperatura de transicao vitrea (Tg) € de - 60 ° C com baixo ponto
de fusdo (59-64°C). A compatibilidade da mistura com outros polimeros facilita a
adaptacao das propriedades desejadas, como cinética de degradacao, hidrofilicidade
e mucoadesdo (AJIBOYE A L; TRIVEDI V; MITCHELL J C, 2018).

Se comparado a outros, os polimeros de PCL mostraram-se Uteis, em
condicdes variadas, na liberagao controlada de peptideos e proteinas. Como exemplo,
durante o desenvolvimento de microesferas de PCL para liberacdo controlada em
diversas vacinas, comprovaram boa permeabilidade a proteinas, ao contrario do PLA
e do PGA. Como o PCL degrada muito lentamente, ele nao origina um ambiente acido,
que poderia afetar negativamente a antigenicidade das vacinas, portanto, podera ser
usado com alta efetividade. Ainda, o sistema de liberacdo de PCL ndo séo afetados
pelo fluido gastrico simulado, o qual confere protecdo ao peptideo encapsulado,
evitando a destruicdo proteolitica no estbmago, e permite que os farmacos
aprisionados passem ilesos em direcdo ao intestino (AJIBOYE A L; TRIVEDI V;
MITCHELL J C, 2018; ZHANG S; CAMPAGNE C; SALAUN F, 2019).

3.4.2 Nanocapsulas de PCL e Hidroxitirosol (HT)

As nanoparticulas podem ampliar a eficacia de muitos ativos e farmacos no
tratamento e prevencao de doencas, aumentando sua biodisponibilidade. Muitos dos
compostos naturais estudados, como a curcumina, resveratrol e epigalocatequina
galato (EGCG), sdo altamente lipofilicos e substancias com este perfil, ndo possuem
uma liberacdo muito eficaz pois ndo ha uma alta dissolu¢do na corrente sanguinea,
portanto, possuem baixa biodisponibilidade, levando a administracdo de grandes
quantidades a fim de atingir a terapéutica desejada, o que aumenta a probabilidade
de acarretar toxicidade aguda ou baixa adeséo do paciente. O HT, por ser um ativo
oleoso, se inclui nestas caracteristicas. Uma solucdo interessante seria
nanoencapsular o HT no intuito de melhorar sua solubilidade nos fluidos corporais e
eficiéncia. (BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; WATKINS et al.
2015).
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O uso de materiais poliméricos para encapsular farmacos ou outras
substancias ativas € uma abordagem importante para mascarar as caracteristicas
fisico-quimicas inadequadas de vérias substancias (hidrofilicas ou lipofilicas
medicamentos de alto peso molecular, palatabilidade, estabilidade e
biodisponibilidade), facilitando sua penetracdo na pele e favorecendo a liberacao
controlada de bioativos compostos. Seu uso para aplicacbes biomédicas tem
aumentado nas ultimas décadas devido a sua biocompatibilidade e efeitos colaterais
minimos (BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; MOTTALEB et al.,
2014).

O HT possui caracteristicas que o torna viavel para a nanoencapsulagéo, por
ser um ativo oleoso, portanto, baixa solubilidade em agua, palatabilidade amarga e
instavel no meio ambiente externo (altamente oxidavel e fotossensivel).

Publicacdes recentes mostraram:

e HT presente no extrato da folha de oliveira, incorporado em bio nanofibra
(esteiras de nanofibra de polissacarideos) feito por eletrofiagdo, com o
objetivo de avaliar a liberacdo dos componentes fendlicos ativos no extrato,
de forma prolongada, ao longo de 24 horas (PERSIN et al., 2017);

e HT em nanoparticula polimérica de quitosana com hidrocortisona, mostrou-
se seguro, bem tolerado e atoxico, sendo util no tratamento de dermatite
atopica (SIDDIQUE et al., 2019);

e HT em nanocépsulas de PCL agregados em nanoargilas (Cloisite 30B —
C30B) caracterizados como nanobiocompostos. Foi comprovado que a
presenca da nanoargila produziu uma diminuicdo na liberacdo de HT dos
filmes de embalagens testados, devido a interacdo entre HT e C30B. Os
resultados provaram que esses hanobiocompdsitos poderdo ser
interessantes ambientalmente, por serem uma alternativa amigavel para
aplicacoes de embalagens alimenticias com performance antioxidante
(BELTRAN et al., 2014);

e HT em ciclodextrinas (B-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina) foi
publicada por LOPEZ-GARCIA et al. (2010) com relevante ac&o
fotoprotetora a irradiacdo UV (1¥4254 nm).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica (Celtac, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil);

Centrifuga (Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha);

Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a detector de fotodiodos
(Shimadzu, modelo Nexera X2 System®, Quioto, Japao);

Destilador de 4gua (Fanem Ltda, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);
Difratdmetro de raios X (Shimadzu, modelo XRD-6000, Quioto, Japao);
Equipamento DSC/TG (STA 6000, Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados
Unidos);

Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (Shimadzu,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japéo);

Evaporador rotatério (Fisatom, modelo 801, Diadema, Brasil);

Metalizador (Shimadzu, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao);
Microscépio eletrbnico de varredura por emissdo de campo (Tescan,
modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca);

pHmetro digital (Hanna, HI 2221, Sao Paulo, Brasil);

Placa de agitacdo e aquecimento (Fisatom, modelo Q261-22, Diadema,
Brasil);

Ultrafreezer (Revco, modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte, Estados
Unidos);

Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, Nano ZS 90, Malvern Reino
Unido).

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Farmaco

Hidroxitirosol — HT (fabricagdo: 28/03/2019, CAS: 10597-60-1, 98,99%

(m/m) de pureza, Abacipharm Corporation, Columbia, USA).
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4.2.2 Polimero

e Poli(e-caprolactona) (Wv 14.000 g/mol, Sigma-Aldrich®, Séo Paulo, Brasil).

4.2.3 Agua Purificada

e Agua purificada pelo processo de destilagdo (H20 destilada), em
equipamento tipo Pilsen (Fanem LTDA, modelo 724/2-A, Séao Paulo, Brasil);
e Agua ultrapurificada pelo sistema de ultrapurificacdo em equipamento Milli-

Q (Merck, Integral 5, Darmstadt, Alemanha).
4.2.4 Solventes e Demais Reagentes

e Acetona ((CHs)2CO) (Synth, Diadema, Brasil);

e Acido Formico (CH202) (Biotec Produtos Quimicos, Sdo José dos Pinhais,
Brasil);

e Acetonitrila (C2H3N) grau HPLC (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados
Unidos);

e Brometo de potassio grau espectroscépico (KBr) (Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos);

e Metanol (CHsOH) grau HPLC (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados
Unidos);

e Monooleato de sorbitano etoxilado 80 (polissorbato 80, Tween® 80,
Delaware, Porto Alegre, Brasil);

e Monooleato de sorbitano (Span 80®, OXITENO, Mauda, Sao Paulo);

e Triglicerideos dos &acidos céaprico/caprilico (FOCUS QUIMICA, S&o Paulo,

Brasil).

4.2.5 Materiais

e Amicon® Ultra — 0,5mL, dispositivo de ultrafiitracdo com membrana de
celulose regenerada 10000 Da, Tullagreen, Carrigtwohill, Irlanda;
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e Chromafil® Xtra PTFE-20/13, filtro hidrofilico, 0,20 ym de abertura dos
poros, Macherey-Nagel, Duren, Alemanha.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente trabalho teve inicio com o desenvolvimento das nanocapsulas
poliméricas. Conseguinte, houve a quantificacdo do farmaco incorporado nas
particulas realizado por meio da cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada
ao detector de fotodiodos (UHPLC-PDA), validado de acordo com a Resolucéo 166,
de 24 de julho de 2017, avaliando, assim, a eficiéncia de encapsulagdo do HT. As
formulag®es foram caracterizadas por métodos morfologicos e espectroscopicos, e foi
investigada a estabilidade fisico-quimica. As etapas estdo esquematizadas no

fluxograma da Figura 13.

FIGURA 13 — Fluxograma das etapas da pesquisa
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Fonte: A autora, 2020.

4.4 OBTENCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS CONTENDO
HIDROXITIROSOL (HT)

As suspensdes de nanocapsulas obtidas a partir do polimero PCL contendo
HT foram preparadas pela deposicéo interfacial do polimero pré-formado descrito por
Fessi, et al. (1989) e Dos Anjos Camargo, et al. (2020), cuja formulagéo encontra-se

na Tabela 2.
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TABELA 2 — Formula¢gBes das nanocdapsulas poliméricas contendo HT, obtidas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado

Formulacéao
Composi¢ao NC-0 NC-2 NC-5
(Omg/mL) (2 mg/mL) (5 mg/mL)
Fase aquosa
Tween 80° (g) 0,077 0,077 0,077
Agua ultrapura (mL) 53 53 53
Fase organica
HT (9) - 0,02 0,05
PCL (9) 0,1 0,1 0,1
Span 80°(g) 0,077 0,077 0,077
MTC* () 0,3 0,3 0,3
Acetona (mL) 27 27 27

*MTC: Triglicerideos de cadeia média
Fonte: A autora, 2020.

Constituindo a fase organica, o polimero foi solubilizado em acetona na

presenca de Span® 80, HT e MTC. Para a fase aquosa, foi adicionado o Tween® 80 e

agitado magneticamente para incorporacdo do tensoativo. A fase organica apoés

alguns minutos em agitacdo moderada foi adicionada na fase aquosa sob gotejamento

e agitacdo vigorosa. Ao final, a suspensao foi mantida em agitacdo por mais 10

minutos e o solvente organico eliminado em rotaevaporador atingindo um volume final
de 10 mL e concentracdo de HT de 2 mg/mL (NC-2) e 5 mg/mL (NC-5), além do

controle (NC-0). As Figuras 14 e 15 demonstram o esquema do método de obtencao

das nanocapsulas.
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FIGURA 14 — Esquema do método de obtencdo das nanocépsulas poliméricas contendo HT
preparadas pela deposicao interfacial do polimero pré-formado
PCL+ Acetona+

Span® 80+
HT e MCT
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Fonte: A autora, 2020.

FIGURA 15 — Método para obtencéo das nanocépsulas poliméricas contendo HT preparadas pela
deposicdo interfacial do polimero pré-formado. (Al e 2) Nanoprecipitagdo, (B)

Evaporacéo do solvente por evaporador rotatério

Fonte: A autora, 2020.

4.4.1 Mistura Fisica

A mistura fisica (MF) na proporgédo, em massa, de 1:1 (HT:PCL) (50% m/m)
foi preparada para uma caracterizagdo comparativa.
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45 DETERMINACAO DO HIDROXITIROSOL (HT) INCORPORADO NAS
NANOCAPSULAS

A concentracdo do HT encapsulado nas nanocépsulas poliméricas (mg/mL)
foi determinada a partir dos ensaios de quantificacdo desenvolvidos por cromatografia
liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC), em equipamento Nexera X2 UHPLC system
(Shimadzu, Quioto, Japao), com bomba (LC-30AD), desgaseificador (DGU-20A5RA),
autosampler (SIL-30 AC), forno (CTO-20A), mddulo integrador (CMB-20%) e um

detector DAD (SPD-M20A), conforme parametros estabelecidos na Tabela 3.

TABELA 3 — Pardmetros cromatogréficos utilizados para a quantificagdo do Hidroxitirosol por UHPLC

Parametro Descricao

Coluna Shim-pack XR-ODS IIl, 200 mm x 2 mm, 2,2 um,
acoplada a pré-coluna C18

Fase movel Metanol+acetonitrila  (1:1):Agua  acidificada com
0,01% de acido férmico (20:80, v/v)

Fluxo 0,45 mL.mint

Volume de injecéo 10 pL

Detector PDA UV-Vis A 280 nm

Temperatura do 8°C

amostrador

Temperatura da coluna 35°C

Tempo de corrida 2,5 min

Tempo de retencéo 2,0 min

Fonte: A autora, 2020.

Previamente, o método analitico foi validado conforme descrito a seguir. A
aquisicdo e processamento dos dados foram obtidos com o software LabSolutions®
versdo 5.73. A solucdo mée e as diluicbes foram preparadas em metanol:agua (50:50,

VIV).
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4.5.1 Validacdo do Método Analitico para Quantificacdo do Hidroxitirosol

A validag&o do método analitico foi desenvolvida conforme o preconizado na
Resolucdo RE n°® 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017) e com as
recomendacdes da The International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005).

Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, andlise de residuos,
limite de deteccdo, limite de quantificacdo, repetitividade, precisdo intermediaria,
exatidao e robustez. Apés, executado a eficiéncia da encapsulacéo.

A seletividade foi determinada pela analise do cromatograma das
nanocapsulas preparadas sem farmaco (NC-0) em comparagdo com o cromatograma
do HT numa concentrag&o de 55 pg/mL com a intencéo de confirmar que a formulacao
e 0 processo de preparo das nanocapsulas nao interferem na quantificacdo do
farmaco.

Para o estudo de linearidade foram elaboradas trés curvas analiticas com sete
pontos de concentragbes diferentes (10, 25, 40, 55, 70, 85 e 100 pg/mL), como
preconizados na RDC 166/17, utilizando a fase movel (20:80 metanol:acetonitrila (1:
1): 4gua acidificada com 0,1% de &cido formico) como solvente. A equacéo da reta e
o coeficiente de correlacao (r) foram obtidos. A andlise de regresséo linear ocorreu
pelo método dos minimos quadrados e o coeficiente angular foi testado por Andlise
de Variancia (ANOVA), com p < 0,05.

Os limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados, por
meio da relacdo entre o desvio padrao dos coeficientes lineares (o) e a média dos
coeficientes angulares das curvas (IC), utilizando fatores multiplicadores sugeridos
pela ICH (2005), conforme as Equacdes 1 e 2.

Lo = (5¢) @

A repetibilidade foi avaliada por meio da analise de seis réplicas de mesma

concentracdo (55 pg/mL) e trés concentragbes diferentes (20, 50 e 80 pg/mL),
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totalizando nove determinacdes em diferentes periodos de um mesmo dia (manh4,
tarde e noite), pelo mesmo analista, utilizando um mesmo instrumento.

A precisdo intermediaria foi determinada pela analise nas mesmas
concentragdes utilizadas para a repetitividade, porém as medidas foram realizadas
em dias diferentes, com analistas diferentes, ainda empregando o mesmo
instrumento. Os resultados destas analises foram expressos na forma de Desvio
Padrdo Relativo (DPR), de acordo com a equacédo abaixo (3), onde DP é o desvio
padrédo da série de medi¢cdes e CMD a concentracdo média determinada. A andlise

estatistica dos resultados foi realizada por Teste-t com p < 0,05.

CV = (ﬂ) x 100 3)

CMD

A exatiddo do método por ensaios de recuperacéao foi determinada pela adicéo
de quantidade conhecida de hidroxitirosol (5,0 pg) as solugbes de 30,0; 60,0 e 80,0
pug/mL, resultando nas concentracdes tedricas finais de 35,0; 65,0 e 85,0 pug/mL,
respectivamente. As solucdes foram elaboradas em triplicata e os resultados
expressos como porcentagem de recuperacéo, a partir da Equacéo 4, onde CME € a

concentracdo média experimental e CT a concentracéo teorica.

Recuperacio (%) = %x 100 (4)

Na avaliacdo da robustez, solucdes de HT a 55 pg/mL foram submetidas a
diferentes condicbes de fluxo da fase médvel, temperatura da coluna analitica e
variacdo da composicado da fase movel. O fluxo foi modificado de 0,45 mL/min para
0,445 mL/min e 0,455 mL/min. A temperatura da coluna analitica foi alterada de 35 °C
para 33 °C e 37 °C. A variacdo da composicao da fase movel variou de 20:80 para
19:81 (metanol+acetonitrila:dgua acidificada) e 21:79 (metanol+acetonitrila:dgua
acidificada). Os resultados dos parametros foram analisados por meio do DPR e
comparados com os valores obtidos em condigcbes padrdo. A significancia dos

resultados foi verificada por teste Tukey com p < 0,05.
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4.6 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS
POLIMERICAS

4.6.1 Determinacgao do pH

A determinacdo do pH foi realizada em um potenciémetro digital previamente
calibrado com solugcdes tampéao pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensodes coloidais,
apos a preparacédo. Os resultados representam a média da amostra em triplicata.

4.6.2 Analises Morfoldgicas e de Superficie

4.6.2.1 Determinacéo do didametro médio e do potencial zeta

O tamanho médio de particula, o indice de polidisperséo (IPD) (distribuicdo do
tamanho de particula) e o potencial zeta foram medidos em triplicata (n=3), apos a
diluicdo de uma aliquota conhecida da suspensdo de nanocépsulas em &gua
ultrapurificada (1:500) (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, Reino Unido).
Para verificar a diferenca estatistica entre os diametros médios, foi realizado teste

ANOVA entre os valores da média dos resultados.

4.6.2.2 Andlise da morfologia e superficie

A avaliacdo morfolégica e da superficie dos materiais de partida e das
nanocapsulas preparadas foi realizada em microscopia eletrénica de varredura por
emissao de campo (FEG-SEM) (Tescan, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As
amostras foram submetidas a metalizacdo com ouro em um metalizador 1C-50 lon
Coater (Shimadzu, Quioto, Japéo). Para obtencdo das eletromicrografias, foi
empregada voltagem de aceleracdo de 8 a 10 kV e utilizado software especifico
(Electron Optical Design).
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4.6.3 Andlise Estrutural

4.6.3.1 Andlise por difragdo de raios X

O HT puro, os polimeros, a MF e as nanocapsulas poliméricas foram
examinadas por difracdo de raios X em difratdmetro Shimadzu XRD-6000, scan de 2
°/min e 260 de 3° a 80°, radiagdo Ka de cobre (A = 1.5418 A), corrente de 40 mA e

voltagem de 40 kV, para a observacéo de possiveis picos indicativos de cristalinidade.

4.6.3.2 Avaliagdo por espectroscopia na regido do infravermelho

As formulacdes foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de brometo de
potassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige-21 (Shimadzu, Quioto,
Japdo), na faixa de 4000-400 cm, com resolucdo de 2 cm™ e 64 scan/min. Os
espectros obtidos foram avaliados frente aos espectros do farmaco (HT) puro,
polimero (PCL), MF e da formulagdo sem a adicdo do HT (NC-0).

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA

As suspensotes foram armazenadas em geladeira (5 + 2 °C) e protegidas da
luz em frascos de vidro ambar. As formulacbes foram monitoradas durante 120 dias
de armazenamento, verificando mensalmente o pH, tamanho de particulas,
distribuicdo de tamanho e potencial zeta. Todas as amostras foram analisadas em
triplicata.

Todos os dados resultantes da estabilidade foram avaliados pelo programa
GraphPad Prism, versao 6.01 para Windows. Os dados foram expressos como média
+ desvio padrdo. A ANOVA com pos-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student

foi usada para comparacgdes estatisticas, com nivel de significancia de 5% (a=0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 OBTENGCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS CONTENDO
HIDROXITIROSOL

As nanocapsulas de PCL contendo HT (NC-2 e NC-5) e as nanocapsulas
controle negativo (NC-0) foram obtidas com sucesso pelo método de deposicdo
interfacial do polimero pré-formado. Todas as formula¢des apresentaram visivelmente
0 aspecto leitoso ao final do preparo (Figura 16). As concentracdes utilizadas de HT
(2 e 5 mg/mL) para as formulacdes foram escolhidas pela referéncia da dosagem
usual preconizada em artigos citados no FDA (2020), Pubchem (2020), e nos
materiais técnico-cientificos de fornecedores brasileiros legalizados pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), como Biodiversité (2020), Galena (2020),
Lemma (2020).

FIGURA 16 — Nanossuspenséo de PCL contendo HT obtidas pela técnica de deposicao interfacial do
polimero pré-formado

Fonte: A autora, 2020.

5.2 DETERMINACAO DO HIDROXITIROSOL INCORPORADO NAS
NANOCAPSULAS

5.2.1 Desenvolvimento e Otimizacao do Método Analitico
As condi¢Bes cromatogréaficas mais adequadas para otimizacao, validacdo do

meétodo e quantificacdo do HT incorporado nas nanocapsulas foram a fase movel

metanol+acetonitrila (1:1) : agua acidificada com 0,01% de acido férmico (20:80, v/v),
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temperatura da coluna de (35 + 2 °C), volume de injecdo da amostra de 10 pL, fluxo
isocratico de 0,45 mL/min, detector ajustado a 280 nm e tempo de analise de 2,5 min.

A Figura 17 demostra o cromatograma do método desenvolvido.

FIGURA 17 — Cromatograma de UHPLC correspondente ao padrao de Hidroxitirosol (55 pg/mL). Fase
maovel: metanol+acetonitrila (1:1): agua acidificada com 0,01% de &cido férmico (20:80,
v/v); Fluxo: 0,45 mL/min; Comprimento de onda de detecgdo: 280 nm; Temperatura da
coluna: (35 £ 2 °C) e volume de injegdo: 10 pL e cromatograma da nanocapsula
preparada sem o farmaco: NC-0 em comparac¢do com o do HT
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Fonte: A autora, 2020.

5.2.2 Validacdo do Método Analitico para a Quantificacdo do Hidroxitirosol

O método foi validado conforme o preconizado na RDC 166, de 24 de julho
de 2017 e com as recomendactes da ICH (2005). Os parametros avaliados foram
seletividade, linearidade e faixa de trabalho, limite de quantificagdo e deteccao,
repetitividade, precisao intermediaria, exatidao e robustez.

O método desenvolvido para quantificacdo do HT mostrou-se seletivo e 0
detector indicou que o pico cromatografico do farmaco nao apresentou interferentes,
ja que nao houve sobreposicao de leitura da formulacéao
NC-0 no tempo de retencdo do HT (Figura 18), indicando que nenhum componente

da formulacao apresentou absorcédo neste comprimento de onda.
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A linearidade assegurou que o meétodo foi capaz de obter resultados
proporcionais de concentracdo de analito, dentro de uma faixa de trabalho
previamente definido. Para isso, o teste foi realizado em sete concentragdes diferentes

do analito. A curva analitica média obtida foi representada na Figura 18.

FIGURA 18 — Representacéo grafica da curva analitica padrédo para a determinacdo do HT obtida por
UHPLC na faixa de concentracéo de 10 a 100 pg/mL (n = 3)
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Fonte: A autora,2020.

Por meio da andlise de regressao linear, foram obtidos os valores de
coeficiente angular (inclinacéo da reta), coeficiente linear (intercepto com o eixo y) e
coeficiente de correlacdo (r) e quanto este for mais préximo de 1,00 menor é a
dispersdo entre os pontos e maior a seguranca dos resultados (BRASIL, 2017; DE
LEONARDIS et.al, 2015; PAULO; SANTOS, 2020; PINERO et al., 2011; RIBANI et al.,
2004; TSIMIDOU et al., 2019). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 4, o
qual a equacédo obtida pelo método foi y = 15168,1x — 32890,6, sendo y, a area do
pico e X, a concentracao da solugcéo padrédo em pg/mL (Tabela 4).

Os valores de LD e LQ encontrados foram, respectivamente, 1,09 e
3,31 ug/mL, assegurando a viabilidade de aplicacdo do método dentro da faixa de

trabalho definida.
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TABELA 4 — Dados obtidos por meio da analise da regressao linear

Linearidade

Faixa linear 10 — 100 pg/mL
Limite de Deteccao 1,09 pg/mL
Limite de Quantificacédo 3,31 pg/mL
Dados de regressao

N 3

Inclinagcao (a) 15168

Desvio Padrao da Inclinacéo 267

Desvio Padrao Relativo da Inclinagédo (%) 1,76
Intercepto (b) -32890,33
Coeficiente de correlacgéo (r) 0,9996

*y = ax + b, onde x € a concentragdo do composto e y € a area sob a curva
Fonte: A autora, 2020.

A Tabela 5 demonstra a analise dos residuos. Foi possivel observar que os
residuos sdo independentes e homogeneamente distribuidos, justamente porque o F
do modelo ficou maior que o Ftab indicando que a linearidade esta de acordo com o
esperado, além de o F da falta de ajuste ser menor que o Ftab confirmando que o erro
ocorrido néo foi por falta de ajuste e sim por erro puro. Com isso, 0s resultados de

linearidade sao confiaveis e verdadeiros.

TABELA 5 — Andlise dos residuos dos dados

SS DF MS F Ftab
Modelo 4.348351E+12 1 4.348351E+12 8274.273 2,990
Residuo 9.985007E+09 19 5.255267E+08 Linear
Falta de ajuste 3.742601E+09 5 748520108 1,678725 2,307
Erro puro 6.242406E+09 14 445886164 N&o ha falta de ajuste

Onde: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F
do teste; Ftab: valor do F tabelado
Fonte: A autora, 2020.

A repetitividade expressa a precisdo sob as mesmas condi¢cdes de operagao
durante um curto intervalo de tempo e a precisdo intermediaria, expressa como
variagao intradia, interdia e com diferentes analistas. Os valores de DPR (Tabela 6)
obtidos foram inferiores a 5,0%, e a analise estatistica (p < 0,05) mostrou que 0s
resultados ndo possuem diferenca significativa, indicando, portanto, que o método foi

considerado preciso.
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TABELA 6 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de repetitividade e precisao intermediaria

Concentracgao Concentracgao DPR**
Teodrica (ng/mL) Experimental (%)
(ug/mL, Média £ DP*)
Repetitividade
n==6 55 55,07 £ 0,34 0,61
n=3 20 20,55 + 0,25 1,24
n=3 50 49,05 £ 0,16 0,32
n=3 80 79,90 +1,13 1,42
Precisao
intermediaria
Intradia
n==6 55 54,87 £ 0,40 0,74
n=3 20 20,41 + 0,27 1,34
n=3 50 48,80 £ 0,33 0,67
n=3 80 79,56 + 1,03 1,29
Interdia
n==6 55 55,34 £ 0,49 0,89
n=3 20 20,55 £ 0,23 1,10
n=3 50 49,08 £ 0,16 0,32
n=3 80 79,90 £ 0,99 1,24
Diferentes
analistas
n==6 55 55,44 + 0,56 1,01
n=3 20 20,46 £ 0,26 1,29
n=3 50 49,46 £ 0,47 0,95
n=3 80 79,60 £ 1,02 1,28

*DP: desvio padréo; ** DPR: desvio padréo relativo
Fonte: A autora, 2020.

Os resultados encontrados para a exatiddo comprovaram a concordancia
entre os dados obtidos frente a um valor de referéncia real. A exatiddo do método por
ensaios de recuperacéo foi determinada pela adicdo de quantidade conhecida de HT
(5 ug) as solucdes de 30; 60 e 80 pg/mL, resultando nas concentracdes tedricas finais
de 35; 65 e 85 ug/mL, respectivamente. O valor de DPR também deve ser menor que
5% (Tabela 7).

TABELA 7 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de exatiddo

Concentracao Exatid&o DPR**
teorica final (ug/mL) (% + DP¥) (%)
35 91,10 £ 3,17 3,48
65 102,31 +4,80 4,69
85 97,14 £ 2,10 2,16

*DP: desvio padréo; ** DPR: desvio padréo relativo
Fonte: A autora, 2020
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O método também foi avaliado quanto a habilidade de suportar pequenas
variacdes nas condicfes de analise, sem comprometer a sua exatidao. A avaliacdo da
robustez do método analitico foi baseada nos valores de DPR obtidos a partir da
alteracdo dos parametros de analise, tais como a temperatura da coluna analitica (33
e 37 °C), o fluxo isocratico (0,445 e 0,455 mL/min), e composicao da fase mével (19:81
e 21:79 vlv) — Tabela 8.

TABELA 8 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de robustez

Parametros iniciais Alteracéao DPR* (%)
Fluxo 0,445 0,87
0,45 (mL/min) 0,455 1,09
Proporcgéo da fase mével 19:81 0,67
20:80 (V/V) 21:79 1,11
Temperatura 33 0,67
35°C 37 1,15

* DPR: desvio padréo relativo
Fonte: A autora, 2020.

Avaliando os resultados obtidos o método foi considerado seletivo, linear,
preciso, exato e robusto e, portanto, foi devidamente validado. Diante disso foi
possivel concluir que se trata de um método capaz de quantificar o HT incorporado

nas nanoparticulas fornecendo resultados confiaveis.

5.2.3 Eficiéncia de Encapsulacao

O teor de farmaco e a eficiéncia de encapsulacdo (EE) do HT em
nanocapsulas de PCL foram realizados pelo método indireto no UHPLC-PDA
previamente validado e os resultados obtidos estao representados na Tabela 9. Altas
concentracdes do farmaco foram obtidas para nanocapsulas, o que levou a valores

de EE mais elevados que 99,52%.
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TABELA 9 — Teor de HT incorporado nas nanocapsulas de PCL (mg/mL) e eficiéncia de encapsulacao

(EE %)
~ Concentragéo encapsulada Eficiéncia de encapsulacéao
Formulacéao O
(ug/mL; Média = DP)
% + DP DPR
NC-2* 1904,51 + 0,81 99,52 + 0,00 0,01
NC-5** 4904,47 = 3,82 99,81 + 0,01 0,01

*Concentracao tedrica (2000 pg/mL); **Concentracao tedrica (5000 ug/mL); DP: desvio padrao; DPR:
desvio padrao relativo
Fonte: A autora, 2020.

Os resultados atuais sdo melhores do que os relatados nos estudos
encontrados na literatura. A encapsulacdo de HT em nanoparticulas de acido poli
(lactico) revestidas com polimero de [-ciclodextrina apresentou EE de 92,6%
(SCOULLOS et al., 2015). Lipossomas contendo HT soluvel em agua, a EE foi de
45,08% (YUAN et al., 2017). Em nanoestruturas de lipidios carreadas com azeite de
oliva contendo HT, e outros farmacos, revelaram valores de EE entre 82% a 88%
(GRAFU, BADEA, BALACI, 2015). Ainda, HT em nanoparticulas de quitosana
preparadas por reticulagdo idnica alcancaram valores de EE entre 33% a 63%
(HUSSAIN et al., 2013).

Portanto, o método validado foi aplicado com sucesso para a determinagao
do HT em nanocéapsulas de PCL e pode ser considerado uma ferramenta importante
para o controle de qualidade destas formulacdes.

5.3 DETERMINACAO DO pH

A Tabela 10 mostra os valores adquiridos para do pH das nanossuspensdes

guando foram formuladas.

TABELA 10 - Valores obtidos de pH logo apos a obtencao das suspensdes de nanocapsulas

Formulacdes Média DP*

NC-0 6,10 + 0,35
NC-2 6,12 +0,10
NC-5 5,99 + 0,02

*DP = desvio padrao (n = 3)
Fonte: A autora, 2020.
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Como foi possivel notar, as formulacdes apresentam um carater acido e isso
€ devido ao polimero PCL ser um poliéster alifatico, que possui grupamentos
carbonilas conferindo essa caracteristica ao pH (DIMER et al., 2013; MITCHELL,
2018, MIR et al., 2017; MOTTALEB et al., 2014; WATKINS et al., 2015).

5.4 ANALISE DA MORFOLOGIA E SUPERFICIE
5.4.1 Analise da Morfologia e Superficie

Os resultados obtidos por FEG-SEM para o HT, PCL e MF estao indicados ha
Figura 18 e foi possivel verificar que o farmaco (Figura 18 a) apresentou superficie
cristalina e irregular. O PCL (Figura 18 b) mostrou-se com particulas de superficie
levemente irregular, com aspecto visual quebradico, enquanto na MF foi possivel
observar um emaranhado das duas substancias (Figura 18 c).

Para as nanocapsulas poliméricas, foi possivel observar particulas com
formato esférico levemente irregulares, superficie lisa e uniforme (Figura 19) e em
nenhuma foi possivel verificar a presenca do farmaco na parte externa, indicando a
sua encapsulacao, condizente com o encontrado na literatura sobre nanoparticulas
(AJIBOYE et al. 2018; DENG et al., 2020; FESSI et al., 1989).
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FIGURA 18 — Aspectos morfolégicos do HT puro (a), do PCL triturado (b) e da mistura fisica
PCL:HT(1:1) (c) por FEG-SEM

Fonte: A autora, 2020.

SEM HV: 15.0 kV WD: 14.83 mm | MIRA3 TESCAN|

SEM MAG: 2.00 kx Det: SE 20 pm
View field: 104 ym Date(m/dly): 06/01/20 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 14.83 mm MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 350 x Det: SE 100 pm
View field: 593 ym Date(m/dly): 06/01/20 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 14.83 mm | MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 200 x Det: SE 200 pm
View field: 1.04 mm Date(m/dly): 06/01/20 Performance in nanospace
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FIGURA 19 — Fotomicrografias das nanocapsulas poliméricas contendo HT

SEM HV: 10.0 kV ‘ WD: 15.07 mm MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 9.97 kx ‘ Det: SE 5pum
View field: 20.8 ym |Date(m/d/y): 06/08/20 Performance in nanospace

Fonte: A autora, 2020.

5.4.2 Determinacgdo do Didametro Médio e do Potencial Zeta

Os resultados de diametro médio, indice de polidispersédo e potencial zeta

para as nanocapsulas poliméricas contendo HT estdo apresentados na Tabela 11.

TABELA 11 — Valores obtidos de didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta para as
nanocapsulas poliméricas contendo HT

Formulacao Diametro médio indice de Potencial Zeta
(nm) Polidisperséo (mV)
Média DP Média DP Média DP
NC-0 271,17 +1,07 0,20 +0,01 -47,40 + 8,20
NC-2 279,80 +3,46 0,22 + 0,00 -44.85 2,47
NC-5 267,50 3,77 0,19 + 0,03 -40,55 +3,61

*Teste estatistico ANOVA 1 via. **DP = desvio padrédo (n = 3).
Fonte: A autora, 2020.

Em todas as formulac¢@es foi possivel encontrar a presenca de nanocapsulas
poliméricas com diametro médio entre 267,50 nm (formulagdo NC-5) e 279,80 nm
(formulagédo NC-2). Segundo teste estatistico realizado, ndo ha diferenca significativa

entre as formulagdes, indicando que todas possuem didmetro médio similares.
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Diversos trabalhos apontam que as nanoparticulas poliméricas geralmente
apresentam diametro entre 100 e 300 nm e isso acontece por causa da formulacéo,
do método de preparo e da natureza do 6leo utilizado no nucleo (AJIBOYE; TRIVEDI,
MITCHELL, 2018; BATHIA, 2016; BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY;
2019; GABRIELYAN; TRCHOUNIAN, 2019; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Em relacdo ao IPD, todas as formula¢cdes revelaram valores inferiores a 0,3,
0 que indica distribuicdo homogénea do tamanho das nanocapsulas poliméricas.

O potencial zeta determinado nas nanocapsulas de PCL indica estabilidade
eletrostatica das particulas, ja que ele reflete indiretamente o potencial de superficie
das mesmas e o valor para isso deve ser maior que |30 mV|. O valor negativo foi
devido a natureza aniénica do polimero, portanto, as formulacdes apresentaram-se
de acordo.

Os valores de tamanho de particula e as propriedades da superficie podem
desempenhar um papel importante na sua bioatividade, influenciando a liberacéo in
vitro do farmaco, jA que o menor tamanho da particula leva a uma maior &rea
superficial, o que resulta na r4pida liberacdo do ativo. Em contrapartida, a
caracteristica negativa da superficie, promove 0 aumento de permanéncia no sangue.
(AJIBOYE; TRIVEDI; MITCHELL, 2018; BATHIA, 2016; BUSATTO et al.,, 2019;
DIMER et al. 2013; PERSIN et al., 2017; WANG,; LI; HU, 2009; WATKINS et al. 2015).

5.5 ANALISE ESTRUTURAL

5.5.1 Analise por Difracao de Raios X

Na Figura 20 é possivel verificar os difratogramas do HT, PCL e MF. Em
relacdo ao farmaco puro, foi possivel observar picos indicando cristalinidade entre 10
e 40° com um proeminente em 21,38° como encontrado na literatura (BELTRAN et
al., 2014; BONECHI et al. 2019; JUN-LING; JIAO-JIAO, 2018), enquanto o PCL possui
os tipicos dois picos cristalinos, indicando a sua semi-cristalinidade (26 = 21,45 e
23,73°) (BELTRAN et al., 2014; DOS ANJOS CAMARGO, 2020). A MF demonstra

uma sobreposicao dos dois difratogramas isolados.
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FIGURA 20- Difratograma do HT, PCL e da MF
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Fonte: A autora, 2020.

5.5.2 Avaliagéo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A Figura 21 mostra o espectro de FTIR do HT puro, o qual mostrou OH em
ligacéo de hidrogénio intermolecular (3357 cm), vibrag6es de estiramento de carbono
hibridizado sp® (2953, 2880 cm™), overtones 1,2,4-tri substituido em anel aromatico
entre 1727 e 1689 cm™, vibracdes do esqueleto aromatico (1610 e 1530 cm?), com
resultados semelhantes citados por outros autores (BELTRAN et al., 2014; BONECHI
et al. 2019; JUN-LING; JIAO-JIAO, 2018).
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FIGURA 21 — Espectro de FTIR do HT — (2 cm1, 64 scans, pastilha com KBr)
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Fonte: A autora, 2020.

O espectro de FTIR do PCL (Figura 22) mostrou bandas de vibragOes de
estiramento de carbono hibridizado sp® (2948, 2899 e 2865 cm™), vibracGes de
estiramento C=0 de éster (1729 cm™), vibracdes angulares de carbono hibridizado
sp® (1473 cm™), vibracdes de estiramento simétrico C-O (1297 e 1241 cm?) e
estiramento assimétrico (1175 cm?) e vibracdes angulares de carbono hibridizado sp?®

(731 cm?) conforme achados nos trabalhos (BELTRAN et al., 2014; DOS ANJOS
CAMARGO, 2020).
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FIGURA 22 — Espectros de FTIR do PCL — (2 cm™, 64 scans, pastilha com KBr)
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Fonte: A autora, 2020

A Figura 23 apresenta o espectro FTIR da mistura fisica e das nanocapsulas,
onde as bandas de absorcao atribuidas a MF correspondem a sobreposicéo dos dois
espectros de FTIR das substancias isoladas (HT e PCL), principalmente por aparecer
a banda da carbonila do PCL em 1722 cm™. Em relacdo ao FTIR das nanocéapsulas,
foi possivel observar a existéncia majoritariamente da banda de vibracdo de
estiramento da carbonila (C=0) do éster do PCL (1633 cm), que apesar do
deslocamento do niumero de onda quando comparado a substancia isolada, ndo ha

surgimento de nenhuma outra banda relativa ao farmaco, indicando a sua
encapsulacao.
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FIGURA 23 — Espectros de FTIR da MF e das nanocéapsulas de PCL contendo ou ndo HT (NC-0, NC-
2 e NC-5) — (2 cm'?, 64 scans, pastilha com KBr)
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Fonte: A autora, 2020.

Assim, esses resultados indicam que o HT pode ser completamente

encapsulado e o polimero esta servindo apenas como carreador.

5.6 ESTUDO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA

A Figura 24 mostra os graficos das andlises de pH realizadas nos 120 dias.
Foi possivel verificar a diferenca significativa nas formulacdes acima de 60 dias da
preparacdo, com excecao da NC-2 que apenas alterou consideravelmente acima de
90 dias. Isso provavelmente deva ocorrer pela hidrélise dos triglicerideos de cadeia
média do nucleo da nanocapsula, do Tween® 80 e do préprio PCL que liberam
grupamentos carboxilicos que aumentam a degradacgéo do polimero levando a maior
acidificacado do meio e consequente alteracao do pH (DIMER et al., 2013; DOS ANJOS
CAMARGO, 2020; MIR et al.,, 2017; MITCHELL, 2018; MOTTALEB et al., 2014,
WATKINS et al. 2015).
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FIGURA 24 — Valores de pH, imediatamente a preparacéo e apés 30, 60, 90 e 120 dias
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Nanocépsulas controle (NC-0); nanocapsulas de HT 2 mg/mL (NC-2); nanocapsulas de HT 5 mg/mL
(NC-5). Teste estatistico ANOVA 1 via com pds-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student, com
significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001

Fonte: A autora.

Em relacdo ao tamanho de particula, a Figura 25 mostrou que houve diferenca
significativa principalmente para a NC-2 no pico de 30 dias, estabilizando seu tamanho
a partir deste tempo e a NC-0 a partir de 120 dias, indicando que as nanocapsulas
modificaram ao longo do tempo e isso provavelmente deve-se ao fato das mesmas se
aglomerarem com o passar do tempo (PAULO; SANTOS, 2020; SCOULLOS et al.
2015).
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FIGURA 25 — Valores de tamanho de particula, imediatamente & preparacéo e apds 30, 60, 90 e 120
dias

kkk hkkk

Dia 0

30 dias
60 dias
90 dias
120 dias

*%

NEDHED

Tamanho de particula (nm)
200
1

Nanocépsulas controle (NC-0); nanocapsulas de HT 2 mg/mL (NC-2); nanocapsulas de HT 5 mg/mL
(NC-5). Teste estatistico ANOVA 1 via com pos-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student, com
significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001

Fonte: A autora, 2020.

O IPD, Figura 26, teve alteragéo significativa para a NC-0 e NC-5 a partir de
90 dias e para NC-2 acima de 30 dias, porém os valores permaneceram aceitaveis
abaixo de 0,3, satisfatério para uso farmacéutico (PAULO; SANTOS, 2020;
SCOULLOS et al. 2015).
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FIGURA 26 — Valores de indice de polidispersdo, imediatamente & preparacgédo e ap6s 30, 60, 90 e 120

dias
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Nanocépsulas controle (NC-0); nanocapsulas de HT 2 mg/mL (NC-2); nanocapsulas de HT 5 mg/mL
(NC-5). Teste estatistico ANOVA 1 via com pos-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student, com
significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001

Fonte: A autora, 2020.

O potencial zeta sofreu mudanca significativa em todas as amostras a partir de
60 dias (Figura 27), com acentuada alteracdo acima de 90 dias em NC-0 e NC-2,
mesmo com estes resultados estd assegurada a estabilidade elétrica das

nanocapsulas ao longo dos tempos.
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FIGURA 27 — Valores do potencial zeta, imediatamente & preparacéo e apés 30, 60, 90 e 120 dias
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Nanocépsulas controle (NC-0); nanocapsulas de HT 2 mg/mL (NC-2); nanocapsulas de HT 5 mg/mL
(NC-5). Teste estatistico ANOVA 1 via com pds-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student, com
significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001

Fonte: A autora, 2020.

Além disso, durante o periodo de estudo, as formulacbes mantiveram-se com
0 mesmo aspecto leitoso inicial, indicando boa estabilidade fisico-quimica sem ocorrer
cremagem, sedimentacao ou floculacdo (ABRIATA et al., 2019; AJIBOYE; TRIVEDI,
MITCHELL, 2018; CAMARGO et al., 2020; MOTTALEB et al., 2014, SCHAFFAZICK
et al., 2003).

Pelos dos resultados obtidos do teste de estabilidade fisico-quimica fica
evidente que as formulac6es permanecem estaveis até 60 dias apds 0 seu preparo,
exceto a NC-2 com significativas alteracdes a partir de 30 dias, sendo esse 0 tempo

maximo de utilizacao.
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6 CONCLUSOES

Foram obtidas com sucesso nanocapsulas de PCL contendo HT (NC-2 e NC-
5) e as controle negativo (NC-0) pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-
formado.

A validacdo método analitico foi realizada, com resultados dos parametros
avaliados como seletividade, linearidade, andlise de residuos, limite de deteccao,
limite de quantificacdo, repetitividade, precisdo intermediaria, exatiddo, robustez
satisfatorios e alta eficiéncia de encapsulacdo, comprovando ser um método capaz de
quantificar o HT incorporado nas nanoparticulas e a eficacia em sua encapsulacao.

A avaliagdo morfologica de superficie dos materiais de partida e das
nanocapsulas, foram realizadas em microscopia eletrénica de varredura por emissao
de campo (FEG-SEM), no que tange somente as nanocapsulas, ficou comprovada a
inexisténcia do farmaco na parte externa, apresentaram superficie lisa e
homogeneidade na distribuigdo do tamanho.

O HT puro, os polimeros, a MF foram examinados por difracdo de raios X
apresentando resultados satisfatorios, somados as nanocapsulas poliméricas, quando
foram analisadas por FTIR, demostraram que ndo ocorreram reacfes quimicas entre
o farmaco e o polimero durante o processo da nanoencapsulacao.

No estudo de estabilidade fisico-quimica, as formulac6es foram monitoradas
durante 120 dias de armazenamento (n = 3), verificando mensalmente o pH, tamanho
de particulas, distribuicdo de tamanho e potencial zeta. Em relacdo ao pH houve
alteracdes nas formulacdes NC-0 e NC-5 a partir de 60 dias, exceto para a NC-2 que
apresentou uma variacao consideravel a partir de 90 dias. O tamanho de particula,
mostrou que houve diferenca significativa para a NC-2 apos 30 dias, indicando que
estas nanocapsulas modificaram-se ao longo do tempo, jA as demais amostras
mantiveram-se estaveis. O IPD teve alteracao significativa para a NC-0 e NC-5 a partir
de 90 dias e para NC-2 acima de 30 dias, porém os valores permaneceram aceitaveis
abaixo de 0,3, satisfatério para uso farmacéutico. Ja no potencial zeta, todas as
amostras mostraram alteragGes a partir de 60 dias, e mais acentuadas em NC-0 e NC-
2, em 90 dias. Analisando todos os resultados, conclui-se que as formulagdes
permanecem estaveis por até 60 dias, exceto a NC-2 com significativas alteracdes a

partir de 30 dias do seu preparo, sendo esse 0 tempo maximo de utilizacao.
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Durante o estudo, todas as formulacbes mantiveram-se com o0 mesmo
aspecto leitoso inicial, indicando boa estabilidade fisico-quimica sem ocorrer
cremagem, sedimentacdo ou floculagdo e quando recém preparadas, apresentaram
parametros fisico-quimicos adequados.

As nanocapsulas obtidas sdo uma alternativa viavel e promissora para o uso

do HT na area da saude.
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