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RESUMO

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl.) Micheli (Alismataceae), espécie
popularmente conhecida como chapéu-de-couro, € utilizada tradicionalmente no
tratamento de diferentes doencas inflamatorias, incluindo artrites. Estudos anteriores
de nosso grupo de pesquisa demonstraram atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva de diferentes extratos, fracdes e constituintes da espécie, incluindo o
acido trans-aconitico (ATA), em ensaios in vitro e in vivo. O presente estudo teve
como objetivo aprimorar as propriedades biofarmacéuticas do ATA, visando explorar
seu potencial antiartritico, utilizando duas estratégias: (i) obtencdo de formulagbes
de microesferas mucoadesivas de ATA (ME-ATA); (ii) sintese de ésteres de ATA. No
caso da primeira, foram produzidas sete formulacdes distintas de ME-ATA, utilizando
diferentes propor¢8es de polimeros. As formulagfes foram avaliadas quanto a taxa
de encapsulacdo, tamanho médio de particulas e indice de polidispersdo. O teor de
ATA nas formulacBes foi determinado por um método de CLAE desenvolvido e
validado para este propdsito. A formulacdo F3c (composta por propor¢cdes iguais de
massa de HPMC, carbopol e ATA) apresentou a maior taxa de encapsulagéo e foi
caracterizada quanto a morfologia (MO e MEV), caracteristicas fisico-quimicas e
térmicas por espectroscopia FT-IV, DSC, TG e potencial zeta. Os dados obtidos
indicaram estabilidade da formulacédo e pouca interacdo entre a matriz e o ATA. Os
ésteres de ATA foram obtidos por reacéo de esterificacdo de Fisher com trés alcodis
distintos (etanol, n-butanol e n-octanol) na presenca de H,SO, (2,7% v/v) a 75°C por
2 horas. O estudo da cinética das reacdes possibilitou otimizar as condicfes
reacionais, tendo sido obtidos rendimentos globais (somatdria de mono, di e
triésteres) de 85,4%, 37,7% e 71,3% nas reacdes com etanol, n-butanol e n-octanol,
respectivamente. Foram obtidas misturas de monoésteres e diésteres, as quais
foram caracterizadas por técnicas cromatograficas (CCD, CLAE-DAD e ULPC-ESI-
MS) e espectroscopicas (UV, IV e MS). As misturas de diésteres e os triésteres
foram caracterizados por técnicas mono e bidimensionais de RMN de *H e de *C. A
formulacdo e os ésteres obtidos foram avaliados em modelo de artrite aguda
induzida por LPS na cavidade fémur-tibial de camundongos. A formulacdo F3c
prolongou a reducdo do acumulo neutrofilico por até 30 horas de pré-tratamento em
comparacdo ao ATA livre administrado em dose equivalente. Todos os ésteres

obtidos reduziram os parametros inflamatoérios avaliados de forma igual ou superior



ao ATA, sendo os diésteres os compostos mais ativos. Os diésteres apresentaram
atividade superior ao ATA no intervalo de doses de 1,73 a 17,3 pmol/Kg,
promovendo diminuicdo no acumulo celular, em especial de neutréfilos, e reducéo
de MPO e CXCL-1. A mistura de diésteres octilicos foi avaliada em modelo agudo e
cronico de artrite induzida por antigeno, promovendo reducdo dos parametros
inflamatoérios avaliados de forma igual ou superior ao ATA. Em conclusdo, os
resultados obtidos indicam estabilidade da formulacdo F3c e prolongada atividade
anti-inflamatéria em comparacao ao ATA livre, bem como promissora atividade anti-
inflamatéria para os diferentes ésteres obtidos, em especial para a mistura de
diésteres octilicos, ativa em modelos de artrite aguda e crénica em doses inferiores
ao ATA.

Palavras-chaves: &cido trans-aconitico, atividade antiartritica, esterificacéo,

microesferas, mucoadeséo, polimeros.



ABSTRACT

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli (Alismataceae), popularly known
as “chapéu-de-couro”, is traditionally used to treat different inflammatory diseases,
including arthritis. Previously, our research group has demonstrated the anti-
inflammatory and antinociceptive activity of different extracts, fractions and
constituents from the species, including trans-aconitic acid (ATA), using in vitro and
in vivo models. The present study aimed to improve the biopharmaceutical properties
of ATA in order to explore its potential anti-arthritic activity based on two strategies:
(i) production of mucoadhesive microspheres loaded with ATA (ATA-ME); and (ii)
synthesis of esters from ATA. In the first case, seven batches of ME-ATA
formulations were prepared employing different ratios of polymers and ATA. The
preparations were characterized by their encapsulation rate, average particle size,
and polydispersity index. The ATA content in the formulations was determined by a
HPLC method developed and validated for this purpose. F3c formulation (composed
by equal amounts (w/w) of HPMC, carbopol, and ATA) exhibited the highest
encapsulation rate and was fully characterized by morphological (OM and SEM),
physicochemical (FT-IR spectroscopy and zeta potential and thermal (DSC-TG,)
analyses. The obtained data indicated stability of the formulation and little interaction
between the matrix and ATA. The esters were synthesized by Fischer esterification
reaction between ATA and three alcohols (ethanol, n-butanol and n-octanol) in the
presence of H,SO,4 (2.7 % viv) at 75 ° C for 2 hours. Kinetic studies enabled the
optimization of the reaction conditions. The overall yields (sum of mono-, di- and
triesters) of the reactions with ethanol, n-butanol and n-octanol were found to be
85.4%, 37.7% and 71.3%, respectively. Monoesters and diesters were obtained as
iIsomeric mixtures and were characterized by chromatographic (TLC, HPLC-DAD,
and ULPC-ESI-MS) and spectroscopic (UV, IR and MS) techniques. The diesters
mixture and the triesters were characterized by mono- and two-dimensional *H and
13¢ and NMR analyses. F3c formulation and the obtained esters were evaluated in a
model of LPS-induced acute arthritis. F3c formulation induced a prolonged anti-
inflammatory response by reducing neutrophilic accumulation in the joint cavity up to
30 hours of pretreatment, in comparison to free TAA. All esters showed similar or
higher anti-inflammatory activity than TAA. The diesters were the most active

derivatives, exhibiting higher potency than ATA in the tested dose range (1.73 to 17.3



pmol/Kg), promoting a decrease of cellular accumulation, in particular of neutrophils,
and reduction of MPO and CXCL-1. The n-octyl diesters were evaluated on acute
and chronic AIA models, inducing similar or higher reduction of inflammatory
parameters than TAA. In conclusion, the obtained results indicate that F3c
formulation is stable and induces a prolonged anti-inflammatory response than free
ATA. In addition, the obtained data highlighted the promising anti-inflammatory
activity for TAA esters, especially the dioctyl-esters, which were shown to be active in

acute and chronic arthritis models at lower doses than ATA.

Keywords: trans-aconitic acid, Echinodorus grandiflorus, antiarthritic activity,

esterification, microspheres, mucoadhesion, polymers.
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1 INTRODUCAO

A farmacoterapia moderna desenvolveu-se a partir do uso empirico de
plantas, selecionadas ao longo da evolugdo humana. Apesar das diversas
abordagens modernas disponiveis para a obtencdo de novas entidades quimicas
com vistas ao desenvolvimento de farmacos, metabdlitos secundarios de plantas
ainda representam uma das principais estratégias para inovacdo farmacéutica
(DUTRA et al., 2016; CRAGG & NEWMAN, 2013).

Das 1.328 novas entidades quimicas introduzidas na terapéutica no mercado
americano, no periodo de 1981 a 2014, 686 (51,6%) possuem alguma relagcdo com
produtos naturais (PN), sejam como fitofarmacos (54), fitoterapicos, nutracéuticos e
cosmeéticos (4), derivados de PN (268), produtos sintéticos que mimetizam PN (149),
produtos sintéticos com grupo farmacoférico baseado em PN (55) ou produtos
sintéticos que mimetizam a acdo de PN (156). Portanto, € incontestavel a
contribuicdo e importancia dos produtos naturais para a terapéutica moderna
(NEWMAN & CRAGG, 2016).

Diversas plantas medicinais apresentam potencial para o desenvolvimento de
farmacos, seja como fonte de fitofarmacos ou protétipos para o desenvolvimento de
derivados ou, ainda, pela padronizagédo de fracdes ou extratos para a producéo de
fitoterapicos. Dentre as espécies de interesse no pais destaca-se Echinodorus
grandiflorus, conhecida popularmente como chapéu-de-couro, e amplamente
utilizada na medicina tradicional com diferentes finalidades terapéuticas (LORENZI &
MATOS, 2002; SCHNITZLER et al.,, 2007). Nosso grupo de pesquisa vem
trabalhando com a espécie ha alguns anos e demonstrou sua potencial atividade
anti-inflamatéria em modelos in vitro e in vivo (GARCIA et al., 2010; GARCIA, 2011,
GARCIA et al., 2016a; GARCIA et al., 2016b).

Dentre os compostos obtidos da espécie destaca-se o acido trans-aconitico,
encontrado em altas concentracfes em extratos etanolicos e aquoso de folhas de E.
grandiflorus (GARCIA et al.,, 2016a). O acido trans-aconitico apresentou atividade
anti-inflamatéria significativa em modelo murino de artrite, reduzindo o acumulo
leucocitario e a expressédo de mediadores pro-inflamatorios (GARCIA et al., 2016b).
O presente trabalho visa dar continuidade ao estudo do potencial antiartritico do
acido trans-aconitico, a partir da obtencdo de derivados semissintéticos e do

desenvolvimento de formulagfes poliméricas mucoadesivas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antiartritica de derivados

semissintéticos e de formulagdes mucoadesivas contendo &acido trans-aconitico

(ATA).

2.2 Objetivos Especificos

1.

Desenvolver e realizar a caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica de
formulagbes de microesferas mucoadesivas para encapsulacdo do acido
trans-aconitico, visando sua administragao oral.

Desenvolver e validar um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificar o ATA nas formulagdes supracitadas.

Realizar transformagfes quimicas com o ATA, visando obter produtos mono,
di e tri-esterificados com etanol, n-butanol e n-octanol.

Realizar a caracterizacdo estrutural dos ésteres obtidos por métodos
espectroscopicos usuais.

Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos produtos obtidos pelas reagdes de
esterificacdo e da formulagcdo com maior percentual de encapsulacdo em
modelo de artrite aguda induzida por LPS em camundongos.

Selecionar o derivado mais ativo no modelo murino de artrite aguda induzida
por LPS e avalia-lo em modelo murino de artrite aguda e crénica induzida por

antigeno.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doencas inflamatérias

As injurias sofridas pelo corpo, sejam de origem fisica (traumas, queimaduras,
radiacoes), biolégica (infec¢cdes microbianas ou reacdes auto-imunes) ou quimica
(substancias agressivas e irritantes), estimulam componentes da imunidade inata e
adquirida, ativando uma rede de fatores que iniciam a resposta inflamatoria. Esta
resposta visa restaurar a homeostase do corpo, eliminando o agente nocivo
responsavel pela lesdo celular e restaurar a integridade do tecido lesionado,
constituindo o processo fisiologico inflamatério. Porém, quando esta resposta inicial
nao é suficiente para resolucdo e eliminacdo do agente agressor, ocorre uma
intensificacdo do processo inflamatorio, acompanhado pela maior proliferacdo de
citocinas, quimiocinas e elementos celulares, caracteristicos da inflamacgéo sub-
cronica. Esta, por sua vez, pode levar a perda de funcdo do tecido injuriado que
origina doencas inflamatérias crénicas como a artrite reumatoide e a aterosclerose
(MISHARIN et al., 2012; ISOBE, KATO & ARITA, 2012; BRADFORD et al., 2015).

A fase inicial supracitada € caracteristica da inflamacdo aguda e visa a
remocdo do agente etiolégico da lesdo e, consequentemente, a diminuicdo da
extensdo dos danos que este possa vir a provocar. A presenca do agente agressor
no local da lesdo ativa receptores na membrana dos leucécitos residentes, que
através de diferentes vias de sinalizacdo levam a liberacdo de quimiocinas, como a
quimiocina (C-X-C motif) ligante 1 (CXCL1), responsaveis por desencadear a inter-
relacdo entre neutréfilos e o endotélio vascular por quimiotaxia, iniciando o
recrutamento celular. Os neutréfilos rolam sobre o epitélio vascular por intermédio
das selectinas; em seguida, sofrem ativacéo pelas citocinas e integrinas, se aderindo
ao endotélio. A adesao efetiva se da pela interacdo entre o neutrdéfilo e a integrina
ligante denominada molécula celular de adeséo 1 (ICAM-1). Na sequéncia, ocorrem
modificacdes no citoesqueleto permitindo a transmigragdo dos neutroéfilos por entre
as juncgdes celulares, um processo mediado pela integrina denominada molécula de
adeséao celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1), com consequente alcance do
intersticio, onde podem exercer sua funcdo protetora através da fagocitose do
agente etioldgico, seguida de sua destruicdo (YOON & BAEK, 2005; ABBAS et al.,
2008) (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Eventos celulares associados ao desencadeamento da resposta

inflamatoéria.
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por macrofagos ativados pela fagocitose de microrganismos, responsaveis pela translocagéo de
leucdcitos para o sitio injuriado através da alteracdo de permeabilidade do endotélio vascular.
Fonte: Adaptado de ABBAS et al., 2008.

Em funcédo desta resposta, observa-se a prevaléncia de quatro dos cinco
sinais cardinais da inflamacdo: dor, tumor ou edema, rubor e calor. A dor se
expressa em funcdo da maior sensibilidade dos noceptores associados ao tecido e
compressdo do local pelo edema. O edema, calor e rubor sdo consequéncias da
alteracdo da permeabilidade vascular, com o extravasamento de agua, sais,
proteinas e migracdo de leucoOcitos para o intersticio. Estes fatores séo
acompanhados da ativagcdo de macrofagos tissulares, plaquetas, sistema do
complemento, da cascata de coagulacdo, liberacdo de enzimas, citocinas,
quimiocinas, eicosandides e moléculas de adesdo, responsaveis por regular a
resposta inflamatoria, caracterizando a cascata da inflamagédo (SERHON, WARD &
GILROY, 2010).

A resposta inflamatéria é influenciada pela presengca de citocinas e
guimiocinas. As quimiocinas séo citocinas especializadas de menor massa molecular
(7 a 15 kDa), que desempenham papel essencial na inflamacéo aguda, uma vez que
sdo dotadas da capacidade de recrutar subpopulacdes de leucécitos para o sitio

lesionado. No geral, elas apresentam estruturas homoélogas divididas em quatro
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subfamilias de acordo com a distribuicdo dos residuos de cisteina: CC, CXC, CX3C
e XC, onde C representa a cisteina e X outro aminoacido. A subfamilia CXC
apresenta quimiotaxia para neutréfilos uma vez que estas células possuem
receptores CXCR1 e CXCR2, capazes de se ligarem a CXCL1, CXCL2, CXCLS5,
CXCL6, CXCL7 e CXCL8. Os neutrdéfilos que migram para o sitio lesionado liberam
mais mediadores quimiotaticos (CXCL1, CXCL8, CXCL9, CXCL10), responsaveis
por recrutar outros leucécitos para o tecido afetado, intensificando o processo
inflamatério (PALOMINO & MARTI, 2015; GUERREIRO, SANTOS-COSTA,
AZEVEDO-PEREIRA, 2011).

Outras citocinas importantes presentes na inflamacé&o aguda sao o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas (IL) IL-1B e IL-6, produzidas
principalmente pela ativacdo de leucdcitos como macrofagos e mastocitos, bem
como por proteinas hepaticas de fase aguda, principalmente haptoglobina, plasmina,
proteina amildéide A sérica e proteina C reativa, que apresentam concentracdes
elevadas em processos inflamatérios, principalmente em quadros infecciosos,
atuando como marcadores do processo inflamatorio (CECILIANI et al., 2012).

Esta acentuacdo da inflamacdo decorrente da presenca dos elementos
celulares e moleculares intensifica de forma direta a lesédo tecidual podendo levar a
perda de funcdo do érgado afetado. O mau funcionamento de um tecido em funcéo
da resposta inflamatéria caracteriza a fase subaguda da inflamacgéo. Esta, por sua
vez, pode sofrer influéncia do metabolismo e de co-morbidades, provocando
alteracbes em componentes do sistema imunoldgico, favorecendo o
desenvolvimento de doencas inflamatérias crénicas (GREGOR & HOTAMISLIGIL,
2011).

A inflamacéo crbnica caracteriza-se pela persisténcia do quadro inflamatério
em niveis vasculares, celulares e moleculares em decorréncia da nao resolucdo da
inflamacdo. Observa-se ativacdo do sistema imunologico para intensificar a
inflamacéo, resultando na destruicdo do tecido associado. Este tipo de inflamacgao
pode durar semanas, meses e até a vida toda. Enquanto na inflamacdo aguda ha
um maior recrutamento de neutrofilos, na inflamacao cronica se observa acentuada
migracdo de monacitos, macréfagos e linfécitos, o que reflete em maior proliferacéao
de citocinas, integrinas e quimiocinas caracteristicas deste tipo de inflamacéo, tais
como ICAM-1, VCAM-1 e a proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1). Por sua

vez, essas interagem com citocinas como TNF-q, interferon gama (INF-y), IL-18, IL-
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12 e IL-8, provocando alteragbes morfoldgicas e funcionais no tecido, incluindo
granuloma, necrose e fibrose. Estas caracteristicas sdo comumente observadas em
doencas inflamatorias cronicas como aterosclerose e artrite reumatoide (NATHAN &
DING, 2010; MONTEIRO & AZEVEDO, 2010).

3.1.1 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune sistémica, de etiologia
desconhecida, que leva a destruicdo das articulacdes e deformidades por eroséao do
0sso e cartilagem. Afeta mulheres trés vezes mais do que homens, e sua incidéncia
aumenta com a idade. Em geral, a AR acomete grandes e pequenas articulagbes em
associacdo com manifestacdes sistémicas, como rigidez matinal, fadiga e perda de
peso. Com a progressao da doenca, os pacientes desenvolvem incapacidade para
realizar atividades da vida diaria e profissional, com impacto econdmico significativo
para o paciente e para a sociedade. Em funcdo dos efeitos patolégicos, observa-se
significativa diminuicdo da expectativa de vida, entre cinco a dez anos (XAVIER et
al. 2012).

AR se caracteriza pela inflamagéo da sindvia, uma fina membrana localizada
entre as articulagcdes. A inflamacdo ocorre quando ha infiltracdo das células do
sistema imune, tornando o tecido hiperplasico e levando a deterioracdo da
cartilagem articular e do o0sso, sendo esse processo mediado por citocinas,
guimiocinas, e enzimas degeneradoras de matriz, tendo o TNF-a um papel de
destaque na doenca (FROMMER et al. 2010; CHANG, GU & BRENNER 2010).

A figura 2 apresenta as principais diferengas observadas em uma articulagéo
saudavel e uma articulacdo artritica. A articulacdo artritica apresenta sindvia
hiperpldsica em funcdo do acumulo leucocitario, angiogénese e alteracdo da
permeabilidade vascular decorrente do processo inflamatério instaurado, formando o
pannus. Estes fendmenos sao acompanhados por degradacdo Ossea e da
cartilagem da articulagdo mediada por osteoclastos, que se encontram ativados na
artrite devido a ativacdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB) ligantes (RANKL) por
citocinas proé-inflamatorias, em especial o TNF-a. O RANKL encontra-se presente na
superficie dos osteoclastos e atua na sua ativacdo e diferenciacédo; seu efeito &
contrabalanceado pela osteoprotegerina (OPG). O balanco entre essas duas

proteinas é responsavel pela homeostase 6ssea em individuos sadios; porém, em
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um quadro de artrite ha maior expressdo de RANKL e, como consequéncia, maior
extensdo do processo de degeneracao e erosdo 6ssea (TRACEY et al., 2008).
Observa-se, concomitante a estes eventos, uma hiperplasia do revestimento

sinovial, caracterizada pela maior producédo de sinovidcitos, células estruturais da
sindvia (SMOLEN & STEINER, 2003).

FIGURA 2 - Fisiopatologia da artrite reumatoide.
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Observa-se na articulacao artritica (a direita) a hiperplasia sinovial e formacao do pannus em
decorréncia do acumulo leucocitério, extenséo de angiogénse e alteracéo da permeabilidade vascular
local. Verificam-se a degradacao da cartilagem e do 0sso da articulacao por osteoclastos, presentes
em maior nimero na articulacéo artritica quando comparada a articulacdo saudavel (& esquerda).
Fonte: Adaptado de SMOLEN & STEINER, 2003.

Devido ao numero elevado de leucécitos presentes na articulagéao artritica, e o
papel destes na ativacdo e/ou producdo de mediadores quimicos, observa-se
exacerbacdo nos niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 e metaloproteases. Na artrite
reumatoide had uma maior expressdo destas citocinas porque 0s sinoviocitos, por
apresentarem atividade fagocitica, sdo capazes de secretar citocinas pro-
inflamatorias, entre elas TNF-a e IL-1B (SAKAGUCHI & SAKAGUCHI, 2005).

Ao ser estimulado, o TNFR1 inicia uma cascata de ativacdo de genes

responsaveis pela producdo de TNF-a via NF-kB, o que caracteriza esta citocina
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como iniciadora e mantenedora do processo inflamatério (VALENCIA et al., 2006;
PAUL, GOHIL & BHUTANI, 2006).

O TNF-a tem papel crucial na AR, uma vez que este é produzido e/ou tem sua
producdo estimulada por diferentes células presentes na artrite, tais como
mastocitos, macrofagos, células T e sinoviécitos. Desta forma, o TNF-a inicia uma
cascata de eventos que vai desde o recrutamento celular até a ativacao de citocinas,
guimiocinas e moléculas de adesdo como IL-1B3, IL-6, IL-8, ICAM, e VCAM, entre
outras, responsaveis pelo quadro patolégico da doenca (CROFT, BENEDICT &
WARE, 2013).

A ativacdo do TNF-a € mediada por uma cascata complexa de eventos
interdependentes, que envolve uma série de citocinas e quimiocinas, como
apresentado na figura 3 (TRACEY et al., 2008).

FIGURA 3 - Cascata de ativagéo e efeitos do TNF-a na AR.
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Participagdo da citocina TNF na ativagao de leucdcitos, liberacéo de citocinas pré-inflamatérias e
diferenciacdo de osteoclastos e metaloproteinases, responsaveis pela degradacéo 6ssea.
Fonte: Adaptado de TRACEY et al., 2008.

Tendo em vista o papel fundamental do TNF-a na etiologia e manutencao da
AR, e de outras doencas inflamatérias crbnicas, varias pesquisas vém sendo
conduzidas visando obter inibidores desta citocina. Atualmente estdo
comercialmente disponiveis anticorpos monoclonais antagonistas de TNF-a e de IL-
18, os quais estdo entre as alternativas terapéuticas mais bem-sucedidas na
reducdo das doencas inflamatorias autoimunes (AHMED et al.; 2006; BURNS &
WORTMANN, 2011).

Os tratamentos farmacoldgicos séo a principal terapia para 0s pacientes com
AR ativa e objetivam induzir a remissao clinica e inibir a progressdo de danos
articulares, estruturais e funcionais. Cinco classes de farmacos sao utilizadas com
esse propodsito: analgésicos, anti-inflamatérios ndo esteroides, corticosteroides,
farmacos modificadores do curso da doenca reumatica (metotrexato, sulfassalazina,
ciclosporina, hidroxicloroquina, cloroguina e leflunomida), e terapia alvo com agentes
bioldgicos (VENSON, 2011; SINGH et al., 2016).

Dentre os agentes bioldgicos indicados para o tratamento de adultos com AR
ativa de intensidade moderada a grave, com resposta anterior inadequada a terapia
com farmacos antirreumaticos modificadores da doenca, ou concomitante com esses
agentes, estdo o0 abatacepte e o0 tocilizumabe, indicados também em caso de
resposta inadequada aos agentes anti-TNF adalimumabe, certolizumabe pegol,
etanercepte, golimumabe e infliximabe. O rituximabe é indicado somente em
combinagdo com metotrexato para o tratamento de pacientes adultos com artrite
reumatoide ativa, que tiveram resposta inadequada ou intolerancia a uma ou mais
terapias anti-TNF (FELDMANN, 2002). Essa terapia apresenta boa efetividade,
porém custo bastante elevado. Os ultimos dados do Ministério da Saude relatam que
0s gastos com terapias anti-TNF podem atingir anualmente R$52.000 por paciente.
Além disso, as terapias baseadas em anticorpos monoclonais sdo de administracdo
subcutédnea ou intravenosa, o que diminui a adesdo do paciente ao tratamento
(BRASIL, 2012).

3.2 Produtos naturais com atividade antiartritica
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Tendo em vista que o tratamento da artrite com farmacos biologicos é
oneroso, faz-se necessario buscar alternativas terapéuticas eficazes com menor
custo e com maior facilidade de producdo. Uma dessas alternativas € o emprego de
produtos naturais. Diversos estudos demonstram que substancias isoladas de
plantas apresentam atividade significativa em modelos pré-clinicos de artrite,
reduzindo a producdo de mediadores pré-inflamatorios e a infiltracdo de células de
defesa nas articulacdes.

Uma dessas substancias é o kirenol (1), um diterpeno com esqueleto
clerodanico, constituinte majoritario de Siegesbeckia orientalis. O kirenol,
administrado per os na dose de 2 mg/Kg a ratos Wistar, foi avaliado em modelo de
artrite induzida por colageno. Este diterpeno reduziu a expressao de células TCD4 e
TCD25, bem como os niveis de mediadores inflamatérios como TNF-a e IFN-y,
guando comparado com o grupo controle e com o grupo tratado com o controle

positivo prednisolona (2 mg/kg) (LU et al. 2012).
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Wang et al. (2011) avaliaram a atividade antiartritica do kirenol em ratos com
artrite induzida pela aplicacdo de colageno tipo Il. Os autores verificaram que o
kirenol apresentou atividade anti-inflamatoéria dose-dependente, e que a dose de 4
mg/kg foi efetiva em comparacédo com o controle negativo. Os autores sugeriram que
o kirenol apresenta mecanismo de acdo anti-inflamatéria semelhante ao da
prednisolona, porém o diterpeno ndo inibiu a expressdo de receptores a de
glicocorticoides e corticotropina adrenal e, portanto, ndo apresenta as mesmas
limitagGes do tratamento com glicocorticoides.

Um estudo clinico foi realizado com um extrato padronizado de Tripterygium
wilfordii, administrado na dose de 60 mg/paciente trés vezes ao dia, durante 24
semanas, em voluntarios com artrite reumatoide. Como controle positivo foi

empregado sulfassalazina (1 g/paciente), administrada duas vezes ao dia. O extrato
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padronizado apresentou menor eficacia que a sulfassalazina, porém exibiu atividade
antiartritica relevante mostrando melhora dos parametros bioquimicos e de
marcadores inflamatorios como niveis de IL-6 e fator reumatoide, bem como
regressao do quadro de artrite reumatoide, avaliado através de testes radiolégicos
(MANSK et al. 2009).

Outro composto que vem sendo estudado quanto sua potencial atividade
antiartritica € o andrografolideo (2), um diterpeno labdanico encontrado na espécie

Andrographis paniculata (YAN et al. 2011).
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Yan et al. (2011) investigaram os efeitos do andrografolideo em sinovidcitos
fibrobastoides isolados de pacientes humanos com artrite reumatoide nas
concentracdes de 10, 20 e 30 uM. Os autores verificaram que o0 composto foi capaz
de inibir a proliferacdo de sinovidcitos fribrobastoides de forma concentracéo-
dependente. Eles sugeriram que essa inibicdo ocorreu por mecanismo pro-
apoptotico, interrompendo o ciclo de replicacéo celular da fase GO para a fase G1.

Hidalgo et al. (2013) administraram um extrato padronizado de Andrographis
paniculata (Paractin® contendo 30 mg de andrografolideo, trés vezes ao dia, a
pacientes com artrite reumatoide. Os autores relataram uma reducdo na producgao
de medidores pro-inflamatérios, como iINOS, COX-2 e citocinas, nos pacientes
tratados com andrografolideo. Segundo os autores, o mecanismo da atividade
antiartritica do andrografolideo estaria relacionado com a reducdo da ativacdo de
fatores de transcricdo como NF-kB, AP-1, STAT3 e NFAT, com inibicdo das vias de

sinalizacao intracelular, interferindo diretamente na proliferagao celular.

3.2.1 Echinodorus grandiflorus
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Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl) Micheli. (Alismataceae),
conhecida popularmente como chapéu-de-couro, é uma planta aquatica enraizada,
ocorrente em solos com alta umidade, como regides pantanosas e margens de rios.
A espécie € amplamente distribuida em todo territorio nacional (CORREA, 1931;
LORENZI 2000).

E. grandiflorus possui usos etnomédicos variados; as folhas sdo empregadas
como diurético, depurativo, tdnico, antirreumatico, antiartritico e para tratar afeccées
orais, renais, hepaticas e dermatologicas, bem como em casos de hiperuricemia e
aterosclerose (CORREA, 1931; CRUZ, 1965; CRUZ, 1985; PANIZZA, 1997;
CORREA et al., 1998; MARTINS et al., 1998; LOW et al., 1999; LORENZI & MATOS,
2002, GARCIA et al., 2010).

A literatura cientifica relata as atividades diurética, antinoceptiva, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antiparasitéria, citotoxica, hipocolesterolémica e anti-
hipertensiva para a espécie (SOUZA et al., 2004; DUARTE et al., 2002; WRIGHT et
al., 2007; CARDOSO PEREIRA & LAINETTI, 2003; PIMENTA, 2002; MATOS et al.,
2000; LESSA et al., 2008; SILVA, BASTOS, TAKAHASHI, 2010; TIBIRICA et al.,
2007).

3.2.1.1 Composic¢ao quimica

A composicdo quimica de E. grandiflorus ja foi investigada e compreende
diterpenos com esqueletos do tipo cembrano, como o fitol (3) (MANNS &
HARTMANN, 1993), e clerodanico, como o acido hardwickico (4) (TANAKA, 2000),
além de C-glicosideos flavénicos como a isorientina (5) e isovitexina (6), bem como
ésteres do acido tartarico, como o acido caftarico (7). Das folhas da espécie foram
isolados os isébmeros do &cido aconitico: &cido cis-aconitico (8) e acido trans-
aconitico (9), sendo este ultimo caracterizado como componente majoritario da
espécie, com teores de 0,51-0,98% m/m (SCHNITZLER, 2005).
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3.2.1.2 Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatoria de E. grandiflorus ja foi investigada em diversos
modelos. Extratos hexanico, metanolico e aquoso de folhas da espécie foram
avaliados no modelo de edema de pata de camundongo induzido por p-metoxi-N-
metilfenetilamina, serotonina e histamina. Os trés extratos reduziram o edema de
pata induzido por p-metoxi-N-metilfenetilamina e pela serotonina; todavia, apenas o
extrato aquoso reduziu o edema de pata provocado por histamina (PIMENTA, 2002).
Nesse mesmo estudo, a fracdo soluvel em metanol do extrato aquoso liofilizado
apresentou, na dose de 100 mg/kg, por via oral, inibicdo do edema em pata de
camundongo induzido por p-metoxi-N-metilfenetilamina cerca de 87% superior ao
anti-inflamatorio dexametasona (PIMENTA, 2002).

O diterpeno fitol (4), isolado de E. grandiflorus, apresentou atividade anti-
inflamatéria no ensaio de inibicdo de edema em pata de rato induzido por
carragenina e por histamina (SHIMIZU & TOMOO, 1994). A atividade anti-
inflamatdria de diterpenos com esqueletos estruturais diversos encontra-se relatada
na literatura, incluindo diterpenos clerodanicos de Croton cajucara (MACIEL et al.,
2000). A trans-desidrocrotonina (10) inibiu 0 edema em pata de rato induzido por
carragenina (CARVALHO et al. 1996), enquanto o cajucarinolideo (11) e o
isocajucarinolideo (12) inibiram in vitro a fosfolipase A2 (ICHIHARA et al. 1992),
enzima essencial para a geracdo do &cido araquidbnico e de fosfolipideos de
membrana.

Outros exemplos de compostos dessa classe com atividade anti-inflamatoria
sdo os diterpenos neo-clerodanicos E-isolinaridial (13) e seu derivado metil-cetbnico
(14), isolados de Linaria saxatilis var. glutinosa. Esses compostos inibiram a
fosfolipase A2 de forma concentragdo-dependente, com valores de Clso de 0,20 e
0,49 pM, respectivamente (BENREZZOUK et al. 1999). Além disso, os diterpenos
clerodanicos teucrina A (15), 19-acetilgnafalina (16) e eriocefalina (17), isolados de

espécies de Teucrium, inibiram a 5-lipoxigenase com Clsg < 10 pM, com
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consequénte reducédo da formacao de leucotrieno LTC4, mas ndo se mostraram
efetivos em inibir as enzimas COX-1 e COX-2 (HERAS et al. 2001).

10 11 12

CHO

CHO CHO

13 14

15 16 17

Em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa foi demonstrada a atividade
anti-edematogénica dos extratos etandlicos a 50% e a 70% de folhas de E.

grandiflorus, avaliados na dose de 1000 mg/kg, p.o., em modelo de edema em pata
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de camundongo induzido por carragenina. No mesmo estudo, observou-se uma
reducao significativa do edema para as fragdes enriquecidas em diterpenos (70-420
mg/kg, p.o.) e em flavonoides (7,2—-36 mg/kg, p.o.). Adicionalmente foi observado
que o acido trans-aconitico inibiu o edema (51,6%) 2 horas ap6s a injecdo da
carragenina, na dose de 270 mg/kg. Ja o acido cis-aconitico (ACA) inibiu o edema
de forma significativa apenas 1 hora apds a injecdo da carragenina, na dose de 270
mg/kg (68,2% de inibicdo) (GARCIA et al., 2010).

Extratos e fragbes padronizadas de E. grandiflorus demonstraram potente
atividade antiartritica em modelo de artrite induzida por antigeno (AlA) e capacidade
de reduzir a produgéo de TNF-a em células THP-1 estimuladas com LPS. Observou-
se que ambas as atividades estavam relacionadas com os teores de acido trans-
aconitico e de flavonoides presentes nos diferentes derivados da droga vegetal
(GARCIA et al., 2016a; GARCIA et al., 2016b)

Em relacdo a atividade dos isébmeros do acido aconitico, nosso grupo de
pesquisa demonstrou sua potencial atividade antiartritica em modelo de AIA em
camundongos (GARCIA, 2011). O &cido trans-aconitico (ATA) reduziu de forma
significativa o numero total de células na cavidade articular na dose de 30 mg/kg,
efeito este observado para o &cido cis-aconitico (ACA) somente na maior dose
avaliada (90 mg/kg). A migracao de neutrofilos para a cavidade articular foi reduzida
pela administracdo de ATA nas doses de 10 e 30 mg/kg, ndo havendo diferenca
estatistica entre estas; jA o isbmero cis promoveu tal efeito na maior dose (90
mg/kg). ATA ndo reduziu a migracao de neutréfilos para o tecido periarticular em
nenhuma das doses avaliadas, enquanto o tratamento com ACA resultou em
diminuicao significativa do nimero de neutréfilos para o tecido periarticular nas trés
doses avaliadas, sendo estas estatisticamente equivalentes.

Quanto a avaliacao toxicolégica, Misra et al. (1989) descrevem auséncia de
toxicidade aguda para camundongos BALB c tratados com ATA na dose de 2 g/kg
por via intraperitoneal. Andersen & Jensen (1984) avaliaram o potencial mutagénico
de &cido aconitico por teste de AMES na faixa de concentragdo de 32 a 20.000 ug
por placa. Os autores ndo constataram potencial mutagénico da substancia nas
concentracbes avaliadas; porém, os mesmos nao descrevem qual isdbmero foi
testado, apenas que o fator motivante do estudo foi o fato do composto ser usado

como flavorizante em produtos alimenticios como doces, sorvetes e bebidas.
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3.3 Estratégias utilizadas para incrementar propriedades farmacocinéticas de
farmacos

De forma sumaria, o desenvolvimento de um novo farmaco segue uma serie
de etapas pré-estabelecidas, como identificacdo e caracterizacdo de um alvo
molecular, selecdo e otimizagcdo de candidatos, avaliagdo de atividade biol6gica em
modelos in vitro e in vivo, e ensaios pré-clinicos e clinicos, 0 que gera um custo
bastante elevado, configurando um investimento de risco (BOECK et al., 2005;
SILVA, 2013).

Poucos candidatos a farmacos chegam a fase clinica, sendo o fator atribuido
a diferentes razfes. Estima-se que o tempo de desenvolvimento de um novo
farmaco dure cerca de 12 anos com pequenas taxas de sucesso, pois a cada 30.000
candidatos a farmaco, apenas 66,7% entram na fase de estudos pré-clinicos, destes
apenas 200 (0,67%) chegardo a fase | de estudos clinicos, e um percentual ainda
menor na fase Il (0,13%) e fase IIl (0,04%). Ao fim do processo apenas 0,027%
destas moléculas sdo aprovadas por 6rgaos regulatérios; porém, nem todas chegam
a ser empregadas na terapéutica por razdes de ordem técnica, econdmica e/ou
toxicolégica (NUNES, 2015).

Panchagnula & Thomas (2000) avaliaram 198 candidatos a farmacos que nao
chegaram a fase clinica e identificaram as razdes do insucesso: 8% por questbes de
inviabilidade econémica, como mercado desfavoravel ou auséncia de inovacéao, 21%
por toxicidade, 30% por auséncia de eficacia terapéutica e a maioria, 40%, devido a
propriedades farmacocinéticas insatisfatorias. A inadequacdo das propriedades
farmacocinéticas pode estar relacionada a absorcéo, distribuicdo, metabolismo e/ou
excrecao (DAVIS & RILEY, 2004; CALIXTO & SIQUEIRA JUNIOR, 2008; NUNES,
2015)

Uma forma de aprimorar as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas é realizar transformacdes quimicas no candidato a farmaco,
incrementando suas propriedades biofarmacéuticas, como, por exemplo, através de
reacOes de esterificacdo para diminuir a polaridade de substéncias altamente
polares, reduzindo a taxa de excrecdo das mesmas. Outra estratégia, com a mesma
finalidade, é a encapsulacdo do farmaco em formulacdes que controlem sua
liberagcdo, como o emprego de microesferas mucoadesivas que permitem a liberagao
gradativa do farmaco, bem como sua maior permanéncia no organismo
(FIGUEIRAS, CARVALHO & VEUGA, 2007).
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3.3.1 Reagdes de esterificacao

As modificagbes quimicas em protétipos moleculares sdo amplamente
empregadas no intuito de obter analogos com caracteristicas quimicas melhoradas,
que resultem em incremento da atividade biolégica, alterando parametros
farmacocinéticos e/ou farmacodinamicos. Essas modificacdes quimicas podem
alterar caracteristicas da substancia como pH, lipofilia, capacidade de formacéo de
ligacbes de hidrogénio, entre outras. Diversas reacfes séo utilizadas para este
propésito, incluindo a esterificacdo (VIEGAS et al. 2006).

Classicamente, a esterificacdo de Fisher € realizada a partir da reacdo entre a
substancia de interesse, usualmente um acido carboxilico, e um &lcool, geralmente
metanol ou etanol, em meio acido forte (acido sulfurico ou fosférico), em condicdes
variaveis de temperatura. Porém, essa reacdo apresenta fatores limitantes, devido
ao pH ou a temperatura empregada. Com o avanco da quimica sintética, reacdes
mais sensiveis e com maior rendimento foram desenvolvidas, utilizando diferentes
catalisadores, propiciando a obtencdo dos produtos sem degradar a substancia de
partida (MCNUTLY et al. 2005; MORCILLO et al. 2011).

Piang-Siong et al. (2012) avaliaram o emprego de diferentes condiges
cataliticas para a sintese de ésteres de aconitato. Os autores avaliaram a producéo
de ésteres por trés métodos cataliticos diferentes: catalise homogénea, catélise
heterogénea e sistema catalitico liquido i6nico; alcool isoamilico foi empregado
como solvente em todas as condi¢cdes. Na catalise homogénea, acido sulfurico foi
usado como catalisador; na heterogénea, empregou-se resina Amberlyst® 15 H*, e
na catdlise por liquido idnico, 1-metilimidazol/acido sulftrico (Basionics® AC 39). A
catdlise homogénea apresentou o maior rendimento em triéster, a catélise
heterogénea em monoésteres e a catalise com liquido ibnico favoreceu a producéo
de diésteres.

Cao et al. (2011) sintetizaram um poliéster a partir de reacdes de esterificacao
do acido trans-aconitico com dietilenoglicol. Os autores usaram como catalisador o
acido sulfarico concentrado e como solvente o tetrahidrofurano. Com emprego
dessas condicbes, foram realizadas sucessivas esterificagcbes, obtendo como
produto final um poliéster de elevada massa molecular.

Kolah et al. (2007) descreveram diferentes condicbes reacionais para
obtencdo de mono, di e triésteres do &cido citrico. Os autores avaliaram o efeito da

temperatura no rendimento da reacao, na faixa de 78 a 120°C. Foram empregadas
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concentragdes molares de etanol/citrato variando de 5:1 a 15:1, e concentragdes de
até 5% da resina Amberlyst® 15 H*, empregada como catalisador. Os autores
verificaram que o0 aumento da temperatura resultou em maior producéo de diésteres.
Este método configura uma alternativa para a esterificacdo de moléculas sensiveis a
variagbes de pH, uma vez que ndo é necessario o emprego de acidos fortes como

catalisador.

3.3.2 Aprimoramento das propriedades farmacocinéticas com emprego de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos

A administracdo de farmacos por via oral é extensamente utilizada na
terapéutica, tendo em vista que esta propicia flexibilidade de doses, seguranca,
capacidade de explorar todo trato gastrointestinal (TGI) como nicho de absorcéo, e
por apresentar maior adesao terapéutica por parte do paciente, em comparagdo com
outras vias (PINTO, 2010). Porém, as formas farmacéuticas sélidas apresentam
rapida liberacdo do farmaco e, devido a variabilidade fisiologica, esta liberacdo néo
ocorre de forma uniforme, o que influi diretamente na variagdo da resposta
terapéutica (PEZZINI, SILVA, FERRAZ, 2007). Outro fator que afeta diretamente a
atividade biolégica de uma substéncia é seu tempo de permanéncia no organismo.
Substancias de elevada polaridade tendem a ser eliminadas rapidamente,
resultando em resposta bioldgica de curta duracdo (FIGUEIRAS, CARVALHO &
VEUGA, 2007).

Neste aspecto, as tecnologias aplicadas a sistemas de liberacdo de farmacos
sdao amplamente utilizadas com diferentes finalidades, incluindo uniformizacdo da
resposta terapéutica, minimizacdo de efeitos colaterais e extensdo do tempo de
liberacdo do farmaco, aumentando sua biodisponibilidade e diminuindo a
variabilidade da resposta farmacologica (ANSEL, POPOVIC & ALLEN, 2000).
Sistemas multiparticulados apresentam vantagens em relacdo as formas
monoliticas, incluindo maior uniformidade de distribuicdo do farmaco na superficie
do TGI e redugédo do risco de irritacdo da mucosa por acumulo do farmaco em um
anico ponto do tecido (SUAVE et al., 2006).

Uma das alternativas para prolongar a acdo dessas substancias € sua
administracdo em sistemas matriciais de liberacdo controlada de farmacos, onde a
molécula bioativa é encapsulada em uma matriz que propicia sua liberacédo de forma

gradativa. O emprego de polimeros na formacdo desta matriz confere propriedades
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adicionais ao sistema carreador devido as caracteristicas intrinsecas destes, uma
vez que estes podem ser biodegradaveis e/ou mucoadesivos. Estes fatores
associados caracterizam a versatilidade do emprego da microencapsulacdo no

carreamento e liberacdo controlada de farmacos (NEDOVIC et al., 2011).

3.3.2.1 Microencapsulacao

Os primeiros relatos sobre o emprego da microencapsulacdo datam da
década de 1930; desde entdo, esta técnica € aplicada em diferentes areas
industriais, seja farmacéutica, quimica, agroquimica e alimentar. Na area
farmacéutica, a microencapsulacéo visa obter sistemas que permitam a liberacdo do
farmaco em um sitio especifico, ou aprimorar suas propriedades farmacocinéticas
e/ou farmacodinamicas, bem como proteger o farmaco de condi¢cdes ambientais ou
biolégicas adversas. Esta tecnologia tem propiciado a reinsercédo de entidades com
potenciais farmacologico e alimenticio, consideradas inviaveis no passado (FANG &
BHANDARI, 2010).

Pesquisas visando o desenvolvimento de sistemas matriciais e de materiais
empregados com esta finalidade sé@o crescentes, destacando-se as microparticulas
poliméricas, devido a variedade de materiais e técnicas de obtencdo de relativa
simplicidade. Os sistemas multiparticulados s&o capazes de atuar na fase
farmacocinética, alterando tanto a liberacdo quanto a absorcdo dos farmacosz por
cosntituirem sistemas de liberacdo modificada de farmacos, propiciando a
manutencdo de concentracfes plasmaticas efetivas no intuito de minimizar os
efeitos colaterais sistémicos. As microparticulas apresentam tamanhos de 1 a 1.000
Mm; este tamanho reduzido propicia que as microesferas apresentem
comportamento semelhante a liquidos no trato gastrointestinal (TGI), ndo sofrendo
influéncia significativa da presenca de alimentos (PATIL & SAWANT, 2011).

Segundo Nedovic et al. (2011), as aplicagcbes da microencapsulacdo de
substancias vao além da otimizacdo farmacocinética e farmacodindmica. A
estratégia também é utilizada para melhorar propriedades do material encapsulado,
tais como caracteristicas organolépticas desagradaveis, protecao e estabilizacdo do
farmaco sob condi¢cbes adversas do TGI (pH e enzimas), diminuicdo da toxicidade
de substancia bioativa e, como citado acima, protecéo frente a agentes degradantes

como luz, umidade, calor e oxigénio. Como consequéncia, o farmaco e o0s
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componentes da formulacdo mantém a estabilidade por maior tempo e apresentam
maior vida de prateleira.

Estes sistemas sao divididos em microcapsulas e microesferas. As
microcapsulas atuam como reservatérios, com os farmacos localizados em seu
ndcleo. Elas podem ser mononucleares ou polinucleares e sao revestidas por uma
membrana responsavel por controlar a taxa de liberagdo. Ja as microesferas
consistem em sistemas matriciais ou monoliticos, onde o farmaco se encontra
disperso sobre a matriz, que geralmente é de origem polimérica. A Figura 4

apresenta estes diferentes sistemas microparticulados (SILVA et al., 2003).

Figura 4 - Estrutura dos diferentes tipos de microparticulas

Sistema Reservatorio Sistema Matricial

Microcapsulas Microesferas

Polinuclear Mononuclear Heterogénea Homogénea

Polimero

M Firmaco

Representacéo esquematica de sistemas microparticulados e suas variagbes: Sistemas reservatorios
a esquerda constituidos de microcapsulas polinuclear e mononuclear e sistemas matriciais a direita
representado por microesferas heteroéneas e homogéneas.

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2003.

As microcédpsulas podem ser desenvolvidas com finalidade de modular a
liberagdo do farmaco. Para tanto, o material de revestimento da capsula deve ser
selecionado de forma a liberar o material microencapsulado em alvos especificos do
organismo. No caso de um agente terapéutico administrado por via oral, o material
de revestimento deve ser capaz de resistir as condi¢des acidas no estbmago. Assim,

confere-se ao farmaco a propriedade de atravessar o aparelho digestivo de maneira
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intacta (CHAMPAGNE, 2011). Ja as microesferas sdo particulas constituidas por
polimeros que tém como objetivo controlar a liberagdo do farmaco. No mercado
estdo disponiveis varios dispositivos para liberacdo controlada de diferentes

farmacos, sumariados na Tabela 1.

Tabela 1 - Relacdo de farmacos encapsulados em microesferas disponiveis no

mercado
Farmaco Nome Classe Fabricante Tecnologia
comercial
Risperidona Risperdal® Antipisicotico Janssen Alkermes Dupla emulsao (6leo
Consta® em agua)
Naltrexona Vivitrol® Antagonista Vivitrol Alkermes Dupla emulséo (6leo
Alkermes opidide em agua)
Leuprolida Lupron Depot®  Antineoplasico TAP Dupla emulséo (6leo
Enantone hormonal Takeda em agua)
Depot® sintético Takeda
Trenantone® Takeda
EnantoneGyn
Octreotida Sandostatin® Antineoplasico Novartis Separacéo de fases
LAR hormonal AlkermesProLease
sintético
Somatropina Nutropin® Horménio do Genentech/Alkermes Criogenia e spray
Depot® crescimento drying
biossintético
Triptorelina Trelstar™ Antineoplasico Pfizer Separacéo de fases
depot hormonal
Decapeptyl® Ferring
SR
Buserelina Suprecur® MP  Anticoncepcional Sanofi-Aventis N&o relatado
Lanreotida Somatuline® Tratamento de Ipsen-Beafour Separacéo de fases
LA acromegalia
Bromocriptina  Parlodel Lar ™ Agonista de Novartis Spray drying
dopamina
Minociclina Arestin® Antibiético Orapharma N&o relatado

Fonte: Adaptado de Midha, Nagpal & Arora (2015).

Além disso, estdo depositadas diversas patentes que utilizam esta tecnologia

para a encapsulacdo de farmacos como cetoprofeno (CN 201110142359), paclitaxel
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(CN 201110313846), 5-flouracila (CN 201210025085), ganciclovir (US08455091),
cimetidina (EP19980924438), risperidona (EP20070808011), ciclosporina (CA
2217462), irinotecano (CA 2579533), levonogestre (DE1999609777) e doxorrubicina
(DE1994632867) (MIDHA, NAGPAL & ARORA, 2015).

3.3.2.2 Microesferas mucoadesivas

As microesferas mucoadesivas sao sistemas multiparticulados de liberacéo
controlada, que utilizam sistemas matriciais como carreadores de farmacos.
Apresentam vantagens em relagdo as formas farmacéuticas de liberagédo controlada
de farmacos como versatilidade, eficicia e baixo custo de producdo. A mucoadesédo
€ conferida as microesferas quando estas sao envolvidas com polimeros
mucoadesivos capazes de interagir com a mucina da mucosa gastrica. Neste caso,
além de conduzir e controlar a liberagdo do farmaco, as microesferas interagem com
a mucina se aderindo a esta, liberando o farmaco de acordo com a degradacédo do
sistema matricial, aumentando o tempo de contato e a permanéncia entre a forma
farmacéutica e o local de acdo (KOCKISCH et al., 2005; SMART, 2005).

Varias vias podem ser empregadas para a administracdo de farmacos em
formulagbes mucoadesivas tais como ocular, nasal, bucal, gengival, oral, vaginal e
retal. Os sistemas mucoadesivos podem ser veiculados em diferentes formas
farmacéuticas, incluindo comprimidos, pastilhas, géis, micro e nanoparticulas,
incorporados a excipientes poliméricos. Alguns desses polimeros podem néo sé
aumentar a permanéncia do farmaco no local de absor¢cdo, bem como aumentar a
permeabilidade deste através do epitélio celular (KHUTORYANSKIY, 2011).

Durante a liberacdo do farmaco da matriz, estdo envolvidos processos fisicos
e quimicos, que ocorrem por mecanismos isolados ou por uma combinacdo de
mecanismos. Os principais processos envolvidos sdo a difusdo do meio para o
interior da matriz, a dissolucdo do farmaco, o intumescimento e/ou a erosao do
polimero e a difusdo do farmaco. Estes sistemas podem ser caracterizados pela
bioadesdo e interagdo entre matriz polimérica das microesferas e a superficie
gastrica (LYRA et al., 2007).

Nos sistemas biologicos existem quatro tipos de sistemas de bioadeséao:
adesdo de uma célula saudavel a outra célula saudavel, adesdo de uma célula
saudavel a uma substancia estranha, adesdo de uma célula saudavel a uma célula

patolégica, e adesdo de um material adesivo a um substrato biolégico, sendo este
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ultimo designado de bioadeséo relacionada a farmacos. Ja a mucoadeséo é definida
como a interagdo que ocorre entre a superficie da mucina e um polimero sintético ou
natural, sendo uma estratégia para prolongar o contato da forma farmacéutica com o
local de adesé@o (MIDHA, NAGPAL & ARORA, 2015).

A mucoadesdo é uma estratégia para contornar problemas relacionados a
administracdo de farmacos, permitindo sua ligacdo em uma regido especifica, com
consequente melhoria da biodisponibilidade. Adicionalmente, a mucoadesao
possibilita 0 estabelecimento de uma forte interacdo ente o polimero e o muco que
reveste o tecido, melhorando o tempo de contato entre o material bioadesivo e o
substrato biologico, além de inibir a metabolizagdo enzimatica do farmaco numa

area especifica, como ilustrado na figura 5 (BRUSCHI & FREITAS, 2005).

Figura 5 - Mecanismo de mucosades&o.

A: Intumescimento da microesfera e aproximagdo da mucina gastrica; B: Contato entre a rede
polimérica da microesfera e a rede de glicoproteinas que constituem a mucina gastrica; C:
Interpenetracao e interacdo entre a rede polimérica da microesfera e a rede de glicoproteinas que
constituem a mucina gastrica.

Fonte: adaptado de Figueras, Carvalho & Veuga 2007.

Um dos polimeros frequentemente empregado em sistemas de mucoadeséao
é a quitosana, na formagdo de microesferas. Um extrato de llex paraguariensis
incorporado em microesferas de quitosana teve sua atividade antioxidante avaliada
in vitro, em ensaio de reducdo de fons Fe**. A atividade antioxidante e o teor de
compostos fendlicos na formulacdo foram equivalentes aqueles do extrato nao
incorporado; por outro lado, a formulacdo apresentou maior estabilidade que o
extrato ao final de 2 meses (HARRIS et al. 2011).
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KIM et al. (2010) avaliaram a encapsulacdo do acido rosmarinico em
microesferas de  policaprolactona, visando solucionar problemas de
hidrossolubilidade para seu emprego em cosmeéticos. A formulacdo desenvolvida
apresentou estabilidade satisfatoria, e emulsdes contendo as microesferas
apresentaram maior estabilidade térmica do que as emulsGes contendo somente o
acido rosmarinico, indicando que este pode ser um sistema para veiculacdo da

substancia.

3.3.2.3 Métodos e materiais empregados na preparagcao de microesferas

Existem diversos métodos propostos para a obtencdo de microparticulas, tais
como emulsificacdo seguida de evaporacdo de solvente, coacervacao, geleificacdo
ionotropica, polimerizacdo, spray-drying e atomizacdo em fluidos supercriticos,
dentre outros (JOSE, et al., 2000; SILVA et al., 2013). Observa-se que 0 surgimento
de novos materiais encapsulantes é proporcional a elaboracdo de novos métodos e
aplicacdes de microencapsulacao, pois esta tecnologia permite utilizar farmacos que
ndo apresentam caracteristicas farmacocinéticas e/ou farmacodinamicas
adequadas, possibilitando a reinsercdo destes farmacos no mercado (SUAVE et al.,
2006).

Dentre o0s métodos citados destaca-se a emulsificacdo seguida da
evaporacdo de solvente, que consiste na formacdo de emulsbes aquosas e/ou
oleosas, seguida da retirada do solvente de maior volatilidade ao final do processo.
O polimero e o farmaco sao solubilizados na fase apropriada de acordo com sua
natureza e emulsificados em uma fase continua (aquosa ou oleosa). Este método
apresenta vantagens como controle da cinética de liberagdo e do tamanho de
particula (produzindo amostras monodispersas), o uso de polimeros e farmacos
hidrofébicos e hidrofilicos, bem como capacidade de transposi¢do tecnolégica para
escala industrial, uma vez que essa técnica ja é utilizada na industria farmacéutica.
(RAMAZANI et al., 2016; LIU et al., 2005).

Diversos polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos estao disponiveis
para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos
(COIMBRA, 2010). A escolha do material encapsulante € estabelecida de acordo
com as propriedades fisicas e quimicas do farmaco, do tipo de aplicacéo pretendida
e do método a ser empregado na obtencdo das microesferas. Estas variaveis

influenciam diretamente a estabilidade do material a ser encapsulado (SUAVE et al.,
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2006). Os polimeros utilizados apresentam propriedades biodegradaveis,
mucoadesivas ou ambas.

Os polimeros biodegradaveis tém sido priorizados nos ultimos anos em
relacdo aos polimeros ndo degradaveis, uma vez que sdo metabolizados no
organismo produzindo diéxido de carbono e agua. Desta forma ndo produzem
residuos poluentes e/ou téxicos ao organismo. O desafio desta aplicacdo est4 na
resisténcia mecanica limitada destes polimeros e no alto custo associado ao baixo
volume de producdo (PANYAM, LABHASETWAR, 2003).

Atualmente, existe uma diversidade de polimeros sintéticos (derivados de
celulose, polivinilpirrolidona, alcool polivinilico e polidroxietil metilacrilato) e naturais
(alginato de sobdio, goma de guar, gelatina, quitosano, goma gelana e amido)
conhecidos e utilizados por suas propriedades mucoadesivas, capazes de aderir ao
tecido da mucosa e promover interacdes quimicas fracas e de baixa energia
(WOERTZ et al., 2013). Cabe ressaltar que ligagdes fortes, do tipo covalente, podem
prejudicar o carater de adesdo transitorio que estes produtos necessariamente
devem possuir (LYRA et al., 2007).

A grande variedade de estruturas permite que esses polimeros sejam
modificados quimicamente e/ou fisicamente, conferindo novas propriedades que
podem ser moduladas de acordo com as necessidades especificas (CARBINATTO
et al., 2012; PREZOTTI, CURY & EVANGELISTA, 2014).

Villanova, Oréfice & Cunha (2010) relatam que derivados sintéticos da
celulose sédo polimeros muito frequentes em formulacées que modulam a liberacédo
de farmacos, enquanto os derivados do &cido acrilico (carbémeros) tém finalidade
de promover viscosidade, incrementando sistemas mucoadesivos. A seguir serao
abordados aspectos técnicos e aplicacdes da hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e do

carbopol, utilizados na obtencéo das formulacdes desenvolvidas no presente estudo.

3.3.2.4 Hidroxipropilmetilcelulose

A utilizacdo de derivados da celulose encontra-se em constante expanséo
devido sua versatilidade, hidrossolubilidade e biodegradacdo. Dentro desta classe
de polimeros destaca-se a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), amplamente utilizada
desde a década de 60, com diferentes finalidades, considerada o polimero

hidrossollvel de maior relevancia no carreamento de farmacos em sistemas de



54

liberag&o controlada (SIEPMANN & PEPPAS, 2001; AKHTAR et al., 2012; REKHI et
al., 1999).

HPMC é um pé branco, inodoro e sem sabor, com relativa elasticidade,
resisténcia mecanica e fotoestabilidade. Este polimero recebe outros nomes como
hipromellose, tylopur, methocel. Quimicamente € o éter hidroxipropil-metilico da
celulose, com massa molecular na faixa de 1x10* a 1,5x10° unidades de massa
atbmica (U.M.A.). A variabilidade da massa molecular ocorre em funcdo das
diferentes substituicbes na estrutura do monémero, uma vez que cada mondémero
possui 6 sitios radicalares diferentes, onde cada um destes apresenta 3 opcdes
diferentes de substituicbes (figura 6). A polimerizacdo das diferentes unidades
monomericas € que ira gerar os polimeros de diferentes massas moleculares (USP
38 ed. 2015; ROWE, SHESKEY & WELLER, 2009).

FIGURA 6 - Formula estrutural da HPMC.
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Onde R é H, CH; ou CH;CH(OH)CH,

HPMC tem capacidade de incorporar altas taxas de substancias ativas,
apresenta compatibilidade com excipientes e corantes, € atdéxico e nao iénico. Estas
caracteristicas fazem com que este polimero seja aprovado para uso como
adjuvante em produtos alimenticios pela Food and Drug Administration (FDA) (21
CFR 172.875) e pela European Union (CE 1995) (BURDOCK 2007).

Funcionalmente, a HPMC atua como agente doador de viscosidade,
suspensor, estabilizante, formador de filme, agente de revestimento e como agente
controlador da taxa de liberacdo de farmacos. As formas farmacéuticas que
apresentam HPMC em sua composi¢do sdo administradas por via oral, oftdlmica e
topica. Por via oral destacam-se as aplicacbes em filmes de revestimentos e
matrizes para extensdo da liberacdo de farmacos (DAHL et al., 1990; LIU et al.,
2005).
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3.3.2.5 Carbopol

Carbopol ou carbdmero sdo termos utilizados para designar uma classe de
polimeros carboxivinilicos sintéticos de alta massa molecular (7x10° a 4x10°
U.M.A)), produzidos por reagBes de crosslink do &cido acrilico com alil-éter de
sacarose ou pentaeritritol, contendo de 56% a 68% de grupos acido carboxilico livres
(-COOH). Devido a variabilidade estrutural destes carbdmeros, o monémero desta
classe de polimeros é representado pela estrutura do acido acrilico (Figura 7). A
extensa faixa de massa molecular se da em funcdo das diversificadas unidades
capazes de realizarem reacbOes de reticulagio com o monomoero (SINGLA
CHAWLA, SINGH, 2000; USP 39 ed. 2015).

FIGURA 7 - Mon6mero de acido acrilico.
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O carbopol é um pé branco, macio, higroscopico, de odor caracteristico. Este
polimero é classificado como bioadesivo, agente emulsificante, suspensor, de
revestimento, doador de viscosidade e agente controlador de liberacdo de farmacos.
Na area farmacéutica, é utilizado com maior frequéncia em formulacfes sélidas e
semissélidas para via de administracao tdpica, oftalmica e retal, devido suas acdes
geleificantes (ROWE, SHESKEY & WELLER, 2009).

Alguns carbdmeros apresentam caracteristicas especificas referentes ao teor
residual de agentes toxicos: o carbopol 971 P e 974 P ndo apresentam residuos de
acetato de etila; ja 0 934 P nao apresenta benzeno residual sendo, portanto, 0 mais
indicado para preparagdes de uso oral (WADE & WELLER,1994; USP 39 ed. 2015).

O carbopol é utilizado extensivamente em produtos para administracdo néo
parenteral, principalmente em formulac¢des liquidas e semissolidas. Estes polimeros
sdo considerados nao toxicos e nao irritantes, e ndo foram relatadas reacbes de
hipersensibilidade em humanos. Clinicamente, sdo usados como laxativo formador
de volume, em doses orais de 1 a 3 gramas, uma vez que ao entrar em contato com
a agua, eles intumescem e aumentam volume na luz do intestino, o que estimula o

peristaltismo intestinal, com consequente efeito laxativo indireto (LEWIS, 2004).
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3.3.2.6 Emprego de HPMC e carbopol em formulagdes com sistema de
liberag&o controlada

A utilizacdo dos polimeros HPMC e carbopol em formulagdes mucoadesivas
encontra-se extensivamente descrita na literatura cientifica. Ha relatos do emprego
dos polimeros separadamente e em conjunto nas formulacdes, onde as taxas de
encapsulacdo e rendimento variam de acordo com o método e as técnicas
empregadas, bem como com a natureza do farmaco e dos adjuvantes das
formulacoes.

Hirata & Bruschi (2010) avaliaram o emprego de formula¢des poliméricas com
extrato de propolis a 4% para uso oral. O estudo visou avaliar a aplicabilidade da
formulacdo desenvolvida para incorporar extratos de propolis para administracao por
via oral. Os autores concluiram que as formulacdes apresentaram estabilidade,
caracteristicas de pH, reologia e temperatura de congelamento satisfatérias para
aplicacao destas substancias para interacdo com a mucosa oral.

Garud & Garud (2012) prepararam microesferas mucoadesivas de metformina
empregando carbopol 934 P, HPMC, etilcelulose e quitosana separadamente pela
técnica de evaporacdo de solvente ndo aquoso (acetona). Os autores avaliaram
diferentes proporcdes entre os polimeros e o farmaco, e diferentes velocidades de
agitagdo mecanica. Eles observaram uma relagdo direta entre o aumento da
velocidade de agitacdo e a diminuicdo do tamanho das particulas, que resultou em
melhora no perfil de liberacdo do farmaco pela formulacdo. A formulacdo com
proporcdo de farmaco/polimero (1:2) apresentou o melhor perfil de liberacdo do
farmaco, enquanto as microesferas a base de carbopol e derivados de celulose
apresentaram liberacdo mais rapida quando comparadas as microesferas a base de
quitosana, indicando maior interacdo entre o polimero e o farmaco.

O emprego conjunto de HPMC e carbopol para obtengdo de microesferas
mucoadesivas é frequente, uma vez que estes sao polimeros biocompativeis,
atoxicos, ndo sao absorvidos pelo organismo, sdo economicamente viaveis e exibem
forte adesdo ndo covalente. Esta combinacdo de polimeros é descrita para
encapsulacdo de antibidticos como amoxicilina (NALLASAMY & RAMANATHAN,
2012) e ciprofloxacino (HARDENIA et al., 2011), bem como para outras classes de
farmacos como famotidina (MARINA et al.; 2012), flurbiprofeno (RANJHA, KHAN &
NASEEM, 2010) e repaglinida (PARMAR, MISHRA & PATHAK, 2015).
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Pelo exposto, formulacées de microesferas ou microparticulas mucoadesivas

contendo HPMC e carbopol apresentam vantagens por exibirem propriedades

proeminentes de cada polimero separadamente, configurando uma alternativa

promissora para a encapsulacdo de farmacos a fim de modular a liberacdo destes

em compartimentos biolégicos.

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos

Analisador de tamanho de particulas LS Particle Size Analyse, modelo LS 13
320 Beckman Coulter.

Agitador magnético com aquecimento IKA, C-MAG modelo HS 7.

Agitador mecéanico IKA Eurostar digital.

Aparelho de calorimetria exploratoria diferencial TA Instruments, modelo DSC
2910 Modulated.

Balanca analitica Mettler, modelo AB 204.

Balanca semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000.

Banho de ultrassom Unigue, modelo USC 1400.

Banho-maria Fanem, modelo 120/4.

Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786).
Capela de fluxo laminar, Veco modelo Bioprotector 09.

Centrifuga Hermle Z323K.

Centrifuga citologica Fanen, modelo 248.

Destilador de agua Fabbe, modelo A 95.

Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance DRX — 400
MHz.

Espectrometro de infravermelho FT-IR Perkin EImer, modelo Spectrum one.
Estufa de CO,, INCO 2 memmert.

Evaporador rotatorio Buchi, modelo B-480.

Lampada de ultravioleta (UV) para cromatografia Spectroline, modelo 977 C
(254 e 365 nm).

Leitora de microplacas com monocromador Tecan, modelo Infinite, com

software iControl para processamento de dados.



Microscopio otico Olympus.

Microscopio eletrénico de varredura Jeol modelo JSM — 840A.
Microcentrifuga Cientec, modelo CT-14000.

Micropipetas HTL, vol. ajustavel de 10 - 100 yL e 100 - 1000 pL.
Purificador de 4gua Milli-Q Plus.
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Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters 2695, constituido

por injetor automatico, detector de arranjos de diodos PDA 2996, bomba

quaternéria L-6200% com degaseificador de linhas, e sistema computadorizado

operado pelo programa Empower, Waters.

Sistema de UPLC-MS/MS ACQUITY Ultra Performance LC™, Waters,

composto por detector de arranjos de diodo (DAD) modelo PDA 2996

e

detector de espectrometria de massas ACQUITY TQ (Water), equipado com

fonte de ionizagdo por electrospray Z-spray (ESI) e software Mass Lynx'

(versao 4.1, Waters).

Soprador térmico serigrafico Steinel, modelo HL-500.
Termobalanca Shimadzu modelo TGA50H.

Vortex Mixer, Vixar.

Zetasizer 3000Hs, Malven Intruments.

4.2 Solventes, reagentes e material de consumo

Adjuvante completo e incompleto de Freund, Sigma-Aldrich.

Acido citrico, Sigma-Aldrich.

Acidos grau P.A.: acido férmico, acido sulfurico e acido fosférico, Merck.
Acido trans-aconitico, Sigma-Aldrich e Extrasynthése.

Albumina bovina sérica (BSA), Sigma-Aldrich.

Albumina bovina sérica metilada (mBSA), Sigma-Aldrich.

Antibidticos: penicilina G e gentamicina, Sigma-Aldrich.

Carbopol 934, BF Goodrich.

Carboximetilcelulose, Sigma-Aldrich.

Bicarbonato de sédio, Sigma-Aldrich.

Cloreto de sédio, Sigma-Aldrich.

Coluna para CLAE LiChrospherl00, RP-18, com particulas de 5 pym, 125
46 mmd.i., Merck.

M

X
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Coluna para UPLC, Waters BEHC18 (50 x 2,1 mm d.i., particulas de 1,7 pum).

Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich.

Dimetilacetamida P.A., Sigma-Aldrich.

EDTA dissadico, Sigma-Aldrich.

Etanol comercial, Minalcool e Emfal.

Etanol P.A., Sigma-Aldrich.

Fosfato de sédio monobasico, Sigma-Aldrich.

Fosfato dissédico de dexametasona, Sigma-Aldrich.
Hidroxipropilmetilcelulose, P.A., Sigma-Aldrich.

Kit ELISA IL-18 humano, DY201 Duo Set, R&D systems.
Kit ELISA TNF-a humano, DY210 Duo Set, R&D systems.
Kit ELISA TNF-a camundongo, DY410 Duo Set, R&D systems.

Kit ELISA CXCL1 camundongo, DY453 Duo Set, R&D systems.

Kit ELISA INF-y camundongo, DY485 Duo Set, R&D systems.
Liquido de Turk, Reny-lab.

Lipopolissacarideo, Sigma-Aldrich.

Meio de cultura RPMI, Sigma-Aldrich.

n-butanol P.A., Sigma-Aldrich.

n-octanol P.A., Sigma-Aldrich.

o-Fenilenodiamina (OPD), Sigma-Aldrich.
Paraformaldeido, Sigma-Aldrich.

Pipetas sorolédgicas descartaveis, estéreis, TPP.

Placa de 96 pocos para cultivo celular, Corning.

Placa de 96 pocos para imunoensaio, Nunc.
Polietilenoglicol 300 (PEGazqo) P.A., Sigma-Aldrich.
Solventes grau CLAE: metanol e acetonitrila, Tedia Brasil.
Racao para roedores, Nuvilab.

Silica gel 60 G, Merck.

Silica gel 60, 230-400 mesh, Merck.

Sistema de filtracdo esterilizante, capacidade para 500 e 1000 mL, membrana

de 0,22 pym, Corning.
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o Solventes grau padrdo analitico (P.A.): n-hexano, diclorometano, acetato de
etila, acetona, metanol, alcool etilico, Neon; éter de petréleo, Quimex.

o Soro fetal bovino inativado, Sigma-Aldrich.

o Tampéo fosfato salina (PBS), Sigma-Aldrich.

o Tween 20, Sigma-Aldrich

° Tween 80, Sigma-Aldrich.

4.3 Vidrarias e materiais diversos

o Baldes volumétricos de 1, 10, 25 e 100 mL, Satelit, Normax e Blaubrand.
o Baldes reacionais mono e tritubulados de 25, 50 e 100 mL.

o Bégueres, provetas e baldes de fundo redondo de diferentes tamanhos.
o Borrifador de vidro.

o Colunas cromatograficas de vidro de dimens@es variadas.

J Condensador.

o Cromatoplacas de vidro de 5 x10 cm e 10 x10 cm.

o Cubas cromatograficas de vidro Pirex.

o Filtros de 0,22 e 0,4 um, Corning.

o Frascos de penicilina com tampa de borracha.
o Kit de coloracdo de laminas pandtico.
o Laminas para anadlise diferencial de leucdcitos, andlises histopatoldgicas e

camara de Neubauer.

o Microtubo plastico de 2 mL, 1,5 mL e 0,5 mL do tipo safe-lock, Axygen.

o Papel de filtro e papel manteiga.

o Pipeta Pasteur de vidro.

o Ponteiras plasticas, Corning.

o Termdmetro quimico de vidro com escala interna.

o Tubos plasticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP.

o Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automatico de

sistema de CLAE e UPLC-MS.

4.4 Desenvolvimento e validagdo do método de CLAE-DAD para o doseamento

do acido trans-aconitico (ATA)



61

4.4.1 Sistema cromatogréfico

As anadlises foram realizadas em sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Waters), equipado com injetor automatico 2695, detector de arranjos de
diodos (DAD) 2996, bomba L-6200A, integrador C-R4A e programa Empower para

processamento de dados.

4.4.2 Desenvolvimento do método analitico

4.4.2.1 Preparo das amostras

Pesou-se, exatamente, 1 mg de ATA em microtubos plasticos tipo safe-lock
com capacidade para 1,5 mL; adicionou-se 1 mL de metanol grau CLAE e procedeu-
se a solubilizacdo por 10 minutos em banho de ultrassom. Na sequéncia, transferiu-
se o0 conteudo do microtubo para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o
volume do baldo com metanol grau CLAE obtendo assim a solugdo estoque.
Retirou-se 1 mL desta solucédo, transferindo-a para vial, seguido da injecao de 10 pL
desta no cromatografo.

Pesaram-se cerca de 5 mg das formulacbes e respectivos brancos em
microtubos plasticos tipo safe-lock com capacidade para 1,5 mL; adicionou-se 1 mL
de metanol grau CLAE e procedeu-se a solubilizagdo por 30 minutos em banho de
ultrassom seguido de centrifugacdo a 8.400 g por 10 minutos. Transferiu-se o

sobrenadante para vial seguido da injecao de 10 pL deste no cromatografo.

4.4.2.2 Desenvolvimento da condi¢gdo cromatografica

A partir da condicdo empregada no perfil exploratério, foram desenvolvidos os
métodos A e B, introduzindo modificagcbes no tempo de eluicdo e temperatura da
coluna visando melhorar resolucdo do pico do analito e diminuir o tempo de andlise

das formulagdes de microesferas contendo ATA (ME-ATA) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Condi¢cdes cromatograficas do perfil exploratério e dos métodos A e

B avaliadas durante o desenvolvimento de método para quantificacdo de acido

trans-aconitico nas diferentes formulacdes de microesferas contendo ATA.

Tempo Eluente % Temp. | Tempo Eluente % Temp.
(min.) | CHCN | H,0 (°C) (min.) | CHCN [ H.,0 °C
Método A Método B

0 5 95 5 95
35 95 30 95 30
40 95 5 10 95
45 5 95 13 5 95
Perfil exploratério
0 5 95
60 95 5 40
65 95
70 5 95

Nota: Todos os eluentes foram acidificados com 0,1% de &cido fosfdrico. Empregou-se fluxo de 1,0

mL/min. Utilizou-se uma coluna para CLAE LiChrospher100, RP-18, com particulas de 5 ym, 125 x

4,6 mm d.i., Merck, gradiente linear e detec¢éo no UV em 210 nm para todas as andlises.

4.4.2.3 Condicao cromatografica estabelecida

A condicdo cromatografica estabelecida para a quantificacdo de ATA nos

diferentes lotes de ME-ATA consistiu de:
» Coluna LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4 mm d.i., 5 ym).
» Pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i.,5 pm).
» Temperatura da coluna: 30 °C.
>

Fase movel: gradiente linear de agua Milli-Q e acetonitrila grau CLAE, ambas

contendo 0,1 % de acido fosforico, conforme descrito na Tabela 2 método B.

vV VvV

Fluxo: 1,0 mL/min.

» Volume de injegéo: 10 pL.

4.4.3 Validacdo do método analitico

Comprimento de onda de deteccao: 210 nm

A validagdo do método cromatografico desenvolvido (item 4.4.2) foi realizada
segundo as normas da RE n° 899 da ANVISA, RDC 166/2017 e os guias do ICH
(2005) e AOAC (2002). O lote da formulagdo F3c foi empregado nos ensaios de

validacéo.
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O programa Empower (Waters®) foi usado para aquisicdo dos dados e as
andlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas Microsoft Excel e
GraphPad Prism® versédo 5 (GraphPad Software, Inc.).

4.4.4 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela andlise da homogeneidade
espectral do pico referente ao ATA em 210 nm (n = 6) e pela comparagcdo dos
cromatogramas obtidos para o ATA livre, para a formulacdo branca FB3 e para os
componentes individuais da matriz. Cada componente foi dissolvido em metanol na
concentracdo de 50 pg/mL e o volume de injecéo foi de 10 pL. A descricdo dos
componentes das formula¢des citadas (F3c e FB3) encontra-se na Tabela 4 do item
4.5.1.

4.4.5 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da construcdo de curvas analiticas com
seis concentracfes distintas de ATA, em dois dias consecutivos de analise. Cada
ponto das curvas analiticas foi obtido pela injecdo, em triplicata, de diferentes
aliquotas da solucéo de referéncia na faixa de 2,5 a 15 pL (Tabela 3).

Os dados obtidos para cada substancia foram submetidos a andlise de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados e os coeficientes de
determinacdo (r?) correspondentes foram calculados. As curvas obtidas nos dois
dias consecutivos foram comparadas estatisticamente por analise de covariancia (p

< 0,05) com auxilio do programa GraphPad Prism® versao 5.

Tabela 3 - Volumes de injecdo da solucdo de ATA (10 pug/mL) e respectivas

massas, utilizadas na construcdo da curva analitica.

Volume de Massa Faixa de

injecdo (UL) Injetada (ng) trabalho (%)

2,5 25 25
5 50 50
7,5 75 75
10 100 100
12,5 125 125

15 150 150
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4.4.6 Preciséo intradia e interdias

Para a determinacdo da precisao intradia foram preparadas solucoes
metandlicas de ATA, em triplicata, a 10 yg/mL. Diferentes volumes dessa solugao
(2,5; 7,5 e 12,5 pL) foram injetados no sistema de CLAE-DAD, correspondendo as
massas de 25 ng (concentracdo baixa), 75 ng (concentracdo meédia) e 125 ng
(concentracao alta). Para a determinagcao da preciséo interdias foi reproduzido, em

triplicata, 0 mesmo experimento descrito acima em dois dias diferentes.

4.4.7 Exatidao

A exatidao foi determinada pela fortificagdo da formulagcéo branca ME-B com
o ATA. Para tanto, foram pesados 100 mg de formulacdo e 1 mg de ATA; ambos
foram transferidos para gral de vidro e homogeneizados. Em seguida, pesou-se 1
mg da mistura resultante em microtubos plasticos do tipo safe-lock com capacidade
para 1,5 mL, adicionou-se 1 mL de metanol grau CLAE, e procedeu-se a
solubilizacdo por 30 minutos em banho de ultrassom, seguido de centrifugacao a
8400 g por 10 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para vial seguido de injecao de
2,5; 7,5 e 12,5 uL da solugao no cromatégrafo, correspondente as massas de 25 ng

(concentragdo baixa), 75 ng (concentracdo média) e 125 ng (concentracdo alta).

4.4.8 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do ATA foram estimados
a partir da curva analitica média obtida no ensaio de linearidade (item 5.1.3) por
meio das equacdes estabelecidas pelo guia do ICH (2005), descritas a seguir:
_ 3DPa LQ = 10DPa

LD 5 5

Onde: LD = limite de deteccao;
LQ = Limite de quantificacao;
DPa = desvio padréao do intercepto médio das trés curvas de linearidade;

b = coeficiente angular da curva média.

4.5 Preparo das microesferas mucoadesivas
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As formulacfes foram preparadas pelo método de emulsificagdo seguida da
evaporacado do solvente, como descrito por Liu et al. (2005) com modificagdes,

dividido em duas etapas, descritas a seguir.

4.5.1 Primeira etapa: preparo da dispersdo dos polimeros (HPMC e carbopol
934) e do ATA

Inicialmente foi preparada a solucéo para dispersdo dos polimeros e do ATA.
Para tanto, foram pesados 0,214 g de Tween 80 (m/v); em seguida adicionaram-se
2,4 mL de polietilenoglicol 300 (PEG 300), 1,6 mL de dimetilacetamida (DMA) e 16
mL de agua ultrapura. A esta solucdo foram adicionados o ATA e os polimeros nas
propor¢cdes citadas na Tabela 4. A mistura permaneceu em agitacdo magnética

durante 24 horas.

Tabela 4 - Proporcéo de ATA e dos polimeros (HPMC e carbopol 934)
empregados no preparo dos diferentes lotes de microesferas contendo ATA

(F1 a F5) e respectivos brancos (FB1 a FB5).
Formulacio HPMC (mg) Carbopol 934 (mg) ATA (mg)

F1 600 - 50
FB1 600

F2 500 100 50
FB2 500 100

F3a 300 300 50
F3b 300 300 150
F3c 300 300 300
FB3 300 300

F4 100 500 50
FB4 100 500

F5 - 600 50
FB5 - 600

4.5.2 Segunda etapa: emulsificacdo seguida de evaporacao de solvente

140 mL de vaselina liquida foram adicionados a 5,25 g de span 80. A fase
aguosa foi vertida na fase oleosa (item 4.5.1), sob agitacdo a 600 rpm em agitador
Eurostar por 60 minutos. Em seguida, a emulsdo formada foi mantida em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida (70 mbar) a 80°C por 1 hora para

eliminagdo dos solventes da fase aguosa. A mistura foi entdo lavada com éter de
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petréleo e centrifugada a 10.000 g por 5 minutos para retirada da parafina e dos
tensoativos residuais. O sélido resultante foi mantido em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida (500 mbar) por 1 hora a temperatura ambiente, para retirada do
éter residual, gerando um residuo solido amorfo, de coloracdo amarelada. O
esquema de operacdes para obtencdo das microesferas mucoadesivas contendo
ATA (ME-ATA) esta sumariado na Figura 8.

As microesferas brancas foram obtidas com a mesma metodologia, porém

sem a adicao de ATA. Todos os lotes foram feitos em triplicata.

Figura 8: Esquema geral da metodologia empregada na obtencéao das

formulacdes.

1,6 mL DMA HPMC 5,25 g Span 80
2,4 mL PEG 300 Carbopol 140 mL Parafina Remocio dos solventes
16 mL dgua ATA Liquida ¢
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0,214g Tween 80 Agitar por 1h .

Lavagem com éter de petrdleo
(Remocéo da parafina)

Ne H oo

Obtencdo das microesferas

Remocédo do éter residual

4.6 Caracterizacdo quimica, fisico-quimica, térmica e morfolégica das

microesferas mucoadesivas contendo ATA (ME-ATA)

4.6.1 Avaliacado da taxa de encapsulacdo do ATA nas ME-ATA
Como o farmaco se distribui de forma n&do uniforme sobre a malha polimérica
da microesfera, foi determinado o teor encapsulado no interior e na superficie destas

como descrito a seguir.

4.6.1.1 Teor de ATA adsorvido na superficie das ME-ATA
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Foram pesados, cerca de 40 mg de microesferas obtidas em cada lote (item
4.5) e adicionados 8 mL de agua ultrapura sob agitacdo magnética, durante 15
minutos. Em seguida, as dispersfes foram transferidas quantitativamente para
baldes volumeétricos de 10 mL e o volume de cada baldo foi aferido obtendo-se as
dispersbes finais. Na sequéncia, as dispersdes foram filtradas através de
membranas de 0,45 pum a fim de recolher o ATA n&o encapsulado no material
filtrado, ou seja, o ATA adsorvido na superficie externa das microesferas. Uma
aliquota (0,25 mL) de cada uma das dispersbes filtradas foi transferida para
microtubo plastico tipo safe-lock com 1,5 mL de capacidade e o volume completado
com 0,75 mL de metanol, seguido de centrifugacdo a 8400 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para vial e uma aliquota de 10 pyL dessa solucéo foi
injetada no sistema de CLAE-DAD, empregando as condi¢cdes analiticas do método
B (item 4.4.2.2).

4.6.1.2 Teor total de ATA nas ME-ATA

O teor total (encapsulado e adsorvido) de ATA nas microesferas foi
determinado apoés ruptura das microesferas em metanol. Foram pesados cerca de 5
mg de microesferas de cada lote e adicionados 3 mL de metanol grau CLAE. A
dispersdo foi sonicada por 60 minutos e em seguida transferida para baldo
volumétrico de 5 mL. O volume foi completado com metanol e uma aliquota (1 mL)
foi transferida para microtubo plastico tipo safe-lock com 1,5 mL de capacidade e
centrifugado a 8400 g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para vial e uma
aliquota de 10 pL dessa solucédo foi injetada no sistema de CLAE-DAD, empregando

as condicdes analiticas do método B (item 4.4.2.2).

4.6.2 Caracterizagcao morfolégica

A morfologia de todos os lotes de microesferas obtidos foi avaliada quanto a
granulometria por difracdo de luz. O lote e o0 respectivo branco que apresentou
melhor desempenho quanto ao perfil de encapsulacdo foi caracterizado por

microscopia Otica e microscopia eletrénica de varredura.

4.6.2.1 Avaliacdo granulométrica e determinacédo do indice de polidisperséo
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A avaliacdo da distribuicdo granulométrica das particulas foi realizada pelo
método de difracdo de luz no equipamento LS Particle Size Analyse modelo LS 13
320 (Beckman Coulter).

Para as analises, 500 mg de microesferas de cada lote foram pesadas e
dispersas em 25 mL de &gua destilada sob agitacdo magnética constante, até
homogeneidade. Em seguida, esta dispersédo foi adicionada aos poucos na célula
contendo agua destilada até atingir o grau de turvacao requerido para analise (8-
12%). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A partir dos resultados obtidos na andlise granulométrica foi determinado o
indice de polidisperséo utilizando a seguinte equacao:

d50
Onde: d90, d10 e d50 correspondem aos percentuais de microesferas com

d90 — d10
P= ()

diametros volumétricos acima de 90%, 10% e 50% respectivamente.

4.6.2.2 Microscopia 6ptica de luz

Para confirmar a formacao de microesferas utilizando o método anteriormente
descrito, 0,04 g de microesferas foi dispersa em 3 mL de agua. Uma gota da
dispersédo foi entdo colocada em uma lamina para microscopia e coberta por uma
laminula. Em seguida adicionou-se uma gota de 6leo de imersao e examinou-se ao

microscépio optico de luz (aumento da imagem de 1.000 vezes).

4.6.2.3 Microscopia eletrénica de varredura

A avaliacdo da morfologia e tamanho das microesferas contendo ATA foi
realizada por microscopia eletrbnica de varredura utlizando equipamento Jeol
modelo JSM — 840A (Centro de Microscopia, UFMG). Cerca de 10 mg das
microesferas foi dispersa em &agua, seguida da deposi¢cdo de uma gota em placa
metalizada. Apds estar seca, a amostra foi fixada com ouro por aproximadamente 5

minutos e, em seguida, analisada por microscopia eletrbnica de varredura.

4.6.3 Caracterizacéo térmica e fisico-quimica das ME-ATA
Os lotes que apresentaram maior reprodutibilidade nos teores de ATA e maior

homogeneidade na distribuicdo granulométrica foram analisados por espectrometria
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na regido do infravermelho, por calorimetria exploratoria diferencial e também

tiveram seu potencial zeta determinado.

4.6.3.1 Espectrometria na regidao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

As andlises por FTIR foram realizadas em espectrébmetro Perkin Elmer,
modelo Spectrum one, pela técnica de reflectancia total. As amostras de ATA,
carbopol, HPMC, mistura fisica branca (mistura com proporcdes dos polimeros
HPMC e carbopol 934, conforme utilizado na elaboragdo da formulagao), mistura
fisica com ATA (mistura em proporcdes iguais entre polimeros e ATA), formulacdo
ME-ATA e formulacdo ME foram analisadas por adicdo direta da amostra no
equipamento. Os espectros foram registrados no intervalo de 4.000 a 650 cm™. As
andlises foram realizadas no laboratério de Quimica Farmacéutica do departamento
de Produtos Farmacéuticos, em colaboracdo com o professor Dr. Ricardo José

Alves, pela técnica Raquel Geralda Isidorio.

4.6.3.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Foram pesados, exatamente 5 mg de cada um dos polimeros, bem como de
ATA, da mistura fisica branca, da mistura fisica com ATA, das formulacdes ME-ATA
e ME, os quais foram adicionados em cadinhos. Estes cadinhos foram fechados de
forma semi-hermética com auxilio de compressor e disponibilizados para analise.

As andlises calorimétricas foram realizadas no equipamento da TA
Instruments, modelo DSC 2910 Modulated, no intervalo de temperatura de 25 a 220
°C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. indio foi utilizado para calibracdo
da temperatura e da entalpia e nitrogénio foi utilizado como gas de purga. Os dados
obtidos foram analisados pelo software de isotermas do proprio equipamento. As
temperaturas de transicdo foram definidas pela posicdo dos picos observados nas

curvas de DSC.

4.6.3.3 Analise termogravimétrica (TG)
As curvas termogravimétricas foram obtidas em uma termobalanga Shimadzu
modelo TGAS50H, com fluxo de nitrogénio de 10 mL/min e programacdo de

aguecimento de 25 a 600 °C, com razao de aquecimento de 10 °C/min. As analises
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foram realizadas no Laborat6rio de Analise Termogravimétrica do Departamento de
Quimica da UFMG, em colaboragdo com a Profa. Dra. Maria Irene Yoshida.

4.6.3.4 Potencial zeta

As determinagbes de potencial zeta foram realizadas em equipamento
Zetasizer 3000Hs da Malven Instruments.

Para as andlises, pesou-se cerca de 10 mg de microesferas brancas e das
formulacdes F3a, b e c (tabela 4 do item 4.5.1), seguido da adicdo de 10 mL de agua
ultrapura e dispersdo em agitador magnético até a formagdo de uma suspenséo
homogénea de microparticulas. Em seguida, foi retirada uma aliquota (1 mL) da
suspensao e adicionados 9 mL de agua ultrapura sob agitacdo magnética, obtendo-
se dispersdes de microesferas diluidas 1000 vezes em agua ultrapura. As analises

foram realizadas em triplicata.

4.7 Sintese e caracterizacdo de ésteres do acido trans-aconitico

4.7.1 Esterificacdo do &cido trans-aconitico (ATA)

As reacdes foram realizadas de acordo com o método descrito por Piang-
Siong (2012), visando obter produtos de cadeia alquilica curta e média mono, di e
triesterificados do ATA com etanol (EtOH), n-butanol (BuOH) e n-octanol (OcOH),

como representado na Figura 9.

Figura 9 - Esquema de reacao para obtencao dos ésteres do ATA.

Hooc/\[COOR ROOCA\[COOH
COOH COOR
Hooc/QQT:COOH H,SO,, ROH HOOC/Q\I:COOH Rooc/QQT:COOR Rooc/Q§T:COOR
2
COOH A COOR COOH COOR
Rooc/§jiCOOH Hooc/kjiCOOR
COOH COOR

R = -CH,CHs ou
-CH> (CH2).CH3 ou
-CH2(CH2)sCH3

Nota: Condi¢des reacionais: 9h, 100°C, 2,7% H,SO,,
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Inicialmente foram reproduzidas as condi¢des reacionais relatadas por Piang-
Siong (2012); na sequéncia, a temperatura e tempo de reagao foram otimizados.

Procedeu-se a andlise da cinética da reacéo, descrita nos itens 4.7.2 e 4.7.4.

4.7.2 Avaliacao da cinética das reacdes de esterificacao

Para a avaliacdo da cinética das reacdes, foram pesados 100 mg de ATA, os
quais foram transferidos para baléo tritubulado contendo 10 mL do alcool empregado
na esterificacdo (EtOH, BUuOH ou OcOH). A mistura reacional foi aquecida a 75 °C
seguida da adicdo de 2,7% v/v de H,SO,. Retiraram-se aliquotas de 50 pL em
intervalos regulares de 15 minutos e no ponto zero da reagédo. O volume aliquotado
foi completado com 950 pL de acetonitrila grau CLAE, sonicado por 10 minutos,
centrifugado em 8400 g e o sobrenadante foi transferido para vial. Uma aliquota
dessa solugéo (10 pL) foi injetada no sistema de CLAE-DAD, procedendo-se a
eluicdo com gradiente exploratério (item 4.4.2.2) para os derivados octilicos, e com
as condicdes do método A (item 4.4.2.2) para os derivados etilicos e butilicos.

Cada amostra coletada para o estudo de cinética foi analisada por CLAE-DAD
e cromatografia em camada delgada (CCD) de silica gel. A quantificacdo dos
derivados sintetizados foi realizada pela area dos picos referentes a cada classe de
éster (mono, di e triéster) no cromatograma. Para as analises por CCD estabeleceu-
se uma fase movel para visualizar as trés classes de ésteres sintetizados com
resolucdo adequada, constituida por n-hexano/acetato de etila (7:3), seguido da
adicdo gradativa de 1 mL de acido férmico sob agitagdo manual. Usou-se como
revelador luz UV em 254 nm e, como fase estacionaria, silica gel 60G Fs4 (indicador

de fluorescéncia).

4.7.3 Determinagéo in silico do LogP
O coeficiente de particdo, expresso como Log P, foi calculado pelo software
ChemBioDraw Ultra® (Cambridge, Reino Unido).

4.7.4 Avaliacao do efeito da temperatura sobre as reacdes de esterificacao

A fim de avaliar o efeito da temperatura na formagcéo dos ésteres, partiu-se
das condi¢cbes reacionais descritas no item 4.7.1. Utilizou-se inicialmente a
temperatura de 75°C, sendo entdo avaliada uma faixa ampla de temperaturas, de

65°C a 95°C, em intervalos de 10°C. Para cada temperatura avaliada, apos 120
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minutos retirou-se uma aliquota de 50 pL e completou-se o volume para 1000 uL
com acetonitrila grau CLAE. As amostras foram sonicadas, centrifugadas a 8400 g e
transferidas para vial. Injetaram-se de 10 pL do sobrenadante no sistema de CLAE-
DAD, procedendo-se a eluicdo com gradiente exploratorio para os derivados

octilicos, e 0 método A para os derivados etilicos e butilicos (item 4.4.2.2).

4.7.5 Purificacdo dos compostos sintetizados

A purificacdo dos compostos obtidos foi realizada visando isolar os produtos
puros (triésteres) ou mistura de produtos da mesma classe (mono e diésteres) com
reprodutibilidade e menor gasto de solvente. Piang-Siong et al. (2012) descrevem a
elaboracdo da reacdo por meio da adicdo de 20 mL de acetato de etila, seguido de
particdo com agua e eliminacdo dos solventes presentes na fase organica, a
reproducdo deste tipo de elaboracdo no presente trabalho gerou a formacao de
emulsdo, impossibilitando a separacdo das fases e purificacdo dos produtos,
portanto as condi¢cdes de elaboracéo foram otimizadas como descrito a seguir.

Para o empacotamento da coluna pesaram-se 25 g de silica gel 60 (200-400
mesh) que foi vertida em coluna de vidro com diametro de 2,5 cm. Ao final de cada
reacdo, o meio reacional foi vertido em béquer contendo cerca de 1,5 g de silica gel
60 (200-400 mesh), seguida de homogeneizacdo e secagem com auxilio de
soprador térmico serigrafico até obtencdo de um pé seco e homogéneo. Na
sequéncia, este po6 foi depositado no topo da coluna e sobre ele foi colocada uma
fina camada de algodédo. O gradiente utilizado para obtencdo das diferentes classes

de ésteres esta descrito na tabela 5.

Tabela 5 - Série eluotrépica utilizada para separacdo das diferentes classes de

ésteres sintetizados em coluna aberta de silica gel.

Proporcéo dos solventes (%) Volume (mL)
Hexano EtOACc MeOH
100 0 0 20
70 30 0 100
30 70 0 100
70 30 100

0 100 100
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Em cada coluna realizada foram coletadas 42 fragdes com volume de 10 mL
em frascos tarados. A massa dos produtos e o rendimento da reagdo foram

determinados e estdo descritos no item 5.4.3.

4.7.6 Caracterizagdo dos ésteres sintetizados

Todos os ésteres foram caracterizados por CCD, CLAE-DAD, espectrometria
no ultravioleta (UV), espectroscopia no infravermelho (IV) em aparelho de
reflectancia total atenuada com transformada de Fourrier (ATR-FTIR) em
espectropetro Perkin Elmer (USA) modelo Spectrum One, 0s espectros foram
obtidos na faixa de 4000 a 600 cm™, e cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos com interface para espectrometro de
massas (UPLC-DAD-MS/MS). No caso dos triésteres, isolados com pureza
adequada, eles também foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e de 'C, empregando técnicas mono e bidimensionais. As
caracterizacdes por CCD e CLAE-DAD foram realizadas conforme descrito no item
4.4.2.2.

4.7.6.1 Caracterizacado dos ésteres por UPLC-ESI-MS

A caracterizacdo quimica das misturas de ésteres foi realizada empregando-
se sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) (Waters) acoplado a
detector DAD e em interface com espectrémetro de massas triplo quadrupolo (TQD)
com ionizagdo por electrospray (Waters Micromass). Para a andlise das misturas
empregou-se uma coluna de fase reversa (Acquity UPLC BEH C-18, Waters; 50 x
2,1 mm d.i. 1,7 um) em combina¢do com uma pré-coluna (Acquity UPLC BEH C18
VanGuard pre-column, Waters; 2,1 x 5 mm d.i. 1,7 um), procedendo-se a elui¢édo
com gradiente de agua (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1 % v/v de
acido formico: 5 a 95% B em 12 min; 95 a 5% B em 1 min, seguindo-se de 2 min de
eluicdo isocratica. Empregou-se fluxo de 0,3 mL/min e temperatura da coluna de 40
°C. O volume de injecéo foi de 3 puL, sendo as amostras analisadas na concentragao
de 1 mg/mL em ACN, apos filtragéo em filtro de 0,22 pm.

Para a fonte de ionizacdo por electrospray (ESI), nos modos negativo e
positivo, as seguintes condi¢coes foram empregadas: temperatura da fonte de 120 °C
e temperatura de dessolvatacdo de 300 °C. O intervalo de massas avaliado foi da

relacédo carga / massa (m/z) de 80 a 600.
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As condi¢bes de voltagem do cone e voltagem do capilar foram otimizadas,
variando-se a voltagem do cone de 20 a 70 V, avaliando-se em intervalos de 10V, e
a voltagem de capilar entre 3, 3,5 e 4 kV. A otimizacdo das condi¢cBes de analise foi

realizada com os ésteres octilicos.

4.7.6.2 Analises por RMN

A caracterizacdo estrutural da mistura de diésteres e dos triésteres etilicos,
butilicos e octilicos foi realizada a partir de analises dos espectros de RMN de H
(400 MHz) e de **C (100 MHz) e subespectros DEPT-135 (100 MHz), bem como dos
experimentos bidimensionais COSY, HSQC, HMQC e HMBC. As analises foram
realizadas no Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, em equipamento Bruker
Avance DRX400, a 25 °C, utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. Utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCl3) para solubilizagcdo das amostras.
As andlises foram realizadas pelo Prof. Dr. Jose Dias de Souza Filho e pela técnica

Raquel Geralda Isidorio.

Mistura isomérica de monoésteres etilicos do &cido trans-aconitico

Liquido; amarelo claro; F.M.; CgH100¢ € rendimento de 12,2 %.

IV: Vmax 3489, 2987, 1721, 1651, 1394, 1206, 1108, 1065, 1011, 918, 789 cm™.
LC-MS (m/z): 203.20 [M+H]"; 225.28 [M+Na]*, 201.15 [M-H].

MS/MS (m/z), modo positivo: 156,45, 138,88, 111,04; modo negativo: 197,38,
155,68, 110,85, 87,19.

Misturaisomérica de diésteres etilicos do acido trans-aconitico

Liquido; amarelo claro; F.M.; CgH100¢ € rendimento de 43,0 %.

IV: vmax 2985, 1714, 1651, 1467, 1447, 1393, 1370, 1322, 1258, 1176, 1094, 1025,
967, 909, 862, 785 cm™.

LC-MS (m/z): 231,20 [M+H]"; 253,54 [M+Na]*, 229,10 [M-H].

MS/MS (m/z), modo positivo: 185,01, 139,11, 110,98; modo negativo: 183,14,
139,01, 111,10.

Triéster etilico do acido trans-aconitico (1-propeno-1,2,3- acido tricarboxilico,
éster trietilico)

Liquido; amarelo claro; F.M.; C1,H1506 € rendimento de 32,2,0 %.
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IV vmax 2983, 1716, 1654, 1466, 1447, 1368, 1321 1272, 1160, 1093, 1028, 972, 908,
861, 783 cm™.

RMN 1H (CDCls, 400 MHz): & 1,17 (3H, t, J 7,12, CH3), 1,23 (3H, t. J 7,08, CHs), 1,24
(3H, t. J 7,16, CH3), 3,87 (2H, s, CHy), 4,06 (2H, q, J 7,12, CH>), 4,15 (2H, q, J 7,16,
CHy), 4,19 (2H, q, J 7,08, CHy), 6,86 (1H, s, CH) ppm.

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz): & 14,15 (1C, CHj3), 14,23 (1C, CHg3), 14,9 (1C, CHy),
33,94 (1C, CHy), 61,07 (1C, CHy), 61,11 (1C, CH,), 61,98 (1C, CHy), 129,22 (1C,
CH), 140,14 (1C), 165,45 (1C), 166,12 (1C), 169,99 (1C) ppm.

LC-MS (m/z): 259,21 [M+H]", 281,20 [M+Na]", 257,15 [M-H]J..

MS/MS (m/z), modo positivo: 213,28, 185,19, 167,10, 157,03, 138,94, 110,91; modo
negativo: 211,36, 110,91.

Mistura isomérica de monoésteres n-butilicos do &cido trans-aconitico

Liquido; amarelo claro; F.M.; C1oH1406 € rendimento de 8,9%.

IV: vmax 3480, 2961, 2875, 1698, 1651, 1463, 1393, 1323, 1261, 1175, 1097, 1060,
1019, 952, 911, 833, 790 cm™.

LC-MS (m/z): 231,10 [M+H]", 253,19 [M+Na]", 229,15 [M-H]J..

MS/MS (m/z), modo positivo: 157,03, 139,01, 110,98; modo negativo: 182,56;
110,91.

Misturaisomérica de diésteres n-butilicos do acido trans-aconitico

Liquido; amarelo claro; F.M.; C14H2,06 € rendimento de 8,1%.

IV: vmax 2961, 2936, 2875, 1717, 1651, 1464, 1388, 1231, 1260, 1170, 1093, 1060,
1020, 959, 909, 788, 738 cm™.

LC-MS (m/z): 287,18 [M+H]", 309,30 [M+Na]", 285,15 [M-H].

MS/MS (m/z), modo positivo: 156,97, 139,01, 111,04; modo negativo: 211,10,
166,91, 139,01.

Triéster n-butilico do &cido trans-aconitico (1-propeno-1,2,3- acido
tricarboxilico, éster tributilico)

Liquido; amarelo claro; F.M.; C14H2,0¢ € rendimento de 20,7%.

IV: vmax 2960, 2935, 2875, 1718, 1652, 1465, 1412, 1385, 1320, 1274, 1164, 1092,
1061, 1021, 964, 908, 841, 786, 738 cm™.
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RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 0,91 (9H, m, 3CH3), 1,36 (6H, m, 3CH,), 1,60 (6H,
m, 3CHy), 3,92 (2H, s, CHy), 4,14 (2H, t, J 6,6, CH>), 4,18 (2H, t, J 6,6 CH,), 6,89
(1H, CH) ppm.

RMN de 3C (CDClI3, 100 MHz): 6 13,58 (3C, CH3), 18,99 (2C, CHy), 19,05 (1C, CHy),
30,47 (1C, CHy), 30,54 (2C, CHy), 33,10 (1C, CHy), 64,81 (1C, CHy), 64,85 (1C,
CHy), 65,67 (1C, CH,), 129,00 (1C, CH), 165,39 (1C), 166,02 (1C), 169,82 (1C) ppm,
LC-MS (m/z): 343,45 [M+H]", 365,30 [M+Na]", 381,24 [M+K]", 341,25 [M-H].

MS/MS (m/z), modo positivo: 156,07, 138,94; modo negativo: 287,03, 211,04,
139,13.

Misturaisomérica de monoésteres n-octilicos do acido trans-aconitico

Liquido; amarelo claro; F.M.; C14H2,0¢ € rendimento de 37,7%.

IV: vmax 3213, 2954, 2922, 2854, 1698, 1655, 1464, 1427, 1386, 1321, 1272, 1180,
1095, 1051, 960, 903, 830, 800, 715 cm™.

LC-MS (m/z): 287,24 [M+H]"; 309,24 [M+Na]", 285,19 [M-H].

MS/MS (m/z), modo positivo: 156,77, 139,13, 110,72; modo negativo: 110,91.

Mistura isomérica de diésteres n-octilicos do &cido trans-aconitico

Liquido; amarelo claro; F.M.; C2,H3506 € rendimento de 11,1%.

IV: vmax 2955, 2925, 2856, 1721, 1652, 1466, 1388, 1321, 1270, 1168, 1094, 1009,
909, 837, 789, 722 cm™.

LC-MS (m/z): 399,30 [M+H]", 421,36 [M+Na]", 397,31 [M-H]J.

MS/MS (m/z), modo positivo: 156,97, 128,94, 113,09; modo negativo: 267,03,
223,10, 195,07, 179,03.

Triéster n-octilico do &cido trans-aconitico (1-propeno- 1,2,3- acido
tricarboxilico, éster trioctilico)

Liquido; amarelo claro; F.M.; C,,H330¢ € rendimento de 22,9%.

IV: vmax 2955, 29225, 2956, 1740, 1720, 1652, 1466, 1379, 1320, 1272, 1164, 1094,
1012, 909, 788, 723 cm™,

RMN de H (CDCls, 400 MHz): & 0,81 (9H, m, 3CHs), 1,21 (30H, m 15CH,), 1,53 (2H,
m, CHy), 1,59 (4H, m, 2CH,), 3,99 (2H, t, J 7,6, CH,), 4,08 (2H, m, CHy), 4,12 (4H, m,
2CHy), 6,85 (H, s, CH) ppm.
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RMN de 13C (CDCI3, 100 MHz): & 14,12 (3C, 3CHj3), 22,72 (3C, CH,), 25,95 (2C,
CHy), 26,00 (3C, CH,), 28,61 (2C, CHy,), 29,26 (1C, CH,), 29,29 (1C, CH,), 29,31
(2C, CH,), 31,88 (4C, CH,), 33,24 (1C, CH,), 65,22 (1C, CH,), 65,26 (1C, CH,),
66,10 (1C), 129,11 (1C, CH), 140,18 (1C), 165,49 (1C), 166,21 (1C), 169, 91 (1C)
ppm.

LC-MS (m/z): 511,61 [M+H]", 533,48 [M+Na]*, 550,41 [M+K]*, 509,50 [M-H]".

MS/MS (m/z), modo positivo: 268,57, 156,97, 139,07, 112,96; modo negativo:
276,72, 266,97.

4.8 Avaliacdo da atividade antiartritica in vivo

Os ensaios foram realizados sob supervisdo do Prof. Mauro Martins Teixeira e
do Prof. Flavio Almeida Amaral, no Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG. Os ensaios foram executados com auxilio da
Dra. Nathalia Vieira Batista, da doutoranda Daiane Boff e da mestranda Vivian

Louise do Laboratdrio de Imunofarmacologia, ICB, UFMG.

4.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss e C57BL/6 com
idade entre 6 e 9 semanas, obtidos, respectivamente, do Biotério da Faculdade de
Farmécia e do Biotério Central da UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratério de Imunofarmacologia, ICB. Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG
(protocolo 83/2015).

4.8.2 Modelo experimental de artrite aguda induzida por LPS

Foi instituido jejum de 4 horas antes do tratamento e agua foi fornecida ad
libitum. O tratamento foi realizado por gavagem com administracdo do ATA nas
doses de 3, 10 e 30 mg/kg dissolvidos em salina. Ap6s 1 h, os camundongos Swiss
foram anestesiados por via inalatoria com isofurano e tiveram a regido da articulacéo
fémur-tibial depilada. Na sequéncia, foram injetados 10 pL de uma solugédo de LPS
diluido em tampéo fosfato salina (PBS) (100 ng/cavidade). Os animais do grupo
controle receberam 10 uL de PBS. Seis animais por grupo constituiram a unidade
amostral (HENRIQUES et al., 2016). A eutanasia e as andlises ocorreram 12 horas

apos administracdo do estimulo inflamatério. Fosfato dissédico de dexametasona foi
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empregado como controle positivo na dose de 10 mg/kg, administrado por gavagem,
dissolvido em salina.

Como os ésteres sintetizados apresentam polaridades variadas, foi avaliada a
interferéncia do uso de solucdo salina de carboximetilcelulose (CMC) a 0,5% como
veiculo. Os ensaios foram realizados com o ATA.

O ATA, a formulagéo de microesferas mucoadesivas com maior teor de ATA,
e 0s ésteres sintetizados foram avaliados inicialmente na concentracdo de 173
pmol/kg (equivalente a 30 mg/kg de ATA). Foi avaliada a cinética da atividade do
ATA administrado de forma isolada e do ATA encapsulado nas microesferas no
intervalo de 1 a 48 horas de pré-tratamento. Os ésteres mais ativos foram avaliados

quanto ao comportamento dose/resposta no intervalo de 0,0173 a 173 pmol/kg.

4.8.3 Modelo experimental de artrite aguda induzida por antigeno (AlA)

Os camundongos C57BL/6 foram imunizados pela inje¢&do intradérmica (i.d.)
de uma emulsdo contendo 100 pL de volumes iguais de PBS e adjuvante completo
de Freund (CFA; Sigma-Aldrich), na qual foram dissolvidos 500 ug de albumina
bovina metilada (MBSA; Sigma-Aldrich). Os experimentos foram realizados 14 dias
apos a imunizacdo com CFA/mBSA.

Inicialmente o ATA foi avaliado nas doses de 30, 90 e 270 mg/kg, dissolvidos
em salina e administrados por gavagem, 1 hora antes do desafio. Os animais foram
tratados e, apés 1 h, foram desafiados através da injecao intra-articular (articulagéo
fémur-tibial) de mBSA (10 pg/cavidade). Visando otimizar o modelo, foi instituido
jejum de 4 horas, com fornecimento de agua ad libitum antes do tratamento. Para
tanto, ATA foi administrado por gavagem nas doses de 3, 30, 90 e 270 mg/kg, a fim
de selecionar a dose ideal de trabalho. Os animais foram eutanasiados 24 h apés o
desafio.

Seis animais por grupo constituiram a unidade amostral; os grupos controle
positivo e negativo nao foram tratados, o grupo negativo foi desafiado com solugéo
de PBS, outro grupo controle foi tratado com dexametasona (10 mg/kg) (COELHO et
al., 2008).

4.8.4 Modelo experimental de artrite cronica induzida por antigeno (AlA)
AlA crbnica foi induzida conforme descrito por Wengner et al.,, 2007. Os

camundongos C57BL/6 foram imunizados com injecdo s.c. de uma emulséo
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contendo 50 pL de volumes iguais de PBS e adjuvante completo de Freund, na qual
foram dissolvidos 100 ug de albumina bovina metilada e suplementado com uma
suspensao de Micobacterium tuberculosis inativado por aquecimento (4 mg/mL) da
linhagem H37RA (Difco, Detroit, MI). ApOs sete dias, 0s animais foram
adicionalmente imunizados com mBSA dissolvido em adjuvante incompleto de
Freund (IFA; Sigma-Aldrich). Foi injetado 200 ng de toxina de Bordetella pertussis
(Calbiochem) por via intraperitoneal (i.p.) paralelamente a cada imunizacdo. O
primeiro desafio com o antigeno ocorreu 15 dias ap0s a segunda imunizagao pela
inje¢do de 100 yg de mBSA dissolvidos em 20 pL de PBS na cavidade fémur-tibial
de cada animal. Apds 30 dias os animais foram novamente desafiados pela injecao
de 100 pg de mBSA dissolvidos em 20 pyL de PBS na cavidade fémur-tibial.

Os animais foram tratados per os 1 hora antes do segundo desafio e uma vez
ao dia com ATA (173 uM/Kg), mistura de diésteres octilicos (DiO; 17,3 e 1,73
MM/Kg). Os animais foram eutanasiados sete dias apds o desafio. Dez animais por
grupo constituiram a unidade amostral; os grupos controle positivo e negativo foram
tratados com o veiculo (Salina ou CMC 0,5%), o grupo controle negativo foi
desafiado com solucdo de PBS, outro grupo controle foi tratado com dexametasona
(10 mg/kg).

4.8.5 Contagem total e diferencial de células

Para avaliacdo da migracéo celular, os animais foram sacrificados em camara
de CO; 12 horas (modelo de inflamacéo induzida por LPS) ou 24 horas (modelo AlA)
ap6s administracdo do estimulo inflamatério e a cavidade articular (tibio-femural) foi
exposta. Aliguotas de 20 pL do lavado articular foram diluidas em 20 pL de liquido
de Turk. A contagem total dos leucécitos foi realizada em camara de Neubauer, com
0 auxilio de microscopio éptico (aumento de 100x) e contador manual. As laminas
para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacdo no aparelho
Citospin (Shandon Lipshaw Inc.) onde foram colocados 50 pL de albumina bovina
sérica (BSA) a 3% e 80 pL do lavado articular. Em seguida, as laminas foram
centrifugadas a 400 rpm por 5 minutos e secas a temperatura ambiente. As laminas
secas foram coradas segundo a técnica de May-Grumwald e Giemsa. As células
foram examinadas em microscopio Optico através da objetiva de imersdo em 0leo

(aumento de 1.000x), usando os critérios morfoldégicos padrbes para diferenciar os
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tipos celulares. Os resultados foram expressos como numero de células

polimorfonucleares e mononucleares x 10%/ cavidade articular.

4.8.6 Analise histopatoldgica

A regido da articulagdo fémur-tibial foi removida cirurgicamente e dissecada
mantendo-se o involucro muscular. Os espécimes obtidos foram fixados em solugéo
de formalina (10% paraformaldeido a 37%, 0,65% Na,HPO,, pH 7,2) durante 24
horas. As amostras foram lavadas em agua corrente e desmineralizadas em solucéo
de EDTA a 10% pH 7,2, a temperatura ambiente, por um periodo de trés semanas.
Em seguida, as pecas foram novamente lavadas em agua corrente, desidratadas em
banhos de &lcool (70%, 80%, 90% e alcool absoluto), diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. O material foi seccionado em micrétomo obtendo-se cortes
consecutivos de 5 um, os quais foram corados pela técnica da Hematoxilina &
Eosina e entdo analisados em microscépio éptico. O score histolégico foi avaliado
segundo Queiroz-Junior et al. (2011). Foram avaliados os seguintes parametros:
infiltrado leucocitario (score de 0-4 onde 0: auséncia de infiltrado leucocitario; 1:
inflamacédo leve (1-10%); 2: inflamacdo moderada (10-25%); 3: inflamacédo intensa
(25-50%) e 4: inflamacdo severa (acima de 50%); Integridade do tecido sinovial
score de 0-3 onde 0: sem alteragdes; 1: hiperplasia focal; 2: hiperplasia extensa (30-
50%); e 3: hiperplasia generalizada (acima de 50%); e reabsorcao 0ssea (score de
0-2 onde 0: sem alteracBes; 1: escassas lacunas de reabsorcdo e 2. perda
Ossealcartilaginosa significativa). Estes parametros foram quantificados em um score
total de 8.

4.8.7 Determinacdao de citocinas e quimiocinas por ELISA

Os niveis de citocinas e quimiocinas foram quantificados por ensaio de ELISA
(COELHO et al., 2008), 12 h (modelo de inflamacé&o induzida por LPS), 24 h (modelo
AIA agudo) e 7 dias (modelo de AIA cronico) ap0s administragdo do estimulo
inflamatorio. Apés o sacrificio dos animais, foi retirada a regido periarticular do joelho
do membro inferior estimulado. O tecido coletado foi pesado e em seguida
homogeneizado em solucdo de extracao de citocinas, constituida por PBS contendo
antiproteases (0,1 mM PMSF, 0,1 nM benzetonium cloridrico, 10 mM EDTA e 20 KI
aprotinina A) e 0,05% Tween 20, sendo o volume dessa solucao ajustado de acordo

com a massa do tecido (1 mL para cada 100 mg de tecido). Em seguida, as
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amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 8400 g e o sobrenadante utilizado
para o ensaio de TNF-a e CXCL-1, sendo esse sobrenadante diluido na propor¢éo
de 1:3 em solucdo de PBS/BSA a 1%. Todos os procedimentos do ensaio de ELISA
foram realizados segundo instru¢des do fabricante dos kits (R&D System), sendo a
deteccao realizada em leitor de microplacas (item 4.7.5.1) no comprimento de onda
de 492 nm.

4.8.8 Protocolo de ELISA para ensaios in vivo

Os kits de ELISA utilizados para determinagéo de TNF-a e IL-1 humanos e
TNF-a e CXCL-1 de camundongos foram obtidos da R&D Systems (DY210 DuoSet,
DY201 DuoSet, DY410 DuoSet e DY453 DuoSet, respectivamente) e o0s
procedimentos adotados foram realizados conforme as orientacdes do fabricante.
Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 100 pL/po¢o de uma solucdo de
anticorpo de captura (anticorpo de cabra anti-TNF-a de camundongos ou anticorpo
de rato anti-CXCL1 de camundongos), na concentragcdo de 5,5 ug/mL, 0,8 ug/mL,
1,0 yg/mL e 2,0 yg/mL em PBS, respectivamente. Essa solugdo permaneceu em
contato com a placa overnight, a 4 °C. Posteriormente, as placas foram lavadas (3
vezes) com tampdo de lavagem (PBS/Tween 0,1%) em um lavador de placas
automatico. Logo apéds, foram adicionados 200 pL/pogo da solugdo de bloqueio
contendo 1% de albumina de soro bovino em PBS. O tempo de bloqueio foi de 2
horas. Em seguida, o padrdo de TNF-a de camundongo (2000 a 31,25 pg/mL) ou de
CXCL1 (1000 a 15,625 pg/mL) e as amostras (100 yl do sobrenadante/ pogo) foram
adicionados a placa. Apés 18 horas de incubacéo a 4 °C, as placas foram lavadas e
100 pL de solucédo de anticorpo de deteccao biotinilado (anticorpo de cabra anti-
TNF-a e anti-CXCL1 de camundongo na concentracdo de 200 ng/mL) foram
adicionados as mesmas e incubadas por 1 hora. Transcorrido este periodo e ap6s
lavagem, adicionou-se a placa 100 yL de uma solugdo contendo estreptavidina
ligada a peroxidase (R&D system). Apds 20 a 30 min, a placa foi novamente lavada
e 100 pL de tampédo citrato contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma), na
concentracédo de 0,4 mg/mL e 0,2 pL/mL de peroxido de hidrogénio (Merck) foi
adicionado. Apds 30 min, a reagao foi interrompida pela adicdo de 50 pL de acido
cloridrico 1 mol/L. O produto de oxidagdo do OPD foi detectado por colorimetria, em

um leitor de placas de ELISA, no comprimento de onda de 490 nm.
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4.8.9 Determinacgéo da atividade de mieloperoxidase

O tecido residual (pellet) de cada réplica dos tratamentos foi coletado no
intervalo de 12 horas (modelo de inflamacgéo induzido por LPS) ou 24 horas (modelo
AlA) apés administracdo do estimulo inflamatério, sendo utilizado para a
quantificacdo do infiltrado de neutrdéfilos. Para avaliar o acimulo de neutrdfilos foi
utilizada a quantificacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) (SOUZA et al.,
2000). Brevemente, o pellet foi ressuspendido em solucdo de EDTA a 5% preparada
em salina e submetido a homogeneizacéo e centrifugacao (8400 g, 10 minutos). O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 1,5 mL de solucédo aquosa
de NaCl a 0,2 % gelada e 1,5 mL de solucdo aquosa gelada de NaCl a 1,6%
contendo 5% de glicose para cada 100 mg de tecido. Foi realizada nova
centrifugacéo (8400 g, 10 minutos). Novamente, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em tampdo fosfato com brometo de hexa-1,6-bis-
deciltrimetilamoénio (HTAB, Sigma) a 5%, seguido de homogeneizagdo por 30
segundos. Para a lise celular, as amostras foram congeladas e descongeladas
seguidamente (3 vezes) em nitrogénio liquido, submetidas novamente a
centrifugagéo (8400 g, 15 minutos) e os sobrenadantes coletados para 0 ensaio de
MPO. Para a determinacdo da atividade da MPO, as amostras foram adicionadas a
placa (25 ul/pogo), seguido da adi¢cao de tetrametilbenzidina (TMB; 25 ul/pogo) 1,6
mM e incubadas a 37 °C por 5 minutos. Em seguida, foi adicionada solucéo de H,0,
a 0,002% (100 ul/poco) e a reacgao foi interrompida pela adi¢do de acido sulfurico 1
M (50 uL/pogo). A atividade da MPO das amostras foi determinada por colorimetria
em leitor de ELISA, em 450 nm. Os resultados foram expressos como numero total
de neutrofilos (Unidades Relativas) a partir da comparacao da densidade 6ptica do
sobrenadante do tecido com neutréfilos do pulméo de camundongos processados da
mesma maneira (COELHO et al., 2008).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo do método analitico para quantificacdo de ATA por CLAE-DAD

5.1.1 Desenvolvimento do método analitico

Inicialmente foi realizada uma corrida exploratoria a fim de verificar o perfil de

eluicdo do acido trans-aconitico (ATA), seguindo-se alteracbes nas condi¢bes de
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eluicdo para reduzir o tempo de andlise (métodos B e C), conforme descrito no item
4.4.2.2. Os cromatogramas obtidos para cada método estdo apresentados na figura
10 a, b e c, respectivamente.

O tempo de retencédo do ATA no perfil exploratorio foi de 4,47 minutos. Devido
sua rapida eluicdo, o método foi modificado a fim de reduzir o tempo de corrida e
consumo de solvente, resultando no Método A. Nessas condi¢des, o ATA eluiu em
2,48 minutos, um TR pequeno comparado ao tempo total da corrida (45 minutos). A
fim de reduzir este tempo, foi desenvolvido o método B, no qual o ATA apresentou
tempo de retengdo de 2,33 minutos e a corrida cromatografica teve duracdo de 13
minutos.

Figura 10 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para a andlise de solucao
de referéncia de ATA utilizando o perfil exploratério (a), método A (b) e método
B (c), e respectivos espectros no UV registrados no DAD. Condigdes

cromatograficas: vide parte experimental, item 4.4.2.2.
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O método B foi definido como método de escolha para validagédo e posterior
qguantificacdo do ATA nas formulacfes, uma vez que este permite a analise do ATA
em menor tempo levando a consideravel reducdo de consumo de solvente e uso de

equipamento comparado aos outros métodos.

5.1.2 Seletividade

Este parametro avalia a capacidade do método em quantificar o analito de
interesse na presenca de interferentes da matriz (BRASIL, 2003). A avaliacdo deste
parametro foi realizada pela comparagdo entre o cromatograma da formulacéo e
respectivo branco, bem como pela avaliacdo da pureza espectral do pico do ATA.

As Figuras 11 A e B apresentam 0s cromatogramas e 0S espectros no

ultravioleta obtidos para a formulacdo ME-ATA F3c e seu respectivo branco.

Figura 11 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para a formulacéao F3c (A) e
a formulacédo branca (B) utilizando o método B e respectivos espectros no UV
registrados no DAD. Picos: 1, ATA; 2, DMA. Condicdes cromatograficas: vide

parte experimental, item 4.4.2.2
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Observa-se, no cromatograma da formulacdo (Figura 11A), que o ATA
apresenta TR de 2,3 minutos e maximo de absor¢cdo no UV em 214 nm, resultado
semelhante ao obtido para a substancia de referéncia (Figura 10A), além de outro
pico com TR de 3,08 minutos. Este pico esta presente no cromatograma do branco
da formulacdo (Figura 11B), indicando que este se refere a algum componente da
formulacao.

A fim de Identificar qual componente da formulacdo apresenta tempo de
retencdo e absor¢cdo no UV correspondente ao interferente encontrado, todos os
constituintes foram analisados por CLAE-DAD. Somente a dimetialacetamida (DMA)
(18) produziu pico cromatografico com absorcdo detectavel e TR idéntico ao

observado na formulagao (Figura 12).

M en,
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Figura 12 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD para dimetilacetamida (DMA)
e respectivo espectro no UV registrado no DAD. Condi¢cdes cromatograficas:

vide parte experimental, item 4.4.2.2
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Pelo exposto, o método B possibilitou a separacdo do ATA dos demais
constituintes da matriz, em especial a DMA. Para verificar a seletividade do método
cromatografico, foi avaliada a pureza espectral do pico correspondente ao ATA por
sobreposicao dos espectros no UV extraidos em 5 regides distintas do pico (Figura
13). A sobreposicdo dos espectros indicou 0 mesmo Anhax de absorcdo, sugerindo

que ndo h& co-eluicdo de outra substancia com o ATA.

Figura 13 - Sobreposicao de espectros de UV extraidos em cinco regides

distintas do pico referente ao ATA na formulagdo ME-ATA.
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Em conjunto, os resultados de avaliacdo da seletividade e especificidade

mostram que método é seletivo.

5.1.3 Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade do método, foram construidas curvas
analiticas para o ATA com 6 concentracdes distintas, em dois dias diferentes (item
4.4.2.2). A tabela 6 apresenta os dados referentes a faixa de trabalho, massa

injetada, area média e DPR% das areas dos picos.

Tabela 6 - Massas injetadas, areas de pico e DPR das areas, empregados para
construcédo das curvas analiticas do ATA em dois dias de analise.

Volume de Massa Faixa de Dia 1 Dia 2
injecéo injetada trabalho Area média+ DPR%  Area média + DPR%

(ML) (ng) (%)

2,5 25 25 78667,34 + 0,84 78914 £ 1,15
5 50 50 162670,0 £ 1,35 16423 £ 0,96

7,5 75 75 250265,7 £ 0,44 249398,3 + 1,98
10 100 100 342108,3 + 0,18 340238 £ 0,81

12,5 125 125 443763,3 £ 0,07 427409 + 0,33

15 150 150 516820,3 + 0,77 514869 *+ 0,59
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Os dados obtidos foram submetidos & andlise de regresséo linear e as curvas
analiticas obtidas estao dispostas na figura 14 e na tabela 7.

Figura 14 - Curvas analiticas obtidas para o ATA em dias distintos. A equacao

da figura se refere a curva média dos dois dias.
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Nota: Andlises realizadas em triplicata

Tabela 7 - Dados de regresséo linear para o ATA em dois dias consecutivos.

Parametros estatisticos Dia 1 Dia 2 Curva média

Faixa linear (ng) 25-150 25— 150 25— 150

Coeficiente de determinagéo R?

0,999 0,998 0,999

DPR % 0,81 0, 67 0,74
Inclinacao 3497 3557 3534
Intercepto 10170 13540 11855

Nota: Andlises realizadas em triplicata

As curvas analiticas construidas indicaram relacéo linear entre as massas
injetadas de ATA (ng) e as éareas dos picos correspondentes, sendo obtido
coeficiente de determinacao (r?) maior do que 0,99. As regressées séo significativas,
para as curvas do dia 1 e do dia 2, com valores de p inferiores a 0,001. As curvas
analiticas obtidas em dois dias consecutivos foram estatisticamente equivalentes.
Portanto, dentro das faixas de concentracbes analisadas, o método apresentou

linearidade. As curvas foram reunidas para a constru¢cdo de uma curva média.

5.1.4 Precisao intradia e interdias
A precisdo intradia e interdias foi determinada pela avaliacdo de trés
concentracdes de ATA: baixa (2,5 pg/mL), média (7,5 pg/mL) e alta (12,5 pg/mL). As

analises foram realizadas em triplicata e os resultados das areas de pico
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correspondentes a cada concentracao injetada, teores encontrados e DPR intradia e
interdias estéo representados na Tabela 8.

A RE 899 da ANVISA (Brasil, 2003) determina que, para os testes de
precisdo, os valores de DPR devem ser inferiores a 5%. Os resultados obtidos
indicam que o método desenvolvido para doseamento do ATA apresenta precisao
intradia e interdias satisfatorios.

Tabela 8 - Avaliacdo da precisao intradia e interdias do ATA pelo método de
CLAE-DAD.

Conc. nominal de Conc. determinada DPR (%) DPR (%)
ATA (ng/mL) Area de ATA (ng/mL) Intradia interdia
82700 2,67
Dia 1 82546 2,66 0,842381
83827 2,70
2,5 2,37
78656 2,56
Dia 2 79910 2,59 1,515705
81077 2,62
267078 7,89
Dia 1 268188 7,92 0,4475
269477 7,960
7,5
247565 7,34
Dia 2 245024 7,26 0,9609
249776 7,40
442202 12,84
Dial 441718 12,83 0,1842
440615 12,80
12,5 3,38
415398 12,08
Dia 2 418610 12,18 0,8093
411890 11,99

5.1.5 Exatidao
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A tabela 9 apresenta os resultados referentes a avaliagcdo da exatiddo do
método de CLAE-DAD para doseamento de ATA, determinada a partir de estudos

de recuperacao.

Tabela 9 - Avaliacdo da exatiddo do método de CLAE-DAD para doseamento de

ATA
Amostra Conc. de ATA tedrica Conc. de ATA real Recuperacao (%) DPR%

1 2,5 2,53 101,53
2 2,5 2,54 101,85 0,402669
3 2,5 2,55 102,27
1 7,5 7,54 100,63
2 7,5 7,59 101,31 0,430687
3 7,5 7,54 100,55
1 12,5 12,50 100,11
2 12,5 12,53 100,25 0,246461
3 12,5 12,47 99,77
Média 100,91 0,87

Nota: Método empregado: Item 4.4.2.3 (Método B)

A Association of Official Analytical Chemists (AOAC) estabelece faixas de
recuperacdo em funcdo da concentracdo do analito na amostra. Para concentracdes
do analito de 10%, 1%, 0,1% e 0,01% na amostra, os valores aceitos de
recuperacao sao 95-102%, 92-105%, 90-108% e 85-110%, respectivamente (AOAC,
2002). A faixa de concentracdo de ATA nas ME-ATA variou de 2,7 a 10,4 pg/mL.

Portanto o método desenvolvido apresentou exatidao satisfatoria.

5.1.6 Determinacao dos limites de deteccao (LD) e quantificagcao (LQ)

Os valores de LD e LQ foram calculados a partir dos dados da curva analitica
média, empregando as equacdes descritas no item 5.1.3, sendo obtidos valores de
0,2 ug/mL e 0,67 pg/mL, respectivamente.

Estes valores demonstram que o método apresenta capacidades de deteccao
e quantificacdo adequadas, uma vez que é possivel quantificar o ATA em

concentragdes superiores a 0,67 pg/mL.



90

5.2 Avaliagcédo do teor de ATA encapsulado e adsorvido nas formulacdes
As concentracOes totais de ATA e o teor de ATA adsorvido nas microesferas
mucoadesivas foram quantificados usando o método cromatografico desenvolvido

(item 4.4.2.2.) e os resultados obtidos estédo dispostos na Tabela 10.

Tabela 10 - Concentracdes de ATA (total, adsorvido na superficie e
encapsulado) em diferentes formulacfes de microesferas mucoadesivas (ME-
ATA).

Concentracédo de ATA (% m/m £ DPR) em diferentes lotes de ME-ATA

Formulacéo

Massa tedrica total Massa real total de ATA total (%) ATA ads?r.vido na
de ATA (mQ) ATA (mg) superficie (%)
F1 50 6,57 = 3,27 13,14 £ 6,54 2,52+1,45
F2 50 5,87 £ 3,32 11,74 £ 6,64 2,55+0,72
F3a 50 13,02 +£1,18 26,04 + 2,37 5,22 +1,15
F3b 150 88,97 £ 15,41 59,31 + 10,27 0,96 + 0,48
F3c 300 205,36 + 9,66 68,45 + 3,22 0,78 £ 0,40
F4 50 12,04 + 1,37 24,08 £ 2,74 4,70 £ 0,92
F5 50 13,33+ 7,66 26,65 + 15,31 5,275 + 2,63

Nota: As analises foram realizadas em triplicata. Massa tedrica total refere-se a massa de ATA
adicionada na producéo da formulacdo e a massa total refere-se a massa de ATA incorporada na

formulacéo.

As formulacbes F1 e F2 apresentaram teores de ATA reduzidos em relagéo
as demais; as formulacdes F3a F4 e F5 apresentaram teores semelhantes de ATA
entre si, e as formulacdes F3b e F3c maiores teores de ATA quando comparadas
com as restantes. Estes dados sugerem que a proporcdo entre os dois polimeros
utiizados na manufatura da formulagéo, carbopol 934 e HPMC (item 4.5.1),
influenciam os teores de encapsulacdo do ATA. Pode-se supor, também, que o
HPMC contribui para menor encapsulagcdo deste composto, uma vez que a
formulacdo F1 possui como unico polimero na sua composicdo o HPMC e a F2
possui 5 vezes mais HPMC que carbopol. Nao foram observadas diferencas
significativas da formulagdo F3a (que contém proporcdes iguais dos dois polimeros
supracitados em sua composi¢cdo) em relacdo as formulagbes F4 e F5, que possuem
somente carbopol ou grandes propor¢cdes dele em sua composicédo. Isto indica que o
aumento da taxa de encapsulacdo ndo dependente somente do teor de carbopol
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utilizado na elaboragdo da formulagéo. Este fator sugere uma maior afinidade do
ATA pelo carbopol, quando comparado ao HPMC.

As formulacbes F3b e F3c apresentaram percentuais de encapsulacao
superiores as demais, sendo o teor de F3c maior que o de F3b. Tendo em vista que
a diferenca destas formulacdes em relacdo as demais € a proporcdo de ATA
utilizada na sua manufatura (150 e 300 mg, respectivamente), verifica-se que quanto
maior a massa de ATA empregada na formulacdo, maior foi o percentual de
encapsulacdo do mesmo. As proporcdes detalhadas de massa de polimeros e ATA
utilizados na manufatura dos diferentes lotes de microesferas estdo descritas na
Tabela 4 do item 4.5.1.

Tendo em vista que o preparo de microesferas pelo método de emulsificacao
seguida de evaporacdo de solvente compreende diferentes etapas (item 4.5), é
possivel supor que ocorreram perdas do ATA ndo encapsulado nas ME-ATA durante
o preparo das formulacdes, principalmente nas sucessivas lavagens por processo de
carreamento fisico.

Ranjha, Khan & Naseem (2010) avaliaram formulacbes de microesferas
mucoadesivas com polimeros em diferentes propor¢des para encapsulacdo de
flurbiprofeno. Os autores observaram que as formulagdes que continham somente
HPMC, bem como aquelas com HPMC e carbopol na proporcdo de 1:1,
apresentaram maiores teores de encapsulacdo comparadas com as formulaces
compostas por carboximetilcelulose (CMC) e carbopol separadamente.

No presente estudo verifica-se que propor¢cdes equitativas de HPMC e
carbopol contribuiram para elevar o percentual de encapsulagdo do ATA quando
comparado a formulacbes com maiores teores de HPMC em sua composicao.
Porém, no estudo supracitado (Ranjha, Khan & Naseem, 2010) os autores
verificaram uma maior afinidade do flurbiprofeno pelo HPMC em comparacdo ao
carbopol e & CMC. Sugere-se gque esta diferente afinidade se deva ao fato do ATA
ser mais polar que o flurbiprofeno.

Garud & Garud (2012) prepararam microesferas a base de HPMC, carbopol,
etilcelulose e quitosana para o encapsulamento de metformina empregando apenas
um destes polimeros por lote, pelo método de evaporacdo de solvente, variando a
relacdo entre farmaco/polimero e a velocidade de agitacdo mecéanica. Os autores
verificaram que, ao aumentar a propor¢do do polimero em relacdo ao farmaco, o

percentual de farmaco encapsulado diminuiu independentemente do polimero
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testado. Os autores ndo observaram variacbes significativas do teor de
encapsulacdo para formulagdes obtidas com HPMC e carbopol. Estas observacdes
corroboram os resultados do presente estudo, uma vez que maiores concentracdes
de ATA empregados no processo de manufatura das formulacdes levaram a maiores
taxas de encapsulacao da formulacao final.

El-Hameed & Kellaway (1997) avaliaram o desempenho de polimeros
hidrofilicos empregadas no preparo de microesferas mucoadesivas para
administracdo intranasal. Os autores utilizaram quitosana, carbopol 934P, HPMC e
polivinilalcool (PVA) na incorporagédo de dextrana floruosceina isotiocianato (FITC-
dextran) pelo método de emulsificacdo/evaporacdo de solvente. Os autores
verificaram que microesferas a base de carbopol apresentaram maior percentual de
encapsulacdo (81%) quando comparado aos outros polimeros, que apresentaram
taxas inferiores a 55%, sendo quitosana a menor delas (36%). Os autores relatam
que, durante o processo de evaporacao de solvente, a quitosana precipitou antes do
farmaco, o que poderia resultar nos menores teores de encapsulacdo observados.
Assim, uma formulacdo composta por diferentes proporcdes poliméricas poderia
reduzir os efeitos indesejados observados em formula¢gées compostas por apenas
um polimero.

Wang et al. (2009) relatam que é importante o uso de polimeros de polaridade
compativel com o farmaco. Os autores atribuem o0s baixos teores de encapsulagéo
em microparticulas de PCL para encapsulacdo de rodamina ao fato do polimero ser
hidrofébico e o farmaco hidrofilico. Resultado semelhante foi observado por
Maestrelli et al. (2008), ao incorporarem cetoprofeno em complexos de inclusédo de
ciclodextrina em PLGA.

Portanto, a utilizacdo de proporcdes iguais entre HPMC e carbopol teve um
efeito positivo no presente estudo, uma vez que o carbopol permitiu aprimorar a
eficiéncia da encapsulacdo e o HPMC incrementou o potencial mucoadesivo da

formulacéo.

5.3 Anélise morfologica das formulacdes
A morfologia das microesferas mucoadesivas contendo ATA (ME-ATA) foi
avaliada pela distribuicdo de tamanho e indice de polidispersdo, e também por

microscopia 6tica (MO) e microscopia eletrbnica de varredura (MEV).
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5.3.1 Andlise granulométrica e avaliacdo do indice de polidispersao

A andlise granulométrica foi realizada por difragdo de luz (item 4.6.2.1). Neste
meétodo, a amostra dispersa em uma solucdo aquosa estatica € adicionada em um
fluido aquoso do mdédulo e entéo distribuida através de uma célula, com velocidade
constante. Em seguida, o feixe de laser é incidido sobre a célula ocorrendo sua
difracdo pelas particulas presentes, que é registrada pelos detectores (RIBEIRO-
COSTA et al., 2009). A média do tamanho e o indice de polidispersédo das diferentes

formulacdes e seus respectivos brancos estédo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11 - Tamanho médio e indice de polidisperséo das formulacfes

contendo ATA (F1-5) e seus respectivos brancos (FB1-5).

Formulacéo Tamanho médio (um = DPR) indice de polidispersdo (um + DPR)
F1 7,71+ 2,69 3,99+0,52
FB1 59,32 + 12,30 4,18 +1,09
F2 27,42 +1,80 3,29 +1,98
FB2 177,4 + 3,68 1,13+ 0,04
F3a 16,26 + 4,89 522+ 1,15
F3b 21,71 £ 3,77 1,78 + 0,33
F3c 37,89+ 1,68 1,72+0,1
FB3 174,15 +26,66 1,36 £ 0,39
F4 93,19,08 + 1,08 1,32 +0,03
FB4 96,89 * 15,28 2,77 +0,31
F5 89,58 + 3,82 1,59 £ 0,27
FB5 126,2 + 4,17 1,29 + 0,06

Nota: Os lotes foram obtidos em triplicata.

Todas as formulacbes apresentaram tamanho médio inferior ao respectivo
branco (Tabela 11). Maiores teores de carbopol na malha polimérica (F4 e F5)
levaram ao aumento do diametro médio das particulas contendo ATA. Este aumento
de tamanho pode estar associado a alta capacidade do carbopol em conferir
viscosidade ao sistema como um todo na presenca de agua, bem como ao seu
carater higroscopico (LIU et al., 2005). Nas formula¢cdes com propor¢des poliméricas
constantes (F3a, b e c), nas quais se variou apenas a concentragcdao de ATA, o
aumento do tamanho da particula foi proporcional ao aumento da concentragcéo de
ATA. Assim, na formulacdo F3a, que apresentou o menor teor de ATA (24% m/m;

formulag&o preparada com 50 mg de ATA), o tamanho médio das particulas foi de
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aproximadamente 16 pm, enquanto F3c, que apresentou o maior teor (67% m/m,
formulagcdo preparada com 300 mg de ATA), possui didametro médio de
aproximadamente 37 pum.

A literatura ndo relata, de modo geral, grandes variacdes no tamanho de
particulas em funcdo da relacdo farmaco/polimero. Segundo Gavini et al. (2008),
microesferas de quitosana apresentam tamanho maior em relacdes
polimero/farmaco 1:1 (8,15 um) do que na relacao 1:2 (5,92 um) na encapsulacéo de
metoclopramida. De forma semelhante, Kawadkar & Chauhan (2012) obtiveram
diferentes lotes de microesferas de quitosana com genipina, e os lotes com relagcéo
farmaco/polimero 3:1 apresentaram menores didmetros de particulas que o0s
demais. Os autores atribuiram esta variacdo de tamanho a reac¢des cruzadas entre o
farmaco e o polimero.

Chandrakala & Saral (2013) obtiveram diferentes lotes de microesferas a base
de HPMC e CMC para encapsulacdo de levodopa. Os autores verificaram que o
didmetro da particula variou de maneira dependente da relacdo polimero/farmaco ou
polimero/polimero, indicando que as variacbes podem ndo estar associadas apenas
ao material utilizado na confec¢do das microesferas, mas também a variagbes na
quantidade de farmaco utilizado no preparo das mesmas. Este fato condiz com o
presente estudo, uma vez que os lotes F3b e F3c tiveram um aumento de 100 a 250
mg de ATA comparado aos demais lotes, sugerindo que esse incremento possa
contribuir para o aumento do diametro das particulas.

A analise da média de tamanho das microesferas indica que apenas a
formulacdo F4 apresentou tamanho médio de particula maior que o respectivo
branco. As demais formulacfes apresentaram tamanho menor que seus respectivos
brancos, em especial as formulacdes F1 e F2, que apresentaram 50% ou mais de
HPMC em termos de propor¢cdo polimérica na sua composicdo. A Tabela 12
apresenta a distribuicdo granulométrica de acordo com as diferentes proporcdes de

particulas em faixas de tamanho.
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Tabela 12 - Tamanho médio e indice de polidispersdo das formulagcfes ME-ATA

(F1-5) e seus respectivos brancos (FB1-5).

Formulacao <10% (um = <25% (um = <50% (um = <75% (um = <90% (um =
DPR) DPR) DPR) DPR) DPR)

F1B 11,98 £ 0,14 19,20 £ 0,38 33,92+ 1,45 67,66 + 7,38 154,9 £ 42,40
F1 1,12 +0,37 1,99 £ 0,69 4,418 £ 1,29 10,57 + 3,55 19,18 + 794,
F2B 8565+0,76 121,35+0,64 170,85+1,77 226,55+ 2,89 278,80 + 8,77
F2 5,079+ 2,79 10,12 + 4,29 19,04 + 4,60 36,62 + 3,13 63,33 + 19,69
F3B 75,35+ 1,05 106,4+1,55 152,56+0,19 210,95+14,78 282,35+ 58,48
F3a 3,19+ 2,80 5,86 + 4,36 13,24 + 4,67 24,15+ 5,35 34,706 + 7,36
F3b 5,06 + 2,04 10,90 £ 2,87 20,26 + 4,33 31,86 £ 5,44 40,76 + 6,37
F3c 8,55+ 1,60 19,88 £ 1,46 35,70 £ 2,78 55,07 + 3,50 70,14 £ 3,11
F4B 5,25+ 0,96 20,75 +4,98 80,11 +15,89 157,66 +32,01 223,53+17,19
F4 38,87 £ 0,44 58,29 + 0,63 89,06 + 2,21 124,75+ 2,76 156,4 + 0,14
F5B 51,13+0,95 82,67+0,60 121,63+159 166,90+ 1,66 208,8 + 9,79
F5 35,28 + 3,38 53,52 + 4,53 80,72 + 8,59 120,80 + 6,71 162,03 + 7,37

Nota: Andlises realizadas em triplicata.

O indice de polidispersdo ou indice de span avalia a amplitude de
distribuicdo de tamanho das particulas, classificando-as em monodispersas
(homogéneas) ou polidispersas (heterogéneas). Considera-se que as particulas
apresentam alto grau de homogeneidade quando este valor € menor que 1. Valores
acima de 1 indicam heterogeneidade no tamanho das particulas ou presenca de
aglomerados particulares e/ou populacbes de tamanhos variados (GAUMET et al.,
2008). Portanto, todas as formulacdes avaliadas séo polidispersas.

Kawadkar & Chauhan (2012) relatam indice de polidispensao (IP) variando de
1,03 a 5,21 dependendo do lote avaliado para formulacbes a base de quitosana e
genipina. Os autores enfatizam que o aumento de genipina no lote resultou em
menor IP, fato também observado para o diametro médio das particulas. Os autores
atribuiram as variacdes aos maiores teores de quitosana devido a menor intensidade
de reacOes cruzadas e ao aumento da viscosidade da fase interna.

Gavini et al. (2007) obtiveram menor variagdo nos valores de IP, porém todos
estes foram superiores a 1 para a formulagéo de quitosana e metoclopramida. Os
resultados de ambos os estudos sao similares aos do presente trabalho, no qual se
observou valores de IP de 1,13 a 5,21, indicando dificuldade de obtencdo de

sistemas particulados de tamanhos micrométricos monodispersos.
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5.3.2 Microscopia 6tica

A analise por microscopia Otica possibilitou observar a morfologia das
microesferas e fornecer informacdes sobre o tamanho geral destas. As figuras 15 A
e B mostram a morfologia formulacdo de microesferas mucoadesivas sem ATA

(branco) nos aumentos de 100 e 200 vezes, respectivamente.

Figura 15 - Imagens obtidas por microscopia 6tica da formulacéo de

microesferas mucoadesivas sem ATA, nos aumento de 100x (A) e 200x (B).
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Imagens com aumentos superiores por microscopia Otica foram inviaveis
devido a perda de resolucdo. As figuras 15 A e B mostram relativa heterogeneidade
na distribuicdo granulométrica das particulas. Isto pode ser atribuido ao método de
preparo das microesferas, emulsificacdo/evaporacédo de solvente, o qual se baseia
na formacdo de microgoticulas e posterior evaporacdo do solvente interno destas,
originando as microesferas. Segundo Garud & Garud (2012), a velocidade de
agitacdo influencia no tamanho destas microparticulas e poderia explicar a
heterogeneidade observada. Outra possivel razdo é que o tempo e o volume de
solvente (dgua) empregados para dispersdo da amostra no preparo das laminas
tenha sido insuficiente para dispersar todas as particulas, possibilitando a
visualizacéo de aglomerados particulares.

As figuras 16 A, B e C apresentam imagens obtidas por microscopia 6tica
para a formulacdo de microesferas mucoadesivas contendo acido trans-aconitico

(lote F3c), nos aumentos de 100, 200 e 400 vezes, respectivamente.
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Figura 16 - Imagens obtidas por microscopia 6tica para a formulacéo de
microesferas mucoadesivas contendo ATA (ME-ATA lote F3), com aumento de
100x (A), 200x (B) e 400x% (C).

20 um

As imagens obtidas indicam a formacgéo de microesferas da formulagdo com
maior uniformidade de tamanho, quando comparadas ao branco. E possivel inferir
gue a maioria das particulas presentes tem didametro inferior a 40 um e que a
variacdo na distribuicdo granulométrica € menor que a observada para o branco da
formulagédo. De maneira semelhante ao branco, ndo foi possivel obter imagens com
maiores aumentos, devido a perda de resolucao.

E provavel que um dos fatores responsaveis pela variacdo de tamanho
observada em todas as formulacdes se deva a higroscopicidade e capacidade de
incrementar a viscosidade que os polimeros empregados apresentam. Em conjunto,
esses fatores aumentam a viscosidade da fase interna e das microesferas devido a
formacao de aglomerados poliméricos na etapa de emulsificacdo, o que dificulta a
dispersdo da malha polimérica, como previamente observado (Liu et al., 2005;
O’donnell & Mcginity, 1997).

Como a técnica de microscopia Otica ndo permite uma resolucéo suficiente

para examinar a superficie das microesferas de forma precisa, faz-se necessario
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utilizar outros meios de avaliacdo morfoldgica. Assim, além da microscopia 6tica, no
presente estudo foram realizadas analises por difracdo a laser e microscopia
eletronica de varredura, a fim de se obter maiores detalhes sobre as caracteristicas

morfologicas das particulas.

5.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizada no intuito de se
obter maiores informacdes sobre a morfologia das microesferas, como tamanho e
distribuicdo. As figuras 17 A e B apresentam imagens obtidas por MEV para o

formulacdo de microesferas mucoadesivas sem o ATA (branco).

Figura 17 - Imagens obtidas por MEV para formulacdo de microesferas

mucoadesivas sem ATA (branco), com ampliagdo de 2000x (A) e 800x (B).
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As imagens obtidas evidenciam a morfologia discretamente esferiforme das
particulas, bem como a superficie porosa, fato que permite hidratagdo rapida da
particula, acelerando a etapa de intumescimento no processo de mucoadeséo.
Outro fator observado é o tamanho da particula (108 pym de altura por 74,4 um de
largura), condizente com o tamanho médio observado para o branco nas analises
granulométricas. Além disso, verificam-se caracteristicas observadas na microscopia
Otica, como a nado dispersao total da malha e a distribuicdo heterogénea no tamanho
de particulas.

As figuras 18 A e B apresentam imagens de MEV obtidas para a formulacao
ME-ATA (lote F3c) nas mesmas ampliagfes utilizadas para analise da formulacdo

branca.
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Figura 18 - Imagens obtidas por MEV para a formulagéo de microesferas
mucoadesivas contendo ATA (F3c), com aumento de 2700x (A) e 2000x (B).

CHM-UFMG ; A A ko CM-UFMG

De froma semelhante ao branco, as micrografias da formulacdo F3c mostram
que as particulas apresentam morfologia discretamente esferiforme e superficie
porosa. Os dados obtidos corroboram os resultados da andlise granulométrica, uma
vez que as particulas apresentaram tamanho reduzido como se observa na figura 18
B (32,5 um de altura por 25,4 ym de largura).

As andlises de distribuicdo granulométrica realizadas por MO e MEV levaram
a resultados semelhantes: ambas evidenciaram populacdes de particulas de
diferentes tamanhos, o que poderia, em parte, ser atribuido a alta viscosidade dos
polimeros, que afeta a fase de emulsificacdo e resulta em aumento do tamanho das
particulas bem como tamanho reduzido das microesferas contendo ATA. O carbopol
€ um polimero anibnico, o0 que pode leva-lo a formar complexos nao ibnicos ou
catibnicos com excipientes da matriz ou com o proprio farmaco (SINGLA et al.,
2000).

Ranjha, Khan & Naseem, (2010) avaliaram a morfologia de microesferas
mucoadesivas de carbopol, HPMC e CMC para o encapsulamento de flurbiprofeno
pela técnica de emulsificacdo seguida de evaporagdo de solvente. Os autores
relatam que as analises por MEV exibiram boa resolucdo para formulagbes dos
polimeros isolados ou utilizados em conjunto, e as imagens relatadas no trabalho
nao apresentam interferentes. No presente estudo se observou padrao de resultados
relatados semelhantes aos relatados por Ranjha, Khan & Naseem, (2010); as
imagens obtidas sugerem a presenca de poucos interferentes residuais na

formulagéo.
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5.3.4 Espectrometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

A espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) possibilita a avaliacdo de
compatibilidade entre os componentes da formulacdo, suas possiveis interacdes
quimicas e a estabilidade destes na formulacdo (MIDHA, NAGPAL, ARORA 2015;
ZHOUL et al., 2009).

A figura 19 apresenta os espectros na regido do IV obtidos para a formulacao
de microesferas mucoadesivas contendo acido trans-aconitico (F3a), bem como o

branco da formulacdo e seus constituintes isoladamente e em mistura.

Figura 19 - Espectros na regido do IV obtidos para a formulacéo de contendo
ATA (F3a), branco da formulacdo, mistura fisica dos constituintes da

formulacéo, e constituintes isolados, (ATA), carbopol e HMPC.
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A andlise dos espectros no IV possibilita inferir que o contato entre os
componentes da matriz no estado solido ndo apresenta incompatibilidade, uma vez
gue a mistura fisica dos constituintes apresentou bandas de absorcao caracteristicas
de cada um deles, ou seja, do HPMC, carbopol e ATA. Ja a formulagcdo contendo
ATA (ME-ATA) apresentou diferencas quando comparada a formulacdo branca
(ME), principalmente na intensidade da banda em aproximadamente 1720 cm™,

indicando que esta banda se deve ao estiramento de C=0O de &cido carboxilico
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presentes no ATA. Tendo em vista que os lotes F3b e F3c possuem maiores teores
de ATA que F3a, foram obtidos espectros no IV a fim de verificar se a banda em
1720 cm™ era de fato resultante do estiramento C=O do grupo carboxila de ATA
(figura 20).

Figura 20 - Espectros obtidos naregiao do IV para o branco da formulagéo de

microesferas mucoadesivas e para as formula¢cdes contendo acido trans-
aconiticos (ME-ATA, trés lotes distintos de F3).
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Verificou-se que com o aumento do teor de ATA nas formulagdes (incremento
crescente de F3a para F3b e para F3c), houve aumento da intensidade da banda em
1720 cm™, o que indica que esta banda é referente ao estiramento C=O de &cido
carboxilico. Observa-se, também, uma banda em aproximadamente 1620 cm™
caracteristica de estiramento C=0 de amida. Conforme relatado nas analises de
seletividade do método cromatogréfico (item 4.4.4), observou-se a presenca de DMA
residual nas formulagbes. Portanto, é provavel que a banda observada se deva a
presenca de DMA.

As analises no IV empregadas na caracterizacao de microesferas tém como
principal intuito inferir sobre as caracteristicas estruturais e interagbes entre o

farmaco e a malha polimérica. Jana, Nando, Khastgir. (2013) relatam a ocorréncia
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de ligacdes cruzadas entre a quitosana e o Acido citrico, inferidas a partir das
bandas em aproximadamente 1750 e 1200 cm™, referentes aos estiramentos C=0 e
C-O-C de ésteres. As interacdes entre diferentes polimeros e residuos de celulose e
acido citrico foram relatadas por diversos autores (YANG, WANG, KANG 1997,
MARTEL et al., 2001; COMA et al.; 2003; REDDY, JIANG, YANG, 2010; KUMBAR,
KULKARNI & ANIMABHAVI, 2002) e as principais caracteristicas evidenciadas séao

alteracdes nas bandas supracitadas nos espectros na regiao do infravermelho.

5.3.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) baseia-se na aplicacdo linear de
aguecimento e/ou resfriamento em uma amostra, a fim de determinar a temperatura
e energia associadas a eventos térmicos de absorcdo ou liberacdo de energia
(endotérmicos e exotérmicos), tais como fusdo, cristalizacdo, transicdo vitrea e
decomposicao. Estes eventos fornecem informacdes sobre as propriedades fisico-
quimicas das substancias e possiveis interacdes, estabilidade e compatibilidade
entre 0s compostos com precisdo e exatiddo (BOND et al., 2002; HARDING et al.,
2008).

A figura 21 apresenta os termogramas obtidos para os componentes
individuais empregados no preparo da formulacdo (HPMC, carbopol e ATA), seguido
da mistura fisica destes com e sem o ATA (branco), bem como para a formulacéo de
microesferas mucoadesivas contendo ATA (ME-ATA, lote F3c) e seu respectivo
branco (ME, lote FB3c).
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Figura 21: Curvas de DSC obtidas para os componentes da formulacdo HMPC,
carbopol e acido trans-aconitico (ATA) (A), formulacdo de microesferas
mucoadesivas contendo ATA (ME-ATA, lote F3c) e seu respectivo branco (ME,
lote FB3c) (B), mistura fisica dos componentes contendo ATA e mistura fisica

dos componentes sem o ATA (branco) (C).
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A temperatura de gelatinizacdo do HPMC ocorre entre 50-90°C, a transigcao
vitrea entre 170 e 180°C, o polimero escurece entre 190-200°C e carboniza entre
225-230°C (ROWE, SHESKEY & QUINN, 2009). O termograma do HPMC permite
visualizar quatro eventos endotérmicos: dois iniciais em 59°C e 74°C, condizentes
com a gelatinizacdo do polimero; outro em 180°C, relacionado com a transigéo
vitrea; e o ultimo evento em 225°C, correspondente & carbonizacdo. Siepmann &
Peppas (2012) atribuem a variacdo observada na temperatura de transi¢ao vitrea as

diferentes proporcdes de substituintes dos radicais e a massa molecular do
polimero.
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Quanto ao carbopol, observa-se um evento endotérmico em 149°C. GOmez-
Carracedo et al. (2004) relatam que a temperatura de transi¢do vitrea do carbopol
ocorre nesta faixa; porém, picos de DSC para polimeros ndo se comportam como se
observa para outros tipos de amostras puras (que se apresentam finos como o
observado para o ATA). Quando o carbopol atinge temperaturas acima de 130°C,
ocorre eliminacdo de solventes residuais do processo de manufatura do polimero
gue atuam como plastificantes, o que altera o perfil da curva de DSC. Os autores
relatam, ainda, que o carbopol contém cerca de 2 a 4% de umidade residual e,
devido a este fator, € comum observar picos na regido de 50 a 100°C. Para evitar a
formacdo desses picos, no presente trabalho, as amostras foram mantidas
previamente em dessecador por 72 horas. As especificacdes técnicas do carbopol
relatam que a fusdo deste ocorre em 260 °C, durante 30 minutos (ROWE,
SHESKEY & WELLER, 2009). No termograma obtido observa-se um evento
endotérmico com maximo de temperatura em 277°C, possivelmente relacionado a
fusdo do polimero.

O termograma do ATA apresenta dois eventos endotérmicos em 198°C e
213°C, correspondente ao seu ponto de fusdo. Wyrzykowski et al. (2011) relatam
gue o ATA nao funde antes de se decompor, estes dois eventos associados s&o
indicativos de um processo complexo na fusdo do composto que reflete no perfil da
curva de DSC. Segundo os autores, este fato estaria associado a estabilidade
termodindmica do ATA no processo de degradacdo, e a inflexdo da curva tem
relacdo com a decomposicdo de produtos intermediarios formados durante o
aguecimento da amostra, em especial a formacgao de anidrido.

A mistura fisica apresentou trés eventos endotérmicos principais: em 58°C e
132°C, referentes as temperaturas de gelatinizacdo e transicao vitrea do HPMC e
carbopol, respectivamente, e um ultimo evento em 196°C, referente ao ponto de
fusdo do ATA. A mistura fisica branca apresenta eventos também relacionados a
gelatinizag&o e transicdo vitrea dos polimeros, e demonstrou uma inflexdo da curva
e geracao de outro pico endotérmico, provavelmente associado ao ponto de fuséo
do HPMC; porém, esta observacdo ndo pode ser conclusiva na faixa de temperatura
avaliada.

Os dois eventos endotérmicos apresentados pela formulacdo e a auséncia de
eventos relacionados ao HPMC indicam interacdo entre o farmaco e a matriz

polimérica, uma vez que a energia necessaria para fusdo do farmaco e transicéo
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vitrea do carbopol foi menor, quando comparada aos termogramas obtidos para
cada composto isoladamente, bem como para a mistura fisica desses. O
termograma da formulacdo branca apresenta dois eventos endotérmicos associados
a gelatinizacdo do HPMC (59°C) e a temperatura de transicdo vitrea do carbopol
(147°C).

Jana, Nando & Khastgir (2013) avaliaram a encapsulacdo de aceclofenaco
em quitosana para obtencdo de microesferas mucoadesivas. Os autores verificaram
um alargamento do pico endotérmico referente ao farmaco na formulagcédo, porém
sem altas variagbes na temperatura maxima do apice do pico endotérmico
associado ao ponto de fusdo do farmaco. No presente estudo observamos um
alargamento de pico endotérmico, associado ao deslocamento para uma menor
temperatura, na formulacdo quando comparado ao termograma do ATA. Na
formulacdo ndo se observou um pico no tempo de fusdo do ATA. Estes dados
sugerem que O ATA se distribuiu de forma heterogénea na malha e que a
formulacdo ndo gerou estruturas cristalinas uma vez que o pico endotérmico
observado se deve, em parte, aos eventos térmicos associados ao carbopol (pico
largo na regiao de 140 °C), e ao ponto de fusdo do ATA, o que indica interagéo entre
0 ATA e a matriz polimérica. Os espectros no IV (figuras 19 e 20) sugerem que esta
interacdo ndo levou a modificagdes estruturais bruscas, devido a similaridade

espectral entre a formulacéo e seu respectivo branco.

5.3.6 Analise termogravimétrica (TG)

A andlise termogravimética (TG) permite determinar a estabilidade térmica
dos polimeros a partir da avaliacdo da perda de massa da amostra submetida a um
fluxo de calor, por tempo estabelecido. Observa-se a relacdo entre a perda de
massa e a estrutura molecular da amostra, bem como as interacdes entre
componentes de uma formulacdo. Estes eventos estdo relacionados com a
evaporacao de componentes residuais ou com a decomposicdo da matriz. Em
funcdo de suas caracteristicas, a técnica apresenta limitagcbes para amostras de
natureza desconhecida (DENARI & CAVALHEIRO, 2012).

A figura 22 apresenta os termogramas obtidos para o ATA, a formulacdo de
microesferas mucoadesivas contendo ATA (ME-ATA, lote F3c) e seu respectivo
branco (ME, lote FB3c).
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Figura 22: Curvas de TG e DTG obtidos para o ATA (A), formulacao de
microesferas mucoadesivas contendo ATA (ME-ATA, lote F3c) (B) e respectivo
branco (ME, lote FB3c) (C).

O termograma do ATA (Figura 22a) indica que este se decompde logo apo6s
fundir. Observa-se 80% de perda de massa até 220°C e € possivel supor que as
demais perdas sao referentes a produtos de degradacdo (8,3% até 266°C) e
residuos (9% até 600°C). Estes resultados corroboram as analises de DSC, uma vez
que é descrita a formacao de anidrido trans-aconitico como produto de degradacao.
Quanto a formulacdo branca, observa-se a perda de 25,3% de massa até 129°C.
Como os polimeros séo higroscopicos, e emprega-se agua no processo de obtencao
da formulacdo, sugere-se que esta perda seja referente a agua residual. Em
seguida, observa-se perda de 53% de massa até 315°C, o que indica a degradacao
dos polimeros HPMC (225-230°C) e carbopol (260°C), como observado
anteriormente na andlise de DSC e descrito na literatura para esses polimeros
(ROWE, SHESKEY & WELLER, 2009). O restante da perda de massa (26,27%)

ocorre até 599°C e pode ser atribuida a residuos de produtos de degradacéao.
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7

O termograma da formulacdo contendo ATA € semelhante aquele da
formulagdo branca: observa-se perda de 13% de massa até 119°C, referente a
agua, seguida de perda de 52% de massa até 334°C, referente a degradacao dos
polimeros, acompanhado de um pico distinto na curva a 187°C, indicando a
presenca do ATA. E possivel que o ATA sofra algum tipo de interacdo com os
componentes da matriz polimérica, devido a diminuicdo desta temperatura em
comparacao ao termograma do ATA isolado. A perda de massa restante (27,6%)
ocorre até 457,6°C, sugerindo maior estabilidade da formulacdo em comparacao
com o branco.

Singh & Dhiman (2016) produziram um gel mucoadesivo de goma de acacia
contendo carbopol para o carreamento simultdneo de gentamicina e lidocaina,
visando o tratamento de afeccfes orais. Os autores relatam a ocorréncia de trés
estagios de decomposicdo da matriz polimérica, o primeiro em 155°C, atribuido a
perda de massa referente a agua residual livre presente no polimero; a segunda
perda de massa na faixa de 155 a 315 °C, referente a perda de agua associada a
matriz por interacées quimicas como ligacdo de hidrogénio e formacao de anidridos
como observado para o ATA no presente estudo; e uma ultima perda em 459°C,
associada a degradacdo final da matriz por processos de descaboxilacdo e
despolimerizagéo.

Este perfil de degradacédo térmica relatada pelos autores acima condiz com o
perfil observado para a formulacdo F3c e respectivo branco, pois se observa uma
reducdo inicial de massa associada a perda de &gua, seguido de um evento
intermediario, que pode estar associado a formacéo de anidrido e perda de agua
residual com interac6es quimicas de maior forca com a matriz; e um evento final,
representando a degradacdo completa da matriz por despolimerizacdo e
descarboxilagéo.

Ha diferentes relatos na literatura do emprego de quitosana no preparo de
microparticulas poliméricas e perfil térmico destas. Ochiuz et al., (2013) avaliaram o
perfil térmico de microparticulas mucoadesivas de quitosana com tartarato de
metoprolol. Os autores relatam os eventos térmicos associados a perda de agua,
sendo a perda mais expressiva (18%) para as microesferas contendo ou nédo o
farmaco, em comparacdo com o polimero (8%), sugerindo que as microparticulas

apresentam maior capacidade retentiva de agua, como observado no presente
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estudo. Os outros eventos relatados pelos autores estdo relacionados com a
degradacdo da quitosana e do farmaco.

Walke et al. (2015) descrevem um perfil de degradacéo térmica semelhante
para microesferas a base de quitosana empregada na encapsulacdo de toxodides
contendo antigenos. Os autores relatam trés perdas expressivas de massas: a
primeira associada a agua residual; a segunda ao inicio da degradacao da quitosana
por reacdes de desacetilacdo e despolimerizacdo; e um ultimo evento associado a
decomposicdo da matriz.

Pelo exposto, pode-se concluir que matrizes poliméricas apresentam perfis de
estabilidade relativamente semelhantes. Apesar das particularidades, observam-se
eventos associados a perda de massa de agua residual; inicio de composicdo da
matriz como um todo, ou de cada componente de forma isolada; e outro evento
associado a composicédo final, como observado no presente estudo, onde foram
empregados polimeros sintéticos (carbopol) e semissintéricos (HPMC), bem como

para polimeros naturais, como relatado na literatura para a quitosana.

5.3.7 Potencial Zeta

Inicialmente foi preparada uma solugdo de cada formulagdo avaliada na
diluicdo de 1:100 partes em agua. As solucdes apresentaram alto grau de
polidispersdo e por isso foi realizada outra diluicdo (1:1000), que apresentou
dispersdo adequada. Os resultados de potencial zeta das amostras estdo dispostos

na tabela 13.

Tabela 13 - Potencial Zeta das formulacdes de microesferas mucoadesivas
contendo ATA (ME-ATA, lotes F3a, b e c¢) e respectivo branco (ME, lote FB3).

Formulacéo Potencial Zeta Massa de
(mV + DPR) ATA (mg)
F3a -32,5+£4,12 50
F3b -34,8 £ 2,55 150
F3c -34,4 + 3,23 300
F3 branca -42,8 £ 1,27 -

Nota: Andlises realizadas em triplicata para cada lote.

Sistemas particulados dispersos tendem a gerar cargas em funcdo da

dissociacdo de grupos funcionais presentes na superficie da particula, ou por
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adsorcdo de espécies idnicas inerentes ao liquido dispersante. A determinagéo
deste potencial se da por técnicas eletroforéticas e os resultados estdo associados
com a estabilidade fisico-quimica do sistema e com possiveis interacdes entre a
matriz e o farmaco (KIRBY & HASSELBRINK, 2004).

Todas as formulacbes apresentaram valores elevados de potencial zeta; a
formulacédo branca apresentou menor potencial zeta que as formulagbes contendo
ATA, mas a massa de ATA presente nas microesferas nao influenciou
significativamente o potencial zeta. Estes valores contribuem para a estabilidade da
formulacgéo, pois ha uma maior repulsdo de cargas, evitando a agregacéo entre as
particulas. Dispersdes coloidais sdo consideradas estaveis quando apresentam valor
de potencial zeta de + 30 mV (LAOUINI et al., 2012).

O processo de mucoadesdo pode ser dividido em dois estagios, o primeiro
consiste no contato entre a forma farmacéutica com propriedades mucoadesivas e a
mucosa; 0 segundo na consolidacdo da particula na mucosa. A consolidagdo ocorre
por interacfes fisico-quimicas entre a particula e a mucosa, porém, o sistema
polimérico é ativado na presenca de umidade, pois esta atua como plastificante,
permitindo que as moléculas se relacionem de forma independente com a superficie
da mucosa seja por interacdes de Van der Waals ou de hidrogénio. Para materiais
cationicos, esta interacdo pode ocorrer pela interacdo entre a carga positiva do
material e a carga negativa de carboxilas e/ou sulfatos presentes em superficies
celulares, ou diretamente na mucina. Alguns polimeros, como o carbopol em meio
aquoso, se acumulam rapidamente na interface diminuindo a energia de superficie
desta e aumentando a adesao da formulacéo pelo muco (SMART, 2005). Em funcgéo
deste mecanismo, verifica-se que a energia superficial das particulas € importante
tanto na desagregacdo de aglomerados, quanto pela influéncia no mecanismo de
mucoadeséo.

Gavin, Konijeti & Nagaraju (2015) prepararam nanoparticulas a base de
etilcelulose, carbopol e HPMC para encapsulacdo de brometo de neostigmina. Os
autores verificaram que o potencial zeta destas formulagbes n&o apresentou
diferencas expressivas em funcdo da proporcdo entre os polimeros utilizados,
variando de -20,86 a -29,96 mV; porém, os autores nao discutem os resultados e
nem apresentam os resultados para formulagdes brancas. Verifica-se, no presente
estudo, que mesmo se tratando de microesferas, os valores de potencial zeta néo

sao muito diferentes daqueles de particulas poliméricas nanoestruturadas.
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J& formulacbes a base de quitosana apresentam potencial zeta positivo em
funcdo do nitrogénio presente em sua estrutura. Esta caracteristica catiGnica
propicia mucoadesdo por mecanismos eletrostaticos. No geral, as microesferas
apresentam valor de potencial zeta variavel de acordo com o pH avaliado e/ou
concentracdes de tampdes. H& descricdo de microesferas de quitosana brancas de
um mesmo lote com potencial zeta variando entre 3,5 a 26,3 mV em funcdo da
concentracdo de tampao fosfato. Aléem disso, verifica-se que microesferas brancas a
base de quitosana na forma de sal apresentam maior potencial zeta que
microesferas com quitosana base, o que é explicado pela habilidade de dissociacéo
do sal e geragéao de carga em meio aquoso. Outro fato evidenciado para estudos de
contato entre quitosana e mucina é que ambos tém seu potencial zeta reduzido
guando associados, evidenciando as interacdes eletrostaticas (HE, DAVIS & IILUM
1998).

Estas observacdes evidenciam que as interacdes entre mucosa e particulas
sofrem influéncia direta do potencial da superficie destas particulas, e que estas
interacbes afetam o potencial mucoadesivo da formulacdo como um todo. Porém,
nao foram encontrados estudos correlacionando o potencial zeta de microesferas
mucoadesivas, como as produzidas no presente estudo, e a mucina, que possam

evidenciar a influéncia no potencial zeta da interacéo.

5.4 Reacdes de esterificacdo do acido trans-aconitico (ATA)

A esterificacdo do ATA com EtOH, BUOH e OcOH foi inicialmente realizada
empregando as condi¢cdes descritas por Piang-Song (2012). Observou-se a
formacdo dos ésteres e o consumo completo do produto de partida ATA; porém, foi
obtido quase que na totalidade o triéster, sendo observados em pequena quantidade
os diésteres e tracos dos monoésteres (Figura 23). Dessa forma, foi necessario

otimizar as condi¢Oes reacionais para obter os derivados mono e diesterificados.
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FIGURA 23: Cromatograma obtido por CLAE-DAD para a reacéo de
esterificacdo do ATA com EtOH (75°C, 2,7% v/v de H,SO,4 por 24 horas).
Condicdes cromatograficas: vide parte experimental (perfil exploratério, item
4.4.2.2)
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Nota: Picos do cromatograma referentes aos diésteres (D) e triéster (T) etilico.

5.4.1 Avaliacdo da cinética das reacdes de esterificacéo

As reacgOes de esterificacdo de Fischer & Speier baseiam-se na ativacao da
carbonila do acido carboxilico pelo catalizador de natureza acida, que favorece o
ataque nucleofilico do 4&lcool reagente. Estas reacdes ocorrem de forma
concomitante com as reacdes de hidrélise. Em funcdo disso, variaveis como
temperatura, tempo de reagédo e concentracdo dos reagentes alteram a direcao da
reacao, favorecendo a formacao dos produtos ou o retorno aos materiais de partida,
como representado na figura 24 (FISHER & SPEIER, 1895; FERNANDES et al.,
2013).

Figura 24 - Equacédo quimica geral das reagdes de esterificacéo de Fischer

entre acidos carboxilicos e alcoois em meio acido.

Este tipo de reacdo gera como produtos o éster e dgua. A dgua formada na
reacdo, associada a agua residual presente nos reagentes, pode favorecer a
hidrolise do éster, gerando o novamente o material de partida.

Para a avaliacdo da cinética das reacdes, empregaram-se técnicas
cromatograficas de CCD e de CLAE-DAD. A analise dos cromatogramas de CCD

obtidos para o estudo cinético (Figura 25) indica que o aumento da cadeia alifatica
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do &lcool favoreceu a formacdo dos ésteres, tornando-os menos polares em
comparacao ao produto de partida (ATA), uma vez que possuem maior fator de
retencdo (Rf). O potencial catalitico do acido sulfarico, empregado na reacédo, pode
ser observado pela formacdo dos monoésteres no tempo zero da reacdo, onde
ainda ndo ha aquecimento do sistema. Observou-se a formacdo dos diésteres
etilicos entre 30 e 45 minutos (pontos 2 e 3, Figura 25 A), enquanto os diésteres
butilicos e octilicos foram observados apos 15 minutos da reacéo (ponto 1, Figura 25
B e C). Por sua vez, os triesteres foram observados em 105, 75 e 45 minutos de
reacdo, respectivamente para os derivados etilico, butilico e octilico (pontos 7,5 e 3,
Figura 25 A, B e C).

Figura 25 - Cromatoplacas obtidas por CCD de silica gel para a avaliacdo da

cinética das reacfes de esterificagdo do ATA com EtOH (A), BUuOH (B) e OcOH
(©).

o1 2 3 4 5 6 7 8

Nota: Intervalos de tempo avaliados: 0: inicio da reagéo; 1: 15 minutos; 2: 30 minutos; 3: 45
minutos; 4: 60 minutos; 5: 75 minutos; 6: 90 minutos; 7: 105 minutos; 8: 120 minutos. a: ATA; M:
Monoésteres; D: Diésteres; T: Triéster. Fase mével: Hex/EtOAc (7:3) e 1 mL de &cido férmico,

revelador: UV a 254 nm.

Foram realizadas andlises qualitativas e quantitativas por CLAE para
monitorar a cinética das reacdes de esterificacdo e estimar o percentual de
derivados formados de acordo com o tempo da reacdo. Nas figuras 26 a 28 estao
dispostos os cromatogramas obtidos para as reacdes de esterificacdo do ATA com
etanol, n-butanol e n-octanol respectivamente. Os cromatogramas estdo dispostos
em ordem crescente de tempo, no intervalo de 0 a 120 minutos, e foram extraidos

no A de 210 nm, em intervalos de 30 minutos. Empregou-se o método B para analise
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cromatografica do estudo cinético das reacgfes de esterificacdo com EtOH e BuOH
(tem 4.4.2.2).

Figura 26 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para o estudo cinético da
reacéo de esterificacdo do ATA com EtOH (75°C, 2,7% v/v de H,S0O,). A reacao
foi monitorada em intervalos regulares de 30 minutos, com tempo total de 120

minutos. Condi¢cdes cromatograficas: vide parte experimental (método B, item

4.4.2.2).
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Nota: Intervalos de tempo avaliados: A: 0 inicio da reacéo; B: 30 minutos; C: 60 minutos; d: 90
minutos; E: 120 minutos. ATA: acido trans-aconitico; M: regido dos monoésteres no cromatograma,

D: regido dos diésteres no cromatograma; T: Triéster.
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Figura 27 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para o estudo cinético da
reacéo de esterificacdo do ATA com ButOH (75°C, 2,7% v/v de H,SO,). A reacao
foi monitorada em intervalos regulares de 30 minutos, com tempo total de 120

minutos. Condi¢cdes cromatograficas: vide parte experimental (método B, item

4.4.2.2).
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Nota: Intervalos de tempo avaliados: A: 0 inicio da reac¢&o; B: 30 minutos; C: 60 minutos; d: 90
minutos; E: 120 minutos. ATA: 4cido trans-aconitico; M: regido dos monoésteres no cromatograma,

D: regido dos diésteres no cromatograma; T: Triéster.

N&o foi possivel caracterizar o triéster octilico empregando as condi¢cbes
cromatograficas do método B devido a elevada lipofilia desse derivado. Dessa
forma, para a caracterizacdo desses derivados foram empregadas as condicdes

cromatograficas do gradiente exploratorio (item 4.4.2.2).
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Figura 28 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para o estudo cinético da
reacao de esterificagédo do ATA com OcOH (75°C, 2,7% v/v de H,SO,). A reagédo
foi monitorada em intervalos regulares de 30 minutos, com tempo total de 120

minutos. Condi¢fes cromatograficas: vide parte experimental (perfil

exploratorio, item 4.4.2.2).
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Nota: Intervalos de tempo avaliados: A: 0 inicio da reacéo; B: 30 minutos; C: 60 minutos; d: 90
minutos; E: 120 minutos. ATA: 4cido trans-aconitico; M: regido dos monoésteres no cromatograma,

D: regido dos diésteres no cromatograma,; T: Triéster.

A tabela 14 apresenta os tempos de retencédo (TR) dos ésteres obtidos pela
reacdo com os diferentes alcoois, bem como a estimativa da lipofilia desses
derivados, expressa como valores calculados de coeficiente de partigcéo (log P) (item
4.7.3). O ATA apresentou TR de 2,3 min. nas condi¢bes cromatogréficas do método
B, e foi detectado até 30 minutos ap0s o inicio de todas as reac¢des realizadas. O log

P calculado para este composto foi de -0,82.
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Tabela 14 - Tempos de retencéo (TR) nas analises por CLAE-DAD dos
derivados obtidos nas reacdes de esterificacdo do ATA com diferentes alcoois
e respectivos valores de log P calculados. Condi¢cdes cromatograficas: vide

parte experimental (método B e gradiente exploratoério, item 4.4.2.2).

Alcool Monoésteres Diésteres Triéster
TR (min) Log P TR (min) Log P TR (min) Log P
etanol 6,067 13,450
(Método B) 7,767 -0,22 13,993 0,38 21,517 0,98
8,217 14,283
n-butanol 11,40 22,867
(Método B) 13,133 0,68 23,333 2,19 33,583 3,69
13,833 23,800
n-octanol 22,117 37,100
(Método B) 22,333 2,35 37,533 5,33 - 8,7
23,000 38,367
n-octanol 27,683 50,636
(Perfil 29,567 2,35 51,000 5,33 66,967 8,7
explorat6rio) 30,500 52,200

Nota: ATA, TR = 2,3 min; log P = -0,82.

Conforme esperado, a polaridade dos ésteres obtidos diminuiu em funcéo do
aumento da cadeia alifatica do alcool precursor e do numero de carboxilas
esterificadas. Observa-se uma relacdo diretamente proporcional entre o aumento
dos valores de TR e do coeficiente de particdo (log P); dessa forma, o triéster dos
derivados octilicos nédo eluiu nas condicbes cromatograficas do método B e por isto
foi empregado o gradiente exploratério para sua analise.

Como abordado anteriormente, as propriedades fisico-quimicas dos farmacos
influenciam diretamente o perfil farmacocinético. Neste sentido, a polaridade exerce
um papel de destaque, uma vez que ela tem relacdo direta com a lipofilia e, dessa
forma, influencia a absorcao e distribuicdo dos farmacos. Para que uma substancia
seja absorvida e distribuida, ela deve ser capaz de transpor barreiras biologicas em
diferentes compartimentos do organismo, em especial as membranas. Para tanto,
estas moléculas devem apresentar tamanho, grau de ionizagdo e polaridade
adequados. Além disso, a lipofilia de uma molécula determina a extensdo e a
velocidade da etapa farmacocinética (absorcdo, distribuicdo, biotransformacdo e

excrecdo), bem como da etapa farmacodindmica (interacdo entre a substancia e o
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sitio receptor, gerando uma resposta bioldgica de carater agonista ou antagonista).
Uma forma de avaliar a lipofilia da molécula é a determinagdo do seu coeficiente de
particdo (log P). Este é definido como a razdo entre as concentracfes que se
estabelecem nas condicbes de equilibrio de uma substancia dissolvida em um
sistema constituido por uma fase organica e uma fase aquosa, e estd associado
com a mudanca de energia livre provocada pela substancia em equilibrio
termodinamico com o sistema (LIPINSK et al., 1997).

O coeficiente de particdo pode ser determinado diretamente pelo método
experimental do shake flask ou por métodos indiretos como os cromatogréaficos e
computacionais. A desvantagem do método direto é a necessidade de alto grau de
pureza da substancia analisada, o que pode ser contornado com o0s métodos
indiretos. O fator limitante dos meétodos indiretos consiste na ineficacia para
distinguir valores para isdbmeros, como observado no presente estudo. Este fator é
comum de se observar, uma vez que programas computacionais partem de uma
simplificacdo molecular, sem considerar fatores como a estereoquimica da molécula
e a disposicao das ligacdes entre os atomos da molécula (CLEMENTE, 2011).

Apesar dos isbmeros apresentarem os mesmo valores calculados de log P, foi
possivel verificar tempos de retencdo diferentes para eles, indicando que a
polaridade é influenciada pelo sitio de esterificacdo da molécula, o que
provavelmente deve influenciar o valor experimental do log P.

O estudo cinético das reacdes de esterificacdo do ATA também compreendeu
a determinacdo do percentual de derivados formados (mono, di e triésteres) nos
diferentes intervalos de tempos avaliados. As determinagfes foram realizadas por
normalizacdo das areas dos picos, sendo expressas em termos percentuais, € 0s
resultados estdo dispostos nas tabelas 15-17 e representados graficamente nas

figuras 29-31. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Tabela 15 - Composicéo percentual dos derivados formados nareagéo de

esterificacdo do ATA com EtOH em funcédo do tempo reacional, estimada por

normalizacdo das areas dos picos dos cromatogramas de CLAE-DAD.

Composicédo da mistura reacional do ATA com etanol (% + DPR)

Tempo (mim) ATA Monoésteres Diésteres Triéster
0 90,4+9,1 96+19 00 00

15 49,7+ 3,2 444+ 4.1 58+1,2 0,10
30 24,4+ 3,0 575%6,2 172+2,4 0,9+0,1
45 12,7+ 2,5 57,2+6,5 279+3,6 2,2+0,8
60 7,0+£1,8 52,4+59 36,6+4,1 4,0+0,9
75 24+0,7 40,3+5,3 50,3+5,3 7015
90 21+04 33,8+4,7 545+5,2 9,6 +1,7
105 1,0+£0,3 28,7+3,1 579+6,1 123+2,0
120 0,4+0,2 27,0+29 57,4+57 153+2,1

Figura 29 - Cinética da reacao de esterificacdo do ATA com EtOH.
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Tabela 16 - Composi¢céo percentual dos derivados formados nareacgéo de
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esterificagdo do ATA com ButOH em funcao do tempo reacional, estimada por

normalizacdo das areas dos picos dos cromatogramas de CLAE-DAD.

Composicdo da mistura reacional do ATA com butanol (% + DPR)

Tempo (mim) ATA Monoésteres Diésteres Triéster
0 829+88  17,0%2,2 0,08 +0,0 0+0

15 424+51  494+56 818+17 0,020
30 15,726  62,1%6,1 228+29 00520
45 6,5+1,9 52,5+5,5 37,3+31 3,6+04
60 2,5+0,7 48,1+ 4,2 434+33 59207
75 1,3+0,4 39,8 +3,0 499+51 89+12
90 0,6 £0,0 26,2+ 2,7 56,9+52 16,3+23
105 0,3+0,0 21,2425 58,7+49 19,7+28
120 0,1+0,0 13,9+1,38 57,7+51 28,3+33

Figura 30 - Cinética da reacao de esterificacdo do ATA com BuOH.
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Tabela 17 - Composicéao percentual dos derivados formados nareacgéo de
esterificacdo do ATA com OcOH em func¢ao do tempo reacional, estimada por

normalizacdo das areas dos picos dos cromatogramas de CLAE-DAD.

Composicdo da mistura reacional do ATA com octanol (% = DPR)

Tempo (mim) ATA Monoésteres Diésteres Triéster
0 875+6,6 12417 0,1+0,0 0+0,0

15 21,7+31  626+55 153+20 0,3+0,0

30 45%0,2 55,8 + 5,4 35129  4,6+02

45 1,0+0,0 37,3+3,0 499+53 11,7+09

60 04700  269%3,0 541+52 185%19

75 0,4+0,0 205+25 609+55 18,2+23

90 0,3+0,0 13,3+ 1,9 53,3+51 33,1+4,7

105 0,2+0,0 9,2+1,2 50,4+52 40,1%51

120 0,1+0,0 6,6 1,0 46,7+49 46/4%55

Figura 31 - Cinética da reacao de esterificagcdo do ATA com OcOH.
100

a0 2
a0
FLY
&0 ——"15 ATA
50 —-% Monoésteres

40 ——% Diésteres

30 =% Trigster

20

% de produtos formados

10

ﬂ T T '.' '._I '.' 1 " '.'
L1 20 a0 &0 20 100 120
Tempo (min.)

Cerca de 10 a 20% do material de partida (ATA) é convertido em
monoésteres imediatamente apos a adicdo do catalisador (H,SO,4). Na sequéncia,
observa-se a formacao gradativa dos monoésteres até os primeiros 30 minutos da
reacdo com etanol e n-butanol, e em tempo inferior para reagdo com n-octanol (15
minutos). Decorrido este tempo, observou-se um decréscimo na formacdo dos
monoésteres, enquanto a formacao dos diésteres foi crescente até o tempo final da

reagdo com etanol. Observou-se um decréscimo no percentual de diésteres na
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reagcdo com OcOH e aumento gradativo do teor de triésteres a partir de 75 minutos
de reacdo, 0 que sugere a conversao de diésteres em triéster octilicos.

A formacdo do triéster aconteceu de forma gradativa, representando 15,3%
da reagcdo com etanol, 28,3% com n-butanol e 46,5% com n-octanol ao final das 2
horas de reacdo. Estes dados corroboram os dados obtidos na analise por CCD
(Figura 25) e sugerem que quanto maior a cadeia alifatica do alcool, mais favorecida
termodinamicamente é a reacdo em funcdo da formacdo do produto. E provavel que
este equilibrio termodinamico dificulte a hidrélise dos produtos formados, retornando
ao material de partida.

Piang-Siong et al. (2012) avaliaram a cinética reacional da sintese de ésteres
do ATA com alcool isoamilico (C5) e alcool dodecilico (C12) utilizando diferentes
agentes cataliticos, entre eles H,SO,4 (2,7%) por 540 minutos na temperatura de
100°C. Os autores relatam diferentes propor¢cdes molares de ATA/alcool (1:3 para o
alcool dodecilico e 1:6 para o alcool isoamilico), e verificaram que, ao final das
reacoes, 91% do ATA havia se convertido em triéster isoamilico frente a 96% de
conversao para o triéster dodecilico. Isso indica que o maior tamanho da cadeia do
alcool influencia a conversao de forma positiva, uma vez que mesmo com a metade
da relagdo molar no meio reacional em comparacdo ao alcool isoamilico, o
rendimento da reacao com alcool dodecilico foi maior.

Este dado da literatura corrobora os resultados do presente estudo, uma vez
gue ao final das reacbes, a maior conversao de ATA em triésteres foi observada
para os derivados n-octilicos (aproximadamente 46%), seguida pelos derivados n-
butilicos (aproximadamente 28%) e pelos derivados etilicos (aproximadamente
15%). E factivel supor que a menor conversio de ATA em triésteres no presente
estudo, em comparacdo ao supracitado, se deva as diferencas na temperatura
reacional (75°C vs 100°C) e no tempo reacional (120 min vs 540 min).

O fato do ATA ser uma molécula de baixa massa molecular, com trés grupos
carboxila, contribui positivamente para a reatividade. E sabido que o tamanho da
cadeia lateral de acidos carboxilicos influéncia a cinética reacional: a esterificacao
de Fisher € mais efetiva quando se usa acido acético (C2) frente ao acido caprilico
(C14), ou até mesmo o butirico (C8) com metanol (LIU, LOTERO & GOODWIN,
2006).

No presente trabalho utilizou-se excesso de alcool no meio reacional. H&

relatos na literatura enfatizando a importancia desta pratica: Liu, Lotero & Goodwin
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(2005) avaliaram o efeito da adicdo de agua em reacdes de esterificacdo de Fisher
entre acido acético e metanol a 60°C. Os autores verificaram que a adicdo de agua
(2,6 M) diminuiu a eficiéncia catalitica em aproximadamente 90%, e atribuiram o fato
ao aumento da energia de ativacdo. Como exposto anteriormente, reacdes de
esterificacdo geram como produtos o éster e agua; dessa forma, a adicdo de
excesso de alcool no meio reacional desloca o equilibrio para formacdo dos
produtos, reduzindo as reacdes de hidrolise. Aléem disso, os autores propdem que a
menor conversao do acido em éster se deva a maior solvatacdo do metanol em
presenca de dgua. Este efeito poderia explicar porque reagdes entre o ATA e alcoois
de maior cadeia carb6nica (n-octanol) apresentaram melhor equilibrio termodinamico
no presente estudo, pois cadeias longas conferem maior hidrofobicidade, com
consequente reducdo da solvatacdo, quando comparado aos alcoois de menor

cadeia.

5.4.2 Efeito da temperatura nas reacdes de esterificacao

A fim de otimizar as condicfes experimentais de esterificacdo do ATA,
avaliou-se o efeito da temperatura na formacao dos derivados. Os cromatogramas
de CLAE-DAD representados na Figuras 32 foram obtidos para os produtos
formados nas temperaturas de 65, 75, 85 e 95°C para os derivados etilicos, n-

butilicos e n-octilicos, no tempo de 120 minutos.

Figura 32 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD para os produtos da
esterificacdo do ATA com EtOH (1), BUOH (2) e OcOH (3) em diferentes
temperaturas, no tempo de 120 minutos.
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Nota: Temperaturas avaliadas: a: 65°C; b: 75°C; c: 85°C; d: 95°C. Condi¢des cromatogréficas: vide
parte experimental (método B para 1 e 2, e gradiente exploratério para 3, item 4.4.2.2) ATA: acido
trans-aconitico; M: regido de eluicdo dos monoésteres no cromatograma; D: regido de eluicdo dos

diésteres no cromatograma; T: Triéster.

A andlise dos cromatogramas indica que a velocidade da reacdo €
dependente da temperatura empregada, ocorrendo maior formacéo de produtos com
0 aumento da temperatura. O aumento da temperatura de 65 °C para 85 ou 95 °C
incrementa significativamente a formacdo dos produtos na reagdo com etanol,
guando comparada as reagcbes com n-butanol e n-octanol, sendo que a 95°C quase
nao se observa o0s picos referentes aos monoésteres no cromatograma. As analises
de cinética (item 5.4.1) indicam que a reacdo com etanol € menos favorecida
termodinamicamente que as reagdes com n-butanol e n-octanol. Durante a reagao
com etanol, observou-se diminuicdo do meio reacional nas temperaturas de 85 e
95°. Tendo em vista a temperatura de ebulicdo do etanol (78,5°C), € provavel que a

diminuicdo da concentracdo desse alcool no meio aumente a propor¢cdo do
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catalisador (H,SO,), favorecendo a formacéo de triésteres e diésteres de forma mais
expressiva nesta reacao, em comparacdo com as demais.

Kolah et al. (2007) avaliaram a cinética da reacdo entre o acido citrico e
etanol. Os autores utilizaram como catalisador resina de troca i6nica Amberlisty 15,
na concentracéo de 1 a 5%, e avaliaram temperaturas no intervalo entre 78 e 120°C.
Para concentragcdo do catalisador de 5%, o aumento gradativo da temperatura
aumentou a converséo de acido citrico em mono e diésteres; porém, os autores nao
discutiram se este incremento estaria relacionado somente a temperatura ou a
alteracdes no volume de meio reacional ao final da reagéo.

Piang-Siong et al. (2012) avaliaram o rendimento da esterificacdo de ATA
com alcool isoamilico em temperaturas de 85 a 120°C (relacdo molar 1:6; 2,7% de
H.SO,4; 540 minutos) e constataram que o aumento da temperatura néo influenciou
significativamente a velocidade da reacdo no intervalo avaliado, mas favoreceu a
formacdo do triéster. E possivel verificar na figura 32 a influéncia positiva da
temperatura na formacéo dos diferentes triésteres, e negativa para os monoésteres
e triésteres.

Ao constatarem a interferéncia negativa da agua na cinética de esterificacdo
do &cido acético com metanol, Liu, Lotero & Goodwin (2005) avaliaram se este efeito
era dependente da temperatura. Os autores ndo observaram diferencas na cinética
reacional a 40°C e 60°C e concluiram que a temperatura ndo afeta as reacfes de
hidrolise de ésteres em presenca de agua. Como no presente estudo a temperatura
influenciou positivamente a formacéao dos ésteres, é factivel supor que o aumento da
temperatura também néo favoreceu as reagdes de hidrélise.

Concluindo, o presente estudo mostrou que o aumento da cadeia
hidrocarbénica do alcool utilizado incrementou a cinética da reacéo, seja por efeitos
de solvatagcéo ou por estabilidade termodinamica. Efeito semelhante foi observado
para a temperatura; porém, temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo do etanol
reduziram o volume do meio reacional e aumentaram as concentracées do
catalisador. Esta variacdo provocou aceleracdo da reagcdo e maior formagao do
triéster. Como o objetivo do presente estudo era obter massa de todos os ésteres,
requerida para ensaios biologicos posteriores, e a temperatura de 75°C mostrou-se
adequada para todos os alcoois utilizados, adotou-se como parametro esta

temperatura para as sucessivas rea(;(”)es.
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5.4.3 Purificacdo dos ésteres sintetizados
Inicialmente ndo se conhecia o perfil de eluicdo dos ésteres; portanto, a

otimizacao das condi¢bes de eluicao foi realizada com o produto final da reagdo com
etanol. As reacOes foram elaboradas por particAo entre solventes imisciveis: o
conteudo final da reacao foi seco em evaporador rotatorio, solubilizado em agua e
transferido para funil de separacdo, prosseguindo-se a extracdo com n-hexano,
seguido de diclorometano e acetato de etila. Esta particdo inicial permitiu verificar a
migracao preferencial de cada classe de éster para estes solventes: triéster para n-
hexano, diésteres para diclorometano e monoéster para acetato de etila. Porém, em
nenhuma das fracdes foram obtidos os produtos com pureza suficiente. Quando se
tentou transpor essa separacdo para os ésteres n-butilicos e n-octilicos, ndo se
conseguiu concentrar 0 meio reacional até residuo devido ao alto ponto de ebuli¢do
dos alcoois, além da intensa formacao de emulséo.

Outra tentativa de purificacdo consistiu em verter o conteddo reacional
diretamente para uma coluna de silica gel e proceder a eluicdo com fase movel
apropriada. Porém, todas as fracdes eram constituidas de misturas dos diferentes
ésteres. A alternativa seguinte para a purificacdo foi incorporar o produto reacional
em silica e aquecer esta mistura até remocdo do solvente residual para posterior
purificacdo em coluna de silica gel. A eluicdo inicial se deu com um gradiente suave
de n-hexano e acetato de etila, com aumento gradual de 5% na propor¢ao do ultimo.
Esta abordagem se mostrou eficaz para eluir o triéster, os diésteres e parte dos
monoésteres; a retirada dos monoésteres residuais foi realizada com eluicdo em
gradiente de acetato de etila e metanol. Tendo em vista que esta purificacao
consumiu grande volume de solventes, gerou um numero elevado de fracdes
(aproximadamente 460), e consumiu um tempo longo para execucao
(aproximadamente 20 dias), as condicbes cromatograficas foram otimizadas até
resultar na condigc&o de eluicdo descrita na parte experimental (item 4.7.5).

A condicao de eluicdo estabelecida para a reacao com etanol foi testada para
as outras reacgdes e verificou-se que a mesma possibilitou isolar os derivados mono,
di e triesterificados, bem como misturas dos mesmos. A titulo de exemplo, a tabela
18 e a figura 33 ilustram o perfil de eluicdo dos produtos das rea¢des com etanol, n-
butanol e n-octanol utilizando a série eluotropica otimizada, bem como a

identificacdo das classes e das misturas supracitadas.



Tabela 18 - Fra¢des recolhidas, respectivas massas e derivados obtidos,
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caracterizados com base nos valores de Rf por CCD de silica gel, e rendimento

das classes de ésteres isoladas. Condi¢cdes cromatograficas: vide parte

experimental (item 4.7.5).

Derivados etilicos

Derivados butilicos

Derivados octilicos

Fracdo Massa Classe R(%) Fracdo Massa Classe R(%) Fracdo Massa Classe R(%)
1-7 112,1 T 30,2 1-4 102 T 20,7 1-3 167,7 T 22,9
8 0,4 T+D - 5-7 101,5 T+D - 4-5 2116 T+D
9-13 142,1 D 43,0 8-13 33,1 D 8,1 6-12 63,1 D 11,1
14-18 23,5 D+M - 14-18 50,2 D+M - 13-15 12,3 D+M
19-24 35,6 M 12,2 19-23 28,4 M 8,9 16-26  167,0 M 37,7
25-26 2,1 M+A - 24-26 60,4 M+A - 27-42 494 -
27-33 6,6 A - 27-33 7,1 A -
34-42 0,9 - - 34-42 8,6 - -
Total 323,3 - 85,4 391,3 - 37,7 671,1 - 71,7

Nota: T: Triéster; D: Diésteres; M: Monoésteres; A: Acido trans-aconitico; Massa em mg; R:

rendimento (%).

Figura 33 - Cromatogramas obtidos para o fracionamento dos produtos de

reacdo do ATA com etanol (1), n-butanol (2) e n-octanol (3) em coluna de silica

gel. Condi¢cdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.7.5).
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Com a utilizacdo do gradiente eluotropico estabelecido foi possivel realizar a
purificacdo dos mono, di e triésteres, obtendo rendimentos significativos para a
reacdo com etanol (85,4%) e n-octanol (71,3%). O rendimento da reacdo com 0s
diésteres n-butilicos foi menos significativa (37,7%); porém o gradiente permitiu a

separacao das classes com economia de tempo e solvente.

5.4.4 Caracterizacdo dos ésteres sintetizados

5.4.4.1 Espectroscopia no ultravioleta (UV)

Todos os ésteres obtidos apresentaram Anax variando de 210 a 216 nm,
indicando que todos os derivados apresentam o mesmo cromoéforo (carbonila
conjugada com olefina vicinal) representado na figura 34. A figura 35 apresenta, a
titulo de exemplo, os espectros no UV obtidos on line pelo detector DAD para o ATA

e seus ésteres etilicos.
Figura 34 - Estruturas quimicas dos ésteres etilicos, n-butilicos e n-octilicos do

ATA. Em destaque (cor vermelha), o croméforo responséavel pela absorcéo das

substancias no UV.

R = CH,CH; ou (CHz) 3CH3 ou (CH2)7CH3

Figura 35 - Espectros no ultravioleta registrados on line pelo detector DAD

para o ATA e os ésteres etilicos obtidos.

0.1 2,383 Peak 1 6,067 Peak 2 13,450 Peak 5 21,517 Peak8
P55 A , 131 €] 00574 3 D
0,05 ]

0,00 378.0[ g 0] \-359.8376.8

Nota: A: ATA; B: monoésteres; C: diésteres; D: triéster.
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5.4.4.2 Caracterizag&o por espectroscopia na regiao do infravermelho
A caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho foi feita por
FTIR. Os espectros dos ésteres de ATA obtidos estdo representados na figura 36

bem como o espectro do material de partida.

Figura 36 - Espectros obtidos no IV-FTIR para o ATA e seus ésteres etilicos (A),

n-butilicos (B) e n-octilicos (C).
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Monoesteres

Diesteres

£

Triester

4000.0 3800 3200 2800 2400 2000 1200 1a00 1400 1200 1000 =00 &850.0
em-1

Monoesteres

Diesteres

wT

Triester

4000.0 Sa00 3200 2200 2400 2000 1200 1a00 1400 1200 1000 =00 650.0
cm-1

Nota: A: Esteres etilicos; B: ésteres n-butilicos; C: ésteres n-octilicos.

O espectro no IV do ATA apresenta uma banda de absor¢édo de baixa
intensidade em aproximadamente 3.610 cm™, referente a estiramento de hidroxilas
livres de mondmeros de acido carboxilico, bem como uma banda larga de
estiramento O-H em associacdo dimérica, com méaximo de absorcdo em 2930 cm™,

parcialmente sobreposta as bandas de estiramento simétrico e assimétrico de C-H,
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respectivamente em 2987 e 2820 cm™. A banda intensa em 1687 cm™ foi atribuida
ao estiramento C=0O do grupo carboxila. A frequéncia de absorcdo desta banda
ocorreu em valor um pouco inferior ao esperado, devido a conjugacéo da carbonila
com a ligacdo dupla vizinha. Por sua vez, a banda em 1215 cm™ foi atribuida ao
estiramento de ligagdo C-O de grupo carboxila.

Observa-se, nos espectros obtidos para os ésteres do ATA, o estreitamento
da banda larga atribuida ao estiramento O-H (com maximo de absorcdo em
aproximadamente 3000 cm™) de forma gradativa, de acordo com o nimero de
carboxilas esterificadas nos monoésteres e diésteres, até desaparecer totalmente
nos triésteres (Figuras 36 A). E possivel observar, também, o aumento da
intensidade da banda referente ao estiramento de carbonila de éster em 1715 cm™,
bem como a presenca de bandas em 1270 e 1160 cm™, atribuidas ao estiramento da
ligagdo C-O-C de ésteres.

Oliveira et al. (2013) sintetizaram os aromatizantes artificiais propanoato de
isobutila, acetato de isoamila e acetato de pentila via esterificacdo homogénea e
heterogénea (uso de resinas acidas). Os autores caracterizaram a formacdo dos
produtos por FTIR, evidenciando principalmente as bandas de absorcdo proximas a
1740 cm™ e 1200 cm™, atribuidas ao estiramento de carbonila de éster e estiramento
da ligagdo C-O-C, respectivamente, como observado no presente estudo.

Berdeaux et al. (2012) descrevem que na degradacao de ésteres metilicos do
acido oléico e do acido linoléico observa-se a ocorréncia de hidrolise dos grupos
metilicos dos ésteres, gerando &cido carboxilico. Dentre as caracterizacbes que
comprovaram a hidrolise descrita, 0s autores citam que, enquanto o éster apresenta
uma banda em 1735 cm™, ap6s a degradacao esta banda passa a ser observada em
1706 cm™. Isso demonstra a importancia da técnica para monitorar a modificacdo

estrutural ocorrida na sintese dos derivados.

5.4.4.3 Caracterizacdo dos ésteres do ATA por UPLC-ESI-MS

Inicialmente foram avaliadas diferentes condi¢cbes de voltagem do cone e do
capilar, a fim de selecionar a voltagem mais adequada para a formacao de ions
moleculares e que fornecesse um perfil de fragmentacdo adequado para a
caracterizagdo estrutural. Todas as analises foram realizadas com ionizacdo por

electrospray em modo de varredura.
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A voltagem do cone foi avaliada no intervalo entre 20 e 70 V para todos os
derivados n-octilicos, nos modos positivo e negativo de ionizacdo. O triéster
apresentou maior dificuldade para ionizacédo, fato ja esperado uma vez que esta
substancia ndo possui grupos facilmente ionizaveis, como as carboxilas livres
presentes nos diésteres e monoésteres. A figura 37 apresenta o cromatograma total
de fons (TIC) nos modos positivo (ESIY) e negativo (ESI), bem como o
cromatograma com deteccdo no DAD, extraido em 210 nm, para os produtos de

esterificacdo do ATA com n-octanol.

Figura 37 - Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI-MS para os produtos de
esterificacdo do ATA com OcOH. Deteccdo no DAD em 210 nm; total de ions
(TIC) registrados no modo negativo (ESI") e positivo (ESI") de ionizagio.

CondicOes de analise: vide parte experimental (item 4.7.6.1).

Diego 16 12 2015 R cct cone 30V

Oiege 18 12_2015 R oot cone IV 3 Diode Array
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& 2
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045
000 0 200
Oiege 18 12_2015 R oot cone IV
00
043
iy T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
000 200 400 60D 800 10.00 1200 14.00

Nota: As setas indicam o pico correspondente ao triéster octilico.

Os cromatogramas de TIC indicam que a formacao de picos correspondentes
a ions do triéster (seta no TR 11,3 min) ndo foi favorecida no modo negativo de
ionizacdo, enquanto a ionizagdo dos monoésteres (TR 5,3 min, 5,8 min e 6,3 min;
Figura 37) foi favorecida em ambos os modos, fato também observado para os
diésteres (TR 8,4 min, 8,8 min e 8,9 min; Figura 37). E provavel que a ionizac¢&o do

triéster octilico no modo positivo se deva a formacdo de adultos estaveis em
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especial ao adulto com sodio (m/z de 533), enquanto no modo negativo o sinal foi
suprimido, indicando que estes ndo sdo estaveis nessa condi¢do de ionizagdo. Por
esta razdo, as andlises com o triéster octilico foram realizadas no modo ESI*. A
fragmentacdo do triéster octilico no modo positivo de ionizacdo, em diferentes

voltagens, esté apresentada na figura 38.

Figura 38 - Perfil de fragmentacgéo do triéster octilico do ATA no modo positivo

de ionizagao, nas diferentes voltagens avaliadas.
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Nota: Voltagem do capilar 3,5 KV.

O triéster octilico possui massa molar de 510,76 U.M.A.; portanto, o pico do

fon protonado deve aparecer em m/z 511,76 U.M.A. [M+H"]. Um pico em m/z 511,5
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[M+H"] foi evidenciado nas menores voltagens avaliadas (20, 30 e 40V), enquanto
em voltagens maiores foi possivel visualizar o adulto com sédio em m/z 533,5
U.M.A. [M+Na']. Na voltagem de 30 V, o pico da molécula protonada e dos adultos
com Na’ e K' apresentaram uma abundancia relativa superior aquela das outras
voltagens testadas, sendo esta definida como a voltagem de trabalho.

Na sequéncia, avaliou-se a influéncia da voltagem do capilar na geragao e
intensidade dos ions formados. A figura 39 apresenta o cromatograma TIC nos

modos positivo e negativo de ionizacao para as voltagens avaliadas.

Figura 39 - Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI-MS para os produtos de
esterificacdo do ATA com OcOH. (DAD) Deteccédo no DAD em 210 nm; (1) total
de ions (TIC) registrados no modo negativo (ESI’) e (2) positivo (ESI") de
ionizagdo. Cromatogramas obtidos com diferentes voltagens de capilar: A: 4
Kv; B: 3,5 Kv; C: 3Kv e no DAD. Condic¢des de analise: vide parte

experimental (item 4.7.6.1).
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A variacao na voltagem do capilar ndo alterou significativamente a geragéao de
sinais na faixa avaliada. Também néo se observou diferenga na geracdo de ions do
triéster octilico (figura 40), sendo obtidos espectros de massas semelhantes nas
diferentes voltagens. Tendo em vista que 3,5 kV representa o ponto médio das
voltagens analisadas, e o fato de que esta voltagem ser utilizada em analises
exploratorias, ela foi definida para as andlises posteriores.

Figura 40 - Perfil de fragmentacéo do triéster octilico do ATA no modo positivo

de ionizacao, nas voltagens de cone de 3 (A), 3,5 (B) e 4 kV (C).
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Com as condicdes de voltagem estabelecidas, foram realizadas analises no
modo de varredura (TIC) para os derivados etilicos, n-butiicos e n-octilicos do ATA
obtidos. Devido a similaridade estrutural desses ésteres, apresenta-se somente a
caracterizacdo dos derivados etilicos (figura 41). A partir dos cromatogramas de TIC
foram extraidos os espectros no modo positivo e negativo para 0s monoésteres,
diésteres e triésteres etilicos (figura 42). Os cromatogramas referentes aos

derivados n-butilicos e n-octilicos encontram-se no apéndice 2.
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Figura 41 - Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI-MS para os produtos de
esterificacdo do ATA com EtOH. (A) Deteccédo no DAD em 210 nm; (B) total de
fons (TIC) registrados no modo negativo (ESI") e (C) positivo (ESI") de

ionizacdo. CondicOes de analise: vide parte experimental (item 4.7.6.1).
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Figura 42 - Perfis de fragmentacdo das analises de varredura para os produtos
de esterificacdo do ATA com EtOH: monoésteres (1, TR: 1,54 min.), diésteres
(2, TR: 3,47 min.) e triéster (3, TR: 5,29 min.) etilicos em modo negativo (A) e

positivo (B) de ionizagc&o nas condi¢cdes otimizadas.
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Nos espectros da figura 42 foi confirmada a formacdo dos ions
correspondentes as moléculas protonadas [M+H]" e desprotonadas [M-H] para cada
éster, nos modos positivo e negativo, respectivamente. Na sequéncia, procedeu-se
as analises de MS/MS. Os ions selecionados para as analises de cada derivado por
MS/MS estao listados na tabela 19.
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Tabela 19 - ions das moléculas protonadas e desprotonadas identificados nas

analises dos ésteres etilicos, n-butilicos e n-octilicos do ATA por UPLC-ESI-MS

no modo de varredura TIC, utilizados como ion prercursor nas analises de

MS/MS.

fons das moléculas protonadas e desprotonadas (m/z)

Esteres Derivados etilicos Derivados n-butilicos Derivados n-octilicos
Analisados ESI’ ESI ESI® ESI ESI’ ESI
Monoésteres 203,35 201,23 2311 229,15 287,24 285,19
Diésteres 231,2 229,13 287,18 285,15 399,3 397,31
Triésteres 257,35 259,21 341,25 343,3 511,61 509,5

Os cromatogramas das analises de MS/MS

dispostos na figura 43.

dos derivados etilicos estao

Figura 43 - Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI-MS em experimentos de

MS/MS para os produtos de esterificacdo do ATA

com EtOH: 1: monoésteres,

2: diésteres, 3: triéster. (DAD) Deteccdo no DAD em 210 nm; (a) total de ions
(TIC) registrados no modo negativo (ESI") e (b) positivo (ESI") de ionizag&o.

Condicdes de analise: vide parte experimental (item 4.7.6.1).
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Os cromatogramas de MS/MS obtidos para os derivados etilicos indicam que
o0 modo negativo foi mais adequado para a analise dos monoésteres, uma vez que
aparecem em abundancia picos com tempos de retencao relativos a essa classe. Ja
no modo positivo, mesmo tendo selecionado para andlise a massa do monoéster
protonado (m/z: 203), os picos mais abundantes tém tempo de retencédo relativos
aos diésteres. E provavel que este fato ocorra em virtude da fragmentacdo dos
diésteres, gerando picos com a mesma razao m/z que os monoésteres. Quanto aos
diésteres, ambos os modos de ionizacdo foram adequados para a selecdo de picos
com tempos de retencdo referentes a esta classe. J& o triéster etilico comportou
melhor no modo positivo, conforme relatado para o triéster octilico no inicio da
otimizacdo do método, descrita nesse item. Observa-se um pequeno pico no modo
negativo com T.R. de 5,14 minutos, porém muito pouco pronunciado.

Na sequéncia das analises foram extraidos os espectros de MS/MS dos picos
de cada classe de compostos sintetizados (monoésteres, diésteres e triéster), a fim

de avaliar seu perfil de fragmentacédo. A Figura 44 apresenta 0s espectros obtidos.
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Figura 44 - Perfis de fragmentacao das anélises de MS/MS para os produtos de

esterificacdo do ATA com EtOH: monoésteres (1), diésteres (2) e triéster (3)

etilicos no modo negativo (A) e positivo (B) de ionizacéo, nas condi¢cdes

otimizadas.
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A partir das analises de MS/MS, foram identificados os valores de razdo m/z

dos fragmentos derivados dos ions das moléculas protonadas ou desprotonadas,

selecionados anteriormente para esta analise. A relacdo entre os ions slecionados

os fragmentos gerados por estes nas andlises de MS/MS estéo listados na tabela

20.

Tabela 20 - Relagdo entre a razdo m/z dos ions das moléculas protonadas ou

desprotonadas identificados nas andlises dos ésteres etilicos, n-butilicos e n-

octilicos do ATA em modo de varredura (MS1) e os fragmentos gerados por

estes nas analises de MS/MS por UPLC-ESI-MS nos modos positivo e negativo.

Classes MS1 (m/z) MS/MS (m/z)
de ésteres ESI” ESI ESI” ESI
Monoésteres 203,20; 201,15 156,45; 138,88; 111,04 201,35; 197, 38; 155,68;
etilicos 225,28 110,85; 87,19
Diésteres 231,20; 229,10 185,01, 139,11, 110,98 183,14, 139,01. 111,10
etilicos 253,54
Triéster etilico 259,21, 257,15 213,28; 185,19; 167,10; 211,36; 110,91
281,21 157,03; 138,94; 110,91
Monoésteres 231,10; 229,15 157,03; 139,01; 110,98 182,56; 110,91
n-butilicos 253,19
Diésteres n- 287,18, 285,15 156,97, 139,01; 111,04 211,10; 166,91; 139,01;
butilicos 309,30
Triéster n- 343,35; 341,25 156,07; 138,94 287,03; 211,04; 139,13
butilico 365,30;
381,34 continua
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Classes MS1 (m/z) MS/MS (m/z)
de ésteres ESI’ ESI ESI’ ESI
Diésteres n- 399,30; 397,31 156,97; 128,94; 113,09 267,03; 223,10; 195,07;
octilicos 421,36 179,03
Triéster n- 511,61, 509,50 268,57; 156,97; 139,07, 276,72, 266,97
octilico 533,48; 112,96
550, 41

Piang-Siong et al. (2012) caracterizaram a formacdo de mono e diésteres dos
acidos trans e cis-aconiticos com o alcool isoamilico a partir dos picos dos ions
moleculares e da reducdo de polaridade dos derivados formados. No presente
estudo, as informacgBes sobre os produtos formados também foram obtidas a partir
dos picos dos ions das moléculas protonadas e desprotonadas, bem como de seus
adultos. No modo positivo, foram obtidos adultos com sédio [M+Na'] para todos o0s
derivados e adultos com potassio [M+K*] para os triésteres n-butilicos e n-octilicos
com razdo m/z de 381,34 e 550,51 U.M.A., respectivamente. Ja no modo negativo
se observou a formacao de ions das moléculas desprotonadas.

A fragmentacdo correspondente a perda de 45 U.M.A., comum em ésteres e
observada para alguns derivados, atribuida a descarboxilacdo, nédo fornece
informacgdes conclusivas sobre a estrutura do produto.

Ndo h& relatos na literatura da caracterizagcdo quimica dos compostos
sintetizados no presente trabalho. O triéster etilico esta disponivel comercialmente,
mas o0s ésteres n-butilicos e n-octilicos sdo compostos inéditos. A literatura relata, de
forma sucinta, caracterizacbes de algumas estruturas correlatas como ésteres
etilicos do é&cido citrico e ésteres dos isébmeros do &cido aconitico com alcool
metilico e isoamilico; porém, ndo ha descricdo do perfil de fragmentacdo por ESI-
MS. A literatura registra a analise de diversos ésteres por LC-ESI-MS,
especialmente derivados lipidicos, analisadas no modo negativo de ionizagédo. Pulfer
& Murphy (2003) relatam que no processo de fragmentacéo de fosfolipidios ocorre a
guebra da unidade esterificada. J& Shackleton et al. (1997) descrevem que no éster
presente na estrutura da testosterona, ocorre fragmentacdo do carbono alfa ao
oxigénio esterificado, eliminando a cadeia hidrocarbonada lateral do éster.

Outro exemplo de substéancias esterificadas caracterizadas por LC-ESI-MS na

literatura sédo os isbmeros do acido clorogénico. Esta substancia é proveniente da
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esterificacdo de uma unidade de &cido quinico com uma unidade de acido caféico.
Analises no modo negativo levam a clivagem do éster em uma unidade cafeoil e
outra de acido quinico, indicando que estes fragmentos sdo estaveis para serem
detectados mesmo em ionizacdo por ESI (FANG, YU & PRIOR, 2002).

5.4.4.4 Caracterizacdo das misturas de diésteres por RMN

Foram obtidas misturas dos trés isomeros diesterificados de cada classe
sintetizada nas proporcbes de aproximadamente 70%, 25% e 5%. A elucidacao
estrutural do isébmero majoritario presente em cada mistura foi realizada por
experimentos de RMN 1D (*H e **C) e 2D (HMBC). Devido as similaridades
estruturais entre os diésteres presentes nas diferentes misturas obtidas, a mistura de
diésteres etilicos (estruturas 19, 20 e 21) foi selecionada para descricdo detalhada
das andlises realizadas para elucidar a estrutura quimica do constituinte majoritario.
As atribuicdes dos espectros da mistura de isbmeros de diésteres butilicos e
diésteres octilicos estdo dispostas na tabela 21 e os espectros nos apéndices.

A figura 45 apresenta o espectro de RMN de !'H obtido para a mistura

isomérica dos diésteres etilicos 19, 20 e 21.
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Figura 45: Espectro de RMN de *H da mistura isomérica de diésteres etilicos do
ATA (19, 20 e 21) e expansdes (400 MHz, CDCl5).
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Observam-se no espectro trés sinais na regido de hidrogénios olefinicos (& ~
7 ppm) referentes aos trés diferentes isbmeros presentes na mistura, sendo o sinal
de maior intensidade, em & 7,27 ppm, atribuido a H2 do diéster majoritario na
mistura (19). Os hidrogénios oximetilénicos em C1” e C1’ foram atribuidos aos dois
quartetos centrados em & 4,15 ppm (J = 7,2 Hz) e 4,25 ppm (J = 7,2 Hz),
respectivamente, enquanto os hidrogénios metilénicos em C5, vizinhos a olefina,
foram identificados como o simpleto em & 3,94 ppm. Ja os hidrogénios metilicos em
C2’ e C2” foram atribuidos aos dois tripletos centrados em & 1,25 ppm (J = 11,2 Hz)
e 1,31 ppm (J = 11,2 Hz), respectivamente. A figura 46 apresenta o espectro de

RMN de 13C obtido para a mistura isomérica de diésteres etilicos
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Figura 46 - Espectro de RMN de 13C obtido para mistura isomérica de diésteres
etilicos do ATA (19, 20 e 21) e expans0des (100 MHz, CDCls3).
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Os sinais em & 165,06; 168,86 e 169,77 ppm foram atribuidos as carbonilas
em C1l, C4 e C6 respectivamente e aqueles em & 139,12 e 141,96 ppm aos
carbonos olefinicos C3 e C2. Os carbonos oximetilénicos (C1’ e C1”) apresentaram
valores de deslocamento quimico de 61,21 e 6,17 ppm. Os carbonos metilénicos
vizinhos a olefina (C5) apresentaram valores de & de 32,80 ppm, enquanto 0s
carbonos metilicos (C2’ e C2”) foram atribuidos aos sinais em & 13,97 e 14,01 ppm.

As atribuicbes realizadas a partir dos espectros monodimensionais nao
possibilitaram identificar qual o constituinte majoritario presente na mistura de
isbmeros. Para este propésito foi utilizado o mapa de contornos HMBC, sendo a
analise centrada na regido dos sinais de hidrogénios e carbonos olefinicos e

oximetilénicos. Os mapas de correlagéo tiveram os sinais atenuados no momento do
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processamento, a fim de evidenciar os sinais referentes ao constituinte majoritario
na mistura. As figuras 47 e 48 apresentam, respectivamente, expansdes do mapa de

contornos HMBC na regido de *H e 13C olefinicos e oximetilénicos.

Figura 47- Expanséo do mapa de contornos HMBC obtido para mistura
isomérica de diésteres etilicos do ATA (19, 20 e 21) (*H, 400 MHz; *C, 100 MHz,

CDCl5).
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Figura 48: Expanséo do mapa de contornos HMBC obtido para mistura
isomérica de diésteres etilicos do ATA (19, 20 e 21) (*H, 400 MHz; **C, 100 MHz,
CDCl3).
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Na figura 49 estdo representadas as principais correlacdes evidenciadas no
mapa de contornos HMBC referente ao diéster majoritario presente na mistura

isomérica.

Figura 49 - Correlacdes entre *H e *C (representado pelas setas) observadas
no mapa de contornos HMBC referente ao constiuinte majoritario (19) na
mistura isomérica de diésteres etilicos do ATA.

A anélise do mapa de contornos HMBC obtido para o constituinte majoritario

da mistura isomérica de diésteres etilicos (Figura 49) mostrou uma mancha de
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correlagdo entre os quartetos atribuidos aos hidrogénios oximetilenicos em C1' (6
4,23 ppm) e a carbonila em & 165,06 ppm, atribuida a C1. Por sua vez, os sinais dos
hidrogénios oximetilenicos em C1" (& 4.15) apresentaram mancha de correlacao
com a carbonila C6 (& 169.77), indicando que a esterificagdo ocorreu nessas duas
posi¢cdes da molécula. Outras correlagfes observadas no espectro HMBC confirmam
essa proposta. Assim, o hidrogénio olefinico H2 (& 7.04) apresentou manchas de
correlagdo J2 com C1 (5 165,06) e C3 (0 139,12), além de sinais de correlagdo J3
com C4 (6 168,86) e C5 (& 32,80). Por sua vez, o multipleto atribuido aos
hidrogénios metilénicos em C5 (& 3,94) apresentou sinais de correlagdo com as
carbonilas em C6 (5 169,77) e C4 (d 168,86), confirmando os sitios de esterificagao.

As misturas de diésteres n-butilicos e n-octilicos foram analisadas de forma
semelhante e apresentaram o mesmo padrao de substituicado, isto €, a esterificacao
do componente principal nas misturas correspondentes ocorreu Nnos grupos
carboxilicos C1 e C6. A tabela 21 apresenta as correlacdes que permitiram a

identificacdo do diéster majoritario em cada mistura.

Tabela 21 - Correlacdes *H-'*C observadas no mapa de contornos HMBC para o
constituinte majoritario em cada mistura de diésteres (*H, 400 MHz; *3C, 100

MHz, CDCls3).
Diéster etilico Diéster n-butilico Diéster n-octilico
H(®,ppm) C(3,ppm) 'H(E,ppm)  C (5, ppm)  'H(®,ppm) C (5, ppm)
H5(3,94) C6(169,77)  H5 (3,94) C6 (170,7) H5 (3,94) C6 (170,78)
H5(3,94) C4(168,86)  H5 (3,94) C4 (169,79) H5 (3,94) C4 (169,79)
H1” (4,15) C6(169,77)  H1" (4,11) C6 (169,91) H1” (4,09)  C6 (169,91)
H1' (4,23) C1(165,06) H1 (4,19) C1 (165,15) H1' (4,16)  C1 (165,15)
H2 (7,04) C1(165,06)  H2(7,03) C1 (165,15) H2 (7,04) C1(165,15)
H2 (7,04) C3(139,12)  H2(7,03) C3(139,14) H2 (7,04) C3(139,14)
H2 (7,04) C4(168,86)  H2 (7,03) C4 (169,91) H2 (7,04) C4(169,79)
H2 (7,04)  C5 (32,80) H2 (7,03) C5 (32,86) H2 (7,04)  C5 (32,80)

5.4.4.5 Caracterizagéo dos triésteres por RMN
Todos os triésteres sintetizados (22, 23 e 24) foram caracterizados por

experimentos de RMN mono e bidimensionais.
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Devido as similaridades estruturais dos triésteres, um dos derivados foi
selecionado para descricao detalhada das analises por RMN. O aconitato de trietila
foi escolhido devido a melhor resolucédo dos sinais. Os espectros do aconitato de
tributila e aconitato de trioctila estdo disponiveis no apéndice e as atribuicbes dos

espectros de RMN de 'H e de 3C constam das tabelas 22 e 23, respectivamente.
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Tabela 22 - Atribuicdes dos espectros de RMN de 'H para os triésteres

sintetizados (400 MHz, CDCl3).

H aconitato de trietila aconitato de tributila aconitato de trioctila
s(ppm) M J(h2) 8(ppm) M J (H2) S(ppm) M J (H2)

1 - - - - - - - - -

2 6,86 S - 6,89 S - 6,85 S

3 - - - - - - - - -

4 - - - - - - - - -

5 3,87 s - 3,92 S - 3,87 S

6 - - - - - - - - -

1 1,24 t jHr-H2 = 7,16 4,14 t jH1-H2 =6,6 0,8 t jH1-H2 =5,96

2 4,15 o} JH2Hr = 7,16 1,6 m - 1,21 m -

3 - - - 1,36 m - 1,21 m -

4 - - - 0,91 m - 1,21 m -

5 - - - - - - 1,21 m -

6’ - - - - - - 1,21 m -

7 - - - - - - 1,59 m -

8 - - - - - - 4,12 t jHe-H7 =6,64

17 4,06 q jH12=7,12 4,05 t jH17-p2r =6,68 3,99 t jH17-H2 =6,72

2 1,17 t jhenr =7,12 1,6 m - 1,53 m -

3’ - - - 1,36 m - 1,21 m -

4” - - - 0,91 m - 1,21 m -

5” - - - - - - 1,21 m -

6” - - - - - - 1,21 m -

7 - - - - - - 1,21 m -

8” - - - - - - 0,8 t jue-H7" =5,96

17 4,19 d  JurH2r=7,08 4,18 t jH1"H2 =6,6 4,12 t jH1mH2" =8,28

27 1,23 t  Jhpim=7,08 1,6 m - 1,59 m -

3” - - - 1,36 m - 1,21 m -

4” - - - 0,91 m - 1,21 m -

5” - - - - - - 1,21 m -

6" - - - - - - 1,21 m -

7 - - - - - - 1,21 m -

8” - - - - - - 0,8 t  jus~nr=5,96

Nota: & (ppm): deslocamento quimico em ppm; M: multiplicidade; J (Hz): constante de acoplamento
dada em Hertz (Hz). m: multipleto, t: tripleto; g: quarteteto.
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Tabela 23 - Atribuicdes dos espectros de RMN de 13C para os triésteres
sintetizados (100 MHz, CDClI5).

C aconitato de trietila aconitato de tributila aconitato de trioctila
S(ppm) DEPT 135 S(ppm) DEPT 135 S(ppm) DEPT 135

1 166,12 C 166,02 C 166,21 C
2 129,22 CH 129,00 CH 129,11 CH
3 140,14 C 139,96 C 140,18 C
4 165,45 C 165,39 C 165,49 C
5 33,24 CH, 33,10 CH, 33,24 CH,
6 169,99 - 169,82 C 169,91 C
1 61,11 CH, 65,67 CH, 65,26 CH,
2 14,23 CHs; 30,54 CH, 31,88 CH,
3 - - 18,99 CH, 31,88 CH,
4 - - 13,58 CH; 29,31 CH,
5 - - - - 26,00 CH,
6’ - - - - 25,95 CH,
7 - - - - 22,72 CH,
8 - - - - 14,12 CHs
1” 61,98 CH, 64,81 CH, 66,10 CH,
2’ 14,9 CHs; 30,47 CH, 31,88 CH,
3 - - 18,99 CH, 29,31 CH,
4 - - 13,58 CH; 29,26 CH,
5” - - - - 28,61 CH,
6” - - - - 26,00 CH,
7 - - - - 22,72 CH,
8” - - - - 12,14 CH;
17 61,07 CH, 64,85 CH, 65,22 CH,
27 14,15 CH; 30,54 CH, 31,88 CH,
3” - - 19,05 CH, 29,29 CH,
4" - - 13,58 CH; 28,61 CH,
5” - - - - 26,01 CH,
6" - - - - 25,95 CH,
7 } ; - - 22,72 CH,
8” - - - - 12,14 CH;

Nota: & (ppm): deslocamento quimico em ppm.

O espectro de RMN de *H do triester etilico apresentou sinais com integral

para oito hidrogénios (Figura 50).
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Figura 50 - Espectro de RMN de H do aconitato de trietila (22) e expansdes
(400 MHz
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O espectro obtido indica que os hidrogénios ligados a um mesmo carbono
possuem equivaléncia quimica, tanto para os hidrogénios metilicos quanto para os
metilénicos, 0 que condiz com a estrutura esperada, uma vez que esta nao
apresenta hidrogénios diastereotopicos. O tripleto centrado em & 1,17 ppm (3 H, J =
7,12 Hz) foi atribuido aos hidrogénios metilicos H2” e sua multiplicidade resulta do
acoplamento com os hidrogénios metilénicos H8. Por sua vez, os sinal centrado em
01,24 ppm (3H,J=7,16 Hz) e em & 1,23 ppm (3 H, J = 7,08 Hz) sdo dois tripletos
parcialmente sobrepostos atribuidos aos hidrogénios metilicos nas posicoes 2’ e 2”.
Devido a similaridade no ambiente quimico desses dois grupos metilas, associado a
resolucdo do equipamento, ndo se observou o desdobramento completo do sinal em
dois tripletos. O simpleto em & 3,87 ppm (2 H) foi atribuido aos hidrogénios
metilénicos da posi¢cdo 5 e o valor de deslocamento quimico observado resulta da
proximidade com a carbonila e com a insaturagdo vizinha. Ja o quarteto centrado em
0 4,06 ppm (2 H, J = 7,12 Hz) foi atribuido aos hidrogénios metilénicos H1”,
engquanto os dois quartetos parcialmente sobrepostos centrados em 4,15 ppm (2 H,
J=7,16 Hz) e 4,19 ppm (2 H, J = 7,08 Hz) foram atribuidos aos grupos metilénicos
nas posicdes 1’ e 17, respectivamente. Sua multiplicidade resulta do acoplamento
com os grupos metila vizinhos. Por fim, o simpleto em & 6,86 ppm (1 H) foi atribuido

a H2, com valor de deslocamento quimico caracteristico de hidrogénio olefinico.
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Essas atribuicbes foram confirmadas pela analise do mapa de contornos
homonuclear COSY. E possivel verificar manchas de correlagdo entre os
hidrogénios metilicos e metiénicos, bem como para alguns acoplamentos alilicos a

distancia, como indicado pelas manchas de correlacfes na figura 51.

Figura 51 - Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCl3) obtido para o aconitato
de trietila (22).
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O espectro de RMN de 13C do triéster etilico do ATA (figura 52) apresentou 15
sinais de carbono. O subspectro DEPT-135 (figura 53) permitiu identificar os sinais
correspondentes aos carbonos metilicos, metilénicos e metinicos, bem como os

carbonos nao hidrogenados.
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Figura 52: Espectro de RMN de 13C do aconitato de trietila (22) (100 MHz,
CDCly).
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Figura 53 - Subespectro DEPT-135 obtido para o aconitato de trietila (22) (100
MHz, CDCl3).
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Os sinais em & 14,23; 14,19; 14,15 ppm foram atribuidos aos carbonos
metilicos C2’, C2” e C2”, respectivamente, enquanto o sinal em & 33,24 ppm,
identificado como carbono metilénico no subespectro DEPT-135, foi atribuido a C5.
A ressonancia com a instauracao vizinha promoveu a blindagem desse ndcleo em
relagado aos outros carbonos metilénicos. Por sua vez, os sinais em 0 61,98; 61,11 e

61,07 ppm, valores compativeis com o0 deslocamento quimico de carbonos
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oxigenados, foram atribuidos a C1’, C1” e C1”, respectivamente. O sinal em &
129,21 ppm foi atribuido ao carbono metinico C2. Os demais sinais observados no
espectro de RMN de *C ndo apareceram no subespectro DEPT-135, indicando
tratar-se de carbonos nao hidrogenados: o sinal em & 140,14 ppm foi atribuido a C3,
visto que a conjugacao entre a olefina e carbonila desblinda esse atomo, enquanto
os sinais em & 169,99; 166,12 e 165,45 ppm apresentam deslocamentos quimicos
caracteristicos de carbonila de ésteres, sendo atribuidos a C6, Cl e C4,
respectivamente. Os mapas de contorno bidimensionais heteronucleares HMQC e
HSQC (Figuras 54 e 55) possibilitaram confirmar essas atribuicdes. As principais
correlagdes observadas estéo dispostas na tabela 24.

Figura 54 - Mapa de contornos HMQC do aconitato de trietila (22) (*H, 400 MHz;
13C, 100 MHz, CDCl5).
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Figura 55 - Mapa de contornos HSQC do do aconitato de trietila (22) (*H, 400
MHz; *3C, 100 MHz, CDCl5).
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Tabela 24 - Principais correlacdes heteronucleares *H-*C observadas nos

mapas de contornos HSQC e HMBC, obtidos para o do aconitato de trietila (22)

(Figuras 56 e 57).

™H (3, ppm)  *°C (3, ppm)
H2” (1,24)  C2” (14,23)
H1” (4,17)  C1” (61,11)
H2 (6,86)  C2 (126,22)
H5(3,87)  C5 (33,24)
H1 (4,06)  C1’(61,98)
H2' (1,17)  C2 (14,9)
H™ (4,17) C1” (61,07)
H2"(1,24)  C2” (14,15)

Os mapas de correlagéo possibilitaram confirmar as atribuicdes dos espectros

monodimensionais. Adicionalmente, a atribuicdo dos carbonos nao hidrogenados foi

estabelecida a partir de correlagbes heteronucleares de longa distancia (3* ou

superior) no mapa de correlacdo HMBC (figura 56), que revelou manchas de

correlacdo entre os sinais da carbonila em C6 com os hidrogénios metilénicos H1".
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Figura 56 - Mapa de contornos HMBC do aconitato de trietila (22) (*H, 400 MHz;
13C, 100 MHz, CDCly).
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Os experimentos de RMN permitiram confirmar a estrutura quimica do triéster
etilico de ATA, com a atribuicdo inequivoca de todos os sinais de ressonancia. Além
disso, os dados de RMN possibilitaram atestar o alto grau de pureza dos triésteres
sintetizados e isolados.

5.5 Ensaios de Atividade Bioldgica

5.5.1 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do ATA, dos ésteres de ATA e da
formulac&o contendo ATA em modelo de atrite aguda induzida por LPS

O modelo de artrite induzida por LPS consiste na injecdo direta do agente
inflamatério na articulagdo, o que desencadeia uma inflamagdo aguda. O
lipopolissacarideo (LPS), ou endotoxina, € uma molécula derivada da membrana
celular externa de bactérias Gram-negativas, que apresenta toxicidade associada a
viruléncia bacteriana. O LPS apresenta capacidade de se ligar aos receptores de

membrana toll-like (TRL4), aumentando a transcrigdo e/ou ativacdo de NF-kB e,
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consequentemente, das citocinas pro-inflamatoérias associadas (CRUZ-MACHADO,
2010).

O NF-kB é um fator de transcri¢cao central da resposta inflamatéria em células
do sistema imune, tanto as periféricas como macréfagos e neutréfilos, quanto em
células do sistema nervoso central, como as células da glia. Quando estimulos
inflamatérios como TNF-a ou LPS ativam este fator, ocorre, de forma organizada, a
ativacdo da transcricdo de genes associados ao processo inflamatoério, que induzem
as ceélulas a responder a injuria, e produzir proteinas capazes de controlar e em
seguida finalizar o processo inflamatério (MEFFERT & BALTIMORE, 2005).

O ensaio de inflamag&o aguda induzida por LPS foi escolhido como teste de
triagem para a atividade antiartritica dos ésteres do ATA sintetizados em fungéo da
mimetizacdo do quadro artritico e da menor complexidade do modelo, quando
comparado ao modelo de AIA. Os seguintes parametros foram avaliados nos
experimentos: migragcdo celular e quantificacdo de mieloperoxidase (MPO) e das
citocinas CXCL1 e TNF-a.

Para realizar a transposicdo do modelo de AIA (item 5.5.2) para o de artrite
induzida por LPS foram avaliados parametros de acumulo celular nas doses de ATA
de 3, 10 e 30 mg/kg, com os animais mantidos em jejum por 4 horas antes da
administrac@o do agente inflamatdrio. A eutanasia ocorreu 12 horas apos o desafio
em funcéo do pico maximo de resposta provocada pelo LPS, enquanto no AlA esta
ocorre 24 horas apos o desafio. A figura 57 apresenta os resultados do acumulo

leucocitario do ATA nas doses citadas.

Figura 57: Avaliacao da atividade anti-inflamatéria do ATA em modelo de artrite

aguda induzida por LPS.
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s 0

Células Mononucleares (x104)

ATA (mg/kg)

Nota: Efeito induzido em animais tratados com veiculo ou com o acido trans-aconitico (ATA) no
acumulo de células totais (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) para a cavidade articular,
apos o desafio com LPS (100 ng/cavidade). Controle (C): controle negativo (PBS); #: desafiado (D):

controle positivo (LPS). Dexametasona (DX) (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco de referéncias nos
ensaios. Os resultados estdo expressos como média * erro padrao da média (n=6 animais por grupo).
(*): diferenca significativa em relacdo ao desafiado (p < 0,05*, p < 0,01** e p < 0,005***, ANOVA com

pés-teste de Newman-Keuls).

Somente a dose de 30 mg/kg foi capaz de reduzir o acumulo total de células e
de polimorfonucleares, portanto esta dose foi definida como dose de trabalho para
os testes posteriores. Como os derivados obtidos possuem polaridade variada,
houve a necessidade de utilizar diferentes veiculos para melhor dispersdo destes
derivados, avaliou-se o emprego de CMC (0,5%) e salina como veiculo para o ATA e

sua possivel interferéncia nos parametros avaliados (figura 58).

Figura 58 - Avaliacado da interferéncia dos veiculos salina e CMC sobre a

atividade anti-inflamatéria do ATA em modelo de artrite aguda induzida por

LPS.
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Nota: Efeito induzido em animais tratados com veiculo e com o &cido trans-aconitico (ATA) a 30
mg/kg, veiculado em salina ou CMC no acumulo de células totais (A), polimorfonucleares (B) e
mononucleares (C) para a cavidade articular e concentracdo de MPO (D) e KC/CXCL-1 (E) no tecido
periarticular apds o desafio com LPS (100 ng/cavidade). C: controle negativo (PBS); D: controle
positivo (#: desafio com LPS). DX: Dexametasona (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco de
referéncias nos ensaios. Os resultados estao expressos como média + erro padrao da média (n=6
animais por grupo). (*): diferenca significativa em relagéo ao desafiado (p < 0,05*, p <0,01**e p <
0,005*** ANOVA com pds-teste de Newman-Keuls).

Observa-se que o grupo tratado com salina reduziu de forma estatisticamente
significativa o acumulo de células mononucleares enquanto o grupo tratado com
ATA veiculado em CMC nao, ambos comparados ao grupo desafiado. Porém, na
comparacao entre os dois grupos ndo se verifica diferengcas estatisticamente
significativas para maioria dos parametros avaliados, o que leva a inferir que o
veiculo nado influenciou de forma significativa a atividade bioldgica. A partir desta
constatacdo os ésteres obtidos foram avaliados utilizando CMC como veiculo, por
permitir dispersdo de moléculas com polaridade variada. Tendo em vista que 0s

derivados obtidos a partir das reagdes de esterificacdo com o ATA possuem massa
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molecular variavel, estabeleceu-se trabalhar com as doses em concentracdo

milimolar. A tabela 25 representa a correspondéncia das doses em mg/kg e umol/Kg.

Tabela 25 - Relacdo das doses administradas per 0s nos animais em
milimolalidade (umol/kg) e mg/kg para as diferentes classes de ésteres do ATA
sintetizados.

Composto Massa molar Dose adm. (umol/Kg)  Dose adm. (mg/kg)

ATA 174,11 172,30 30,00
M.E. 202,17 172,30 34,83
D.E. 230,22 172,30 39,67
T.E. 258,27 172,30 44,5
M.B. 230,22 172,30 39,87
D.B. 286,33 172,30 49,34
T.B. 342,44 172,30 59,01
M.O. 286,33 172,30 49,34
D.O. 398,54 172,30 68,67
T.O. 510,76 172,30 88,01
DX 392,46 129,45 10,00

Nota: ATA: &cido trans-aconitico; M.E.: monoésteres etilicos; M.B.: monoésteres butilicos; M.O.:
monoésteres octilicos; D.E.: diésteres etilicos; D.B.: diésteres butilicos; D.O.: diésteres octilicos; T.E.:
triéster etilico; T.B.: triéster butilico; T.O.: triéster octilico; DX: Dexametasona.

A Tabela 26 apresenta os resultados de acumulo leucocitario e quantificacdo
de citocinas nos ensaios de artrite aguda induzida por LPS realizados com os

ésteres etilicos, butilicos e octilicos do ATA, testados na dose de 172,3 pmol/Kg.
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Tabela 26 - Atividade anti-inflamatdria do acido trans-aconitico (ATA) e dos ésteres em modelo de atrite aguda induzida

por LPS na dose de 172,3 umol/Kg.

Compostos Células totais?® (%) Polimorfonucleares® (%) Mononucleares® (%) CXCL1? (%) MPQO® (%)
Monoésteres etilicos? 69,2 + 36,1 68,9 + 31,1 91,7+ 29,1 64,9+21,7 81,35+48,6
Diésteres etilicos? 33,2 £ 16,3*** 33,3 £ 14,4%** 40,3+ 11,5* 57,1+24,9 33,76 £ 7,5
Triéster etilico? 64,4+ 8,5 65,1+£9,7 70,4215 68,9+44,7 129,3+88,9
Monoésteres butilicos? 73,9 +28,3 85,2+ 37,3 55,8+ 19,7 * 42,46 £19,9 68,8+33,8
Diésteres butilicos? 56,9 + 23,7 61,62 + 25,3 49,4 + 23,4 ** 61,7 £ 29,2 78,4 +50,8
Triéster butilico2 66,6 + 40,5 78,0+£48,9 48,3+ 27,3 * 101,3+47,6 110,2+60,6
Monoésteres octilicos? 63,2 £ 18,8* 56,6 £ 27,1 ** 83,9+57,2 66,9 + 39,5 86,0 +61,4
Diésteres octilicos? 28,9 + 11,9%** 25,5+ 13,3 *** 39,7+ 13,3 67,8 +21,1 58,0+ 31,1
Triéster octilicos® 60,3 + 35,0 * 49,6 £ 26,9 ** 93,8 +73,0 58,7 £ 25,4 60,4 + 34,7
ATA 75,9428 73,0 £ 45,8 84,0+ 24,9 48,6 + 19,8 90,4 +£52,1
Dexametasona 26,9 £ 9,9 *¥** 28,6 £ 11,6 *** 494+ 13,8* 48,5+ 25,0 62,3344
Controle positivo! 100 £ 30,1 100 £ 37,5 100 £ 29,5 100 £ 64,7 100 £ 96,2
Controle positivo? 100 + 29,5 100 + 38,9 100 + 28,5 100 + 24,2 100 + 38,8
Controle positivo3 100 £43,1 100 £47,3 100 £ 32,1 100 £ 45,0 100+51,4
Controle negativo 51+1,8 00 23,5+8,9 17,3+48 21,6 +5,6

Nota: Acumulo total de células (a), acumulo de células polimorfonucleares (b) e acimulo de células mononucleares (c) na cavidade fémur-tibial mensurados
12 horas ap06s a inducéo da inflamacgédo com LPS. A concentracdo de CXCL1 (d) foi analisada por ELISA e a atividade de MPO por ensaio enzimatico do

tecido periarticular. Todos os resultados foram normalizados e expressos em porcentagem (%), Os nimeros 1, 2 e 3 indicam dias diferentes de experimento.

Dexametasona (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco de referéncias nos ensaios. Os resultados estao expressos como média + erro padrao da média (n=6

animais por grupo). (*): diferenca significativa em relagao ao desafiado (p < 0,05*, p < 0,01** e p < 0,005***, ANOVA com p0s-teste de Newman-Keuls).
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Como a massa molar dos compostos sintetizados € distinta, variando de 202 a 510
g/mol, foram empregadas doses na razdo molar. A dose de 30 mg/kg de ATA equivale a
172,3 pmol/Kg; assim, para os ensaios iniciais foi estabelecida como dose de trabalho
172,3/Kg pmol. Nesta conversao, a dexametasona a 10 mg/kg corresponde a 129,46
pmol/Kg.

Em nenhum dos experimentos executados foi possivel quantificar ou mesmo
detectar TNF-a no sobrenadante obtido através do processamento do tecido periarticular e
no liquido extrator de citocinas, o que indica que o teor desta citocina no tecido periarticular
esta abaixo do limite de deteccao do kit no tempo pés inducéo avaliado.

Dentre os derivados etilicos, somente os diésteres reduziram significativamente a
migracdo celular quando comparados ao controle positivo (Tabela 26). Em relacdo a
guantificacdo de CXCL-1, somente o grupo tratado com ATA reduziu de forma a liberacao
desta quimiocina. Por sua vez, nenhum grupo reduziu a atividade da mieloperoxidase
(MPO). Os ésteres butilicos reduziram de forma estatisticamente significativa apenas o
recrutamento de células mononucleares. Os monoésteres e diésteres apresentaram
menores teores de MPO e CXCL-1 de forma igual ou superior a dexametasona, no
entanto, estes resultados ndo apresentaram significancia estatistica. Os derivados octilicos
demonstraram capacidade de reduzir a migracdo celular de forma estatisticamente
significativa, em especial os diésteres. Quanto aos outros parametros, ndo houve reducéo
estatisticamente significativa.

Os resultados apresentados demonstram que os diésteres etilicos, butilicos e
octilicos apresentaram atividade mais pronunciada na reducdo do acumulo celular em
comparacdo as outras classes de ésteres correlatas. Com finalidade de verificar o
comportamento dose/resposta destes diésteres, foram realizados experimentos com faixas
de doses variando de 0,017 a 173,2 umol/Kg. A tabela 27 relaciona a equivaléncia entre as

doses em umol/Kg e mg/kg administradas aos animais dos diferentes grupos avaliados
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Tabela 27 - Relacdo das doses administradas per os nos animais em pmol/Kg e

mg/kg nos ensaios de avaliacdo dose-resposta dos diésteres sintetizados.

Composto Massa molar Dose adm. (umol/Kg)  Dose adm. (mg/kg)

ATA 174,11 172,3 30
D.E. 230,22 172,3 39,67
17,23 3,97
1,723 04
0,1723 0,04
0,01723 0,004
D.B. 286,33 172,3 49,34
17,23 4,93
1,723 0,49
0,1723 0,05
0,01723 0,005
D.O. 398,54 172,3 68,67
17,23 6,87
1,723 0,69
0,1723 0,07
0,01723 0,007

Nota: ATA: acido trans-aconitico; D.E.: diésteres etilicos; D.B.: diésteres butilicos; D.O.: diésteres octilicos;

Os resultados obtidos para os diéstetes etilicos, butilicos e octilicos nos ensaios
dose-resposta estao apresentados na figura 59.
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Figura 59 - Perfil dose-resposta da atividade antiartritica dos diésteres em modelo de artrite aguda induzida por LPS.
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Nota: Efeito induzido em animais tratados com veiculo, acido trans-aconitico (ATA 173,2 pmol/kg) e com os diésteres na faixa de dose de 0,017 a 173,2

pmol/Kg, veiculadas em CMC, no acumulo de células polimorfonucleares e células mononucleares na cavidade articular, KC/CXCL-1 e concentracéo de

MPO no tecido periarticular apds o desafio com LPS (100 ng/cavidade). Controles: (C) controle negativo (PBS); (D: #) desafiado: controle positivo (LPS).
(DX) Dexametasona (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco de referéncias nos ensaios. Os resultados estéo expressos como média + erro padrao da média

(n=6 animais por grupo). (*): diferenca significativa em relacdo ao desafiado (p < 0,05*, p < 0,01** e p < 0,005*** ANOVA com pds-teste de Newman-Keuls).
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Todos o0s diésteres avaliados reduziram a contagem de células
polimorfonucleares de forma estatisticamente significativa, na maioria das doses
avaliadas. Somente a mistura de diésteres octilicos, avaliada na dose de 0,0017
pumol/Kg, ndo reduziu o numero de polimorfonucleares. Esse resultado indica a
efetividade do tratamento, mesmo em baixas doses, sendo a maior atividade
observada para doses de até 1,723 pmol/Kg. Como observado em todos o0s
experimentos, o ATA é ativo na dose de 30 mg/kg, equivalente a 172,3 umol/Kg;
porém, na dose de 3 mg/kg (17,23 umol/Kg) ele foi inativo, o que indica maior
poténcia dos ésteres sintetizados. E factivel supor que esses derivados exercam
atividade como pré-farmacos, uma vez que sua hidrélise gera o ATA.

Outra estratégia empregada no presente trabalho com finalidade de aprimorar
a atividade anti-inflamatéria do ATA, foi a incorporacdo desta molécula em
microesferas mucosadesivas com capacidade de promover a liberacdo sustentada
do ATA, permitindo desta forma o prolongamento da atividade anti-inflamatéria do
mesmo comparado a molécula livre. Com este proposito, avaliou-se a cinética de
atividade do ATA livre com tempos de pré-tratamento de 1, 6, 9, 12, 24, 36 e 48
horas antes da aplicagdo do estimulo inflamatério (Figura 60) visando avaliar em
quanto tempo o ATA permanece em concentracdo plasmatica suficientemente
efetiva para diminuicdo dos parametros inflamatérios, em especial o acumulo

leucocitario.

Figura 60 - Avaliac&o da atividade anti-inflamatdria do ATA (30 mg/kg) em
modelo de artrite aguda induzida por LPS administrado em pré-tratamento no

intervalo de 1 a 48 horas.
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Nota: Efeito induzido em animais tratados com veiculo, acido trans-aconitico (ATA 30 mg/kg, no

intervalo de 1 a 48 horas de pré-tratamento), veiculado em CMC, no acumulo de células totais (A),
polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) para a cavidade articular, concentracdo de MPO (D) e
KC/CXCL-1 (E) no tecido periarticular 12 apés desafio com LPS (100 ng/cavidade). Controle (C: #):
controle negativo (PBS); desafiado (D): controle positivo (LPS). Dexametasona (DX, 10 mg/kg) foi
utilizada como farmaco de referéncia nos ensaios administrada p.o. 1h antes do desafio. Os
resultados estao expressos como média * erro padrao da média (n=6 animais por grupo). (*):
diferenca significativa em relagédo ao desafiado (p < 0,05*, p < 0,01** e p < 0,005***, ANOVA com pos-

teste de Newman-Keuls).

O ATA reduziu o acumulo total de leucdcitos e de células polimorfonucleares
(neutrdfilos) em até 24 e 6 horas de pré-tratamento, respectivamente. A reducao do
acumulo de mondcitos na cavidade articular foi observada em todos os intervalos de
pré-tratamento, exceto 36 horas, e ndo foi observada diminuicdo do teor de CXCL1
em nenhum dos pré-tratamentos avaliados. A maior atividade anti-inflamatéria, em
especial a reducao de neutrdfilos, foi observada em até 6 horas de pré-tratamento, o
que permite inferir que o ATA livre encontra-se em concentracdo plasmatica efetiva
em até 18 horas apds a administragdo oral.

A formulacao F3c foi selecionada para avaliacao da atividade anti-inflamatéria
por apresentar maior eficiéncia de encapsulacdo comparada com as outras
formulagdes. Portanto, avaliou-se a atividade da formulagdo F3c (30 mg/kg de ATA)
administrada em regime de pré-tratamento nos tempo de 1, 24, 36 e 48 horas antes
da aplicacdo do estimulo inflamatério (Figura 61), visando avaliar o efeito da
incorporagdo do ATA nas microesferas mucoadesivas sobre a reducdo dos

parametros inflamatorios avaliados.
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Figura 61 - Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria da formulagcéo F3c (30
mg/kg de ATA) em modelo de artrite aguda induzida por LPS em sistema de

pré-tratamento no intervalo de 1 a 48 horas.
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Nota: Efeito induzido em animais tratados com veiculo, formulagdo F3c (contendo 30 mg/kg de
ATA) no intervalo de 1 a 48 horas de pré-tratamento, veiculado em CMC, no acimulo de células
totais (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) para a cavidade articular, concentracao de
MPO (D) e KC/CXCL-1 (E) no tecido periarticular 12 ap6s desafio com LPS (100 ng/cavidade).

Controle: controle negativo (C; PBS); desafiado (#): controle positivo (D: LPS). Os resultados estdo
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expressos como média * erro padrdo da média (n=6 animais por grupo). (*): diferenca significativa em

relacdo ao desafiado (p < 0,05*%, p < 0,01** e p < 0,005***, ANOVA com pés-teste de Newman-Keuls).

A formulagdo F3c foi capaz de prolongar a reducdo do acumulo total de
leucécitos e polimorfonucleares (neutréfilos) por até 48 e 36 horas de pré-
tratamento, respectivamente. Apenas o pré-tratamento de 24 horas nao foi capaz de
reduzir o acumulo de mondcitos de forma estatisticamente significativa e nenhum
tratamento foi capaz de reduzir a concentracdo de CXCL-1 no tecido periarticular de
forma estatisticamente significativa como observado para o ATA livre. Com base
nestes resultados, infere-se que a incorporacdo do ATA nas microesferas
mucoadesivas proporcionou concentracfes plasmaticas efetivas de ATA por um
maior intervalo de tempo, quando comparado & molécula livre. Como consequéncia,
a formulagdo F3c promoveu reducdo do acumulo leucdcito total e de neutrofilos
respectivamente até 60 e 48 horas apds sua administracdo oral. Isso representa
uma extensado de atividade de 24 e 30 horas em comparacdo ao ATA livre.

As microesferas mucoadesivas sdo empregadas como um sistema de
liberacdo sustentada de farmacos devido ao fenémeno da mucoadeséo, que
consiste na interacdo por forcas interfaciais entre uma rede polimérica e 0 meio
bioldgico. Esta interacdo entre a mucosa do trato gastro-intestinal e o dispositivo de
liberacdo sustentada permite a liberacdo gradual da molécula encapsulada,
favorecendo a biodisponibilidade da mesma (SMART 2005; KHUTORYANSKIY,
2011). As matrizes poliméricas compostas por polimeros anibnicos, como o
carbopol, apresentam alta capacidade mucoadesiva devido a presenca de grupos
carboxila, o que gera carga negativa elevando os valores de pH até excederem 0s
valores de pKa do polimero (SINGLA et al, 2000, MIDHA, NAGPAL e ARORA, 2015;
PREM, SWAPNIKA, BABU., 2017). Por outro lado, a HPMC atua como agente
doador de viscosidade, suspensor, estabilizador, agente de revestimento e como
agente de controle da taxa de liberagdo de farmaco (SIEPMANN & PEPPAS, 2001;
AKHATAR et al., 2012, LIU et al., 2005). Portanto, o uso concomitante desses dois
polimeros em uma matriz polimérica, descrita no presente estudo, aumentou o
potencial mucoadesivo da formulagéo e contribuiu para sua estabilizag&o.

Conforme abordado na revisdo de literatura, leucdcitos polimorfonucleares,
especificamente neutrofilos, representam a primeira linha de defesa da imunidade

inata. Entre as células fagociticas esta é a prevalente na corrente sanguinea; porém,
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a migracdo em excesso destas células para o sitio atingido pode exacerbar a
resposta pro-inflamatéria, lesionando o tecido associado. Assim, o papel patologico
de neutréfilos em doencas inflamatdrias ja foi demonstrado, como observado em
modelos experimentais de artrite. Os neutréfilos promovem a ativacao e liberacéo de
diversas citocinas que desempenham papel importante nos quadros inflamatérios
(MARTINS, 2010; BARSANTE et al., 2008; TANAKA et al., 2006).

Doencas inflamatérias cronicas caracterizam-se pela interacdo entre variados
fatores, sejam celulares como os polimorfonucleares, em especial os neutrofilos,
e/ou moleculares como as citocinas e sistema do complemento. E sabido que
espécies reativas de oxigénio contribuem para a acentuacdo da patogenia
associada. Como a causa destas doencas € multifatorial, e esta associada a
migracdo de neutréfilos para a cavidade articular e ao aumento de elementos
moleculares como as citocinas, terapias que atinjam multiplos alvos, como os
produtos naturais, configuram importante alternativa no desenvolvimento de novos
tratamentos para a AR (PAOLIELLO-PASCHOALATO et al., 2015).

Neutroéfilos s@o os leucdécitos mais abundantes em pacientes com quadro de
AR. Assim, esses tipos celulares estdo associados a danos e perda de funcao das
articulacdes, observados nas manifestacdes clinicas da patologia, seja resultante da
funcdo fagocitica ou do desencadeamento da cascata inflamatoria. J4 as células
mononucleares estdo frequentemente associadas a fase resolutiva do processo
inflamatorio (BRADFORT et al., 2015; COELHO et al.,2008; GRESPAN et al., 2008;
LEMOS et al., 2009; SACHS et al., 2011). Dessa forma, a diminuicdo do influxo
neutrofilico para a cavidade articular esta associada com a melhora significativa do
quadro de artrite reumatdide. Esta caracteristica pode ser observada para todos 0s
diésteres sintetizados.

A mieloperoxidase, mensurada pelo ensaio de atividade de MPO, €& uma
hemeproteina presente nos granulos azurofilos dos neutrofilos (cerca de 5% de sua
composicdo seca). Esta é secretada no meio extracelular e fagolisossomal e
compde o sistema enzimético microbicida, que é caracterizado pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (BARSANTE et al., 2008, SACHS et al., 2011;
PODREZ et. al., 2000). Evidéncias experimentais sugerem que a MPO desempenhe
um papel relevante na patogenia, severidade e extenséo das lesdes em quadros de
AR. Desta forma, € importante a observacdo de altas concentragbes de MPO em
fluido sinovial (STAMP et al., 2012).
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Nos experimentos aqui descritos foram obtidas respostas variadas de
concentracdo de MPO, independente das amostras e doses avaliadas. Sugere-se
gue esta variacao seja decorrente do local em que se encontram os neutrofilos, pois
a reducdo do acumulo celular na cavidade fémuor-tibial ndo estad diretamente
relacionada com a reducdo do acumulo no tecido periarticular, uma vez que ainda
ndo h& descricdo na literatura como estes compostos atuam na migracdo celular.
Portanto, altas concentracdes de MPO podem estar associadas a nao migracdo dos
neutrofilos do tecido periarticular para a articulacao.

Citocinas como TNF-a e IL-1 estimulam neutréfilos, os quais liberam
substancias proé-inflamatérias como prostaglandinas, leucotrienos, COX-2, moléculas
de adesdo, elastases, proteases, incluindo metaloproteinases de matriz (MMP) e
enzimas lisossomais, e ROS, os quais degradam as proteoglicanas presentes na
camada superficial de cartilagem (YELIN; WANKE, 1999; PAUL et al., 2006). A
inibicdo da producéo de TNF-a foi demonstrada em varios estudos como capaz de
reduzir a inflamacdo e o dano tecidual (SHEALY et al., 2002). Portanto, o bloqueio
de citocinas, especialmente o bloqueio de TNF-a, € uma estratégia anti-inflamatoria
vélida no tratamento da artrite (BARSANTE et al., 2005). Por estes fatores buscou-
se mensurar as concentracdes de TNF-a; porém, ndo foi possivel detectar ou
quantifica-lo, provavelmente porque as concentracbes ndo atingiram o limite de
deteccdo do método, ou a janela temporal empregada no ensaio nao foi adequada
para mensurar esta citocina, conforme demonstrado em trabalho anterior de nosso
grupo (HENRIQUES et al., 2016).

Jéa a citocina CXCL-1, como outras quimiocinas da classe CXC, apresentam
atividade quimioatrativa, ou seja, liberam mediadores quimicos que atraem
neutroéfilos para o sitio lesionado. Portanto, a redu¢do na concentracdo de CXCL1
apresenta relacédo direta com a diminuicdo da migracdo de neutréfilos para o tecido
periarticular (ROLLINS, 1997).

Produtos naturais contribuem em grande extensdo para o tratamento da
artrite reumatoide: no periodo de 1981 a 2014, 22 novos farmacos antiartriticos
foram introduzidos no mercado mundial, desses 11 (50%) tém relagcdo com produtos
naturais, compreendendo produto natural inalterado (1), preparacdo botanica (1),
derivados de produtos naturais (3), sintese baseada em protétipo de origem natural
(6) e sintese baseada em protétipo de origem natural com novo sitio farmacoférico
(1) (NEWMAM & CRAGG, 2016). Este fato também é evidenciado pelo numero de
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pesquisas com produtos naturais com atividade antiartritica, desde extratos brutos a
substancias isoladas.

Como citado na revisao de literatura, o diterpeno kirenol (4 mg/kg) foi ativo em
modelo de artrite induzida por colageno (WANG, et al.; 2011) e o diterpeno
andrografolideo (10 - 30 uM) apresentou atividade frente a sinoviécitos isolados de
pacientes com AR (YAN et al., 2011). Estudos clinicos com um fitoterapico a base
de Andrographis paniculata (Paractin®), administrado na dose de 30 mg/kg, 3 vezes
ao dia, reduziu a concentracdo de citocinas pro-inflamatérias e as manifestacdes
clinicas da doenca (HIDALGO et al., 2013). No presente trabalho, todo os diésteres
foram capazes de reduzir de forma estatisticamente significativa o acumulo celular
total na faixa dose de 0,017 a 173,2 umol/Kg (ou 0,004 a 68,67 mg/Kg). Tendo em
vista que o modelo mediado por LPS é mais agudo que o modelo mediado por
colageno, pode-se inferir que os diésteres do ATA reduziram o0s parametros
inflamatérios em menores doses que o kirenol. Quanto ao andrografolideo, o ensaio
com sinoviécitos constitui uma metodologia in vitro de avaliagdo de efeito anti-
inflamatorio; portanto, desconsidera toda a etapa envolvida na farmacocinética da
substancia. Cabe destacar que a administracdo dos ésteres de ATA no presente
trabalho foi feita por via oral, tendo se obtido resposta anti-inflamatéria em doses
semelhantes as concentracdes avaliadas in vitro para o andrografolideo.

Henriques et al. (2016) avaliaram a atividade anti-inflamatéria das fractes
aguosa e organica de Stryphnodedron adstringens em modelo de artrite aguda
induzida por LPS constatando a reducdo o acumulo total de leucécitos em doses
mais elevadas que dos ésteres do ATA (10, 100 e 1000 mg/kg). Os autores
atribuiram a atividade observada a presenca de polifendis como acido galico e
prodelfinidinas nestas fracoes.

Em trabalhos recentes do nosso grupo, diferentes extratos e fracbes de
Echinodorus grandiflorus reduziram a producéo de TNF-a em linhagens de células
THP-1 estimuladas com LPS. Extratos hidroetandlico a 50%, aquoso e
diclorometénico, bem como uma fragdo rica em flavonoides mostraram respostas
potentes em termos de inibicdo da producdo de TNF-a, quando avaliados na
concentracdo de 30 pg/mL (100%, 67,2%, 59,8% e 82,3% de inibicao,
respectivamente). ATA e isoorientina foram os compostos majoritarios na maioria
dos extratos, e analise de regressdo polinomial possibilitou correlacionar o efeito

inibitério de TNF-a com os teores de swertijaponina, swertisina, ATA e &cido
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chicorico. Por sua vez, os compostos isolados ndo apresentaram percentuais de
inibicdo de TNF-a comparaveis aos dos extratos e fragdes, sugerindo um efeito
sinérgico dos compostos presentes nessas matrizes (GARCIA et al., 2016a).

A utilizacdo de produtos naturais como protétipos para sintese de analogos
otimizados € uma estratégia corrente no desenvolvimento de farmacos. Um destes
produtos é o acido bosweélico, isolado de Boswellia serrata, espécie utilizada
tradicionalmente parar tratar doencas inflamatérias, em especial doencas artriticas.
O acido cinamico foi utilizado para obter ésteres do acido bosweélico e do acido 11-
cetobosweélico, bem como para esterificar farmacos anti-inflamatorios em uso clinico
(acido acetilsalicilico, naproxeno e ibuprofeno). Os ésteres obtidos foram avaliados
em modelo de edema induzido por carragenina em camundongos e ratos,
previamente imunizados com Mycobacteriun. Os autores observaram que o0s ésteres
do naproxeno (10 mg/kg) apresentaram significativa atividade anti-inflamatoria, com
taxas de inibicdo de 56,1% a 88,3%, de acordo com o tempo avaliado apos a injecao
de carragenina e que os ésteres inibiram o edema de forma mais significativa que o
naproxeno ou o acido bowsélico de forma isolada (CHATURVEDI, et al., 2015). No
presente estudo observou-se um resultado similar, uma vez que as reacbes de
esterificacdo potencializaram a atividade do ATA, sendo necesséario menor dose do
éster para observacdo da reducdo dos parametros inflamatoérios avaliados em
comparacao ao precursor.

Cunha et al. (2016) avaliaram a atividade antiartritica do éster etilico do acido
feralico (50 e 100 mg/kg) em modelo de edema induzido por carragenina em ratos
previamente imunizados com CFA. Os autores observaram que a substancia foi
capaz de reduzir a migracdo celular e as concentracdes de TNF-a, IL-18 e Oxido
nitrico. Adicionalmente, observou-se aumento nos teores de mieloperoxidase,
superoxido dismutase e atividade da catalase, indicando atividade frente a AR e
reducdo de eventos associados as manifestacdes clinicas desta. Os autores
concluiram que a atividade antioxidante dos compostos sintetizados pode estar
associada com a atividade antiartritica observada. Porém, os autores nao relatam a
atividade do acido feltrico e dessa forma nao € possivel concluir se as modificacdes
quimicas realizadas potencializaram a atividade antiartritica. No presente estudo foi
verificado que os ésteres apresentaram atividade antiartritica em menores doses
comparados ao precursor (ATA) em doses inferiores aquelas empregadas para o

ensaio com &cido feldrico em modelo mediado por carragenina.
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5.5.2 Avaliacdo da atividade antiartritica do ATA e dos diésteres octilicos em
modelo de atrite aguda induzida por antigeno (AlA)

O modelo de AIA caracteriza-se por exibir uma resposta fisiopatologica
semelhante a observada em pacientes portadores de artrite reumatoide. A
administragao de albumina bovina metilada associada ao adjuvante completo de
Freund (emulsdo contendo fragmentos inativos de Mycobacteria) promove uma
resposta inflamatéria por ativacao de linfocitos Thl, desencadeando recrutamento e
acumulo leucaocitario, sinovite, erosdo da cartilagem e 6ssea, ou seja, um quadro
semelhante a fisiopatologia da artrite reumatoide observada em humanos
(POHLERS et al., 2004; WONG et al.,, 2006 e COELHO, 2007). Devido sua
complexidade e maior tempo de execucdo, a utilizacdo deste modelo para a triagem
de compostos € inviavel.

Em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, o ATA foi ativo em modelo
de AIA nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg, sendo a maior atividade observada na dose
de 30 mg/kg, quando administrado por via oral, 1 hora antes do desafio com mBSA
(GARCIA, 2011). No presente trabalho, o primeiro ensaio avaliou a atividade do ATA
(per os, 30 mg/kg) foi inicialmente avaliada em modelo de artrite induzida por LPS
com a administracdo da substancia em diferentes intervalos de tempo prévios ao
desafio com LPS (12h, 6h, 3h e 1h). Nao se observou atividade anti-inflamatéria em
nenhum dos intervalos de tempo avaliados, determinada a partir da contagem total e
diferencial de leucdcitos na cavidade fémur-tibial.

Assim, na etapa seguinte do trabalho buscou-se ampliar a faixa de doses de
ATA avaliadas (30, 90 e 270 mg/kg) em modelo de atrite induzida por mBSA
conforme descrito por Garcia (2011), sendo a substancia administrada 1 hora antes
do desafio com mBSA. Os resultados obtidos nesse ensaio estdo representados na

figura 62.
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Figura 62 - Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do ATA administrado (p.o.)
em animais sem jejum em modelo de artrite aguda induzida por antigeno (AIA

aguda).
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Nota: Efeito induzido nos animais sem jejum, tratados com veiculo ou com o 4acido trans-aconitico
(ATA) no acumulo de células totais (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) para a cavidade
articular 24 horas ap6s desafio com mBSA (10 ug/cavidade). Controles: controle negativo (C) (PBS);
Desafiado (#): controle positivo (D. mBSA). DX: Dexametasona (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco
de referéncias nos ensaios. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média (n=6

animais por grupo). (*): diferenca significativa em relagéo ao desafiado (p < 0,05*, p <0,01**e p <

0,005*** ANOVA com p0s-teste de Newman-Keuls.

Apenas a dose de 270 mg/kg apresentou atividade inibitéria do acumulo
leucocitario. Esses ensaios, e aqueles realizados com administragdo do ATA em
diferentes intervalos de tempo, foram realizados sem que 0s animais estivessem em
jejum. Assim, conjecturou-se que a baixa atividade do ATA aqui observada, em
comparacao aos resultados relatados por Garcia (2011), deveu-se a influéncia de

constituintes da dieta dos animais.
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A fim de avaliar essa hipétese, foi realizado novo ensaio no qual os animais
foram mantidos em jejum por 4 horas antes da administracdo do ATA e 1 hora apdés

o desafio com mBSA. A figura 63 apresenta os resultados referentes ao ensaio.

Figura 63 - Avaliagcdo da atividade anti-inflamatoria do ATA administrado (p.o.)
em animais com jejum prévio ao tratamento de 4 horas no modelo de artrite

aguda induzida por antigeno (AIA aguda).
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Nota: Efeito induzido nos animais em jejum, tratados com veiculo ou com o acido trans-aconitico
(ATA) no acumulo de células totais (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) para a cavidade
articular 24 horas apos desafio com mBSA (10 pg/cavidade). Controles: controle negativo (C) (PBS);
Desafiado (#): controle positivo (D. mBSA). DX: Dexametasona (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco
de referéncias nos ensaios. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média (n=6

animais por grupo). (*): diferenca significativa em relacéo ao desafiado (p < 0,05*, p<0,01**e p <

0,005***, ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls.

No ensaio com 0s animais em jejum, observou-se que todas as doses
testadas reduziram o acumulo leucocitario de forma estatisticamente significativa

guando comparadas ao grupo desafiado (ndo tratado). Para estabelecer uma dose
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de trabalho do ATA, o ensaio foi repetido nas condi¢Bes supracitadas, porém
empregando doses inferiores (3, 10 e 30 mg/kg) e os resultados obtidos estao

descritos na figura 64.

Figura 64 - Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do ATA administrado (p.o.)
em animais com jejum prévio ao tratamento de 4 horas no modelo de artrite

aguda induzida por antigeno (AIA aguda).
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Nota: Efeito induzido nos animais em jejum, tratados com veiculo ou com o acido trans-aconitico
(ATA) no acumulo de células totais (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) para a cavidade
articular 24 horas apos desafio com mBSA (10 pg/cavidade). Controles: controle negativo (C) (PBS);
Desafiado (#): controle positivo (D. mBSA). DX: Dexametasona (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco
de referéncias nos ensaios. Os resultados estédo expressos como média + erro padrdao da média (n=6

animais por grupo). (*): diferenca significativa em relacéo ao desafiado (p < 0,05*, p<0,01**e p <

0,005***, ANOVA com poés-teste de Newman-Keuls).

Os resultados apontam que o jejum desempenha papel importante na
atividade anti-inflamatoria do ATA, uma vez que todas as doses avaliadas nos

experimentos em que foi instituido o jejum reduziram o acumulo de células na
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cavidade articular. Nos experimentos onde os animais foram ensaiados sem jejum,
observou-se redugcdo da migracao celular de forma significativa apenas na maior
dose ensaiada (270 mg/kg). Desta forma, o emprego do jejum potencializou a
atividade do ATA cerca de 90 vezes quando comparado ao experimento sem esse
procedimento. E importante ressaltar que nos experimentos pilotos citados, néo foi
realizada a quantificacdo de citocinas. Utilizou-se como parametros de anélise o
acumulo celular total e diferencial.

Esses resultados corroboram os dados relatados por Garcia (2011)
empregando o mesmo modelo, onde se observou uma significativa reducdo da
migracéo celular induzida pelo ATA nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg.

Para que um farmaco exerca sua funcdo terapéutica no organismo é
necessario que este passe por trés etapas: a fase farmacéutica ou biofarmacéutica,
que consiste em disponibilizar o farmaco através de dissolugdo ou desintegracéo da
forma farmacéutica, deixando-o livre para a etapa farmacocinética, que inclui
processos de absorcéao, distribuicdo, metabolismo ou biotransformacéo e excrecao.
Concomitante a estes processos ocorre a fase farmacodinamica, onde o farmaco
interage com seu alvo e exerce sua funcao terapéutica, seja de natureza agonista ou
antagonista (MOURA; REYES, 2002; HAKEN, 2002; REIS, 2004).

Quando os medicamentos sdo administrados com alimentos podem ocorrer
alteracdes na etapa farmacodinamica ou farmacocinética devido a interacdes entre
farmacos e nutrientes. Alteracdes na fase farmacodindmica sdo menos observadas
comparadas as alteracbes farmacocinéticas. A biodisponibilidade depende
diretamente da absorcdo e do metabolismo de primeira passagem. A principal
interacdo farmacocinética entre farmaco e alimento é a modificacdo na etapa de
absorcdo, seja por reacfes quimicas ou por alteracdes fisiologicas desencadeadas
pela ingestédo alimentar (SILVA; CYSNEIROS; EMIM, 2007).

Em nivel quimico, os constituintes da dieta podem reagir com o farmaco
através de interagfes diretas, determinadas pela natureza quimica dos mesmos, e
por complexagdo. J& em nivel fisiolégico, os nutrientes levam a modificagcbes no
valor de pH do trato gastrointestinal e na velocidade de esvaziamento gastrico, bem
como ao aumento da atividade peristaltica intestinal, competicdo com sitios de
absorcdo e fluxo sanguineo visceral. Estes fatores isolados ou associados podem
diminuir, retardar, aumentar ou ndo afetar a absor¢cdo. Desta forma € justificada a

importancia de jejum antes da administragéo do farmaco, uma vez que a via oral é a
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mais utilizada na prética clinica (FONSECA, 2000; HAKEN, 2002; MOURA; REYES,
2002).

Welling (1977) relata a diminuicdo de absorcdo de diferentes farmacos de
administracdo oral pela ingestdo de alimentos, incluindo antibiéticos e anti-
inflamatoérios com variada polaridade. O autor cita que a administragdo concomitante
destes medicamentos com refeicbes como café da manhd e almoco levaram a
diminuicdo da absorcdo dos farmacos de acordo com sua natureza, seja por
alteracdo de pH ou competicdo por um sitio de absorcao; porém, o autor ndo discute
a relacdo entre a estrutura quimica dos farmacos e a diminui¢do de atividade.

Outro parametro farmacocinético que sofre grande influéncia de alimentos € o
metabolismo de farmacos. As enzimas pertencentes ao citocromo P450 presentes
no figado configuram o principal sitio metabolizador do corpo humano. Neste
contexto, farmacos e produtos da dieta podem tanto inibir a atividade destas
enzimas, como 0 caso da cimetidina ou quinidina, ou induzir uma maior atividade,
caso do fenobarbital. Além disso, dietas desbalanceadas tendem a alterar condicdes
metabdlicas do individuo, afetando também fatores como concentracdo plasmatica
de farmacos e cleareance renal (WALTER-SACK & KLOTZ, 1996)

O ATA é uma micromolécula de carater acido, determinado pela presenca de
trés grupos de 4&cido carboxilico, resultando em elevada polaridade. Estas
peculiaridades contribuem para o aumento da sua velocidade de excrecdo no
organismo. A presenca de alimentos no estbmago tende a diminuir a acidez deste
orgdo; como consequéncia, moléculas acidas tendem a permanecer na forma
ionizada, sendo mais rapidamente excretadas (HOTER & DRESSMAN, 2001). O
ajuste do jejum por um tempo maior, leva o pH do estbmago a ficar mais acido e,
assim, moléculas acidas ndo se desprotonam com tanta facilidade, permanecendo
por mais tempo no organismo, em comparacdo com sua forma desprotonada ou
ionizada.

Verificou-se que, entre 0s ésteres sintetizados, os diésteres octilicos
apresentaram maior atividade anti-inflamatéria no modelo de artrite aguda induzida
por LPS (vide item 5.5.1). Devido a maior complexidade da resposta inflamatoria
desenvolvida no modelo de AIA, avaliou-se o perfil dose resposta dos diésteres

octilicos no presente modelo (figura 65).
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Figura 65 - Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do ATA (17,2 umol/Kg) e do
perfil dose/resposta dos diésteres octilicos no modelo de artrite aguda

induzida por antigeno (AIA aguda).
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Nota: Efeito induzido nos animais em jejum, tratados com veiculo, &cido trans-aconitico (ATA) e
diésteres octilicos em diferentes doses no acumulo de células totais (A), polimorfonucleares (B) e
mononucleares (C) para a cavidade articular, concentracdo de MPO (D), KC/CXCL-1 (E) e INF-y (F)
no tecido periarticular 24 horas apds desafio com mBSA (10 pg/cavidade). Controles: controle
negativo (C) (PBS); Desafiado (#): controle positivo (D. mBSA). DX: Dexametasona (10 mg/kg) foi
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utilizada como farmaco de referéncias nos ensaios. Os resultados estdo expressos como média +
erro padrdo da média (n=6 animais por grupo). (*): diferenca significativa em relacdo ao desafiado (p
< 0,05* p <0,01** e p < 0,005***, ANOVA com pOs-teste de Newman-Keuls).

Os diésteres octilicos foram capazes de reduzir o acumulo total de leucécitos
e de células polimorfonucleares de forma estatisticamente significativa em todas as
doses avaliadas, resultado semelhante ao observado para o perfil dose/resposta no
ensaio de artrite aguda induzida por LPS (Figura 60). Nenhuma das amostras
ensaiadas foi capaz de reduzir de forma estatisticamente significativa os outros
parametros inflamatérios avaliados, incluindo a dexametasona, o0 que evidencia que
tanto o ATA quanto os diésteres octilicos apresentam desempenho semelhante a
dexametasona na reducdo de polimorfonucleares. Portanto, o ensaio de AlIA agudo
permite inferir que a atividade anti-inflamatéria do ATA e da mistura de diésteres
octilicos esta especialmente associada a reducao de um tipo celular especifico, os
neutrofilos.

Os neutrofilos liberam espécies reativas de oxigénio e mediadores pro-
inflamatorios como TNF-a, IL-1p3, IL-8 e CXCL-1, todos relacionados a progressao do
quadro de AR e ao dano tissular. Consequentemente, a reducdo do acumulo de
neutréfilos nas articulagbes acometidas apresenta intima relagdo com a atenuacao
do quadro fisiopatoldogico da doenca (WALDBURGER & FIRESTEIN, 2009;
KOLACZKOWSKA & KUBES 2013).

Garcia et al. (2016b) avaliaram a atividade antiartritica do extrato
hidroetandlico a 70% de E. grandiflorus, nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg em
modelo de AIA. O extrato foi ativo em todas as doses ensaiadas, promovendo
reducdo do acumulo celular e de citocinas pro-inflamatorias. A analise quimica do
extrato revelou a presenca de quantidades expressivas de ATA (7,41% m/m no
extrato hidroetandlico 70%). Tendo em vista a atividade observada do extrato e o
alto teor de ATA nesta preparacgdo, sugere-se que presenca do ATA e a atividade
antiartritica estdo correlacionadas, fato que corrobora os dados observados no
presente estudo uma vez que doses de 3 mg/kg foi capaz de reduzir o acumulo de
leucocitos total e de células polimorfonucleares em modelo de AlA (Figura 65).

5.5.3 Avaliacdo da atividade antiartritica do ATA em modelo de atrite crénica

induzida por antigeno (AlA)
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O modelo de artrite cronica induzida por antigeno consiste em duas
imunizagbes seriadas, seguidas de dois desafios com mBSA, e o tratamento é
realizado a partir do segundo desafio. Esta sequencia de imunizacfes associados ao
duplo desafio leva o camundongo a desenvolver uma artrite de maior severidade,
com fisiopatologia semelhante a quadro de artrite reumatoide em estagio avancado
uma vez que além do aumento do acumulo celular e de citocinas pré-inflamatorias, é
possivel observar caracteristicas histopatolégicas peculiares como destruicdo da
membrana sinovial, reabsorcdo de neutréfilos para o tecido 0sseo e erosdo 6ssea
(Wengner et al., 2007; Queiroz-Junior et al., 2011).

A mistura de diésteres octilicos (17,2 e 1,72 umol /Kg) e o ATA (172,2
umol/Kg) foram avaliados quanto a atividade antiartritica em modelo de artrite
cronica induzida por antigeno. As doses foram definidas de acordo com a atividade
observada nos ensaio de AIA aguda (vide item 5.5.20). Os resultados sobre o

acumulo celular, concentracédo de MPO e citocinas estédo apresentados na figura 66.
Figura 66 - Avaliacdo da atividade antiartritica do ATA (172 umol/Kg) e de

diésteres octilicos (17,2 e 1,72 umol/Kg) em modelo de artrite cronica induzida
por antigeno (AIA crénica).
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Nota: Efeito induzido nos animais em jejum, tratados com veiculo, acido trans-aconitico (ATA) e
diésteres octilicos em diferentes doses no acumulo de células totais (A), polimorfonucleares (B) e
mononucleares (C) para a cavidade articular, concentragdo de MPO (D), KC/CXCL-1 (E) e INF-y (F)
no tecido periarticular 24 horas apés desafio com mBSA (10 pg/cavidade). Controles: controle
negativo (C) (PBS; #); Desafiado: controle positivo (D; mBSA). DX: Dexametasona (10 mg/kg) foi
utilizada como farmaco de referéncias nos ensaios. Os resultados estdo expressos como média +
erro padrdo da média (n=6 animais por grupo). (*): diferenca significativa em relagdo ao desafiado (p
< 0,05% p <0,01** e p < 0,005***, ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls).

O ATA e a mistura de diésteres octilicos reduziram o acumulo de leucocitos
totais e de células polimorfonucleares de forma estatisticamente significativa,
atividade ndo observada na redugcdo de células mononucleares. Como no
experimento crénico ocorre duplo desafio com mBSA, sugere-se que as células
mononucleares presentes se subdividem em mondcitos e macrofagos, uma vez que
este ultimo tipo celular ocorre de forma mais tardia na inflamac&o com objetivo de
atuar na fase de resolucdo do processo inflamatério (NATHAN & DING, 2010). O

ATA e os diésteres octilicos (1,72 pumol/Kg) reduziram a concentracdo de INF-y no
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tecido periarticular. Este interferon € produzido principalmente por linfocitos Thl e
células NK, e atua na ativacdo de macrofagos, expressdo de HLA de classe Il e
ativacdo de células NK, promovendo a diferenciacéo de células Th em Thl (JACOB
et al., 1989; ANGIOLILLI et al., 2016). Portanto sua diminuicdo atenua a resposta
mediada principalmente por macréfagos e linfocitos.

Em seguida foram realizadas analises histopatologicas (Figura 67) com

finalidade de avaliar os parametros inflamatoérios no tecido da articulacéo injuriada.

Figura 67 - Analise histopatologica da articulagcdo fémur-tibial (aumento de 40 e
400 vezes) de animais tratados com veiculo (CMC) desafiados com PBS
(controle negativo; C) e desafiados com antigeno (controle positivo; D),

tratados com dexametasona (10 mg/kg; DX), com &cido trans-aconitico (172

pmol/Kg; ATA) e com os diésteres octilicos (17,2 umol/Kg; DiO) no modelo de

artrite crénica induzida por antigeno (AIA crénica).
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Estes resultados foram avaliados e classificados em um score histopatolégico,
considerando os principais aspectos relacionados a integridade da articulacdo
acometida (infiltrado celular, integridade da sindvia e reabsorcéo 0ssea). A figura 68
apresenta o score relacionado a cada parametro avaliado de forma isolada e o score

total.

Figura 68 - Avaliacdo da score de artrite determinado histologicamente para o
veiculo (CMC), dexametasona (10 mg/kg), ATA (172 umol/Kg) e para a mistura
de diésteres octilicos (17,2 umol/Kg; DiO)
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Nota: Controle negativo (C; PBS). Controle positivo (D: #); Controle positivo dexametasona (DX; 10
mg/kg). (*): Diferenca significativa em relacéo ao grupo desafiado (D) (p < 0,05* p<0,01** e p <
0,005***, ANOVA com poés-teste de Newman-Keuls).

Nenhuma das substancias avaliadas foi capaz de reduzir a deterioracdo da
sinovia. Os diésteres octilicos diminuiram a reabsorcéo 6ssea e a dexametasona
diminuiu o infiltrado celular, a reabsorcdo 6ssea e o0 score total de forma

hY

estatisticamente significativa. A partir desses resultados, associados a analise
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histopatologica, pode-se concluir que o ATA e os diésteres octilicos proporcionaram
uma discreta melhora do quadro inflamatério crénico e que os diésteres octilicos
diminuiram o dano 6sseo provocado pelo quadro inflamatério. Sugere-se gque esta
menor atividade observada no modelo crénico em comparacdo ao modelo agudo se
deva ao tipo celular afetado pelos tratamentos. Conforme citado anteriormente, no
modelo agudo ha prevaléncia de neutrofilos, enquanto no modelo crénico observou-
se mononucleares sugestivos da presenca de macréfagos.

Garcia (2011) relatou que o tratamento com ATA (90 mg/kg) em modelo de
AIA aguda reduziu o infiltrado leucocitario no tecido periarticular, avaliado por
andlises histopatolégicas, bem como promoveu a melhora no score total de artrite.
Este fato que reforca a hipotese de que o ATA e seus derivados atuam
primariamente em células polimorfonucleares, em especial neutrofilos, uma vez que
este tipo celular é o polimorfonuclear prevalente no modelo de AIA, reforcando a
hipétese levantada.

Shi et al. (2014) avaliaram a atividade antiartritica do flavonoide luteolina nas
doses de 10 e 20 mg/kg em ratos, em modelo de atrite induzida por adjuvante
completo de Freund (CFA). A administracdo da luteolina se deu a partir do 18° dia
da imunizagédo previa com o CFA, até o 24° dia. Os autores verificaram redugéo das
manifestacdes clinicas, melhora do quadro inflamatério pela analise histopatologica
e supressao da producédo de citocinas como IL-6, IL-17, IL-1B e TNF-a, ndo havendo
diferencas significativas entre a atividade nas doses avaliadas. O ATA foi capaz de
reduzir o acumulo de leucdcitos totais e de neutrofilos na dose de 3 mg/kg em
modelo de AIA, em camundongos previamente imunizados com CFA (figura 67).
Destaca-se, ainda, que o ATA foi administrado em dose Unica, enquanto o estudo
com a luteolina se deu em tratamentos multiplos em intervalos de 6 dias. Apesar das
diferencas entre os modelos impedirem uma comparacao direta, pode-se inferir que
0 ATA apresenta maior poténcia.

Os resultados obtidos indicam que o ATA e a mistura de diésteres octilico
apresentam atividade anti-inflamatéria associada principalmente a reducdo do
acumulo neutrofilico na cavidade articular injuriada, exercendo pouco efeito nas

células residentes e resolutivas como 0s macrofagos.
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6 CONCLUSOES

Foram obtidos sete lotes de microesferas mucoadesivas com diferentes
proporcdes de ATA e dos polimeros HPMC e carbopol. Um método de CLAE-DAD
foi desenvolvido e empregado para quantificacdo de ATA nos diferentes lotes de
microesferas obtidos. A formulacdo F3c apresentou maior taxa de encapsulacao de
ATA e foi caracterizada quanto suas caracteristicas morfologicas e fisico-quimicas.

A formulacdo F3c, contendo HPMC, carbopol e ATA na mesma proporcao
(m/m), induziu uma resposta anti-inflamatoria mais prolongada em modelo de artrite
aguda induzida por LPS, em comparacéo ao ATA administrado na forma livre.

Foram sintetizados mono-, di- e triésteres do ATA com etanol, n-butanol e n-
octanol pela reacao de esterificacdo de Fisher. Os mono- e diésteres de cada alcool
foram obtidos como misturas de isémeros constitucionais, enquanto os triésteres
foram obtidos puros. Todos os produtos (puros e misturas isoméricas) foram
caracterizados por técnicas cromatogréficas e espectroscopicas.

Os ésteres de diferentes classes, bem como o ATA, apresentaram atividade
em modelo murino de artrite aguda induzida por LPS, sendo os diésteres n-octilicos
os derivados mais ativos. Estes diésteres e o ATA apresentaram atividade em
modelos agudo e crénico de AIA, sendo o efeito anti-inflamatério associado a

reducdo do acumulo neutrofilico na cavidade fémur-tibial.
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APENDICES
Apéndice 1 - ESPECTROS DE INFRAVERMELHO

Mistura de monoésteres etilicos do acido trans-aconitico
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Triéster etilicodo acido trans-aconitico
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Mistura de monoésteres n-butilicosdo acido trans-aconitico
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Mistura de diésteres n-butilicosdo acido trans-aconitico
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Triéster n-butilico
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Mistura de n-monoésteres octilicos
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Mistura de diésteres n-octilicosdo acido trans-aconitico
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Triéster n-octilicos do acido trans-aconitico

102.1 _
100

95 |
90 |
85 |
80 |
75 |
70 |

%T, 654
60 |
55 |

50 |

45 |

40 |

35 ]

300

2011

856

2925

1652

1
1740

I
1720

1466

1379

1320 h

1272

1094

4000.0

3600

3200

2800

2400

2000

1800 1600
cm-1

1400

1200

214



215

Formulagéo F1B
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Apéndice 2 — Analises de massas dos derivados butilicos e octiilicos
DERIVADOS BUTILICOS
Monoésteres n-butilicos do acido trans-aconitico

Espectro de varredura (MS) modo positivo

Diego 16_12_2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia
Diego 16_12_2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia 58 (2.919) Cm (58)

1: Scan ES+
100 139.14 2.22e7
157.16
S 80.13
110.85 128.32 23“% 25318 282.05  326.11 49930 515.33
G A e L ) w1112
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
Espectro MS/MS modo positivo
MSMS 231,10 Diego 16_12 2015 R but cone 30V
MSMS 231,10 Diego 16_12 2015 R but cone 30V 117 (2.948) Cm (112:118) 1: Daughters of 231ES+
100 139.01 9.75e4
138.75
< 110.92
?1-28 %50-81 194,56 230.61
0"‘““\‘i‘”)\“”“w“”‘ /\\/\\\ T T T T T T MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro de varredura (MS) modo negativo
Diego 16_12 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia
Diego 16_12 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia 58 (2.944) 2: Scan ES-
185.06 8.12e6
100
| 185.26
<
| 111a7
229.26
186.16 459.21
] 153.06 230.16 ﬂk481.27
0 ‘H”\H“‘\H“‘\A"‘Hw T T T T T T T PP TP o PPt e e MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro MS/MS modo negativo
MSMS 229,15 Diego 16_12 2015 R but cone 30V
MSMS 229,15 Diego 16_12 2015 R but cone 30V 116 (2.923) Cm (111:120) 1: Daughters of 229ES-
111.11 8.29e4
100
L
110.3 | 14?'87 182.56
Ot e e e e e e e ey MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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Diésteres n-butilicosdo acido trans-aconitico

Espectro de varredura (MS) modo positivo

Diego 16_12 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia

139.07._156.84

Diego 16_12 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia 115 (5.812)

1: Scan ES+
1.34e8
100 213.22
309.31
= 8.06
158. 214.19 287.31 310.27
159.15 ’L 449.39 595.45
O e T e e e e e e e e MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Espectro MS/MS modo positivo

MSMS 287,18 Diego 16_12_2015 R but cone 30V

MSMS 287,18 Diego 16_12 2015 R but cone 30V 233 (5.871) Cm (233:246)

1: Daughters of 287ES+
100 139.01 1.23e6
X
156.78
110.98 J
0““\“”“\““\““ I i D T L D L L L B B Hw\m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro de varredura (MS) modo negativo
Diego 16_12 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia
Diego 16_12_ 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia 115 (5.837) 2: Scan ES-
285.25 9.53e7
100
211.04
=S
286.15
212'00(241.32 571.33 593.39
O 1 T e e e e MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro MS/MS modo negativo
MSMS 285,15 Diego 16_12 2015 R but cone 30V
MSMS 285,15 Diego 16_12 2015 R but cone 30V 231 (5.821) 1: Daughters of 285ES-
100 13907 211.11 4.11e6
o 136.96
s 167.04
122.98
| \h ) " 210.34 241.06
G B L s e L B B L B U B — m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

600
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Triéster n-butilicodo acido trans-aconitico
Espectro de varredura (MS) modo positivo

Diego 16_12 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia

Diego 16_12_ 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia 160 (8.096) 1: Scan ES+

100 157.10 269.28 1.34e8
213.22

< 343.37 365.37

1391415506 [214.12 27931 366.39

L.
AR SR R R
300 350 400 450

T L R I N RN
100 150 200 250

e MUz
500 550 600

Espectro MS/MS modo positivo

MSMS 359,25 Diego 16_12 2015 R but cone 30V
MSMS 359,25 Diego 16_12 2015 R but cone 30V 316 (7.963) Cm (315:318)

1: Daughters of 359ES-
100 166.78 6.07e4
211.04
© 167.17 241.19
° 210.59 241.38 284.87
1117 136.70 20970 358.89
0“\\‘”\\”\\\\\‘\“\'\\ T T MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Espectro de varredura (MS) modo negativo

Diego 16_12 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia
Diego 16_12_ 2015 R but cone 30V Repeticao reacao no dia 157 (7.969

) 2: Scan ES-
100 285.32 311.23 32528 8.03e6
339.33
341.31
< 211.11
88.92 370.18
ol 1529316300 | 2125 | | 4| 38128 417.32 59333
L L B L B i L B L e A B A S R RS SRR RS e n el 11174
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro MS/MS modo negativo
MSMS 341,25 Diego 16_12_2015 R but cone 30V
MSMS 341,25 Diego 16_12 2015 R but cone 30V 316 (7.962) Cm (315:317) 1: Daughters of 341ES-
100 341.38 2.33e5
267.04
266.85267.23 4093
B
9418 139.14 211{04 266.46 340.42i341.70
0“‘"‘\““w‘“““\“““\““‘”\‘“w““w““\”‘w‘”‘ T T T MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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DERIVADOS OCTILICOS

Monoésteres n-octilicosdo acido trans-aconitico

Espectro de varredura (MS) modo positivo

Diego 16_12 2015 R oct cone 30V

Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 107 (5.406) Cm (106:107)
100 157.03

1: Scan ES+
1.20e8
© 139.07
11393 175.19 287.24 309.24
O+ \EL\ T T T T T T T T T T MYZ
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro MS/MS modo positivo
MSMS 287,24 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
MSMS 287,24 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 215 (5.417) 1: Daughters of 287ES+
100 138.95 2.01e6
138.82
1 11085
: 156.91
84.87
157.29
0‘K‘\“L“\““\‘!}‘/“\““\““ L L L N B L B L B L B L B L IR Hw\m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro de varredura (MS) modo negativo
Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
Diego 16_12_2015 R oct cone 30V 106 (5.381) Cm (106:107) 2: Scan ES-
100

571.39 8.84e7
24119 285.19
ES

572.35
286.22

110.98 242.22

o N AN W

T I L L L I B L L R L B A I I I SR IR I 1 M/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Espectro MS/MS modo negativo

MSMS 285,19 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V

MSMS 285,19 Diego 16_12_2015 R oct cone 30V 214 (5.392) Cm (213:216)
100, 11098

1: Daughters of 285ES-
7.20e6

&

128.94

1
e

0k S ——
100 150 200 250

“
f

— m/z

S S D D D L L
300 350 400 450 500 550 600
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Diésteres n-octilicosdo acido trans-aconitico

Espectro de varredura (MS) modo positivo

Diego 16_12 2015 R oct cone 30V

Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 174 (8.807) Cm (174:179)
100 157.10

1: Scan ES+
269.28 399.43 1.32e8
X 113.23 421.43
1390115613 270.25 381.40 ksmo
O+ ‘HwHH\HHwHwHL‘\HH\HHwHw‘ﬂ“”wH‘\HA‘H\HH\HH\HH mre e Mz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Espectro MS/MS modo positivo

MSMS 399,30 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V

MSMS 399,30 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 352 (8.869) Cm (347:359) 1: Daughters of 399ES+
138.95
100

1.97e7
156.97
S
113.10
“‘\“A“\““\““ L L L L I L L L L L L L L B L L L U ““\m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro de varredura (MS) modo negativo
Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 174 (8.832) Cm (174:177) 2: Scan ES-
397.31 1.30e8
100
398.27
=3
399.30
26729 31123 325.15
O S B e B B o B B e o B L B L S S R e el 11174
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro MS/MS modo negativo
MSMS 397,31 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
MSMS 397,31 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 352 (8.870) Cm (348:354) 1: Daughters of 397ES-
267.04 2.85e7
100
=3
195.07 223.10
O R B e L B o B o B B B S B S T m/z
100 150 200 250 300 350 400 450

500 550 600
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Triéster n-octilicos do acido trans-aconitico

Espectro de varredura (MS) modo positivo

Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
Diego 16_12_2015 R oct cone 30V 223 (11.294)

1: Scan ES+
100 51155 533.61 9.11e7
381.40
K 549.52
150.17 269.16 382.37 550.61
1131.03 ] “(270.31
O L L s L e L R R R R R e na s e na | 1172
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro MS/MS modo positivo
MSMS 511,61 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
MSMS 511,61 Diego 16_12_ 2015 R oct cone 30V 428 (10.784) 1: Daughters of 512ES+
157.10 8.75e6
100
S 138.82
113.10 269.16
0““\“”“\““\““““\““““\“‘J‘\““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro de varredura (MS) modo negativo
Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 221 (11.218) 2: Scan ES-
106.17 3.04e6
100
S 509.50
147.03 265.11 311.10 325.09 397.50 509.82
I 213.09 Y L f339.26 j(398.34 482.24 11.48
0 '\“A"“‘wH““H"M““‘“w“"“*‘“\“‘“‘“w“”“ R L B B R R R o R 1174
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Espectro MS/MS modo negativo
MSMS 509,50 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V
MSMS 509,50 Diego 16_12 2015 R oct cone 30V 425 (10.709) 1: Daughters of 510ES-
100 379.09 509.30 7.91e4
509.11
. 509.50
2 266.91 379.42
g0.26 237.60.248.76 0TS
O““\ “‘\““““\““\‘\‘“i\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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Apéndice 3 — Andlises de RMN dos derivados n-butilicos e n-octilicos

Espectro de RMN 'H da mistura isomérica de diésteres n-butilicos do acido trans-

aconitico (CDCl3, 400 MHz).
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Espectro de RMN 13C da mistura isomérica de diésteres n-butilicos dotrans-aconitico
(CDCl3, 100 MHz).

=
@~ WO~ Om

8/2
8
2

146

W
O < - ¢ NN O oI N 1 o @ W
e~ Oy 00~ s O <0 YN ~—mor- — MO 0 UMy
v e s e e s . e e . DO Mo T OWm
T YD W)W Ny O YW v e . . * - . * . -
[~ O \D\0\0 WO\ L s I S NS BN N [ NTo Ry lTs! MmN NO o WM
o G B B B B | DD W WO Mmoo A A
L | Jo [ S ) (N L ) |
W\ RN, AL YRR\
WO 1% VI W S Y

] J l “J 1 ”- " J I ;WWMJ ™ ."‘%JM.,,\AM-\,» ..WJ—J et st S
T T il T T T AR AN MR T \
175 170 ppm 140 135 ppm 66 65 ppm 33 32 PPm
I - H‘ JJ . R LI—
Lo Lald T 1 A ad L

170 180 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



231

Mapa de contornos HSQC da mistura isomérica de diésteres n-butilicos do trans-

aconitico (*H, 400 MHz; **C, 100 MHz, CDCl5).
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Mapa de contornos HSQC da mistura isomérica dediésteres n-butilicos do trans-
aconitico (expansdo da regido dos sinais olefinicos; *H, 400 MHz; *C, 100 MHz,

CDCly).
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Mapa de contornos HSQC da mistura isomérica dediésteres n-butilicos do trans-
aconitico (expansao da regido dos sinais oximetilénicos; *H, 400 MHz; **C, 100 MHz,

CDCly).
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Mapa de contornos HMBC da mistura isomérica de diésteres n-butilicos do trans-
aconitico (expansdo da regido de sinais olefinicos; 'H, 400 MHz; *C, 100 MHz,
CDCly).
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Mapa de contornos HMBC da mistura isomérica de diésteres n-butilicos do trans-
aconitico (expanséo da regido de sinais oximetilénicos; *H, 400 MHz; *3C, 100 MHz,
CDCly).
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do trans-aconitico e

aci

Espectro de RMN de 'H do triéster n-butilico do

(400 MHz, CDCl5).
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Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDClI3) obtido para otriéster n-butilico do

do trans-aconitico.
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Espectro de RMN de 13C triéster don-butilico do acido trans-aconitico(100 MHz,
CDCly).
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Subespectro DEPT-135 obtido para o triéster n-butilico do &cido trans-
aconitico(100 MHz, CDCls5).
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Mapa de contornos HMQC do triéster
400 MHz; *3C, 100 MHz, CDCl5).
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n-butilico do &cido trans-aconitico(*H,
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Mapa de contornos HMBC do triéster n-butilico do acido trans-aconitico(*H,
400 MHz; *3C, 100 MHz, CDCl5).
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Triéster octilico

Espectro de RMN *H da mistura isomérica de diésteres n-octilicos do &cido

trans-aconitico (CDCl3, 400 MHz).
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Espectro de RMN 3H da mistura isomérica de diésteres n-octilicos do &cido

trans-aconitico (CDCl3, 100 MHz).
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Mapa de contornos HSQC da mistura isomérica de diésteres n-octilicos do
trans-aconitico (*H, 400 MHz; **C, 100 MHz, CDCls).
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Mapa de contornos HSQC da mistura isomérica de diésteres n-octilicos do
trans-aconitico (expanséo da regido dos sinais olefinicos; *H, 400 MHz; **C, 100
MHz, CDCl3).
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Mapa de contornos HSQC da mistura isomérica de diésteres n-octilicos do
trans-aconitico (expansdo da regido dos sinais oximetilénicos; 'H, 400 MHz;
13C, 100 MHz, CDCly).
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Mapa de contornos HMBC da mistura isomérica de diésteres n-octilicos do
trans-aconitico (*H, 400 MHz; **C, 100 MHz, CDCls).
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MHz, CDCl3).
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Mapa de contornos HMBCda mistura isomérica de diésteres n-octilicos do
trans-aconitico (expansdo da regido dos sinais oximetilénicos; 'H, 400 MHz;

13C, 100 MHz, CDCly).
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Espectro de RMN de !'H do triéster n-octilico do acido trans-aconitico e
expansodes (400 MHz, CDCl5).
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Mapa de contornos COSY (400 MHz, CDCI3) obtido para o triéster n-octilico do

acido trans-aconitico.
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Espectro de RMN de 13C do triéster n-octilico do acido trans-aconitico(100 MHz,
CDCly).
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Subespectro DEPT-135 obtido para o triéster n-octilico do acido trans-
aconitico(100 MHz, CDCl5).
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Mapa de contornos HMQC do triéster n-octilico do &cido trans-aconitico(*H,
400 MHz; *3C, 100 MHz, CDCl5).
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Mapa de contornos HSQC do triéster n-octilico do acido trans-aconitico(*H, 400
MHz; *C, 100 MHz, CDCls3).
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Mapa de contornos HMBC do triéster n-octilico do &cido trans-aconitico(*H,
400 MHz; *3C, 100 MHz, CDCl5).
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