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CUNHA, F. V. M. Desenvolvimento tecnolégico de complexo de inclusao em
R-ciclodextrina e nanoemulsao contendo ferulato de etila para aplicagao
pré-clinica em modelo de inflamagao. Tese de Doutorado, Programa de Pés-
Graduagao em Biotecnologia, CCS/UFPI, 2019.

RESUMO

Introducao: O ferulato de etila € um fenilpropandide com atividades anti-
inflamatodria, antioxidante e neuroprotetora de origem natural e sintética com
potenciais usos na industria nutracéutica e farmacéutica. Entretanto, possui
baixa solubilidade em &agua o que compromete a absor¢do no trato
gastrintestinal, diminuindo a biodisponibilidade e comprometendo a
reprodutibilidade dos efeitos in vivo para aplicacdes farmacéuticas de uso oral.
Formas farmacéuticas para administragao topica tém aumentado nos ultimos
anos devido a busca por formas de tratamento com menos efeitos adversos e
colaterais. Ciclodextrinas de origem natural e sintética s&do amplamente
utilizadas a fim de melhorar o perfil de dissolugao de substancias pouco soluveis.
As nanoemulsdes tem sido a tecnologia de escolha para aplicacédo de
substancias hidrofébicas por via topica propiciando ambiente favoravel a pele e
perfil de liberagdo controlado. Objetivo: Desenvolver, caracterizar e testar em
modelo de edema de pata induzido por carragenina complexo de inclusdo de B-
ciclodextrina com ferulato de etila e nanoemulsao para vetorizacao de ferulato
de etila por via tépica. Material e Métodos: Complexos de inclusao de ferulato
de etila e B- ciclodextrina foram obtidos por mistura fisica, malaxagem,
liofilizagao e spray drying. Os complexos obtidos foram avaliados quanto ao teor
de ferulato de etila, estabilidade, perfil de dissolugcdo, pesquisa de interacdes
quimicas através de FT-IR, caracterizados através de analise térmica, DRX e
avaliagao da atividade antinflamatoria in vivo através de modelo de edema de
pata induzido por carragenina em ratos. Para desenvolvimento da nanoemulsao
diagrama de fases pseudo-ternario foi desenvolvido com variagdes nas
concentragdes de surfactantes (Tween 80, Span 80), éleo (6leo de soja) e agua.
Os sistemas foram obtidos por ultrassonicacdo e foram avaliados quanto aos
aspectos macroscopicos bem como tamanho de particula, indice de

polidispersao e potencial zeta. Ao melhor sistema obtido foi incorporado ferulato



de etila a 1%, 2.5% e 5%. A melhor nanoemulsao foi entdo avaliada quanto a
estabilidade, pesquisa de interagdes quimicas através de FT-IR, avaliacdo de
permeacgao in vitro através de célula de Franz, teste de irritagcdo cutanea e
avaliacdo de atividade antinflamatéria in vivo através de modelo de edema de
pata induzido por carragenina em ratos. Resultados: Os complexos de inclusao
obtidos resultaram em aumento da solubilidade e estabilidade comparativamente
ao ferulato de etila isolado. Além disso, os complexos obtidos por malaxagem,
liofiizagdo e spray drying apresentaram melhor efeito farmacoldgico
comparativamente ao ferulato de etila 100 mg/kg v.0 e o complexo obtido por
spray drying apresentou efeito anti-inflamatoério significativamente melhor que a
indometacina (10 mg/kg) da segunda a quarta hora testadas. Dos sistemas
obtidos, as melhores caracteristicas de tamanho de particula, PDI e estabilidade
foi obtido com a proporcéao de 2.5% de d6leo e 10% de tensoativo e 1% de ferulato
de etila. A analise por FT-IR ndo revelou interagcdo entre os componentes da
nanoemulsdo. O ensaio de liberagao in vitro confirmou o perfil de liberagcao
controlado, 26% de liberagédo do ativo apds 6 horas de ensaio. A nanoemulséo
obtida ndo apresentou sinais de irritacdo cutanea e foi efetiva na redugao do
edema (p<0,01) da terceira a quinta hora no ensaio de edema de pata em ratos.
Conclusédo: Os sistemas binarios entre ferulato de etila e B-ciclodextrina
resultaram em aumento da solubilidade, melhora do perfil de dissolugao do ativo,
aumento da estabilidade e eficacia farmacolégica em modelo inflamatério in vivo.
A nanoemulsao desenvolvida apresentou boa estabilidade, perfil de liberagao

controlado e foi efetiva na redugao da inflamagao no modelo testado.

Palavras-chave: ferulato de etila; nanoemulsdo; permeagao in vitro;

ciclodextrina; dissolugao; biotecnologia.



CUNHA, F. V. M. Technological development of inclusion complex in B-
cyclodextrin and nanoemulsion containing ethyl ferulate for preclinical
application in inflammation model. Ph.D. Thesis, Post-Graduation Program in
Biotechnology, CCS / UFPI, 2019.

ABSTRACT

Introduction: Ethyl ferulate is a phenylpropanoid with anti-inflammatory,
antioxidant and neuroprotective activities of natural and synthetic origin with
potential uses in the nutraceutical and pharmaceutical industry. However, it has
low solubility in water which compromises the absorption in the gastrointestinal
tract, decreases the bioavailability and compromises the reproducibility of the
effects in vivo for pharmaceutical applications of oral use. Pharmaceutical forms
for topical application have increased in recent years due to the search for forms
of treatment with fewer adverse and side effects. Cyclodextrins of natural and
synthetic origin are widely used in order to improve the dissolution profile of poorly
soluble substances. Nanoemulsions have been the technology of choice for
application of hydrophobic substances in a topical manner providing a favorable
skin environment and controlled release profile. Aims: To develop, characterize
and test in carrageenan-induced paw edema model of inclusion of B-cyclodextrin
with ethyl ferulate and nanoemulsion for the vectorization of topical ethyl ferulate.
Material and Methods: Inclusion complexes of ethyl ferulate and B-cyclodextrin
were obtained by physical mixing, blending, lyophilization and spray drying. The
complexes were evaluated for ethyl ferulate content, stability, dissolution profile,
chemical interactions through FT-IR, characterized by thermal analysis, XRD,
and evaluation of in vivo anti-inflammatory activity using a paw edema model
induced by carrageenan in rats. For the development of the nanoemulsion phase
diagram pseudo-ternary was developed with variations in the concentrations of
surfactants (Tween 80, Span 80), oil (soybean oil) and water. The systems were
obtained by ultrasound and were evaluated for macroscopic aspects as well as
particle size, polydispersity index and zeta potential. The best system obtained
was 1%, 1%, 2.5% and 5% ethyl ferulate. The best nanoemulsion was then
evaluated for stability, search for chemical interactions through FT-IR, evaluation

of in vitro permeation through Franz cell, skin irritation test and evaluation of in



vivo anti-inflammatory activity through induced paw edema model by
carrageenan in rats. Results: The inclusion complexes obtained resulted in
increased solubility and stability compared to isolated ethyl ferulate. In addition,
the complexes obtained by malaxage, lyophilization and spray drying had a better
pharmacological effect compared to ethyl ferulate 100 mg / kg and the complex
obtained by spray drying presented a significantly better anti-inflammatory effect
than indomethacin (10 mg / kg) from the second to the fourth hour tested. From
the systems obtained, the best particle size, PDI and stability characteristics were
obtained with the proportion of 2.5% oil and 10% surfactant and 1% ethyl ferulate.
FT-IR analysis revealed no interaction between nanoemulsion components. The
in vitro release assay confirmed the controlled release profile, 26% release of the
active after 6 hours of assay. The nanoemulsion obtained showed no signs of
skin irritation and was effective in reducing edema (p <0.01) from the third to fifth
hour in the para edema test in rats. Conclusion: Binary systems between ethyl
ferulate and B-cyclodextrin resulted in increased solubility, improved dissolution
profile, increased stability and pharmacological potency in an in vivo inflammatory
model. The developed nanoemulsion presented good stability, controlled release

profile and was effective in the reduction of inflammation in the model tested.

Keywords: ethyl ferulate; nanoemulsion; in vitro permeation; cyclodextrin;

dissolution; biotechnology.
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1. INTRODUGAO

Dentre as doencas inflamatorias, as artrites e inflamagdes de partes moles
(bursites, tendinites e miosites) sao as afec¢gdes mais prevalentes podendo levar
a incapacidade fisica e laboral gerando grande énus para o tratamento de tais
afeccdes (HELMICK et al, 2008; BROTEN et al, 2014). Ja em 2008, apenas nos
Estudos Unidos, estimava-se aumento de 40% nos diagndsticos de artrite nos
25 anos por vir demonstrando o impacto dessas doencas sobre o bem-estar
social (LAWRENCE et al, 2008). No Reino Unido, em 2001, a incidéncia de
disturbios musculoesqueléticos foi de 947 para cada 10000 habitantes
compreendendo principalmente artralgia e inflamacéao de tecidos moles (SHIFF
et al, 2015).

Muitas classes de farmacos como corticosteroides, anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINES) e agentes biologicos sdo utilizados para tratar disturbios
inflamatorios. Entretanto, a utilizacdo desses farmacos causa uma série de
efeitos indesejaveis tais como ulceras gastricas, dispepsia, sangramentos
gastrintestinais e complicagdes cardiovasculares (DINARELLO, 2010). Dentro
deste contexto, as plantas tém sido extensivamente utilizadas para tratamento
de enfermidades ao longo da histéria. Tal popularidade deve-se principalmente
a sua abundancia para uso, seguranga, efetividade e relagdo custo-beneficio
(MAHESH; RAMKANTH; SALEEN, 2011). O avang¢o na pesquisa em produtos
naturais é tdo evidente que 60% de todas as novas drogas reportadas entre 1981
e 2006 sao de origem natural. Produtos naturais com atividade anti-inflamatéria
sdo usados como remédios populares em condi¢cdes inflamatérias como febre,
dor, enxaqueca e artrite. Varias substancias com atividade anti-inflamatéria tém
sido identificadas em Oleos essenciais destacando-se ainda os flavonoides,
terpendides e alcaldides. Para a maioria destes produtos, a atividade anti-
inflamatdria é inferida a partir de outras atividades farmacolégicas identificadas
relacionadas com a modulacdo da resposta inflamatéria. Desta forma,
substancias antioxidantes tém sido apontadas como anti-inflamatérios
promissores (YUAN et al, 2006).

O ferulato de etila € um derivado do acido cindmico, e, portanto, um

analogo estrutural dos acidos ferulico, caféico e da curcumina que ja possuem
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suas atividades antioxidantes e anti-inflamatérias bem documentadas
(KIKUZAKI, 2002). A presenga do grupo éster no ferulato de etila atribui-lhe
maior lipofilicidade em relagédo ao acido ferulico (SULTANA, 2012).

Estudos demonstram que o ferulato de etila age principalmente através
da ativagdo de vias nucleares induzindo a expressdo de uma série de genes
vitais que codificam proteinas capazes de manter a homeostase em condigdes
de estresse através do aumento da expressao das enzimas antioxidantes,
fatores de crescimento e de proteinas antiapoptoticas e reducdo da expressao
da iINOS (éxido nitrico sintase indutivel) (SULTANA, 2012). Todos estes efeitos
parecem estar associados ao poder antioxidante do ferulato de etila uma vez que
as respostas sao subsequentes a diminuigao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e que estudos in vitro ou in vivo, em modelos de inflamacé&o, ainda
nao foram documentados na literatura (ISLAM et al, 2009). Além disso, o ferulato
de etila apresentou importante atividade anti-inflamatéria em modelos de
inflamagao aguda e crénica por via oral diminuindo a migragao celular, estresse
oxidativo e IL-1B8 e TNF-a (CUNHA et al, 2016).

No entanto, a via oral pode apresentar restricbes a acado de farmacos
pouco soluveis, uma vez que estes nao serao adequadamente absorvidos até o
local de acdao (KLEIN et al, 2013). Dentre os sistemas de solubilizagdo, a
complexacao em B-ciclodextrina (B-CD) destaca-se uma vez que nao altera as
caracteristicas fisico-quimicas da barreira formada pela pele e tampouco da
droga veiculada pelo complexo (LOFTSSON; MASSON, 2001). Tal experiéncia
tem sido realizada com inumeros farmacos anti-inflamatérios com resultados
positivos tais como hidrocortisona, dexametasona, indometacina, ibuprofeno,
cetoprofeno, naproxeno e piroxicam (LOFTSSON; MASSON, 2001).

Estudos mostram que a complexagcdo com a B-CD atenua toxicidade e
elevam a DL50 da droga complexada. Outro fator importante é que a
complexagao pode prolongar a duragéo e a poténcia das drogas possibilitando
a diminuigdo da dosagem, o que também contribui para a redug&o da toxicidade
do complexo (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

A utilizacdo da via topica para a administracdo de farmacos
antinflamatorios tem sido foco de muitas investigagcdes pela possibilidade de

aplicacao local e diminuicido dos efeitos adversos comuns a aplicagao oral destes
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farmacos. Dentre as possibilidades para a aplicagéo topica, as nanoemulsdes
tem sido bastante utilizadas como sistemas carreadores de farmacos e ativos
para diversas aplicacdes terapéuticas (SINGH et al, 2017; RAI et al, 2018).
Estudos tem demonstrado que as nanoemulsdes diminuem os efeitos adversos
além de propiciarem perfil de liberagdo prolongada no farmaco carreado
proporcionando efeito duradouro e minimizando a necessidade de diversas
aplicagdes diarias. Desta forma, as nanoemulsdes sao consideradas a melhor
tecnologia devido a sua natureza fluidica, interagado proeminente com as células
da pele, tamanho de goticulas pequenas, capacidade de permeagao eficiente,
capacidade de protecao para fornecer moléculas mesmo irritantes, volateis e de
alto peso molecular (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; GUPTA et al, 2016).
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2. OBJETIVOS

e Geral
o Desenvolver e caracterizar complexo de inclusao em R-
ciclodextrina e nanoemulsdo contendo ferulato de etila para

aplicacgao pré-clinica em modelo de inflamacéo.

e Especificos
o Preparar e caracterizar complexo de inclusao do ferulato de etila
com B-ciclodextrina (B-CDFE);
o Desenvolver e caracterizar nanoemulsdo contendo ferulato de
etila;
o Avaliar o efeito do complexo B-CDFE e nanoemulsdo em modelo

de edema de pata induzido por carragenina;
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3. REDERENCIAL TEORICO

3.1 Processo Inflamatorio

A inflamagdo € uma resposta fisioldogica adaptativa desencadeada por
estimulos nodxicos ou lesdo tecidual que visa a restauragdo da homeostase e o
reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008). A mesma cursa com destruicao e reparo
tecidual, envolve o recrutamento de derivados do sangue como proteinas
plasmaticas e leucécitos, devido as alteracbes na vasculatura que levam a
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e aumento do fluxo
sanguineo (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012).

O entendimento do processo inflamatério da-se de forma mais clara
quando abordadas as vias classicas de lesao inicial, sejam elas quimica,
biolégica ou mecanica. Contudo, doencas estreitamente relacionadas a
inflamacdo como diabetes, artrite reumatoide e outras doencas reumaticas,
resguardam nuances ainda nao compreendidas totalmente que tornam o
processo mais complexo (MEDZHITOV, 2008). Conceitualmente, o processo
inflamatério é mediado por efetores celulares (macrofagos, neutrofilos, linfocitos)
e quimicos (citocinas, quimiocinas, prostandides, lipoxinas, 6xido nitrico) que se
somam a fim de eliminar o agente agressor (WHITE, 1999) (Figura 1).

Dentre os mediadores da inflamagao destacam-se as citocinas, um vasto
conjunto de polipeptidios celulares que gerenciam amplamente a resposta
inflamatoria através do controle da migracao celular e do estado de ativagao da
célula, através dos seus principais representantes: TNF (Fator de necrose
tumoral) e IL-1 (Interleucina 1) (FEGHALI; WRIGHT, 1997). Prostandides € o
nome dado ao grupo constituido por prostaglandinas (PGs) e tromboxano A:
(TXA2) com agbes vasomotoras e quimiotaxicas, formados pela agdo das
isoformas da enzima ciclo-oxigenase (COX-1 e COX-2) a partir do &cido
araquidénico (AA) proveniente da membrana plasmatica por agdo da fosfolipase
A2 (PLA?) (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

De forma geral, quando desencadeada, a inflamacao pode iniciar-se pelo
reconhecimento de patégenos por componentes do sistema imune inato, como
os receptores Toll like (TLR) e receptor NOD like (NLR) presentes na superficie

de macrofagos e mastoécitos residentes (células apresentadoras de antigenos -
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APCs) ou pela liberagao de neuropeptideos como substancia P em resposta a
dor em caso de trauma ou lesao tecidual (TEKEUCHI; AKIRA, 2010; KEYEL,
2014; MOTTA et al, 2015).

Figura 1 — Representacdo esquematica dos eventos envolvidos na inflamagéo

aguda e crénica e os pré-requisitos para a resolugao.
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Fonte: SERHAN et al, 2007.

Os sinais para desencadeamento do processo inflamatério podem ser
basicamente de dois tipos: I) PAMPs (do inglés, pathogen associated molecular
patterns, padroes moleculares associados a patdgenos) relacionados a resposta
imune inata e consequente inflamagao em resposta a lesao de origem bioldgica;
e II) DAMPs (do inglés, damage associated molecular patterns, padrbes
moleculares associados a lesdo) que consistem em moléculas proprias do tecido
e que, no geral, tém sua existéncia restrita ao meio intracelular mas que séo
liberadas mediante lesdo fisica ou quimica como acidos nucléicos e
determinadas proteinas como o HMGB1 (proteinas de alta mobilidade do grupo
B1) (BROGGI; GRANUCCI, 2015).

O reconhecimento de PAMPs e DAMPs leva a producgao, pelas APCs, de
uma variedade de mediadores inflamatdérios como citocinas, quimiocinas, aminas
vasoativas, FAP (fator ativador de plaquetas) e eicosanoides, levando ao
aumento da permeabilidade capilar, principalmente de vénulas pds-capilares,

gerando edema local, quimiotaxia e transmigracdo de neutréfilos para o foco
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inflamatorio (NATHAN, 2002). As células do endotélio ativadas possuem
permeabilidade seletiva aos leucdcitos, ndo permitindo a passagem de eritrocitos
e hemacias, por exemplo. Isso da-se devido a expressdao de moléculas de
adesdo em suas superficies (selectinas) que ligam-se seletivamente as
integrinas e receptores de quimiocinas presentes na superficie dos leucécitos
(MEDZHITOV, 2008).

O processo de transmigracao refere-se a passagem de células da
circulacao sistémica para o foco da lesdo e compreende duas fases distintas,
séo elas: rolamento e adesao (HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2013). A primeira
fase refere-se ao recrutamento de células livres na circulagao através da ligagao
das moléculas de adesido P-selectina e E-selectina expressas nas células
endoteliais, aos seus ligantes glicosilados presentes na superficie das células
livres, enquanto que a segunda refere-se a ligagao firme entre as moléculas LFA-
1 (antigeno associado a fungdo do linfocito do tipo 1) expressas nas células
inflamatdrias e ICAM-1 e ICAM-2, moléculas de adesao intercelular expressas
nas células endoteliais (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013) (Figura 2).

O éxito do processo inflamatério reside na eliminagédo do agente causal
iniciando o processo de reparo tecidual logo apos a eliminagdo do indutor do
processo inflamatério o qual é mediado principalmente por macréfagos
residentes e recrutados da circulagao (NATHAN; DING, 2010). Mediadores como
as lipoxinas, protectinas, resolvinas, TGF- (fator de crescimento transformador
B), interleucinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10 principalmente), SLPI (protease
inibidora da secrecao de leucécitos), HSP (proteinas de choque térmico), sao
fundamentais nesta fase do processo por recrutarem mondcitos que removem
as células mortas e iniciam o processo de reparo tecidual (JANSSEN; HENSON,
2012).

A magnitude da resposta inflamatéria é fator preponderante para
resolucdo ou cronificacdo da inflamacdo: resposta insuficiente resulta em
imunodeficiéncia o que pode resultar em cancer; resposta excessiva pode
causar morbidade e mortalidade em doengas como artrite reumatoide, doenga
de Crohn, aterosclerose, diabetes, doenca de Alzheimer, esclerose multipla e
isquemia cerebral e miocardica, nesses casos, a inflamagao pode ser mais letal
que o agente causal (TRACEY, 2002).
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Figura 2 — Mecanismos e estruturas envolvidas no processo de adeséo e

migracao de células durante o processo inflamatério.
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3.2 Tratamento Farmacolégico da Inflamagao

Os anti-inflamatorios tém sido utilizados com sucesso para alivio da dor,
inflamacé&o e febre ha mais de 3500 anos, e continuam em uso por milhdes de
pacientes ao redor do mundo (VONKEMAN; VAN DE LAR, 2010; SOSTRES et
al, 2010; BRUNE; PATRIGNANI, 2015). Muitas classes de farmacos como
corticosteroides e anti-inflamatérios n&do esteroidais (AINES) com diferentes
afinidades as isoformas da ciclooxigenase (COX) sao utilizados para tratar
disturbios inflamatodrios. Entretanto, a utilizacdo desses farmacos causa uma
série de efeitos indesejaveis tais como Ulceras gastricas, dispepsia,
sangramentos gastrintestinais e complicagdes cardiovasculares (GILROY et al,
2004; GAUTAM; JACHAK, 2009; DINARELLO, 2010; HARIRFOROOSH,;
ASGHAR; JAMALI, 2013).
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Os corticosteroides sao anti-inflamatérios eficazes em basicamente todas
as doengas inflamatorias e alérgicas. A efetividade extensiva dessa categoria de
drogas advém da acgao pleiotropica da ativacdo de seu receptor (GR — receptor
de glicocorticoide) em multiplas vias de sinalizagao (RHEN; CIDLOWSKI, 2005).
Dessa forma, podem atuar desde a inibigdo da produgao de prostaglandinas, da
vasodilatagdo e da permeabilidade vascular, além da transmigracdo de
leucécitos ao sitio inflamatério (NEWTON, 2000; HARIRFOROOSH; ASGHAR,;
JAMALLI, 2013). O pleiotropismo, porém, resulta em diversos efeitos adversos
tais como retardo do crescimento em criangas, imunossupressao, hipertensio
arterial sistémica, inibicdo do reparo de feridas, osteoporose e disturbios
metabdlicos, principalmente quando administrados cronicamente (NARUM;
WESTERGREN; KLEMP, 2014).

Os anti-inflamatérios ndo esteroides sao a principal modalidade
terapéutica de afecgdes inflamatérias e artriticas (LANE et al, 2008). Na Europa,
em 2004, os AINEs representaram 7,7% das prescri¢cdes (SOSTRES et al, 2010).
Apesar de representarem grupo heterogéneo quanto a estrutura quimica,
farmacocinética e farmacodinamica, os AINEs carregam consigo mecanismo de
acao semelhante: inibem a produgéo de prostaglandinas pelo bloqueio da COX
resultando em efeitos analgésico, antipirético e anti-inflamatério (VONKEMAN;
VAN DE LAR, 2010).

A COX apresenta trés isoformas sendo a COX-1 e COX-2 relevantes no
tratamento farmacoldgico da inflamagdo. A primeira esta constitutivamente
expressa na maioria dos tecidos enquanto que a COX-2 tem sua expressao
condicionada a estimulos por citocinas, lipopolissacarideos e fatores de
crescimento, dentre outros (HOWARD; DELAFONTAINE, 2004; PERRONE et
al, 2010). A inibicdo das isoformas da COX pode resultar em efeitos deletérios,
especialmente nos tecidos e 6rgaos onde seus produtos (PGE2) séo protetores,
como o trato gastrintestinal e rins (SOSTRES et al, 2010).

Estima-se que 20-30% dos pacientes em uso regular de AINEs
desenvolvam algum tipo de dispepsia ou lesdo gastrica (JONES et al, 2008;
SOSTRES et al, 2010). As mucosas gastricas e duodenais sado ricas em
prostaglandinas que exercem papel protetor no trato gastrintestinal, provendo

adequada perfusdo a mucosa, secrecao de bicarbonato pelas células epiteliais,
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secrecao de muco e manutengao do pH neutro da mucosa (RADI; KHAN, 2006).
A inibicdo da COX e consequente diminuicao da concentragcdo de PGs culminam
com o aumento da susceptibilidade a lesdo do TGl (VAN SCHOOR, 2014).
Adicionalmente, tanto os inibidores da COX-1 quanto da COX-2 podem causar
nefrotoxicidade com necrose papilar e nefrite intersticial (BING; LOMNICKA,
2002). Diante de tais problemas relacionados ao uso de inibidores da COX-1,
bem como a descoberta de uma segunda isoforma da COX, a COX-2,
estritamente relacionada ao processo inflamatério e pesquisas direcionadas ao
desenvolvimento de drogas especificas a sua inibigdo, surgiram os coxibes
(LANE et al, 2008).

Os coxibes representaram a primeira classe de AINEs desenvolvidos com
base em estudos racionais a fim de diminuir os efeitos gastrintestinais
provocados por farmacos com maior afinidade a COX-1 (PATRONO; ROCCA,
2009). Seu langamento no mercado em meados da década de 1990 trouxe
euforia @ comunidade médica devido a sua maior afinidade a COX-2 e
consequente menor toxicidade gastrintestinal (JONES et al, 2008). A descoberta
dos efeitos toxicos cardiovasculares incluindo infarto agudo do miocardio e
alteragbes tromboticas culminaram com a retirada do mercado do rofecoxibe
(WARNER; MITCHELL, 2008). A inibicao da COX-2 favorece os eventos pro-
tromboticos pelo desequilibrio entre as concentragbes de prostaciclina e
tromboxanos, resultando na diminuicdo da concentracido de prostaciclinas
preferencialmente produzidas pela COX-2 (ZARRAGA; SCHWARS, 2007,
PATRONO; ROCCA, 2009).

Diante de tais inconvenientes, a busca por drogas dotadas de eficacia
terapéutica associada ao desprovimento de toxicidade e efeitos adversos faz-se
necessaria (MISHRA; TIWARI, 2011; BRUNE; PATRIGNANI, 2015). Devido a
experenciagao cultural e riqueza de entidades quimicas com atividade bioldgica,
as plantas medicinais e 0 acervo etnofarmacolégico sao as fontes de pesquisa
mais comuns (OLIVEIRA et al, 2012).

3.3 Produtos naturais como alternativas no tratamento de doencgas

inflamatorias
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Planta medicinal € qualquer planta utilizada diretamente ou como fonte de
uma droga para aliviar, prevenir ou curar uma doencga ou alterar os estados
fisioldgico ou patolégico do processo saude-doenga (PETROVSKA, 2012;
RATES, 2001). Nesse sentido, chas, pés, tinturas e outras formas de
preparacdes herbais eram utilizadas para tratamento das mais diversas
enfermidades (BALUNAS; KINGHORN, 2005; HALBERSTEIN, 2005).

Apods o advento do método cientifico, tais plantas passaram a ser testadas
seja em estudos de campo, estudos clinicos ou analises laboratoriais, e a lista
de espécies a serem investigadas continua a crescer (BALUNAS; KINGHORN,
2005; HALBERSTEIN, 2005). Aproximadamente metade (125.000) das espécies
de plantas do mundo encontram-se nas florestas tropicais, tornando-as o bergo
de potenciais farmacos para uso medicinal (GURIB-FAKIM, 2006).

De acordo com Balunas e Kinghorn (2005), apenas uma a cada cinco mil
substancias isoladas chegardo a fase de ensaios clinicos em humanos e sera
aprovada para uso. Ainda segundo estes autores, o percurso da descoberta e
isolamento da substancia até sua aprovagao e uso € arduo e dispendioso,
perdurando em média 10 anos e alcangando montante de 800 milhdes de
dolares.

Problemas relacionados a baixa solubilidade, absorcdo e
biodisponibilidade podem limitar o desenvolvimento de farmacos a base de
produtos naturais (GANESAN, 2008). De acordo com Richton (2008), nao
apenas no isolamento e descoberta de substancias bioativas com fins medicinais
baseia-se o estudo das plantas: problemas relacionados a farmacocinética ou
efeitos adversos podem ser contornados com modificagbes na estrutura da
substancia, ou a mesma pode ser utilizada como modelo para desenvolvimento
de farmacos sintéticos com efeitos similares (por exemplo: acido salicilico,
aspirina; ibuprofeno, acetaminofeno e naproxeno; as penicilinas; morfina e
naltrexona). Ressalta-se que, por vezes, a substancia isolada apresenta efeito
farmacologico inferior ao extrato que Ihe deu origem o que € justificado pela
auséncia das relagdes de sinergismo com outras substancias presentes no
extrato (GOSSLAU et al, 2011).

No plano medicamentoso, multiplos efeitos tém sido confirmados como

anticancer, antiaterosclerético, antitrombético, anti-hipertensivo, antibidtico e
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antiviral, antidiabético e anti-inflamatério (RATES, 2001; PETROVSKA, 2012).
Associado as suas atividades terapéuticas, soma-se a baixa incidéncia de efeitos
adversos, fator preponderante para aumento da adesdao do paciente ao
tratamento (GOSSLAU et al, 2011).

Dentro deste contexto, diversas familias (Zingiberaceae, Lamiaceae,
Asteraceae, Ginkgoaceae, Iriaceae) tém demonstrado efeito inibidor da
inflamagéao através da inibicdo de vias importantes de sinalizagdo como a do
acido araquiddnico, NF-kB e a via do 6xido nitrico (CALIXTO; OTUKI; SANTOS,
2003) além da ciclooxigenase 2 pelas plantas da familia Apocynaceae,
Asteraceae e Laminiaceae (SHAH; SETH; MAHESHWARI, 2011). Vantagem
adicional aos produtos naturais em relagao ao tratamento quimico convencional
€ a acao multifocal daqueles na cascata inflamatéria, ou seja, apesar de
apresentarem efeitos menores em diferentes etapas da cascata inflamatadria, o
somatorio dos efeitos tende a ser maior que a agao focal dos farmacos sintéticos
convencionais contribuindo, inclusive, para o aparecimento de menos efeitos
adversos (GOSSLAU et al, 2011).

As plantas, assim como os demais organismos vivos, produzem grande
variedade de metabdlitos primarios e secundarios. Os primarios sdo destinados
a prover energia, permitir o crescimento e a reproducgao, e sdo essenciais a vida.
Ja os secundarios, apesar de nao estarem diretamente relacionados aos
processos dos metabdlitos primarios, desenvolvem importantes funcdes
adaptativas e protetoras que favorecem a sobrevivéncia e propagacao da
espécie, tais como: protegcao contra patdgenos (virus, micoplasma, bactérias e
fungos), contra predadores (insetos, mamiferos), contra plantas competidoras e
estresses externos (radiagéo ultravioleta, ozénio), além disso, podem exercer a
funcdo de atracdo de espécies polinizadoras e dispersoras de sementes
(KORKINA, 2007; SA et al, 2014).

Os metabdlitos secundarios derivam do metabolismo primario de todos os
aminoacidos e carboidratos através de processos de sintese como metilagao,
glicolizacéo, acilagao, fenilagao, oxidagao e reducao através de vias metabdlicas
especificas (glicdlise, fotossintese, ciclo do citrato, via chiquimato dentre outros)
(SA et al, 2014). Dentre as varias classes de metabdlitos secundarios, a maior é
a dos fenilpropandides (KORKINA, 2007; VOGT, 2010). Tais substancias
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consistem em um anel fendlico ligado a uma cadeia alquil, geralmente de trés
carbonos, de onde deriva o nome “fenilpropandide” (Ce-C3). Esta estrutura pode
ainda ter substituintes ligados ao anel fendlico (alquilas e hidroxilas
especialmente) ou ainda combinagdes da estrutura basica, formando oligbmeros
com estrutura (C6-C3-Cs) n (HARMATHA et al, 2011) (Figura 4). Sao sintetizados
a partir do aminoacido fenilalanina que € convertido em acido cinamico, a
posterior redugao do grupo carboxila deste gera um aldeido (cinamaldeido) e
reducdes subsequentes monoligndis (fenilpropenos: eugenol e safrol) (VOGT,
2010; SA et al, 2014).

Figura 3 — Estrutura quimica dos fenilpropandides.

Adaptado de: Sa et al, 2014.

Os fenilpropandides e seus derivados estdo entre os componentes ativos
mais comuns de alimentos, aromas, fragrancias, vinhos Oleos essenciais,
cervejas e diversos segmentos da medicina tradicional chinesa (VOGT, 2010;
SA et al, 2014).

Tendo em vista as numerosas fungdes protetoras dos fenilpropandides
nas plantas, essas substancias s&o de grande interesse especialmente para o
desenvolvimento de produtos medicinais com finalidades antioxidantes, anti-
inflamatérias, anticancer, antivirais, cicatrizacdo de feridas, antibiéticas e como
protetores aos raios UVB (KORKINA, 2007; SA et al, 2014). Dentre as aplicagdes
medicinais destaca-se o uso como anti-inflamatorios. Tal uso vem sendo descrito
nos ultimos anos e os mecanismos pelos quais este efeito se da tém sido
elucidados.

Segundo Korkina et al (2011), os fenilpropandides exercem importante
atividade anti-inflamatdria pois atuam em todas as frentes possiveis: inibicdo da

expressao de enzimas pro-inflamatoérias (COX-2, LOX-5, INOS, NADPH-oxidase
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e PLA>), nas vias de transducédo de sinal da resposta inflamatéria (NF-kB, AP-1,
Akt e ERK), inibicdo de receptores e transcricdo de genes (PPARS e ARE) e
principalmente por combater os mediadores nao proteicos da inflamagao como
radicais livres (EROS e ERNS) e produtos da peroxidacéo lipidica (NATARAJAN
et al, 1996; MICHALUART et al, 1999; SONG et al, 2002; ESTROV et al, 2003;
GAUTAM; JACHAK, 2009; SA et al, 2014). Tais achados tém sustentado a
pesquisa e uso de fenilpropandides como agentes anti-inflamatérios.

Varios fenilpropandides derivados do acido cindmico como o acido
caféico, curcumina, acido ferulico, dentre outros, possuem atividades
antioxidante e anti-inflamatdria bem documentadas (KORKINA et al, 2011). O
acido ferulico apresentou atividade anti-inflamatdria e antioxidante in vitro, mas
devido a sua baixa lipofilicidade ndo expressou os mesmos resultados in vivo,
apresentando pequena biodisponibilidade e estabilidade (SCAPAGNINI et al,
2004). Neste sentido, os derivados estéricos do acido ferulico, como o ferulato
de etila, possuem maior poder antioxidante evidenciando a importancia da
modificagado na molécula (ANSELMI et al, 2004).

3.4 Ferulato de etila

O ferulato de etila (etil-3-hidroxi-4-metoxicinamato) (Ci2H1404), um
fenilpropandide, € um derivado do &cido ferulico amplamente presente em
vegetais e especialmente em grdos como arroz e milho (ZHANG et al, 2010)
(Figura 5). A classe constituida por derivados esterificados do &cido ferulico da-
se 0 nome de fitoésteres ferulatos, da qual o ferulato de etila faz parte (ZHANG
et al, 2010). Com peso molecular de 222,24 daltons, pKa de 9,98 e maior
polaridade entre os derivados estéricos do acido ferulico (log P de 2,24), o
ferulato de etila, apesar de possuir poucos substituintes antioxidantes no anel
aromatico e na cadeia lateral alquila, possui boa permeabilidade nas membranas
bioldgicas, justificando assim seu melhor perfil antioxidante em relagéo ao acido
ferdlico (NENADIS; ZHANG; TSIMIDOU, 2003). A avaliagédo da seletividade
epiderme-derme confirma a maior capacidade de penetragao do ferulato de etila,

que apresentou taxa de absorg¢ao transdérmica de 22 a 51 vezes maior que seu
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precursor, o acido ferulico, em pH de 6,0 e 9,9 respectivamente (ZHANG et al,
2010).

A presenca do grupo éster no ferulato de etila atribui-lhe maior lipofilidade
em relagao ao seu correlato, o acido ferulico, atribuindo-lhe maior capacidade de
permeio nas barreiras biologicas (SULTANA, 2012). A farmacocinética do
ferulato de etila € pouco conhecida, mas acredita-se que esta substancia seja
clivada ou por agao da microflora intestinal ou mesmo por enzimas plasmaticas
e hepaticas dando assim origem ao seu precursor que sofre conjugagao e por

fim é eliminado através da urina e fezes (BOLLING et al, 2011).

Figura 4 - Estrutura molecular do ferulato de etila (etil-3-hidroxi-4-

metoxicinamato).
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Adaptado de ZHANG et al, 2010.

Estudos tém demonstrado que os derivados estéricos do acido ferulico
exercem atividade tamponadora de radicais livres e preventiva na formagao dos
mesmos principalmente através do aumento na expressdo de proteinas
antioxidantes como glutationa. Os mecanismos envolvidos em tal resposta
relacionam-se a ativacao da via do Nrf-2 e inibicdo do NF-kB (SULTANA, 2012).
Outros efeitos importantes relacionados a atividade anti-inflamatéria incluem a
inibicdo do NF-kB, da COX-2 e daiNOS (ISLAM et al, 2009), indugao da quinona
redutase (BOLLING et al, 2011), aumento da expressdo da HO-1 (enzima
hemeoxigenase) e da proteina HSP-70 (CALABRESE et al, 2008). Estudo in vivo
realizado por Cunha et al (2016) evidenciou atividade antinflamatéria e
condroprotetora em modelo de artrite induzida por ACF com diminuicdo de
marcadores inflamatérios com IL-1B e TNF-a bem como melhor perfil

radiografico nos animais tratados com ferulato de etila.
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Quanto a toxicidade, a maioria dos estudos remete a avaliagbes in vitro
em populagdes de células especificas (fibroblastos, astrécitos e macrofagos).
Em neurbnios e astrocitos, por exemplo, o ferulato de etila em diferentes
concentragdes (1, 5, 15, 25 e 50 uM) apresentou citotoxicidade apenas na maior
concentragao resultando na redugéo da viabilidade em 63% e 82% em astrocitos
e neurdnios respectivamente (SCAPAGNINI et al, 2004). Dados de toxicidade in
vivo foram encontrados na descricao da substancia de uma industria quimica
(ClearSynth®) que a sintetiza, relatando as doses letais médias por via oral para

coelhos (3200 mg/kg), ratos (980 mg/kg) e camundongos (300 mg/kg).

3.5 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sao produtos ciclicos da degradagdo enzimatica do
amido por uma familia de enzimas conhecidas como ciclodextrinas
glicosiltransferases (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; CRINI, 2014). Consistem
em oligossacarideos formados por pontes a-1,4 contendo seis (alfa), sete () ou
oito (gama) unidades de glicopiranose perfazendo uma estrutura tridimensional
de cone truncado sendo o interior lipofilico e o exterior hidrofilico, assim,
substancias lipofilicas podem ser inclusas na estrutura tridimensional da
ciclodextrina permitindo que as mesmas permeiam as membranas biolégicas
(LOFTSSON; MASSON, 2001; CRINI, 2014).

Devido a conformagdo da cadeia das unidades de glicopiranose, as
ciclodextrinas tém a forma de um cone truncado em vez de cilindros perfeitos.
Os grupos hidroxilas sdo orientadas para o exterior do cone com 0s grupos
hidroxila primarios dos residuos de agucar na borda estreita do cone e os grupos
hidroxila secundarios na borda mais larga. A cavidade central & revestida pelos
atomos do esqueleto de carbono e oxigénio etéreo dos residuos de glicose, o
que Ihe confere um carater lipofilico (RITA; AMIT, CHANDRASHEKHAR, 2011).

As ciclodextrinas possuem uma cavidade hidrofébica que pode
encapsular outras moléculas. Desta forma, a molécula hospedeira, pode sofrer
modificagdes incluindo aumento da estabilidade fisico-quimica, caracteristicas
bioldgicas além de solubilidade, dissolugéo e biodisponibilidade aumentados
(SARAVANA; SUSHMA; PRASANNA, 2013; CRINI, 2014). Tais efeitos resultam
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em otimizacgao; estabilizacao e protecdo contra reagcdes oxidativas, hidroliticas e
fotoliticas; redugédo da volatilidade e diminuicdo dos efeitos desagradaveis de
farmacos (CHAUDHARY; PATEL, 2013).

Dentre as ciclodextrinas, a tipo 3 tem se destacado por 3 razoes basicas:
o didmetro de sua cavidade € o melhor para moléculas hospedeiras, os métodos
para sua produgao nao requerem tecnologias sofisticadas além de possuir baixo
custo (SARAVANA; SUSHMA; PRASANNA, 2013; CHAUDHARY; PATEL,
2013).

Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura e topografia da alfa, 3 e
gama ciclodextrinas. Adaptado de CRINI, 2014.
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As ciclodextrinas possuem diversas aplicagées nos mais diversos setores
como o farmacéutico, alimentar, quimica, cosméticos, biotecnologia, agricultura,
higiene, téxtil e ambiental devido a sua aprovagédo por diversas agencias
regulatérias ao redor do mundo (SARAVANA; SUSHMA; PRASANNA, 2013;
CRINI et al, 2014).

Substancias volateis complexadas a ciclodextrinas apresentam menor
evaporacgao e degradagao quando expostas a temperaturas mais altas (LIMA et

al., 2012). Outro resultado da encapsulagdo em ciclodextrina é a diminuigao de



32

efeitos secundarios indesejaveis como irritagdo da mucosa ou sabores
desagradaveis devido a prote¢do do contato entre a substancia e membranas do

corpo que antecedem o processo de dissolugdo (ZHANG et al., 2010).

3.5.1 Diagrama de Solubilidade de Fase

O mais utilizado e amplamente aplicado sistema analitico para verificagao
da formacdo de complexos com CDs é o diagrama de solubilidade de fase
proposto por Higuchi e Connors (1965) (CHAUDHARY; PATEL, 2013). Tal
meétodo baseia-se na avaliacdo das mudancgas de solubilidade do substrato em
meio aquoso e em volume constante a medida em que é acrescida quantidade
crescente de ciclodextrina. Experimentalmente, um excesso do substrato é
adicionado a solugdes de mesmo volume, mas com concentragcdes crescentes
de CDs (VEIGA; PECORELLI et al., 2006; CHAUDHARY; PATEL, 2013).

Os perfis de solubilidade de fase do tipo A sao obtidos quando a
solubilidade do substrato aumenta a medida em que aumenta a concentracio da
ciclodextrina. Quando o complexo € de primeira ordem em relagéo ao ligante e
primeira ou maior ordem em relacdo ao substrato, os perfis de solubilidade de
fase do tipo AL sao obtidos. Se o complexo é de primeira ordem em relagéo ao
substrato, mas de segunda ou maior ordem em relagdo ao ligando, entdo os
perfis de solubilidade de fase do tipo AP s&o obtidos (LOFTSSON et al, 2005).
Perfis de solubilidade de fase do tipo AN podem ser dificeis de interpretar. O
desvio negativo da linearidade pode estar associado a alteragdes induzidas pela
ciclodextrina na constante dielétrica do meio aquoso de complacéncia,
mudangas na solubilidade complexa ou auto-associacdo de moléculas de
ciclodextrina (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2009).

Os perfis de solubilidade de fase do tipo B indicam a formagao de
complexos com solubilidade limitada no meio aquoso. Em geral, os derivados de
ciclodextrina soluveis em agua formam perfis de solubilidade de fase do tipo A,
ao passo que as ciclodextrinas naturais menos soluveis formam frequentemente
perfis do tipo B. Acredita-se que a maioria dos complexos droga / ciclodextrina
sejam complexos de inclusdo, mas as ciclodextrinas também s&o conhecidas por

formar complexos de ndo inclusdo e agregados complexos capazes de dissolver
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drogas através de estruturas semelhantes a micelas (CUNHA-FILHO;SA-
BARRETO, 2009; CHAUDHARY; PATEL, 2013).

Figura 6 — Perfis de solubilidade de fase e classificagdo dos complexos de
acordo com Higuchi e Connors. Adaptado de: LOFTSSON et al, 2005.
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Os perfis de solubilidade de fase n&o verificam a formagao de complexos
de inclusdo. Eles descrevem apenas como a concentracdo crescente de
ciclodextrina influencia a solubilidade do farmaco. Para distinguir entre
complexos de inclusdo e ndo inclusao, os resultados experimentais dos estudos
de fase de solubilidade devem ser comparados com outros resultados
experimentais de, por exemplo, estudos de UV/VIS, fluorescéncia e RMN
(LOFTSSON et al, 2005).

3.6 Nanoemulsao

As nanoemulsdes sdo a dispersao 6leo-em-agua (O/A) e agua-em-6leo
(A/O) de dois liquidos imisciveis estabilizados por um surfactante apropriado. O
didmetro médio das goticulas de uma nanoemulsao € geralmente menor que 500

nm. O pequeno tamanho de goticula da a elas uma aparéncia clara ou nebulosa
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que difere da cor branca leitosa associada a emuls&o (SINGH et al, 2017). A
principal diferenca entre as emulsdes e as nanoemulsdes € que as primeiras,
embora possam exibir excelente estabilidade cinética, sdo termodinamicamente
instaveis e eventualmente apresentardo separacdo de fases. Outra diferenca
importante € a aparéncia deles; as emulsdes sao turvas, enquanto as
nanoemulsées sao transparentes ou translucidas. Além disso, existem
diferencas no método de preparagido, uma vez que as emulsdes requerem uma
grande entrada de energia (DONSI; FERRARI, 2016; SAVARDEKAR; BAJAJ,
2016).

Diversas aplicagbes tém sido designadas as nanoemulsdes desde o uso
na industria cosmética, farmacéutica seja na producdo de medicamentos
antimicrobianos, quimioterapicos, produg¢ao de vacinas orais, sistema de delivery
de ativos, aplicagéo tépica dentre outros (THAKUR; GARG, 2012; CHAVDA;
SHAR, 2017).

As nanoemulsdes possuem uma série de vantagens em relagao a outras
formas farmacéuticas. Dentre elas destaca-se a eliminagao na variabilidade de
absorgdo e aumento da taxa de absorgado, auxilio na solubilizagdo de drogas
lipofilicas, propiciam o desenvolvimento de formas de formas farmacéuticas
liquidas para ativos insoluveis, aumento da biodisponibilidade, propiciam o uso
de varias vias de administracdo (topica, oral e intravenosa), ajudam no
mascaramento de sabores, melhoram a eficacia de um farmaco, permitindo que
a dose total seja reduzida, minimizando os efeitos colaterais. Além disso, as
nanoemulsdes sao por definicdo sistemas termodinamicamente estaveis
(THAKUR; GARG, 2012; SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016).

Por outro lado, desvantagens dos sistemas baseados em nanoemulsao
também sado observadas tais como a necessidade de grande concentragédo de
surfactante e co-surfactantes para estabilizar as nanogoticolas, capacidade de
solubilizagao limitada para substancias de ponto de fusdo alto, o surfactante
deve ser atdoxico para aplicagcbes farmacéuticas e a estabilidade das
nanoemulsdes € influenciada por parametros ambientais, como a temperatura e
o pH (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; GUPTA et al, 2016).

Nanoemulsdes podem aumentar a permeabilidade da pele por varios

mecanismos. Primeiro, elas fornecem uma alta capacidade de solubilizagcido para
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compostos lipofilicos e hidrofilicos, aumentando assim a capacidade de carga e
a aplicagcdo da dose da formulagdo. Segundo, sua grande area de superficie e
bom contato com a pele, juntamente com sua natureza oclusiva, garantem um
bom contato superficial com a superficie do estrato corneo. Terceiro, os seus
componentes 6leo e tensoativo podem ter um efeito de melhoramento de
permeacao direta na estrutura lipidica do estrato corneo (ROBERTS et al, 2017).

As nanoemulsdes podem ser obtidas por dois grupos de processos: 0s
métodos de alta energia de emulsificagdo o qual inclui a utilizagdo de
homogeneizadores de alta pressdo e ultrassom e métodos de baixa energia
representado pelo método de inversdo de fases e temperatura de inversao de
fases (OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017; SINGH et al, 2017).

Figura 7 — Visao esquematica das técnicas para obtengdo de nanoemulsdes. A)
técnicas de alta energia e b) técnicas de baixa energia. Adaptado de GUPTA et
al, 2016.
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Em termos de estabilidade, cinco fenbmenos podem ser observados nas
nanoemulsdes: cremeacao, floculagdo, coalescéncia, inversdo de fases e
Ostwald ripening. Nas nanoemulsdes, o fenbmeno de instabilidade mais
frequente é o Ostwald ripening. Trata-se de um processo no qual uma goticula
de maior didmetro cresce a medida em que engloba as menores o que é
motivado pelo aumento da solubilidade de glébulos menores oleosos da fase
dispersa na fase continua (THAKUR; GARG, 2012; SINGH et al, 2017).

A cremeacao ocorre devido as diferengas na densidade entre as duas
fases, em que a influéncia da gravidade causa separagao das fases. A floculagao
€ mais bem descrita como a agregagao das particulas devido a baixa forga de
atracao entre os coloides e depende da energia de interagao (forgas atrativas e
repulsivas) entre duas particulas em funcdo da distancia. Em emulsdes, a
atracdo € dependente das forgcas de Van der Waals e a repulsédo é devido ao
tensoativo presente na interface. A coalescéncia é resultado da fusdo dos
globulos e pode ser completa, quando os glébulos s&o liquidos, ou parcial, se os
glébulos contém matéria cristalina e, geralmente, esta ultima acarreta inversao
de fases. Dentre os mecanismos de instabilidade, a coalescéncia é muitas vezes
considerada a mais importante em se tratando dos sistemas dispersos (GUPTA
et al, 2016; OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017).
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Resumo
O ferulato de etila € um fenilpropandéide com atividades anti-inflamatéria,
antioxidante e neuroprotetora de origem natural e sintética com potenciais usos
na industria nutracéutica e farmacéutica. Diante disso, o objetivo deste estudo
foi investigar o cenario atual acerca de patentes e artigos cientificos disponiveis
envolvendo a substancia em questdo, no tocante a aspectos como quantidade,
areas do conhecimento e paises depositantes. Para tanto, realizou-se
prospecgao tecnoldgica e cientifica nas bases de patentes WIPO, EPO, USPTO
e INPI e cientifica nas bases Pubmed, Web of Science e Lilacs utilizando-se as
palavras-chave “ferulic acid ethyl ester” e “ethyl ferulate” nos idiomas inglés e
portugués. Foram incluidos um total de 16 artigos e 17 patentes das quais 10
eram chinesas e 11 reivindicavam o uso do ferulato de etila ou para a sintese de
outras substancias ou métodos de sintese do préprio. Cinco dentre as patentes
selecionadas reivindicavam aplicagdes terapéuticas relacionadas ao tratamento

de infeccbes por micobactérias, utilizagdo como cosmético e atividade
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neuroprotetora. A revisdo sistematica da literatura revelou atividades
antioxidante, neuroprotetora, antinfamatdria, antimutagenica, antiapoptética,
antimutagenica e antiproliferativa. Assim, o ferulato de etila, apesar de suas
atividades farmacoldgicas conhecidas, € pouco explorado pelas industrias

farmacéutica e nutracéutica.

Palavras-chave: feulato de etila, biotecnologia, produto natural, antioxidante.

Abstract
Ethyl ferulate is a phenylpropanoid with anti-inflammatory, antioxidant and
neuroprotective activities of natural and synthetic origin with potential uses in the
nutraceutical and pharmaceutical industry. Therefore, the objective of this study
was to investigate the current scenario regarding patents and scientific articles
available involving the substance in question, regarding aspects such as quantity,
areas of knowledge and depositor countries. In order to do so, we conducted
technological and scientific prospecting on the WIPO, EPO, USPTO and INPI
and scientific databases in Pubmed, Web of Science and Lilacs databases using
the keywords "ferulic acid ethyl ester" and "ethyl ferulate" in English and
Portuguese. A total of 16 articles and 17 patents of which 10 were Chinese and
11 claimed the use of ethyl ferulate or for the synthesis of other substances or
synthetic methods of the same. Five of the patents selected claimed therapeutic
applications related to the treatment of mycobacterial infections, use as a
cosmetic and neuroprotective activity. The systematic review of the literature
revealed antioxidant, neuroprotective, anti-inflammatory, antimutagenic,
antiapoptotic, antimutagenic and antiproliferative activities. Thus, ethyl ferulate,
despite its known pharmacological activities, is little explored by the

pharmaceutical and nutraceutical industries.

Key-words: ferulic acid ethyl ester, biotechnology, natural product, antioxidant.
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Introducao

A busca por substancias efetivas e desprovidas, ao menos em parte, de
efeitos adversos é continua. Devido a diversidade botanica e o uso
etnofarmacologico com sucesso de muitas dessas espécies vegetais, a procura
por substancias de origem natural tem obtido relativo sucesso (OLIVEIRA et al,
2011). A acao através de varias vias efetoras e de sinalizagdo para combater
patologias talvez seja o fator principal para a efetividade dos produtos naturais
(DINARELLO, 2010).

Os fenilpropandides e seus derivados estdo entre os componentes ativos
mais comuns de alimentos, aromas, fragrancias, vinhos Oleos essenciais,
cervejas e diversos segmentos da medicina tradicional chinesa (VOGT, 2010;
SA et al, 2014). Tendo em vista as numerosas fungdes protetoras dos
fenilpropandides nas plantas, essas substancias sdo de grande interesse
especialmente para o desenvolvimento de produtos medicinais com finalidades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancer, antivirais, cicatrizacado de feridas,
antibiéticas e como protetores aos raios UVB (KORKINA, 2007; SA et al, 2014).

O ferulato de etila (etil-3-hidroxi-4-metoxicinamato) (C12H1404) é um
fenilpropandide derivado do acido ferulico amplamente presente em vegetais e
especialmente em grdos como arroz e milho (ZHANG et al, 2010). Apesar dos
poucos substituintes antioxidantes no anel aromatico e na cadeia lateral alquila,
possui boa permeabilidade nas membranas bioldgicas, justificando assim seu
melhor perfil antioxidante em relagcdo ao acido ferulico (NENADIS; ZHANG,;
TSIMIDOU, 2003).

Devido a presenca da fungao éster no ferulato de etila, 0 mesmo possui
maior lipofilidade em relagdo ao seu correlato, o acido ferdlico, atribuindo-lhe
maior capacidade de permeio nas barreiras biolégicas (SULTANA, 2012). Os
derivados estéricos do acido ferulico exercem atividade tamponadora de radicais
livres e preventiva na formagédo dos mesmos, principalmente através do aumento
na expressao de proteinas antioxidantes como glutationa. Os mecanismos
envolvidos em tal resposta relacionam-se a ativacido da via do Nrf-2 e inibicdo
do NF-kB (SULTANA, 2012). Outros efeitos importantes relacionados a atividade
anti-inflamatoria incluem a inibicdo do NF-kB, da COX-2 e da iNOS (ISLAM et al,
2009), indugdo da quinona redutase (BOLLING et al, 2011), aumento da
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expressdo da HO-1 (enzima hemeoxigenase) e da proteina HSP-70
(CALABRESE et al, 2008). Tais agbes propiciam ao ferulato acdo anti-
inflamatéria (ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; PERLUIGI et al, 2006; ISLAM et al,
2009; NAZARE et al, 2014; CUNHA et al, 2016), neuroprotetora (SCAPAGNINI
et al, 2004; SULTANA et al, 2005; JOSHI et al, 2006; FENG et al, 2008;
GARRIDO et al, 2012), antioxidante (KIKUZAKI et al, 2002; ABDUL;
BUTTERFIELD, 2004; SULTANA et al, 2005; JOSHI et al, 2006; PERLUIGI et al,
2006; CALABRESE et al, 2008; FENG et al, 2008; ISLAM et al, 2009; BOLLING
et al, 2011; NAZARE et al, 2014; CUNHA et al, 2016), antiapoptética (ABDUL;
BUTTERFIELD, 2004), antimutagénica (DI DOMENICO et al, 2009),
antireumatica e condroprotetora (CUNHA et al, 2016), protetor solar
(CLOQUENET et al, 2008) e antiproliferativa (TSAI et al, 2015).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi realizar revisao
sistematizada sobre as atividades comprovadas do ferulato de etila e prospecc¢éao
tecnoldgica sobre suas aplicagdes. O artigo foi divido em duas se¢des principais

compreendendo a revisao sistematica e a prospeccao tecnoldgica.

Figura 1 - Estrutura molecular do ferulato de etila (etil-3-hidroxi-4-

metoxicinamato).

OCH3;

HO
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Métodos e Design de estudo

Trata-se de uma prospeccao cientifica e tecnoldgica realizada em bases
de dados e bancos de patentes, respectivamente, com o objetivo de
compreender o estado da arte no concernente ao fenilpropandide ferulato de
etila. Para tanto, em ambas as buscas, artigos e patentes, foram utilizadas as

palavras-chave “ferulic acid ethyl ester’ or “ethyl ferulate” em inglés ou “ferulato
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de etila” em portugués quando aplicavel. As buscas foram realizadas em agosto
de 2018 e nao foi estabelecida datas de corte para artigos ou patentes.

A prospeccao cientifica foi realizada nas bases de dados Pubmed, Web
of Science e Lilacs (Centro Latino-Americano e do Caribe de Informagdo em
Ciéncias da Saude) abrangendo as estratégias de busca citadas anteriormente.
Inicialmente os artigos foram analisados pela leitura de titulo e resumo, aqueles
elencados para analise foram lidos na integra. Artigos de revisao, vias de
sintese, descricoes de classes de ativos ou artigos que nao abordassem o uso
do ferulato de etila foram excluidos da pesquisa. Além disso, os artigos
duplicados, encontrados em mais de uma das bases utilizadas também foram
excluidos. A estratégia de busca, os passos seguidos e resultados quantitativos
da busca e anadlise nas bases de dados estdo apresentados na Figura 2.

A prospecgao tecnologica foi realizada nos bancos de patentes European
Patent Office (EPQ), United States Patent and Trademark Office (USPTO), World
Intellectual Property Organization (WIPO) e no banco de dados do Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. A prospecg¢ao tecnoldgica
também seguiu a estratégia de busca descrita anteriormente utilizando os
descritores para busca nos titulos ou resumos. Foram excluidas patentes ou
pedidos de depdsito de patentes que nao reinvidicassem a aplicagao do ferulato
de etila em seus métodos ou produtos e as patentes duplicadas nos bancos de
patentes. A presente prospeccao avaliou o numero total de depdsito de patentes
e sua relagdo com o numero de artigos cientificos publicados em periddicos
especializados. Os documentos patentarios investigados foram avaliados
também quanto ao ano de depdsito, pais depositante, instituicdo depositante,
bem como a categoria de acordo com a Classificagdo Internacional de Patentes.
A estratégia de busca, os passos seguidos e resultados quantitativos da busca
e analise nos bancos de patentes estdo apresentados na Figura 2.

Os resultados foram tabulados em planilha do Microsoft Excel, seguida de

tratamento estatistico descritivo para a construgao de graficos e tabelas.

Resultados e Discussao

Prospeccgao Cientifica
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Com base na pesquisa realizada nas bases de dados listadas acima,
foram encontrados 167 artigos com os critérios estabelecidos. Todos os artigos
nas bases de dados Pubmed e Web of Science. Na triagem inicial foram
excluidos 136 artigos que n&o se encaixaram nos critérios de inclusao através
da leitura dos titulos e resumos. Dezesseis artigos foram excluidos
posteriormente por estarem duplicados nas bases de dados analisadas e, por
fim, 16 artigos foram inclusos. O esquema de busca e os valores por bases de

dados estao descrito na Figura 02.
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Figura 2 — Estratégia de busca e resultados encontrados em prospecg¢ao

cientifica sobre ferulato de etila.

Diversas foram as atividades demonstradas nos artigos selecionados com
base na revisdo literaria dentre as quais pbéde-se observar as atividades
antioxidante (KIKUZAKI et al, 2002; ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; SULTANA
et al, 2005; JOSHI et al, 2006; PERLUIGI et al, 2006; CALABRESE et al, 2008;
FENG et al, 2008; ISLAM et al, 2009; BOLLING et al, 2011; NAZARE et al, 2014;
CUNHA et al, 2016), antiapoptdtica (ABDUL; BUTTERFIELD, 2004), anti-
inflamatério (ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; PERLUIGI et al, 2006; ISLAM et al,
2009; NAZARE et al, 2014; CUNHA et al, 2016), neuroprotetor (Scapagnini et al,
2004; SULTANA et al, 2005; JOSHI et al, 2006;FENG et al, 2008; GARRIDO et
al, 2012), antimutagénico (DI DOMENICO et al, 2009), antirreumatico e
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condroprotetor (CUNHA et al, 2016), protetor solar (CLOQUENET et al, 2008) e
antiproliferativo (TSAIl et al, 2015) como representado na Figura 3. A maioria dos
artigos pesquisados relatou mais de uma atividade com maior ocorréncia de
associagao a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro. Devido a este fator, a
soma do numero de trabalhos na Figura 2 difere da quantidade de estudos
incluidos nesta revisao sistematica e representados em sua maioria por estudos

que avaliaram a atividade antioxidante associada a estudos de neuroprotegao e
avaliacdo de atividade antinflamatoéria.

Antiproliferativo
Protetor solar
Condroprotetor
Antireumatico
Antimutagénico
Neuroproteror
Antinflamatoério

Antiapoptético

R /JIJII

Antioxidante

o
[y

4 —
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Figura 3 — Efeitos do ferulato de etila demonstrados na literatura pesquisada.

Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi o tema mais recorrente relacionado ao uso do
ferulato de etila (Figura 3). A maior parte dos estudos foram realizados in vitro
através de culturas celulares diversas (SULTANA et al, 2005; CALABRESE et al,
2008; FENG et al, 2008; ISLAM et al, 2009) ou através dos métodos de ABTS e
DPPH (KIKUZAKI et al, 2002; JOSHI et al, 2006; NAZARE et al, 2014).

Neste sentido, Calabrese et al (2008) submeteu fibroblastos humanos a
meio com concentragdes de H20: variando de 0-1000 umol/L e as expds ou nao
ao ferulato de etila na concentracdo de 25 umol/L. Os autores observaram que

o ferulato de etila na concentracao utilizada foi eficiente na diminuicdo da
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oxidacao de proteinas e lipidios bem como induziu a expressao de HSP-70 e
HO-1 (CALABRESE et al, 2008). Resultados semelhantes foram encontrados
por Kikuzaki et al (2002) que avaliou o efeito dos ferulato de etila sobre a auto
oxidacao do metil linoleato e peroxidagao de lipossomas de varios derivados do
acido ferulico através do método de DPPH e APPH. Neste estudo, o ferulato de
etila apresentou capacidade varredora de radicais livres de 21% e reduziu a
peroxidagao de lipossomas induzida por APPH (Kikuzaki et al, 2002).

Além disso, o ferulato de etila mostrou maior poténcia varredora de
radicais livres pelo método de DPPH que o acido ferulico além de apresentar
atividade inibidora na produgdo de radicais livres em neutréfilos humanos
ativados por zymosan e inibir a formagcdo de anions superéxido através da
inibicdo do complexo enzimatico xantina-xantina oxidase ou através da atividade
tamponadora direta (NAZARE et al, 2014).

Islam et al (2009) demonstraram que o ferulato de etila (1, 20, 40 e 60 uM)
reduziu significativamente a producao de radicais livres em fibroblastos NIH 3T3
expostas a H.O2 e macrofagos ativados por LPS expostos a FAEE 10 uM. Em
estudo semelhante, neurdnios corticais foram pré-tratados com ferulato de etila
10, 25 e 50 uM e posteriormente submetidos a estresse mediante exposi¢ao ao
peptideo amiloide-f3. O ferulato de etila preservou a viabilidade celular além de
diminuir o estresse protéico e lipidico através da diminuicdo do acumulo de
radicais livres no meio intracelular, aumento da expressao da HO-1 e HSP-70
comparativamente ao grupo controle (Sultana et al, 2005).

Efeitos semelhantes aos observados anteriormente também foram
relatados por Joshi et al (2006), Perluigi et al (2006), Feng et al (2008), Cunha et
al (2016), O primeiro realizou pré-tratamento de gérbilos com 150 mg/Kg (i.p) de
ferulato de etila os quais posteriormente foram eutanasiados para retirada dos
neurbnios corticais que por sua vez foram expostos a 2-azobis(2-amidino-
propano) dihydrochloride (AAPH) ou Fe?'/H,O»> como agentes indutores de
estresse oxidativo. O pré tratamento com ferulato de etila reduziu
significativamente o estresse oxidativo induzido por 2-azobis(2-amidino-
propano) dihydrochloride (AAPH) e Fe?*/H,O, além de induzir o aumento de
expressao da HO-1 e HSP-70 (JOSHI et al, 2006). Perluigi et al (2006) fez estudo

semelhante onde gérbilos pré-tratados com ferulato de etila ou dimetilsufoxido
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via i.p. (150 mg/Kg) foram eutanasiados para isolamento dos sinaptosomos os
quais foram incubados com peptidio amiloide B 1-42. Os autores observaram
que o grupo tratado com ferulato de etila preveniu a oxidagao protéica e
peroxidacao lipidica HO-1.

Cunha et al (2016) avaliaram marcadores de estresse oxidativo (TBARS,
grupos sulfidrilicos, superoxido dismutase e catalase) em ratos submetidos a
modelo de bolsa de ar ativada por carragenina tratados com ferulato de etila por
via oral nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg. O ferulato de etila nas doses de 100
e 100 mg/Kg inibiu superoxido dismutase, catalase e aumentou a concentragéo
de tidis totais indicando importante ag&o antioxidante in vivo. Feng et al (2008),
avaliou o efeito do ferulato de etila (1TuM) sobre TBARS e grupos carbonilicos em
mitocondrias hepaticas e cerebrais isoladas de ratos submetidos modelo de
isquemia-reperfusdo. O ferulato de etila na concentragdo de 1 uM apresentou
diminuigao da peroxidagéo lipidica e protéica (Feng et al, 2008).

Os efeitos relacionados as agdes do ferulato de etila como agente
antioxidante tem sido imputadas tanto a sua atividade tamponadora de radicais
livres quanto a acdo na via classica Keap1-Nrf2. Ratos com alimentagao
suplementada com 0,1 e 1% de FE apresentaram maior concentracao de tidis
totais nos rins e colon (BOLLING et al, 2011).

De tal modo que diante de um estresse oxidativo, através do sistema de
sinalizagdo Keap1-Nrf2 (fator nuclear E2) ha aumento da transcricdo de enzimas
antioxidantes por intermédio do ARE (elemento de resposta antioxidante)
(NGUYEN; NIONI; PICKETT, 2009; BRIGELIUS-FLOHE; KIPP, 2012). Fato
importante a ser relacionado € que nos estudos citados anteriormente ha
aumento de atividade ou na concentragdao de enzimas quando ha presenca de

ferulato de etila, sugerindo ac&o sobre tais sistemas.

Neuroprotecéo

No geral, substancias antioxidantes sado relacionadas a atividade
neuroprotetora (WOJTUNIK-KULESZA et al, 2016). Isso deve-se basicamente
pelo fato de que a fisiopatologia de doengas crénico-degenerativas do sistema

nervoso frequentemente estdo imbrincadas a mecanismos de aumento de
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estresse oxidativo (CHEN; GUO; KONG, 2012; FEDERICO et al, 2012; KIM et
al, 2015; NIEDZIELSKA et al, 2016).

O ferulato de etila como discutido anteriormente possui tais propriedades
(SCAPAGNINI et al, 2004; JOSHI et al, 2006; GARRIDO et al, 2012) e, por isso,
tem sido testado especialmente para prevencdo de dano por isquemia-
reperfusdo (FENG et al, 2008) ou para doengas crbénico-degenerativas como
Alzheimer (ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; SULTANA et al, 2005). Nao obstante
do que foi discutido até aqui, todos os estudos que avaliaram atividade
neuroprotetora do ferulato de etila testaram concomitantemente o efeito
antioxidante.

Scapagnini et al (2004), observou que o ferulato de etila induziu a
transcricao de mRNA para HO-1 bem como aumentou a traducao e atividade de
HO-1 tanto em cultura de astrécitos quanto de células hipocampais de ratos. Em
outro trabalho, gérbilos foram pré tratados com 150 mg/Kg (i.p) de ferulato de
etila e posteriormente eutanasiados. Neurdnios corticais foram retirados e
expostos a 2-azobis(2-amidino-propano) dihydrochloride (AAPH) ou Fe?*/H>0O2
como agentes indutores de estresse oxidativo. O pré tratamento com ferulato de
etila induziu aumento de expressao da HO-1 e HSP-70 e reduziu a expressao de
iINOS (JOSHI et al, 2006). Entretanto, os achados de Garrido et al (2012) nao
corroboram com os apresentados nos estudos anteriores ao demonstrar que o
ferulato de etila nas concentragdes 0.2, 1, 5 e 25 uM néo inibe significativamente
a diminuicdo da viabilidade celular induzida por H202> em células PC12. Tais
achados divergentes podem estar associados a diferentes linhagens celulares
utilizadas, modelos de lesdo neural e as concentracbes e doses diferentes
utilizadas por estes estudos.

No que concerne a utilizagao do ferulato de etila em modelos animais de
doenca, o mais utilizado foi toxicidade induzida por peptideo amiloide . Nesse
sentido, Sultana et al (2005) avaliou o efeito protetor do ferulato de etila (10, 25
e 50 uM) sobre neuronios corticais expostos ao peptideo amiloide-3. Os autores
observaram que o ferulato de etila preservou a viabilidade celular da diminuigao
na expressdao da enzima iINOS, aumento da expressdao da HO-1 e HSP-70
comparativamente ao grupo controle. Ainda neste sentido, Perluigi et al (2006),

observou diminuigdo da expressao da iNOS (6xido nitrico indutitel) e aumento
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da expressao de HO-1 (heme-oxigenase 1) em sinaptosomos, expostos ao
peptideo amiloide 3, de gérbilos submetidos a pré-tratamento (i.p) com FAEE ou
dimetilsufoxido (150 mg/Kg). Em estudo semelhante Abdul e Butterfield (2004)
observaram que neurdnios corticais de gérbilos submetidos a pré-tratamento
com ferulato de etila (25 uM) e posteriormente expostos ao peptidio amiloide 3
possuiam maior viabilidade devido inibicdo da apoptose mediante diminuicao da
liberacdo de citocromo c. Este ultimo resultado complementa aqueles
encontrados por Sultana et al (2005) uma vez que justifica a maior viabilidade
neuronal por inibicdo do processo apoptético.

Feng et al (2008), avaliou o efeito protetor do ferulato de etila (1uM) sobre
mitocondrias hepaticas e cerebrais isoladas de células de camundongo
submetidas a isquemia-reperfusao. O efeito foi avaliado através do consumo de
oxigénio, TBARS e pesquisa de grupos carbonilicos. O ferulato de etila na
concentragcdo de 1 uM apresentou efeito protetor da mitocondria submetida a
isquemia-reperfusao através da diminuigdo da peroxidacao lipidica e protéica

bem como pela estabilizacdo da membrana mitocondrial.

Antinflamatério e antirreumatico

Os possiveis mecanismos envolvidos na resposta antinflamatéria
observada do ferulato de etila relaciona-se a sua atividade antioxidante e a
ativacéo da via do Nrf-2 e inibicdo do NF-kB (SULTANA, 2012). Estudos recentes
tém demonstrado que fitoquimicos com capacidade antioxidante desempenham
papel fundamental na inativacdo da via de sinalizagdo do NF-kB através da
expressdo de complexos enzimaticos desintoxicantes tais como catalase,
sistema glutationa peroxidase/ glutationa S-transferase e quinona oxi-redutase
(SURH, 2008). A inducao das enzimas antioxidantes, ou detoxificacdo de fase I,
representa um dos mais importantes componentes dos mecanismos de defesa
celular e, dessa forma, a variedade de toxicos eletrofilicos e oxidativos podem
ser eliminados das células antes da lesdo gendmica do DNA (NGUYEN; NIONI;
PICKETT, 2009; BANERJEE, 2012; LUGRIN et al, 2014).

Nesse sentido, Islam et al (2009), observou que quando tratados com
ferulato de etila (1, 10, 20, 40 e 60 uM), fibroblastos NIH 3T3 submetidos a
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estresse por H2O2 e macrofagos ativados por LPS havia redugéo significativa da
producdo de radicais livres com concomitante inibicdo da ativagdo do Nf-kB.
Nazaré et al (2014) observou diminuicao significativa na acdo da xantina oxidase
em neutréfilos humanos ativados por Zymosan submetidos a ferulato de etila a
10 e 100 uM. Neste mesmo estudo, os autores desenvolveram e caracterizaram
uma emulsdo com perfil de liberagcédo prolongada do ferulato, 25% de liberagao
apos 8 horas, interessante ferramenta para aplicagdes topicas.

Apenas um estudo avaliou a atividade antinflamatdria do ferulato de etila
in vivo. Neste estudo diversos modelos foram utilizados como o de screening de
drogas antinflamatérias, edema de pata induzido por carragenina, bolsa de ar
subcuténea ativada por carragenina e monoartrite induzida por ACF (Adjuvante
completo de Freund). Os animais foram tratados com ferulato de etila 25, 50 e
100 mg/kg v.o. Em todos os modelos testados houve melhora significativa nos
aspectos inflamatérios analisados como nas concentragdes de Tnf-a, |I-1B,
MPO, contagem total de leucdcitos, produgdo de NO, e de TBARs além de
aumento da atividade da catalase, glutationa e SOD nos animais (CUNHA et al,
2016). Outro aspecto interessante analisado no trabalho € a atividade
condroprotetora apresentada pelo ferulato de etila no modelo de inflamagéo
cronica induzida por ACF.

Em suma, ha evidéncias de que o ferulato de etila exerca acgao
antinflamatdria através de mecanismos relacionados a sua atividade
antioxidante, inibicdo da ativagdo do Nf-kB, iINOS, diminui¢do na concentragéo
de citocinas pro-inflamatérias (KIKUZAKI et al, 2002; SULTANA et al, 2005;
PERLUIGI et al, 2006; DI DOMENICO et al, 2009; ISLAM et al, 2009; NAZARE
et al, 2014; CUNHA et al, 2016).

Outros Efeitos

Antiproliferativo - Células endoteliais A10 foram induzidos com leptina 100
ng/mL. As culturas celulares foram tratadas com ferulato de etila (1-100 uM). O
ferulato de etila reduziu a proliferagdo e migracao celular induzidas pela leptina

através do aumento da expressao das proteinas ciclina D1, p21, B-catenina e
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diminuicdo da expressao de p27 incluindo a inibicao da fosforilacdo da p44/42
MAPK e MMP-9 (TSAI et al, 2015).

Protetor solar — Cloquenet et al (2008) produziram um creme protetor solar
em base O/A contendo ferulato de etila como bloqueador solar em diferentes
concentragdes. O bloqueador solar contendo 10% de ferulato de etila apresentou
poder bloqueador maximo de UVA e UVB.

Antimutagénico - Melandcitos humanos foram previamente tratados com
ferulato de etila e posteriormente submetidos a radiagdo UVB (50 J/m?). Os
melandcitos foram avaliados quanto a viabilidade, presenca de EROs, presenca
de apoptose, HSP-70, HO-1, PARP e INOS. O ferulato de etila nas
concentracgdes 25 e 50 uM aumentou a viabilidade de melandcitos submetidos
ao UVB através da diminui¢gao da concentragao de ROS, aumento da expressao
de HSP-70 e HO-1 e diminuigdo da expressao de iNOS (DI DOMENICO et al,
2009). Interessante ressaltar que o efeito aqui observado pode ser justificado

pela agao protetora relatada por Cloquenet et al (2008).

Prospecgao Tecnolégica

A partir dos dados coletados nas bases de patentes INPI, USPTO, WIPO
e EPO foi realizada analise inicial dos pedidos de patentes depositados nas
bases de acordo com os esquemas de busca citados anteriormente. Constatou-
se entdo que apenas as pesquisas realizadas com o termo “ferulic acid ethyl
ester” retornou resultados de patentes sendo, trinta e uma (31) no WIPO, quatro
(4) na USPTO e dez (10) no EPO. As pesquisas realizadas na base do Instituto
Nacional de Patentes e Propriedade Intelectual ndo encontraram patentes
depositadas ou concedidas Figura 4. Das 45 patentes encontradas 28 foram
excluidas por estarem duplicadas em diferentes bases de patentes, totalizando
entdo 17 patentes incluidas na prospecg¢ao das quais cinco (05) referem-se a
patentes para fins terapéuticos.

Como discutido anteriormente, concomitante a prospec¢ao tecnologica
também foi realizada a prospeccao cientifica utilizando termos idénticos para
ambas. Com base na analise comparativa, pedidos/depdsitos de patentes versus

publicagdes cientificas (Figura 5), as publicagbes acerca do ferulato de etila



62

iniciam-se em 2001 ao passo que as primeiras patentes foram
pedidas/depositadas apenas em 2008. Apds este ano os picos de publicacéo e
de pedidos/depdsitos de patentes ndao coalesceram quanto a tematica. Desta
forma, enquanto as quatro patentes apresentadas em 2008, pico maximo de
patentes sobre o ferulato de etila, reivindicaram métodos para sintese de
substancias a base de ferulato de etila (HUANG; TAN, 2008; ZHU et al, 2008;
JIN et al, 2008; WANG et al, 2008), os trés artigos publicado no mesmo ano
relataram atividade antioxidante (CALABRESE et al, 2008), neuroprotetora
(FENG et al, 2008) e fotoprotetora (CLOQUENET et al, 2008) da mesma

substancia.
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Figura 4 — Estratégia de busca e resultados encontrados em prospecg¢ao

tecnologica sobre ferulato de etila.

Das patentes analisadas, dez (10) sdo de origem chinesa, duas (02) de
origem francesa, e as outras cinco (05) sdo da Alemanha, Republica da Coréia,
Japao, Suica e Estados Unidos respectivamente (Figura 6). Tal achado pode ser
justificado pelo fato de a China ser o maior produtor mundial de arroz (Wang et
al, 2014) cuja casca é fonte importante de ferulato de etila (Zhang et al, 2010).
Além disso, a China tem se consagrado cada vez mais como produtora de

conhecimento e desenvolvimento de tecnologia principalmente pela implantagéo



63

de multinacionais dos ramos farmacéutico, eletrbnica e alimentar e
implementacdo de programas de subsidio a pesquisa (FISCH; BLOCK;
SANDNER, 2014).
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Figura 5 — Relacdo entre a quantidade de patentes depositadas e artigos

cientificos publicados entre os anos de 2002 e 2016.

Todavia, deve-se destacar o fato de nenhuma patente ter sido encontrada
na base de patentes do Brasil, o INPI, embora este seja um pais com largo cultivo
de grdos como milho e arroz, o que pode sugerir a auséncia de pesquisa
expressiva acerca deste derivado fenilpropanoide ou ainda a nao protecao
patentaria aos possiveis produtos a serem desenvolvidos como resultados de
pesquisas brasileiras, ja divulgadas através de publicagdes cientificas (NAZARE
et al, 2014; CUNHA et al., 2016).

Além disso, dentre os mercados farmacéuticos emergentes como China
e Brasil, considera-se que a adesao da China ao TRIPS (Agreement on Trade-
Related Aspects of Intellectual Property Rights, o qual entrou em vigor em 1995
no ambito da Organizagdo Mundial do Comércio) teve efeitos muito mais
positivos e harmoniosos para o pais quando comparado ao Brasil, ja que a China
ja havia aplicado mudancgas em sua legislagdo de Propriedade Industrial antes
mesmo de assinar o acordo, a fim de atrair investimentos estrangeiros e
incentivar o acesso chinés as novas tecnologias. Assim, o pais previa a prote¢cao

de produtos e processos em todos os setores de sua economia desde 1992, ao
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passo que o Brasil reestruturou sua politica em Propriedade Industrial apenas
em 1996, através da Lei de Patentes (Lei n°® 9279/1996). Foi neste contexto e
através de uma atitude do governo chinés voltada para alavancar a inovagao,
que o pais aumentou seu nivel de patentes intelectuais de forma diferente de

outros paises em desenvolvimento (AKKARI et al., 2016).

Estados UnidosSuiga; 5,90% Franga; 11,70%
5,90%

Coréia do Sul; 5,90%

Alemanha; 5,90%

Figura 6 - Distribuicao do numero de patentes em fun¢ao do pais de origem

da tecnologia.

No tocante a Classificagao Internacional de Patentes (CIP), sete (07) das
patentes analisadas estao relacionadas a area C12P, cujos produtos referem-se
a aplicagdo bioquimica; cerveja; alcool; vinho; vinagre; microbiologia;
enzimologia; engenharia genética ou de mutac&do. Além destas, duas patentes
estado relacionadas a area C07C (Compostos aciclicos ou carbociclicos), que
inclui produtos em Quimica Organica, que se aplica a agricultura; silvicultura;
pecuaria; caca; captura em armadilhas; pesca, nove patentes referem-se a area
A61K, destinada a aplicacdo em ciéncia médica ou veterinaria e higiene,
respectivamente e uma patente relacionada a area CO7D cujos produtos
referem-se a compostos heterociclicos (Figura 7).

Concernente as reivindicagdes realizadas nas patentes acessadas, 11

delas exploraram o ferulato de etila para sintese de outras substéncias como o
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acido ferulico, fosfoglicerideo do acido ferulico, acido ferulaico gliceridico,
palmitoil ferulato de etila, glicerol ferulado, acil gliceridico ferulico e acyl aleoyl
glicerideo ferulico (WO2009/056070; CN102943095; JP2012205539;
CN102516079; CN101392275; CN101219953; CN101215587; CN101200738;
CN101200737; EP2886657; EP2213666). Uma patente reivindicou método de
producdao de extrato de folhas de bambu rico em ferulato de etila
(KR20130071918); outra patente reivindicou um processo de sintese do ferulato
de etila (CN102516079); uma outra patente reivindica a utilizagao do ferulato de
etila em associagdo com um ou mais alquil ferulatos na formulacdo de
cosméticos com atividade antimicrobiana (WO02015/090634); uma outra
relaciona composi¢des farmacéuticas contendo agonistas PPAR e ativadores
Nrf-2 incluindo o ferulato de etila (W0O2013/092269); a patente WO2007/112828
reinvindica o uso de diversos xantatos associados a ciclodextrinas para
tratamento de varias doencas; a patente US20170231967 reinvindica
formulagdes farmacéuticas contendo inibidores de Bach1 e ativadores de Nrf-2
incluindo o ferulato de etila para tratamento de diversas doengas crénico-
degenerativas do sistema nervoso central. Por fim, a patente WO2017013239
reinvindica a utilizagao de ativadores Nrf-2 para o tratamento de infecgdes por

micobactérias (Quadro 1).

C12pP; 36,80%

A61K; 47,35%

Co7D; 5,30%_'

Figura 7 — Percentual de ocorréncia dos documentos patentarios de acordo
com a Classificagao Internacional de Patentes. Legenda: A67K - Preparagdes

para finalidades médicas, odontolégicas ou higiénicas. CO7C - Compostos
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aciclicos ou carbociclicos. C07D - Compostos heterociclicos. C12P - Processos
de fermentacdo ou processos que utilizem enzimas para sintetizar uma
composigao ou composto quimico desejado ou para separar isbmeros opticos
de uma mistura racémica.

Ainda com destaque para a classificacdo A61K, relacionada as
preparagdes para finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas, o ferulato de
etila é citado na patente de Bonay, Deramaudt e Collin (2016), dentre outros
ativadores do fator de transcricao nuclear Nrf2, para tratamento de infec¢des por
micobactérias em pacientes com HIV, imunodeprimidos e com doenca renal
terminal. A atividade ativadora de Nrf2 foi também reivindicada por Colin (2017),
cuja patente protege um meétodo de tratamento de esclerose mutipla, psoriase,
asma, doencga intestinal inflamatéria e artrite através de composicéo
farmacéutica de agonistas de receptores proliferadores peroxissomais (PPAR) e
ativadores Nrf-2.

Além disso, o ferulato de etila foi considerado por Attucks (2016), no
desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas contendo inibidores de Bach1 e
ativadores de Nrf-2, para tratamento de doengas como esclerose multipla,
doencga pulmonar obstrutiva crénica e psoriase.

Outro interessante achado nesta prospecgao foi a evidente participagao
de universidades como detentoras das patentes e, de forma particular,
universidades chinesas. Dessa forma, das patentes relacionadas ao ferulato de
etila, 50% destas foram depositadas por tais instituicdes. O interesse crescente
na transferéncia de tecnologia em universidades ao redor do mundo conduziu a
um aumento no numero de patentes depositadas nos ultimos anos, sobretudo
na China, o que representa uma evolugdo no ambito da pesquisa cientifica
académica, visto proporcionar o incentivo ao desenvolvimento de produtos
inovadores com grande potencial em solucionar caréncias da sociedade em
geral (Fisch et al, 2014).

De acordo com a prospeccgao cientifica realizada em concomitancia na
base de dados Web of Science, dois artigos suportam a utilizagao do ferulato de
etila em formulagdes cosméticas por suas caracteristicas protetoras a radiacéo
UVB (CLOQUENET et al, 2008; DI DOMENICO et al, 2009). Na base de dados

pesquisada ndo ha evidéncias sobre a atividade antimicrobiana requerida por
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uma das patentes analisadas (W0O2017013239). Os demais efeitos
comprovados para o ferulato de etila estdo elencados na Figura 4.

Fato que pode teorizar a acao antimicrobiana do ferulato de etila
reclamada pela patente W0O2017013239 é a acao sobre a via Nrf-2 e a inducao
da enzima NADPH oxidase, uma das responsaveis principais pela producéo e
liberagao de radicais livres por células polimorfonucleares e fagicas (BABIOR,
2004; JIANG; ZHANG; DUSTING, 2011; KVIETYS; GRANGER, 2012;
KALYANARAMAN, 2013).

De acordo com as publicacdes cientificas analisadas, p6de-se observar
que a comprovacdo das atividades anti-inflamatéria (NAZARE et al, 2014;
CUNHA et al, 2016), neuroprotetora (Abdul; Butterfield, 2005; Sultana et al, 2005;
Joshi et al, 2006; Perluigi et al, 2006; Sultana, 2012), antioxidante (Calabrese et
al, 2008; Bolling et al, 2008; Shahidi; Chandrasekara, 2010; Bolling et al, 2011;
Qiu et al, 2014) e vasculoprotetora (Tsai et al, 2015; Cheng, 2015; Cheng et al,
2014), do ferulato de etila, estdo relacionadas as reivindicagdes das patentes
supracitadas, classificadas na categoria A61K, tais como preparagbes para
tratamento de esclerose multipla, psoriase, asma, doenca intestinal inflamatéria
e artrite (Colin, 2017).

WO02013/092269
US20170231967
WO02007/112828

WO02017013239
WO02015/090634

Sintese de Glutationa
Eliminagdo de radicais livres
Aumento da viabilidade celular
Indugdo de NADPH oxidase

Figura 8 — Patentes terapéuticas e possivel via de agcdo para a atividade

reclamada associada ao ferulato de etila.
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Visivelmente as patentes com finalidades terapéuticas elencadas nesta
prospeccao baseiam-se nos achados concernentes a atividade antioxidante e
ativadora da via do Nrf-2 discutidas anteriormente na prospeccao cientifica
(Figura 8). Deve-se ressaltar ainda que a patente depositada por Amtmann e
Eberhard (2013) protege formulagbes para tratamento de Alzheimer, doengas
virais, tumorais, cardiovasculares, e doengas autoimunes, como O0s
reumatismos. Todavia, tal documento abrange produtos com compostos
xantados (derivados alquilicos ou arilicos do acido ditiocarbonico) e
ciclodextrinas, sendo o ferulato de etila citado apenas no referencial tedrico da
referida publicagdo, como exemplo de substancia detentora de algumas destas
atividades.

Assim, a analise das patentes depositadas frente as publicacdes
cientificas demonstra a aplicabilidade promissora do ferulato de etila em
inovagao tecnoldgica na area médico-farmacéutica e nutracéutica, ao passo que
o interesse em novas vias de sintese deste composto demonstra a grande

possibilidade de otimizacado da cadeia industrial de produg¢ao que o envolve.

Quadro 1 — Patentes e reinvindicagdes relacionadas ao ferulato de etila e suas

aplicagoes.
Numero
Ano de
da Inventores Titulo da Patente Reinvidicagoes
Depodsito
Patente
Composigao contendo
ferulato de etila na sua forma
trans, cis ou mistura racémica
Wolfgang
Beilfuss Composition com concentragéo variando
WO02015/ Klaus Weber comprising ferulic acid de 1% a 30% e de 70% a
Peter Oltmanns 2014
090634 | Sabine Herweg ethyl ester and aryl 95% de um, dois ou trés aryl
Sarah Erichsen
alkanol alkanols em forma de
Carsten
Bungenstock emulsédo agua/dleo ou
Oleo/agua para uso tépico
com agao antimicrobiana.




69

Pharmaceutical

Método de tratamento de
esclerose multipla, psoriase,

asma, doenca intestinal

WO02013/ . compositions inflamatdria e artrite através
Kahrs Bjoern 2012
092269 Colin comprising glitazones | de composicao farmacéutica
and Nrf2 activators de agonistas de PPAR e
ativadores Nrf-2 (incluindo o
ferulato de etila).
Formulagdes farmacéuticas
contendo xantados e
ciclodextrinas para tratamento
de Alzheimer, doencas virais,
Associations of tumorais, cardiovasculares, e
wWO02007/ Eberhard xanthogenates and doengas autoimunes como 2005
112828 Amtmann cyclodextrins, and their reumatismos, esclerose
use multipla, alopecia areata,
lupus eritematoso, acidente
vascular encefalico, edema
pulmonar, ou para uso como
radioprotetor.
fami i Utilizagao do ferulato de etila
J|am|ng.L| 4-((3, 5, 6- ¢
Guangwei He . . para sintese do 4-((3, 5, 6-
WO02009/ | Yonghai Zhao | trimethylpyrazine-2-yl) . .
Fengshi Ma _ . trimethylpyrazine-2-yl) 2007
056070 methoxyl) benzoic acid S
Yong He _ o methoxyl) benzoic acid e seus
Qiang Wu and its derivatives _
Feng Li derivados
Method for extracting Método para extracao de
KR20130 . o .
Um Byung Hun bambusoideae's substancias incluindo o
071918 | shang Ya Fang || ing subcritical | ferulato de efila das folhas de |
(+5) eaves using subcritical | ferulato de etila das folhas de
solvents bambu.
Enzymatic synthesis Utilizacao do ferulato de etila
CN10294 Yang Tiankui , s
; method para a sintese enzimatica
3095 Yang( H10)ngll 2012
+

of ferulic acid phospho

glyceride

ferulic acid

glycerophospholipid
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Método para producgao de

JP201220 Uenishi Kaniji Method of acido ferulico incluindo etapa
5539 Azum(a !rl)aoki manufacturing ferulic a | de fermentagao por bactarias | 2011
+
cid containing fraction acido-laticas em material
vegetal.
Novel ferulic acid deriv | Método para a sintese de um
CN10251 _ o o . .
6079 Kai Tang ative, its application novo derivado do acido
Chuanjie Xiong and synthetic method ferulico com a utilizagao do 2011
ferulato de etila
Method for Método para sintese do acido
. synthesizin ferdlico gliceridico utilizando
CN10139 |  Yingkun Y 9 9
Cheng ferulaic acid glyceride | reacao catalisada por lipase
2275 Rui Fei i surf dified de Candid 2009
(+3) in surfactant modifie e Candida rugosa entre
organic solvent ferulato de etila e
triglicerideos
Production and Método para producgao de
CN10121 Zhengmei application of palmitoil ferulato de etila
9953 Huang palmitoyl ferulic acid et através da reagéo entre 2008
Guohong Tan . o
hyl ester ferulato de etila e acidos
graxos de cadeia longa.
Solvent-free system Método rapido para a sintese
CN10121 Limin Zhu biological catalysis fast | de acido ferulico gliceridico
5587 Yan Zheng synthesis method for através da reag&o entre 2008
(+2) . :
feruloylated glycerol | ferulato de etila e glicerol sem
adicao de solvente
Enzymatical method
o Método para sintese de
CN10120 Qingzhe Jin for synthesizing water- o o
. feruloil glicerideo utilizando o
0738 Shangde Sun soluble ferulic acyl _ 2007
(+3) ferulato de etila através de

glyceride

reacao enzimatica
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Enzymatical method
CN10120 | xingguo Wang for synthesizing oil- | Método de sintese enzimatica
0737 Shan(ng%e) Sun soluble ferulic acyl de feruloil oleil glicerideo 2007
oleoyl glyceride através do ferulato de etila
Formulagdes farmacéuticas
. _ contendo inibidores de Bach1
Bach1 Inhibitors in .
o . e ativadores de Nrf-2
US20170 Combination with Nrf2 S .
Otis Clint . incluindo o ferulato de etila
231967 IS Llinton Activators and 2014
Attucks para tratamento de doencas
Pharmaceutical
N como esclerose multipla,
Compositions Thereof _
doencga pulmonar obstrutiva
crbnica e psoriase
Utilizacdo de ativadores Nrf2
dentre eles o ferulato de etila
Nrf2 activators for the _ _
para tratamento de infeccdes
WO020170 | Marcel Bonay treatment of _ o
Thérese . por micobactérias em | 2015
13239 mycobacterial .
Deramaudt . . pacientes com HIV,
infections
imunodeprimidos, doenca
renal terminal.
Enzymatic synthesis of | Método para obten¢do de um
EP28866 ; . . . _ -
Laura Nystrom | phenolic acid esters acido fendlico esterificado 2013
57 Aline Schar . .
and steryl phenolates utilizando o ferulato de etila.
Ligustrazine aromatic Método para sintese de
Yonghai Zhao | acid ether derivative, derivado etil ester do
EP22136 Fengshi Ma . . . .
66 Yong He its preparation method, | ligustrazine para tratamento 2007
Qli_ang VLV'U pharmaceutical de doenca cerebrovascular e
eng Li
J composition, and cardiovascular.
application

Conclusao
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De acordo com os dados apresentados até aqui, pode-se afirmar que o
desenvolvimento de tecnologia relacionado ao ferulato de etila ainda € muito
incipiente sob o ponto de vista que a maioria das patentes abordam a sintese de
compostos ou a extracdo e sintese do proéprio ferulato de etila, e que, apenas
cinco patentes atribuem tecnologia e aplicabilidade a tal substancia. Dessa
forma, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas e de tecnologias que
contribuam para a aplicabilidade desta substancia com amplas referéncias

farmacoldgicas e nutracéuticas.
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Resumo

Introdugao: O ferulato de etila é um fenilpropandide com atividades
antioxidante, antinflamatéria e neuroprotetora. Entretanto, possui baixa
solubilidade em agua o que compromete a absor¢cao no trato gastrintestinal,
diminui a biodisponibilidade e compromete a reprodutibilidade dos efeitos in vivo.
Objetivo: desenvolver e caracterizar complexo de inclusdo de B-ciclodextrina
com ferulato de etila e testar em modelo experimental inflamatério in vivo.
Material e Métodos: Complexos de inclusdo de ferulato de etila e B-
ciclodextrina foram obtidos por mistura fisica, malaxagem, liofilizagdo e spray
drying. Os complexos obtidos foram avaliados quanto ao teor de ferulato de etila,
estabilidade, perfil de dissolucdo, pesquisa de interacdes quimicas através de
FT-IR, caracterizado por analise térmica, DRX e FTIR e avaliacdo de atividade
antinflamatéria in vivo através de modelo de edema de pata induzido por
carragenina em ratos. Resultados: Os complexos de inclusdo obtidos
resultaram em aumento da solubilidade e estabilidade comparativamente ao
ferulato de etila isolado. Além disso, os complexos obtidos por malaxagem,
liofiizagdo e spray drying apresentaram maior eficacia farmacoldgica

comparativamente ao ferulato de etila 100 mg/kg v.o e o complexo obtido por
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spray drying apresentou efeito anti-inflamatoério significativamente melhor que a
indometacina (10 mg/kg) da segunda a quarta hora. Conclusédo: Os sistemas
binarios entre ferulato de etila e R-ciclodextrina resultou em aumento da
solubilidade, melhorou o perfil de dissolugao do ativo, aumentou a estabilidade

e a eficacia farmacologica em modelo inflamatorio in vivo.

Palavras-chave: ferulato de etila; ciclodextrina; inflamacéao; dissolugao

Abstract

Introduction: Ethyl ferulate is a phenylpropanoid with antioxidant, anti-
inflammatory and neuroprotective activities. However, it has low solubility in water
which compromises the absorption in the gastrointestinal tract, decreases the
bioavailability and compromises the reproducibility of the effects in vivo.
Objective: to develop and characterize the inclusion complex of R-cyclodextrin
with ethyl ferulate and to test in an experimental inflammatory model in vivo.
Material and Methods: Inclusion complexes of ethyl ferulate and R -cyclodextrin
were obtained by physical mixing, blending, lyophilization and spray drying. The
complexes obtained were evaluated for ethyl ferulate content, stability,
dissolution profile, chemical interactions through FT-IR and evaluation of in vivo
anti-inflammatory activity through carrageenan-induced paw edema model in
rats. Results: The inclusion complexes obtained result in increased solubility and
stability compared to isolated ethyl ferulate. In addition, the complexes obtained
by malaxage, lyophilization and spray drying had a better pharmacological effect
compared to ethyl ferulate 100 mg / kg and the complex obtained by spray drying
presented a significantly better anti-inflammatory effect than indomethacin (10
mg / kg) from the second to the fourth hour tested. Conclusion: Binary systems
between ethyl ferulate and B-cyclodextrin resulted in increased solubility,
improved dissolution profile of the active, increased stability and pharmacological

potency in an in vivo inflammatory model.

Key words: ethyl ferulate; cyclodextrin; inflammation; dissolution
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Introducao

O ferulato de etila € um fenilpropandide, classe vasta de metabdlitos
secundarios do metabolismo das plantas que possui ampla comprovacao
cientifica de suas atividades antioxidantes, antibacterianas e antinflmatérias
(KORKINA et al, 2011). O ferulato de etila, a exemplo, possui agado antioxidante
(KIKUZAKI et al, 2002; ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; SULTANA et al, 2005;
JOSHI et al, 2006; PERLUIGI et al, 2006; CALABRESE et al, 2008; FENG et al,
2008; ISLAM et al, 2009; BOLLING et al, 2011; NAZARE et al, 2014; CUNHA et
al, 2016), anti-inflamatéria (ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; PERLUIGI et al,
2006; ISLAM et al, 2009; NAZARE et al, 2014; CUNHA et al, 2016),
neuroprotetora (SCAPAGNINI et al, 2004; SULTANA et al, 2005; JOSHI et al,
2006; FENG et al, 2008; GARRIDO et al, 2012), antiapoptética (ABDUL;
BUTTERFIELD, 2004), antimutagénica (DI DOMENICO et al, 2009),
antirreumatica e condroprotetora (CUNHA et al, 2016) e antiproliferativa (TSAI et
al, 2015). Entretanto, suas caracteristicas lipofilicas limitam a aplicabilidade na
industria alimenticia e farmacéutica devido a baixa solubilidade em &agua,
estabilidade e biodisponibilidade (KORKINA et al, 2011; KFOURY et al, 2014;
TUREK; STINZING, 2012).

Substancias pouco hidrossoluveis com baixa taxa de dissolugao
proporcionam baixa biodisponibilidade oral e consiste em um dos maiores
desafios no desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas. Para ser
farmacologicamente ativa, uma droga precisa de caracteristicas tanto de
hidrossolubilidade para que que seja absorvida e distribuida adequadamente
quanto lipossolubilidade para que consiga permear as membranas bioldgicas
(CHAUDHARY; PATEL, 2013).

Diversas estratégias tem sido utilizadas a fim de melhorar a
hidrossolubilidade de compostos como solubilizagdo com sistemas surfactantes,
formacado de complexos hidrossoluveis, utilizacdo de pro-farmacos e formacéao
de sais soluveis da molécula-alvo (DESHMUKH et al, 2007; PINNAMANENI;
DAS; DAS, 2002; PATIL et al, 2010). A utilizagao de ciclodextrinas naturais e de
suas derivadas sintéticas desempenham um papel importante no

desenvolvimento de formulagdes devido seu efeito do aumento da solubilidade,
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taxa de dissolugao, estabilidade quimica e consequente absor¢ao de uma droga
(LOFTSSON; BREWSTER; MASSON, 2004).

Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos formados por pontes a-1,4
contendo seis (alfa), sete () ou oito (gama) unidades de glicopiranose, o que
Ihes conferem estrutura tridimensional com interior lipofilico e o exterior
hidrofilico possibilitando o encapsulamento de ativos lipofilicos e justificando seu
amplo uso industrial (LOFTSSON; MASSON, 2001; CRINI, 2014; MONTEIRO;
FIGUEIRAS, 2016). Ciclodextrinas naturais e sintéticas tem sido utilizadas para
obter sistemas de liberacdo imediata, os quais sdo rapidamente dissolvidos no
trato gastrintestinal, aumento a biodisponibilidade oral de drogas pouco soluveis
através da formagao de complexos (CHORDYIA; SENTRIKUMARAN, 2012).

Estudos mostram aumento significativo da solubilidade e melhora do perfil
de dissolugdo através da complexacdo de varios fenilpropandides como o
estragol, isoeugenol, eugenol, trans-anetol, acido caféico, curcumina e acido
ferulico com ciclodextrinas naturais e sintéticas. (JANTARAT et al, 2014;
KFOURY et al, 2014). Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi desenvolver
complexo de inclusdo de B-ciclodextrina com ferulato de etila afim de melhorar
a solubilidade em agua, o perfil de dissolucdo e estabilidade e como

consequéncia prover incrementos na biodisponibilidade deste ativo.

Materiais e Métodos

Ferulato de etila, obtencéo e solugao

A obtencédo do ferulato de etila (etil-3-hidroxi-4-metoxicinamato) ficou sob
a responsabilidade do professor Dr. Damido Pergentino de Sousa, do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba.

Diagrama de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade de fases foi produzido de acordo com o
estabelecido nos estudos de Higuchi e Conors (1965), onde adicionou-se
quantidades em excesso ferulato de etila em solugbes com concentracéo

crescente de BCD (0, 4, 6, 8 e 10 mM). As amostras foram postas sob agitagcao
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em banho-maria por 72 horas a temperatura de 28°C. Em seguida, foram
fitradas em membranas de 0,22 ym e analisadas em espectrofotdmetro UV-Vis
Shimadzu® (UVmini — 1240) no modo varredura entre os comprimentos de onda
200 e 400 nm, utilizando agua purificada como branco. Todos os experimentos
foram realizados em ftriplicatas e a constante de associacdo farmaco-
ciclodextrina (K1:1) foi calculada para a por¢ao linear do diagrama assumindo

uma estequiometria 1:1, utilizando a equacéao: K11

slope

Kl:l= S0x(1 — slope)

Onde Sp corresponde a solubilidade do ferulato de etila na auséncia de B-
ciclodextrina e o slope € a inclinagéo da reta do diagrama de solubilidade de

fases.

Preparacéo dos complexos de inclusédo

Os complexos de inclusdo binarios entre o ferulato de etila e a [3-
ciclodextrina foram preparados na propor¢do molar de 1:1 de acordo com o
resultado obtido no diagrama de solubilidade de fases. Para produgdo dos
complexos pelo método de mistura fisica, quantidades adequadas de ferulato de
etila e B-ciclodextrina foram adicionados em gral de porcelana e submetidos a
homogeneizagao por 20 minutos com auxilio de pistilo. Em seguida, a amostra
foi tamisada em malha de 250 ym e armazenada em dessecador de vidro sob
vacuo (SOARES-SOBRINHO et al., 2011).

Complexo também foi obtido por malaxagem que consistiu na mistura das
mesmas proporc¢des utilizadas para a mistura fisica com adicdo de solvente
etanol/ agua (1:1 v/v). Os componentes foram misturados em gral de porcelana
com auxilio de pistilo durante 20 minutos até obtencdo de uma pasta
homogénea. O produto final foi submetido a estufa por 48 horas a temperatura
de 50 °C (SOARES-SOBRINHO et al., 2011).

Solugao de ferulato de etila e B-ciclodextrina foi obtida através da dilui¢cao
da mistura em solugéo etanol/agua (1:1 v/v). Os complexos foram obtidos a partir
desta solugdo por dois métodos: liofilizagdo e spray dried. Na liofilizagdo a

solugao foi previamente submetida a rotaevapocgao para retirada do etanol e
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posteriormente submetida a liofilizagdo por 48 horas. Para o spray dried, a
solugdo foi pulverizada em spray-dry (Mini Spray Dryer B290 — Buchi®), com
temperatura de entrada de 75 °C, aspersédo de 70% e injegdo da amostra a 3

ml/min.

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (V-
TF)

Os espectros no infravermelho foram obtidos em equipamento Agilent
Cary 630 FTIR® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada
— ATR (Miracle ATR, Pike Technologics Spectroscopic Creativity) no Laboratério
de Geoquimica Organica (LAGO) da Universidade Federal do Piaui, Teresina.
Foi utilizado o método ATR com 64 scans e 8 scans de background. A resolugao
utilizada foi de 4 cm™' na faixa de 4000 — 650 cm-', pela técnica de pastilhas de
KBr.

Andlise Térmica

A analise térmica foi realizada através da caracterizagao tanto do farmaco
quanto dos complexos de inclusdo pelas técnicas de termogravimetria (TG) e
calorimetria diferencial exploratéria (DSC). O TG e DSC foram realizados em
equipamento Shimadzu®, modelo SDT Q600, em atmosfera inerte de argénio e
fluxo de 50 mL/min. A massa da amostra utilizada foi de 20,0 mg (+ 0,2) para o
ferulato de etila, R-ciclodextrina, complexos e mistura fisica, acondicionadas em
cadinho de aluminio, sob aquecimento de 40 a 600 C na razdo de aquecimento
de 10 °C/min. Antes dos ensaios, a calibracdao do equipamento foi verificada
através da analise de amostras de oxalato de calcio.

As analises foram realizadas no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais
Avangados(LIMAV) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Difratograma em Raios X

A difracdo em raios-X foi obtida em difratbmetro Shimadzu®, modelo
XRD-6000, equipado com anodo de cobre, usando voltagem de 40 KV e corrente

de 30 mA. A amostra foi analisada no intervalo de &ngulo 26 de 5 — 75° a uma
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velocidade de digitalizagdo de 2°/min. Utilizaram-se suportes de vidro com fina
camada de material em pé sem solvente. A analise foi realizada no Laboratorio
Interdisciplinar de Materiais Avangados (LIMAV) da Universidade Federal do

Piaui, Teresina.

Estudos de dissolugao

Os estudos de dissolucdo foram realizados de acordo com as
especificagdes da Food and Drugs Administration para os estudos de dissolugao
de farmacos pouco soluveis (DRESSMAN et al., 1998). Utilizou- se aparato pa a
50 rpm e temperatura de 37 + 0,5°C. O meio do ensaio foi 900 mL de &cido
cloridrico (0,01 M), a fim de simular o suco gastrico. As amostras analisadas
foram encapsuladas com o equivalente a 10 mg de ferulato de etila e os tempos
de analise foram de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. Apds filtracdo, as
concentragcbes das amostras, em ftriplicata, foram determinadas por
espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda de 325 nm (SOBRINHO;
SOARES et al., 2011).

Determinacgdo do conteudo de ferulato de etila nos complexos

Para determinacdo do conteudo de ferulato de etila presente nos
complexos obtidos por mistura fisica, malaxagem, liofilizagcdo de spray dried,
uma mesma aliquota de cada complexo foi pesada e diluida em etanol/agua 1:1
v/v.em baldao volumétrico de 10 mL, foram postos em agitagcdo em banho de
sonicagao por 10 minutos e em seguida foram filtrados em membranas de 0,22
um. Em seguida as concentragdes foram obtidas por espectrofotometria UV-Vis
no comprimento de onda de 325 nm. Com base na curva padrdao obtidas do
ferulato de etila a 325 nm e na massa de ferulato utilizada para produgao de cada
complexo, foi realizado o calculo da quantidade de ferulato presente no

complexo e do percentual perdido no processo de complexacao.

Determinacdo da estabilidade dos complexos
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Para o calculo da estabilidade dos complexos, aliquotas iguais dos
complexos obtidos por diferentes métodos foram pesadas, diluidas em
etanol/agua 1:1 v/v e submetidas a leitura por espectrofotometria UV-Vis no
comprimento de onda de 325 nm no dia 0, 15, 30, 60 e 90 dias apds a producéao
dos complexos. As amostras foram mantidas ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente. Para o controle do estudo de estabilidade do complexo foi utilizada
solugdo com concentragao conhecida de ferulato de etila em etanol/agua (1:1

V.V).

Animais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus) Wistar fémeas,
pesando entre 180 e 220 gramas, provenientes do biotério setorial do Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui —
UFPI. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, a temperatura de
24 +1°C, ciclo de claro e escuro de 12h com ragéo padrio (Labina — Purina®) e
agua ad libitum. Para a execugdo dos protocolos experimentais, os animais
foram mantidos em jejum de solidos por 12 horas e separados por grupos de 6
animais. Os protocolos experimentais foram realizados apenas apds aprovagao
pelo Comité de Etica em Experimentagdo com animais da Universidade Federal
do Piaui (CEEA/UFPI, Parecer N° 082/14) (APENDICE A).

Efeito dos complexos de incluséo de ferulato de etila com -CD obtidos através
de mistura fisica, malaxagem, liofilizagdo e spray dryer sobre o edema de pata

induzido por carragenina

Ratos Wistar foram divididos em seis grupos (n=6 animais) e receberam
uma injegao intraplantar de 0,1 mL de carragenina 1% dissolvida em salina 0,9%.
Os animais foram tratados, via oral, com veiculo, ferulato de etila 100 mg/kg
(CUNHA et al, 2016), indometacina (10 mg/kg), complexos de inclusao de FE e
R-CD obtidos por mistura fisica, malaxagem, liofilizagdo e spray dryer em
quantidade suficiente para garantir igual dose do ativo isolado (100 mg/kg) e,
apos 1h, receberam a carragenina. O volume das patas foi registrado por

paquimetria (Digimess®) em diferentes tempos (1, 2, 3, 4 e 5 h) apés a
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administragdo intraplantar de carragenina. O edema foi expresso pela diferencga,
em milimetros (mm), entre o didmetro antero-posterior e o inicial da pata
(WINTER et al., 1962).

Analise Estatistica

Para analise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism® verséo
6.01. Utilizou-se ANOVA two-way seguida de poOs-teste de Bonferroni entre
grupos com mais de uma variavel independente. Os valores estdo expressos
como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e o nivel de significancia
estabelecido foi de p<0,05.

Resultados e Discussao

Com base em varreduras em espectrofotémetro UV-Vis observou-se que
o ferulato de etila possui pico maximo de absorbéancia as 325 nm. Com base
nisso, foi construida curva de calibracdo neste comprimento de onda para as
analises que se sucederiam seguindo a equagéao da reta apresentada na figura
1 R? de 0,9992.

O método de solubilidade de fases consiste na observancia do aumento
da solubilidade do molécula pouco soluvel, ferulato de etila, quando adicionada
em mesma quantidade em diferentes solugdes com concentragdes crescentes
de ciclodextrina (CHAUDHARY; PATEL, 2013). De acordo com os estudos de
Higuchi e Connors (1965), o perfil apresentado para o ferulato de etila foi o AL
correspondente a proporgao estequiométrica de 1:1 para a producido de
complexos de inclusdo. Os perfis de solubilidade de fase do tipo A séao
caracteristicos de aumentos significativos na solubilidade na substancia
complexada (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2009). Neste estudo, o ensaio de
solubilidade de fases resultou em incremento de solubilidade ao ferulato de etila
de 283,33%. Kfoury et al (2014) avaliou a habilidade de ligacdo de varios
fenilpropandides (trans-anetol, estragol, isoeugenol, eugenol, acido p-cumarico,
acido caféico e acido ferulico) e observou que em todos a proporgao

estequiométrica foi de 1:1.
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Figura 1 — Curva de calibragdo do ferulato de etila a 325 nm obtido através de

espectrofotometria UV-Vis.
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O incremento de solubilidade pode ser observado na Figura 2 onde, nas
mesmas condigdes, solugdes contendo R-ciclodextrina em diferentes
concentragdes resultam em aumento da absorbancia do ferulato de etila a 325
nm a medida em que ha aumento na concentragao de 3-CD. O mesmo pode ser
observado na Figura 3 que representa o diagrama de solubilidade de fases para
o ferulato de etila e 3-CD.

A constante de estabilidade (Kc), determinada através do diagrama de
solubilidade, descreve a forgca de associacao entre a ciclodextrina e a molécula
alvo, cujos valores variam entre 0 e 105 M-' e mais comumente entre 50 e 2000
M-' com valor médio de 129, 490 e 366 M para a-, B- e y-ciclodextrina,
respectivamente. Desta forma, quanto maior o valor de Kc encontrado, maior
sera a forca e estabilidade na ligagdo entre os componentes do complexo
(CONNORS, 1977; STELLA; RAJEWSKI, 1997; STELLA et al., 1999).
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Figura 2 — Espectros de varredura em UV-Vis de solugdes com diferentes

concentragdes de 3-CD contendo ferulato de etila.
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De acordo com o diagrama de solubilidade de fases, a constante de
estabilidade obtida para o sistema binario entre ferulato de etila e B-ciclodextrina
foi de 92,58 M-, indicando a existéncia de interagéo entre os componentes deste
sistema. E importante salientar que os perfis de solubilidade de fase e valor de
Kc dentro dos limites aceitaveis ndao implicam em indicativo de formagao de
complexos de inclusao fazendo-se necessarias analises mais sofisticadas para
tal assertiva (LOFTSSON et al, 2005). Dentre estes procedimentos para analises
de complexos, pode-se citar a analise de infravermelho com transformada de
Fourrier, analises calorimétricas e ressonancia nuclear magnética.

A técnica espectroscopica de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) € amplamente utilizada no estudo de complexos sélidos de farmacos-
ciclodextrinas (CD) (SPRICIGO et al.,, 2008). Esta é uma técnica util para
identificar quais modos vibracionais do farmaco e da CD estdo sendo
perturbados durante o processo de inclusao, sugerindo as interagdes entre estas
moléculas no estado solido. Alteracdes nas bandas caracteristicas da molécula

hospede, tais como desaparecimento, alargamento, variagdes na intensidade do
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pico e/ou mudancgas no seu numero de onda podem ser indicativos de formacao
de complexo (CORTI et al, 2007; LYRA et al, 2010; MURA, 2015).

Figura 3 — Diagrama de solubilidade de fases do ferulato de etila em solugdes

com diferentes concentracdes de [3-CD.

0.05-
% 0.04- o
©
= 0.03-
3
g 0.02- Y = 0.002217*X + 0.02461
© — -1
5 001 K= 92,58 M
Q
LL
0-00 1 I I 1 1
0 2 4 6 8 10
Concetragao B-CD (mM)

Para realizacdo da avaliagdo dos espectros |V, selecionou-se as
principais bandas do ferulato de etila que ndo aparecem na B-ciclodextrina
(Figura 4). Desta forma, a avaliagdo comparativa foi realizada em observancia
as bandas do ferulato de etila 1164 cm™ referente ao estiramento C-O
caracteristico dos ésteres, o pico de 1630 cm™ referente a vibracdo da C=C
conjugada a ligagdo C=0 e o pico de 3079 cm referente ao estiramento das
ligacbes C-H de alcanos. Na R-CD foram observadas bandas de absorcédo de
3351 cm™ (estiramento O-H), 2918 cm™ (estiramento C-H), 1162 cm™’
(estiramento C-0), 1033 cm™ (estiramento C-O-C).

A analise dos espectros de IV permitem a constatacdo da auséncia do
pico 3079 cm™ tanto na mistura fisica quanto nos complexos obtidos por
liofilizagdo, malaxagem ou spray drying. Além disso pode-se observar a
atenuacgao do pico de 1630 cm™' na mistura fisica e deslocamento do mesmo
pelos demais métodos de obtencdo de complexos. Outro aspecto importante é

a atenuagéo da banda compreendida entre 1000 e 1300 cm caracteristico dos
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ésteres e que compreende o pico de 1164 cm™ o qual passa a predominar o
aspecto do pico observado na 3-CD em todos os métodos avaliados (Figura 5).
Os dados apresentados pela analise de IV sugerem que essas ocorréncias
podem ser o resultado da restricdo das vibracdes de estiramento da molécula
hospede causada pela inclusdo na cavidade do CD e / ou sugerir um
enfraquecimento das ligagdes interatbmicas como consequéncia de um
ambiente modificado em torno dessas ligagdes na complexagdao (MURA, 2015).

Os ensaios de dissolugao permitem prever o comportamento —in vivo” de
uma formulacdo em desenvolvimento. Para isto, devem-se utilizar meios de
dissolugdo que se assemelhem as condigdes fisioldgicas, levando em
consideracao a condi¢ao sink, presenga de tensoativos e a influéncia no padrao
de motilidade no processo. (PANCHAGNULA; THOMAS, 2000).

Na caracterizacao térmica do ferulato de etila, verifica-se a presencga de
dois picos endotérmicos: o primeiro refere-se ao ponto de fusdo do composto
correspondente a 57.91°C e o segundo corresponde a temperatura de
degradacao (265.24°C) uma vez que ha perda de massa associada a este
evento endotérmico como pode ser observado pelas curvas de TGA e DTG
(Figura 6). Tal analise térmica permite concluir que ndo ha presenga de
diferentes formas polimoérficas para o ferulato de etila.

A técnica de DSC indica a formacao de complexos de inclusdo com base
nas alteracdes de caracteristicas da molécula hdspede tais como ponto de fusao,
ponto de ebulicdo, temperatura de degradagdo bem como as modificagbes na
entalpia relacionada a estes processos (FIGUEIRAS et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2008). Desta forma, como base nos termogramas de DSC obtidos depreende-
se que houve a formacao de complexos de inclusao entre o ferulato de etila e B-
Ciclodextrina uma vez que houveram mudangas significativas na energia
necessaria bem como nas faixas de temperatura de fusdo e degradagao da
molécula hospede isolada. Diante disso, a mistura fisica apresentou aumento do
ponto de fuséo para 74.86°C (Entalpia = 196.8 J/g) e temperatura de degradagao
de 326.35°C (Entalpia = 225.5 J/g), o complexo obtido por malaxagem
apresentou ponto de fusao de 78.35°C (Entalpia = 297.7 J/g) e temperatura de
degradacéao de 325.82°C (Entalpia = 378.9 J/g), complexo de inclusao obtido por
liofilizagao ponto de fusdo de 200.58°C (Entalpia = 105.7 J/g) e temperatura de
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degradacgao de 324.08°C (Entalpia = 515.4 J/g) e no complexo obtido por spray
dried o ponto de fus&o foi de 298.14°C (Entalpia = 4515 J/g) e temperatura de
degradacao de 325.08 °C (Entalpia = 199.8 J/g).

Figura 4 - Espectro de infravermelho do ferulato de etila (1), B-CD (2), mistura
fisica (3) e complexos de inclusdo obtidos por malaxagem (4) spray-drying (5) e

liofilizagao (6).
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Figura 5 - Espectro de infravermelho do ferulato de etila (1), B-CD (2), mistura

fisica (3) e complexos de inclusdo obtidos por malaxagem (4) spray-drying (5) e

liofilizagao (6) mostrando possiveis sitios de interagao entre ferulato de etila e B-
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Figura 6 — Curvas de DSC, TGA e DTG do ferulato de etila obtido na razdo de
10°C/min.
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Outro aspecto importante na analise de termogramas para determinagao
da formacdo de complexos de inclusdo, € o desaparecimento do pico
endotérmico carateristico a 120 °C na B-CD, indicativo da saida de agua na
forma de vapor da cavidade hidrofobica. A auséncia de tal pico indica que as
moléculas de agua foram deslocadas pelas moléculas de ferulato de etila.

A analise termogravimétrica € uma forma complementar a analise da
formagdo de complexos de inclusdo uma vez que na possivel formagao do
complexo, a temperatura de degradagao da molécula hospede acontecera em
temperaturas superiores a da molécula livre indicando protecdo da molécula
hospede pela molécula de hospedeira (TAKAHASHI, 2009). Tal achado pode ser
observado devido as alteragdes nas temperaturas de fusdo e de degradacéao
com destaque para os complexos obtidos por liofilizagao e spray dried os quais
apresentaram temperatura de degradagcdo de 324.08°C e 325.08°C,
respetivamente em comparacdao com 265.24°C do composto isolado o que
demonstra que a complexacao do ferulato de etila em 3-CD resultou em aumento

da estabilidade térmica.
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Figura 7 — Curvas de DSC de R-ciclodextrina, ferulato de etila, mistura fisica e

complexos obtidos por malaxagem, liofilizagdo e spray dried.
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Figura 8 — Curvas de TGA da R-ciclodextrina, ferulato de etila, mistura fisica e

complexos obtidos por malaxagem, liofilizagao e spray dried.

——CICLO
— MALAX
100 SPRAY
——FISIC
= —— LIOFI
80 —— FERUL

60

Weigth(%)

40

20

R

0 S —

T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Temperature(°C)



97

Entretanto, para definicdo da formacdo de complexos de inclusao, a
utilizagcdo de analises térmicas ndo sao suficientes e ha a necessidade da
utilizacao de técnicas espectroscopicas como a difracao de raios X. A analise do
processo de complexacao por DRX avalia o desaparecimento ou mudanca dos
picos caracteristicos (FREITAS et al., 2012). A mistura fisica e malaxagem
exibem picos caracteristicos da difragdo do ferulato de etila sobrepostos ao perfil
da B-CD, enquanto que o complexo obtido por spray-drying apresentou tais picos
de forma reduzida ou quase inexistentes, indicando que o processo de
complexacao neste ultimo tenha sido mais efetivo (Figura 9).

Na Figura 10, observa-se que o ferulato de etila quando submetido ao
estudo de dissolugdo apds uma hora atinge sua concentragdo maxima
correspondendo a 13,75% de percentual dissolvido. De maneira diferente, ao
avaliar-se a mistura fisica observa-se que a mesma apresenta 55,46% de
liberagao apds 15 minutos, 81,88% aos 20 minutos e atinge 100% de liberagdo
apos uma hora de inicio do ensaio. Ja o sistema binario feito por malaxagem
apresentou 78,95% de liberagao ap6s 15 minutos a atingiu 100% de liberagao
apos 30 minutos de inicio do ensaio. Os sistemas binarios obtidos por spray
drying e liofilizagdo apresentaram perfis de dissolugdo semelhantes com 81,9%
e 74,55% de liberagdo apds 15 minutos, respectivamente e 100% de liberagéo
apos 20 e 30 minutos para o sistema obtido por spray drying e liofilizagao,
prespectivamente. Levando-se em consideragdo o uso clinico por via oral para
que ocorra a absorgdo de um farmaco no intestino delgado durante um periodo
de 1 — 2 horas, a dissolugdo do medicamento deve estar completa em 15 a 30
minutos. Desta forma, preconiza-se que 85% de farmaco esteja dissolvido apés
15 minutos no meio simulado com pH gastrico (SOARES-SOBRINHO et al.,
2010).
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Figura 9 - Difratograma de raios X do ferulato de etila, B-CD e dos complexos

de inclus&o obtidos por mistura fisica, malaxagem e spray-dried.
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Figura 10 — Perfil de liberagao do ferulato de etila, mistura fisica e complexos de

inclusdo obtidos por malaxagem, spray dried e liofilizag&o.
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Durante o processo de producdo de complexos de inclusdo e ao fim do
mesmo é dificil inferir a quantidade real de substancia hospede uma vez que as
afirmacdes de propor¢cdes molares advem de estudos e calculos tedricos. Ha
portanto, a necessidade de daterminar a quantidade real do ativo no complexo
para definicdo das quantidades de complexo necessarias para uma dose
definida de ativo. Neste estudo, o método com maior conteudo de ativo foi a
malaxagem com 0,145 g de ferulato de etila para cada 1 g de complexo, seguido
da mistura fisica (0,123 g) e liofilizagdo (0,103 g). O menor conteudo foi
encontrado nos complexos obtidos por spray drying e, portanto, foi o0 método
com maior quantidade de ferulato de etila degradado durante o processo de
complexacao (0,137 g para cada 1 g de complexo) seguido pelo método de
liofilizagdo com 0,089 g de ferulato de etila degradados no processo de produgao
dos complexos. Os resultados aqui encontrados corroboram com os de Jantarat
et al (2014) que ao avaliar diferentes métodos para produgcéo de complexos de
inclusdo contendo curcumina, observou que a metodologia empregada no
processo influia significativamente no conteudo final da molécula hospede. Isso
possivelmente se da pelo fato de ambos os processos, spray-drying e liofilizagao,

possuirem etapas de aquecimento favorecendo a volatilizagdo e degradagao de
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compostos volateis e com baixo ponto de ebulicdo a exemplo da substancia alvo

deste estudo (Figura 11).

Figura 11 — Conteudo (A) e massa degradada (B) de ferulato de etila nos

complexos obtidos por spray drying, liofilizagdo, malaxagem e mistura fisica.
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Por fim, com o intuito de avaliar o efeito da complexagdo sobre a
estabilidade do ferulato de etila, as amostras foram avaliadas durante 90 dias e,
a intervalos regulares, aliquotas foram retiradas para avaliar o teor de ferulato
de etila nos complexos. Como pode ser observado na figura 7, a solugdo
contendo apenas ferulato de etila apresentou declinio na concentragcao do ativo
de 48% em 90 dias ao passo que dentre os sistemas binarios com 3-CD apenas
a mistura fisica demonstrou declinio significativo na massa de ferulato de etila
(10% em 90 dias). Os demais sistemas binarios obtidos por liofilizagao e spray
drying apresentaram boa estabilidade. A exemplo deste estudo, Jantarat et al
(2014) também observou em seu estudo o aumento da estabilidade da
curcumina complexada em CD por diferentes métodos comparativamente a
substancia isolada ou em mistura fisica (Figura 12).

A fim de verificar a eficacia dos sistemas binarios de ferulato de etila e 3-
CD obtidos por diferentes métodos sobre o processo inflamatdrio, realizou-se a
avaliagao da capacidade inibidora da formacao de edema de pata em ratos cuja

inflamacéo fora induzida por carragenina, um agente inflamdgeno classico
(WINTER et al, 1962).
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Figura 12 — Avaliagdo da estabilidade do ferulato de etila em complexos de

inclusao obtidos por diferentes métodos.
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Dentre os modelos experimentais, a inducdo do edema de pata por
carragenina tem sido o modelo de escolha para triagem de drogas com atividade
anti-inflamatéria desde sua descrigao por Winter, Risley e Nuss (1969). A injecao
de carragenina produz um edema inflamatério bifasico pela liberagdo de
bradicinina, histamina e serotonina até a primeira hora apdés a inducao
(KIRCHHOFF et al, 1990) seguida da producédo de prostaglandinas e o6xido
nitrico (NO), infiltracado neutrofilica, indugdo da COX-2 e estresse oxidativo da
primeira a sexta hora apos a indugdo (GARRELLY; BUREAU; LABREQUE,
1991; SALVEMINI et al, 1996; NANTEL et al, 1999).

Com base nos resultados experimentais obtidos, pdde-se constatar maior
efetividade na inibicdo da formagao do edema (Figura 13) no grupo de animais
tratados pelo complexo de inclusdo obtido pelo método de spray dried em todas
as horas comparativamente ao grupo tratado com solucdo salina (p<0.001) e
indometacina até a 4 hora (p<0,01). Os animais tratados com complexo obtido
por malaxagem experimentaram reducao do edema até a 2 hora apds indugao.
Estes resultados podem estar relacionados ao perfil de dissolugao dos sistemas
binarios obtidos (Figura 10), onde o perfil de liberagcdo do complexo obtido por
spray dried apresenta liberagcdo de 100% do farmaco em menor tempo. Este
resultado também pode indicar a formacéo de complexos de inclusédo de [3-CD e
ferulato de etila devido a semelhanga no perfil de liberacéo entre a liofilizagao e

o spray dried mas diferentes perfis de resposta farmacolégica no modelo
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estudado. Além disso, apesar de menor concentragao final de ferulato de etila
no complexo, como mostrado na Figura 12, o complexo obtido por spray dried
apresentou melhores resultados na redu¢cao de edema podendo indicar que o
aumento da solubilidade e o equilibrio estabelecido em meio aquoso entre o
farmaco incluso no complexo e livre em solugdo promoveu melhora
farmacocinética propiciando melhor agdo farmacoldgica no modelo testado. De
fato, as ciclodextrinas tem a capacidade de melhorar a biodisponibilidade de
substancias com baixa solubilidade em agua mas com boa permeabilidade em
solucédo, classe Il de acordo com o sistema de classificagdo biofarmacéutico
(SOAKHAM et al, 2018).

Figura 13 — Efeito de complexos de inclusdo de ferulato de etila obtidos por
mistura fisica, malaxagem, liofilizacdo e spray dryer sobre o edema de pata

induzido por carragenina.
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Em estudo realizado por Cunha et al (2016), animais com edema induzido
por edema de pata apresentaram menor formacdo de edema quando tratados

com ferulato de etila 100 mg/kg v.o. Neste estudo, embora os resultados
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apresentados por Cunha et al (2018) tenham sido reproduzidos, os resultados
apresentados demonstram aumento da eficacia farmacoldgica do ferulato de
etila complexado em R-CD uma vez que em mesma dose de farmaco, o efeito
apresentado pelo complexo foi significativamente maiorem todos os tempos
analisados.

A exemplo dos achados deste estudo em que houve maior efetividade
farmacoldgica associada a melhora da solubilidade, diversos compostos de
origem natural tiveram suas propriedades melhoradas com o auxilio do processo
de complexagéo com [3-CD como o resveratrol (LI et al., 2011), acido rosmarinico
(CELIK et al.,, 2011), acido ferulico (MONTI et al.,, 2011), acido cumarico
(STRAZISAR; ANDRENSEK; SMIDOVNIK, 2008), &cido caféico (DIVAKAR;
MAHESWARAN, 1997) dentre outros (PINHO et al, 2014).

Conclusao

Com base nos resultados apresentados até aqui podemos inferir que a
producao de sistemas binarios entre ferulato de etila e B-ciclodextrina resultou
em aumento da solubilidade, melhorou o perfil de dissolugdo do ativo, aumentou
a estabilidade e como consequéncia resultou em aumento da eficacia
farmacolégica em modelo inflamatdrio in vivo. Com base nos dados ha fortes
indicios de formacédo dos complexos de inclusdao de acordo com os resultados
de FTIR, DSC e TG que mostram interacdo entre o ferulato de etila e [3-

ciclodextrina.
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Resumo
Introducao: A utilizagdo de formas farmacéuticas para aplicagdo topica tem
aumentado nos ultimos anos devido a busca por formas de tratamento com
menos efeitos adversos e colaterais. O ferulato de etila € um fenilpropandide
com atividades antioxidante, antinflamatoria derivado do éleo essencial de varias
plantas. As nanoemulsdes tem sido a tecnologia de escolha para aplicagao de
substancia hidrofébicas de forma tépica propiciando ambiente favoravel a pele e
perfil de liberagado controlado. Objetivo: Desenvolver, otimizar, caracterizar e
testar em modelo de edema de pata induzido por carragenina nanoemulsao para
vetorizagao de ferulato de etila por via topica. Material e Métodos: Diagrama de
fases pseudo-ternario foi desenvolvido com variagdes nas concentracbes de
surfactantes (Tween 80, Span 80), 6leo (6leo de soja) e agua. Os sistemas foram
obtidos por ultrassonicacdo e foram avaliados quanto aos aspectos
macroscopicos bem como tamanho de particula, indice de polidispersdo e
potencial zeta. Ao melhor sistema obtido foi incorporado ferulato de etila a 1%,

2.5% e 5%. A melhor nanoemulsao foi entdo avaliada quanto a estabilidade,
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pesquisa de interagcbes quimicas através de FT-IR, avaliacdo de permeacéo in
vitro através de célula de Franz, teste de irritacdo cutanea e avaliagcdo de
atividade antinflamatéria in vivo através de modelo de edema de pata induzido
por carragenina em ratos. Resultados: Dos sistemas obtidos, as melhores
caracteristicas de tamanho de particula, PDI e estabilidade foi obtido com a
proporcao de 2.5% de 6leo e 10% de tensoativo e 1% de ferulato de etila. A
analise por FT-IR nao revelou interagao entre os componentes da nanoemulsao.
O ensaio de liberagao in vitro confirmou o perfil de liberagcédo controlado, 26% de
liberagdo do ativo apdés 6 horas de ensaio. A nanoemulsao obtida nédo
apresentou sinais de irritacdo cutanea e foi efetiva na reducdo do edema
(p<0,01) da terceira a quinta hora no ensaio de edema de para em ratos.
Conclusao: A nanoemulsao desenvolvida apresentou boa estabilidade, perfil de

liberac&o controlado e foi efetiva na redugao da inflamagao no modelo testado.

Palavras-chave: ferulato de etila; nanoemulsao; permeacéo in vitro

Abstract

Introduction: The use of pharmaceutical forms for topical application has
increased in recent years due to the search for forms of treatment with fewer
adverse and side effects. Ethyl ferulate is a phenylpropanoid with antioxidant,
anti-inflammatory activities derived from the essential oil of several plants.
Nanoemulsions have been the technology of choice for application of
hydrophobic substances in a topical manner providing a favorable skin
environment and controlled release profile. Aim: To develop, optimize,
characterize and test in a model of paw edema induced by carrageenan
nanoemulsion for the vectorization of topical ethyl ferulate. Material and
Methods: Pseudo-ternary phase diagram was developed with variations in the
concentrations of surfactants (Tween 80, Span 80), oil (soybean oil) and water.
The systems were obtained by ultrasound and were evaluated for macroscopic
aspects as well as particle size, polydispersity index and zeta potential. The best

system obtained was 1%, 2.5% and 5% ethyl ferulate. The best nanoemulsion
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was then evaluated for stability, search for chemical interactions through FT-IR,
evaluation of in vitro permeation through Franz cell, skin irritation test and
evaluation of in vivo anti-inflammatory activity through induced paw edema model
by carrageenan in rats. Results: From the obtained systems, the best
characteristics of particle size, PDI and stability were obtained with the proportion
of 2.5% of oil and 10% of surfactant and 1% of ethyl ferulate. FT-IR analysis
revealed no interaction between nanoemulsion components. The in vitro release
assay confirmed the controlled release profile, 26% release of the active after 6
hours of assay. The nanoemulsion obtained showed no signs of skin irritation and
was effective in reducing edema (p <0.01) from the third to fifth hour in the para
edema test in rats. Conclusion: The developed nanoemulsion presented good
stability, controlled release profile and was effective in reducing inflammation in

the model tested.

Key words: ethyl ferulate; nanoemulsion; in vitro permeation

Introducao

Atualmente ha interesse global da descoberta e desenvolvimento de
drogas derivadas de fontes naturais devido a sua promessa de beneficios
terapéuticos e menos efeitos adversos (BALUNAS; KINGHORN, 2005;
HALBERSTEIN, 2005; GOHEL et al, 2014). Os dleos essenciais sédo liquidos
oleosos, volateis, aromaticos e de ocorréncia natural podendo ser obtidos de
varias partes de plantas, especialmente das partes aéreas. Sao derivados do
metabolismo das plantas onde funcionam como substancias defensoras contra
patogenos, repelentes de insetos (BAKKALI et al, 2008; GOSSLAU et al, 2011).

O ferulato de etila, um fenilpropandide presente no 6leo essencial de
diversas plantas e especialmente na casca do arroz, possui acao anti-
inflamatéria (ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; PERLUIGI et al, 2006; ISLAM et al,
2009; NAZARE et al, 2014; CUNHA et al, 2016), antioxidante (KIKUZAKI et al,
2002; ABDUL; BUTTERFIELD, 2004; SULTANA et al, 2005; JOSHI et al, 2006;
PERLUIGI et al, 2006; CALABRESE et al, 2008; FENG et al, 2008; ISLAM et al,
2009; BOLLING et al, 2011; NAZARE et al, 2014; CUNHA et al, 2016),
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antiapoptoética (ABDUL; BUTTERFIELD, 2004), neuroprotetora (SCAPAGNINI et
al, 2004; SULTANA et al, 2005; JOSHI et al, 2006; FENG et al, 2008; GARRIDO
et al, 2012), antimutagénica (DI DOMENICO et al, 2009), antirreumatica e
condroprotetora (CUNHA et al, 2016) e antiproliferativa (TSAI et al, 2015)
documentadas na literatura internacional.

Para biocompostos hidrofobicos, a baixa solubilidade em agua é o maior
fator limitante para seu uso em diferentes aplicagbes na industria alimentar e
farmacéutica (KORKINA et al, 2011; TUREK; STINZING, 2012; POUNEH et al,
2013 KFOURY et al, 2014). Diversas estratégias tem sido tragadas para
melhorar a hidrossolubilidade de compostos tais como goticulas, nanoemulsoes,
lipossomas e micelas poliméricas (BAJERSKI et al, 2016). Dentre as
formulagdes tépicas, as nanoemulsdes sao geralmente utilizadas para aumentar
a solubilidade, estabilidade e bioatividade de fitoquimicos devido sua alta
estabilidade cinética (SARI et al, 2015).

Nanoemulsdes sao sistemas com dispersao isotropica compostas por
agua, Oleo e surfactantes/co-surfactantes, geralmente transparentes e
apresentam diametro médio de goticulas entre 20-200 nm (HARWANSH,;
MUKHERJEE; BAHADUR; BISWAS, 2015). Estas aplicagdes relacionam-se a
natureza lipofilica das nanoemulsdes que carreiam drogas insoluveis ou pouco
soluveis em agua. Formulagbes tdépicas nanoemulsionadas proporcionam
vantagens unicas como dispersédo de fases 6leo em agua (O/A) que permitem
aumentar a solubilidade de drogas lipofilicas na fase oleosa e a fase continua
prové um ambiente favoravel a pele (GUPTA et al, 2016; SINGH et al, 2017).

Nanoemulsdes tém sido utilizadas em muitas formas farmacéuticas para
via topica, ocular, intravenosa, intranasal e oral (GUPTA et al, 2016; SINGH et
al, 2017). As nanoemulsdes tém sido aplicadas com sucesso nas areas
farmacéutica e cosmética devido sua habilidade de carrear substancias apolares
em dispersdes 6leo/agua nanométricas (ZEEB et al, 2014). Outra interessante
caracteristica destes sistemas € que as goticulass sdo preparadas com lipidios
biocompativeis e biodegradaveis, e, portanto, possuem baixa toxicidade aguda
e cronica (JAISWAL; GIDWANI; VYAS, 2014).

Tal experiéncia tem sido realizada com inumeros farmacos anti-

inflamatérios com resultados positivos e diminuicdo de efeitos adversos tais



116

como hidrocortisona, dexametasona, indometacina, ibuprofeno, cetoprofeno,
naproxeno e piroxicam (LOFTSSON; MASSON, 2001). Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi desenvolver, otimizar e caracterizar nanoemulsdo para

vetorizacdo de ferulato de etila por via tépica.

Materiais e Métodos

Materiais

O oleo de soja (Sigma Aldrich, EUA) foi o tipo de dleo utilizado neste
estudo. Tween® 80 (Polyoxyethylene (20) sorbitan, Synth, Brasil) e Span® 80
(Sorbitan monooleate, Sigma Aldrich, EUA) foram os surfactantes utilizados. O
ferulato de etila, foi obtido por via sintética e fornecido pelo professor Damiao
Pergentino de Sousa, do Departamento de Farmacia da Universidade Federal

da Paraiba.

Determinagdo da proporgéao de surfactantes

Agua destilada, Tween® 80 e Span® 80 foram adotados como fase aquosa
e mistura de surfactantes, respectivamente. Cada formulagdo preparada
continha 5 gramas de massa e o EHL foi fixado em 12. Para determinagao da

proporgao entre surfactantes foi utilizada a formula a seguir:

EHLs=EHLX.X+EHLY.Y

Onde EHLX representa o EHL do Tween® 80, X representa a fragdo de Tween®
80, EHLY representa o EHL do Span® 80 e Y, a fragdo de Span® 80. Cada

mistura de surfactante foi adicionada a fase oleosa.

Diagrama de fase pseudo-ternario

Apos a determinacéo das proporgdes de surfactantes, o diagrama de fase
foi plotado. Todos os sistemas foram preparados pelo mesmo procedimento:

surfactantes foram solubilizados na fase oleosa, seguido do acréscimo da fase
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aquosa. Proporcdes de oOleo e surfactantes variaram nos sistemas como
mostrado nas tabelas 1 e 2. Os sistemas foram submetidos a sonicagao (Vibra-
Cell VCX-134 ATFT, 40 KHz, Sonics, EUA) durante 4 pulsos de 2 minutos
intercalados por 1 minuto de repouso a uma amplitude de 60% do total. Ao final

da sonicagao, as amostras foram avaliadas quanto a aparéncia.

Tabela 1 — Proporgao surfactante/éleo usados no diagrama de fases com 6leo

fixo a 5%.

Proporcao o Peso inicial de
) Peso inicial de 6leo (g)
surfactante/oleo surfactante (g)
0,5 0,25 0,125
1 0,25 0,25
2 0,25 0,5
3 0,25 0,75
4 0,25 1

Tabela 2 — Proporcao surfactante/dleo usados no diagrama de fases com

surfactante fixo a 10%.

Proporgcao Peso inicial de
Peso inicial de d6leo (g)
surfactante/6leo surfactante (g)
4,0 0,125 0,5
1,3 0,375 0,5
1,0 0,5 0,5
0,6 0,75 0,5
0,5 1 0,5
0,4 1,25 0,5

Otimizacao das condigbes de produgdo de nanoemulsao

A fim de otimizar o sistema de produgcdo das nanoemulsdes, foi avaliado
o efeito de diferentes amplitudes (25%, 50%, 60%, 75% e 100%) e temperaturas
(25°C, 40°C, 50°C, 60°C e 70°C). Para tal avaliagao, utilizou-se o sistema nao

translucido composto por 5% de 6leo e 5% de tensoativo.

Avaliagcdo do tamanho das particulas e do potencial zeta
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O tamanho médio das particulas e o potencial zeta foi medido através de
DLS (dynamic light scattering) (NanoZS, Malvern Instruments, Malvern, U.K.) 24
horas apds a produgao das emulsdes. As amostras foram diluidas 100 vezes em
agua destilada antes da analise. As analises foram realizadas a 25°C, 30
segundos para aclimatagcédo, e trés baterias de leitura para cada amostra
constituida por 13 corridas cada. Foram tomados os valores de tamanho médio
das particulas, PDI (indice de polidispersao) e potencial zeta. As analises foram
realizadas em triplicatas e os dados apresentados como média + desvio padrao
(DP).

Incorporagéo do ferulato de etila em nanoemuls&o

Apods a otimizagao e avaliacdo das caracteristicas das emulsdes obtidas,
o sistema constituido por 2,5% de 6leo e 10% de tensoativo foi escolhido para
incorporacao do ferulato de etila. Inicialmente, optou-se pelas concentragdes de
1%, 2.5% e 5% de ferulato de etila em sistemas de 5 gramas de massa final. As
proporcoes de 6leo e tensoativo foram mantidas e a proporgcao do farmaco foi
retirada da massa de agua como demonstrado na tabela 3. Os sistemas foram
sonicados durante 4 pulsos de 2 minutos intercalados por 1 minuto de repouso
a uma amplitude de 60% do total em temperatura ambiente. As amostras foram
observadas quanto ao aspecto macroscoépico e postas em repouso. Apds 24
horas, foram mensurados tamanho das goticulas, indice de polidisperséo e

potencial zeta.

Tabela 3 — Composicéo dos sistemas para incorporagao do ferulato de etila.

Peso inicial o Peso inicial o
% ferulato de Peso inicial Peso inicial
_ ferulato de de tensoativo
etila . de dleo (g) de agua (g)
etila (g) (9)
1% 0,05 0,125 0,5 4,325
2.5% 0,125 0,125 0,5 4,25
5% 0,25 0,125 0,5 4,125

Doseamento do ferulato de etila incorporado em nanoemulséo
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Para o doseamento do ferulato de etila, aliquotas de 1 e 2 mL das
nanoemulsées nas concentragdes de 5% e 2.5%, respectivamente, foram
inicialmente diluidos para 50 mL com concentragao final de 10000 ug/mL. A
nanoemulsao de 1% foi diluida em 10 mL pela adigdo de 1 mL do sistema a uma
concentragdo de 10000 ug/mL. As diluigbes dos 3 sistemas foram entdo
utilizadas para produgéao de triplicatas, numa concentragéo final de 5 ug/mL. As
triplicatas de cada sistema foram entéo lidas em espectrofotémetro UV-VIS no
modo varredura (200-400 nm), para identificagcdo das absorbancias no pico de
325 nm e determinacao da concentracao através da curva padrao do ferulato de

etila.

Espectroscopia por Infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

As interagbes entre os componentes dos sistemas foi avaliada através da
técnica FTIR -ATR (SHIMADZU IR Prestige 21, Tokyo, Japan). Foram utilizados
20 scans com resolucdo de 4 cm™ entre 4000 e 700 cm™' para os compostos
puros (ferulato de etila, Tween 80, Span 80 e dleo de soja), e para os sistemas

nanoemulsionados produzidos.

Estudos de estabilidade

As nanoemulsdes incorporadas com ferulato de etila a 1% e a
nanoemulsao sem o ferulato de etila foram armazenadas por um ano ao abrigo
da luz. As amostras foram tomadas 24 horas apds a produgao dos sistemas
(considerado dia 0), depois a cada més até o quarto més, aos seis meses e com
1 ano para avaliagcdo do tamanho das particulas e do potencial Zeta. A
mensuracao foi realizada a 25°C usando os parametros descritos anteriormente.
Todas as analises foram realizadas em ftriplicata e representadas com média +

desvio padréo (DP).

Estudo de liberagéo in vitro

Ensaio de liberacgao in vitro foi realizado através do sistema de células de

difusdo estatica de Franz (Crown Scientific, Sommerville, USA) sob condicoes
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controladas de temperatura a 37 = 0.5°C. No compartimento doador foi
adicionado 3.0 mL de cada um dos sistemas coloidais produzidos (Nanoemulsao
de ferulato de etila 1%, 2.5% e 5%) e hermeticamente seladas e separadas do
compartimento receptor por um filtro sintético de acetato de celulose de 0,45 pm
(previamente hidratado em tampao fosfato por 24h). O compartimento receptor
foi preenchido com 11,0 mL de solugcédo tampéao fosfato ajustada para pH 7,4,
que permaneceu sob agitagcao magnética a 360 rpm durante toda o experimento.
Em intervalos especificos, aliquotas de 2,0 mL foram removidas e analisadas por
espectrofotometria UV a 325 nm previamente validadas. O mesmo volume de
solugao tampéo era recolocado no sistema a cada retirada de aliquotas para
analise para manter as condigdes do coletor. Todas as analises foram realizadas

em triplicata e os dados expressos como média * desvio padrao (DP).

Animais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus) Wistar fémeas,
pesando entre 180 e 220 gramas, provenientes do biotério setorial do Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui —
UFPI. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, a temperatura de
24 +1°C, ciclo de claro e escuro de 12h com ragéo padrio (Labina — Purina®) e
agua ad libitum. Para a execugédo dos protocolos experimentais, os animais
foram mantidos em jejum de solidos por 12 horas e separados por grupos de 6
animais. Os protocolos experimentais foram realizados apenas apds aprovagao
pelo Comité de Etica em Experimentagdo com animais da Universidade Federal
do Piaui (CEEA/UFPI, Parecer N° 082/14).

Efeito da nanoemulsao de FE sobre o edema de pata induzido por carragenina

Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos (n=6 animais) e receberam
uma injegao intraplantar de 0,1 mL de carragenina 1% dissolvida em salina 0,9%.
Os animais foram tratados, via tépica, com a nanoemulsao branca, ferulato de
etila 1% em etanol, diclofenaco dietilamdnio (10 mg/kg) e nanoemulsao contendo
ferulato de etila 1% e, apds 1h, receberam a carragenina. O volume das patas

foi registrado por paquimetria (Digimess®) em diferentes tempos (1, 2, 3,4 e 5
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h) apds a administracado intraplantar de carragenina. O edema foi expresso pela
diferenga, em milimetros (mm), entre o didmetro antero-posterior e o inicial da
pata (WINTER et al., 1962).

Avaliagao da irritabilidade cutédnea em ratos

A irritacdo cutanea foi avaliada em ratos albinos, os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno com livre acesso a agua e a ragao. Uma
unica dose de 100uL da nanoemulsao e de ferulato de etila foi aplicada na face
dorsal da orelha esquerda, mantendo a orelha direita como controle. O
aparecimento de eritema, irritagdo, comportamento caracteristico de coceira foi
avaliado durante 6 dias (BABOOTA et al, 2007).

Andlise Estatistica

Para analise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism® versao
6.01. Utilizou-se ANOVA two-way seguida de poOs-teste de Bonferroni entre
grupos com mais de uma variavel independente. Os valores estdo expressos
como média + erro padrao da média (E.P.M.) e o nivel de significancia

estabelecido foi de p<0,05.

Resultados e Discussao

A producdo de uma nanoemulsdo inicia-se pela escolha de seus
componentes, desta forma no intuito da produ¢cdo de nanoemulsao que
carreasse o ferulato de etila, um composto lipofilico, através da pele, o primeiro
passo para a producao deste sistema foi a escolha do dleo a ser utilizado uma
vez que apenas a droga solubilizada pode permear a pele como maior facilidade
(AISWARYA; REZA; RAJAN, 2015). Recentemente, atengéo especial tem sido
dada aos dleos vegetais e estes tém sido preferidos devido sua seguranga e
biocompatibilidade além da diversidade de beneficios que podem agregar as
nanoemulsdes agbes hidratante, protetora da radiacdo solar e repelente
(BAJERSKI et al, 2016). Neste sentido, optou-se pela utilizagdo do 6leo de soja

pela sua biocompatibilidade, baixo custo e facil acesso além do sucesso de sua
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aplicacéo na produgao de nanoemulsdes de candetarzana, piroxicam, docetaxel,
fisetina e clotrimazol (GAO et al, 2011; RAGELLE et al, 2012; BORHADE et al,
2012; MOTAWEA et al, 2016; VERMA et al, 2016).

A escolha e adicdo do emulsificante é a etapa seguinte no
desenvolvimento de uma nanoemulsao. Este componente é critico para a
criacado de goticulas devido o decréscimo da tensado superficial propiciando ao
mesmo tempo melhora da estabilidade devido interagcbes eletro repulsivas
(GUPTA et al, 2016). No geral, o emulsificante utilizado € um surfactante, mas
proteinas e lipidios também tem sido utilizados. Neste estudo, utilizou-se a
mistura de surfactantes entre tween 80 e span 80, ambos tem sido amplamente
utilizados no desenvolvimento de nano dispersdes especialmente pelo fato de
possuirem em sua estrutura molecular grandes regides polares. Este fato esta
associado ao aumento da estabilidade nas goticulas em decorréncia da
diminuigdo da coalescéncia entre as mesmas (MONTEIRO et al, 2012; SINGH
et al, 2017).

A avaliacdo da influéncia das variagcdes nas propor¢des dos constituintes
das nanoemulsdes esta representado na tabela 4, figura 1 e Figura 2. Dentro do
desenho experimental desenvolvido neste estudo e valor de EHL definido, partiu-
se da proporgao de 6leo de 5% e variou-se a proporg¢ao de tensoativo (Span 80
e Tween 80). Dentre os sistemas nanoemulsionados gerados apos analise de
PDI, tamanho de particulas e potencial zeta, a nanoemuls&o constituida por 5%
de 6leo e 10% de mistura de tensoativos apresentou melhores carateristicas
(Tabela 1).

O passo seguinte foi a otimizagdo do percentual de 6leo para produgéo
da nanoemulsado. Desta forma, fixou-se a propor¢ao de tensoativo a 10%, melhor
percentual de tensoativo no teste anterior, e variou-se a propor¢ao de oleo.
Nesta segunda analise, foram produzidas duas nanoemulsdes transparentes
como pode ser observado na figura 2. Com base nos resultados encontrados
nesta analise, a nanoemulsao constituida por 2,5% de 6leo e 10% de tensoativo
foi a escolhida para carrear o ferulato de etila por possuir menor tamanho de

particula.
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Tabela 4 — Composigao, tamanho de particulas, potencial de polidisperséo e

potencial zeta dos sistemas nano emulsionados desenvolvidos.

Oleo (%) Tensoativo (%) Tamanho (nm) PDI Potencial

Zeta (mV)
5 2,5 204 0,34 -20,2
5 5 312 0,43 -21,5
5 10 200,6 0,272 -20,2
5 15 276,1 0,39 -21,4
5 20 2742 0,39 -20,7
2,5 10 62,15 0,28 -19.7
7,5 10 94,09 0,28 -20,1
10 10 123,7 0,23 -18.9
15 10 217 0,38 -20,2
20 10 212 0,26 -20,3
25 10 236 0,34 -20,4

As proporgdes de 6leo, surfactantes e agua para cada um dos sistemas
desenvolvidos estdo representados no diagrama de fase pseudo-ternario
(DFPT), método classico para demonstracdo dos sistemas de equilibrio das
fases formadas por mais de dois componentes, a exemplo das NE (Figura 1). O
diagrama de fase pseudo-ternario permite identificar quais as proporgdes dos
componentes produz sistemas com maior estabilidade (LAWRENCE; RESS,
2000; SILVA et al, 2009). E interessante salientar que a mistura dos
componentes de uma nanoemulsdo nem sempre resultardo em sistemas de
dispersdo homogéneos (FORMARIZ, 2004). Nos DFPT apresentados, todas as
proporcdes de misturas performadas resultaram em nanoemulsoes 6leo em
agua (O/A), ideal para carrear drogas lipofilicas como é o caso do ferulato de

etila, embora nem todas tenham apresentado estabilidade e transparéncia.
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Figura 1 — Diagrama de fases pseudo-ternario envolvendo dleo de soja

estabilizado com mistura de surfactantes Span 80 e Tween 80 em EHL = 12.

Nanoemulsdes sdo definidas como dispersbées nanométricas instaveis
termodinamicamente. Isso, em suma, significa que € necessaria a aplicagao de
fonte de energia disruptiva externa para a quebra e produgdo de goticulas
nanoemulsionadas (QADIR et al, 2016). Desta forma, com o vislumbre de
aplicagao industrial, o método de ultrasonicagao foi o escolhido para este estudo.
O efeito de produgéo de goticulas por este método da-se pela produgéo de ondas
de som em altas frequéncias que por sua vez formam bolhas de cavitagdao que
ao implodir, geram ondas de choque reduzindo o tamanho das particulas
(GOGATI; KOBATI, 2009; LEONG; WOOSTER; KENTISH, 2009).

A fim de verificar a influéncia de condi¢cdes de produgao de nanoemulsdes
sobre as caracteristicas de tamanho de particulas, indice de polidispersao e
potencial zeta, langcou-se méo de um dos sistemas desenvolvidos nao

translucidos constituido por 5% de éleo de 5% de tensoativo. Desta forma, pode-
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se constatar que a utilizagdo de baixas amplitudes (25%) do ultrasonicador
geraram goticulas maiores que as encontradas nos sistemas agitados a
frequéncias acima de 50% da amplitude. Entretanto, as goticulas produzidas ndo
diminuiram de modo proporcional ao aumento da amplitude uma vez que os
menores tamanhos de goticulas observados foram encontrados em frequéncias
intermediarias (60 e 75%). O aumento da amplitude, no entanto, resultou em
menor polidispersao das populag¢des de goticulas nas nanoemulsées como pode
ser observado pelos valores de PDI. Estes resultados corroboram em parte com
aqueles apresentados em outros estudos em que afirmam que quanto maior a
energia empregada pelo ultrasonicador, menor o tamanho das particulas obtidas
(DONSI; FERRARI, 2016).

—— = - — = . — - —_
--‘. m—— ' 1 oo vescasmaa ,—‘
Ly 4 ey = (1] —_— - {
P ] LW commend | | (SR -~ )
< V Jr s . /
[ = y
\ Fa =g gy
- . -
l-. y- ¥ -
- . .
_-2&02, 07
I % Tel - Te

Figura 2 - Registros fotograficos dos sistemas nanoemulsionados com

tensoativo fixo a 10% e variagao da proporcao de oleo de 2,5 a 25%.

A elevacdo da temperatura no sistema testado foi capaz de produzir
nanoemulsoes com goticulas menores e baixos indices de polidispersao (PDI).
Entretanto, todos os sistemas desenvolvidos sob aquecimento neste estudo
apresentaram baixa estabilidade e sofreram separacao de fases. Na técnica de
inversao de fases, para obtencdo de nanoemulsoes, apds o aquecimento da
mistura da nanoemulsdo, € realizada rapido resfriamento. Esse processo
garante producdo de nanoemulsoes com menor tamanho de particulas e com
maior estabilidade a longo prazo (SINGH et al, 2017). Neste sentido, talvez a
auséncia da etapa de resfriamento rapido apés o aquecimento dos sistemas
tenha sido o fator catastroéfico para a baixa estabilidade dos sistemas testados.
O potencial zeta, entretanto, ndo foi influenciado pelas modificacbes de

amplitude de ultrasonicagéo ou de temperatura dos sistemas (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5 — Efeito da amplitude de sonicacdo sobre as caracteristicas dos

sistemas nanoemulsionados.

Potencial Zeta

Amplitude (%) Tamanho (nm) PDI
(mV)
25 200,9 0,452 -20,2
50 112,4 0,237 -21,5
60 100,9 0,246 -20,2
75 104,8 0,23 -21,4
100 152,5 0,071 -20,7

O Potencial Zeta foi outro parametro analisado nas dispersdes
desenvolvidas. Trata-se de uma medida da carga na superficie da nanoemulsao
que fornece indicios de sua estabilidade a longo prazo bem como de interagéo
com a matriz alvo. Como regra geral, os valores do potencial zeta de 30 mV
sdao considerados bons indicadores de estabilidade a longo prazo.
Nanoemulsdes com valor de potencial zeta menores que os estabelecidos
podem progredir para coalescéncia (KISLUKHIN et al, 2016; QADIR et al, 2016;
SINGH et al, 2017). Neste sentido, as dispersées desenvolvidas neste estudo,
com média de potencial zeta de -20 mV, estdo na faixa esperada para

nanoemulsdes com boa estabilidade a longo prazo (Tabelas 4, 5, 6 e 7).

Tabela 6 — Efeito da temperatura de sonicacdo sobre as caracteristicas dos

sistemas nanoemulsionados.

Potencial Zeta

Temperatura (°C) Tamanho (nm) PDI
(mV)
25 312 0,43 -19,8
40 99,3 0,24 -20,1
50 108,4 0,25 -20,3
60 110,5 0,37 -20,2

70 142,7 0,07 -19,9




127

Apo6s a padronizagdo da técnica, constituintes e definicdo do melhor
sistema para incorporacao do ferulato de etila, as dispersdes foram montadas e
acrescidas de 1%, 2.5% e 5% de ferulato de etila (m/m). A massa
correspondente ao ferulato de etila foi retirada da massa de agua para cada um
dos sistemas acima. O acréscimo de ferulato de etila, substancia oleosa,
associada a retira da de agua do sistema deve ter sido o fator principal para o
aumento do tamanho das goticulas bem como para a baixa estabilidade
apresentada pelos sistemas de 2.5% e 5% de FE (Tabela 7). O aumento da
massa de oleo no sistema deve ter resultado em aumento da fase interna da
dispersdo culminando em aumento no tamanho das goticulas e associado a
diminui¢cao da fase externa por diminuigdo na propor¢cao de agua na dispersao,
culminou em evento disruptivo na tensao superficial entre fases interna e externa
favorecendo a separacao de fase observada nos sistemas com ferulato 2.5% e
5% (DJEKIC et al, 2012; OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017). Achados
semelhantes relacionados ao aumento do tamanho das particulas apos
incorporacao de farmacos lipofilicos foram relatados para dispersdes de
doxorubicina e benznidazol (FORMARIZ et al, 2006; FORMARIZ et al, 2008;
FORMARIZ et al, 2010; STRECK et al, 2016)

Tabela 7 — Efeito da incorporagao ferulato de etila sobre o tamanho das

particulas, indice de polidisperséo (PDI) e potencial zeta.

Potencial Zeta

% Ferulato de etila Tamanho (nm) PDI mv)
m

1% 150,2 0,203 -18,2

2,5% 502,3 0,545 -20,5

5% 597,1 0,471 -19,5

As dispersbes obtidas com incorporacdo de ferulato de etila foram
analisadas através de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier. De acordo com a avaliagao dos espectros infravermelhos representados
na Figura 3, observa-se a presenca de pico em 1164 cm™ referente ao
estiramento C-O caracteristico dos ésteres, pico em 1630 cm™ referente a

vibragdo da C=C conjugada a ligagdo C=0 e o pico de 3079 cm™' referente ao
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estiramento das ligagdes C-H de alcanos. Nos espectros infravermelhos do Span
80 e do Tween 80 podemos verificar presenga de picos em 1739 e 1740 cm™,
respectivamente, referentes a estiramentos de C=0. Na mesma faixa, o 6leo de
soja apresentou picos em 1743 cm™ também em razao dos estiramentos C=0,
e outro pico em 1159 cm' referente a estiramento de ligagbes C-O. A agua
apresentou seu espectro caracteristico a 25°C, apresentando pico a 1640 cm-
(COKER; REIMERS; WATTS, 1982). Na mesma faixa a mesma banda larga
pode ser observada no espectro infravermelho do tween 80 justificavel pelo
grande numero de ligagdes C-O presentes neste composto. Além disso pode-se
observar a presencga de picos na faixa entre 1630 e 1650 cm™ em todos os
compostos isolados analisados referentes a vibracdo da C=C conjugada a

ligacdo C=0 (Figura 4).
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Figura 3 — Espectros infravermelhos dos componentes da nanoemulsao
isoladamente. 1 — Ferulato de etila; 2 — Span 80; 3 — Tween 80; 4 — Oleo de soja;

5 — Agua.
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Figura 4 — Infravermelho com transformada de Fourier do ferulato de etila (1),
nanoemulsdo sem incorporagédo de droga (2) e as nanoemulsoes com ferulato
de etila incorporado a 1% (3), 2,5% (4) € 5% (5).

A banda de vibragao FTIR observada no espectro das nanoemulsées em
1645 cm™' pode estar diretamente relacionada as caracteristicas advindas do
espectro da agua, 6leo de soja, span 80 e tween 80. Como pode ser observado
na Figura 4, bandas do mesmo numero de onda foram observadas nos

espectros dos componentes isolados (Figura 3) e na nanoemulsédo sem ferulato
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de etila (Figura 2). No espectro de FTIR das nanoemulsdes com ferulato de etila
incorporado a 1%, 2% e 5%, os picos do ferulato de etila descritos
desapareceram ou foram escondidos nos picos de do 6leo de soja, tween 80,
span 80 e agua. Além disso, ndo foram observados novos picos ou desvios
detectados neste espectro quando comparados com o espectro FTIR da
nanoemulsao sem incorporacao de ferulato de etila. Estes dados indicam que o
ferulato de etila foi disperso molecularmente nas nanoemulsdes investigadas,
sem que haja interagado quimica com os demais componentes da hanoemulsao
(DORDEVIC et al, 2013).
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Figura 5 — Perfil de liberagao in vitro de ferulato de etila, nanoemulsao contendo

1%, 2,5% e 5% de ferulato de etila.

Todos os sistemas nanoemulsionados com ferulato de etila apresentaram
perfil de liberagdo controlado (Figura 5). Isso deve-se ao sucesso no processo
de incorporagao do ativo na nanoemulsdo como demonstrados nos resultados
anteriores (DOS SANTOS-SILVA et al, 2017). O perfil de liberagdo rapido
apresentado pelo ferulato de etila era esperado uma vez que em estudos prévios
foi demonstrada maior capacidade de penetracido do ferulato de etila com taxa
de absorgao transdérmica de 22 a 51 vezes maior que o acido ferulico (ZHANG

et al, 2010). Neste sentido, enquanto o ferulato de etila apresentou 100% de
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liberacdo apds seis de ensaio de permeacdo in vitro, os sistemas
nanoemulsionados contendo 1%, 2.5% e 5% de ferulato de etila apresentaram
respectivamente apenas 26%, 30% e 21% de liberagdo apds as mesmas seis
horas de ensaio.

Por fim, a estabilidade da nanoemulsdo n&o incorporada com ferulato de
etila e a nano emulsdo com ferulato de etila 1% foram avaliadas por 12 meses
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz (Figura 6). A analise dos resultados
nos permite observar que embora tenha havido aumento no tamanho das
particulas dos dois sistemas (com e sem ferulato de etila) em nenhum momento
avaliado as goticulas sobrepuseram a escala manométrica). Além disso, houve
uma diminuicdo do indice de polidispersao indicando maior homogeneidade
entre as populagcdes de goticulass na nanoemulsao. Resultados semelhantes
foram observados em outros estudos para nanoemulsoes contendo O6leo

essencial de Cymbopogon flexuosos (GUNDEL et al, 2018).
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Figura 6 — Estabilidade de nanoemulsoes A) sem incorporagéao do ferulato de
etila e B) com incorporacgao do ferulato de etila avaliados quanto ao tamanho das

gotas e indice de polidispersao (PDI).

A fim de verificar a eficacia da nanoemulsao incorporada com ferulato de
etila sobre o processo inflamatério, realizou-se a avaliagdo da capacidade
inibidora da formagéo de edema de pata em ratos cuja inflamacéao fora induzida
por carragenina, um agente inflamogeno classico (WINTER et al, 1962).

Dentre os modelos experimentais, a inducdo do edema de pata por
carragenina tem sido o modelo de escolha para triagem de drogas com atividade
anti-inflamatoéria desde sua descrigao por Winter, Risley e Nuss (1969). A injecao
de carragenina produz um edema inflamatério bifasico pela liberagdo de
bradicinina, histamina e serotonina até a primeira hora apdés a inducao
(KIRCHHOFF et al, 1990) seguida da producédo de prostaglandinas e o6xido
nitrico (NO), infiltracdo neutrofilica, indugdo da COX-2 e estresse oxidativo da
primeira a sexta hora apos a indugdo (GARRELLY; BUREAU; LABREQUE,
1991; SALVEMINI et al, 1996; NANTEL et al, 1999).
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Figura 7 — Efeito de nanoemulsao incorporada com ferulato de etila sobre o

edema de pata induzido por carragenina.

Os dados analisados para o edema de pata demonstraram haver inibigao
a formagao do edema apds a segunda hora nos grupos tratados com ferulato de
etila, nanoemulsao contendo ferulato de etila e diclofenaco comparativamente
ao grupo tratado com a nanoemulsao branca. Apenas o diclofenaco e a
nanoemulsao contendo ferulato de etila foram capazes de inibir a formagao do
edema apds 3, 4 e 5 horas comparativamente ao ferulato de etila e a
nanoemulsao branca.

Resultados semelhantes foram encontrados para nanoemulsao contendo
eugenol 1, 2 e 4% onde houve inibi¢cao significativa na formagao de edema de
pata elicitado por carragenina em ratos (ESMAEILI et al, 2015). EID et al (2014)
avaliou o efeito de nanoemulsoes contendo o 6leo essencial de Swietenia
macrophylla em edema de pata induzido por carragenina e observou
potencializagao do efeito antinflamatério em detrimento a solu¢gdes contendo o
6leo essencial. Os autores atribuem tal discrepancia entre os resultados

apresentados aos pequenos tamanhos de goticulas apresentados na
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nanoemulsao o que propicia maior penetragao através da pele do rato (EID et al,
2014).

Por fim, a fim de verificar a seguranga para aplicagao tépica de ferulato
de etila e da nanoemulsao contendo ferulato de etila, foi realizado o teste de
irritabilidade cutanea em orelha de ratos. Apds cinco dias de observagao nao
foram observados quaisquer sinais de irritagao, eritema, edema ou prurido no

local em nenhum dos grupos analisados (BABOOTA et al, 2007).

Conclusao

A suspensao nanoemulsionada o6leo/agua desenvolvida foi eficiente no
aumento da solubilidade do ferulato de etila além de resultar em melhora do perfil
de liberagdo avaliado por método in vitro, ndo apresentou sinais de irritacéo
cutanea in vivo e foi eficiente na reducdo de edema no modelo testado. Além
disso, as analises de IV-TF obtidas demonstraram a auséncia de interacio entre
os constituintes da nanoemulsao obtida. A nanoemuls&o obtida apresentou boa
estabilidade uma vez que apds um ano de sua producido ainda apresenta

tamanho nanométrico.
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4. PERSPECTIVAS

¢ Realizar andlise de travigravimetria (TG), ressonancia nuclear magnética
(RNM) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) nos sistemas binarios
obtidos com ferulato de etila e B-ciclodextrina.

e Desenvolver e caracterizar comprimidos contendo complexo de inclusédo
de ferulato de etila e B-ciclodextrina.

e Desenvolver e caracterizar emulgel contendo nanoemulsao 1% de
ferulato de etila.

e Testar em modelo de bolsa de ar induzida por carragenina e monoartrite
induzida por Adjuvante Completo de Freund o complexo obtido BCD-FE

e a nanoemulsao com ferulato 1%.



149

APENDICE



APENDICE A - Comprovante de aprovacdo do Comité de ética em

Experimentac&o animal




Anexo 1 — Publicagao do capitulo 1

EXPERT OPNION ON THERAPEUTIC PATENTS
heps//dotong/ 10.10B0/1 35437762012 1568410

151

@ Taylor & Francis
Talor & Frarcis Gravp

REVIEW

) Chuck for updaces

Systematic review and technological prospection: ethyl ferulate, a phenylpropanoid
with antioxidant and neuroprotective actions

Francisco Valmor Macedo Cunha*, Angélica Gomes Coelho*, Pedro Simao da Silva Azevedo®,
Arndbio Anténio da Silva Jinior®, Francisco de Assis Oliveira® and Livio César Cunha Nunes®

Medicinal Plants Research Center, Federal University of Paul, Teresina, Brazil; ®Laboratory of Pharmaceutial Technology and Blotechnalogy,

Department of Phamacy, Federal Univesity of Rlo Grande do Norte, UFRN, Natal, Bazil; Federal University of Plaul, Teresina, Brazl

ABSTRACT

ARTIQLE HISTORY
Recsived 14 Dy ber 2018

Introduction: Ethyi ferulate s a phenyipropanold with antHinflammatory, antioxidant and P
tective activities of natural and synthetic origin with potential uses in the nutraceutical and phamma-
ceutical Industry. Therefore, the aim of this study was to Investigate the cument scenario regarding
patents and scentific articles avallable involving the substance In question, regarding aspects such as
quantity, areas of knowledge and depositor countries.

Areas covered To do so, we conducted technologlcal and sdentific prospecting on the WIPO, EPO,
USPTO and INPI and sdentific databases In PubMed, Web of Sclence and Ulacs databases using the
keywords ‘ferulic add ethyl ester’ and ‘ethyi ferulate’ in English and Portuguese. A total of 16 artides
and 17 patents of which 10 were Chinese and 11 dalmed the use of ethy ferulate or for the synthess of
other substances or synthetic methods of the same. Five of the patents selected daimed therapeutic
applications related to the treatment of mycobacterial Infections, use as a cosmetic and neuroprotective
activity. The systematic review of the lterature revealed antioxidant, neuroprotective, ant-
Iinflammatory, antimutagenic, antiapoptotic, antimutagenic and antiproliferative activities.

Expert opinion: The technological and sclentific prospection highlighted ethyl ferulate despite its
known pharmacological activities, Is little explored by the pharmaceutical and nutraceutical industries.
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1. Introduction

The search for effective and devoid substances at least in part,
for adverse effects is continuous. Due to botanica diversity
and the successful ethnopharmacological use of many of
these plant spedes, the search for naturally occuming sub-
stances has been relatively successful [1]. The action through
seweral effector ways and signaling to combat pathologies
may be the main factor for the effectiveness of natural pro-
ducts [2].

Phenylpropanoids and their derivatives are among the
most common active constituents of foods, aromas, fra-
grances, wines, essential oils, beers and various segments of
traditional Chinese medidne [34]. In view of the numerous
protective functions of phenylpropanoids in plants, these sub-
stances are of great interest especially for the development of
medidnal products with antioxidant, anti-inflammatory, antic-
ancer, antiviral, wound healing, antibiotic and sun protection
(it protects against ultraviolet B) [4,5].

Ethyl ferulate (ethyl-3-hydroxy-4-methoxydnnamate) is
a phenylpropanoid derived from ferulic add widely present in
plants and e spedally grains such as rice and maize (Figure 1) [6].
Despite the few antioxidant substituents on the aromatic ring
and the alkyl side chain, it has good permeability in the biological
membranes, thus justifying its better antioxddant profile in rela-
tion to ferulic add [71

Due to the presence of the ester function in ethyl
ferulate, it has higher lipophilidty than its ferulic acid,
giving it greater pemmeability in biological bamiers [8].
The steric derivatives of ferulic acid exert a buffering activ-
ity of free radicals and preventive in the formation of the
same, mainly through the increase in the expression of
antioxidant proteins like glutathione. The mechanisms
involved in such response relate to the activation of the
Nrf-2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) pathway
and inhibition of NFxB (Nudear Factor xB) [8]. Other
important effects related to anti-inflmmatory activity
include inhibition of NF«xB, COX-2 (Cyclooxygenase type
2) and iNOS (Inducible nitric oxide synthase) [9], induction
of quinone reductase [10], increased expression of HO-1
(hemeaoxygenase enzyme) and HSP-70 protein [11]. These
actions favor to the ferulate several actions such as: anti-
inflammatory [9,12-15], neuroprotective [16-20], antioxi-
dant [9-15,17-19,21], antiapoptotic [12,22], antirheumatic
e chondroprotective [15], sun protector [23] e antiprolifera-
tive [24].

In view of the above, the aim of this research was to per-
form a systematic review on the proven activities of ethyl
ferulate and technological prospection on its applications.
The article was divided into two main sections comprising
systematic review and technological prospecting.
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