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RESUMO

O carreamento de agentes antitumorais por meio de nanoparticulas poliméricas é uma
estratégia promissora para o tratamento do céncer. Dentre 0s compostos em destaque, a
vanilina tem sido bastante estudada principalmente por sua atividade antioxidante e também
pelo carater antimutagénico e quimiopreventivo que tem demonstrado. Porém, problemas de
baixa solubilidade e biodisponibilidade inerentes a caracteristicas da propria molécula fazem
com que seja necessaria uma alternativa de carregamento desta molécula a fim de vencer estas
limitacGes e atingir o local de acdo em concentracOes efetivas. Sendo assim, o presente
trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas de
poli(4cido-latico) (PLA) contendo vanilina, caracterizacdo fisico-quimica, bem como a
avaliacdo da estabilidade fisica e do potencial antioxidante in vitro. As nanoparticulas foram
preparadas pelo método de emulsificacdo evaporagdo do solvente e caracterizadas quanto ao
tamanho, indice de polidispersdo, morfologia, potencial zeta, perfil de liberacdo in vitro,
eficiéncia de encapsulacdo, DSC, esprectroscopia de infravermelho e difracdo de raio-X. Um
método analitico por CLAE foi desenvolvido e validado para a quantificacdo da vanilina. A
eficiéncia de encapsulacdo media da vanilina nas nanoparticulas de PLA foi de
aproximadamente 41% e o método utilizado mostrou-se capaz de produzir particulas esféricas
com tamanho nanométrico em torno de 239 nm, com alta homogeneidade na distribuicdo do
tamanho, potencial zeta de -22 mV e estrutura de carater amorfo. No ensaio de liberacao in
vitro as nanoparticulas de vanilina apresentaram um efeito “burst” inicial seguido de uma
liberacdo sustentada e lenta, sendo que ao final de 120 h aproximadamente 22% do farmaco
foi liberado. No estudo da estabilidade fisica as nanoparticulas desenvolvidas permanecem
estaveis quanto ao tamanho, indice de polidispersao, potencial zeta e teor de vanilina durante
0 periodo de tempo avaliado (3 meses). A avaliacdo da atividade antioxidante in vitro
demonstrou um perfil de inibicdo tempo-dependente e concentracdo-dependente das
nanoparticulas de vanilina, uma vez que a porcentagem de inibicdo da maior concentracéo foi
equivalente a do farmaco livre ap6s 96 h de incubacdo. Assim, o conjunto de resultados
demonstra que o sistema nanoestruturado produzido de PLA para a veiculacdo da vanilina
possui adequadas caracteristicas fisico-quimicas e é capaz de manter a atividade antioxidante
in vitro com o decorrer da liberacdo do farmaco.

Palavras-chave: Nanoparticulas, PLA, vanilina, cancer, atividade antioxidante.



ABSTRACT

The loading of antitumor agents through polymer nanoparticles is a promising strategy for
cancer treatment. Among the compounds that have been highlighted, vanillin is a molecule
that has been studied mainly for its antioxidant capacity and also the antimutagenic and
chemopreventive character that has demonstrated. However, problems of low solubility and
bioavailability inherent characteristics of the molecule itself cause an alternative drug loading
it is necessary to overcome this limitation and reach the site of action in effective
concentrations. Therefore, this study aimed to the development of PLA polymeric
nanoparticles containing vanillin, the physicochemical characterization of these as well as the
evaluation of their antioxidant potential in vitro. The nanoparticles were prepared by emulsion
solvent evaporation method and characterized as to size, polydispersity index, zeta potential,
in vitro release profile, encapsulation efficiency, DSC, IR spectroscopy and x-ray diffraction.
An analytical HPLC method was developed and validated for the quantification of vanillin.
The average efficiency of vanillin encapsulation in PLA nanoparticles was approximately
41% and the method used was capable of producing particles with nanometric size of 239,
with high homogeneity in size distribution, zeta potencial of -22 mV and structure amorphous
character. In vitro release assay vanillin nanoparticles showed a initial "burst™ effect followed
by a sustained and slow release, with the end 120 hours only 22% of the drug was released. In
the study of the physical stability of the developed nanoparticles were stable in size,
polydispersity index, zeta potential and drug contents during the study period (3 months).
Evaluation of antioxidant activity in vitro demonstrated a concentration-dependent and time-
dependent inhibition profile of vanillin nanoparticles, since the percentage of inhibition
greater concentration was equivalent to that of free drug after 96 hours of incubation. Thus,
the set of results shows that the nanostructured system produced PLA for loading vanillin
possesses suitable physicochemical characteristics and is able to maintain the antioxidant
activity in vitro in the course of drug release.

Keywords: nanoparticles, poly (lactic acid), vanillin, cancer, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas emergentes, o cancer tem se destacado como um evidente e grave
problema de salde publica tanto em paises desenvolvidos quanto naqueles em
desenvolvimento, sendo responsavel por altas taxas de mortalidade e morbidade.

O estresse oxidativo ocasionado pelo excesso de espécies radicalares é responsavel
pela promogdo de efeitos como a peroxidacao dos lipidos, a agresséo as proteinas de tecidos e
membranas, danos ao DNA e enzimas. Portanto, estas espécies reativas podem estar
relacionadas com diversas patologias, como a artrite, choque hemorréagico, doencas
coronarias, catarata, doencas degenerativas do cérebro relacionadas com a idade, bem como
com o surgimento do cancer (APAK et al., 2007). Neste sentido, os efeitos benéficos de
compostos com capacidade antioxidante tém importante papel na prevencdo e tratamento de
doencas nas quais 0 estresse oxidativo esteja envolvido, atuando sobre a diminuicdo da
expressdo de radicais livres.

Dentre estes compostos, a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido), principal
constituinte dos grdos de baunilha, dos quais foi isolada em 1816 das favas da orquidea
Vanilla planifolia, sendo sua estrutura determinada em 1874 (WALTON, MAYER e
NARBAD, 2003; LI e ROSAZZA, 2000), tem ganho destaque para aplicacdo na area méedica
pelo fato de apresentar diversas propriedades farmacoldgicas relatadas, dentre estas, o
potencial quimiopreventivo, atividade antimutagénica, inibicdo de metastase, propriedade
antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante e vem sendo estudada também para o tratamento
da anemia falciforme (ALI et al., 2012; AKAGI et al., 1995; FITZGERALD et al., 2004; TAI
etal., 2011; WU et al., 2009; ABRAHAM et al., 1991).

Embora a vanilina possua um grande potencial terapéutico, tendo em vista as inUmeras
propriedades farmacoldgicas que possui, sua efetividade é limitada devido a sua baixa
biodisponibilidade oral, em média 7,6 %. Isso esta associado a sua extensa metabolizacéo e
degradacdo no trato gastrointestinal, onde a vanilina sofre oxidacéo e é transformada em acido
vanilinico. Além disso, possui um curto tempo de meia-vida e € uma molécula com baixa
solubilidade aguosa (SAMMONS e WILLIAMS, 1941; BEAUDRY et al., 2010; TRAPERO
et al., 2007).

A utilizacdo de carreadores nanoestruturados para veiculacdo de moléculas constitui
uma estratégia promissora para contornar problemas relacionados a baixa biodisponibilidade e
solubilidade de farmacos (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Neste contexto, a aplicacdo da nanotecnologia farmacéutica refere-se ao uso de
estruturas e sistemas na escala nanométrica para o carregamento de farmacos visando a
otimizacdo da acdo farmacoldgica. A administracdo de particulas de farmacos em tamanho
nanomeétrico possui uma gama de caracteristicas Unicas que podem levar a um desempenho
melhorado. As nanoparticulas poliméricas sdo um dos tipos de carreadores nanoestruturados
que possuem como caracteristicas: melhorar as propriedades biofarmacéuticas e
farmacocinéticas de farmacos, diminuir efeitos colaterais, prolongar o tempo de liberacéo
destes no organismo, aumentar a estabilidade e eficicia terapéutica e possibilitar o
direcionamento de farmacos a um sitio especifico (DEVALAPALLY, CHAKILAM e AMUJI,
2007; FARAJI e WIPF, 2009).

A técnica de emulsificacdo evaporacdo do solvente foi a primeira metodologia
desenvolvida para a formacdo de nanoparticulas polimeéricas e ainda hoje é amplamente
aplicada (RAO e GECKELER, 2011). Vérios séo os polimeros que podem ser utilizados para
0 preparo das nanoparticulas poliméricas, o poli (acido-latico) (PLA) é um dos polimeros
sintéticos mais empregado devido a caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além de ser aprovado para o uso humano pelo 6rgdo governamental
regulatorio Food and Drug Administration (FDA) (KUMARI, YADAV e YADAYV, 2010).

Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver nanoparticulas poliméricas de
PLA contendo vanilina, visando a melhoria das suas propriedades biofarmacéuticas e
farmacocinéticas, na busca do aproveitamento de seu potencial terapéutico no tratamento de

doencas nas quais o estresse oxidativo esteja envolvido.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Vanilina

A vanilina, quimicamente conhecida como 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, € o
principal constituinte dos gréos de baunilha, dos quais foi isolada em 1816 das favas da
orquidea Vanilla planifolia, sendo sua estrutura determinada em 1874 (WALTON, MAYER e
NARBAD, 2003; LI e ROSAZZA, 2000). A vanilina é encontrada na concentragdo de 1 a 2%
(p/p) nos gréos de baunilha e contribui para 1/3 do sabor de baunilha, enquanto que outros
compostos volateis e ndo-volateis contribuem com os 2/3 restantes (SINHA, SHARMA e
SHARMA, 2008).

A vanilina € um dos principais aromatizantes, sendo largamente utilizado em
alimentos, perfumes, bebidas e farmacos (CLARK, 1990).

Apresenta-se como um pé cristalino branco-transparente, cuja formula molecular é
CgHgO3 e a massa molecular 152,15 g/mol. Seu ponto de fusdo € de 80 a 82 °C e o0 ponto de
ebulicdo 285 °C. A solubilidade em agua da vanilina € de 1 grama em 100 mL e sua densidade
é 1,056 g/mL (SINHA, SHARMA e SHARMA, 2008).

Segundo Lomascolo et al . (1999), aproximadamente 1% da vanilina produzida por
ano e extraida da planta sendo o restante sintetizada, ja que o custo para isso € bem menor do
que o da extracdo natural. Sinteticamente a vanilina era produzida inicialmente a partir do
eugenol com altas taxas de rendimento, porém o alto consumo de reagentes levou a sintese a
partir da lignina (HOCKING, 1997). Nos ultimos anos, a maior parte da vanilina produzida
sinteticamente se da pelo uso do guaiacol e p-cresol, precursores derivados do petroleo e
oriundos da industria petroquimica (MUKHOPADHYAY, 2005).

Figura 1 - Estrutura quimica da vanilina.

O

~

OCH,
OH
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Vérios estudos indicam que a vanilina exibe inimeras propriedades farmacoldgicas
interessantes para a aplicacdo na &rea médica, dentre estas, o potencial quimiopreventivo,
atividade antimutagénica, inibicdo de metastase, propriedades antibacteriana, antiinflamatéria,
antioxidante e vem sendo estudada também para o tratamento da anemia falciforme (ALI et
al., 2012; AKAGI et al., 1995; FITZGERALD et al., 2004; TAI et al., 2011; WU et al., 2009;
ABRAHAM et al.,, 1991). Por apresentar varias atividades farmacoldgicas relatadas, é
considerada uma molécula nutracéutica. As atividades farmacoldgicas e bioldgicas que a
vanilina possui séo verificadas em varios estudos.

Sua atividade antifingica contra fungos e leveduras que causam a deterioracdo dos
alimentos foi reportada em puré de frutas, sistemas de &gar a base de frutas e refrigerantes
(FITZGERALD et al., 2005; LOPEZ-MALO e ALZAMORA, 1995). Provavelmente esta
atividade esteja relacionada com a fragdo fendlica da molécula, cuja acdo antimicrobiana é
conhecida desde 1800, quando o cirurgido Joseph Lister utilizou fenol para reduzir infeccéo
em incisdes cirargicas. O fenol e seus derivados lesam as células microbianas pela alteracéo
da permeabilidade seletiva da membrana citoplasmética causando uma perda das substancias
intracelulares vitais (FITZGERALD et al., 2005). Sua acdo contra Candida albicans e
Cryptococcus neoformans, causadores de doencas graves, também tem sido descrita
(BOONCHIRD e FLEGEL, 1982).

A atividade antibacteriana contra Escherichia coli, Lactobacillus plantarum e Listeria
innocua bem como contra Pseudomonas Pseudomonas, Proteus vulgaris, Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes, Subfava Staphylococcus e Bacillus megaterium foi testada
por meio de bases de Schiff obtidas de derivados da vanilina (FITZGERALD et al., 2004;
VAGHASIYA et al., 2004), poréem muitos desses resultados sdo inconclusivos e ndo foi
possivel a determinacdo de uma concentracdo minima inibitoria de vanilina que atua como
agente antimicrobiano.

Destaque especial pode ser dado a sua atividade antioxidante devido a capacidade de
interagir e captar radicais livres, responsaveis pelos processos oxidativos, gerados pelo nosso
corpo. Neste contexto, Kumar et al. (2004) demonstraram que a vanilina pode inibir as
reacGes mediadas por peroxinitrito, que in vivo leva a oxidacdo e nitracdo de lipidios, DNA e
proteinas. Kamat et al. (2000) verificaram a capacidade de protecdo da vanilina contra danos
oxidativos induzidos pela fotossensibilizacdo provocados nas membranas de células,
utilizando mitocdndrias de figado de rato como sistemas modelo. A vanilina mostrou-se capaz
de proteger o DNA contra quebras de fitas induzidas por espécies reativas de oxigénio, como

oxigénio singlete e contra danos ao DNA de linfocitos periféricos induzidos pelo peréxido de
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hidrogénio (KUMAR, PRIYADARSINI e SAINIS, 2002; LIU e ZHENG, 2002). Nos
alimentos, sua atividade é relatada por inibir a auto-oxidacdo da gordura do leite, e proteger
outros alimentos contra a oxidacdo (MYKOLAIIVNA e PETRIVNA, 2005).

Quanto a sua atividade antimutagénica e anticarcinogénica, Akagi et al. (1995)
verificaram que a vanilina foi capaz de inibir a carcinogénese de intestino delgado e pulméo,
em ratos, além de inibir a mutagénese induzida, tanto em bactérias quanto células de
mamiferos (KING et al., 2007). Em cultura de células, a vanilina suprimiu aberracdes
cromossdmicas induzidas pela luz UV ou raio-X (SASAKI et al., 1990) e sugeriu-se que ela
pode inibir aberracBes cromossdmicas induzidas por peréxido de hidrogénio, N-metil-N-
nitrosoguanidina e mitomicina C (GUSTAFSON et al., 2000). Lirdprapamongkol et al. (2005)
mostraram que a vanilina possui atividade anti-metastatica, in vitro e in vivo, contra células de
cancer de mama, pela inibicdo da migracdo celular e digestdo da matriz extracelular,
processos responsaveis pela invasdo do cancer. Em outro estudo realizado por Liang et al.
(2009) foi demonstrada a capacidade da vanilina em suprimir a atividade enzimatica da matriz
metaloproteinase-9 através da inibicdo do fator nuclear kappa B (NF-«B), relacionado com a
progressdo da invasdo de células Hep-G2 (células de hepatocarcinoma celular). Portanto,
todos estes estudos evidenciam um amplo espectro do potencial anti-cancerigeno da vanilina
sugerindo sua exploracdo como um candidato terapéutico para esta doenca.

Além destas atividades farmacologicas, outras tambem tem sido relatadas, porém sao
menos exploradas. ABRAHAM et al. (1991) demonstraram que para o tratamento da anemia
falciforme a vanilina apresentou atividade in vitro através da ligacdo covalente do grupo
aldeido com a hemoglobina presente nas células vermelhas do sangue. Quando utilizada como
um aditivo alimentar, tem sido reconhecida pela capacidade de impedir condi¢cdes como as
hiperlipidemias, auxiliar no tratamento de diabetes, distarbios cardiovasculares e obesidade
(MOKSHAGUNDAM e MOKSHAGUNDAM, 2003).

Toxicologicamente a vanilina dissolvida em etanol 5% (v/v) foi testada em ratos
guando administrada via intraperitoneal e oral nas doses de 150 e 300 mg/Kg e os resultados
demonstraram que ela ndo apresentou qualquer efeito toéxico sanguineo, renal, hepatico ou
cerebral nos ratos e ainda foi capaz de reduzir de maneira eficaz o efeito toxico do etanol (HO
et al., 2011). Devido essa baixa toxicidade, a vanilina é reconhecida como segura para 0 uso
humano pelo FDA (WALTON, MAYER e NARBAD, 2003).

Quanto ao perfil farmacocinético, a vanilina apresenta uma baixa solubilidade aquosa
0 que colabora para sua baixa biodisponibilidade oral que é em média 7,6%, possui também

um curto tempo de meia-vida. Sua molécula sofre extensa metabolizacdo e degradacdo no
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trato gastrointestinal, sendo transformada em &cido vanilinico por meio de um processo de
oxidacdo. Todas estas caracteristicas limitam a efetividade e o grande potencial terapéutico da
vanilina (SAMMONS e WILLIAMS, 1941; BEAUDRY et al., 2010; TRAPERO et al., 2007).

2.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia envolve o estudo, desenvolvimento e aplicacdo de estruturas e
sistemas na escala nanométrica (um bilionésimo do metro). Nesta escala, as propriedades
fisicas dos elementos podem ser modificadas uma vez que ocorre um aumento significativo
em sua relacéo area-superficie, logo a nanotecnologia explora os fendmenos e as propriedades
Unicas e especificas que a matéria passa a apresentar na nanoescala (POOLE e OWENS,
2003; ROSSI-BERGMANN, 2008). Esta presente em diversas areas do conhecimento, desde
a quimica, farméacia, biologia, medicina até as engenharias e agricultura, por isso é
caracterizada como uma ciéncia multidisciplinar (FERNANDES e FILGUEIRAS, 2008).

O marco inicial da nanotecnologia € apontado como um discurso proferido pelo fisico
Richard Feynman em 1959, durante o encontro anual da Sociedade Americana de Fisica. Os
primeiros nanocarreadores para fins farmacéuticos propostos foram os lipossomas em 1974
por Gregoriadis et al. (1974), desde entdo, houve um crescente avan¢co no numero de
nanodispositivos para a liberacdo de farmacos, produzidos principalmente a partir de lipidios
ou polimeros e sua aplicacdo nas diversas areas biomédicas como biossensores,
biomarcadores e imagens moleculares (SAHOO e LABHASETWAR, 2003; COUVRER e
VAUTHIER, 2006; EMERICH e THANOS, 2006).

A nanotecnologia farmacéutica, especificamente, refere-se a aplicacdo de
nanoestruturas para o carregamento de farmacos visando a otimizacdo da acdo farmacologica,
principio basico das novas terapias medicamentosas. A administracdo de particulas de
farmacos em tamanho nanométrico possui uma gama de caracteristicas Unicas que pode levar
a um desempenho melhorado em uma variedade de formas de dosagem. Tem como objetivos
principais proporcionar melhora nas propriedades biofarmacéuticas e farmacocinéticas de
moléculas ativas, diminuir efeitos colaterais, prolongar o tempo de libera¢do de farmacos no
organismo, aumentar a estabilidade e eficacia terapéutica e direcionar farmacos a um sitio
especifico (DEVALAPALLY, CHAKILAM e AMIJI, 2007; FARAJI e WIPF, 2009).
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Figura 2 - Esquema representativo dos diferentes tipos de nanocarreadores (Adaptado de
FARAJI e WIPF, 2009).
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Os nanocarreadores de farmacos podem apresentar diferentes tipos de arranjos
estruturais, bem como serem obtidos a partir de diferentes matérias-primas. Sendo assim se
destacam na nanotecnologia farmacéutica as nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
inorgénicas, nanoparticulas lipidicas solidas, lipossomas, nanocristais, microemulsdes,
nanotubos, dendrimeros, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas conjugadas (figura 3),
entre outras (SINGH e LILLARD, 2009). Varias formula¢des empregando nanotecnologia no
desenvolvimento ja estdo sendo comercializadas com sucesso no mercado e outras passam por

ensaios clinicos.

2.3 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo uma ampla classe de nanocarreadores, definidas como
sistemas transportadores coloidais sélidos, com diametro que varia de 10 a 1000 nm,
compostas por polimeros sintéticos ou naturais. Representam uma excelente alternativa
tecnoldgica como sistema de liberacdo de farmacos devido a alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade, possibilidade de vetorizacdo do farmaco ao sitio de acdo pela adicdo de
ligantes especificos a superficie das particulas, administracdo por diferentes vias, facilidade de
controle do tamanho da particula e das caracteristicas da superficie e modulacdo da
degradacdo do carreador e liberacdo do farmaco, através da escolha das técnicas e materiais
de preparo adequados (MOHANRAJ e CHEN, 2006).
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Figura 3 - Esquema representativo dos tipos de nanoparticulas poliméricas. A) Nanocépsula
com moléculas do farmaco adsorvido na matriz polimérica; B) Nanocapsula com moléculas
do farmaco dissolvido no nucleo; C) Nanoesfera com moléculas do farmaco adsorvidas na
superficie da matriz polimérica; D) Nanoesfera com moléculas do farmaco dispersas na
matriz polimérica (Adaptado de SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Sé&o classificadas em dois grandes grupos de acordo com o arranjo estrutural: sistemas
vesiculares ou sistemas matriciais, sendo denominadas nanocépsulas ou nanoesferas,
respectivamente. O farmaco pode estar retido ou adsorvido na matriz polimérica ou dissolvido
no nucleo, no caso das nanocapsulas (figura 3) (RAO e GECKELER, 2011).

Os polimeros sintéticos sdo preferidos para o desenvolvimento de nanoparticulas
devido a maior reprodutibilidade que apresentam, além de possuirem elevado grau de pureza
em comparacao com os polimeros naturais. Os polimeros sintéticos sdo poliésteres alifaticos,
derivados dos acidos acrilico e metacrilico ou derivados de cianoacrilato de alquila. Como
principais exemplos de polimeros pré-formados utilizados pode-se citar a poli(e-
caprolactona), o poli(acido-latico) (PLA), poli(acido-glicolico) (PGA) e os copolimeros por
eles formados poli(d,l-acido-latico-co-glicolico) (PLGA). Por outro lado, como exemplos de
mondmeros para polimerizacdo in situ, destacam-se os derivados de cianoacrilato de alquila
(ANDERSON e SHIVE, 1997; JAIN, 2000).

O poliéster PLA é um polimero sintético obtido a partir do acido latico que apresenta
alto grau de transparéncia, alta temperatura de fusdo (175°C) e é de facil fabricacdo. Possui
isbmeros opticamente ativos, o dextrogiro (D) e levogiro (L), ou a mistura racémica dos dois.
Uma vez que o acido latico natural estd na forma L, o isbmero levogiro possui maior
biocompatibilidade. A presenca da cristalinidade e alto ponto de fusdo dessa forma tornam-a
menos susceptivel a degradacdo do que a mistura racémica (KULKARNI et al., 1971).

Destaca-se devido a caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade, sendo,

portanto considerado atdxico para o organismo. Tem sido empregado na elaboracdo e nos



19

estudos de desenvolvimento de véarios nanodispositivos, demonstrando grande relevancia
nesta area. Quando degradado pelo organismo gera como subproduto o &cido latico que é
metabolizado em piruvato através da acdo enzimatica da lactato desidrogenase presente no
coracdo, figado e musculos. O piruvato, via ciclo de Krebs, é eliminado na forma de di6xido
de carbono e &gua, principalmente pelos pulmdes e rins (BRANNON-PEPPAS, 1995; JAIN,
2000; TOKIWA e KALABIA, 2006).

Por suas caracteristicas biocompativeis e pela longa histéria de seguranca, o PLA é
aprovado para o uso em humanos pelo FDA (KUMARI, YADAV e YADAYV, 2010).

A obtencdo das nanoparticulas poliméricas € possivel através de técnicas de
preparacdo que podem envolver a polimerizacdo de mondmeros ou basear-se na dispersdo de
polimeros pré-formados (RAO e GECKELER, 2011).

A polimerizacdo de monémeros apresenta como desvantagem o fato de poder conter
moléculas residuais na formulagdo, produzidas a partir do processo, causando toxicidade,
alem da possibilidade de inativacdo do farmaco através de reagfes cruzadas que possam
ocorrer e a dificuldade de controle do peso molecular do polimero formado, fatores que
limitam sua utilizacdo (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

Dentro da categoria de dispersdo de polimeros pré-formados, as principais técnicas
sdo: salting out, emulsificacdo difusdo do solvente, emulsificacdo evaporacdo do solvente e
nanoprecipitacdo. De acordo com cada técnica e polimero a ser utilizado é possivel a
modulacdo das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, morfologia, estrutura
interna, eficiéncia de encapsulacdo, carga da superficie e cinética de liberacdo (RAO e
GECKELER, 2011).

A tecnica de emulsificacdo evaporacdo do solvente foi a primeira metodologia
desenvolvida para a formacdo de nanoparticulas poliméricas e ainda hoje é amplamente
utilizada. E uma técnica simples onde duas principais estratégias podem ser utilizadas para o
preparo, a formacdo de uma emulsdo simples, eficiente para a encapsulacdo de farmacos
lipofilicos e que requer uma alta energia durante o processo de homogeneizacdo, ou de uma
emulsdo maltipla, utilizada para encapsular farmacos hidrofilicos (KUMARI, YADAYV e
YADAYV, 2010; RAO e GECKELER, 2011).

De maneira geral, a técnica consiste na solubilizacdo do polimero e do farmaco em
solvente organico apropriado, geralmente diclorometano, cloroformio e/ou acetato de etila
que sdo entdo misturados e emulsionados em uma solucdo agquosa de um agente
tensoativo/emulsificante por agitagdo de ambas as fases, a uma fonte de energia elevada,

como, por exemplo, os ultrassons ou a homogeneizacao a alta pressao (figura 5). A emulsdo é
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transformada em uma suspensdo de nanoparticulas através da evaporagdo do solvente que
ocorre com aumento da temperatura, sob pressdo e agitagdo constante, induzindo a
precipitacdo do polimero e formacdo das nanoesferas, nas quais o farmaco encontra-se
adsorvido e/ou finamente disperso na rede da matriz polimérica. As nanoparticulas sao
coletadas por ultracentrifugacdo e liofilizadas para armazenagem. Neste método, o tamanho
pode ser controlado através de ajustes na taxa e tempo de agitacdo, tipo e quantidade do
agente de dispersdo, viscosidade das fases e temperatura (SOUTO, SEVERINO e
SANTANA, 2012).

Figura 4 - Esquema representativo da formacdo de nanoparticulas pelo método de
emulsificacdo evaporacao do solvente (Adaptado de SIGMA ALDRICH, 2014).
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Em suma, o diametro reduzido das nanoparticulas poliméricas e sua maior estabilidade
estrutural lhes conferem inUmeras vantagens em comparacdo a outros sistemas que
apresentam dimensdes maiores ou menor estabilidade. Sdo capazes de transpor barreiras
biologicas e alcancar melhor os sitios ativos proporcionando uma maior interacdo com 0s
componentes biologicos, resultado da ampliacdo da area superficial, destacando-se assim

como eficientes nanocarreadores para a veiculacdo de farmacos (ALEXIS et al., 2008).
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho consiste no desenvolvimento tecnoldgico (obtencédo e
caracterizacdo fisico-quimica) de nanoparticulas poliméricas para veiculagdo de vanilina e

avaliacdo da sua atividade antioxidante in vitro.

3.2  Objetivos especificos

o Desenvolver metodologia analitica por CLAE para a quantificacdo e analise da
vanilina;
o Desenvolver nanoparticulas de PLA contendo vanilina pela técnica de emulsificacdo

evaporagéo do solvente;

o Caracterizar as nanoparticulas obtidas quanto a eficiéncia de encapsulagdo, diametro
médio, distribuicdo do tamanho, potencial zeta, difracdo de raio-X, infravermelho, DSC e
perfil de liberacdo in vitro;

o Avaliar a estabilidade fisica das nanoparticulas de PLA contendo vanilina;

o Avaliar a atividade antioxidante in vitro das nanoparticulas contendo vanilina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Substancias e reagentes

Vanilina (Sigma-Aldrich);

Agua ultrapura (sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18,2 MQ/cm);
Metanol (grau HPLC) (J.T. Baker);

Poli(alcool vinilico), 31000 MW, grau hidrélise 98-99% (Sigma-Aldrich);
Diclorometano (Fmaia);

Acetato de etila (P.A, Biotec®);

Dimetil sulféxido (P.A, Biotec®);

Poli(DL-&cido lactico), 85,000 — 160,000 MW (Sigma Chemical Co);

Sacarose (P.A., Vetec Quimica Fina);

Brometo de potassio, grau espectroscopico (KBr) (Aldrich Co.);

ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-acido sulfonico)) (Sigma-Aldrich);
Fosfato de sodio monobasico anidro (P.A., Vetec®);

Fosfato de potéssio dibasico (P.A., Biotec®).

4.2 Equipamentos e acessorios

Aparelho para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) — Waters® Alliance
acoplado a um detector de Arranjo de Fotodiodo (PDA) e coluna fase reversa C18 (125mm X
4mm) de tamanho de particula 5 pm — LiChrospher® 100 ;

Equipamento para analise do potencial zeta — Malvern nano ZS90;

Osmose reversa laboratorial — Vexer Industria e Comeércio de Equipamentos LTDA;

Balanca analitica (Bel Engineering — Mod. M214A);

Pipetas monocanal (Labmate);

Leitor de microplacas (Spectra Max 190 — Molecular Devices);

Evaporador rotatorio (Marconi - Ma 120);

Bomba a vacuo (Tecnal — Mod. TE 058);

Capela para exaustdo de gases (Lucadema);

Ultracentrifuga refrigerada (Hermle Z36HK);

Sistema de ultrapurificacdo de agua (MilliQ Gradiente Millipore);

Membranas filtrantes - acetato de celulose 0,22 pum e PTFE 0,45 um — (Millipore);
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Liofilizador (Terroni — Mod. LD1500);

Espectrometro de Infravermelho (Thermo Scientific Nicolet IR200 FT-IR);
Equipamento de espalhamento dinamico da luz (Light Scattering - Brookhaven 90 Plus);
Desruptor de células ultrasdnico (Unique);

Difratometro de Raios X (Bruker — Mod. D2 PHASER);

Espectrofotdmetro UV-Vis (Jasco);

Sistema de calorimetria exploratoria diferencial — T.A. Instruments, modelo SDT Q600;
Incubadora com agitacédo orbital (Quimis);

Microscdpio eletronico de Varredura por efeito de campo — TESCAN, MODELO Lyra3

4.3  Metodologia analitica

4.3.1 Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica por CLAE para analise

guantitativa da vanilina nas nanoparticulas

Um método analitico apropriado e reprodutivel foi desenvolvido para quantificacdo da
vanilina através da CLAE com deteccdo por arranjo de fotodiodo (PDA), de acordo com as
normas preconizadas na resolucdo vigente (ANVISA, 2003; ICH, 2005). Este metodo foi
posteriormente utilizado para a analise da eficiéncia de encapsulacdo da vanilina nas

nanoparticulas poliméricas.

4.3.2 CondicGes cromatograficas

As analises foram realizadas utilizando o modo de eluicdo isocratico. O fluxo da fase
movel estabelecido foi de 1 mL/min sendo constituida por metanol e agua (80:20, v/v). O
volume de inje¢ao foide 50 puL e a leitura foi realizada em 230 nm. O tempo de corrida foi de

4 min, a temperatura da coluna de 30 °C e da amostra 25 °C.

4.3.3 Preparacao das solucdes-padrao e amostras

Uma solucdo padrdo estoque de vanilina (1 mg/mL) foi preparada em uma mistura de
metanol/agua (80:20, v/v) e as diluicGes posteriores foram realizadas para se obter oito
diferentes concentracOes de solugdes-padrdo que foram utilizadas para a construgdo da curva
analitica (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 pg/mL), todas em triplicata. Similarmente, cinco
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solugdes padrdao (0,4; 0,6; 0,8; 1; 2 pug/mL) foram obtidas para determinar o limite de
quantificacdo (LQ) e o limite de detec¢do (LD). Todas as amostras também foram diluidas em
metanol/agua (80:20, v/v) para a leitura. Antes da injecdo, os padrbes e as amostras foram
filtradas através de um filtro com uma membrana de acetato de celulose de tamanho de poro de
0,22 pm.

4.3.4 Validacdo do método cromatografico

O método cromatogréfico foi validado de acordo com os parametros de especificidade,
linearidade, exatiddo, preciséo, robustez, limite de quantificacdo e limite de detecgéo
estabelecidos na Resolucdo n° 899 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
ANVISA, e recomendacdes do ICH topic Q2 (R1): Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology, ICH (2005).

A especificidade foi avaliada por comparagdo dos cromatogramas representativos de
solugdes padrdo de vanilina com os cromatogramas do sobrenadante resultante da producéo
de nanoparticulas vazias (sem vanilina), com o objetivo de averiguar se haveria interferéncia
de algum dos excipientes utilizados na formulacdo das nanoparticulas no mesmo tempo de
retencdo da vanilina.

A linearidade foi determinada através da construcdo de uma curva analitica com cinco
solugdes padrdo (n=3) de concentracdes diferentes de vanilina (10, 20, 40, 60 e 80 ug/mL). Os
valores obtidos correspondentes a area do pico de cada concentracdo serviram para o calculo
de regressao linear da equacao da reta e para o célculo do coeficiente de correlacéo (R).

A exatidao foi verificada a partir de 12 determinacdes contemplando o intervalo linear
da curva analitica, ou seja, 3 diferentes concentracfes de vanilina, baixa (10 pg/mL), média
(40 pg/mL) e alta (80 pg/mL), com 4 réplicas cada, por meio do calculo da porcentagem de
recuperacdo expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente (Equacéao 1).

Recuperacdo (%) = (concentracdo média experimental / concentracdo tedrica) x 100

(Equacéo 1)

A precisdo foi comprovada através de analises intra-corrida (repetibilidade) e inter-
corridas (precisdo intermediaria). Para ambas, foram utilizados padr6es de vanilina nas

concentragdes de 10, 40 e 80 pg/mL. A precisdo intra-corrida ou repetibilidade foi realizada



25

em um mesmo dia € em um curto espaco de tempo entre as leituras (4 réplicas cada
concentragdo), enquanto a precisdo inter-corridas ou intermediéria, foi desempenhada em trés
dias diferentes. A precisdo do método foi verificada através do desvio padrdo relativo (DPR)

ou coeficiente de variagdo (CV%) (Equacéo 2).

CV% = Desvio Padrdo/Concentracao media determinada x 100  (Equacéo 2)

Para a determinacdo dos limites de quantificacdo e deteccdo foi necessario construir
uma curva analitica com concentrac@es baixas de vanilina (0,4; 0,6; 0,8; 1; 2 ug/mL). A partir
dos valores da inclinagcdo da curva (slope) e o desvio-padréo do intercepto com eixo y obtidos,
foram calculados os limites de acordo com as seguintes equacdes (Equacgdes 3 e 4):

LD = 3,3 x 0¢/S (Equacéo 3)
LQO = 10 x /S (Equagao 4)

A robustez do método foi testada de acordo com alteragdes na proporcdo da fase
movel (metanol:agua 83:14 e 77:23), mudanca da temperatura da coluna (25 °C) e do fluxo da
fase mowvel (0,95 e 1,05 mL/min). Os resultados foram expressos em porcentagem de
recuperacdo e DPR. Para estas analises foram utilizados padrdes de vanilina nas

concentragdes de 10, 40 e 80 pg/mL, em triplicata.

4.4  Obtencao das nanoparticulas de PLA contendo vanilina

As nanoparticulas poliméricas foram preparadas pela técnica de emulsificacdo/
evaporacdo do solvente (VANDERHOFF, 1979; REIS et al., 2006, RAO e GECKELER,
2011), a partir de uma emulsdo simples 6leo em agua (O/A).

A escolha dos solventes para preparacdo das nanoparticulas foi efetuada com base no
polimero utilizado, caracteristicas do farmaco e nos testes de otimizacdo da formulacéo
previamente realizados. Desta forma, inicialmente dissolveu-se 50 mg do polimero PLA em
1,5 mL de diclorometano e 5 mg de vanilina em 0,2 mL de dimetilsulféxido e 0,3 mL de
acetato de etila, sendo que esta solucdo constituiu a fase oleosa da emulsdo. Esta fase oleosa
foi entdo vertida na fase aquosa que foi constituida de 6 mL de uma solucdo de alcool

polivinilico a 1% (p/v) e emulsionada por meio de um desruptor ultrassdnico durante 6
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minutos (poténcia 60), resultando na emulsdo 6leo em &gua (O/A) a qual foi submetida a
evaporacao do solvente através de rotaevaporacdo sob vacuo a 37°C durante 30 min.

A dispersdo de nanoparticulas de vanilina resultante foi separada da vanilina ndo
encapsulada por processo de ultracentrifugagdo, a 14000 rpm, 4° C, durante 30 minutos. O
precipitado foi lavado uma vez com &gua ultrapura e o sobrenadante foi coletado para
posterior analise.

Por fim, as nanoparticulas foram dispersas em sacarose 5% (p/v), utilizada como
crioprotetor, congeladas e posteriormente liofilizadas.

Para a andlise de alguns testes de caracteriza¢do e como controle nos teste in vitro e in
vivo, foram preparadas nanoparticulas vazias, sem o farmaco encapsulado. O protocolo
experimental foi o mesmo, sendo que a Unica diferenca foi a ndo adicdo da vanilina na

formulagéo.

45  Caracterizacao fisico quimica das nanoparticulas

4.5.1 Eficiéncia de encapsulagdo

A quantificagdo da vanilina encapsulada nas nanoparticulas foi determinada pelo
método indireto, atraves da analise do sobrenadante resultante do processo de obtencdo das
nanoparticulas, por CLAE. Este método determina a quantidade de farmaco nédo encapsulado
nas nanoparticulas que é entao subtraido da quantidade inicial.

Para isso uma aliquota do sobrenadante foi diluida (1:10) em metanol e agua (80:20,
v/v), filtrada em membrana de poro 0,22 um e analisada pelo método previamente
desenvolvido e validado por CLAE.

A equacdo 5 foi utilizada para determinar a eficiéncia de encapsulacdo (EE%):

EE% = (VANiniciaI — VANnvre) / VANiniciaI x 100 (Equac;éo 5)

Onde, VANiniciai corresponde a quantidade de vanilina adicionada inicialmente a
formulacéo e, VANjivre € a quantidade do farmaco resultante no sobrenadante, ndo incorporado
a nanoparticula, quantificado por CLAE. Os valores de EE% foram expressos por média e
DP.
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4.5.2 Analise do diametro médio e indice de polidispersidade

Para determinacdo do diametro meédio e indice de polidispersidade (IP) das
nanoparticulas foi empregada a técnica de espectroscopia de correlagdo de fétons também
conhecida com quase-elastic light scattering.

Para as analises, as dispersdes de nanoparticulas foram diluidas em agua ultrapura em
cubeta apropriada e colocadas na camara de analise, de modo que o feixe atravessasse a
dispersdo em toda a sua extensdo. Foram realizadas 10 determinac6es do didmetro médio e do
indice de polidispersdo, calculando-se a media e o desvio padrdo. As condigdes de leitura no
equipamento foram: angulo de espalhamento de 90°, temperatura de 25° C e comprimento de
onda do laser de 660 nm.

4.5.3 Potencial zeta

A analise do potencial zeta foi realizada por determinacdo da mobilidade eletroforética
das nanoparticulas utilizando o Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Previamente as amostras
foram diluidas em agua e colocadas na célula eletroforética onde um potencial de +150 mV
foi estabelecido.

Foram realizadas, para cada formulacdo, 3 determinacdes do potencial zeta,

calculando-se a média e o desvio padrao.

4.5.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR)

Os espectros de absorcao no infravermelho foram obtidos em um espectrofotémetro de
FTIR. A vanilina pura, a mistura fisica de vanilina/PLA e nanoparticulas contendo ou ndo a
vanilina foram analisados com o intuito de verificar a presenca de interacbes entre 0s
componentes da formulacdo. As amostras foram preparadas em pastilnas de brometo de

potéssio (KBr) e as leituras foram efetuadas entre 4000 e 600 cm™.
4.5.5 Difracédo de Raio-X
A analise da cristalografia da vanilina e das nanoparticulas foi obtida por difracdo de

raio-X (DRX). Os dados foram adquiridos por meio de um difratdmetro que utilizou radiagdo
de Cu Ka numa voltagem de 30 kV e corrente de 10 mA, A = 1,5418 A. A varredura de raios
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X foi executada em angulo aberto de 20 na faixa de 10 a 70. Foram analisadas as

nanoparticulas contendo vanilina encapsulada e nanoparticulas vazias, além do farmaco livre.

456 Calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria

Para esta analise o equipamento utilizado executou medidas de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG) simultaneos. Aproximadamente 10
mg das amostras foram adicionadas em cépsulas de aluminio, aquecidas sob atmosfera de
nitrogénio, de 30 a 450° C em uma velocidade de 10 ° C/minuto e com vazéo de 100 mL/min.
Para avaliar as alteracbes da estrutura interna apds a incorporacdo da vanilina nas
nanoparticulas, a analise foi efetuada também com a vanilina pura para comparacgdo, € com as

nanoparticulas de PLA vazias.

4.5.7 Microscopia eletronica de varredura com emisséo de campo

As amostras foram analisadas por microscopia eletronica de varredura com emissao de
campo (MEV-FEG) utilizando uma tensdo de aceleracdo de 5,0 kV. Uma aliquota da
suspensdo de nanoparticulas de PLA contendo vanilina foi depositada sobre o porta amostra
(stub) e deixada secar completamente, até a formacdo de um filme. Os filmes obtidos foram
recobertos com uma fina camada de ouro por meio de um metalizador. Micrografias foram

entdo obtidas e analisadas com aumentos de 14 mil vezes e 27 mil vezes.

4.5.8 Ensaio de liberagdo in vitro

Para o0 ensaio de liberacdo in vitro, foi realizado previamente um estudo de
solubilidade da vanilina no meio de liberacdo a ser utilizado para verificar as condi¢coes sink e
através disso determinar a quantidade de farmaco a ser utilizada. Para isso utilizou-se o
método de shake flask em plataforma de agitacdo orbital com incubadora e temperatura
controlada de 37°C (MARIN, MARGARIT e SALCEDO, 2002; PARAISO, 2012).
Considerando a solubilidade da vanilina em agua de 10 mg/mL descrita na literatura, pesou-se
170 mg de vanilina que foram colocadas em erlemmeyer de 250 mL e dissolvidas em 20 mL
de tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH 7,4 contendo PVA 1% (p/v) e mantidas sob agitacéo
por um periodo de 72 h. A cada 24 horas as amostras eram verificadas e estando o farmaco

aparentemente totalmente dissolvido, eram adicionadas mais 10 mg de vanilina & solucéo.
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Apobs o periodo de 72 h as amostras foram submetidas a filtracdo através de membrana com
poro 0,45 um, adequadamente diluidas e analisadas pelo método analitico previamente
desenvolvido e validado.

O perfil de liberacdo in vitro das nanoparticulas de PLA contendo vanilina foi
determinado por meio do método de dissolucdo e ultracentrifugacdo (SEIJO et al ., 1990;
FONTANA et al ., 1998). Por este método, determinada quantidade de suspensdo de
nanoparticulas contendo 1 mg de vanilina (quantidade estabelecida pelo estudo da
solubilidade) foi dispersa em 5 mL de tampao fosfato de sddio 10 mM, pH 7,4 contendo PVA
1% (p/v) e separados em tubos que foram colocados em uma incubadora de agitacdo orbital, a
temperatura de 37 °C. Em tempos pré determinados (1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h) os
tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 15 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi coletado
para posterior analise. O precipitado foi entdo novamente suspenso em 5 mL de tampdo e
incubado até o proximo tempo de analise.

A partir dos resultados calculados, obteve-se a curva do percentual cumulativo de
farmaco liberado em fungdo do tempo.

A avaliacdo matematica do perfil de liberacdo obtido foi realizada pelo ajuste dos
dados experimentais ao modelo de ordem zero (Equacéo 6), de primeira ordem (Equacéo 7),
segunda ordem (Equacdo 8), Higuchi (Equacdo 9) aléem do modelo semi-empirico de

Korsmeyer-Peppas (Equacdo 10), atraves do software MicroMath Scientist®.

C=kt (Equacéo 6)

C=100 (1 —e™ (Equagcdo 7)

C= 100 [1- (Ae™ + Be™) ] (Equacao 8)

C= kAt (Equagéo 9)

Ft= at" (Equacéo 10)
Na qual:

C - percentual do farmaco dissolvido no tempo t;

k, o e 8 - constantes cinéticas de dissolucéo;

A e B - concentrac@es iniciais do farmaco que contribuem para os dois momentos de
dissolucédo do farmaco;

Ft - fracdo do farmaco dissolvido no tempo t;

a - constante que mostra as caracteristicas estruturais e geométricas da forma
farmaceéutica;

n - expoente de liberacdo que indica 0 mecanismo que essa ocorre.
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4.6 Estudo de estabilidade

Para verificar a estabilidade das nanoparticulas de PLA contendo vanilina, suspensdes
em crioprotetor (sacarose 5% - p/v) das mesmas foram armazenadas durante trés meses sob
duas diferentes condicBes de temperatura: em temperatura ambiente e a -20°C. Ap0s cada
més, as nanoparticulas foram avaliadas quanto ao didmetro médio, indice de polidispersao e
potencial zeta. O teor também foi avaliado apds os trés meses de armazenamento, através do
método desenvolvido e validado por CLAE para quantificacdo da vanilina (item 4.3). Todas
as analises foram realizadas em triplicata. Para analise estatistica dos resultados foi utilizada
ANOVA seguida do pds teste de Tukey.

4.7  Avaliagédo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi analisada pelo método de descoloragdo do radical de 2,2-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) - ABTS descrito por Re et al . (1999). Este
método baseia-se na formacdo de um radical (ABTS™) gerado por oxidacio do ABTS na
presenca de persulfato de potassio, sendo a atividade antioxidante determinada pelo grau de
descoloracdo analisada pela absor¢édo do cation radical em 734 nm (RE et al ., 1999).

A solucdo do radical ABTS formado pela incubacédo de ABTS (7 mM) com persulfato
de potassio (140 mM) foi estocado a temperatura ambiente na auséncia de luz por 12h. Apos
este periodo, diluiu-se o radical ABTS com tampéo fosfato de sodio (PBS) 10 mM, pH 7,4,
até obter absorbancia proxima a 0,70 em 734 nm.

Diferentes concentracfes de vanilina (livre ou encapsulada) (1,95 - 31,25 pg/mL) e
também amostras de nanoparticulas vazias como controle negativo foram utilizadas, todas
foram incubadas em tamp3o a 37° C. O ABTS™ foi incubado durante 30 minutos com as
amostras nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 h e, logo apds, a complexacdo foi medida pelo
decréscimo da absorbancia em um leitor de microplacas. Todas as leituras foram realizadas
em triplicata e a atividade antioxidante foi calculada como porcentagem de inibicdo do

ABTS™, de acordo com a equacio 11.

% Inibicdo = (Ac — Aa) x 100 (Equacéo 11)
Ac

Onde: Ac é a absorbancia do controle e Aa é a absorbancia da amostra.
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Para o estudo relacionado ao 1Csy (concentragdo que apresenta 50% da capacidade
sequestrante total do ABTS™), as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
OriginPro 8. A avaliacdo por ANOVA de via Unica foi realizada, seguido da andlise de

regressao e do teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e validagdo da metodologia analitica

5.1.1 Condigdes cromatogréficas

Os testes inicias para determinacdo das condi¢des cromatograficas foram baseados em
meétodos ja disponiveis para a quantificacdo da vanilina, sendo assim, foram testadas
diferentes proporc¢des de metanol e 4gua como fase mével. Testes acidificando a 4gua tambem
foram realizados para verificar se ocorria alguma melhora na simetria do pico, ja que muitos
autores empregam agua acidificada com acido acético ou acido cloridrico misturada com
metanol para esta finalidade, porém o resultado ndo representou melhora significativa
(HERRMANN e STOCKLI, 1982; GUARINO e BROWN, 1985; VOISINE et al., 1995;
LAMPRECHT, PICHLMAYER e SCHMID, 1994). Portanto, os melhores resultados foram
obtidos quando utilizada a propor¢éo metanol:agua 80:20 (v/v) como fase movel.

Outro fator que pode influenciar na simetria do pico cromatografico é o diluente da
amostra, por isso, também foram testadas diferentes formas de preparo das solucbes padréo,
diluindo-as somente em metanol, somente em agua, ou na mesma proporcao da fase movel.
Os melhores resultados foram gerados quando a amostra estava diluida na mesma proporc¢éo
da fase movel.

Desta forma, estabeleceu-se a composicdo e proporcdo da fase movel metanol:agua
80:20 (v/v) como a que gerou 0 pico mais estreito e simétrico (figura 5), sendo que para isso
as amostras foram diluidas também na fase movel para leitura.

Quanto ao tempo de retencdo, nos métodos desenvolvidos para a quantificacdo da
vanilina em outros trabalhos, os tempos variam de 2,20 (WALISZEWSKI, PARDIO e
OVANDO, 2006) a 36 minutos (VOISINE et al., 1995), ja no método desenvolvido em
questdo, o tempo de retencdo da vanilina foi de aproximadamente 1,25 minutos para um fluxo
de fase movel estabelecido de 1 mL/min, tempo bastante curto e suficientemente maior que o
volume morto da coluna que é de 0,7 minutos para este mesmo fluxo. O tempo total da
corrida foi entdo definido como 3 minutos, levando-se em consideracdo o tempo de retencao
de 1,25 minutos da vanilina. O comprimento de onda de 230 nm foi determinado como o mais
adequado para quantificacdo da vanilina por ter gerado os picos de absorcdo maxima,

garantindo maior sensibilidade ao método.
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Figura 5 - Cromatograma representativo da absorvancia (AU) em fungdo do tempo (min) de
uma solucdo padrdo de vanilina (40 pg/ mL) em metanol: agua. Fase movel metanol: dgua
(80:20), fluxo de 1 mL/min; detecgdo no comprimento de onda de 230 nm, temperatura da

coluna de 30°C, volume de injegdo de 50 pL.
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Minutes

A tabela 1 resume os parametros cromatograficos do método desenvolvido para

quantificacdo da vanilina encapsulada nas nanoparticulas.

Tabela 1 - Condicdes cromatograficas do método de quantificacdo da vanilina por CLAE.

Caracteristica Condigdes cromatograficas

Deteccéo PDA A=230 nm

Modo de eluicéo Isocrético

Fluxo da fase movel 1 mL/min

Composicao da fase movel Metanol:Agua

Proporc¢do da fase movel 80:20

Volume de injecdo 50 pL

Temperatura da coluna 30°C

Coluna Fase reversa C18 (125mmx4mm) tamanho

de particula Spm
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5.1.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da andlise da area sob a curva de
cinco solucdes padrdo de vanilina em funcdo das respectivas concentragoes (10, 20, 40, 60 e
80 pg/mL), a partir disto foi realizada a construgdo da curva analitica e obtidos os valores do
célculo da equacéo de regressao linear e do coeficiente de correlagéo (R).

A curva analitica construida (figura 6) gerou um valor do coeficiente de correlacao de
0,999 bem préximo de 1, portanto, o0 método demonstrou-se linear no intervalo de
concentracdo utilizado, sendo a equacio da reta definida como y = 3,15.10° x + 4,49.10° onde
Y é a area do pico e X ¢é a concentragdo da solugdo padrdo em pg/mL. A verificacdo da
linearidade do método garantiu a confiabilidade no uso da equacdo da reta para a

quantificacdo da vanilina.

Figura 6 - Curva analitica da vanilina em metanol:agua (80:20, v/v). Fase mdvel
metanol:agua (80:20) em 230 nm (n=3). Equaco da reta: y = 3,15.10° x + 4,49.10°.
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5.1.3 Especificidade

Para analise da capacidade do método de medir exatamente a vanilina em presenca de

outros componentes inerentes da formulagcdo foram comparados cromatogramas de solugdes
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padrédo de vanilina com cromatogramas obtidos a partir da leitura de sobrenadantes de
nanoparticulas vazias (preparadas igualmente, porém sem a adicdo da vanilina na
formulacdo). O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi diluido em metanol:agua (80:20,
v/v) para anélise. O cromatograma da solucdo padrdo de vanilina mostrou a presenca do pico
representativo do farmaco no tempo de retencdo de aproximadamente 1,25 minutos, ja no
cromatograma da leitura do sobrenadante de nanoparticulas vazias ndo foi observado nenhum
pico neste mesmo tempo de retencdo (figura 7), indicando a especificidade e seletividade do
meétodo para o intuito pretendido, uma vez que ndo ha interferéncia de componentes da

formulacdo na determinacdo quantitativa da vanilina.

Figura 7 - Comparagdo dos cromatogramas de amostras de vanilina frente a potenciais
interferentes, componentes da formulagdo das nanoparticulas. Em A esta representado o
cromatograma do sobrenadante obtido a partir de nanoparticulas vazias. Em B, cromatograma

de um padréo de vanilina na concentragéo de 10 pg/mL.
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5.1.4 Exatiddo

A exatiddo do método foi confirmada por meio da proximidade dos valores de
concentragdes obtidos nas leituras de amostras de vanilina em comparagdo com os valores de
concentragado tedricos.

Para isso, foram analisadas pelo método proposto trés solucdes padréo de vanilina com
diferentes concentracGes, com 4 réplicas cada. As concentracdes utilizadas foram 10, 40 e 80
ug/mL e os resultados foram expressos como porcentagem de recuperagdo e desvio padrdo
relativo. Todas as concentracdes analisadas apresentaram porcentagem de recuperacao acima
de 95% e abaixo de 105%, valores que demonstram a concordancia entre os resultados
obtidos experimentalmente e os valores tedricos. Os dados detalhados estdo apresentados na
tabela 2.

Tabela 2 - Resultados da exatiddo para os padrdes de vanilina (n=4).

Exatiddo
Concentracio (pg/mL) Média da concentracéo Porcentagem de
medida (ug/mL) * desvio recuperacao (%)
padréo (DP)
10 9,53 £ 0,05 95,30
40 40,51 + 0,07 101,28
80 80,04 + 0,15 100,05

5.1.5 Precisao

A precisdo é uma medida que representa os erros relativos do método e é expressa
como DPR. A precisdo do método foi avaliada intra-corrida (repetibilidade) e inter-corridas
(precisdo intermediaria) em 3 dias diferentes. Trés diferentes concentracGes de vanilina (10,
40 e 80 pg/mL) foram preparadas em quadruplicata, analisadas e o DPR da resposta foi

calculado em cada caso. Os resultados estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados dos testes de precisdo intra-corrida e inter-corrida para amostras de

vanilina (n=4).
PRECISAO INTRA-CORRIDA
Concentracao tedrica Média da concentracéo
_ DPR (%)
(ng/mL) medida (ug/mL) £ DP
10 9,54 + 0,07 0,72
40 40,73 £ 0,17 0,42
80 82,54 £ 0,08 0,10
PRECISAO INTER-CORRIDA
3 Media da Meédia da Média da
Concentragao . . .
) concentragdo  concentragdo  concentracao
tedrica ) ) ) ) ) ) DPR (%)
medida 1°dia medida2°dia medida 3° dia
(Mg/mL)
(ng/mL) £DP  (ug/mL) £DP  (pg/mL) £ DP
10 9,54 £ 0,07 9,62 + 0,08 9,62 + 0,06 0,47
40 40,73 £ 0,17 41,35 + 0,07 41,64 + 0,06 2,58
80 82,54 £ 0,08 82,47 £ 0,23 82,60 £ 0,50 0,19

DPR: desvio padrao relativo

A resolucdo da ANVISA assim como o ICH preconiza que o DPR pode ser de no
maximo 5%; valores maiores ndo sdo aceitaveis. Sendo assim, os resultados obtidos
confirmam a precisdo, uma vez que mesmo 0 maior valor de DPR obtido que foi de 2,58 %
correspondente a andlise inter-corrida da amostra de vanilina de concentracdo 40 pg/mL

encontra-se dentro da faixa aceitavel.

5.1.6 Limite de deteccdo (LD) e de quantificacédo (LQ)

Os valores de LD e LQ foram calculados a partir do desvio padréo de resposta e do
slope obtido a partir da regressao linear de uma curva de calibracdo especifica (figura 8), a
qual foi construida por meio da andlise de solu¢bes padrdo de baixas concentracdes de
vanilina (0,4; 0,6; 0,8; 1; 2 ug/mL) em triplicata. O método foi linear no intervalo proposto,
sendo o valor de R de 0,999. Desta forma, o LD obtido para o método desenvolvido foi de
0,0256 pg/mL e o LQ de 0,085 pg/mL, valores que denotam sensibilidade do método e
confiabilidade dos resultados para analises de concentragdes baixas do analito, como é o caso

da quantificacdo de vanilina em ensaios do perfil de liberacdo in vitro. Para se confirmar o
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valor do limite de quantificacdo obtido através da equacdo, uma amostra de vanilina na
concentragdo de 0,085 pg/mL foi preparada e analisada. O resultado confirmou que foi

possivel tanto a deteccdo quanto a quantificacdo dessa baixa concentracéo.

Figura 8 - Curva analitica para célculo dos limites de deteccdo e quantificacdo da vanilina.
Fase m6vel metanol:agua (80:20) em 230 nm (n=3). Equacéo da reta y = 2,65.10°x — 2,15.10%,
R =0,999614.
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5.1.7 Robustez

Foram aplicadas pequenas alteracdes em alguns parametros do método cromatografico
desenvolvido para se avaliar a capacidade do mesmo em resistir a pequenas variacGes que
possam ocorrer durante as corridas analiticas. Alterou-se a proporc¢édo da fase movel, o fluxo e
a temperatura da coluna. Os resultados estdo dispostos na tabela 4, expressos como

porcentagem de recuperacéo.
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Tabela 4 - Resultados de robustez de diferentes concentragdes de vanilina frente a variagoes

do método (n=3).

Robustez
Modificagdes do Recuperacéo (%) + DPR
método original 10 pg/mL 40 pg/mL 80 pg/Ml
Fluxo 1,05
) 89,77 £ 2,46 93,83 +1,28 93,14 £ 0,32
mL/min
Fluxo 0,95
) 102,10 £ 0,83 104,02 £ 1,20 103,05 £ 0,40
mL/min
Fase mdvel
Metanol: Agua 95,51 + 2,38 99,45 + 1,59 98,50 + 0,40
77:23 (VIv)
Fase movel
Metanol: Agua 97,15+ 2,43 99,56 + 1,24 97,60 £ 0,33
83:17 (viv)
Temperatura da
95,41 £ 2,29 99,63 + 1,53 98,33+ 0,88
coluna 25°C

DPR: desvio padrdo relativo

Nota-se que a alteragdo da temperatura da coluna de 30 para 25 °C, assim como a
mudanca da proporc¢do da fase movel de 80:20 (metanol:agua) para 77:23 ou 83:17 e do fluxo
da fase mdvel de 1 para 0,95 mL/min proporcionaram valores de porcentagem de recuperagcao
entre 95,41 e 104,02 que encontram-se dentro da faixa de aceitacdo, sendo o metodo
desenvolvido considerado robusto para estas pequenas e deliberadas alteragdes. A Unica
alteracdo para a qual o método ndo resistiu e apresentou valores de recuperacdo abaixo de

95% foi a mudanca do fluxo para 1,05 mL/min.

5.2  Obtencdo das nanoparticulas de PLA contendo vanilina

As nanoparticulas foram eficientemente obtidas a partir de polimeros pré-formados,
uma vez que este é o método mais facilmente controlavel e de maior rendimento (WANG,
2011). O polimero utilizado foi o PLA devido suas caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade. A técnica escolhida para a obtengdo das nanoparticulas foi a

emulsificagdo evaporagdo do solvente, que é uma técnica amplamente utilizada pela
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possibilidade de otimizacdo das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas e pela
simplicidade dos procedimentos envolvidos (WATTS, 1990).

Por meio desta técnica, foi preparada uma emulsdo O/A, onde o farmaco foi
adicionado juntamente com o polimero na fase oleosa da emulsdo. Durante a preparacdo do
sistema, a escolha do tensoativo é responsavel pela reducéo da tensdo interfacial, auxiliando
no processo de dispersdo e garantindo a cobertura adequada entre a interface aquosa e
organica (SHAFIQ-UN-NABI et al, 2007). O tensoativo utilizado bem como sua
concentracdo e volume adicionados, foram definidos de acordo com testes de otimizagéo da
formulacdo, sendo o alcool polivinilico a 1% o que apresentou os melhores resultados, tanto
na capacidade de formacdo da emulsdo, quanto nas melhores eficiéncias de encapsulacédo e
menores diametros médios das nanoparticulas.

Além do tensoativo, também foram realizados testes prévios para escolha dos
solventes organicos utilizados para a dissolu¢do do polimero e do farmaco. Foram testadas
diferentes proporgbes de diclorometano com acetato de etila, diclorometano com
dimetilsulfoxido e diclorometano, acetato de etila e dimetilsulfoxido.

De acordo com os resultados obtidos nestes pré testes, foi possivel notar que o acetato
de etila é de fundamental importancia para a obtencéo de particulas de tamanhos menores e
com uma distribuicdo de tamanho mais homogénea, dados que séo observados também em
outros estudos como o de Mainardes e Evangelista (2005) e Freytag et al. (2000). Freytag et
al. (2000) atribuem este dado ao fato da maior solubilidade aquosa do acetato de etila que
acarreta uma rapida particao na fase continua (aquosa) da emulsdo e favorece a precipitacao
do polimero e a obtencdo de particulas menores.

Desta forma, a formulacdo otimizada que foi utilizada para todos os demais testes teve
como composicao da fase oleosa 200 pL de dimetilsulfoxido, 300 L de acetato de etila e 1,5
mL de diclorometano onde foram solubilizados 50 mg do polimero PLA e 5 mg da vanilina.
A fase aquosa foi constituida de 6 mL de uma solucdo aquosa de PVA a 1% (p/v). De acordo
com os constituintes e com o método de preparo utilizado para a obtencdo das nanoparticulas
de PLA contendo vanilina, é possivel afirmar que as nanoparticulas obtidas sdo classificadas
como nanoesferas.

Quando liofilizadas apresentaram-se macroscopicamente como um pé fino de

coloracdo branca.

5.3  Caracterizagdo das nanoparticulas obtidas
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5.3.1 Eficiéncia de encapsulagdo
As nanoparticulas de PLA contendo vanilina foram caracterizadas quanto a eficiéncia
de encapsulacdo por meio do método indireto de quantificacdo por CLAE. O resultado obtido

esta relacionado na tabela 5.

Tabela 5 - Eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de PLA contendo vanilina (n=10).

Porcentagem da Eficiéncia de Encapsulagdo

Meédia da eficiéncia de Desvio padrao

encapsulacéo (%)

Nanoparticulas de PLA
. 41,11 4,19
contendo vanilina

A eficiéncia de encapsulagcdo média das nanoparticulas de vanilina obtidas que foi de
aproximadamente 41% pode ser considerada satisfatdria, uma vez que a vanilina é um
farmaco que, em funcdo das caracteristicas estruturais de sua molécula, apresenta tanto
regides hidrofilicas quanto hidrofébicas o que acaba dificultando a sua 6tima encapsulacéo
devido a possibilidade do farmaco escapar para a fase aquosa pela melhor solubilidade nesta
fase (DUPEYRON et al., 2013).

Outros estudos também relatam eficiéncias de encapsulacdo da vanilina proximas as
obtidas, quando carreada por diferentes estruturas e preparadas por diferentes métodos. Sun-
Waterhouse et al. (2013) microencapsularam a vanilina utilizando a técnica de spray-drying e
quatro tipos de polimeros (alginato de sodio, metil B-ciclodextrina, hidroxipropilmetilcelulose
e inulina), obtendo valores de eficiéncia de encapsulacdo que variaram de 37 a 53%. Kayaci e
Uyar (2011) sintetizaram inclusbes solidas de complexos de vanilina com trés tipos de
ciclodextrinas (a-CD, CD-p e y-CD) que foram preparadas utilizando o método de liofilizacao
e verificaram que a taxa de encapsulacdo nao foi eficiente. Em outro estudo, foram preparados
lipossomas contendo vanilina que apresentaram porcentagem de encapsulacdo de 47,5 a
50,3% (CASTAN et al., 2013).

Com isso, pode-se afirmar que o método utilizado bem como o polimero e solventes

escolhidos foram eficazes em encapsular a vanilina em nanoparticulas.
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5.3.2 Diametro médio e indice de polidispersao

O tamanho e a polidispersdo das nanoparticulas sdo parametros fundamentais na
caracterizacdo destes sistemas coloidais, pois influenciam diretamente na dissolugéo, absorcgao
e distribuicdo do farmaco por eles veiculados no organismo.

Para aplicacdo farmacéutica, tem-se interesse em nanoparticulas de tamanhos menores
que 300 nm e com elevada homogeneidade, para que proporcionem maior interacdo com o0s
componentes biolégicos e melhor estabilidade (GUPTA e KOMPELLA, 2006).

Todos os lotes preparados das nanoparticulas de PLA contendo vanilina apresentaram

tamanho inferior a 300 nm. Os resultados estdo demonstrados na tabela 6.

Tabela 6 - Diametro médio e do indice de polidispersdo das nanoparticulas de PLA contendo

vanilina, dispersas em agua (n=10).

Meédia do tamanho (nm) * desvio Media do indice de polidisperséo +
padréo desvio padréao
239,78 £ 21,14 0,073 £0,015

Quanto ao indice de polidispersao, importante parametro que avalia a homogeneidade
do tamanho das particulas e que pode variar de 0 a 1, quanto mais proximo de O for seu valor
significa que mais homogénea em relacdo ao tamanho estara a formulacéo. Isto é de extrema
importancia para que as nanoparticulas poliméricas desenvolvidas apresentem, quando
administradas no meio bioldgico, iguais caracteristicas entre si em interagir com as
membranas e células (KIM et al., 2012).

Considera-se que valores de polidispersividade entre 0,1 e 0,25 indicam uma
distribuicdo de tamanho relativamente estreita, ao passo que valores acima de 0,5 indicam
uma distribuicdo muito ampla de tamanho (PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004).
Desta forma, o baixo valor médio do indice de polidisperséo obtido (0,0734 - tabela 6), indica
gue ha homogeneidade nas nanoparticulas de PLA contendo vanilina desenvolvidas. O perfil
de distribuicdo de um dos lotes produzidos que pode ser visualizado na figura 9, demonstra a
caracteristica monomodal da distribuicdo do tamanho, uma vez que 100% das nanoparticulas
encontram-se numa mesma faixa de tamanho que variou de 261,9 a 270,2 nm. Para este
mesmo lote a média do tamanho foi 259,4 nm e o indice de polidispersao 0,057.

Kwon et al. (2013) também produziram nanoparticulas de um pré-farmaco da vanilina

e obtiveram tamanho médio de aproximadamente 260 nm, porém com um elevado indice de
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polidispersao (1,5). Ja Wang et al. (2011) alcangaram um tamanho de 100 a 150 nm utilizando
a quitosana como polimero para a encapsulacdo da vanilina em nanoparticulas, contudo, como
se trata de um polimero natural, ndo garante a biodegradabilidade e biocompatibilidade que
séo asseguradas pelo uso do PLA.

Figura 9 - Perfil de distribuicdo do tamanho das nanoparticulas PLA contendo vanilina.
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Desta forma, analisando os dados obtidos, foi possivel verificar que as nanoparticulas
desenvolvidas de PLA contendo vanilina apresentaram tamanho satisfatorio de acordo com o
objetivo pretendido, uma vez que este tamanho foi da ordem de nanémetros e a maioria dos
processos biologicos ocorrem nesta escala (SCHAFFAZICK et al., 2003). Além disso, a
formulacdo demonstrou caracteristica homogénea de distribuicdo do tamanho, indicando a

efetividade e reprodutibilidade do processo de obtencdo das nanoparticulas.
5.3.3 Potencial zeta
O potencial zeta das nanoparticulas esta diretamente associado a estabilidade das

mesmas quando em suspensdo. Representa a carga superficial e indica a forca de repulsdo

entre elas. O aumento do potencial zeta provoca um aumento também na forga de repulséo
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entre as particulas levando a formagéo de nanoparticulas mais estaveis com uma distribuicdo
de tamanho mais uniforme. Pode sofrer influéncia das mudancas na interface com o meio
dispersante em funcdo da dissociacdo de grupos funcionais na superficie das particulas ou da
adsorcdo de ions presentes no meio de dispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Preconiza-se que quanto mais préximo ou maior que +30 mV for o valor do potencial
zeta, mais estaveis podem ser consideradas as particulas, sendo que particulas com potencial
proximo a 0 mV tendem a sofrer o fendmeno de floculagdo mais facilmente (MULLER,
JACOBS e KAYSER, 2001).

Na tabela 7 é possivel observar os resultados do potencial zeta obtidos para as
nanoparticulas de PLA contendo vanilina. Nota-se que a formulacdo desenvolvida gerou
nanoesferas com uma média de potencial zeta negativo, decorrentes provavelmente da
presenca de grupamentos carboxilicos terminais da cadeia de PLA na parede polimérica das
nanoparticulas, uma vez que o PLA é caracterizado como um polimero aniénico (LEGRAND
et al., 1999; NEVES et al., 2013). A diferenca em mddulo de 2,86 mV no potencial zeta das
nanoparticulas contendo o farmaco em comparacdo com as nanoparticulas vazias,
provavelmente se deve a vanilina que encontra-se adsorvida na superficie das nanoesferas,
visto que a vanilina dispersa em agua também apresenta um potencial negativo de -9,57 mV
(n=3).

Tabela 7 - Potencial zeta das nanoparticulas preparadas na auséncia ou na presenca de

vanilina, dispersas em agua (n=3).

Formulacéo Potencial zeta (mV) £ desvio padréo
Nanoparticulas de PLA contendo
- -22,66 £ 0,72
vanilina
Nanoparticulas de PLA vazias -19,80 £ 0,44

Sendo assim, os valores de potencial zeta obtidos foram considerados satisfatorios por
estarem mais préoximos de £ 30 mV, o que da a garantia de que as nanoparticulas
desenvolvidas no presente trabalho ndo possuem tendéncia a agregacao e desta forma sua

estabilidade fisica em suspensdo sera mantida.

5.3.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier
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A figura 10 mostra os espectros de FTIR da vanilina, da mistura fisica do PLA com a
vanilina, de uma formulacdo de nanoparticulas vazias de PLA, e da formulacdo de
nanoparticulas de PLA contendo vanilina encapsulada.

Figura 10 - Espectro de FT-IR das amostras de vanilina pura (Vanilina), da mistura fisica de
PLA e vanilina (PLA-Vanilina), nanoparticulas de PLA vazias (Nano PLA) e nanoparticulas
de PLA contendo a vanilina encapsulada (Nano PLA-Vanilina).
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A analise da vanilina pura (figura 10 - Vanilina) permitiu a verificacdo de quatro picos
caracteristicos, especialmente. Em 3182 cm™ o pico correspondente a deformacéo axial da
hidroxila (-OH) fenélica, em ligacdo de hidrogénio intermolecular; em 1657 cm™ o pico
caracteristico da deformacdo axial da carbonila (C=0) do aldeido conjugado com o anel
benzénico; e, em 1269 cm™ e 1034 cm™ os picos relacionados a deformacéo axial assimétrica
e simétrica de C-O-C, respectivamente. Estes resultados obtidos corroboram com aqueles
evidenciados em outros trabalhos (WANG et al., 2011; KAYACI e UYAR, 2011).

O poliéster PLA (figura 10 — Nano PLA) apresentou bandas caracteristicas em 3452
cm referente & deformacdo axial da hidroxila do &cido carboxilico em ligago de hidrogénio
intermolecular e em 1770 cm™ referente a deformacéo axial da carboxila (COOR) do éster
elou do &cido carboxilico. Outros dois picos observados em 1183 cm™ e em 1092
correspondem a deformacdo axial assimetrica e simétrica da ligagdo C-O-C, respectivamente.

A mistura fisica de PLA e vanilina (figura 10 — PLA-Vanilina) exibiu um pico em
3025 cm™ que corresponde a deformacéo axial do OH referente tanto ao grupo fendlico da
vanilina, quanto ao acido carboxilico do PLA. Outro pico pode ser visualizado em 1764 cm™ e
esta relacionado a deformagéo axial da carboxila do PLA. Em 1674 cm™ a presenca do pico
corresponde a deformacao axial da ligacdo C=0O do aldeido conjugado com o anel benzénico
da vanilina e em 1282 cm™ refere-se a deformacéo axial assimétrica da ligacido C-O-C da
vanilina. O pico em 1147 cm™ corresponde a deformacdo axial simétrica/assimétrica da
ligacdo C-O-C referente ao PLA.

Avaliando o espectro de infravermelho das nanoparticulas de PLA desenvolvidas
contendo vanilina (figura 10 — Nano PLA-Vanilina), pode-se inferir que devido a baixa
quantidade de vanilina em relacdo ao PLA é possivel observar uma maior transmitancia dos
picos referentes aos grupamentos do PLA e por isso 0s picos de absor¢do da vanilina ndo
ficaram evidentes.

De uma maneira geral, a analise espectral de infravermelho das amostras permitiu
verificar que os picos referentes aos grupos funcionais especificos de cada componente da
formulacdo mantiveram-se inalterados, demonstrando que ndo ocorreram interac6es

moleculares durante o processo de obtencdo das nanoparticulas.
5.3.5 Difracéo de raio-X

A analise de difracdo de raio-X permite diferenciar compostos sélidos cristalinos de

compostos sélidos amorfos e sua aplicacdo na caracterizacdo de nanoparticulas é de grande
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importancia, uma vez que solidos amorfos requerem menor energia no processo de dissolucéo
e portanto, sdo mais sollveis que os cristalinos (RIEKES et al., 2011).

Os materiais cristalinos possuem um arranjo ordenado de 4tomos e moléculas e nos
difratogramas sdo reconhecidos por apresentarem picos estreitos e bem definidos. Ja no estado
amorfo, as moléculas e 4&tomos estdo dispostas aleatoriamente e os picos observados sdo
alargados (ESSA, RABANEL e HILDGEN, 2010; DHIRENDRA et al., 2009).

Os resultados da anéalise de difracdo de raio-X obtidos para a vanilina, nanoparticulas
de PLA vazias e nanoparticulas de PLA contendo a vanilina estdo apresentados na figura 11.

Figura 11 - Difratogramas de raio-X da vanilina, nanoparticulas vazias de PLA (Nano PLA) e
nanoparticulas de PLA contendo vanilina (Nano PLA-Vanilina).
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O difratograma correspondente a analise da vanilina pura revela a estrutura cristalina
de sua forma solida, podendo se observar um pico caracteristico estreito e de grande
intensidade em aproximadamente 13°.

Diferentemente, os difratogramas tanto das nanoparticulas de PLA vazias quanto das
nanoparticulas de PLA contendo a vanilina apresentam picos largos e pouco intensos entre 10
e40°o,

O resultado obtido para as nanoparticulas desenvolvidas contendo a vanilina
encapsulada demonstra que ocorreu a amorfizacdo da vanilina, caracteristica desejavel que
contribui para melhorar sua taxa de dissolu¢cdo e que corrobora com outros estudos que
demonstram o carater amorfo dos sistemas nanoestruturados (JEON et al., 2000; JAIN et al.,
2011; KURTI et al., 2011).

536 DSCeTG

A calorimetria exploratoria diferencial € um método de caracterizacdo complementar a
difracdo de raio-X que pode ser utilizado para determinar caracteristicas de cristalinidade
dentro de nanoparticulas através da analise das temperaturas de fusdo e transicao vitrea dos
constituintes e suas entalpias associadas (GUPTA e KOMPELLA, 2006).

Os perfis termoanaliticos da vanilina pura, das nanoparticulas de PLA vazias e das

nanoparticulas de PLA contendo vanilina estdo apresentados na figura 12.
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Figura 12 - Curva de DSC (fluxo de calor x temperatura) e DTG (massa X temperatura): a)

vanilina pura; b) nanoparticulas de PLA vazias e ¢) nanoparticulas de PLA contendo vanilina.
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A curva de DSC da vanilina pura (figura 12-a) exibiu um pico endotérmico acentuado
em 81,64 °C (AH = 167,9 J/g) que caracteriza o ponto de fusdo da sua molécula, que varia de
80 a 82 °C (SINHA, SHARMA e SHARMA, 2008). Resultados semelhantes a esse foram
obtidos por Kayaci e Uyar (2012), Karathanos et al. (2007) e Kayaci e Uyar (2011) que
relataram pico de fusdo da vanilina em 82, 84 e 77 °C, respectivamente. O outro pico
endotérmico presente em 206,51 °C (AH = 329,0 J/g) refere-se ao processo de decomposicao
da vanilina que é acompanhado pela perda de massa observada (99,3%).

As nanoparticulas de PLA vazias (figura 12-b) exibiram um pico endotérmico em
171,70 °C (AH = 44,47 J/g) caracteristico do ponto de fusdo do polimero que é de 175 °C
(KULKARNI et al., 1971). Outro pico endotérmico em 362 °C (AH = 527,6 J/g) pode ser
visualizado e caracterizado como referente a decomposicao do polimero, ja que a curvada TG
demonstra uma perda de massa de 92,6% aproximadamente, nesta mesma temperatura.

Na analise da curva de DSC das nanoparticulas de PLA contendo vanilina nao foi
evidenciado o pico endotérmico do ponto de fusdo da vanilina, indicando que o processo de
nanoencapsulacdo tornou amorfa a vanilina dispersa na matriz polimérica, corroborando com
os resultados do ensaio de difracdo de raio-X, que também demonstraram esta caracteristica

estrutural.
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5.3.7 Microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo

A técnica de micrografia € uma importante ferramenta para a analise morfologica das
nanoparticulas e para a confirmacdo do tamanho nanométrico das mesmas.

Através das imagens obtidas pela técnica de MEV-FEG, observou-se a formagdo de
estruturas esféricas que se apresentaram de forma isolada (figura 13b) ou formando
aglomerados de nanoparticulas (figura 13a), que comprovam a formacdo de nanoesferas
através do método de preparo utilizado. Na figura 13b é possivel verificar que existe
homogeneidade no diametro médio das particulas presentes na micrografia, as quais
apresentaram tamanhos que variaram de 221 a 282 nm, valor que se aproxima e comprova a
média do didmetro das nanoparticulas obtido na analise por espectroscopia de correlacdo de
fotons que foi de 239,78 nm.

Figura 13 - Micrografias das nanoparticulas de PLA contendo vanilina obtidas através de
MEV-FEG: a) aumento de 14,6k x; b) aumento de 27,1k x.
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5.3.8 Liberagéo in vitro

O perfil de liberagdo da vanilina a partir das nanoparticulas de PLA foi avaliado e,

como previsto para as nanoparticulas poliméricas, uma liberagdo sustentada foi observada.
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Para garantir o processo difusivo ao longo do estudo de liberacdo e evitar o acimulo
de farmaco no meio de dissolucdo, as condicGes sink (em meio de dissolu¢cdo com
concentracdo do farmaco até 10% da concentracdo de saturagdo) foram mantidas durante todo
0 experimento (MARCOLONGO, 2003), sendo que de acordo com o estudo de solubilidade
previamente realizado, a solubilidade média determinada da vanilina em tamp&o fosfato 10
mM, pH 7,4 contendo PVA 1% (p/v) foi de 9,25 £ 0,12 mg/mL (n=3) e a quantidade méxima
esperada para a dissolugdo de acordo com a massa de vanilina utilizada é de 0,2 mg/mL (1 mg
de vanilina em 5 mL do meio de dissolucdo), bem abaixo dos 10% da solubilidade da
vanilina.

De acordo com a figura 14, observa-se que a liberacdo da vanilina a partir das
nanoesferas apresentou um perfil bifasico, onde é possivel verificar uma liberacdo inicial
rapida, seguida de uma fase de liberacdo extremamente lenta, sendo que em 6 horas
aproximadamente 15% da vanilina ja havia sido liberada e ao final das 120 horas pouco mais
de 20%, sendo a quantidade de vanilina liberada extremamente pequena a partir das 24h. Esta
alta quantidade inicial de farmaco liberado é conhecida como efeito “burst” e se deve,
provavelmente, a rapida dissolu¢do de moléculas de vanilina que encontram-se adsorvidas na
superficie das nanoesferas e estdo mais prontamente disponiveis para serem liberadas a partir
da matriz polimérica (CRUZ et al., 2006).

Figura 14 - Perfil de liberacdo da vanilina a partir das nanoparticulas de PLA em tampé&o
fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4 contendo PVA 1% (p/v) a 37°C.
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Os resultados obtidos da liberacdo in vitro das nanoparticulas de PLA contendo
vanilina foram analisados atraves de diferentes equagdes matematicas para descrever o perfil
cinético e o modelo de liberacdo do farmaco a partir das nanoesferas. Os modelos cinéticos
utilizados para a andlise foram: Higuchi, ordem zero, primeira ordem (monoexponencial) e
segunda ordem (biexponencial).

Considerando os melhores resultados do critério de selecdo de modelo (MSC) e
principalmente do modelo que apresentou 0 melhor coeficiente de correlagdo (R) comparado
aos demais, verificou-se que o modelo de segunda ordem corresponde ao que melhor explica
a cinética de liberacdo das nanoparticulas de vanilina (Tabela 8). Desta forma, é possivel
estabelecer que o comportamento de liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas foi
orientado por duas constantes de liberagdo, o e B. A constante o, cujo valor obtido foi de
1,43.10™ h?, indica a velocidade de dissolucdo da vanilina na etapa rapida da liberacdo
enquanto que a constante 3 corresponde a velocidade de dissolugdo da etapa lenta e portanto
o valor obtido foi de 0,19646 h™ (ANTONOW, 2012).

Uma porcentagem inicial alta de farmaco liberado é importante para atingir
rapidamente uma concentracdo plasmatica adequada ao inicio do efeito terapéutico, assim
como uma fase de liberacdo lenta posterior é Gtil na manutencdo de uma concentragéo efetiva
do farmaco por mais tempo no sangue, sendo assim, 0 modelo de segunda ordem da liberacéo
se torna vantajoso para o0s sistemas nanoestruturados (PENG et al., 2010).

Apesar da porcentagem de farmaco liberado ao longo de todo o periodo de
experimento ter sido baixa, esta analise serviu para predizer o comportamento do perfil de
liberacdo da vanilina atraves das nanoesferas no organismo e demonstrar que o sistema
nanoestruturado desenvolvido é efetivo em promover uma liberacdo lenta e gradual do

farmaco no meio de dissolugéo.

Tabela 8 - Andlise cinética da liberacdo de vanilina a partir de nanoparticulas de PLA em
tampao fosfato de sodio (10 mM, pH 7,4) contendo PVA 1%.

R MSC k (h™
Ordem zero 0,74006 -3,07972 0,23879
Primeira ordem 0,75519 -3,02693 0,00284
0=1,43.10"%/
Segunda ordem 0,98585 2,77232
B=0,19646
Higuchi 0,74006 -3,07972 0,14484

R = coeficiente de correlagdo, MSC= critério de sele¢do do modelo k= constante de liberagao.
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O modelo de Korsmeyer-Peppas foi também aplicado, permitindo a obten¢do de um
valor de n igual a 0,09235 que proporcionou informacbes a respeito do mecanismo de
liberacdo do farmaco a partir das nanoesferas, uma vez que se n < 0,43 significa que a
liberacdo ocorre por um processo de difusdo do farmaco através da parede polimérica, n =
0,85 indica um processo de erosdo da matriz polimérica e se 0,43 < n < 0,85 significa que ha
uma combinacdo dos processos de erosdo e difuséo (SIEPMANN e PEPPAS, 2001). Sendo
assim, é possivel afirmar que o mecanismo que ditou a liberagdo da vanilina foi a sua difusdo

através da matriz polimérica das nanoparticulas, durante o periodo avaliado.

54 Estudo de estabilidade

A estabilidade de nanoparticulas ¢ avaliada em termos da estabilidade quimica, que
leva em consideracdo a degradacdo quimica que os componentes da formulacdo podem sofrer
com o passar do tempo ou sob diferentes condigdes de temperatura, e em termos da
estabilidade fisica, ou seja, da capacidade de manutencdo dos parametros fisicos das
nanoparticulas de acordo com o tempo de armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Neste caso, avaliamos a estabilidade fisica das nanoparticulas de vanilina
desenvolvidas por meio da analise do diametro, indice de polidisperséo, potencial zeta e teor
de vanilina nas nanoparticulas em funcdo do tempo, sob duas diferentes condi¢bes de
armazenamento: a temperatura ambiente e a -20°C.

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 15.
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Figura 15 - Estabilidade das nanoparticulas de PLA contendo vanilina em fungdo do tempo

quanto ao: a) diametro médio; b) indice de polidispersao e c) potencial zeta.
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De acordo com os resultados obtidos é possivel observar que as formulagdes nédo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao diametro médio e o indice de polidisperséao
com o passar dos 3 meses.

Os valores de diametro médio das nanoparticulas armazenadas a temperatura ambiente
variaram de 232,3 nm para 226,3 nm ap0s 0s 3 meses. Para as nanoparticulas armazenadas a -
20 °C a variacdo foi de 237,9 nm para 228,6 nm apds 0s 3 meses.

O valor do indice de polidispersdo para as nanoparticulas armazenadas a temperatura
ambiente apos 0s 3 meses foi 0 mesmo do inicio do experimento, 0,074 e a variacdo do indice
de polidispersdo para as nanoparticulas armazenadas a -20 °C foi de 0,085 para 0,077 apds os
3 meses.

Ja em relacdo ao potencial zeta, as nanoparticulas armazenadas a -20 °C apresentaram
diferenca significativa no valor medido apds 30 e 60 dias em relacéo ao valor obtida no tempo
0, os quais foram -26,6 mV, -28 mV e -23,6 mV, respectivamente. Nota-se que houve um

pequeno aumento em modulo no valor do potencial zeta apds 30 e 60 dias, mas que este valor
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apés 90 dias voltou a diminuir, sendo de -23,8 mV e ndo demonstrou mais diferenca
estatistica em relacéo ao tempo 0.

Quanto a analise do teor (tabela 9) as amostras ndo demonstraram reducdo
significativa ap0s os trés meses de armazenamento em nenhuma das condi¢des de temperatura

de armazenamento utilizadas.

Tabela 9 - Teor de vanilina contida nas nanoparticulas de PLA ap06s trés meses de

armazenamento (n=3).

Condigdo de armazenamento Teor (%) * desvio padrédo
Temperatura ambiente 98,5+0,55
-20°C 98,6 £ 0,17

Macroscopicamente nenhuma das amostras sofreu alteraces de coloragéo, aspecto ou
odor. Isto € o ideal ja que se sabe que particulas nanométricas ndo possuem tendéncia a
separacdo de fases até alguns meses ap0s a preparacdo, pois seu processo de sedimentacdo é
lento e minimizado pelo movimento Browniano das particulas (MAGENHEIM e BENITA,
1991).

De maneira geral, pode-se dizer que as nanoparticulas de PLA contendo vanilina
dispersas em sacarose 5% (p/v) mantem a estabilidade fisica quanto ao diametro médio,
indice de polidispersdo, potencial zeta e teor apds 3 meses da preparacdo tanto se

armazenadas a temperatura ambiente quanto se armazenadas a -20°C.

55 Atividade antioxidante in vitro

O método do ABTS para a verificacdo da atividade antioxidante in vitro permite a
monitoracdo da reducdo do agente oxidante através da mudanca de coloracdo e esta baseado
em uma reacdo de transferéncia de elétrons que ocorre pela habilidade dos antioxidantes em
capturarem o cation ABTS®". A captura é acompanhada também pelo decréscimo da
absorbancia (SUCUPIRA et al., 2012).

Este método foi escolhido pela excelente estabilidade que apresenta, além da
reprodutibilidade dos resultados, rapidez, praticidade e boa solubilidade, permitindo analises
de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos (KUSKOSKI et al., 2005; APAK et al., 2007).

Para um farmaco ser considerado antioxidante ele deve ser capaz de, em baixas

concentragdes, retardar ou prevenir a oxidagéo do substrato. Para isso, deve apresentar como
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caracteristica em sua molécula a presenca de substituintes doadores de elétrons ou de
hidrogénio (HALLIWEL et al., 1995). Farmacos que demonstram capacidade antioxidante in
vitro podem vir a serem fundamentais no combate do excesso de radicais livres gerados como
resultado de processos metabdlicos que ocorrem a nivel celular em nosso organismo. O
estresse oxidativo ocorre como consequéncia deste excesso de radicais livres e é definido
como um processo fisiopatologico que causa danos no DNA, podendo levar ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, diabetes, doencas neurodegenerativas e até
mesmo cancer (APAK et al., 2007; KHALIL et al., 2012).

As nanoparticulas de PLA vazias ndo demonstraram capacidade antioxidante em
nenhuma das concentragdes testadas. Os resultados obtidos com as nanoparticulas de PLA
contendo vanilina demonstraram um perfil de inibicdo tempo-dependente e concentragéo-
dependente como pode ser observado na tabela 10 (dados analisados com teste ANOVA

seguido de pos-teste de Tukey, com a de 0,05).

Tabela 10 - Porcentagem de inibigdo do radical ABTS™ obtida pelas diferentes concentragdes

do farmaco livre e das nanoparticulas de PLA contendo vanilina, em 0, 24, 48, 72 e 96 horas.

o Nanoparticulas de PLA
B Vanilina livre -
Concentracao (pug/mL) o ) . contendo vanilina
Média (+ desvio padrao) o ] B
Média (+ desvio padrao)
0 hora
1,95 33,03 % (£ 0,73) ® 7,22 % (+ 4,78)°
3,91 58,35 % (* 5,61)° 13,23 % (£ 0,74)°
7,81 82,64 % (£ 0,73)° 18,58 % (+ 0,40)°
15,625 98,65 % (* 0,46)° 29,42 % (+ 2,41)°
31,25 100 % (% 0,33)° 44,56 % (+ 0,40)°
24 horas
1,95 25,56 % (+ 0,93)° 4,58 % (+ 0,28)°
3,91 47,51 % (+ 0,63)° 9,96 % (+ 0,88) "
7,81 78,29 % (+ 1,86)° 19,36 % (+ 0,56)°
15,625 94,17 % (% 0,63)° 33,49 % (+ 2,32)°
31,25 99,03 % (+ 0,12) ® 49,98 % (+ 4,91) °

48 horas
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1,95 38,48 % (+ 0,88) 7,83 % (+4,87)°
3,91 60,27 % (+ 3,66)° 16,32 % (* 3,69)°
7,81 89,94 % (+ 0,56) * 28,23 % (+ 1,21)°
15,625 98,01 % (+ 1,08)° 44,04 % (+ 3,69) "
31,25 99,40 % (+ 0,16) ® 70,14 % (£ 3,17)°
72 horas
1,95 39,33 % (+ 1,03)° 14,84 % (+ 2,63)°
3,91 64,56 % (+ 0,49) 20,01 % (+ 1,23)°
7,81 90,20 % (+ 0,87)° 38,00 % (+ 3,73)°
15,625 98,67 % (+ 0,44)° 56,87 % (+ 6,04)°
31,25 99,95 % (+ 0,08) ® 78,48 % (+ 6,27)°
96 horas
1,95 27,81 % (+ 3,66)° 11,84 % (+ 2,89)°
3,91 58,33 % (+ 6,99) 12,895 % (* 1,99)"
7,81 92,763 % (+ 0,80)° 31,97 % (+ 9,36)°
15,625 98,46 % (+ 0,27)° 68,33 % (+ 1,21)"
31,25 99,25 % (+ 0,33)? 92,02 % (% 2,50)"

% médias de triplicada + desvio padréo analisadas por linha, onde letras iguais significam igualdade estatistica e

letras diferentes significam desigualdade estatisticas (ANOVA com pos teste Tukey e a 0,05).

Diferentemente, a vanilina livre possui um perfil de inibicdo somente concentracéao-
dependente. Esta diferenca caracteristica estd associada ao perfil de liberacdo mais lento da
vanilina através das nanoparticulas em comparacdo com a vanilina livre que ja se encontra
totalmente disponivel no meio reacional desde as primeiras horas.

Apo6s 96 horas de experimento, apesar da analise ainda revelar a existéncia de
diferenca estatistica, observa-se que na maior concentracdo (31,25 pg/mL) as nanoparticulas
de PLA contendo vanilina apresentaram porcentagem de inibicdo acima de 90%, proxima a da
vanilina livre que foi de 99,25%.

Estes resultados podem ser correlacionados com o perfil de liberagcdo in vitro obtido
para as nanoparticulas, uma vez que como ocorre uma liberacédo lenta e gradual do farmaco, o
potencial antioxidante da vanilina encapsulada nas nanoparticulas so se iguala ao do farmaco
livre a medida com que o farmaco é liberado, ou seja, com o passar do tempo.

Outra caracteristica que pode ser notada analisando-se a tabela 10 é que as duas

maiores concentragdes de vanilina livre (31,25 e 15,625 pg/mL), em qualquer um dos tempos,



60

apresentam valores de porcentagem de inibicdo bem préximos, indicando que, em
determinada concentragdo, o potencial antioxidante ja atinge um limiar maximo. O mesmo
ndo é observado ao analisar as nanoparticulas de PLA contendo vanilina, ja que um perfil
concentracdo-dependente pode ser notado em todas as concentracOes utilizadas. Devido a
IS0, nota-se de acordo com os valores de concentragdo de 1Cso obtidos (tabela 11) que em
todos os tempos de andlise a vanilina livre apresenta valores inferiores de I1Cso em relacéo a

aqueles obtidos para as nanoparticulas de vanilina.

Tabela 11 - IC50 da vanilina livre e da vanilina encapsulada nas nanoparticulas de PLA
demonstrado sobre a captura do radical ABTS™ em tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4, A
= 734nm.

IC 50 (Mg/mL) (média + desvio padrao)
Tempo
o Nanoparticulas de PLA contendo
(horas) Vanilina livre .
vanilina
0 3,182 +0,378° 34,569 + 1,000
24 4,925 +0,135° 29,765 + 2,827 °
48 2,781 £ 0,296° 20,169 + 0,191 °
72 2,803 £ 0,097° 16,124 + 1,708 °
96 3,647 £0,419° 14,390 + 0,697 °

%" médias de triplicada + desvio padr&o analisadas por linha, onde letras iguais significam igualdade estatistica e

letras diferentes significam desigualdade estatisticas (ANOVA com pos teste Tukey e a 0,05).

A vanilina livre praticamente ndo apresentou diferenca no valor de 1Cso com o passar
do tempo. Ja os valores de I1Cso obtidos para as nanoparticulas de PLA contendo vanilina
apresentaram uma diminuicao ao longo do tempo (p < 0,05).

Sendo assim, os resultados demonstram a potencialidade da atividade antioxidante da
vanilina e sua manutencdo quando encapsulada nas nanoparticulas de PLA obtidas pelo
método de emulsificacdo evaporacdo do solvente, o que pode vir a ser ainda melhor de acordo
com seu comportamento in vivo a partir do sistema de liberacdo utilizado, o qual
provavelmente acarretara melhora das caracteristicas biofarmacéuticas e farmacocinéticas
permitindo serem atingidos melhores resultados no tratamento de doengas onde o estresse

oxidativo esta envolvido no surgimento e desenvolvimento dos processos patolégicos.
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6 CONCLUSOES

Um método por CLAE simples, répido e confidvel foi desenvolvido e validado para a
quantificacdo de vanilina em nanoparticulas de acordo com 0s requisitos preconizados para 0s
parametros de linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de deteccédo e
quantificacdo. O método apresentou alta sensibilidade e mostrou-se adequado para a
quantificacdo da vanilina.

As nanoparticulas de PLA contendo vanilina foram eficientemente produzidas pelo
método de emulsificacdo evaporacdo do solvente. A caracterizagdo fisico-quimica
demonstrou que o método utilizado foi capaz de encapsular satisfatéria quantidade do
farmaco nas nanoparticulas desenvolvidas e que as mesmas apresentaram tamanho reduzido,
na escala de nandmetros, forma esférica, com baixo indice de polidispersdo e
consequentemente alta homogeneidade, arranjo estrutural amorfo, assim como um potencial
zeta negativo e distante da neutralidade e um perfil de liberagéo in vitro prolongado.

No estudo da estabilidade fisica, as nanoparticulas desenvolvidas se mantiveram
estaveis quanto ao didmetro médio, indice de polidispersdo, potencial zeta e teor do farmaco
durante o periodo de armazenamento de 3 meses.

Quando avaliadas quanto a capacidade sequestrante do radical ABTS, as
nanoparticulas demonstraram um perfil de inibicdo tempo e concentracdo-dependente.

Sendo assim, o conjunto de resultados demonstra que o sistema nanoestruturado
produzido com PLA para a veiculacdo da vanilina possui adequadas caracteristicas fisico-
quimicas e € capaz de aumentar a atividade antioxidante in vitro com o decorrer da liberacao

do farmaco.
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