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RESUMO

Escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-ona, ESC) e a cumarina (cromen-
2-ona, CM) sdo comumente encontradas em diversas plantas medicinais, porém
sua utilizagdo in vivo € dificultada por apresentarem baixa solubilidade aquosa.
Assim, objetivou-se o desenvolvimento de um drug delivery system (DDS)
dessas cumarinas e o carreador Zeolitic Imidazolate Framework-8 (ZIF-8).
Inicialmente, foi realizada uma revisdo sistematica da literatura sobre as
atividades farmacoldgicas da ESC. Ja o desenvolvimento do sistema ESC:ZIF-8
se deu por um método in situ e tanto a ESC, ZIF-8 e sistema foram
caracterizados por difracdo de raios-X (DRX), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), ressonancia magnética nuclear (RMN), termogravimetria (TG),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e espectroscopia de absor¢cdo na
regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). A quantificacéo de
ESC em solucdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a arranjo de diodo (CLAE-DAD) e o perfil de liberacdo da ESC e
ESC.:ZIF-8 foi avaliado em condi¢des non-sink nos pHs 4,5 e 6,5. Como base no
desenvolvimento do CM:ZIF-8, a CM foi caracterizada pelas técnicas DRX, MEV,
TG, DSC, FTIR, quantificada em solucéo por CLAE-DAD e perfil de liberacdo em
condicbes non-sink nos pHs 2,0, 4,5 e 6,86. ESC, ESC:ZIF-8 e CM foram
avaliadas quanto a atividade expectorante e o efeito antitussigeno, avaliado
apenas para CM. Os dados demonstraram que o sistema ESC:ZIF-8 foi obtido
com uma eficiéncia de encapsulacao de 22,5% confirmada a partir das técnicas
analiticas utilizadas. ESC apresentou ainda atividade expectorante nas doses 30
e 100 mg/kg. CM foi caracterizada com sucesso e observou-se ainda seu efeito
antitussigeno na dose de 100 mg/kg. O desenvolvimento do sistema CM:ZIF-8
necessita de otimizagédo visto que, 0s sistemas desenvolvidos apresentaram
baixos valores de eficiéncia de encapsulagdo ou ndo obtiveram taxas de

liberacdo adequadas.

Palavras-chave: Sistema de liberagdo prolongada, cumarinas, escopoletina,
MOF.



ABSTRACT

Scopoletin (7-hydroxy-6-metoxychromen-2-one, SC) and coumarin (chromen-2-
one, CM) are commonly found in several medicinal plants, however, its use in
vivo has been a problem due to its low aqueous solubility. Thus, the aim of this
work was the development of drug delivery system (DDS) of these coumarins
and the Zeolitic Imidazolate Framework-8 (ZIF-8) carrier. Initially, a systematic
review of the literature on the pharmacological activities of SC was done. The
development of the system SC:ZIF-8 was also done by an in situ method and
both SC, ZIF-8 and the system were characterized by X-ray diffraction (XRD),
scanning electron microscopy (SEM), nuclear magnetic resonance (NMR),
thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC) and absorption
spectroscopy in the Fourier transform infrared region (FTIR). The quantification
of SC in the solution was performed by high-performance liquid chromatography
with diode-array detection (HPLC-DAD) and the release profile of SC and SC:ZIF-
8 was evaluated under non-sink conditions at pHs 4.5 and 6.5. As a basis for the
development of CM:ZIF-8, CM was characterized by XRD, SEM, TG, DSC, FTIR
techniques, quantified in solution by HPLC-DAD and release profile under non-
sink conditions at pHs 2.0, 4.5 and 6.86. SC, SC:ZIF-8 and CM were evaluated
for expectorant activity and the antitussive effect, evaluated only for CM. The data
showed that SC:ZIF-8 system was obtained with an encapsulation efficiency of
22.5% confirmed from the analytical techniques used. SC also showed
expectorant activity at 30 and 100 mg/kg doses. CM was successfully
characterized, and its antitussive effect was also observed at the dose of 100
mg/kg. The development of the CM:ZIF-8 system requires optimization since the
developed systems had low encapsulation efficiency values or did not obtain

adequate release rates.

Keywords: Delayed-action Preparations, coumarins, scopoletin, coumarin,

Metal-organic frameworks.
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1 INTRODUCAO

As cumarinas sdo metabdlitos secundarios amplamente encontrados em
diferentes espécies vegetais e sdo usadas principalmente devido ao seu efeito
anticoagulante na terapia antitrombética para doencas cardiovasculares (LI;
YAO; LI, 2017). Estudos demonstram que as cumarinas apresentam atividades:
antiviral, antibacteriana, anti-inflamatoria, antioxidante (BISSONNETTE et al.,
2009); antitumoral e hipouricémica (CAl et al., 2013).

Um dos exemplos de compostos cumarinicos é a escopoletina (7-hidroxi-
6- metoxi-2H-cromen-2-ona, ESC), uma cumarina fendlica que pode ser isolada
de muitas espécies de plantas (KAl et al., 2008). Diferentes estudos demonstram
suas atividades farmacolégicas tais como, antitumoral, anti-hipertensiva e anti-
hiperglicémica (CHANG et al., 2015), anti-inflamatério (DING et al., 2008), anti-
depressivo (CAPRA et al., 2010), antioxidante (PANDA; KAR, 2006), inibidora de
acetilcolinesterase (HORNICK et al., 2011), inibidora de aldose redutase (LEE et
al., 2010) e inibidora da gama-aminotransferase (MISHRA et al., 2010).

Outro exemplo de composto cumarinico € a cumarina (cromen-2-ona,
CM), um constituinte quimico fendlico natural, presente em diferentes plantas
medicinais (RODRIGUES, et al., 2008). Esse composto apresenta diferentes
atividades farmacolégicas descritas na literatura tais como, atividade
quimiopreventiva (BASKARAN et al., 2012), atividade anti-inflamatéria (PASQUA
et al., 2019), atividade antifingica (XU et al.,, 2019) e broncodilatadora
(BERTOLDI et al., 2016).

Além das propriedades biolégicas e farmacoldgicas, outro ponto
importante para candidata a molécula no desenvolvimento de um sistema sdo
as carateristicas fisico-quimicas. No caso dessas cumarinas a solubilidade em
agua é considerada baixa. Essa baixa solubilidade em agua pode ser confirmada
pelo log de P, escopoletina (1,3) e cumarina (1,4) (MOLINSPIRATION, 2017).

Diferentes tipos de tecnologias tém sido utilizados no desenvolvimento de
um Drug Delivery System (DDS) e tem como principal objetivo, a melhora da
liberacdo e absor¢do de compostos de baixa solubilidade (GARCIA-ARIETA,

2014). Tem-se como exemplo de novas tecnologias as: pré-drogas, lipossomas,
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biopolimeros, nanoparticulas, ciclodextrinas e as Redes Metalorganicas ou
Redes de Coordenacdo Organometalicas, do inglés Metal Organic Frameworks
(MOFs) (FURUKAWA et al., 2013). As MOFs possuem as mais variadas
funcionalidades em diversas areas, tais como adsorcdo de substancias,
membranas de troca de substancias (CACHO-BAILO et al., 2014), catalise (YU
et al., 2015), separacdo e armazenamento de gases e vapores (HARA et al.,
2014) e na formula;ao de um DDS (SUN et al., 2013).

Dentre as MOFs utilizadas na formacdo de um DDS, tem-se a subclasse
Zeolitic Imidazolate Frameworks (ZIFs) e com destaque para o subtipo ZIF-8,
utilizado como excipiente neste trabalho. A ZIF-8 tem uma estrutura estavel
devido as pontes realizadas entre o 2-metilimidazol (2-MIm) e o zinco tetraédrico
(KIDA et al., 2013; ZHUANG et al., 2014). As ZIFs destacam-se pelas suas
caracteristicas de microporosidade, elevada area superficial, estabilidade
cinética e alta estabilidade térmica (FANG et al., 2015).

Considerando-se os efeitos farmacologicos dessas cumarinas assim
como, a baixa solubilidade destas em meio aquoso e o papel da ZIF-8 como um
importante carreador no desenvolvimento de um sistema, esta pesquisa propde
o desenvolvimento de um Drug Delivery Systems, por incorporacdo dessas

cumarinas a rede reticular da ZIF-8.



21

REFERENCIAS

BASKARAN, N. et al. Chemopreventive potential of coumarin in 7, 12-
dimethylbenz[a]anthracene induced hamster buccal pouch carcinogenesis.
Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 13, n. 10, p. 5273-5279,
2012.

BERTOLDI, F.C. et al. Validagdo de um método analitico rapido por CLAE-UV
para determinacédo de cumarina em guaco (Mikania glomerata Sprengel)
confirmado com espectrometria de massas. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 18, n. 11, p.316-325, 2016.

BISSONNETTE, E.Y et al. Coumarinic derivatives show anti-inflammatory
effects on alveolar macrophages, but their anti-elastase activity is essential to
reduce lung inflammation in vivo. International Immunopharmacology, v. 9, p.
49-54, 2009.

CAl, X et al. Synthesis and biological evaluation of scopoletin derivatives.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 21, p. 84-92, 2013.

CACHO-BAILO, F. et al. ZIF-8 continuous membrane on porous polysulfone for
hydrogen separation. Journal of Membrane Science, v. 464, p. 119-126,
2014.

CAPRA, J.C. et al. Antidepressant-like effect of scopoletin, a coumarin isolated
from Polygala sabulosa (Polygalaceae) in mice: evidence for the involvement of
monoaminergic systems. European Journal Pharmacology, v. 643, p. 232-
238, 2010.

CHANG, W. et al. Scopoletin protects against methylglyoxal-induced
hyperglycemia and insulin resistance mediated by suppression of advanced
glycation endproducts (AGESs) generation and anti-glycation. Molecules: A
Journal of Synthetic Chemistry and Natural Product Chemistry, v. 20, n. 2,
p. 2786-2801, 2015.

DING, Z. et al. Anti-inflammatory effects of scopoletin and underlying
mechanisms. Pharmaceutical Biology., v. 46, p. 854-860, 2008.

FANG, M. et al. ZIF-8/PDMS mixed matrix membranes for propane/nitrogen
mixture separation: Experimental result and permeation model validation.
Journal of Membrane Science, v. 474, p. 103-113, 2015.

FURUKAWA, H. et al. The Chemistry and Applications of Metal-Organic
Frameworks. Science, v. 341, p. 1- 14. 2013.

GARCIA-ARIETA, A. Interactions between active pharmaceutical ingredients
and excipients affecting bioavailability: Impact on bioequivalence. European
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 65, p. 89-97, 2014.



22

HARA, N. et al. Diffusive separation of propylene/propane with ZIF-8
membranes. Journal of Membrane Science, v. 450, p. 215-223, 2014.

HORNICK, A. et al. The coumarin scopoletin potentiates acetylcholine release
from synaptosomes, amplifies hippocampal long-term potentiation and
ameliorates anticholinergic-and age-impaired memory. Neuroscience, v. 197,
p. 280-292, 2011.

KA, K. et al. Scopoletin is biosynthesized via ortho-hydroxylation of feruloyl
CoA by a 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase in Arabidopsis thaliana. The
Plant Journal, v.55, p. 989-999, 2008.

KIDA, K. et al. Formation of high crystalline ZIF-8 in an aqueous solution.
Crystal engineering communications, v. 15, n. 9, p. 1794- 1801, 2013.

LEE, J., et al. Scopoletin from the flower buds of Magnolia fargesii inhibits
protein glycation, aldose reductase, and cataractogenesis ex vivo. Archives
Pharmacology Research., v. 33, p. 1317-1323, 2010.

LI, H.; YAO, Y.; LI, L. Coumarins as potential antidiabetic agentes. Journal of
Pharmacy and Pharmacology, v. 69, pp. 1253 -1264, 2017.

MOLINSPIRATION, Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score.
Disponivel em: http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties. Acessado em:
18 de marco de 2017.

MISHRA, N. et al. Anticonvulsant activity of Benkara malabarica (Linn.) root
extract: in vitro and in vivo investigation. Journal of Ethnopharmacolology., v.
128, p. 533-536, 2010.

PANDA, S., KAR, A. Evaluation of the antithyroid, antioxidative and anti-
hyperglycemic activity of scopoletin from Aegle marmelos leaves in hyperthy-
roid rats. Phytotherapy Research., v.20, 1103-1105, 2006.

PASQUA, C. S. P. DELLA et al. Pharmacological study of anti-inflammatory
activity of aqueous extracts of Mikania glomerata (Spreng.) and Mikania
laevigata (Sch. Bip. ex Baker). Journal of Ethnopharmacology, v. 231, p. 50—
56, 2019.

RODRIGUES, R. F et al. Coumarin solubility and extraction from emburana
(Torresea cearensis) seeds with supercritical carbon dioxide. Journal of
Supercritical Fluids, v. 43, n. 3, p. 375-382, 2008.

SUN, C-Y. et al. Metal-organic frameworks as potential drug delivery systems.
Expert Opinion Drug Delivery.v.10, n. 1, p. 89-101, 2013.



23

YU, B. et al. Self-template synthesis of core-shell ZnO@ZIF-8 nanospheres and
the photocatalysis under UV irradiation. Materials Letters, v. 156, p. 50-53,
2015.

ZHUANG, J. et al. Optimized metal-organic-framework nanospheres for drug
delivery: Evaluation of small-molecule encapsulation. ACS Nano, v. 8, n. 3, p.
2812-2819, 2014.

XU, K. et al. Activity of coumarin against Candida albicans biofilms. Journal de
Mycologie Medicale, v. 29, n. 1, p. 28-34, 2019.



24

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Escopoletina

2.1.1 Caracteristicas gerais

A escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-ona, CioHsO4, ESC,
Figura 1) € uma cumarina fendlica derivada da via dos fenilpropanoides que pode
ser isolada de muitas espécies de plantas. Esta cumarina tem atividade de
fitoalexina, ou seja, é produzida pelas plantas em situacdes de infeccao,
estresse, lesdo mecanica e desidratacdo (KAl et al., 2008). Quimicamente é
uma hidroxicumarina, com substituicdo na posicao 6 de uma metoxila. De acordo
com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés International
Union of Pure and Applied Chemistry- IUPAC) designa-se como 7-hidroxi- 6-

metoxi-2H-cromen-2-ona.

Figura 1. Estrutura quimica (a) e tridimensional da escopoletina (b).

b
H,CO

HO

Fonte: Autoria prépria.

As propriedades fisico-quimicas de uma molécula, grupos funcionais, sao
de fundamental importancia na farmacodinamica dos farmacos. As propriedades
de coeficiente de particdo (lipofilicidade), que expressa a relacédo entre o seu
perfil de hidro e lipossolubilidade, e o coeficiente de ionizagao (pKa) sao capazes
de alterar o perfil farmacoterapéutico de um candidato a farmaco (BARREIRO et
al., 2015).

Segue abaixo algumas propriedades fisico-quimicas desta molécula

presentes no banco de dados Pubchem (Tabela 1). Essas propriedades foram
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importantes para confirmar alguns dados obtidos no desenvolvimento da

pesquisa.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da escopoletina.

Propriedade Valor
Massa molar 192,17 g/mol
Doador de hidrogénio 1
Aceptor de hidrogénio 4
Ponto de fuséo 204° C
log de P 15

Fonte: PubChem, 2019.

O valor do log de P demonstra que a escopoletina apresenta mais
afinidade pela fase organica. Desse modo, considera-se como referéncia um
valor entre 1 e 3 como ideal para que haja permeabilidade por biomembranas
(BARREIRO et al., 2015). Fato este que, confirmaria sua baixa solubilidade e
pelo valor do log P demonstra alta permeabilidade por biomembranas. De
acordo, com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) essa molécula
seria de classe Il (BRASIL, 2016).

Héa mais duas pesquisas importantes acerca das suas propriedades fisico-
quimicas e que justificam de antemao o desenvolvimento do sistema. Zeng e
colaboradores (2015) realizaram experimentos no quais quantificava
escopoletina em plasma de rato apdés administracdo por via oral. Os autores
observaram que em todas as doses utilizadas administradas por via oral a
biodisponibilidade foi em média 6%, valor este considerado baixo e determinado
pela baixa solubilidade em 4gua da molécula.

O trabalho de Zeng e colaboradores (2017) deram segmento aos
resultados obtidos em 2015 pelo grupo de pesquisa. Desse modo, com o objetivo
de melhorar a biodisponibilidade dessa cumarina desenvolveram um sistema
utilizando Soluplus (micelas) para incorporar. Os resultados obtidos
evidenciaram que a biodisponibilidade da escopoletina foi trés maior quando

comparada com a substancia pura e a atividade foi significativa. As propriedades
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fisico-quimicas foram determinantes na escolha dessa molécula e no método de

desenvolvimento de um dos sistemas pretendidos.

2.1.2 Atividades farmacoldgicas

A escopoletina € um agente farmacologicamente ativo e tem sido isolado
a partir de véarias espécies vegetais, tais como Erycibe obtusifolia Benth, Aster
tataricus e Foeniculum vulgare (MOON et al.,, 2007). Presente também em
algumas espécies de plantas comestiveis e frutas entre as quais, aveia (Avena
sativa), alho (Allium ampeloprasum), aipo (Apium graveolens), pimenta vermelha
(Capsicum annuum), pimenta (Capsicum frutescens), cenoura (Daucus carota),
limdo (Citrus limon) e batata doce (Ilpomoea batata) (CARPINELLA;
FERRAYOLI; PALACIOS, 2005).

Jamuna e colaboradores (2015) isolaram a escopoletina do extrato
Hypochaeris radicata e observaram um efeito anti-inflamatério com reducéo de
algumas citocinas pro-inflamatorias, TNF- a, IL-1B e IL-6. Outro estudo, isolou a
escopoletina dos frutos de Foeniculum vulgare e constatou sua atividade anti-
inflamatoria e antioxidante (YANG; LEE; SHIN, 2015). Ja Wan Osman e
colaboradores (2017) isolaram a escopoletina do extrato das folhas de Morinda
elliptica (noni) e realizaram um estudo pré-clinico com o qual observaram um
efeito anti-inflamatorio em modelo de osteoartrite.

Ding e colaboradores (2008) avaliaram também o efeito anti-inflamatorio
e constataram que o efeito era independente do 6xido nitrico endotelial assim
como, da inibicdo da biossintese dos eicosanoides, influxo celular e peroxidacgéao.
Moon e colaboradores (2007) delinearam experimentos para investigar como
essa cumarina afeta a producéo de citocinas inflamatérias. Desse modo, alguns
eventos foram observados: inibiu a producao de fator de necrose tumoral (TNF-
a), interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8).

Em um estudo no qual a escopoletina foi isolada do extrato de Nicotiana
glauca (tabaco) evidenciou-se que esta molécula apresenta atividade antitumoral
por acdo antiangiogénica (TABANA et al., 2016). A escopoletina também é
marcador quimico e farmacolégico da Morinda citrifolia (noni) e demonstrou uma
atividade antipsicotica (PANDY; VIJEEPALLAM, 2017).
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Ja Li e colaboradores (2015) evidenciaram que a escopoletina apresenta
efeito citotoxico sobre uma linhagem de células de cancer de préstata humano
(LNCaP). Kim e colaboradores (2017) investigaram os eventos moleculares que
fazem com que a escopoletina estimule a melanogénese. Basu e colaboradores
(2016) constataram por meio de sua pesquisa que a escopoletina € um inibidor
parcialmente seletivo da monoamino oxidase B e com isso aumenta os niveis de
dopamina no cérebro. Evidenciou-se ainda que essa cumarina apresenta acao
inibitoria distinta sobre a a-amilase e a-glicosidase em ratos diabéticos (JANG;
PARK; HAN, 2018). Outro efeito metabdlico da escopoletina avaliado em modelo
in vivo € o de anti-obesidade e anti-hepatoesteatose realizado por Ham e
colaboradores (2016).

Em um estudo mais recente os autores evidenciaram que a escopoletina
efetivamente melhorou a encefalomielite autoimune experimental (EAE), em
modelo animal de esclerose mudltipla, por meio de novos mecanismos
reguladores que envolvem inibicdo da atividade de fator nuclear kappa (NF-kB)
em células dendriticas. O tratamento com escopoletina melhorou
significativamente a severidade da doenca e diminuicdo acentuada da
inflamagéo e desmielinizagdo do sistema nervoso central nesses animais
(ZHANG et al., 2019).

2.2 Cumarina

2.2.1 Caracteristicas gerais

A 2-benzopirona ou cumarina propriamente dita (cromen-2-ona, CoHoO2,
CM, Figura 2) é um constituinte natural presente em diversas espécies de plantas
(RODRIGUES et al., 2008). Essa molécula é utilizada como marcador quimico
da Mikania glomerata, além disso, estudos demonstraram suas atividades
farmacoldgicas espasmoliticas, anti-inflamatéria e broncodilatadora (BERTOLDI
et al., 2016). Quimicamente € uma cumarina simples e sua designac¢ao segundo
a IUPAC é cromen-2-ona, ha outros sinGnimos tais como, cumarina, 1,2-

benzopirona, 2-H-cromen-2-ona.
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Figura 2. Estrutura quimica (a) e tridimensional da cumarina (b).
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Fonte: Autoria propria.

Na Tabela 2 observa-se algumas propriedades fisico-quimicas de grande

importancia para confirmar alguns dados obtidos na pesquisa (PubChem, 2019).

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas da cumarina.

Propriedade Valor
Massa molar 146,14 g/mol
Doador de hidrogénio 0
Aceptor de hidrogénio 2
Ponto de fuséo 71°C
log de P 1,4

Fonte: PubChem, 2019.

Assim como a escopoletina pode-se afirmar que essa cumarina apresenta
maior afinidade pela fase orgéanica e dessa forma maior permeabilidade por
biomembranas (BARREIRO et al.,, 2015). Fato este que confirma sua baixa
solubilidade em agua e boa solubilidade em solventes organicos como etanol,
cloroférmio, éter dietilico, metanol e outros 6leos (AZEVEDO et al., 2014). Como
também o valor de coeficiente de ionizacéo (pKa) que € de grande importancia
para a farmacocinética, uma vez que o pKa € inversamente proporcional a
lipofilicidade, sendo assim espécies ndo ionizadas conseguem atravessar
passivamente biomembranas (BARREIRO et al., 2015)

Além disso, suas propriedades farmacologicas estédo relacionadas a sua
estrutura e as suas propriedades fisico-quimicas de anel heterociclico, que

permitem a ligacdo com proteinas-alvos. Vale ressaltar que seu grupo lactona
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concede as cumarinas uma capacidade de estabelecer ligacdes de hidrogénio e
acilar alvos proteicos (AHMED et al., 2020)

2.2.2 Atividades farmacologicas

Essa cumarina é encontrada em uma grande diversidade de plantas e
frutas, tais como: como guaco (Mikania glomerata), emburana (Amburana
cearenses), agriao (Nasturtium officinale), canela (Cinnamomum zeylanicum),
morango (Fragaria spp), damasco (Prunus armeniaca) e cereja (Cerasus)
(RODRIGUES, et al., 2008) e apresenta uma ampla variedade de atividades
farmacoldgicas descritas na literatura. Diante disso, seguem abaixo alguns
estudos importantes sobre suas atividades.

Pasqua e colaboradores (2019) evidenciaram atividade anti-inflamatoria
da cumarina por meio de testes em animais (edema de pata, pleurite e
degranulacdo de mastdcitos). A cumarina foi utilizada nas doses de 10,
50,75,100 mg/Kg e os resultados obtidos pelo teste de edema de pata
demonstraram que esta cumarina inibiu significativamente o edema. J& no teste
de degranulacdo de mastocitos, a liberacdo de histamina nao foi afetada e para
o teste de pleurite a cumarina reduziu significativamente a infiltracdo de celular.

A cumarina possui ainda atividade quimiopreventiva. Um estudo realizado
relatou a eficacia da cumarina como atividade quimiopreventiva contra o
estresse oxidativo renal induzido por KBrOs. Para tanto realizou-se os testes de
toxicidade e resposta hiperproliferativa em ratos Wistar (KHAN, SHARMA e
SULTANA, 2004).

Xu e colaboradores (2019) evidenciaram atividade antifingica da
cumarina. Os resultados demonstraram que a cumarina inibe a formacao de
biofilmes de Candida Albicans, além de influenciar na biomassa total e atividade
metabdlica desse fungo. Outra atividade foi evidenciada por Panda e Kar (2007),
estes pesquisadores evidenciaram que a cumarina apresenta regulagdo no
hipertiroidismo.

Vale ressaltar ainda que a cumarina é um dos compostos quimicos de
maior concentracdo no guaco (Mikania glomerata), conhecido por suas

atividades no sistema respiratério (BERTOLDI et al., 2016). Estudos realizados
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por Ramanitrahasimbola e colaboradores (2005) demonstraram que a cumarina
€ constituinte bioativo também da Phymatodes scolopendria (Burm.)Ching e
apresentou efeitos no sistema respiratorio. Desse modo, evidenciou-se o efeito

broncodilatador da planta e de seu constituinte bioativo.

2.3 Metal Organic Frameworks (MOFs)

2.3.1 Caracteristicas gerais

As redes metalorganicas sdo redes de coordenacdo, do inglés Metal
Organic Frameworks (MOFs). Desse modo, a IUPAC defini que uma unidade de
coordenacao corresponde a uma molécula ibnica ou neutra, composta por um
atomo central geralmente um metal, ao qual esta ligada uma matriz em torno de
atomos ou grupos de atomos, cada um destes denominados linkers (ligantes).
Essa definicAo encontra-se em consonancia com a Commission on Metal
Organic Frameworks (IUPAC, 2005; IUPAC, 2016).

MOFs sédo, portanto, conhecidos como polimeros porosos de
coordenacao e sado formadas por ligantes orgéanicos (linker) e ions/aglomerados
metalicos (cobre, ferro, titanio, molibdénio, niquel, magnésio e manganés)
(Figura 3) (FURUKAWA et al.,, 2013; JIAO et al.,, 2018). Esse processo é
conhecido como “blocos de construgéo” (linker e metal), esses blocos fornecem
o controle da funcionalidade quimica, forma, tamanho de poros e morfologia dos
cristais (DOONAN et al., 2017). Essas caracteristicas determinam em grande
parte as propriedades de uma MOF tais como, cristalinidade bem definida,
elevada estabilidade térmica e quimica, biodegradabilidade intrinseca como
resultado de ligacdes de metais relativamente labeis e versateis, que sao
desejaveis quando o intuito é o transporte de moléculas (FANG et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2012).
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Figura 3. Representacao da estrutura basica de uma MOF-.
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Fonte: Adaptado de JIAO et al., 2018.

As MOFs apresentam uma grande area de superficie que pode variar de
1000 a 10000 m?/g, esta caracteristica contribui para sua versatilidade de uso
em diversas areas. As MOFs podem ter ainda tamanhos de poros que variam de
Micro porosos a macro porosos. Essa peculiaridade faz com que esses materiais
apresentem a capacidade de acomodar diferentes tipos de substancias tais
como, nanoparticulas, complexos metalicos, corantes organicos,
polioxometalatos, polimeros e peptideos (JIAO et al., 2018).

As MOFs podem ser classificadas como flexiveis ou rigidas, e isso tem
relacdo com o tamanho de poro. As rigidas possuem porosidade permanente e
estruturas porosas robustas semelhantes aos materiais porosos inorganicos. As
MOFs flexiveis, por sua vez, possuem porosidade dinamica e respondem aos
fatores externos tais como, moléculas hdspedes, temperatura e pressédo. A
flexibilidade estrutural, também conhecida como a "respiracédo”, permite que
essas MOFs possam modular reversivelmente o seu tamanho de poro de acordo
com as moléculas hospedes adsorvidas/incorporadas (KESKIN; SEDA; KIZILEL,
2010).

A estabilidade das MOFs pode ser afetada por varios fatores, incluindo o
ambiente operacional, ions metalicos, ligantes organicos, geometria de
coordenacdo metal-ligante, hidrofobicidade da superficie dos poros. O
conhecimento mais aprofundado das estruturas quimicas possiveis de MOF, das

técnicas de desenvolvimento e caracterizacdo dessas estruturas, fez com que
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0s pesquisadores da area identificassem os pontos de instabilidade de cada tipo
de MOF. Desse modo, nos ultimos anos tem-se MOFs cada vez mais estaveis
(YUAN et al., 2018). Porém, quando se trata da utilizacdo dessas MOFs na area
meédica, um certo grau de instabilidade se faz necessario (SUN et al., 2013; LI et
al., 2017).

Como as MOFs sdo compostos formados inteiramente por ligacdes fortes
(C-C, C-H, C-0O e M-0), elas demonstram alta estabilidade térmica, variando de
250 a 500° C. Ja o primeiro exemplo de uma MOF com estabilidade quimica
excepcional foi a Zeolitic Imidazolate framework-8 (ZIF-8). No estudo de Park e
colaboradores (2006), este tipo de MOF permaneceu inalterada apds imersao
em metanol, benzeno e agua fervente por até 7 dias, e em hidréxido de sodio
concentrado a 100° C por 24 h.

Até o momento sdo conhecidos mais de 20000 diferentes tipos de MOF.
A pesquisa, artigos publicados e nimero de patentes, nessa area so cresce a
cada ano, considerando a importancia e versatilidade dessas estruturas (Figura
4) (YAP; FOW; CHEN, 2017) (JIAO et al., 2019).

Realizando-se a mesma pesquisa no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI), utilizando os termos Metal organic framework, MOF, MOFs, no
titulo e/ou resumo foram encontradas apenas seis patentes depositadas (INPI,
2019). Dentre essas, apenas uma patente tem base cientifica/tecnolégica para
o trabalho desenvolvido, depdsito de patente de numero BR10 2016 0034086
com titulo “Formula¢des farmacéuticas contendo associacido de Benznidazol e
MOFs para obtencao tecnoldgica de Sistemas Drug Delivery” (FERRAZ et al.,
2016).
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Figura 4. Panorama da pesquisa com MOFs.
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Fonte: Adaptado (a-JIAO et al., 2018) (b- YAP; FOW; CHEN, 2017). a) amostragem de
namero de artigos; b) nimero de patentes na World Intellectual Property Organization
(WIPO).

2.3.2 Tipos e aplicacdes das MOFs

As diversas aplicagbes das MOFs estéo diretamente relacionadas as suas
caracteristicas fisico-quimicas. Desse modo, 0s estudos cresceram muito nos
altimos anos com o objetivo de demonstrar sua aplicabilidade nas areas de
nanotecnologia e ciéncias dos materiais (DOONAN et al., 2017). Outras
pesquisas buscaram a aplicabilidade das MOFs para industria, como fonte de
energia renovaveis. Desse modo, houve o desenvolvimento de novas aplicacfes
nesta area dentre elas, o armazenamento e/ou conversao de energia, separacao
de gases, biosensores, biocatalises e Drug Delivery System (DDS) (YAP; FOW;
CHEN, 2017).

Na area da biotecnologia diversos tipos de MOFs apresentam aplicacfes
interessantes e isto esta diretamente relacionado as estratégias de obtencéo.
Dessa forma, as MOFs podem formar estruturas chamadas de biocompdsitos
(MOF + biomoléculas) e séo classificadas considerando o tipo de interagéo
(DOONAN et al., 2017). As estrategias de obtencdo dependem de condi¢cbes
biologicamente compativeis e podem ser classificados em quatro diferentes
métodos (ex situ e/ou in situ). Esses métodos podem ser: (1) as biomoléculas
podem ser absorvidas aos poros das MOFs; (2) adsorvidas/anexadas a parte
externa das MOFs; (3) encapsuladas de maneira in situ aos cristais de MOF; (4)

as biomoléculas podem ser os ligantes na formacgéao das MOFs. Desse modo, a

a b

2017
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partir desses quatro métodos de obtencdo pode-se ter os diferentes tipos de
biocompdsitos. A partir dessas estruturas ha a possibilidade de diferentes

aplicacdes na area da biotecnologia e ciéncias farmacéuticas (AN et al., 2019).

Figura 5. Representacao dos tipos de biocompasitos.
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Fonte: Adaptado (AN et al., 2019).

Os chamados Drug Delivery System, sistemas carreadores de farmacos,
sdo constituidas por diversos materiais, a exemplo das dispersbes sdlidas,
nanoparticulas e lipossomas (SOARES-SOBRINHO et al., 2012). Desse modo,
a utilizacdo das MOFs, se consolida como um dos mais recentes DDS e é
utilizado quando ha interesse de incremento de solubilidade e modulagéo da
liberacao.

Na area das ciéncias farmacéuticas dentre os métodos demonstrados
anteriormente os mais utilizados no desenvolvimento de DDS s&o a poro
encapsulacdo e a encapsulacao in situ (AN et al., 2019). A poro encapsulacgéo,
por exemplo, € uma das estratégias mais simples e pode acomodar varios tipos
de biomoléculas (substratos, enzimas ou cofatores) com consideraveis taxas de
carregamento (CUI et al., 2018). Ja a encapsulacao in situ tem como vantagem
encapsular grandes biomoléculas, pois ocorre com a formag¢éo da MOF em torno
da molécula (LIAO et al., 2017).

Horcajada e colaboradores (2006) utilizaram os Materiais do Instituto
Lavoisier (MIL) e cromo como metal obtendo-se as MOFs MIL-100 e MIL-101.

Esses pesquisadores propuseram pela primeira vez que as MOFs tinham
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potencial de formacdo de DDS. Fato este atribuido a capacidade de carga
consideravel (tamanho de poro e area de superficie) e ao comportamento de
liberacdo controlada. Essa pesquisa serviu de base para os diversos trabalhos
nessa area.

Um ponto que favorece o uso de MOFs em DDS é a baixa toxicidade de
muitos metais utilizados na sua producdo. Dentre os mais utilizados tem-se:
calcio (Ca), cobre (Cu), manganés (Mn), magnésio (Mg), zinco (Zn), ferro (Fe),
titdnio (Ti) ou zircénio (Zr), porém os dados sobre seu destino bioldgico séo
limitados. A toxicidade destes metais € estimada pela dose letal oral 50% (DLso),
sendo: Ca: 1 g/kg; Cu: 25 pg/kg; Mn: 1,5 g/kg; Mg: 8,1 g/kg; Zn: 350 pg/kg; Fe:
30 g/kg; Ti: 25 g/kg e Zr: 4,1 g/kg (SUN et al., 2013).

Horcajada e colaboradores (2006) utilizaram ainda MOFs a base ferro (lll)
poroso ndo-toxico e o anti-inflamatério ndo-esteroidal ibuprofeno (HORCAJADA
et al., 2006). Posteriormente, Horcajada e colaboradores (2010) evidenciaram
gue determinadas nano-MOFs sdo capazes de adsorver e, posteriormente,
liberar farmacos, tornando-se carreadores nao-toxicos. Até agora, viu-se que
apenas uma parcela de MOFs permite a carga de uma grande quantidade de
farmacos, com tempo de modulacgéo de liberacéo entre 6 e 23 dias (HUXFORD,;
DELLA ROCCA,; LIN, 2010).

Sun e colaboradores (2012) realizaram o estudo de liberacdo do 5-
fluoracil associado a MOF ZIF-8 como uma topografia inédita. A partir de dialise
em meio tampéo fosfato salino (pH 7,4) a 37° C foi observada uma liberacéo de
92% do farmaco ao final de 120 h, exibindo uma liberacdo lenta. Os autores
sugeriram que essa lenta liberacéo esta ligada ao grande potencial de formacéo
de ligacdes de hidrogénio entre o 5-FU e a ZIF-8. Os testes mostraram uma
liberacdo de 50% em etapas iniciais (30 horas), com o0 aparecimento de uma
acentuada e mais rapida liberacéo do farmaco a partir de 72 horas, caracterizada
pela degradacdo da rede, o que foi posteriormente corroborado pelo
difratograma da amostra.

Na literatura € possivel encontrar outros tipos de MOFs que foram
utilizadas também no desenvolvimento de DDS e a tabela a seguir traz uma
compilacdo da substancia principal, tipo de MOF, método utilizado no

desenvolvimento e atividade biolégica (quando avaliada).
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Tabela 3. MOFs utilizadas no desenvolvimento de alguns DDS.

Substancia MOF Nome Método Atividade Referéncia
bioldgica

Doxorrubicina ZIF-90 5-FU@ZIF- in situ Citotoxicidade ZHANG et al., 2007
5-fluoracila 90-DOX

Alendronato UiO-66 AL-UIO-66 ex situ Antitumoral ZHU et al., 2014
(Zn)

Aspirina MIL-100 ASA@MIL- ex situ - SINGCO et al., 2016
(Fe) 100(Fe)
Curcumina MIL-101 MIL-101 ex situ Citotoxicidade ALAVIJEH e
(Fe) (Fe)@CCM AKHBARI, 2020
Doxorrubicina ZIF-90 AP-ZIF- in situ Anticancer JIANG et al., 2019
[Asn®, Pro*¥- 90@DOX

NPY (AP)

Dessa forma, fica evidente que ha diferentes tipos de MOF e suas
caracteristicas fisico-quimicas demonstram o potencial de uso em diversas
areas. Dentre elas, destaca-se a Zeolitic Imidazolate Framework-8 no
desenvolvimento de Drug Delivery Systems e por esse motivo foi escolhida para
o desenvolvimento do DDS a base de escopoletina e estd descrita mais
detalhadamente a seguir.

2.4 Zeolitic Imidazolate Framework-8 (ZIF-8)

2.4.1 Caracteristicas gerais

A Zeolitic Imidazolate Framework € uma classe de MOF, chamadas de
zedlitas e sdo construidas a partir de tetraedros com os atomos silicio ou
aluminio nos centros e 0s de oxigénio em cada vértice, TO4 (T=Al, Si), formando
tuneis interconectados ou cavidades (TAO et al., 2006; PARK et al., 2006).

Um desafio de longa data era o de incorporar ions de metais de transicao
e unidades organicas na estrutura. Desse modo, a pesquisa de Park e
colaboradores (2006) onde 12 subtipos diferentes de ZIFs denominadas de ZIF-

1 a ZIF-12 foram sintetizadas por copolimerizacao utilizando como metal o zinco
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(ZIF- 1, 2, 3,4,56, 78, 10 e 11), cobalto (ZIF-9 e 12) e como ‘“linker” tipo de
imidazolato.

ZIF-8 é construida a partir dos ions 2-metilimidazol (2-MIm) (ligante
organico) e o zinco (metal) tetraédrico. Park e colaboradores (2006)
determinaram ainda o diametro do poro (1,16 nm), volume do poro (0,663 cm?/g)
e area de superficie (1,947 m?/g) (Figura 6). Entretanto, esses poros se
comportam como uma espécie de “janela”, espacos interarticulares, de tamanho
médio 3,44, o gue pode dificultar a entrada de moléculas de grande porte (PHAN
et al., 2010).

Figura 6. Desenho esquematico da ZIF-8.

Fonte: Adaptado (PARK et al., 2006)

A estrutura cristalina da ZIF-8 apresenta: o &tomo de zinco em uma rede
de coordenacdao ligeiramente distorcida devido a ligacdo N-Zn-N com angulo de
aproximadamente 145°. Desse modo, a rede de coordenagdo assume uma
topologia caracteristica das sodalitas, assumindo um padréo octaédrico central
partilhado por faces tetragonais e hexagonais. A conformacéo central oferece
um volume de, aproximadamente, 0,4 nm?® para o aporte de moléculas-
hospedeiras. Esse volume, por exemplo, pode ser preenchido por dez moléculas
de agua. E justamente esse fato que incentiva a aplicagédo da ZIF-8 como um
adjuvante farmacéutico (HUANG; ZHANG; CHEN, 2003; PHAN et al., 2010;
PENG; ZHANG,; YAN, 2019).

Dentre as caracteristicas que fazem a ZIF-8 funcionar como excipiente
inteligente  de formulagbes farmacéuticas €& a possibilidade da
associacao/intercalacdo de insumos farmacéuticos no espacgo existente entre
lamelas adjacentes ou por toda a extensdao da mesma lamela (HUXFORD;
DELLA ROCCA, 2010).
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Outro ponto importante € a estabilidade da ZIF-8 frente a outros tipos de
MOFs convencionais. Esta possui alta estabilidade quimica e térmica,
mantendo-se integra até, pelo menos 400° C. Essa ZIF, por exemplo, mantém a
cristalinidade e tamanho de poros mesmo depois de fervida em agua, em
solucées alcalinas ou em solventes organicos sob refluxo (LIEDANA et al., 2012;
PARK et al., 2006; PHAN et al., 2010).

2.4.2 ZIF-8: aplicagbes como Drug Delivery Systems

Drug delivery Systems é uma das aplicacbes mais promissoras para
saude humana e representam um meio de constante evolucdo para tecnologia
farmacéutica. Até o momento, varias estratégias diferentes foram estudadas
para aplicagBes biologicas, como polimeros organicos e materiais porosos
inorganicos. No entanto, suas aplicacdes sao limitadas pela menor capacidade
de carga ou pela liberacdo descontrolada. Desse modo, o uso de MOFs surge
como uma das estratégias mais promissoras no desenvolvimento de Drug
Delivery Systems (SUN et al., 2013).

A formacdo de sistemas carreadores se da devido a interacdo entre o
farmaco e o carreador. Essas interacdes controlam o aporte e a liberacdo do
farmaco através das MOFs. Uma série de exemplos de aplicacdo da ZIF-8 como
carreador esta descrita a seguir.

Cheng e colaboradores (2019) desenvolveram um nano-composito
formado por FesOs-ZIF-8 para promover a liberagdo de doxorrubicina (DOX).
Desse modo, desenvolveu-se o sistema Fes3Os-ZIF-8@DOX, funcionando o
Fes0s-ZIF-8 como um nanocarreador da DOX. Verificou-se que o0 sistema
apresenta uma liberacéo lenta e sustentada de DOX e que este teria uma acao
citotoxica melhor sobre a linhagem celular de hepatocarcinoma (MHCC97H).
Liang e colaboradores (2018) também trabalharam com a DOX e ZIF-8 onde
utilizaram a albumina de soro bovino biocompativel (BSA) no preparo das
nanoparticulas (DOX/BSA). O sistema desenvolvido BSA/DOX@ZIF apresentou
liberacdo de DOX pH dependente e atividade citotoxica sobre a linhagem de

células do cancer de mama.
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Anteriormente, a DOX foi incorporada com sucesso a rede da ZIF-8 e
verificou-se que a liberacdo da mesma era maior em pH &acido (ADHIKARI; DAS;
CHAKRABORTY, 2015). Tang e colaboradores (2017) também desenvolveram
um sistema com DOX e ZIF-8 e observaram uma liberagcdo maior do farmaco em
pH acido assim como, atividade citotdxica do sistema.

Ettlinger e colaboradores (2019) desenvolveram um sistema formado por
ZIF-8 e tridxido de arsénio (As@ZIF-8). Neste estudo, 0s autores verificaram que
o sistema formado libera mais arsénio em pH acido e que este teria atividade
citotoxica em linhagem de células para tumores rabdoides teratoides atipicos
(ATRT). Nos estudos citados anteriormente, 0os autores verificaram que a
utilizacdo da ZIF-8 como nanocarreador permite a liberacdo lenta de cada
substancia, porém, maior em pH acido o que € considerado ideal para o tipo de
atividade farmacologica avaliada.

Sava Gallis e colaboradores (2019) desenvolveram um sistema com
ceftazidima e ZIF-8 (ceftazidima@ZIF-8) e observou-se que a liberacao era lenta
e que tinha ac&o sobre bactérias gram negativas. Outro estudo, desenvolveu um
sistema com acao antibacteriana utilizando como farmaco vancomicina e ZIF-8
(ZIF-8/VAN). Os autores observaram uma liberagéo controlada da vancomicina
e atingiu uma concentracéo de 77% ao final de 48 h em pH 5,4 (KARAKECILI et
al., 2019).

Liédana e colaboradores (2012) desenvolveram um sistema a base de
cafeina e ZIF-8 (CAF@ZIF-8), observou-se também uma liberacdo do tipo
controlada durante a 27 dias. Outro estudo também verificou uma liberacédo do
tipo controlada, pH dependente, quando incorporou a 6-mercapturina na rede da
ZIF-8 (KAUR et al., 2017). Ja Tiwari e colaboradores (2017) desenvolveram um
sistema a base de curcumina e ZIF-8. Os dados evidenciaram que no pH 5,0 a
liberacdo em percentual da curcumina é trés vezes maior do que em pH 7,4.
Ferraz e colaboradores (2016) desenvolveram formulagbes farmacéuticas
contendo associacdo de benznidazol e MOFs (ZIF-8) para obtencéo tecnolégica
de DDS. Os autores verificaram que a liberacdo do benznidazol € do tipo

prolongada.
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2.5 Liberagao Modificada

2.5.1 Caracteristicas gerais e mecanismos de liberacéo

Primeiramente, se faz necessario entender que os medicamentos contém
uma ou mais substancias ativas. Essas devem ser administradas ao paciente
por meio de uma das vias possiveis (a mais apropriada), veiculada(s) em uma
forma farmacéutica sélida, semissoélida ou liquida. As formas farmacéuticas
sélidas de uso oral (FFSO) sdo as mais usadas (ALLEN; POPOVICH,;
ANSEL,2013).

As FFSO com liberagdo convencional (pronta liberacdo ou liberacéo
imediata) sdo desenvolvidas para liberar o farmaco rapidamente apos a
administracdo (média até 2 h), sendo empregados nesses sistemas diluentes
soluveis, desintegrantes e/ou outros recursos que favorecem o0s processos de
liberacdo e dissolucdo do farmaco. Por outro lado, as FFSO de liberacdo
modificada proporcionam uma liberagdo “controlada”, ou seja, modulam a
liberacdo do farmaco de modo que possa ocorrer retardo ou prolongacdo do
processo de dissolugéo. Os objetivos destas formulagdes podem ser: tornar a FF
gastrorresistente, prolongar o efeito farmacolégico, liberar o farmaco em um local
especifico do trato gastrointestinal (TGI) ou ap6s um periodo definido (PEZZINI;
SILVA; FERRAZ, 2007).

Muitas vantagens sédo atribuidas a liberacdo modificada de farmacos em
detrimento da convencional, sdo elas: maior seguranca, eficacia, toxicidade
reduzida (menor incidéncia de efeitos indesejaveis) e 0 aumento da adeséo do
paciente, por manter a concentracdo do farmaco constante na faixa terapéutica
por um periodo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem. Nesses
sistemas, o farmaco esta ligado a um transportador (carreador), que é o
responsavel por contornar as propriedades fisico-quimicas limitantes dos
farmacos encapsulados, melhorando, desta forma, a farmacodinamica,
farmacocinética e os efeitos toxicoldgicos dos mesmos (ADIBKIA; ALAEI-
BEIRAMI; BARZEGAR-JALALLI, 2012).

O uso de sistemas poliméricos € uma das alternativas no desenvolvimento

de sistema de liberacdo modificada e tem sido amplamente utilizado. Esses
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polimeros funcionam como carreadores de farmacos e podem agir por diferentes
mecanismos tais como, erosdo, difusdo e sistema ativado por solvente, estes
eventos podem ocorrer de maneira simultdnea. Os polimeros apresentam
capacidade de formar estruturas microporosas/ semipermeaveis, capacidade de
intumescimento e complexagdo com farmacos (PEZZINI; SILVA; FERRAZ,
2007). Levando-se em consideragdo as caracteristicas citadas até agora sobre
os sistemas de liberacdo modificada e sabendo-se que a ZIF-8 € sistema
polimérico. Desse modo, faz-se necessario detalhar um pouco mais sobre a
classificacdo das formulacdes e os mecanismos de liberacdo de farmacos.

Desse modo, é possivel controlar a liberacdo do farmaco por diferentes
tecnologias e com isso classificar as formulagcées como: sistemas matriciais,
sistemas reservatorios e bombas osmaéticas (monoliticos). Os primeiros sdo 0s
sistemas matriciais, nos quais as matrizes sao dispersdes ou solu¢gdes de um
farmaco em uma ou mais substancias capazes de modular a sua liberacao,
geralmente polimeros de natureza hidrofilica ou inerte. Essas matrizes podem
ser elaboradas sob a forma de comprimidos, capsulas gelatinosas, granulos,
péletes ou minicomprimidos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Nos sistemas matriciais, a liberacdo do farmaco pode envolver processos
de intumescimento do polimero, difusdo do farmaco ou erosédo da matriz. Em
alguns casos, o farmaco pode estar ligado quimicamente a cadeia polimérica e
ser liberado pela quebra hidrolitica ou enzimética dessa ligacdo (LOPES;
SOUSA; COSTA, 2005). Um ou mais desses processos podem regular a
liberacdo em uma mesma FFSO, dependendo do tipo de polimero empregado e
das propriedades fisico-quimicas do farmaco (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Nas matrizes insollveis ou inertes, o farmaco € liberado essencialmente
por difusdo ou associado ao mecanismo de erosdo. J& nas matrizes hidrofilicas
a liberacdo do farmaco pode se da por intumescimento, difusdo e erosao (ocorre
ao mesmo tempo ou separados). No primeiro tipo de matriz alguns dos polimeros
utilizados sado: cera de carnauba, cera de abelha, parafina, polietileno,
etilcelulose e cloreto de polivinila. Ja no segundo tipo de matriz seria:
hidroxipropilcelulose, hidroxietilcelulose, hipromelose, goma xantana e alginato
de sddio. (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).
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Na Figura 7, tem-se a demonstracdo do que ocorreria apds a degluticdo
de uma forma farmacéutica (FF) que € formado por um sistema matricial. Na
Figura 7a, tem-se uma matriz insoluvel (hidrofébica) e observa-se que a agua
dos fluidos do trato gastrointestinal (TGI) penetra na FF e dissolve o farmaco.
Desse modo, a partir da formacgéo de canaliculos na matriz o farmaco & aos
poucos liberado da FF (difusdo). Ja na Figura 7b, observa-se que agua do TGl
penetra na FF e ocorre um intumescimento da mesma e com isso a liberacdo do

farmaco.

Figura 7. Sistemas matriciais, a- matriz insoltvel; b- matriz hidrofilica.
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Fonte: Adaptado (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Os sistemas reservatérios por sua vez, apresentam um nucleo
(reservatorio) que contém um farmaco revestido por uma membrana polimérica.
O ndcleo pode ser um comprimido, pélete, granulo ou minicomprimido. O
farmaco pode ser liberado por difusdo através da membrana de revestimento,
gue pode ser microporosa ou sem poros. Neste tipo de sistema pode ser utilizado
o copolimero de metilmetacrilato, copolimero de etilcrilato e etilcelulose
(PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Outra forma de obter uma liberagdo prolongada com o sistema

reservatorio seria o preparo da FFSO em camadas alternadas, de ativo e
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polimero hidrossoluvel. Desse modo, o farmaco € liberado gradualmente a
medida que a camada de polimero se dissolve (AULTON, 2016; PEZZINI; SILVA;
FERRAZ, 2007). Na Figura 8, tem-se a demonstracdo de um sistema
reservatorio, observa-se que agua penetra na FF e dissolve o farmaco este por

sua vez, se difunde através do revestimento da FF.

Figura 8. Sistemas reservatorio.
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Fonte: Adaptado (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

As bombas osmaticas sdo sistemas que utilizam pressdo osmaotica para
modular a liberacéo do farmaco e podem ser usados na sua formacédo o acetato
de celulose ou poliuretano, assim como outros polimeros. Esse tipo de
formulagdo é formada por um nudcleo revestido com uma membrana
semipermeavel e possui um orificio feito a laser. O nucleo contém um agente
osmaético, que pode ser a substancia ativa ou outro material. Apos a
administracdo da FF, o solvente penetra no ndcleo (atraido pelo agente
osmatico), aumentando a pressao interna, o que resulta na liberacdo do farmaco
dissolvido ou disperso, através do orificio na membrana (PEZZINI; SILVA;
FERRAZ, 2007).
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Figura 9. Bombas osmoticas.

ANTES DA DEGLUTICAO APOS A DEGLUTICAO
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A &gua penetra na FF O farmaco € liberado através
do orificio no revestimento

Fonte: Adaptado (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Alguns pontos importantes devem ser acrescentados quanto ao processo
de difusdo. Estabelecendo assim, base para a compreensdo dos modelos
farmacocinéticos. A difusdo das substancias a partir de um polimero é regida
pela lei de Fick. No entanto, quando o farmaco € matriciado ou quando a matriz
entra em contato com o solvente, isto pode promover alguma alteracdo na
estrutura do polimero e, portanto, desencadear um comportamento nao-Fickiano
ou anbmalo. Desse modo, os modelos farmacocinéticos podem ser utilizados a
fim de classificar a velocidade de difusdo do solvente e de relaxamento do
polimero (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Esses mecanismos de transporte podem ser classificados em: difusao
Fickiana (caso I), difusdo nao-Fickiana (caso IlI) e transporte anémalo, uma
combinacédo dos dois primeiros. No caso |, ocorre gradiente de concentracéo
entre a matriz e o meio de dissolucéo (difusdo normal), atingindo o equilibrio. Ja
no caso lIl, ocorre o intumescimento ou relaxamento do polimero, formando uma
camada de gel e com isso impossibilita a entrada imediata de solvente no nucleo
da matriz (ARORA et al., 2011; KHALID et al., 2014).
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2.5.2 Modelos farmacocinéticos

Os modelos farmacocinéticos sao utilizados de maneira geral, para
classificar o tipo de liberacédo do farmaco. Como visto anteriormente a liberacéo
dos farmacos pode ocorrer por intumescimento do polimero, difusdo, erosdo ou
por mais de um desses processos. Esses modelos séo utilizados para explicar
0S processos citados acima e foram utilizados também nessa pesquisa para
determinar o perfil/tipo de liberacdo da escopoletina. Sdo chamados também de
modelos matematicos, estes utilizam como parametro R? ajustado quando se
compara diferentes modelos e tem como objetivo determinar qual seria o que
melhor determina o perfil de liberagdo de um farmaco (COSTA, 2002;
SIEPMANN; SIEPMANN, 2013).

Dentre os principais modelos tem-se: ordem zero, primeira ordem,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Peppas Sahlin. O modelo de ordem zero baseia-
se na liberacdo imediata, também chamada de efeito burst, causada pela
liberacdo do farmaco aderido a superficie da matriz, seguido de liberacao lenta,
especificamente em matrizes que nao sofrem eroséo. Nesses casos, verifica-se
que a velocidade de difusdo do farmaco é inferior a velocidade de dissolucéao,
estabelecendo um equilibrio entre o interior e o exterior da matriz, o que permite
essa liberacdo lenta. Entretanto, a falta de ajuste faz com que o modelo seja
considerado, em partes, obsoleto (LYRA et al., 2007; LOPES; LOBO; COSTA,
2005).

O modelo de primeira ordem foi proposto por Gibaldi e Felman (1967) e
mais tarde, por Wagner (1969). Este modelo tem sido, também, muito
empregado para descrever a absorcdo e/ou eliminacdo de alguns farmacos,
embora seja dificil conceituar esse mecanismo em bases tedricas. Neste modelo,
a velocidade de dissolugéo das particulas sélidas em um meio liquido depende
da relacdo quantidade dissolvida de farmaco e quantidade remanescente deste
no carreador, de modo que a quantidade de farmaco liberada vai diminuindo ao
longo tempo. Esse € um modelo que pode caracterizar liberagdes prolongadas,
mas esta principalmente relacionado as liberacbes convencionais (COSTA,
2002; LYRA et al., 2007).
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O modelo de Higuchi tem como base a lei de Fick. E utilizado para
descrever a velocidade de liberacdo controlada do farmaco a partir de um
sistema matricial. Entretanto, o método leva em consideracdo o processo de
intumescimento/relaxamento da cadeia polimérica. Logo, apresenta alguns
problemas de ajuste, sendo mais indicado para matrizes unidimensionais pouco
soluveis, que ndo apresentem capacidade de intumescimento, como por
exemplo o acetato de celulose (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Korsmeyer-Peppas tem como base o modelo de Higuchi, mas leva em
consideragdo outros mecanismos de liberagdo néo-Fikianos tais como, 0s
transportes andémalo, caso Il e super caso Il. Ele deve ser utilizado para
descrever a liberacao do farmaco por meio de um mecanismo duplo, que associa
dois mecanismos de liberacdo: transportes casos | e Il. Este deve ser utilizado
para interpretar casos em que o mecanismo ndo é unico e ocorre, tanto por
transporte Fickiano, quanto por intumescimento/relaxamento e formagéo de uma
camada gel, ou seja, a transicdo de um estado vitreo para o maleavel (LOPES;
LOBO; COSTA, 2005; PEPPAS; NARASIMHAN, 2014).

O modelo de Peppas-Sahlin foi desenvolvido a fim de complementar as
ideias trazidas por Korsmeyer (1983). Ele é utilizado para identificar a magnitude
da influéncia da difusdo e do relaxamento neste mecanismo de liberacdo que
associa mais de um tipo de transporte. Isto é possivel devido a insercdo de dois
termos (K1 e K2), referentes as constantes de liberacdo. Vale salientar que,
diferente dos modelos de ordem zero e Higuchi que sdo mutualmente exclusivos,
0os modelos de Korsmeyer-Peppas e Peppas- Sahlin tendem a ser utilizados
concomitantemente, a fim de corroborar os resultados obtidos (LOPES; LOBO;
COSTA, 2005; DASH et al., 2010).

No modelo de Hopfenberg a liberagcdo de farmacos de sistemas com
diversas geometrias em cuja superficie ocorre eroséo foi objeto de estudo por
Hopfenberg (1976), e mais tarde por Katzhendler (1997). Este modelo assume
que a liberacéo néo é influenciada pela difusédo interna ou externa a matriz, mas

sim que o processo limitante é a propria erosao (COSTA, 2002).
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2.5.3 Tipos de liberagdo modificada

Muitos autores atribuem ao termo liberacdo modificada como um termo
geral e outros seria liberacdo controlada/modulada. Desse modo, aqui sera
atribuido a titulo de compreensdo que as formulagcdes farmacéuticas que
apresentam perfis de liberacao diferente do convencional (imediata), englobam
a liberacdo modificada. Dessa forma, a liberacdo modificada pode ser do tipo:
retardada, sustentada, repetida e prolongada (principais) (ALLEN.; POPOVICH,;
ANSEL, 2013). Caracteristicas gerais e as principais vantagens foram descritas
no topico anterior. No mercado atual ha tantas outras formas farmacéuticas com
outros tipos de liberacdo, mas nesse momento serdo descritos 0s principais
tipos.

A liberacéo do tipo retardada (retarded release) caracteriza-se por uma
liberacdo em um tempo diferente daquele imediatamente ap6s administracéo, o
gue ocorreria ha convencional. A sustentada (sustained release-SR), mantem a
concentracdo do farmaco por mais tempo (platd) entre a concentracdo minima
eficaz (CME) e a toxica (CMT). A de liberacdo repetida (AR) o medicamento
pode possuir duas doses ou mais e dessa forma, uma dose é liberada de forma
imediata e a outra de forma retardada. Neste caso, a concentracdo € mantida
também entre o CME e CMT. A de liberacdo prolongada (extended release/
delayed-action preparation) pode ser confundida por definicdo com a sustentada
ou seja, ha uma liberacdo mantida em platdé entre o CME e CMT por mais tempo
(ALLEN.; POPOVICH; ANSEL, 2013). Na Figura 10, pode-se de forma
simplificada a diferenca entre uma FF de liberacdo convencional de uma

modificada.
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Figura 10. Perfis de liberagao (convencional versus modificada).
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Fonte: Adaptado (ALLEN.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

2.6 Técnicas de caracterizacao

2.6.1 Difracdo de Raios-X (DRX)

Dentre as varias técnicas experimentais disponiveis para a identificacdo
de formas soélidas, incluindo polimorfos, solvatos, sais, co-cristais e formas
amorfas, a DRX se destaca no estudo dessas formas farmacéuticas. DRX é
baseada na lei de Bragg, em que o padréo de difracdo apresenta uma série de
reflexfes, as quais sdo identificadas no difratograma pelo angulo (20) ou pela
distancia interplanar (d) contra a sua intensidade. Estando este padrdo
relacionado com a composicao quimica e com o ordenamento cristalino das
moléculas no cristal (SYKULA-ZAJA C et al., 2011).

Macromoléculas e polimeros podem formar cristais da mesma forma que
compostos inorganicos e minerais. No principio da DRX, muitas funcbes nas
analises farmacéuticas sao assumidas, sendo essa uma poderosa ferramenta
que permite alta precisédo nos resultados quantitativos e qualitativos de misturas
sélidas. Essa técnica utiliza o espalhamento coerente da radiacdo X, por
estruturas organizadas (cristais), permitindo realizar estudos morfolégicos em
materiais, determinando sua estrutura cristalina e sua fracdo (percentual)
cristalina. O feixe é aplicado na amostra, e bandas de interferéncia podem ser

detectadas, o angulo cujas bandas de interferéncias podem ser detectadas
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depende do comprimento de onda aplicado e da geometria da amostra com
respeito a periodicidades na estrutura (MANSUR, 2007).

A cristalinidade na amostra € refletida por uma regido caracteristica
denominada fingerprint (impressdo digital) na difracdo do padrdo, devido a
especificidade do fingerprint, a cristalinidade no farmaco pode ser identificada
separadamente pela cristalinidade do carreador. Além disso, essa técnica
combina especificidade com um alto nivel de exatidao para a caracterizacao dos
farmacos solidos e € um método especialmente util para descrever o possivel
comportamento polimérfico de farmacos. Igualmente permite a identificacdo
simultanea de ingredientes ativos mudltiplos em formulacdes farmacéuticas
diferentes (MANSUR, 2007).

Utilizando-se a equacédo de Bragg (Equacdo 1) é possivel calcular o
espacamento basal. Estudos tém mostrado a utilizacdo do espacamento basal
como um parametro determinante na liberagdo sustentada de farmacos e no
tratamento de agua e outros materiais adsorvidos. O espacamento basal (d)

pode ser definido pela equacao 1 (XIONG et al., 2015):

2.d.sen 6 =n.A (2)

Onde: d - espacamento basal; sen 6 - seno do angulo theta; n — constante; e A -

comprimento de onda do cobre.
despa(;amento = diamela + dinter (2)
Onde damela representa a estrutura do material e dinter CcOrresponde ao

comprimento de espécies intercaladas e de absorcao de 4gua no espaco entre

lamelas.

2.6.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A técnica de MEV ¢ utilizada para caracterizacdo de materiais no estado
soélido. Diferentemente do microscopio Optico que usa luz para formacao de

imagem, 0s microscopios eletronicos utilizam feixe de elétrons. Esta técnica
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contribui para que os aspectos morfologicos sejam caracterizados visualmente.
A interacdo entre a amostra e 0s elétrons resulta na emissdo de uma série de
radiacfes, que sdo detectadas e utilizadas para a formacéo das imagens de alta
resolucdo para entdo serem fotografadas (STORPIRTIS et al., 2011). Desse
modo, a técnica baseia-se na varredura da superficie do material por um feixe
fino de elétrons de ponto a ponto. A interagdo entre esses elétrons e a superficie
do material gera radiagcbes que sdo captadas por detectores. As informacdes
sobre a morfologia e composicdo da amostra sdo obtidas separadamente pela
captacdo de tipos especificos de elétrons emitidos, que sdo os elétrons
secundarios (com energia menor que 50 eV), elétrons retroespalhados (com
energia maior que 50 eV) e raios-X, estes ultimos fornecem informacdes acerca
da composicdo do material (SUGA et al., 2014).

Essa técnica apresenta varias vantagens se comparada a microscopia
Optica sendo a principal delas a resolucéo, definida como a menor distancia entre
dois pontos da amostra que podem ser visualizados como dois pontos distintos
na imagem (SOARES-SOBRINHO, 2009). O uso dessa técnica vem se tornando
mais frequente por fornecer informacdes detalhadas, com aumentos de até
300.000 vezes ou mais do estado de cristalizagdo de produtos obtidos por
diferentes técnicas de complexacdo e dispersdao. O conhecimento da
microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos casos, até a
previsdo das propriedades e do comportamento dos mesmos. A partir da técnica
avalia-se a contribuicdo com relacdo a diminuicdo da cristalinidade das
particulas obtidas por meio dos diversos métodos (MANSUR, 2007).

2.6.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear é uma das principais técnicas
espectroscopicas utilizadas atualmente para o estudo quimico e identificacao
estrutural de novos compostos organicos. Essa radiacao é descrita como sendo
uma onda com duas componentes, uma elétrica e outra magnética, que variam
de maneira perpendicular entre si, sendo que ambas sdo também
perpendiculares a direcéo de propagacao da luz. Dessa forma, a interagcéao entre

a radiacao eletromagnética e a matéria que compde a amostra em analise pode
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ocorrer de duas formas distintas: pela sua componente elétrica ou pela sua
componente magnética. No caso da RMN, a componente magnética estad em
evidéncia (PAVIA et al., 2010).

Uma das diferencas fundamentais entre a RMN e as outras técnicas
espectroscopicas consiste no fato de que, na RMN, essa interacdo se da com o
campo magnético da REM e ndo com o campo elétrico, como ocorre nas técnicas
de infravermelho ou do ultravioleta, por exemplo. Contudo, o componente
magneético evidenciado pela RMN é uma caracteristica propria apenas de alguns
atomos que possuem massa ou numero atémico impar, como é o caso do 1" e
do 13€ (is6topo pouco abundante do 12°), os principais analisados por esse
método (NASCIMENTO; BLOCH-JUNIOR, 2001).

Esses atomos possuem um estado de spin nuclear caracteristico, sendo
capazes de promover um campo magnético natural, sendo estes spins
orientados de forma aleatoria. A influéncia de um campo externo promove o
alinhamento do spin nuclear de modo paralelo ou contrario ao campo, sendo que
cada um desses estados fundamentais assumem um nivel energético diferente.
Normalmente, 0 momento spin nuclear paralelo ao campo magnético externo
exibe um menor nivel de energia, enquanto 0 momento spin nuclear contrario ao
campo magnético externo exibe um maior nivel de energia (PAVIA et al., 2010).

A técnica de RMN envolve ainda a aplicacédo de ondas de radiofrequéncia
sob a forma de pulsos, promovendo uma inversdo dos spins inicialmente
orientados de forma paralela para a forma contraria ao campo magnético
externo, ou vice-versa, fazendo com que este saia de um estado de mais baixa
energia para um estado de mais alta energia. Sendo assim, ao retornar para o
seu estado fundamental (de mais baixa energia), o nucleo acaba liberando a
energia absorvida, que é percebida pelo aparelho de RMN, sendo registrada no
espectro de RMN sob a forma de sinais (NASCIMENTO; BLOCH-JUNIOR,
2001).

A andlise de um espectro (principalmente de RMN de 1) frequentemente
requer um estudo detalhado dos desdobramentos das bandas para que o maximo
de informacdes possa ser obtido dos dados experimentais. Contudo, nem sempre
as informacdes fornecidas pelos espectros de um s6 atomo séo suficientes para se
chegar a uma estrutura inequivoca, sendo necessario na maioria das vezes reunir

informacdes fornecidas por mais de um tipo de espectro, incluindo aqueles que sao
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obtidos em duas dimensdes, também chamados de bidimensionais. A juncéo de
todas essas informacdes, aliado a realizacdo de outras técnicas de identificacdo de
compostos, possibilitam o estudo detalhado da estrutura quimica de uma série de
compostos, sendo muito util na analise de produtos naturais (SILVA et al., 2005;
CONSTANTINO et al., 2006).

2.6.4 Analise térmica

Para caracterizacdo de materiais farmacéuticos é imprescindivel que seja
realizado a andlise térmica, e dentre as técnicas que englobam essa categoria,
a termogravimetria (TG) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram as
utilizadas nessa pesquisa.

A termogravimetria ou analise termogravimétrica baseia-se no estudo da
variagdo da massa de uma amostra, resultante de uma transformagéo fisica
(sublimagcdo, evaporagcdo, condensacdo) ou quimica (degradacéo,
decomposicédo, oxidacdo) em funcdo do tempo ou da temperatura. O tipo mais
usado de TG € a isotérmica na qual a variacdo de massa da amostra seja
registrada com uma funcdo tempo a uma temperatura constante (MOTHE;
AZEVEDO, 2009).

Os experimentos sdo realizados por meio de uma termobalanca, que
apresenta elevada sensibilidade, reprodutibilidade e insensibilidade a variacdes
externas, bem como rapida resposta as variacbes de massa. Os parametros
experimentais incluem taxa de agquecimento, atmosfera (N2ou Oz2), vazao de gas,
guantidade de amostra, granulometria, forma cristalina, composi¢édo do cadinho
e o calor de reacédo envolvido (STORPIRTIS et al., 2011).

A calorimetria exploratéria diferencial permite a deteccao qualitativa e
quantitativa de todos os processos em que requer producdo de energia. Essa
técnica é uma derivada da analise térmica diferencial (DTA), por isso, sé&o
consideradas técnicas semelhantes e complementares, pois permitem avaliar as
variacdes entalpicas que ocorrem com uma dada substancia durante um
processo de aquecimento ou resfriamento (STORPIRTIS et al., 2011).

A DSC pode proporcionar sobre caracterizagdo e medidas especificas,

tais como: transicao vitrea, temperatura e tempo de cristalizac&o, ponto de fuséo,
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calor especifico, oxidacao, pureza, estabilidade térmica, ponto de ebulicdo, grau
de velocidade de cura, cinética de reacao e outras. A DSC apresenta algumas
vantagens, tais como: rapido tempo de analise; facil preparo da amostra; pode
ser aplicado para solidos e liquidos; larga faixa de temperatura e medidas
quantitativas. J& como desvantagens tem-se: reducdo da sensibilidade quando
a linha de base esta em inclinagdo ou curvatura; necessidade de elevar razbes
de aquecimento para aumentar a sensibilidade; algumas transicées observadas
s&o complexas e apresentam dificuldade de interpretacdo (MOTHE; AZEVEDO,
2009).

2.6.5 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

Espectroscopia € o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com
a matéria. A radiacdo eletromagnética € composta de um vetor campo elétrico e
um vetor campo magnético, mutuamente ortogonal, que se propagam em uma
dada direcdo, apresentando a dualidade onda-particula, onde a natureza
ondulatéria manifesta-se por meio da interferéncia, disperséo, polarizacdo e
coeréncia da radiacdo eletromagnética (STORPIRTIS et al., 2011).

Parte da energia associada aos modos de vibracdo das moléculas esta
compreendida na regido que varia de 400 a 4000 cm™? do espectro
eletromagnético. Esta regido é referida como infravermelho intermediario ou
meédio, e constitui uma ferramenta muito importante na caracterizacdo de
substancias quimicas, especialmente quando medida pelo método de
transformada de Fourier. Desse modo, a espectroscopia de absorcdo no
infravermelho com transformada de Fourier € uma técnica bastante utilizada por
diversos laboratorios (BRITTAIN, 2018).

O principio da técnica baseia-se na interacéo da radiacéo eletromagnética
com o material sendo analisado. Quando a luz de uma fonte de infravermelho
incide sobre uma substancia, o campo elétrico oscilante associado interage com
ligacbes quimicas, fazendo que elas absorvam energia em frequéncias

ressonantes, o que resulta em vibracdes. Essas vibracdes se manifestam de
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diversas formas como estiramentos e deformacgfes, sendo caracteristicas de
cada grupo funcional (BUREAU; COZZOLINO; CLARK, 2019).

Sendo assim, a partir do momento em que duas moléculas, com excecao
dos isébmeros Opticos, sao distintas, o espectro de absorcdo na regido do
infravermelho delas sdo Unicos. Esses espectros sdo representados por meio
dos estiramentos e deformac6es observados em funcéo do nimero de onda (cm-
1) em ordem decrescente. Essa caracteristica permite aos analistas distinguir e,
a depender do caso, quantificar, moléculas e até mesmo constatar mudancas
estruturais, através de comparacgdes, em materiais compostos por mais de uma
substancia quimica (BUREAU; COZZOLINO; CLARK, 2019).

2.6.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a arranjo diodo (CLAE-
DAD)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica de separacao que,
em menos de trinta anos, passou a ser um dos meétodos analiticos mais utilizados
para fins qualitativos e quantitativos. As razdes para este crescimento estao
relacionadas a sua adaptabilidade para determinacdes quantitativas com boa
sensibilidade, a possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente
instaveis, com destaque para a industria farmacéutica, bem como, as suas
aplicacdes em determinacdes ambientais e em muitos outros campos da ciéncia,
como o da medicina (TONHI, 2002).

A separacdo cromatografica por meio da CLAE baseia-se na reparticdo
dos componentes da amostra entre duas fases imisciveis: a fase estacionaria
gue é solida e encontra-se acomodada em uma coluna cilindrica e a fase mével
liguida que passa através da coluna que contém a fase estacionaria. As
separacdes cromatograficas sdo obtidas por particdo, adsorcao, troca idnica,
exclusao por tamanho de particula ou interagdes estereoquimicas, dependendo
do tipo de fase estacionaria empregada (BRASIL, 2019; MARTIN; GUIOCHON
2005).

Diversos tipos de matrizes podem ser utilizados na composi¢cao da fase
estacionaria, dentre elas a silica € a mais utilizada por ser robusta e

guimicamente estavel quando em contato com a maioria dos solventes organicos
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e em sistemas que apresentam pH baixo. A fase estacionaria € escolhida de
acordo com a amostra que serd utilizada e com o objetivo da anélise, podendo
ser em fase normal (polar) ou fase reversa (apolar) (GUPTA et al, 2012;
PAITHANKAR, 2013).

A composicdo da fase movel afeta a resolucdo, a seletividade e a
eficiéncia da separacdo cromatografica. Quando a fase estacionéria utilizada é
normal os solventes utilizados na fase movel sdo apolares, quando a fase
estacionaria € reversa os solventes utilizados séo de carater polar. A forma como
a fase movel elui através da fase estacionaria também influencia a qualidade da
analise, esta pode acontecer de forma isocratica, quando a composicao da fase
movel permanece constante durante o processo de separacdo, ou de forma
gradiente, quando a composi¢cao apresenta mudancas durante esse processo.
(GUPTA et al, 2012). A fase maovel elui pela fase estacionaria devido a acao de
uma bomba que a empurra pelo sistema cromatografico e é de grande
importancia que a pressdo da bomba se mantenha constante para garantir a
reprodutibilidade das analises (PAITHANKAR, 2013).

A solucdo que elui através da coluna cromatogréafica € analisada pelo
detector do sistema, um componente que emite uma resposta em funcédo dos
analitos presentes na amostra, essa resposta gerada € proporcional a
concentracdo do analito na amostra e sinaliza um pico no cromatograma.
Existem diversos tipos de detectores que sdo acoplados ao cromatégrafo:
detector de indice de refracdo (RI), de ultravioleta (UV), de Espectrometria de
massa (MS), de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e de espalhamento de
luz (LS) (MINKIEWICZ et al., 2006).

A selecao do detector utilizado nas andlises acontece de acordo com as
caracteristicas quimicas dos analitos, interferéncia potencial, limite de deteccéo
necessario e disponibilidade do detector (GUPTA, 2012). O detector de UV é
frequentemente utilizado uma vez que o instrumento é simples e a maioria dos
compostos apresenta absorbéancia no UV, caso haja necessidade pode-se
expandir o comprimento de onda para a regiao do visivel (VIS) e assim detectar
analitos coloridos (LENDI, MEYER, 2005).

O equipamento utilizado consiste em um reservatorio que contém a fase

movel, uma bomba com a finalidade de impelir a fase moével pelo sistema
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cromatografico, um injetor para introduzir a amostra no sistema, uma coluna
cromatografica, um detector e um dispositivo de captura de dados, como um
software, integrador ou registrador. Além de receber e enviar informacfes para
o detector, softwares sao utilizados para controlar todo o sistema cromatografico,

proporcionando maior operacionalidade e logistica de analise (BRASIL, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver Drug Delivery Systems a base de cumarinas (escopoletina e

cumarina) e ZIF-8 como carreador.

3.2 Especificos

- Realizar uma revisdo sobre as atividades farmacoldgicas da escopoletina
(ESC);

- Desenvolver uma metodologia de obtencao in situ do sistema escopoletina: ZIF-
8 (ESC:ZIF-8);

- Caracterizar o sistema desenvolvido (ESC:ZIF-8) assim como, a ESC e ZIF-8
por meio das técnicas difratometria de Raios-X (DR-X), termogravimetria (TG),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho com transformada de fourier (FTIR), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e ressonancia magnética nuclear (RMN);

- Determinar a concentracdo de ESC livre no meio de dissolugao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a arranjo diodo (CLAE-DAD);

- Determinar o perfil de liberagéo in vitro da ESC a partir da rede de ZIF-8;

- Determinar o modelo cinético do perfil de liberacéo tanto da ESC quanto do
sistema ESC:ZIF-8;

- Investigar a atividade expectorante da ESC e ESC:ZIF-8 a partir do modelo
experimental que usa como indicador o vermelho de fenol;

- Realizar o estudo de pré-formulacdo da cumarina (CM) caracterizando-a por
meio das técnicas de DRX, MEV, TG, DSC e FTIR;

- Determinar a concentragéo de CM livre no meio de dissolugéo por CLAE-DAD;
- Investigar a atividade expectorante e antitussigena da CM,;

- Desenvolver uma metodologia de obtencéo in situ dos sistemas cumarina: ZIF-
8 (CM:ZIF-8);

- Determinar o perfil de liberacéo in vitro da CM pura e a partir da rede de ZIF-8

dos sistemas desenvolvidos;
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CAPITULO 1- UMA REVISAO SISTEMATICA DOS ASPECTOS
FARMACOLOGICOS DA ESCOPOLETINA

Artigo sera submetido na: Journal Pharmacy and Pharmacology
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UMA REVISAO SISTEMATICA DOS ASPECTOS FARMACOLOGICOS DA
ESCOPOLETINA

RESUMO

Escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-ona, ESC) é uma cumarina
fendlica presente em diferentes espécies de plantas medicinais. O principal
objetivo desta revisdo consiste em realizar uma revisao sistematica dos ultimos
cinco anos sobre as atividades farmacolégicas da ESC. Para isso, utilizou-se os
termos “scopoletin” e “pharmacology” nas bases de dados Science Direct,
PubMed e Scopus. Outros critérios de selecdo foram considerados como, artigos
em inglés com os descritores no titulo, resumo ou texto completo e estudos pré-
clinicos (in vitro e/ou in vivo) da ESC pura ou isolada de extrato padronizado.
Apés cuidadosa andlise dos artigos obteve-se um total de 465 artigos e ao final
25 trabalhos foram selecionados considerando todos os critérios de inclusdo. Os
trabalhos foram classificados de acordo com a atividade farmacologica e
apresentados em ordem crescente de numero de trabalhos. As atividades
farmacoldgicas relacionadas a ESC foram: anti-inflamatéria e antioxidante;
antidiabética; antidislipidémica; antibacteriana e antifungica; anti-hipertensiva;
inibidora da monoaminooxidase; antipsicética; neuroprotetora; esclerose
multipla; citotoxica; melanogénese; antiangiogénica e antienvelhecimento. Por
fim, pode-se afirmar que a ESC apresenta muitas atividades farmacoldgicas e
interessantes fazendo deste composto um bom candidato a um estudo mais
detalhado.

Palavras-chave: cumarinas, escopoletina, atividades farmacologicas
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1 INTRODUCAO

A escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-ona, ESC, Fig.1)
também conhecida como 7-hidroxi 6-metoxicumarina esta presente em
diferentes espécies de plantas medicinais. A biossintese das cumarinas nas
plantas ainda ndo € completamente compreendida, mas no geral, se d& pela via
dos fenilpropanoides. Kai e colaboradores (2006) em estudos biossintéticos com
Arabidopsis thaliana Columbia relataram altos niveis de escopoletina e seu p-D-
glicopiranosideo (escopolina) encontrado em uma concentracdo 180 vezes
maior na raiz que nas partes aéreas. Nas plantas a escopoletina tem um papel
de defesa principalmente contra fungos (CARPINELLA; FERRAYOLI;
PALACIOS, 2005). El Ordi e colaboradores (2010) avaliaram o mecanismo de
resisténcia da Nicotiana tabacum (tabaco) a espécie de Botrytis cinerea e
identificaram que estava relacionada a funcdo da escopoletina antifingica na
planta.

Esta cumarina € um dos principais compostos da Erycibe obtusifolia
Benth, esta por sua vez, € utilizada no tratamento de artrite reumatoide (CHENG,
2012). A ESC pode ser encontrada ainda em outras espécies tais como, Erycibe
obtusifolia, Aster tataricus e Foeniculum vulgare (MOON et al., 2007). Presente
também em algumas espécies de plantas comestiveis e frutas como a aveia
(Avena sativa), alho (Allium ampeloprasum), aipo (Apium graveolens), pimenta
vermelha (Capsicum annuum), pimenta (Capsicum frutescens), cenoura
(Daucus carota), limdo (Citrus limon) e batata doce (Ipomoea batata)
(CARPINELLA; FERRAYOLI; PALACIOS, 2005).

Diferentes atividades farmacoldgicas séo atribuidas a escopoletina tais
como, anti-inflamatéria (DING et al., 2008), antidepressiva, anticolinesterasico,
antioxidante, antitumoral e antiproliferativa (CHENG, 2012). Essas séo algumas
das atividades atribuidas a escopoletina, assim o objetivo desta pesquisa foi a

de sumarizar as atividades farmacoldgicas mais recentes dessa cumarina.
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Fig.l. Estrutura quimica da ESC (C10HsOx).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estratégias de selecao

Foi realizada uma revisdo sistematica de acordo com os Relatérios para
Revisdes Sistematicas e Meta-Analises (PRISMA) (MOHER et al., 2009). Esta
revisdo sistematica foi conduzida por uma pesquisa da literatura especializada
publicada nos ultimos cinco anos (janeiro de 2015 a janeiro de 2020). A busca
se deu nas principais bases de dados da area, Science Direct, PubMed e

Scopus, utilizando a combinacdo dos descritores: “scopoletin” e “pharmacology”.

2.2 Selecao dos artigos

A selecdo do manuscrito foi baseada nos seguintes critérios de incluséo:
1) artigos publicados em inglés; 2) com os descritores no titulo, resumo ou texto
completo; 3) estudos pré-clinicos (in vitro e/ou in vivo) da escopoletina pura ou
isolada de extrato padronizado. Além disso, resumos, editoriais, conferéncias,
capitulos de livros foram excluidos do estudo.

Nesta selecao inicialmente, trés investigadores independentes (P.A.S,
J.M.TA.F e P.M.N.M) selecionaram os artigos de acordo com o titulo, em seguida
de acordo com o resumo e, por fim, por meio da leitura do texto completo.
Qualquer desentendimento sobre quais artigos deveriam entrar na revisao foi
resolvida em comum acordo entre os trés investigadores. Os artigos resultantes
foram revisados com o objetivo de identificar quais se encaixavam ou nao nos
critérios de inclusdo. Em casos de ndo consenso, uma quarta revisdo

independente foi consultada (L.A.R.) para deciséao final.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélise geral dos estudos

A busca primaria identificou 465 artigos, sendo 123 do PubMed, 118 do
Scopus e 224 do Science Direct. Entretanto, 107 trabalhos estavam indexados
em uma ou mais base de dados e com isso foram contados somente uma vez,
totalizando 358 artigos. Em seguida, a partir de uma analise do titulo, do resumo
ou do texto completo, 334 artigos foram excluidos, pois ndo se encaixavam nos
critérios de inclusdo preestabelecidos inicialmente, restando 24 trabalhos
originais para andlise. Um trabalho publicado posteriormente ao periodo de
analise foi incluido nessa revisao (Fig.2). Desse modo, um total de 25 estudos
foram inclusos para andlise e processamento dos dados estes por sua vez, foram
classificados por tipo de atividade farmacoldgica.

Com relacdo a origem destes trabalhos a maior parte era da Coreia do Sul
(9 artigos, 36%), seguido da China (4 artigos, 16%), india (3 artigos, 12%) e
Malésia (3 artigos, 12%). Outros paises foram citados, mas apenas uma vez
cada (6 artigos, 24%) séao eles: Brasil, Hungria, Argentina, Tailandia, México e
Taiwan (Fig.3). Outra questdo que merece destague € o numero de plantas
medicinais das quais a escopoletina foi isolada ou foi testado diretamente o
extrato padronizado. Observou-se um total de 7 espécies sdo elas Foeniculum
vulgare, Hypochaeris radicata, Polygala sabulosa, Lasianthus lucidus, Malva
parviflora, Nicotiana glauca e por fim Morinda citrifolia mencionada em dois
trabalhos.

Na Tabela 1, encontram-se as caracteristicas gerais dos estudos
selecionados. Os dados de cada artigo foram apresentados a partir dos topicos:
autores, ano, pais; substancia (origem); tipo de animal; dose/ concentragéo e via
de administracdo; modelo experimental; amostra analisada e os resultados
obtidos.



PubMed
(n=123)

Scopus Science Direct
(n=118) (n=224)

IDENTIFICACAO

TRIAGEM

ELEGIBILIDADE

| Inclus&o posterior (n=01) i

| Total (465) |
4' Duplicados (n=107)

358 artigos para
analise geral

Revisdes e capitulos
(n=175)

183 artigos para
andlise de titulos

—| Exclusdo (n=97) |

86 artigos para
andlise de resumo

—l Exclusdo (n=54) |

32 artigos para anilise
completa do texto

—| Exclusfio (n=08) |

INCLUSAO

| Total (25) |

Fig.2. Estratégias de pesquisa de acordo com PRISMA.

10
36%

Numero de artigos por pais
(6]

Coreia do Sul

16%

China

24%

12% 12%

india Malasia Outros

Fig.3. Distribuicdo dos artigos por pais.
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Tabela 1
Principais caracteristicas e resultados dos estudos selecionados da escopoletina.
Autor, ano, Escopoletina Modelo Concentracao/ Modelo Amostra
. ! . . ) . Resultados
pais (origem) animal Dose (via) experimental analisada
- 1 viabilidade celular
- | PGE2 e NO
- . - | expresséo de
Yang et al., 30 uM Vla}bllldade/prollferag . MRNA de COX-2 e
Camundongos oot ao celular (RAW Células e :
2015 Isolada de F. (in vitro) INOS
: ICR Cultura 264.7) com LPS e orelha dos
(Coreia do vulgare ! 200 pg/mL : ~ o - | IL-1B, IL-6, IL-10,
de células P inflamacéo de pele animais
Sul) (aplicacéo topica) induzida por TPA TNF-a
b - | 48,34% DPPH e
-] 47,05% ABTS.
- | edema de pata em
92,88% e | NO, TNF-
Jamuna et Camun.dor.wgos 10, 50 ou 100 Toxicidade dose a,IL-pe ”"6'. ~
Swiss; R . Sangue - Modelo de predicéo
al., 2015 Isolada de H. mg/kg Unica; atividade anti- o Lt
2 . Ratos ; o Plasma da atividade biologica
(India) radicata (VO/gavagem) inflamatoria e A .
Sprague- . Orgaos apresentou:
antioxidante : -
Dawley antimutagénica,
espasmolitica e

urinaria e antisséptica.
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- | células
inflamatdrias
- Regulacéao da

Nascimento Ensaio de Fluido . .
Isolada de Camundongos 0,1 - 5 mg/kg , ~ mieloperoxidase,
et al., 2016 : inflamacéo pleural e pleural .
. P. sabulosa Swiss (IP) : S ) adenosina
(Brasil) perfil enzimatico Tecido :
desaminase, NO,
TNF-q, IL-13, NF-kB e
p38.
- | amilase
- Modulacao de:
Leemae Analise de dano mieloperoxidase,
. . Sigma-Aldrich, " Sangue inflamacéo, edema,
Tamizhselvi, Camundongos 10 mg/kg pancreatico e
2018 (Bangalore, Swiss (IP) Ulmonar bor Plasma necrose
(indi) india) P ceruleing Tecidos L IL-1B e TNF-a
| NF-xB, IL-33, MCP-1
Osman et Pura e extrato 1- 2,5_pg/ppgo Ensaio _de Células - ! Ilber_a(;ao_ de
i M. citrifolia osteoartrite e Sangue glicosaminoglicano
al., 2018 padronizado ~
. o Cultura celular 1 -5 ug/poco degradacéao Plasma - | NO em cultura de
(Malasia) de M. citrifolia . . : :
escopoletina cartilaginosa Tecidos cartilagem.




,2+0,3% de atos in vitro
(2,2£0,3%d R (in vitro)
ESC) Sprague- 200 - 400 mg/kg
Dawley M. citrifolia
(VO)
i Hiperglicemia
Chang et al., N30 Ratos Wistar 15’6(2"? vitlri)s M induzida por Células
2015 mencionado Células 10 ma/k metilglioxal e analise ~ Sangue
(Taiwan) isoladas (VoI avga gm) em cultura de Plasma
gavag hepatécitos FL83B
ReacAo Inibicdo enzimatica,
Jang et al., Sioma. St enzimatica 5-100 uM wa;:;qhizaﬂsrgeéuelar Enzimas
2018 Lo%is i\/IO. Cultura celular (in vitro) fibroblastos Células
(Coreia do ’ ' (3T3-L1) 10 mg/kg o Sangue
Sul) USA Camundongo (VO/gavagem) embrlonarl_os . Plasma
ICR (83T3-L1) e animais
diabéticos
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- Extrato | condigao
inflamatéria e
alteracoes
histopatologicas
regulando citocinas
(IL-1B, MMP1, 3, 13) e
expressao de genes
danosos

-} produtos de
glicacdo e [ ] glicose
-restaurou dos niveis

normais de peptideo C
- 1 sensibilidade a
insulina e translocacéao
de GLUT2 em
hepatocitos

- N&o apresentou
citotoxicidade (3T3-
L1).

- (-) da a-glicosidase
[Clso = 85,12 (79,93-
90,31) uM] e
a-amilase [Cls0=37,36
(32,47-42,25) uM]
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Jang, Park,

Han, 2020

(Coreia do
Sul)

Lee e Lee,
2015
(Coreia do
Sul)

Ham et al.,
2016
(Coreia do
Sul)

Cultura de
Sigma-Aldrich, células
St. Louis, MO (3T3-L1)
Sigma, St. Ratos
Louis, MO, Sprague-
USA Dawley
TCI Co., Ltd, Camundongos
Tokyo, Japan C57BL/6J

1-20 uM
(in vitro)

0,001%-0,005%

(M)
(VO)

0,01% e 0,05%

(m/v)
(VO)

Andlise metabdlica
das células de pré-
adiposas e
diferenciadas de
camundongo
(3T3-L1)

Dano hepatico
induzido por
consumo de etanol

Influéncia
metabdlica de dieta
rica em gordura

- | concentragao de
glicose e area sob a
curva, poés-prandial

- 1 captacéao de
glicose
- 1 fosforilacao de Akt
e AMPK, ativacéo de
PI13K e expressao de
GLUT4

Células

- Controle do: peso
total, fibrose hepatica,
colesterol, TG e taxa
de lipoproteinas
- |citocinas pré-
inflamatorias, enzimas
hepéaticas; alteracéo
na expressao génica
de diversas proteinas

Sangue
Plasma

- | peso corporal e
gordura visceral

- | niveis séricos de

leptina, TNFa, IL-6,

IFNy; resisténcia a

Sangue
Plasma
Tecidos
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insulina e acumulo de
lipidios hepéticos.

- 1 niveis de
adiponectina e lipidios
fecais
- Regulacéo dos
genes metabolicos e
inflamatorios lipidicos.

Alteracao no - | glicose sanguinea,
Choi et al., metabolismo de Sangue HbA1c, sem alteragéo
2017 TCI (Tokyo, = Camundongos 0,01 % (m/m) carboidratos e Plasma do peptideo C.
(Coreia do Japan) C57BL/6N (VO) lipideos, animais Tecidos - | TG e colesterol
Sul) diabéticos e com - Regulacéo de genes

alimentacdo lipidica e nos niveis de TNF-
o, IL-6 e MCP-1

- Atividade

Extrato de _Atividgde antibacteriana contra

_ L lucidus Cultura_de antibacteriana em cepas DMSC 37166 e
NPISSS (1 molde G Segnose o, Cuura  TOC 2SR e
al., ’ I : mpC B-lactamase : . aerurginosa
(Tailandia) E;’(?r/ftge e ATCC Diluigdo seriada ' 1o o7g53) e PACIEMIANA e o5 ugimL

27853) clinica (extrato das folhas)

(DMSC 37166) MIC=128 pug/mL

(extrato da casca do
caule)
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Cruz-
Sanchez et
al., 2019
(México)

Das et al.,
2020
(Hungria)

Isolada de
M. citrifolia

Sigma-Aldrich
Chemie
GmbH,

Steinheim,
Germany

Culturas
bacterianas

Culturas
fungicas

12,5-100 pg/mL
(in vitro)

Atividade Cultura
antibacteriana bacteriana
Atividade Culturas

antimicrobiana frente

a diferentes cepas fingicas

MIC=0,66 uM (ESC)

- N&o foi um
antibacteriano efetivo
frente as cepas:

S. aureus (0198),
S. haemolyticus
(562B), S. epidermidis
(1042),

S. haemolyticus
(731B), S. aureus
(ATCC 29213) com
Cls0>100 pg/mL
Para S. aureus (0198)
foi considerado ativo
(Cl50=100 pg/mL)

- Antifingica
C. glabrata
(MIC90=21,83-142,1 u
g/mL)

C. tropicalis
(MICg90=67,22-119 ug/
mL)

C. albicans
(MEC10=132,17%4,19)
C. dubliniensis
(MEC10=132,1745,08)
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C. tropicalis
(MEC10=134,27 +4,66)
C. guilliermondii
(MEC10=149,2+5,32);
C. parapsilosis
(MEC10=164,7£26)
(Mg/mL)
| viabilidade das
cepas

- Controle da presséao
diastdlica e sistélica

Herrera et Hipertensao Sangue DEso = 0,02 mg/kg
Isolada de Camundongos 0,01 - 5 mg/kg . . (presséo diastolica)
al., 2019 : induzida por Plasma -
) M. parviflora ICR (vO/gavagem) . : : DEso = 0,12 mg/kg
(Argentina) angiotensina Il Tecidos I
(pressao sistolica)
- (-) seletiva de
8 mg/kg (uso Ensaios enzimaticos (hlen?a:r?og:Kzig’Z?zmlﬂ\/I
Basu et al., Sigma, St. repetido) ou (MAO-A e MAO-B) e Sangue H
. Camundongos ~ (camundongo).
2016 Louis, MO, : 80 mg/kg (forma concentracao de Plasma .
P Swiss . PN . - 1 dopamina
(India) USA aguda) aminas biogénicas, Tecidos {lito Aci
(IP) docking - | metabdlito Acido
3,4-diidroxifenilacético
Seong et al., Sigma-Aldrich, Sprague Interacao de Enzimas e - | eficacia em inibir as
2019 St. Louis, MO Dawley 0-25 uM enzimas MAO-A e B, tecidos enzimas MAO-A
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(Coreia do
Sul)

Pandy e

Vijeepallman

, 2017
(Malasia)

Zhou et al.,
2020
(China)

Zhang et al.,
2019
(China)

Friendemann
Schmidt
Chemicals

nao
mencionado

Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO

Camundongos
ICR

Ratos
Sprague-
Dawley

Camundongos
C57BL/6

(in vitro)

0,05 - 1 mg/kg

(VO/gavagem)

100 mg/kg
(IP)

50 mg/kg
(IP)

além da B-amiloide.
Atividade de
lipoperoxidacao
Docking

Andlise
comportamental

Protocolo de lesdo
medular

Modelo de
encefalomielite
autoimune
experimental
(esclerose multipla)

Célulae
tecido

Sangue
Plasma
Tecidos

(Clso = 207,65£1.91) e
MAO-B
(Clso > 300uM).
Para TBARS a
CEso> 30pM e em
relacdo aos agregados
B-amiloides
Clso > 100 pM

- | comportamentos
estereotipados
- |escalada inclinada

-Melhorou parametros
motores (BBB score) e
prote¢&o neuronal
- Modulacao da via
AMPK/mTOR
- Promoveu autofagia
como efeito protetor

- (-) da atividade de
NF-kB em células
dendriticas, regulando
a inflamacéo e
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Li et al.,
2015
(China)

Tian et al.,
2019
(China)

Sigma, St.
Louis, MO, Cu?ﬂ;%;i!l)“ar
USA
Cultura de
nao células
mencionado  (DoTc2, SiHa,

HelLa e C33A)

0-100 uM
(in vitro)

0-30uM
(in vitro)

Viabilidade e ciclo
celular em cultura de
cancer prostatico
(LNCaP)

Viabilidade,
apoptose e invasao
de células cancer
cervical humano
(DoTc2, SiHa, HelLa
e C33A)

Células

Células

desmielinizacéo de
neurdnios do SNC.
- | expressédo MHC Il

- (-) crescimento de
LNCaP, modificando
seu ciclo celular
(Cl50=65,1 uM).
Antecipou a apoptose
em até 21%

-Apresentou inibigao
do crescimento das
células DoTc2
(Cls0=25 puM),
SiHa (Clso=15 uM),
HelLa (Clso=7,5 uM) e
C33A (Cls0=25 pM),
- | formagéao de
colbnias celulares
- 1 da expresséao de
caspase 3,8,9e
PARP
- | de fosforilagdo de
PI3k e AKT
Antimetéatese
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Kim et al.,
2017
(Coreia do
Sul)

Nam e Kim,
2015
(Coreia do
Sul)

Tabana et
al., 2016
(Malasia)

S2500, Sigma,
U.S.A.

Sigma, St.
Louis, MO,
USA

Isolada de
N. glauca

Cultura de
células 0-40 pg/mL
(B16F10 e (in vitro)

HDFn)

Cultura celular 1-16 uM

(IMR90) (in vitro)

Ratos
Sprague-

Dawley; 0,06 - 0,5 uM
Camundongos (in vitro)
Cultura celular 50-200 mg/kg

(HUVECs, (vO/gavagem)
CCD-18Co e
HCT 116)

Analise de
melanogénica em
células de
melanoma murino
(B16F10) e
fibroblasto dérmico
neonatal humano
(HDFn)

Viabilidade e ciclo
celular de fibroblasto
pulmonar humano
(IMR90)

Proliferacéo celular
derivadas do
endotélio de veias
do cordéo umbilical
humano (HUVECS),
fibroblasto de colon
humano (CCD-
18Co) e cancer de

Células

Células

Células
Sangue
Plasma
Tecidos

- 1 atividade e
expressao de
tirosinase e TRP-1
-1 AMPc e
fosforilacdo de p38
MAPK em células
B16F10

- Induziu a autofagia

- | de B-galactosidade,
- 1 da atividade de p53

- expressao de
histonas acetilases

controle na expressdo

de genes envolvidos
com inflamacéo,
anti-aging e
reprogramacao
celular.

- DL50>2000 mg/kg
- Anti-angiogénica e
antiproliferativa

- (-) neovascularizacao

(células HCT-116).
- Inibicdo tumoral e
anti-angiogénica
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c6lon humano (HCT
116) vascularizagéo
tumoral, toxicidade
dose aguda (DLso),
docking

(camundongos
imunossuprimidos)

- Eficiéncia de ligacao
com os fatores
angiogénicos (ERK1,
VEGF-A e FGF-2)

Legenda: (-): inibicdo, 1: aumento, |: redugdo, CEso= concentracdo de farmaco que induz 50% do efeito maximo, Clso= concentragao
de farmaco que inibe 50% do efeito maximo, DLso= dose letal que mata 50% dos animais, MIC= concentracdo minima inibitoria, MEC

10 = minima concentracao efetiva.
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3.2 Estudos pré-clinicos

3.2.1 Anti-inflamatoria e antioxidante

As principais atividades encontradas para escopoletina, tanto na forma
isolada quanto como constituinte quimico de uma planta medicinal séo os efeitos
anti-inflamatério e antioxidante. Desse modo, o trabalho de Yang e
colaboradores (2015) avaliou quatro cumarinas (escopoletina, 8-metoxipsroleno,
bergapteno e imperatrorina) isoladas do extrato metandlico da Foeniculum
vulgare. Para a avaliacdo da atividade antioxidante utilizou-se o teste de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e método do radical de &cido 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), as cumarinas e controles positivos na
concentracdo de 30 uM. Os autores afirmam que as cumarinas apresentaram
uma atividade antioxidante “excelente”, porém, nio foi possivel observar isto nos
resultados. A escopoletina apresentou atividade inibitoria de 48,34% e 47,05%
para os testes DDPH e ABTS respectivamente, e 0s controles positivos
apresentaram atividade inibitoria acima de 70% para os mesmos testes. Desse
modo, a escopoletina nessas condi¢cdes experimentais ndo apresentou atividade
antioxidante significativa assim como, as outras cumarinas.

Ja com relacado a atividade anti-inflamatoria foram avaliadas a atividade
de cada cumarina (30 uM) frente aos mediadores pro6 e anti-inflamatoérios. Dessa
forma, utilizou-se o modelo in vitro de viabilidade celular de macréfagos (RAW
264,7) ativados por lipo-polissacarideos (LPS) e modelo in vivo de inflamagéo
(YANG et al., 2015). No processo inflamatorio os macréfagos tém um importante
papel e apresentam trés funcbes principais: apresentacdo de antigeno,
fagocitose e imunomodulacdo por meio da producdo de citocinas e fatores de
crescimento (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Quando essas as células séo
ativadas, ha uma expressdo de enzimas inflamatorias (INOS e COX-2) e
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6). No entanto, os macrofagos também
podem atuar como anti-inflamatérios quando expressam as citocinas IL-4, IL-13,
ou IL-10 (ARIEL e SERHAN, 2012).

Levando-se em consideracdo o0s mecanismos da inflamacédo os

resultados mais expressivos demonstraram que a escopoletina tem atividade
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anti-inflamatoria. Desse modo, foi observado aumento da viabilidade celular,
blogueio da producédo de prostaglandina E2 (PGE-2) e éxido nitrico (NO), assim
como a expressdao de mRNA de ciclooxigenase 2 (COX-2) e INOS. A
escopoletina reduziu ainda a producéo dos mediadores inflamatérios IL-13, IL-6,
IL-10 e TNF-a (YANG et al., 2015).

Em um outro importante estudo, duas cumarinas (escopoletina e
confertina) foram isoladas do extrato metandlico de Hypochaeris radicata. Os
testes foram realizados comparando-se a atividade dos extratos (folhas e raizes)
e das cumarinas. Nos testes in vivo os extratos foram utilizados nas doses 100
a 3000 mg/kg e as cumarinas nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg. A atividade anti-
inflamatoria foi avaliada por meio do teste de edema de pata induzido por
carragenina. A escopoletina apresentou uma reducéo de 92,88% do edema na
dose de 10 mg/kg, resultado este superior a confertina que apresentou 79,05%
na mesma dose. Essa atividade foi superior também aos extratos das folhas nas
doses de 150 e 300 mg/kg (67,59% e 77,07%) e das raizes nas mesmas doses
com 85,77% e 87,74% de atividade. A escopoletina reduziu ainda de maneira
significativa (p< 0,001) a liberacdo dos mediadores pré-inflamatoérios TNF-a, IL-
1B e IL-6. Outro resultado que se mostrou promissor foi a reducdo da migracéo
de macroéfagos. A atividade antioxidante foi avaliada in vivo com a dosagem das
enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-s-transferase
(GPS), glutationa peroxidase (GPx), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD);
atividade antioxidante ndo enziméatica (glutationa e acido ascoérbico). Os autores
ndo destacam a discussao desses dados, mas partir da andalise pode-se
evidenciar que a escopoletina apresentou resultados significativos comparado
com o controle negativo (JAMUNA et al., 2015).

Nascimento e colaboradores (2016) avaliaram a escopoletina isolada da
Polygala sabulosa em modelo animal de pleurisia induzida por carragenina.
Alguns parametros avaliados sao similares aos estudos citados anteriormente.
A escopoletina foi administrada nas doses 0,1, 1 e 5 mg/kg foi observado que na
dose de 1mg/kg houve reducao significativa de reducao do influxo leucocitos e
migracao de neutrdéfilos. Esta dose foi utilizada posteriormente para analise de
outros parametros. Escopoletina reduziu significativamente TNF-a e IL-1(3, assim

como inibiu a fosforilagdo do fator nuclear kappa B (NF- K B) e proteina quinase
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ativada por mitdbgeno p38 (p38 MAPK). Esses ultimos estariam envolvidos na
modulacdo de mediadores inflamatérios.

Leema e colaboradores (2018) destacaram a atividade anti-inflamatoria
da escopoletina na dose de 10 mg/kg em modelo animal de pancreatite aguda
induzida por ceruleina associada a lesBes pulmonares. Mensurou-se
principalmente, 0s seguintes parametros: atividade de amilase e
mieloperoxidase, mediadores pro-inflamatdrios, analise morfolégica e sulfureto
de hidrogénio (H2S). Os principais resultados apontam para reducdo da
inflamag&o, necrose e edema. Isso pode estar relacionado aos dados
complementares observados nessa pesquisa como: a reducédo da atividade
enzimatica da amilase e mieloperoxidase tanto no pancreas quanto no pulméao;
reducgéo dos niveis de TNF-a, IL-13, IL-33, H2S, inibicdo do NF-Kf e ativagédo de
mastacitos.

Por fim, Osman e colaboradores (2018) utilizaram uma metodologia in
ViVO e ex vivo para avaliar osteoartrite e deterioracdo de cartilagem subcondrial.
Para tanto, avaliaram o extrato padronizado de Morinda citrifolia (noni) (MC) para
epicatequina e escopoletina, sendo a concentracdo da cumarina no extrato de
2,2%. Desse modo, o extrato de MC foi utilizado na concentracao de 200 e 400
mg/kg em ratos e discos de cartilagem bovina frescas. Os autores avaliaram os
resultados por meio de andlises histologicas (tibia e fémur), macroscépicas,
radiografias, reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) quantitativo
e dosagens de marcadores inflamatérios. Os resultados apontam que MC na
dose de 400 mg/kg reduziu tanto a deterioracdo das cartilagens quanto o0s
mediadores pro-inflamatdrios que estao envolvidos neste mecanismo (TNF-aq, IL-
1B, IL-6, IL-10, COX-2, PGEZ2, iNO).

3.2.2 Antidiabético

Chang e colaboradores (2015) investigaram a capacidade da escopoletina
de proteger contra a inducao de hiperglicemia e resisténcia a insulina promovido
por metilglioxal (MG). Para tanto, utilizaram modelo in vivo, assim como testes
bioquimicos, imuno-histoquimicas, western blot, cultura de células (hepatécitos

FL83B) e teste de tolerancia oral a glicose (TOTG). A escopoletina foi utilizada
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nas doses de 15,625 a 125 yM no teste de inibicdo percentual da formagéo de
produtos finais da glicacdo avancada (AGES) e nos demais testes in vivo foi
utilizada na dose de 10 mg/kg. Os principais resultados apontam uma reducéo
dos niveis de glicose no sangue nos grupos de animais nos quais foi
administrado concomitantemente a escopoletina, assim como redugédo da
formacdo de AGES. Outro ponto foi a modificacdo de parametros bioquimicos
como colesterol total, lipoproteina de baixa e de alta densidade (LDL, HDL)
guando se compara o grupo de animais que s6 recebeu MG, mostrando que a
escopoletina provocou reducdo significativa desses indices. Além disso,
promoveu aumento na sensibilidade a insulina e aumentou a translocacéo de
GLUTZ2 em hepatdcitos FL83B.

Outro estudo de Jang e colaboradores (2018) avaliaram o efeito
antidiabético da escopoletina utilizando modelo de diabetes induzida por
estreptozotocina. Foram analisados os niveis de glicose no sangue e atividade
enzimatica em modelo in vitro, assim como o teste de citotoxicidade em células
de ratos (embrio fibroblastos, CT3-L1). Os principais resultados apontam
primeiramente que esta cumarina ndo apresenta citotoxicidade. A inibicdo das
enzimas a-glicosidase e a-amilase é concentracdo-dependente, com um Clso de
85,12 e 37,36 uM, respectivamente mais potente quando comparado com a
acarbose. Somando-se a evidéncia anterior, a escopoletina reduziu
significativamente os niveis de glicose poés-prandial em ratos diabéticos e
normais quando comparado com o controle.

Jang e colaboradores (2020) fizeram também pesquisa sobre outro
mecanismo de acdo da escopoletina no qual teria efeito antidiabético nos
adipdcitos. Para tal objetivo foi utilizado células de adipécitos (3T3-L1) com as
quais, foram realizados diferentes experimentos com concentracdes crescentes
de escopoletina e os controles necessarios. A partir dos resultados, observou-se
gue a escopoletina aumenta a expressao do transportador de glicose, GLUT-4.
Esse fato estaria relacionado com o mecanismo desta cumarina de fosforilar a
proteina cinase B (PKB) e ativar a fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) e com isso
promover a maior captacao de glicose. Com isso, 0s autores demonstraram um
outro mecanismo que demonstra que a escopoletina tem um potencial

antidiabético interessante.
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3.2.3 Antidislipidémico

Lee e Lee (2015) investigaram efeitos da escopoletina sobre o
metabolismo lipidico no tecido adiposo branco e figado, assim como os
mecanismos associados ao uso crénico de alcool em ratos. Realizou-se o0s
estudos in vivo com animais tratados por oito semanas com alcool e escopoletina
(0,001 e 0,005%), sendo avaliados diferentes parametros histopatologicos e
bioquimicos. Os resultados mais significantes dos dados bioquimicos e
histol6gicos da pesquisa demonstram efeitos importantes da escopoletina. Nos
grupos tratados com esta cumarina houve manutencao do peso, atenuacédo da
fibrose hepatica, controle de colesterol total, triglicerideos (TG), lipoproteinas
(HDL e LDL), citocinas proé-inflamatérias (IL-6, IL-10, TNFa, ILB), enzimas
hepaticas e aumento na circulacdo de adiponectina. Outro importante dado
demonstra inibicdo também da lipdlise via inibicdo dos genes ATGL e HSL, no
tecido adiposo branco. Esses genes estariam envolvidos com 0 mecanismo da
lipase nesses tecidos.

Ham e colaboradores (2016) investigaram o efeito da escopoletina em
ratos com dieta rica em gorduras e nao alcodlicos, diferente do estudo
anteriormente citado. Foram realizados testes in vivo com 0,01% e 0,05% de
escopoletina por 16 semanas. Os principais resultados apontam para um efeito
relevante nos grupos tratados com as doses 0,01% e 0,05% de escopoletina.
Assim, observou-se reducao do peso corporal, dos lipidios, da gordura visceral,
marcadores de inflamacdo e das enzimas hepdéticas. Por sua vez, houve
aumento dos niveis séricos de adiponectina e lipidios fecais, assim como a
regulacédo de genes inflamatdérios e resisténcia a insulina.

Por fim, Choi e colaboradores (2017) objetivaram um estudo para verificar
diferentes atividades, porém relacionadas e que poderiam demonstrar que a
escopoletina interfere na glicemia, esteatose hepatica e inflamacao. Para tanto,
foi utilizado modelo animal de inducéo de diabetes por estreptozotocina, sendo
gue nos grupos tratados com escopoletina utilizou-se a dose de 0,01 g/100 g de
dieta. Foram analisados alguns parametros bioquimicos, histologicos e outras

técnicas foram usadas para mensurar os resultados (RT-PCR, western blot e
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ELISA). Alguns dados corroboram com o0s estudos mencionados anteriormente.
A escopoletina (0,01%) reduziu niveis de glicose e aumentou a sensibilidade a
insulina. Por sua vez, reduziu colesterol hepatico e TG, assim como melhorou o
perfil de esteatose e fibrose hepatica, regulou genes de proteinas hepaticas
(PPARy e DGAT2).

3.2.4 Antibacteriana e antifungica

Naiproom e colaboradores (2018) avaliaram atividade antibacteriana da
escopoletina isolada da espécie Lasianthus lucidus e seus extratos. A avaliacdo
especificamente da escopoletina € justificada pelo fato desta cumarina ser
isolada em grandes concentragbes (1,4 pumol/g) e ser um dos principais
marcadores da espécie. Para isso, utilizou-se duas cepas patogénicas de
Pseudomonas aeruginosa (DMSC 37166 e ATCC 27853) e os resultados
demonstraram que tanto o0s extratos quanto a escopoletina apresentaram
atividade contra as cepas assim como, lise e alongamento celular.

Cruz-Sanchez e colaboradores (2019) avaliaram a escopoletina isolada
da Morinda citrifolia, assim como os extratos e fracbes dessa planta quanto a
atividade antibacteriana sobre diferentes cepas de Staphylococcus. A
escopoletina ndo foi um antibacteriano efetivo frente a S. aureus (0198),
S. haemolyticus (562B), S. epidermidis (1042), S. haemolyticus (731B),
S. aureus (ATCC 29213). Porém, foi considerado ativo contra S. aureus (0198)
com uma concentracdo minima inibitéria (MIC) de 100 pg/mL.

Das e colaboradores (2020) avaliaram a atividade antifingica da
escopoletina sobre diferentes espécies do género Candida que formam
biofilmes. Desse modo, apresentou atividade antifiUngica sobre varias espécies,
os valores de MICgo variaram entre 83,43 e 119 g/mL, sendo mais efetiva sobre
C. glabrata e C. tropicalis. Na analise de minima concentracgéo efetiva (MEC 10)
foi eficaz contra algumas cepas. Desse modo, C. albicans, C. dubliniensis e
C. glabrata tiveram reducédo de 60% na biomassa. Reduziu também a viabilidade
das cepas, além de aumentar a o balanco oxidativo. Essas atividades da
escopoletina foram atribuidas tanto a inibicdo de bombas de efluxo quanto a

inducao de apoptose.
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3.2.5 Anti-hipertensivo

Lagunas-Herrera e colaboradores (2019) avaliaram a atividade anti-
hipertensiva da escopoletina, assim como das fracOes e extratos. A escopoletina
foi uma das principais substancias isoladas do extrato etandlico da Malva
parviflora. Foi utilizado um modelo animal de hipertensdo induzida por
angiotensina Il e a escopoletina foi administrada nas doses de 0,01 a 5 mg/kg.
Foram avaliados parametros de pressdo diastdlica e sistdlica, estudo
histopatolégico dos rins e quantificacdo de citocinas. Os dados relacionados
especificamente a cumarina demonstram um controle da hipertensdo se
comparados com os grupos controles (DEso = 0,12 mg/kg para pressao sistolica
e 0,02 mg/kg para presséo diastolica). Como a administracdo de angiotensina
[l aumentou citocinas inflamatérias nos rins, foi avaliado o efeito dos extratos e
fracOes de Malva parviflora. Desse modo, observou-se que o extrato etandlico e
a fragéo acetato de etila, além de modular a presséo arterial como as substancias
isoladas, reduziram também de maneira significativa TNF-a e IL-6.

3.2.6 Inibicdo da MAO

Na area de doencas neurodegenerativas a descoberta de moléculas que
inibam enzimas do tipo monoamina oxidase (MAO-A e MAO-B) é de grande
importancia. Desse modo, Basu e colaboradores (2016) avaliaram o potencial da
escopoletina de inibir a MAO, como ja havia sido descrito na literatura. Para
tanto, utilizaram enzimas, MAO-A e MAO-B (isoladas de humanos e de ratos) e
a escopoletina foi avaliada nas concentracdes de 1 a 100 yM. Também foram
realizados estudos de docking molecular e quantificacédo dos niveis de aminas
em cérebro de ratos. Os dados mais relevantes demonstram que a escopoletina
promove uma inibicdo parcialmente seletiva da MAO-B e que esta € 3,5 vezes
maior que para MAO-A, assim como demonstrou ter uma atividade reversivel.
No estudo de docking ha evidéncias de que esta molécula se liga as duas
isoformas de MAO e que ocupa regides hidrofébicas. Ja em testes in vivo,
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observou-se um aumento significativo de dopamina quando os animais foram
tratados com a escopoletina.

Seong e colaboradores (2019) avaliaram a atividade inibidora sobre a
MAO humana de diferentes cumarinas, dentre elas a escopoletina. Os resultados
foram diferentes do estudo apresentado anteriormente, neste caso houve maior
seletividade de inibicdo pela MAO-A do que pela MAO-B. Porém,
especificamente em relacdo a escopoletina a eficacia foi baixa se comparado as

outras cumarinas avaliadas.

3.2.7 Antipsicético

Pandy e Vijeepallam (2017) utilizaram a escopoletina e rutina com o
objetivo de avaliar a atividade antipsicéticas. Para tanto, utilizaram modelo
animal de escalada induzida por apomorfina e comportamento estereotipado
induzido por metanfetamina. Em estudos anteriores o grupo ja havia observado
que essas duas substancias seriam as responsaveis pelo efeito do extrato
metandlico da Morinda citrifolia nessa atividade. Especificamente, em relacéo a
escopoletina, esta foi utilizada nas doses de 0,05 a 1 mg/kg nos dois testes em
animais. Os resultados demonstraram que a escopoletina, comparado com 0s
grupos controles, reduziu significativamente o tempo de escalada apenas na
dose de 0,1 mg/kg, assim como para comportamento estereotipado.
Considerando que a apomorfina é um agonista dopaminérgico, D1 e D2, e que
0s receptores D2 estariam envolvidos na via mesolimbica, responsavel pelos
sintomas positivos da esquizofrenia. Além disso, a metafetamina
(psicoestimulante) que impede a recaptacdo de monoaminas por meio do
bloqueio de transportador de dopamina. Desse modo, considerando o
mecanismo de acao dos controles positivos e o efeito significativo da
escopoletina nas atividades avaliadas. Pode-se afirmar que esta cumarina

diminui sintomas positivos da psicose em camundongos.
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3.2.8 Neuroprotetora

Zhou e colaboradores (2020) avaliaram o efeito neuroprotetor da
escopoletina em modelo animal de lesédo medular pelo mecanismo de autofagia.

A escopoletina foi utilizada na dose de 100 mg/kg e foram avaliados os
parametros de recuperacdo motora (dos membros posteriores) utilizando-se
BBB scores; analises histolégicas com contagem de neurdnios motores e
apoptoticos; western blot. Os dados demonstram que, a escopoletina reduziu
significativamente o dano nos tecidos neuronais em animais induzidos a leséo
medular. Além disso, a via AMPK/mTOR (envolvido na apoptose neuronal) foi

ativada remetendo ao efeito benéfico assim como, ativacdo de outras proteinas.

3.2.9 Esclerose multipla

Zhang e colaboradores (2019) avaliaram o potencial terapéutico da
escopoletina em modelo experimental de encefalomielite autoimune (EAE) por
meio do modelo animal de esclerose multipla.

A escopoletina foi utilizada na dose de 50 mg/kg e observou-se como
principais resultados que os camundongos tratados com esta cumarina reduziu
o desenvolvimento da doenca EAE, assim como houve a reducdo da
desmielinizacéo das areas analisadas. Outro ponto, é que a escopoletina reduziu
a ativacdo de células dendriticas, que por sua vez demonstrou expressao
reduzida do complexo de histocompatilidade classe Il (MHC-II), moléculas co-
estimulatérias e reducdo da fosforilacdo NF-kB. Esses resultados demonstram
uma atividade preditiva que estaria envolvida na histopatologia da esclerose

multipla.

3.2.10 Citotoxica

Para avaliacdo da atividade citotoxica sobre a linhagem de células de
cancer de préstata humano (LNCaP) da escopoletina, Li e colaboradores (2015)
utilizaram diferentes metodologias. Para o teste de viabilidade celular utilizou-se

o0 ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio);
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avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo; deteccdo de apoptose e
necrose; avaliacdo da morfologia celular e formacéo de corpo apoptético.

Os dados demonstraram que a escopoletina apresentou efeito citotéxico
dose-dependente sobre a linhagem de células LNCaP com uma Clso de 65,1 um
além disso, apenas 7,91 % de células vivas foram encontrados. A partir da
avaliacdo do ciclo celular ficou claro que apds o tratamento com escopoletina
houve um declinio de células na fase S e aumento na fase G2/M, o que significou
ao longo do tempo apoptose celular. Os resultados obtidos com a citometria de
fluxo demonstraram que houve aumento percentual da apoptose precoce, tardia
e da morte celular necrética. Desse modo, o dado mais expressivo foi em relacéo
a apoptose precoce no qual houve aumento de respectivamente 15,45; 32,6 e
21,71 (%) para doses de 40, 80 e 100 (uM). Observou-se também aumento de
0,21 % de necrose celular.

Ja& Tian e colaboradores (2019) investigaram os efeitos anticancer da
escopoletina em linhagens de células de cancer de colo uterino, assim como o
mecanismo de acdo. Para tanto, utilizaram a linhagem de células normais
(HCVEpC) e cancerigenas (DoTc2, SiHa, HeLa e C33A), e avaliaram: o efeito
antiproliferativo (contagem de células), apoptose (promotores de coloracdo),
distribuicdo celular (citometria de fluxo) e expresséao proteica (western blot).

Os dados demonstram que a escopoletina inibe a proliferacao celular de
maneira dose-dependente induz morte celular por apoptose nas células HelLa
(aumento de células na fase G2/M), reduz migracao celular (efeito antimetatese)
e inibi a via de sinalizacdo PI3K-AKT (fosfatidilinositol-3-cinase — proteina
cinase). Essa via esta envolvida no controle e proliferacdo celular bem como,
induz um sinal de sobrevivéncia para a protecdo de células contra apoptose.

Esses estudos reafirmam o potencial farmacoldgico desta cumarina.

3.2.11 Melanogénese

Kim e colaboradores (2017) investigaram os eventos moleculares que
fazem com que a escopoletina induza melanogénese. Os autores inspiraram-se

em uma outra pesquisa de Ahn e colaboradores (2014) que avaliaram a inducéo
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de melanogénese pela escopoletina isolada da espécie medicinal Cirsium
setidens Nakai, porém n&o investigaram o mecanismo de ac¢do dessa atividade.

Para atingir os objetivos foram utilizadas as células B16 de melanoma
(B16F10) e fibroblastos neonatais. Essas células foram avaliadas primeiramente,
quanto a a viabilidade para os testes posteriores. Nesses testes a escopoletina
foi utilizada nas concentragcbes de 0, 20 e 40 pg/mL. Portanto, outras
metodologias foram utilizadas tais como: medicdo da melanina intracelular e
atividade de tirosina cinase (B16F10); para analises utilizou-se as técnicas de
Western Blot e RT-PCR (reacdo em cadeia de polimerase); radioimunoensaio do
AMPc (adenosina monofosfato ciclica), avaliacdo dos niveis de AMPc em células
tratadas com escopoletina ou hormdnio estimulante de a-melandcitos;
transfeccao siRNA (acido ribonucleico pequeno) da p38 MAPK (proteina quinase
ativada por mitégeno). Os resultados confirmaram que a escopoletina induz a
biossintese de melanina e tirosina cinase, e que este efeito é dose-dependente.
O mecanismo molecular desta melanogénese foi determinado e observou-se
que se da pela via AMPc/ PKA e ativacao parcial da p38 MAPK. Considerando
que, quando a PKA (proteina quinase A) foi inativada a via AMPc/PKA e com

isso a sintese de melanina pelas células tratadas com escopoletina foi nula.

3.2.12 Antiangiogénica

Tabana e colaboradores (2016) avaliaram a atividade antiangiogénica
(antineovascularizacdo) da escopoletina isolada do extrato de Nicotiana glauca
(tabaco). Para comprovar a principal atividade da escopoletina deste estudo
foram utilizados modelos in vivo, ex vivo e in silico. A escopoletina foi utilizada
por via oral em ratos nas doses 50, 100 e 200 mg/kg em modelo de xenoenxerto
de atividade anticancerigena (implantes de células tumorais HT-116).

Os principais resultados demonstram que a escopoletina causou reducéo
significativa de novos vasos, Clso= 0,06 uM, com 59,72% (100 mg/kg) e 89,4%
(200mg/kg). Outro importante resultado estd relacionado a redugdo do
crescimento tumoral (mm?), com 34,2% (100 mg/kg) e 94,7% (200mg/kg). Nas
analises de modelagem molecular, os dados sugeriram que a escopoletina teria

forte afinidade pela proteina quinase (ERK1), fator de crescimento endotelial
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vascular A (VEGF-A) e fator de crescimento 2 de fibroblasto (FGF-2). Esse dado
é de fundamental importancia pois esses fatores (VEGF, FGF e ERK1) estdo
envolvidos no processo de inicio e prolongamento da vascularizacdo. Assim, o
efeito anticancerigeno da escopoletina se da por meio da atividade de

antineovascularizagao.

3.2.13 Antienvelhecimento

Investigou-se também o potencial de antienvelhecimento da escopoletina
e com isso os autores avaliaram qual seria 0 mecanismo de acdo para esta
atividade. Utilizando-se de técnicas in vitro e de fibroblastos pulmonares
humanos (IMR90), verificou-se que a escopoletina modula a inativacdo do p53 e
com isso inducao do processo de autofagia. Desse modo, os resultados desta
pesquisa evidenciam que a escopoletina pode influenciar na expresséo de genes
de programacao e com isso seria um bom candidato a molécula anti-aging (NAM
et al., 2015).

4 CONCLUSAO

Essa revisdo sisteméatica de literatura confirmou que a escopoletina
apresenta uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas fazendo dessa
molécula um bom candidato a estudos mais detalhados. A partir dos 25 artigos
selecionados observou-se que a escopoletina apresenta atividade: anti-
inflamatoria e antioxidante; antidiabética; antidislipidémica; antibacteriana e
antifangica; anti-hipertensiva; inibicdo da monoaminooxidase; antipsicotico;
neuroprotetora; esclerose multipla; citotoxica; melanogénese; antiangiogénica e
antienvelhecimento. Assim, tendo em vista o potencial terapéutico dos
compostos cumarinicos e as atividades farmacolégicas atribuidas a
escopoletina, esta cumarina seria um bom candidato no desenvolvimento de um

medicamento.
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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE DRUG DELIVERY SYSTEM:
ESCOPOLETINA:ZIF-8

RESUMO

Escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-ona, ESC) é uma cumarina
fendlica comumente encontrada em algumas plantas medicinais. Este composto
apresenta dados relevantes na literatura que demonstram suas atividades anti-
inflamatoria, antioxidante, citotoxicidade, hipocolesterolémica e hipoglicémica.
ESC foi carregado in situ na Zeolitic Imidazolate Framework-8 (ZIF-8), um
material de liberacéo lenta com aplicacéo farmacéutica. Tanto ZIF-8 como o drug
delivery systems (DDS) ESC:ZIF-8 foram caracterizados por difracéo de raios-X
(DRX), microscopia eletrénica de varredura (MEV), ressonancia magnética
nuclear (NMR), termogravimetria (TG), calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) e espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). A quantificacdo de ESC em solucao foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a arranjo de diodo (CLAE-
DAD) e o perfil de liberagdo de ESC e ESC:ZIF-8 foi comparado em condi¢des
non-sink nos pHs 4,5 e 6,5. A atividade expectorante também foi avaliada. O
sistema ESC:ZIF-8 mostrou uma eficiéncia de encapsulacdo de 22,5%. Foi
observado um perfil de liberacdo dependente de pH no DDS ESC:ZIF8. O
modelo cinético mais adequado para ESC puro em ambos os pHs foi o0 modelo
Korsmeyer-Peppas. Para ESC:ZIF-8 no pH 4,5, o melhor modelo foi Korsmeyer-
Peppas, mas em pH 6,5 foi Peppas-Sahlin. ESC também apresentou atividade
expectorante nas doses 30 e 100 mg/kg, porém, o sistema ndo mostrou atividade

expectorante na dose testada.

Palavras-chave: preparacao de acéo prolongada; pH dependente; cumarinas;

escopoletina; expectorante; metal-organic frameworks.
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1 INTRODUCAO

A escopoletina (ESC), 7-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-ona (C10HsO4), é
uma cumarina presente em diferentes espécies de plantas medicinais, tais como
Erycibe obtusifolia, Aster tataricus e Foeniculum vulgare (LI et al., 2015). As
pesquisas demonstram importantes atividades farmacoldgicas, tais como:
antioxidante e anti-inflamatéria (JAMUNA et al., 2015; OSMAN et al., 2017), anti-
cancer (LI et al., 2015; SEO et al., 2016), antitumoral devido ao seu potencial
antiangiogénico (TABANA et al., 2016), anti-diabética (JANG et al., 2018),
indugcédo de melanogénese (KIM et al., 2017), inibidor seletivo da monoamino
oxidase (BASU et al., 2016) e anti-evelhecimento (NAM e KIM, 2015).

Além dessas atividades farmacoldgias, outro importante estudo com a
ESC evidenciou a influéncia desta cumarina sobre a liberacdo de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-8). Fato este que evidencia a possivel relacédo de
atividade da ESC sobre diferentes doencas inflamatérias, tais como asma,
osteoartrite e artrite reumatoide (MOON et al., 2007). Um estudo mais recente
demonstrou que a escopoletina melhorou efetivamente um quadro de
encefalomielite autoimune experimental (modelo animal de esclerose multipla)
(ZHANG et al., 2019).

Levando-se em consideracdo as atividades biolégicas citadas acima, a
escopoletina seria um bom candidato a farmaco. Ademais, suas caracteristicas
fisico-quimicas evidenciadas por essa pesquisa e sua baixa solubilidade em
agua (ZENG et al., 2015) fazem dessa molécula uma candidata a incorporacao
em um Drug Delivery System.

Sistema Drug Delivery é uma das aplicagcbes mais promissoras para o
cuidado com a saude humana e representa um campo em constante evolucéo
para a area da tecnologia farmacéutica. Desse modo, nessa area ha um desafio
crucial que seria a busca de carreadores nao-toxicos e eficientes. Até agora
diferentes estratégias tém sido estudadas para aplicacbes biolégicas, como
polimeros organicos e materiais porosos inorganicos (SUN et al., 2013).

Nos ultimos anos novas tecnologias de producdo de carreadores estao
sendo desenvolvidas para melhorar a liberagédo, dissolucdo e absorcéo de
farmacos de baixa solubilidade (GARCIA-ARIETA, 2014). Dentre os exemplos
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de novas tecnologias tem-se as Redes Metalorganicas, do inglés Metal Organic
Frameworks (MOFs). As MOFs sao construidas a partir de ions metélicos e
ligantes organicos. Estudos recentes demonstraram essas estruturas podem ter
um tamanho na escala nanométrica e apresentar uma morfologia regular (JIAO
et al., 2018). Dentre os diversos tipos de MOF, a Zeolitic Imidazolate Frameworks
(ZIF) subtipo ZIF-8, utilizada nesta pesquisa, destaca-se como umas das mais
promissoras para o desenvolvimento de Drug Delivery System devido as suas
diversas vantagens. Dentre as suas vantagens destacam-se: boa estabilidade
quimica e térmica; alta area de superficie e de poro; zinco como “linker” (TIAN et
al., 2017; LIEDANA et al., 2012; AN et al., 2019).

Considerando as atividades farmacolégicas da escopoletina ja
evidenciadas na literatura e o papel da ZIF-8 como um carreador importante no
desenvolvimento de um Drug Delivery System, apresentando vantagens quando
comparadas a outros tipos de MOFs, essa pesquisa propde o desenvolvimento
de um sistema de Drug Delivery System, por incorporacdo de Escopoletina a
rede reticular da ZIF-8, além do que, verificar a atividade expectorante deste

sistema.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A escopoletina (ESC) (CAS:92-61-5, Lote n°® MKBZ008V) foi obtida da
Sigma-Aldrich® com pureza = 99%. O 2-metilimidazol (2-MIm) (CAS:693-98-1,
Lote n° 0000060698) e o sulfato de zinco heptahidratado [Zn (SO)27 H20]
(CAS:7446-20-0, Lote n°® SLBV1742) foram obtidos da Sigma-Aldrich® com

pureza > 99%.

2.2 Desenvolvimento do sistema ESC:ZIF-8

Para o desenvolvimento do sistema ESC:ZIF-8 utilizou-se a técnica de
incorporacdao in situ. Nesse método, utilizou-se como matéria-prima: 2-MIim (82,1
g.mol?), Zn (S04)2.7H20 (287,54 g.mol?, Zn (65,41 g.molt)) e ESC (192,17
g.mol?), na proporcéo molar de 70:1:1.
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Primeiramente, a ESC foi pré-solubilizada em dimetilsulféxido (DMSO),
enquanto isso o 2-MIm foi solubilizado com uma mistura de H20 e DMSO,
colocado sob agitagéo a 200 rpm, e 0 Zn (SO4)2.7H20 foi solubilizado apenas
em H20. A solucdo de ESC foi adicionado lentamente a solugéo de 2-MIm que
estava sob agitacdo e por fim a solugdo de Zn (SO4)2.7H20. Ap6s 24 h sob
agitacao constante e a temperatura de 23° C, o sistema foi filtrado e lavado com
10 mL de metanol e agua destilada. Essa metodologia de desenvolvimento do
sistema foi adaptada de Kaur e colaboradores (2017), que utilizou 0 mesmo
método de desenvolvimento in situ. A ZIF-8 (ndo carregada) foi obtida nas
mesmas condicbes experimentais que o sistema para posterior controle do
processo.

A taxa de carregamento do sistema foi determinada a partir do preparo de
solu¢cBes metandlicas acidificadas com acido trifluoroacético com o sistema
ESC:ZIF-8 e com isso a ESC liberada contida na solucdo foi quantificada por
CLAE-DAD (TIWARI et al., 2017).

2.3 Caracterizacao do sistema ESC:ZIF-8

Foram realizados testes de caracterizacdo com as matérias primas
isoladas (ESC e ZIF-8) e do sistema ESC:ZIF-8, a fim de comparar e determinar

as caracteristicas do sistema desenvolvido.

2.3.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os padrdes de difracdo das amostras foram obtidos usando um
difratdmetro de raios X (Shimadzu®, XRD 7000), a emissdo utilizada foi a de
cobre a uma velocidade de varredura de 1,2°.min%, na faixa do angulo 26 de 5°
- 45°.0s difratogramas obtidos mostraram informagfes sobre o grau de
cristalinidade da ESC, ZIF-8 e ESC:ZIF-8 obtido.

2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
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Nas analises por MEV as amostras foram dispersas em fita carbono
fixadas no suporte (stub). Em seguida, foram metalizadas com ouro atdbmico em
um metalizador Quorum modelo Q150R ES com uma corrente de 15 mA por 5
minutos com um tooling fator de 2,30. As amostras foram analisadas em
microscopio eletrénico de varredura Vega3 SEM da Tescan acoplado a um
sistema de analise por espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDS).
Para amostra de ZIF-8 como controle obteve-se a analise qualitativa e

quantitativa por EDS.

2.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O sistema ESC:ZIF-8 foi caracterizado também por RMN, 0s espectros
unidimensionais de 1H-RMN (400 MHz), foram obtidos com um espectrémetro
Bruker Ascend 400. A amostra da ESC foi solubilizada em DMSO deuterado
(DMSO-d6), no entanto a amostra do sistema so6 foi possivel a analise quando
solubilizada em &gua deuterada acidificada com &cido acético anteriormente
para quebra da rede metalorganica formada (PARK et al., 2006).

2.3.4 Anélise térmica

Para andlises térmicas foram utilizadas as técnicas calorimetria diferencial
exploratéria (DSC) e termogravimetria (TG). Desse modo, para as analises de
TG as amostras foram preparadas utilizando uma termobalanca Shimadzu®
(modelo TGA Q60) em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 100 mL/min. Para
tal, foi utilizado cerca de 5 mg de cada amostra acondicionada em cadinho de
platina e submetido a andlise na faixa de temperatura de 25 a 900° C (ESC foi
até 600° C) com uma razdo de aquecimento de 10° C/min. Os dados obtidos
foram analisados em software Shimadzu® TA-60WS com calculo da primeira
derivada da curva TG (DTG) e auxilio da DTA (VIEIRA et al., 2015).

As curvas DSC foram obtidas no calorimetro exploratério diferencial da
Shimadzu® (modelo DSC-60) integrado ao software Shimadzu® TA-60WS com
atmosfera de nitrogénio de 50 mL/min-! nas razdes de aquecimento de 2° C/min

na faixa de temperatura de 25-300° C. Cerca de 2 mg de amostra foi posta em
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cadinho de aluminio hermeticamente fechado. indio (156,4° C) e Zinco (419,5°
C) foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia
do equipamento (VIEIRA et al., 2015).

2.3.5 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho por transformada de Fourier foi obtido
utilizando o equipamento Shimadzu® (IRTracer-100) com dispositivo de
reflectancia total atenuada (ATR). As amostras analisadas foram transferidas
diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR com seleneto de zinco.
A varredura foi realizada na faixa de 600 a 4000 cm™ com resolucéo de 4 cm™* e

150 scans.

2.3.6 Quantificagédo da ESC por CLAE-DAD

As analises foram realizadas utilizando um cromatografo liquido
Shimadzu® (modelo LC-20 AT) equipado com um amostrador automatico (SIL-
20 A) e um detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) controlado por software
LC-Solution® 1.0.Todas as aliquotas referentes a concentragdo de ESC foram
submetidas individualmente a anélise nas seguintes condicdes cromatogréficas:
fase estacionaria foi utilizada uma coluna C18 (250 x 4,6 mm) e tamanho de
particula de 5 um (Supelco® Hypersil); a fase movel: Agua (solucdo A) e metanol
(solucdo B). Método caracteriza-se como gradiente, com fluxo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 10 pL e tempo de corrida de 17 min. A temperatura da
coluna foi mantida constante em 30° C durante toda a anélise.

Todas as solugdes foram degaseificadas e filtradas através de membrana
filtrante de 0,22 pm (Chromafil® Xtra, EUA), antes de serem analisadas no
cromatografo. A deteccdo foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a arranjo de diodo (CLAE-DAD) no comprimento de onda de
340 nm. Esse método foi desenvolvido e adaptado a partir do estudo de Wang e
colaboradores (2017). A partir desse método obteve-se a curva de calibracéo,

na faixa de concentracéo de 50 a 200 (ug/mL), e obteve-se a equacao da reta
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(y= 3,64.10"x — 0,000045; r>= 0,9918), com a qual foi possivel quantificar ESC
nas aliquotas retiradas dos testes de liberacédo in vitro. Os cromatogramas foram
analisados de acordo com o tempo de reten¢éo do pico da ESC e o espectro de
UV das amostras, de acordo com os dados do padrdo analitico observados

respectivamente nas Fig. 1 (a e b).
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2.3.7 Testes de liberagéo in vitro da ESC

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da Resolugdo de
Diretoria Colegiada (RDC) n° 31 dispde sobre a realizacdo de Estudos de
Equivaléncia Farmacéutica e de Perfil de Liberacdo Comparativo e com isso
determina-se que os testes de liberacdo sejam realizados em pelo menos trés
pH diferentes e em condic¢des laboratoriais especificas (BRASIL, 2010).

O teste de liberacéo foi realizado nos pH de 4,5 e 6,5, a fim de simular o
gue ocorre no sistema gastrintestinal. O teste de dissolucdo nao foi realizado no
pH mais acido (pH=1,2) pois aconteceria uma rapida dissociacao estrutural da ZIF-
8 (PARK et al.,2006), desestruturando o sistema ESC:ZIF-8.

O teste de liberacéo foi realizado nos pHs de 4,5 e 6,5, a fim de simular o
que ocorre no sistema gastrintestinal. Para isso, utilizou-se solugdes
tamponantes preparadas de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019). No pH
4,5 preparou-se o tampéao acetato de sédio e para o pH 6,5 preparou-se o tampao
fosfato.

As andlises foram realizadas tanto com a ESC quanto com o ESC:ZIF-8.

O teste foi realizado por 7 horas (9 pontos de coleta), nos quais foram retiradas
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aliquotas em intervalos de tempo pré-determinados (0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4, 5;
6; 7 h) para quantificacdo de ESC liberada. Os testes foram realizados na
temperatura de 37° C, sob agitacdo constante de 200 rpm e em cada coleta
foram retiradas aliquotas de 1 mL, com reposicao do meio. Nas analises do teste
de liberagao da ESC pura e sistema levou-se em consideracdo a concentragéo
tedrica no meio, para os testes com o sistema levou-se em consideragéo também
a taxa de carregamento.

Para as amostras de ESC:ZIF-8 no pH de 6,5 realizou-se o teste de
liberagdo por mais tempo afim de determinar o tipo de liberagdo modificada.
Desse modo, realizou-se o teste por 7 dias. A concentragdo de ESC nas

amostras foi determinada a partir da analise por CLAE-DAD.

2.4 Determinacao do modelo cinético do perfil de liberacdo da ESC

A fim de determinar o modelo farmacocinético do perfil de liberacdo das
amostras nos pH de 4,5 e 6,5 foi utilizado como ferramenta o software DDSolver
(ZHANG et al., 2010). Para tanto, os dados foram avaliados utilizando os
modelos: Ordem zero, Primeira ordem, Higushi, Korsmeyer-peppas, Peppas-
Sahlin, Hixson-Crowell e Hopfenberg. Para a avaliacio do modelo
farmacocinético mais adequado foi utilizado como parametro o coeficiente de
determinacdo ajustado (R?), calculado por meio da equacgédo 1. Desse modo, o
maior valor obtido de R? para determinado modelo de cada amostra analisada

foi considerado para tanto, 0 mais representativo do perfil de liberacao.

-1
Rgljustado =1- z_—p x(1— rz) (1)

Onde: = numero de pontos da amostra; p= numero de parametros do

modelo e r’>= coeficiente de determinacéo.

2.5 Avaliagéo da atividade expectorante

Os experimentos com animais foram previamente aprovados pelo Comité
de ética no uso de animais da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
(CEUA-UNIVASF, Protocolo n° 0017/270219). Os camundongos (Mus
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muscullus) ficaram trés dias para adaptacao no local de experimentagédo com
acesso a agua e racdo a vontade até 2 h, no minimo, do procedimento
experimental, com administracdo de guaifenesina 100mg/kg (controle positivo),
NaCl 0,9% (controle negativo) e 10, 30 e 100 mg/kg de escopoletina e 10 mg/kg
do ESC:ZIF-8, por via oral com 6 animais por grupo.

Os animais foram pré-tratados e apds 30 min realizou-se a administracédo
de suspensdo de vermelho de fenol (500 mg/kg — 12,5 mg/mL) por via
intraperitoneal. Passados mais 30 min da administracao do vermelho de fenol,
os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical para, através de
incisdo cirargica promover a recuperacao do lavado bronco alveolar (LBA) com
2 mL de NaCl 0,9%, recuperando-se 600 uL de LBA que foi posto sob rotacéo a
2500 rpm por 10 min.

Apbs esse procedimento, foram adicionados 500 pL de sobrenadante em
cubeta de quartzo e 0,05 mL de hidroxido de sodio (NaOH 0,1 M) para
quantificacdo do vermelho de fenol. A atividade expectorante foi determinada
levando-se em consideracédo a curva de calibracdo do vermelho de fenol (y = 0,
1741x+0,0168) com metodo desenvolvido e validado por Menezes e
colaboradores (2019).

2.6 Andlise estatistica

Os espectros foram obtidos pelo software LC-Solution® 1.0 (Shimadzu®,
TA 60 WS) e plotados no OriginPro versédo 8.0 (OriginLab®). As analises dos
dados foram realizadas utilizando os softwares Microsoft Excel® (Microsoft
Office®), OriginPro versdo 8.0 (OriginLab®) e os resultados quantitativos
expressos em media + desvio padrao.

Ja nos testes de liberagdo os resultados foram expressos como a
porcentagem de ESC liberada + desvio padréo de trés repeticdes por ensaio.
Para a avaliagdo do modelo cinético de liberagéo utilizou-se o add-in DDSolver®
(ZHANG et al., 2010).

Os testes farmacolégicos foram avaliados estatisticamente pelo software

GraphPad Prism verséo 6.0. As analises como média * erro padrdao da média e
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avaliadas por andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do pds-teste
de Dunnett, considerando significativamente diferente quando p <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do sistema ESC:ZIF-8

No desenvolvimento do sistema ESC:ZIF-8 levou-se em consideragao
tanto os dados da literatura referentes a sistemas ja desenvolvidos com a ZIF-8,
guanto resultados preliminares dessa pesquisa com a ESC. Desse modo, a
estratégia de incorporacao escolhida foi a in situ.

Esse tipo de método tem como principal caracteristica o fato de que a
ZIF-8 é formada ao mesmo tempo que a substancia de interesse pode ser
encapsulada na rede metalorganica dessa MOF. Ainda ha poucos estudos na
literatura utilizando a ZIF-8 como um carreador de farmacos, no entanto, tem-se
alguns exemplos de sucesso com 0s quais obteve-se sistemas de liberacéo
modificada a partir dessa técnica.

Liédana e colaboradores (2012) desenvolveram um sistema com a
cafeina e ZIF-8, tanto pela técnica ex situ quanto in situ. Outro exemplo de estudo
no qual desenvolveu-se nanocapsulas utilizando-se também a ZIF-8 como
carreador na liberacdo pH dependente do farmaco doxorrubicina (TANG et al.,
2017). Kaur e colaboradores (2017) desenvolveu também um sistema de
liberacdo modificada do tipo controlada se utilizando a ZIF-8 como carreador da
6-mercaptopurina.

Um dos primeiros pontos observados apos o procedimento de
desenvolvimento do sistema foi o aspecto macroscopico do poé obtido.
Considerando que a ESC é um po cristalino de cor amarela intensa, a ZIF-8 de
coloracdo branca assim como, as matérias-primas para sua formacéo. O sistema
desenvolvido por sua vez, apresentou apos o processo de secagem a coloracao
amarela clara. Essa caracteristica macroscoépica foi observada também por
Tiwari e colaboradores (2017), no qual observou-se que a encapsulacdo da
curcumina fez com esta passasse da cor amarela para laranja. Portanto, a
modificacdo de aspecto e coloracao é considerada uma das primeiras evidéncias

de que houve a formacgéo de um sistema.
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3.2 Caracterizacao do sistema ESC:ZIF-8

3.2.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

A analise de DRX foi utilizada para verificar o padrdo de cristalinidade da
ZIF-8 desenvolvida nas mesmas condi¢cfes que no sistema. O difratograma da
ZIF-8 (Fig. 2) determinou a caracteristica altamente cristalina da molécula,
devido a presenca de pico bastante intenso como aquele em 26 igual a 7,29° e
outros de média intensidade em 10,34°; 12,66° e 17,93°.

Esses dados corroboram com os dados obtidos do DRX da ZIF-8
sintetizada por Feng e colaboradores (2016), no qual desenvolveram a ZIF-8
utilizando também DMSO como um dos solventes e corrobora também com o
estudo de Sahim e colaboradores (2018) que utilizou as mesmas proporgdes
molares de 2-MIm e zinco. Outros estudos sintetizaram a ZIF-8 e obtiveram o
mesmo padrdo de cristalinidade (LIEDANA et al., 2012; TANG et al., 2017.,
ZHANG et al., 2017; PENG et al., 2019). Esses dados confirmam que a ZIF-8
desenvolvida nesta pesquisa tem o mesmo perfil de cristalinidade.

Na Figura 2, encontra-se ainda o perfil difratométrico da ESC e do
sistema. Com relacao ao perfil da ESC foi possivel constatar numerosos picos
de difracdo (reflexdes), de alta intensidade com 26 igual a 12,48° e 13,30° e
outros de média intensidade 7,64° 19,15° e 26,37° e com isso confirma sua
natureza cristalina. Esse perfil corrobora com os dados de Zeng e colaboradores
(2017).

O sistema ESC:ZIF-8 apresentou um perfil com picos caracteristicos
semelhantes a ZIF-8 assim como, muitos picos apresentam-se sobrepostos a
ESC s6 que de maior e/ou menor intensidade assim como, o pico de 7,64° que
nao existe no difratograma do sistema. Esse fato poderia estar relacionado ao
fato de que a ESC foi incorporada a rede metalorganica da ZIF-8 e com isso 0
perfil cristalino observado do sistema € diferente. Assim, a analise do espectro
do sistema demonstrou deslocamentos quimicos caracteristicos tanto da ZIF-8
guanto da ESC.
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Fig.2. Difratogramas da ZIF-8, ESC e ESC:ZIF-8.
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3.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises por MEV das amostras foram necessarias para verificar
primeiramente, se a morfologia da ZIF-8 desenvolvida nas mesmas condi¢des
experimentais que o sistema era o padrdao obtido em outros estudos. Desse
modo, a partir dessa micrografia verificou-se uma morfologia semelhante ao
formato de um rémbico dodecaédrico uniforme (quase esférico) (Fig. 3 a). Esse
padrdao morfologico se assemelha a ZIF-8 desenvolvida em outros estudos
(SAHIN et al., 2018; TANG et al., 2017; HOOP et al., 2018).

Na Figura 3 b, tem-se uma micrografia (aumento de 5000 x) com analise

qualitativa por EDS no qual destaca-se os principais elementos quimicos da
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amostra. Desse modo, tem-se 0 carbono, zinco e nitrogénio considerando que

estes s&o principais constituintes da rede metalorganica.

SEMHV- 100KV
View feid: 4.61 jm
SEM MAG: 300 kx  Date(midyk 092117

! Sum !

Fig.3. MEV da ZIF-8 (a- 30000x), EDS — ZIF-8 (b- 5000x), carbono (c), zinco (d)

e nitrogénio (e).

Observa-se nas imagens abaixo a morfologia da ZIF-8 utilizando-se um
aumento 5.000 x (Fig. 4 a), o mesmo padrdo morfolégico, rombico dodecaédrico
uniforme. Na Figura 4 b, observa-se a morfologia dos cristais da ESC
confirmando o perfil difratométrico obtido no DRX, esta portanto apresenta os
cristais em formato de agulha e/ou retangular, dado este que corrobora com o
estudo de Zeng e colaboradores (2017). Ja com relacdo as micrografias obtidas
do sistema (Fig 4. c e d) observa-se que a morfologia assemelha-se a ZIF-8
confirmando que a ESC foi encapsulada a rede metalorganica. Na Figura 4 c,

observa-se amostra residual de ESC que encontra-se adsorvida a ZIF-8.
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Fig.4. MEV da ZIF-8 (a- 5000x), ESC (b- 1000x) e ESC: ZIF-8 (c- 3000 X, d-
5000X).

3.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A escopoletina teve sua estrutura quimica confirmada por meio da
espectroscopia de RMN de *H para controle e comparacdo com os dados do
sistema. No espectro pode-se observar dois dupletos em dn de 6,26 e 7,6 ppm
referentes aos hidrogénios Hs e Hs; e trés simpletos em o1 de 6,92 e 6,85
referentes aos Hs e Hs; e um simpleto em &n de 3,96 ppm referente ao grupo
carboxila (Fig. 5).
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Fig. 5. Espectro de RMN de 'H da ESC.

O ESC:ZIF-8 foi caracterizado por meio da espectroscopia de RMN de *H.
Na figura abaixo observam-se picos caracteristicos do 2-MIm, um simpleto em
on de 3,00 ppm referente a Hs e um dupleto em dn de 7,10 ppm. Foi possivel
observar ainda os picos caracteristicos de baixa intensidade da ESC. Neste
caso, pode-se observar dois dupletos em &+ de 6,2 e 7,9 ppm referentes aos
hidrogénios Ha e Hs; e dois simpletos em du de 6,92 e 6,85 referentes aos Hs e
Hs (Fig.6).

A baixa intensidade dos picos caracteristicos da ESC estaria relacionada
ao fato de que foi necessario utilizar um sistema de solvente diferente e

acidificado para que a rede metalorganica da ZIF-8 liberasse a ESC.
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Fig. 6. Espectro de RMN de 'H do ESC:ZIF-8.

3.2.4 Anélise térmica

Na curva de TG da ESC (Fig. 7), evidenciou-se uma perda de massa de
0,02% entre 30 e 125° C resultante da perda de moléculas de agua. Além disso,
observou-se degradacao térmica em um Unico evento, na faixa de temperatura
entre 182,32 e 303° C, com perda de massa de 99,98% (Fig.8). Isso deve-se ao
fato do evento fusdo completa.

Na curva de TG do ZIF-8 (Fig.7), evidenciou-se uma perda de massa de
0,04 % na faixa de temperatura entre 30 e 125° C. Esse valor estaria relacionado
ao fato de que moléculas de agua foram perdidas tanto da cavidade quanto na
superficie da ZIF-8 (AN et al., 2009). No intervalo de 437 a 648,36° C, foi
evidenciada uma perda significativa de massa de 51,04%, relativa a degradacéo
da porcao organica da ZIF-8, o imidazolato. A partir da temperatura de 648,36°
C nao é observado nenhum outro evento térmico que caracterize perda
percentual significativa de massa. Esses dados corroboram com o0s outros

estudos nos quais verificou-se que a ZIF-8 apresenta estabilidade térmica por



116

volta de 400 °C (LIU et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2012; PENG et al.,
2019).

Na curva de TG do sistema ESC:ZIF-8 (Fig.7), evidenciou-se uma perda
de massa de 5,5 % na faixa de temperatura entre 17 e 188° C. Esse valor estaria
relacionado a perda de 4gua adsorvida e presente no interior do sistema. Desse
modo, esse dado sugere que ha mais moléculas de &agua no sistema
desenvolvido que na ZIF-8 pura, o que poderia dificultar a incorporagcéo da ESC
a rede metalorganica. No intervalo de temperatura de 188 a 441° C nao se
observa nenhum evento térmico caracteristico de degradagcdo do farmaco,
demonstrando com isso que a rede metalorganica formada pela ZIF-8 exerceu o
papel de protetor térmico da ESC. Ja no intervalo de temperatura de 441,27 a
600° C foi evidenciado uma perda de massa de 17,66%, fato este que esta
relacionado a decomposicao térmica da parte inorganica da ZIF-8, neste caso
decomposicao térmica leva a formacédo de 6xido de zinco (PENG et al., 2019).

Esses dados corroboram com Kaur e colaboradores (2017), no qual os
autores nao observaram grandes diferencas entre as curvas de TG do sistema
desenvolvido in situ comparando-se com a ZIF-8. Corrobora ainda com Tiwari e
colaboradores (2017) no qual ndo se observa diferenca entre a curva de TG do
sistema desenvolvido com curcumina e ZIF-8. Desse modo, pode-se constatar
gue a estabilidade térmica da rede metalorganica da ZIF-8 nao € afetada com a

incorporacao da ESC.
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Fig. 7. Curvas de TG do ESC:ZIF-8, ESC e ZIF-8.

A curva de DSC da ESC (Fig.8) apresentou pico endotérmico intenso e
bem definido, na faixa de temperatura entre 190,64- 208,67° C (Tpico= 203,65
°C) (AH= 192,02 mJ). J& na curva de DSC da ZIF-8 (Fig.8) nao foi observado
picos na faixa de temperatura analisada caracteristico desta molécula e
confirmando sua estabilidade térmica. Esse dado corrobora com outros estudos
da area (FERRAZ et al., 2016; KAUR et al., 2017; PENG et al., 2019). Ta e
colaboradores (2018) fizeram analises térmicas e comparou-se as curvas de
DSC da nano-ZIF-8 e a Basolite® Z1 200, e foi constatado que até 550°C néo foi
observado picos.

A curva de DSC do sistema ESC:ZIF-8 (Fig.8) ndo apresentou picos
caracterizasse qualquer evento térmico, assim como a ZIF-8 desenvolvida nas
mesmas. Esse dado corrobora com os dados de TG nos quais nao foram
observadas diferencas entre o sistema e a ZIF-8. Esse dado mais uma vez
corrobora com Kaur e colaboradores (2017), no qual confirma a estabilidade
térmica do sistema e que a incorporacao da ESC néo interfere neste parametro.

Outro ponto importante que se deve levar em consideracéo é o fato de que era
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provavel que ndo houvesse diferenca entre as analises térmicas da ZIF-8 e do

sistema considerando-se o método utilizado no desenvolvimento.
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Fig. 8. Curvas DSC do ESC:ZIF-8, ESC e ZIF-8.

3.2.5 Espectroscopia de absorcado na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

O espectro da ZIF-8 (Fig. 9) apresenta estiramentos caracteristicos deste
tipo de MOF, quando se leva em consideracdo as bandas tipicas de C-H
(aromético), C=C e C-N. As bandas oriundas das vibra¢es de estiramento C-H,
encontra-se em 3130 cm?; para C=C, encontra-se em 1670 cm; para C-N, foi
observado na banda intensa em 1297 cm, assim como outras bandas entre
1100 e 1400 cm™ que sdo caracteristicos desse tipo de ligacdo. Observou-se
também bandas de estiramento em 2962 cm™ referente a deformacdo axial

assimétrica, em 2925 cm? referente ao estiramento de C-H do anel imidazol e
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1580 cm referente a C=N. Esses dados, corroboram com os dados da literatura
(PENG et al., 2019; FERRAZ et al., 2016; PARK et al., 2006).

O espectro da ESC (Fig. 9) apresenta estiramentos caracteristicos da
molécula, quando se leva em consideracdo as bandas tipicas de O-H, C-H
alifatico e C=0O do anel lactona. Essas bandas foram observadas
respectivamente em 3334 cm?, 2990 cm e 1701 cm™. Esses dados, corroboram
com os dados da literatura (CHENG, 2012).

A andlise do espectro do ESC:ZIF-8 apresentou bandas caracteristicas
da ZIF-8 pura. Analisando-se o espectro do ESC:ZIF-8 foi observado que em:
3132 cm* uma banda referente a ligacdo de C-H (aromaticos), 2930 cm™* C-H
(alifaticos) esta banda é referente ao imidazol foi mais larga que a presente na
ZIF-8. Isso deve-se ao fato de que novas ligacdes desse tipo foram formadas

com a incorporacao da ESC a rede da ZIF-8.
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Fig. 9. Espectros de FTIR do ESC: ZIF-8, ZIF-8 e ESC.
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3.2.6 Testes de liberacéo in vitro da ESC

Neste estudo utilizou-se a condi¢do non-sink para avaliacao do percentual
de liberagéo da ESC pura e a partir do sistema. Essa condi¢ao experimental foi
utilizando considerando que, a correlacgao in vitro/in vivo sob condi¢ao sink pode
ser considerada um problema, j& que a capacidade de supersaturacdo das
substancias estudadas, que também pode acontecer in vivo, pode nao ser
visualizada sob estas condi¢cdes. Desse modo, diferentes estudos utilizam a
condicao non-sink para visualizar etapas de supersaturacdo, além de nucleacgéo
e cristalizacdo de farmacos, processos que ocorrem comumente no trato
gastrointestinal (SUN et al., 2012; BEVERNAGE et al., 2012; BEVERNAGE et
al., 2013).

Os perfis de liberacdo da ESC nos pH 4,5 e 6,5 sédo exibidos na figura 10
como percentual de ESC liberada nos intervalos de tempo pré-determinados. No
pH de 4,5 observa-se que na primeira hora ocorre o efeito brust, rapida liberacao,
chegando a 68,21+2,89% de ESC liberada. A partir de entdo ha uma liberacéo
gradual, mas ao final do experimento atinge-se o platd, sugerindo o alcance de
saturacdo do meio com 65,30 = 0,58% de ESC liberada. Ja no pH de 6,5 ha um
perfil de liberacdo semelhante chegando a com 74,38+2,79% e ao final do
experimento atingiu-se o platé com 73,89+2,85% de ESC liberada. Desse modo,
tanto no pH 4,5 quanto no de 6,5 o modelo farmacocinético mais adequado ao
perfil de liberag&o foi o de Korsmeyer-Peppas.

A ESC foi considerada em estudos anteriores uma substancia de baixa
solubilidade em agua (ZENG et al., 2017), fato este confirmado por testes no
qual foi obtido um valor de 62 pg/mL. Desse modo, observa-se que a baixa
solubilidade em agua influenciou no seu perfil de liberagéo, pois mesmo apos 7

horas experimentais de andlise ndo foi observado uma liberacdo superior a 80%.
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Fig.10. Perfis de liberagéo in vitro de ESC livre.

Os testes de liberacdo do sistema levaram-se em consideracao a taxa de
carregamento obtida que foi 22,5% de ESC incorporada a rede metalorganica.
Na Figura 11, tem-se os perfis de liberacdo da ESC a partir do sistema
desenvolvido nos pH 4,5 e 6,5. Observa-se um perfil de liberacéo diferente do
observado para ESC pura, nos dois pH ocorreu uma reducao do efeito brust de
liberacdo. Desse modo, no pH de 4,5 a liberagcdo ocorreu de maneira mais
prolongada, na primeira hora de experimento ocorreu liberagdo de apenas 40,14
+2,96%. A liberacdo prolongada é observada durante todo o teste e atinge o
platé com 7 horas de experimento com uma liberacgéo final de 74,85%0,74%.

No pH de 6,5 a liberacdo ocorreu também de maneira mais prolongada,
mas com um percentual de ESC bem menor quando comparado ao pH anterior,
na primeira hora com 11,16+0,74% e ao final liberou apenas 31,24+3,32%. Ent&do
a fim de observar o perfil de liberagdo por mais tempo no pH de 6,5 avaliou-se o
teste por 7 dias e obteve-se ao final uma liberagéo 81,98+1,63% (Fig. 12). Assim,
fica evidente que o sistema é capaz de prolongar a liberacdo do ESC, em
condicbes non-sink, como as situacfes observadas durante a absorcdo de

farmacos por via oral.
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Fig.11. Perfis de liberacéo in vitro do ESC:ZIF-8.

90 — m pHB,5
80 L]
70 S N

T 60+

= -

£

E 50— E

[ 4

o

S 40 - "

(7]

w 4
30 ; i
20 ]

10 I 4 I I ! | ! | ! | 4 I
1 2 3 4 5 6 7

Tempo (dias)

Fig.12. Perfil de liberagéo in vitro do ESC:ZIF-8 (pH 6,5).

A partir dos dados apresentados e da proposta de pesquisa fica evidente

que houve uma liberacdo pH-dependente da ESC a partir da ZIF-8. Observou-
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se que no pH de 4,5 a liberagédo ocorreu de maneira rapida se comparado ao pH
de 6,5, isto ocorre devido a dissociacdo da rede metalorganica da ZIF-8. Esses
dados corroboram com outros estudos que utilizam a ZIF-8 para
desenvolvimento de DDS (FERRAZ et al., 2016; KAUR et al., 2017; LIEDANA et
al., 2012; LI et al., 2018). Outro importante estudo fez a encapsulacdo da
curcumina na rede da ZIF-8 (TIWARI et al.,, 2017) e observou um perfil de
liberacdo diferente quando comparado o pH 5 e 7,4, com uma liberacdo bem
maior de curcumina a partir do sistema no pH mais acido, semelhante ao que
observamos nesta pesquisa.

Os modelos farmacocinéticos foram utilizados para determinar o perfil de
liberacdo da ESC isolada e o sistema ESC:ZIF-8. Os valores de R? ajustado
evidenciaram a modulacdo da liberacdo desta cumarina comparando-se ao
sistema. Para a ESC isolada tanto no pH de 4,5 quanto de 6,5 o modelo que
melhor se ajustou foi 0 de Korsmeyer-Peppas. Ja com relacdo ao sistema nos
dois pH o melhor modelo foi 0 de Peppas-Sahlin. O modelo Peppas-Sahlin tem
como caracteristica representar formulacdes prolongadas (PEPPAS e
NARASIMHAN, 2014).

Desse modo, fica evidente uma modificac&o no perfil de liberacdo da ESC
guando esta encontra-se incorporada na rede metalorganica caracterizando-se

um sistema de liberacéo do tipo prolongada.

Tabela 1

R? ajustados obtidos a partir dos modelos cinéticos obtido do ensaio de
liberacdo in vitro em condi¢cdes non sink da ESC e sistema ESC:ZIF-8 em
diferentes pH (4,5 e 6,5).

ESC ESC:ZIF-8 ESC:ZIF-8 (7 dias)
Modelos pH45 pHB6,5 pH45 pHG6,5 pH 6,5
Ordem zero 0,5514 0,5631 0,9206 0,6330 0,8757
Primeira ordem 0,8136 0,7460 0,9609 0,7137 0,8983
Higuchi 0,7232 0,7292 0,9753 0,9841 0,8931
Korsmeyer- 0,9876  0,9983 0,9471 0,9854 0,9087

Peppas
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Peppas-Sahlin 0,9527 0,9444 0,9760 0,9866 0,9343
Hixson-Crowell 0,7330 0,6990 0,9534 0,6890 0,9028
Hopfenberg 0,7354 00,6991 0,9534 0,6545 0,9411

3. 3 Avaliagdo da atividade expectorante da ESC e do ESC:ZIF-8

Até o momento ndo ha estudos relatados quanto a avaliacdo da atividade
expectorante da escopoletina isolada. Por isso, se fez de fundamental
importédncia a investigacdo dessa atividade considerando que h& muitas
pesquisas nas quais comprovam-se a acao de compostos cumarinicos sobre o
sistema respiratorio isolados e presentes em plantas medicinais. Por exemplo,
Moura e colaboradores (2002) avaliaram a acdo broncodilatadora da Mikania
glomerata e este foi atribuido a presenca de cumarinas.

Com relagéo as atividades atribuidas a ESC que incentivaram este estudo
tém-se a atividade anti-inflamatoria (BISSONNETTE et al., 2009; YANG et al.,
2015; JAMUNA et al., 2015; NASCIMENTO et al, 2016; LEEMA e
TAMIZHSELVI, 2018; OSMAN et al., 2017; OSMAN et al., 2019). Outro estudo,
demonstrou que o segundo maior constituinte do suco da Morinda citrifolia L.
(noni) é a ESC e que este suco apresentou atividade anti-inflamatoéria cronica e
espamolitica (DUSSOSSOY et al., 2016).

No gréafico abaixo (Fig. 13) observa-se a atividade expectorante da ESC
nas doses de 1, 10, 30 e 100 mg/kg. O grafico € a representacao dos respectivos
valores de média + erro padrdo da média em pg/mL de vermelho de fenol:
Veiculo (2,08+0,82), ESC 1 mg/kg (2,46+0,29), ESC 10 mg/kg (2,14+0,49), ESC
30 mg/kg (5,78+0,57), ESC 100 mg/kg (4,95+0,45), ESC:ZIF-8 10 mg/kg (2,98+
0,23) e guaifenesina 100 mg/kg (4,41+0,72). A partir desses dados verificou-se
gue apenas as doses de 30 e 100 mg/kg apresentaram atividade expectorante
significativa quando comparada ao veiculo. Pode-se observar ainda que a ESC
na dose de 30 mg/kg tem acdo expectorante significativamente melhor que a
guaifenesina. Esse farmaco ja € conhecido por sua atividade expectorante e
utilizado na forma de xarope (BALSAMO et al., 2010; MENEZES et al., 2019).
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Neste grafico, tem-se ainda a avaliagdo da atividade expectorante do
sistema ESC:ZIF-8 e foi observado que para as condigdes experimentais
utilizadas neste caso, néo foi farmacotecnicamente possivel preparar a amostra
do sistema levando-se em consideracdo a taxa de carregamento. Portanto,
considerando que ha apenas 22,5% de ESC presente na concentragao utilizada
e que isso representa por dose 2,25 mg/kg administrada. Desse modo, pode-se
evidenciar que mesmo em concentracdo baixa o sistema apresentou atividade
expectorante, porém nao significativa.

Outro fato, relevante é que se essa dose fosse para um humano de peso
corpoéreo de 60 kg isso representaria de acordo com os estudos de Nair e Jacob
(2016) uma dose de 27,675 mg/kg, que pode ser considerada uma dose baixa
tendo em vista que os medicamentos ja utilizados como expectorantes tais como,
guaifenesina (xarope) é utilizado na concentracdo de 13,3 mg/mL (163,59
mg/kg). Esses dados demonstram que a escopoletina tem uma atividade

expectorante equivalente a guaifenesina.

8-

Vermelho de fenol (ug/mL)
B

Fig. 13. Atividade expectorante da ESC, ESC:ZIF-8, Veiculo e guaifenesina

(n=6). Dados sédo apresentados como média + erro padrao da média (*p < 0,05).
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4 CONCLUSAO

Esse trabalho é a primeira pesquisa, que se tem conhecimento, na qual
foi desenvolvido um novo Drug Delivery System contendo escopoletina e ZIF-8
como carreador. Foi possivel obter o sistema ESC:ZIF-8 em condigfes in situ
por um meétodo rapido e eficiente assim como, caracteriza-lo utilizando as
técnicas DRX, MEV, RMN, FTIR, TG, DSC e CLAE-DAD. Por meio da
combinacdo dos resultados da caracterizacdo foi possivel confirmar a
incorporacdo da ESC na rede da ZIF-8. Outro ponto relevante é que o sistema
apresentou uma taxa de carregamento de ESC satisfatéria. Além disso, o
sistema ESC:ZIF-8 apresentou um perfil de liberacdo prolongada pH
dependente.

Este estudo apresentou ainda a atividade expectorante da ESC,
mostrando que esta cumarina tem potencial terapéutico. No entanto, o sistema
desenvolvido ndo apresentou efeito quando comparado com a ESC livre, sob as
mesmas condi¢cdes experimentais. Ainda sim, o DDS ESC:ZIF-8 tem um grande

potencial bioldgico, exigindo estudos mais detalhados a esse respeito.
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ESTUDO DE CARACTERIZACAO E AVALIACAO FARMACOLOGICA DA
CUMARINA

RESUMO

Cumarina (cromen-2-ona, CM) caracteriza-se quimicamente como um composto
formado pela fusdo do anel benzeno e do a-pirona sendo encontrada em
algumas plantas medicinais. Este composto apresenta dados que demonstram
suas atividades anti-inflamatéria, antioxidante, citotoxicidade, anticancer e
broncodilatadora. O objetivo deste estudo é a caracterizacao da CM e avaliacéo
das atividades farmacoldgicas expectorante e antitussigena in vivo. Para
caracterizacao utilizou-se as técnicas de difracdo de raios-X (DRX), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), termogravimetria (TG), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e espectroscopia de absor¢cao na regiao do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). A quantificacdo de CM em solucdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a arranjo de diodo (CLAE-DAD)
e o perfil de liberacdo de CM foi comparado em condi¢des non-sink nos pHs 2,0;
4,5 e 6,86. A partir das técnicas utilizadas confirmou-se a identidade da CM
assim como, sua cristalinidade. No TG observou-se apenas um evento térmico
113 e 215° C e DSC um pico de fusdo em 67,65° C. FTIR apresenta as bandas
caracteristicas da CM. O teste de liberacdo demonstrou que a CM esta mais
dissolvida em pH 6,86. O modelo cinético mais adequado para CM pura nos pHs
2,0 e 4,5 foi o modelo Korsmeyer-Peppas e de 6,86 foi Peppas-Sahlin. Embora
nao tenha apresentado atividade expectorante, os resultados demonstram seu

potencial antitussigena na dose de 100 mg/kg.

Palavras-chave: cumarinas, 1,2 benzopirona, expectorante, antitussigena,
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1 INTRODUCAO

A cumarina (CM) (cromen-2-ona, CoHesO2) caracteriza-se quimicamente
como um composto formado pela fusdo do anel benzeno e do a-pirona (a-
benzopirona). Esse composto esta presente em uma grande diversidade de
plantas e frutas, tais como: como guaco (Mikania glomerata), emburana
(Amburana cearenses), agridao (Nasturtium officinale), canela (Cinnamomum
zeylanicum), morango (Fragaria spp), damasco (Prunus armeniaca) e cereja
(Cerasus) (RODRIGUES et al.,, 2008). Além disso, vale ressaltar que é o
marcador quimico da Mikania glomerata (BERTOLDI et al.,2016) e constituinte
bioativo da Phymatodes scolopendria (RAMANITRAHASIMBOLA et al., 2005).
De maneira geral ha muitas atividades farmacologicas atribuidas as cumarinas
tais como, anticancer, anti-inflamatdrio, anticonvulsivante, antimicrobiano,
inibidor da monoaminaoxidase e antioxidante (SRIKRISHNA et al., 2018).

Algumas dessas atividades estdo relacionadas especificamente a
cumarina por exemplo, no estudo de Baskaran e colaboradores (2012) foi
avaliado o potencial quimiopreventivo em modelo de cancer bucal. Este
resultado estaria relacionado a seu potencial peroxidativo anti-lipidico e efeito
modulador sobre agentes cancerigenos. Outros trabalhos destacam também a
atividade anticancer (KAUR et al., 2015; WANG et al., 2020). Como um dos
principais constituintes da Mikania laevigata e Mikania glomerata a cumarina
corrobora para atividade anti-inflamatoria destas espécies (PASQUA et al., 2019)
e citotéxica (RUFATTO et al.,, 2012). Outro estudo interessante é o de
Ramanitrahasimbola e colaboradores (2005), estes autores isolaram a cumarina
da Phymatodes scolopendria e descreveram sua atividade broncodilatadora em
modelo animal. Esse estudo assim como outros estimulam o conhecimento
acerca de outras atividades da cumarina no sistema respiratério.

Considerando as atividades farmacoldgicas da CM ja evidenciadas na
literatura e a escassez de trabalhos relevantes quanto as suas caracteristicas
fisico-quimicas, esta pesquisa propde um estudo detalhado de caracterizacao

fisico-quimica e avaliagdo da atividade expectorante e antitussigena.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A cumarina (CM) (CAS:91-64-5, Lote n° SLBW8136) foi obtida da Sigma-
Aldrich® com pureza = 99% declarada pelo fabricante. Esta substancia

apresenta-se como po6 branco e de aspecto cristalino.

2.2 Caracterizacdo da cumarina

2.2.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os padroes de difracdo das amostras foram obtidos usando um
difratdmetro de raios X Shimadzu® (modelo XRD 7000), a emisséo utilizada foi a
de cobre a uma velocidade de varredura de 1,2°.min%, na faixa do dngulo 26 de
59 - 450,

2.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Nas analises por MEV as amostras foram dispersas em fita carbono
fixadas no suporte (stub). Em seguida, foram metalizadas com ouro atdmico em
um metalizador Quorum modelo Q150R ES com uma corrente de 15 mA por 5
minutos com um tooling fator de 2,30. As amostras foram analisadas em
microscopio eletrénico de varredura Vega3 SEM da Tescan acoplado a um

sistema de analise por espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDS).

2.2.3 Anélise térmica

Para analises térmicas foram utilizadas as técnicas de termogravimetria
(TG) e calorimetria diferencial exploratéria (DSC). Para as andlises de TG as
amostras foram preparadas utilizando uma termobalanca Shimadzu® (modelo

TGA Q60) em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL/mint. Para tal, foi
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utilizado cerca de 5 mg de cada amostra acondicionada em cadinho de platina e
submetido a andlise na faixa de temperatura de 25 a 600° C com uma razao de
aguecimento de 10° C/min. Os dados obtidos foram analisados no software
Shimadzu® TA-60WS com calculo da primeira derivada da curva TG (DTG) e
auxilio da DTA (VIEIRA et al., 2015).

As curvas DSC foram obtidas no calorimetro exploratério diferencial da
Shimadzu® (modelo DSC-60) integrado ao software Shimadzu® TA-60WS com
atmosfera de nitrogénio de 50 mL/min! nas razdes de aquecimento de 2° C/min
na faixa de temperatura de 25 a 300° C. Cerca de 2 mg de amostra foi posta em
cadinho de aluminio hermeticamente fechado. indio (156,4° C) e Zinco (419,5°
C) foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia
do equipamento (VIEIRA et al., 2015).

2.2.4 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho por transformada de Fourier foi obtido
utilizando o equipamento IRTracer-100 (SHIMADZU®) com dispositivo de
reflectancia total atenuada (ATR). As amostras analisadas foram transferidas
diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR com seleneto de zinco.
A varredura foi realizada na faixa de 600 a 4000 cm™ com resolugéo de 4 cm™* e
150 scans.

2.2.5 Quantificagdo da CM por CLAE-DAD

As andlises foram realizadas utilizando um cromatografo liquido
Shimadzu® (LC-20 AT) equipado com um amostrador automatico (SIL-20 A) e
um detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) controlado por software LC-
Solution® 1.0.Todas as aliquotas referentes a concentragdo de CM foram
submetidas individualmente a andlise nas seguintes condigfes cromatogréficas:
fase estacionaria foi utilizada uma coluna C18 (250 x 4,6 mm) e tamanho de
particula de 5 um (Supelco® Hypersil); a fase movel: agua (solugdo A) e metanol
(solucdo B). Método caracteriza-se como gradiente, com fluxo de 1 mL/min,
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volume de injecéo de 10 pL e tempo de corrida de 17 min. A temperatura da
coluna foi mantida constante em 30° C durante toda a analise.

Todas as solucdes foram degaseificadas e filtradas através de membrana
filtrante de 0,22 um (Chromafil® Xtra, EUA), antes de serem analisadas no
cromatografo. A detecgéo foi realizada por CLAE-DAD no comprimento de onda
de 340 nm. A partir desse método obteve-se a curva de calibracdo, na faixa de
concentragdo de 50 a 200 (ug/mL), e obteve-se a equacéo da reta (y= 5,88.10°x
- 7,06.10%; r>= 0,992), com a qual foi possivel quantificar CM nas aliquotas
retiradas dos testes de liberagao in vitro. Os cromatogramas foram analisados
comprando-se os dados com o padréo analitico (tempo de retencéo e espectro
de UV).

2.2.6 Testes de liberacéo in vitro da CM

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da Resolucao de
Diretoria Colegiada (RDC) n°® 31 dispbe sobre a realizacdo de Estudos de
Equivaléncia Farmacéutica e de Perfil de Liberacdo Comparativo e com isso
determina-se que os testes de liberacdo sejam realizados em pelo menos trés
pH diferentes e em condicfes laboratoriais especificas (BRASIL, 2010).

O teste de liberacéo foi realizado nos pHs de 2,0; 4,5 e 6,86, a fim de
simular o que ocorre no sistema gastrintestinal. Para isso, utilizou-se solucdes
tamponantes preparadas de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019). No
teste com o pH 2,0 preparou-se uma solucdo de acido cloridrico, no pH 4,5
preparou-se o tampao acetato de sodio e para o pH 6,5 preparou-se o tampéao
fosfato.

O teste foi realizado por 7 h e durante este periodo foram retiradas
aliquotas (9 pontos de coleta), em intervalos de tempo pré-determinados (0,25;
0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 h) para quantificacdo de CM dissolvida. Os testes
foram realizados na temperatura de 37° C, sob agitacdo constante de 200 rpm e
em cada ponto de coleta foram retiradas aliquotas de 1 mL, com reposicédo do
meio. A concentracdo de CM livre nas amostras foi determinada a partir da
analise por CLAE-DAD.
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2.2.7 Determinacdo do modelo cinético do perfil de liberacdo da CM

A fim de determinar o modelo farmacocinético do perfil de liberacéo das
amostras nos pH de 2,0; 4,5 e 6,86 foi utilizado como ferramenta o software
DDSolver® (ZHANG et al., 2010). Para tanto, os dados foram avaliados utilizando
0os modelos: Ordem zero, Primeira ordem, Higushi, Korsmeyer-peppas e
Peppas-Sahlin. Para a avaliagdo do modelo farmacocinético mais adequado foi
utilizado como parametro o coeficiente de determinacéo ajustado (R?), calculado
por meio da equacdo 1. Desse modo, o maior valor obtido de R? para
determinado modelo de cada amostra analisada foi considerado para tanto, o

mais representativo do perfil de liberacao.

n-1
Rfljustado =1- n—p x(1-r?) (1)
Onde: = numero de pontos da amostra; p= numero de parametros do

modelo e r>= coeficiente de determinacéao.

2.3 Atividade expectorante

Os experimentos com animais foram previamente aprovados pelo Comité
de ética no uso de animais da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco
(CEUA-UNIVASF, Protocolo n° 0017/270219). Os camundongos (Mus
muscullus) ficaram trés dias para adaptacdo no local de experimentacdo com
acesso a agua e racao a vontade até 2 h, no minimo, do experimento, com
administracdo do xarope cloridrato de ambroxol 120 mg/kg (controle positivo-
CP), veiculo (controle negativo-CN), salina (CN do ambroxol) e 10, 30 e 100
mg/kg da CM, por via oral (VO) com 6 animais por grupo. A cumarina foi
solubilizada utilizando-se 10% de dimetilsulféxido (DMSO) e 20% de tween 80 e
70% de agua destilada.

Os animais foram pré-tratados e apds 30 min realizou-se a administracédo
de suspensdo de vermelho de fenol (500 mg/kg-12,5 mg/mL) por via
intraperitoneal (IP). Passados mais 30 minutos da administragéo do vermelho de

fenol, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical para, atraves
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de incisdo cirargica promover a recuperacédo do lavado bronco alveolar (LBA)
com 2 mL de NaCl 0,9%, recuperando-se 600 uL de LBA que sera posto sob
rotacdo a 2500 rpm por 10 min.

Apos esse procedimento, foram adicionados 500 pL de sobrenadante em
cubeta de quartzo e 0,05 mL de hidroxido de sédio (NaOH 0,1 M) para
quantificacdo do vermelho de fenol. A atividade expectorante foi determinada
levando-se em consideracao a curva de calibracdo do vermelho de fenol (y= 0,
1741x+0,0168) com método desenvolvido e validado por Menezes e
colaboradores (2019).

2.4 Atividade antitussigena

O modelo experimental para avaliacdo da atividade antitussigena foi
realizado de acordo com Kamei e colaboradores (2013). Os camundongos (Mus
muscullus) (n=48) foram submetidas as mesmas condi¢gbes experimentais do
tépico anterior. Os animais foram colocados em camara de vidro individualmente
(com volume aproximado de 500 mL) sob aeracdo por nebulizacdo de acido
citrico (0,4 M) durante 3 min para observacdo da tosse e separados por grupos
(n=6).

Passadas 24 h da primeira exposi¢cdo (para exclusdo de animais
insensiveis ou hiper-responsivos), os animais foram submetidos a uma nova
nebulizacdo com acido citrico, porém com tratamento prévio (30 min) de codeina
30 mg/kg (CP), CM (10, 30 e 100 mg/kg) ou veiculo (CN), por VO. Desse modo,
avaliava-se a quantidade de tosse em cada grupo. Ao final do experimento os
animais serdo eutanasiados por dose letal de anestésico (Tiopental 100 mg/kg e
Lidocaina 10 mg/mL). A cumarina foi solubilizada utilizando-se 10% de DMSO e
20% de tween 80 e 70% de agua destilada.

2.5 Andlise estatistica

Os espectros foram obtidos pelo software LC-Solution® 1.0 (Shimadzu®
TA-60WS) e plotados no OriginPro versédo 8.0 (OriginLab®). As analises dos
dados foram realizadas utilizando os softwares Microsoft Excel®, OriginPro
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versdo 8.0 (OriginLab®) e os resultados quantitativos expressos em meédia +
desvio padréo. Ja nos testes de liberac@o os resultados foram expressos como
a porcentagem de CM liberada + desvio padréo de trés repeticdes por ensaio.
Os testes farmacolégicos foram avaliados estatisticamente pelo software
GraphPad Prism versdo 6.0. As analises como média + erro padrdo da média
foram avaliadas por andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do pos-

teste de Dunnett, considerando significativamente diferente quando p <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DRX e MEV

A técnica de DRX foi utilizada para verificar o padrao de cristalinidade da
molécula e confirmar os dados presentes na literatura. Desse modo, pode-se
observar no difratograma da CM (Fig. 1) um pico intenso de difracdo com 20
igual a 22,73°, um pico de média intensidade em 11,21° e dois picos de baixa
intensidade em 34,47° e 46,59°. O pico de alta intensidade confirma que a
cumarina € um composto organico de alta cristalinidade. Outros trabalhos
também confirmaram essa caracteristica em outros tipos de cumarina (ZENG et
al., 2017; SAMPAIO et al., 2020; JIANG et al., 2021).
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5000 + lL 34,47 46,59
0 I L "

Fig.1. Difratograma da CM.
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A confirmacéo do perfil cristalino da cumarina entra em concordancia com
os dados encontrados na literatura acerca da sua baixa solubilidade aquosa,
uma vez que, a cristalinidade do farmaco dificulta a solubilizacéo. A cristalinidade
do farmaco é, inclusive, um dos pontos chaves a serem trabalhados quando
pretende-se incrementar a solubilidade, modificando o seu perfil cristalino para
polimorfos metaestaveis, formacao de sal e co-cristais (GOMES et al., 2015).

As analises por MEV foram utilizadas para corroborar com os dados de
DRX e da literatura. Porém, as imagens apresentam um padrao de morfologia
diferente do que se esperava para uma molécula cristalina. Desse modo,
observa-se na Figura 2 padrao morfolégico de uma estrutura amorfa que pode
ser resultante do processo de preparo da amostra. Na Figura 3b utilizando-se
um aumento de 5.000x observa-se a presenca de lamelas divididas com blocos

definidos.

SEM HV: 10.0 kV | WD: 17.59 mm | VEGA3 TESCAN

View field: 692 ym Det: SE 200 pm
SEM MAG: 200 x  Date(m/dly): 01/01/10 Performance in nanospace

Fig.2. MEV da CM (a- 200x, b- 5.000x).

SEM HV: 10.0 kV WD: 17.59 mm VEGA3 TESCAN

View field: 27.7 ym Det: SE 5pm
SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 01/01/10 Performance in nanospace

3.2 Analise térmica

Na curva de TG foi observado uma perda de massa de 2,63% entre O e
125° C resultante da perda de moléculas de agua adsorvidas. Além disso,
observou-se degradacao térmica em um unico evento, na faixa de temperatura
entre 113 e 215° C, com perda de massa de 99,24% (Fig.3). Esse evento
caracteriza-se como uma degradacdo completa. Utilizando-se dos mesmos

parametros experimentais Sampaio e colaboradores (2020) analisou o TG de um
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outro tipo de cumarina, escopoletina, e verificou também apenas um evento
térmico entre 182 e 303° C.
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Fig. 3. Curva de TG da CM.

Ja a curva de DSC da CM (Fig.4) apresentou 2 picos endotérmicos, um
intenso e bem definido, na faixa de temperatura entre 66,10- 68,71° C (Tpico=
67,65° C) (AH= 154,98 mJ), caracteristica de fusdo de substancias puras, e outro
em torno de 150° C referente ao processo de fusdo completa, sendo este dado
relacionado aos dados de TG.

DSC (mW)

-6 T N T T T T T T N T T T T T

— 7T ™1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temperatura (°C)

Fig. 4. Curva de DSC da CM.
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3.3 FTIR

O espectro de FTIR da CM (Fig. 5) apresenta estiramentos
caracteristicos da molécula, quando se leva em consideracdo a banda tipica do
anel lactona referente aos estiramentos C=0 e C-O e que foi observada em 1701
cm, enquanto a banda caracteristica da ligacdo C=C do anel benzeno foi
observada em 1598 cm™ (CHENG, 2012). Além desses sinais, também foram
percebidas duas bandas de absorcdo em 749 cm? e 828 cm referentes ao
dobramento da ligacdo =C-H fora do plano, que corroboram com a estrutura da
CM.
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Fig. 5. Espectro de FTIR da CM.

3.4 Perfil de liberacé&o in vitro da CM

Como descrito no topico 2.2.5, a CM foi quantificada em solugéo a partir
da analise prévia dos cromatogramas e comparagdo com os dados do padrédo.
Desse modo, observa-se na Figura 6 um cromatograma e espectro de UV de
uma amostra aleatoria do teste de liberagdo da CM em pH 2,0. Observa-se na
figura 6 (a) um tempo de retencdo em 10,95 min e na Figura 6 (b) o espectro de
UV com absorbancias maximas em torno de 201, 275 e 308, compativeis com

os dados do padrao.
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Fig.6. a: Cromatograma da CM, b: Espectro de UV da CM.

Neste estudo utilizou-se a condicdo non-sink para avaliacao do percentual
de liberacdo da CM pura. Essa condicdo experimental foi utilizando
considerando que, a correlagdo in vitro/in vivo sob condi¢&o sink é considerada
um problema, jA& que a capacidade de supersaturacdo das substancias
estudadas, que também pode acontecer in vivo, pode ndo ser visualizada sob
estas condi¢des (SUN; JU; LEE, 2012).

Na Figura 7 observa-se os perfis de liberagédo da CM pura nos pH 2,0; 4,5
e 6,86 como percentual de CM liberada nos intervalos de tempo pré-
determinados. No pH 2,0 observa-se que na primeira hora ocorre o efeito brust,
rapida liberacao, chegando a 67,21+0,90% de CM liberada. A partir de entdo ha
uma liberagéo gradual, mas ao final chegou-se em 70,74+1,40% de CM liberada.
No pH 4,5 na primeira hora o percentual de CM liberada foi de 51,56+0,014% e
ao final do experimento atingiu-se platé com 55,13+0,035%. Ja no pH de 6,86 ha
um perfil de liberacdo semelhante chegando a 70,58+0,51% e ao final do
experimento atingiu-se o platd com 77,55+0,93% de CM liberada.

Esses dados estdo de acordo ao que era esperado para esta substancia
e foi observado isto também nos estudos com a escopoletina por Sampaio e
colaboradores (2020). Os dados de solubilidade da cumarina na literatura
classificavam-na como insolavel em agua e solivel em solventes organicos
(PUBCHEM, 2020). Deve-se deixar claro que had uma diferenca conceitual e
pratica entre solubilidade e dissolugdo. A solubilidade aquosa € influenciada

diretamente pela estrutura quimica da substancia, caracteristica do po (cristalino
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ou amorfo) e pH do meio. A dissolucao tem influéncia direta da solubilidade
quantitativa da substancia analisada, como também outros parametros utilizados
nesse teste (diferenca de pH, tempo, agitacdo e temperatura). Desse forma,
sabe-se que nos estudos de pré-formulacdo € importante a analise dos dois
parametros (solubilidade e dissolu¢ao) na predi¢do da absorcdo de um farmaco
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007). Assim, os dados do teste de liberacdo da
cumarina demostram que a influéncia do pH, temperatura e agitacdo melhoram o

perfil de dissolucéo desta substancia.
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Fig.7. Perfis de liberagdo in vitro de CM livre.

Utilizou-se os modelos farmacocinéticos para determinar o perfil de
liberacdo da CM isolada. A partir da andlise dos valores de R? ajustado
evidenciou-se que ha diferenca do perfil de liberac&o da cumarina de acordo com
o pH. Desse modo, para CM isolada tanto no pH de 2,0 quanto de 4,5 o modelo
que melhor se ajustou foi o de Korsmeyer-Peppas. J& com relacdo ao pH 6,86 0
melhor modelo foi o de Peppas-Sahlin. O modelo Peppas-Sahlin tem como
caracteristica representar formulacdes prolongadas (PEPPAS e NARASIMHAN,
2014).
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Tabela 1
R? ajustados obtidos a partir dos modelos cinéticos obtido do ensaio de

liberacao in vitro em condi¢des non sink da CM nos pHs 2,0; 4,5 e 6,86.

Modelos pH 2,0 pH 4,5 pH 6,86
Ordem zero 0,582 0,609 0,611
Primeira ordem 0,724 0,709 0,767
Higuchi 0,760 0,782 0,781
Korsmeyer-Peppas 0,990 0,995 0,962
Peppas-Sahlin 0,964 0,968 0,997

3.5 Atividade expectorante

Os medicamentos classificados como expectorantes tem um papel
fundamental de aliviar a hipersecrecao de muco das vias aéreas e podem ser
classificados como, mucoliticos, mucocinéticos e mucorreguladores (RUBIN et
al., 2014). Algumas doencas respiratérias tais como, asma e a doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) tem a depuracdo do muco prejudicada como
consequéncia da sua maior viscosidade e elasticidade (MENEZES et al., 2019).

Ha vérios estudos que relacionam a presenca de compostos cumarinicos
em extratos vegetais a atividade sobre o sistema respiratorio (BERTOLDI et al.,
2016; GASPARETTO et al., 2015; DUSSOSSOQY et al., 2016). Dessa forma, este
estudo avaliou a atividade expectorante da cumarina em diferentes doses (10,
30 e 100 mg/kg) frente ao veiculo. No grafico abaixo (Fig. 8) tem-se a
representacdo dos respectivos valores de média + erro padrdo da média em
pug/mL da secrecéo do vermelho de fenol: salina (1,40+0,18), veiculo (2,6110,20),
CM 10 mg/kg (1,51+0,18), CM 30 mg/kg (1,81+0,30), CM 100 mg/kg (4,9510,45)
e ambroxol 120 mg/kg (2,10+0,13).

Os resultados da cumarina demonstram que esta substancia néo
apresentou atividade expectorante quando comparado ao efeito do veiculo. No
entanto, o grupo de animais que recebeu ambroxol, agente secretolitico,
apresentou atividade expectorante significativa quando comparado ao grupo

salina.
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Os dados referentes a cumarina contradizem ao que era esperado
considerando as evidéncias da literatura. A cumarina assim como, 0 acido
kaurenoico, estigmasterol, friedelina, lupeol e siringaldeido foram identificadas
no xarope de guaco (Mikania laevigata e M. glomerata) (OSORIO, MARTINS,
2004; PEDROSO et al., 2008; AMARAL et al., 2009). O guaco por sua vez, tem
seu uso consolidado no Brasil em doencas respiratorias (broncodilatadora e
antitussigena) e suas propriedades atribuidas primeiramente a cumarina
(GARCIA et al., 2020). Este metabdlito destaca-se como antioxidante (LI et al.,
2020), anti-inflamatoéria (BISSONNETTE et al., 2009) e broncodilatadora
(RAMANITRAHASIMBOLA et al.,, 2005). Assim, uma das hipéteses para tal
resultado € que na verdade a atividade expectorante do guaco deve-se a um
efeito sinérgico e ndo apenas a cumarina e isto ja havia sido confirmado por

Gasparetto e colaboradores (2015).

Vermelho de fenol (ug/mL)

Fig. 8. Efeito da CM (10, 30 e 100 mg/kg), salina, veiculo e ambroxol (120 mg/kg)
(n=6) sobre a quantidade de vermelho de fenol. Dados estao apresentados como

média + erro padrdao da média (*p < 0,05).

3.6 Atividade antitussigena

A tosse é um processo protetor de retirada de material estranho de

bronquios e bronquiolos. Esse reflexo envolve cinco grupos de componentes:
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receptores de tosse, nervos aferentes, centro da tosse, nervos eferentes e
musculos efetores (DICPINIGAITIS et al., 2014). Os ensaios pré-clinicos tem
valor preditivo para novos tratamentos e intervencdes considerando que, as vias
reflexas permaneceram inalteradas entre as espécies animais incluindo os
roedores (CANNING, 2008). Outro ponto é que o acido citrico induz tosse em
camundongos mediado pelo receptor potencial transitério de vaniloide tipo-1
(TRPV1) das fibras C (CANNING; FARMER; MORI, 2006). Desse modo,
considera-se uma metodologia eficaz para avaliagdo da atividade antitussigena
da cumarina.

No gréfico abaixo (Fig. 9) tem-se a representacéo dos respectivos valores
de média * erro padrdo da média percentual de tosse: veiculo (78,65+£22,73),
CM 10 mg/kg (75,97+16,85), CM 30 mg/kg (32,40+9,62), CM 100 mg/kg (20,62
+12,14) e codeina 30 mg/kg (20,32+9,63). Dessa forma, observa-se ainda que
CM (100mg/kg) reduziu significativamente a frequéncia de tosse em
camundongos quando comparado com o grupo que recebeu veiculo e que este
resultado foi comparavel ao obtido para o grupo de codeina. Diferentes estudos
com outros tipos de cumarina apontavam evidéncias de que esta cumarina
apresentaria atividade antitussigena. Huang e colaboradores (2020) por
exemplo, isolaram a escopoletina do extrato de Chimonanthus nitens e
evidenciaram sua atividade antitussigena.

Outro ponto importante € que sendo este composto marcador quimico do
xarope de guaco e este por sua vez, utilizado também no tratamento de tosse a
pesquisa desta atividade se faz de fundamental importancia. J4 do ponto de vista
clinico e epidemioldgico o estudo da tosse € relevante considerando que, a tosse
€ um problema de saude e esta associado a diferentes doencas pulmonares tais
como, asma, DPOC, fibrose pulmonar idiopéatica e cancer de pulmao. A tosse
esta associada ainda com qualidade de vida do paciente considerando que esta
pode causar disturbios do sono, nauseas, dores no peito, letargia e ainda
constrangimento social (DICPINIGAITIS et al., 2014).
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Fig. 9. Efeito percentual de tosse da CM (10, 30 e 100 mg/kg), veiculo e codeina
(30 mg/kg) (n=6). Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média (*p < 0,05).

4 CONCLUSAO

Essa pesquisa foi de fundamental importancia levando-se em
consideracdo que diferentes técnicas foram utilizadas na caracterizacdo da
cumarina. Desse modo, foi possivel obter informacdes relevantes quanto ao
perfil cristalino, analise térmica e bandas caracteristicas desse composto. Além
disso, reuniu informacdes quanto ao perfil de liberacdo em diferentes pHs fato
este, de fundamental importancia como conhecimento prévio para o
desenvolvimento de Drug Delivery Systems com esta cumarina. Os dados
farmacoldgicos a priori demonstraram que a cumarina ndo apresenta atividade
expectorante. No entanto, apresentou atividade antitussigena fazendo deste

composto um potencial biol6gico a ser mais explorado em outros estudos.
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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA A BASE
DE CUMARINA E ZIF-8

RESUMO

Cumarina (cromen-2-ona, CM) € quimicamente uma cumarina simples, de baixa
solubilidade aquosa, e apresenta dados que demonstram suas atividades anti-
inflamatoria, antioxidante, citotoxicidade, anticAncer e broncodilatadora. A
Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8) € um tipo de rede organometalica de
coordenacao (Metal Organic Framework—MOF), esta tem aplicagéo farmacéutica
no desenvolvimento de materiais de liberacdo lenta. Neste contexto, o presente
trabalho tem como objetivo desenvolver um sistema de liberacao (Drug Delivery
Systems - DDS) a base de CM e ZIF-8 pelo método in situ. A quantificacdo de
CM em solucado por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a arranjo
de diodo (CLAE-DAD) e o perfil de liberacdo de CM dos sistemas foi comparado
em condicdes non-sink nos pHs 2,0; 45 e 6,86. Para caracterizacao,
especificamente do sistema 1:4:2 e ZIF-8, utilizou-se as técnicas microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os resultados de maneira
geral demonstraram que o0s sistemas desenvolvidos apresentaram baixos
valores de eficiéncia de encapsulacao ou ainda uma taxa de liberacdo adequada.
Outro ponto, é que em nenhum dos sistemas mesmo observou-se uma liberacao
pH dependente. Ja em relagdo aos dados de FTIR do 1:4:2 foi possivel afirmar
gue nao ocorreu a formacdo do sistema. Dessa forma, faz-se necessario a

realizacdo de mais experimentos.

Palavras-chave: cumarinas, 1,2 benzopirona, MOF, ZIF-8.
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1 INTRODUCAO

A cumarina (CM) (cromen-2-ona, CoHeO2) conhecida também como 1,2
benzopirona, caracteriza-se quimicamente como um composto formado pela
fusdo do anel benzeno e do a-pirona (a-benzopirona). Esse composto esta
presente em uma grande diversidade de plantas e frutas (RODRIGUES et al.,
2008). Além disso, € o marcador quimico da Mikania glomerata (BERTOLDI et
al.,2016) e constituinte bioativo da  Phymatodes  scolopendria
(RAMANITRAHASIMBOLA et al., 2005). De maneira geral ha muitas atividades
farmacoldgicas atribuidas as cumarinas tais como, anticancer, anti-inflamatario,
anticonvulsivante, antimicrobiano, inibidor da monoaminaoxidase e antioxidante
(SRIKRISHNA, GODUGU e DUBEY, 2018).

Estudos realizados por Ahmed e colaboradores (2020) demonstraram que
grupo lactona concede as cumarinas uma capacidade de estabelecer ligacoes
de hidrogénio e acilar alvos proteicos. Assim, suas propriedades farmacologicas
estdo relacionadas a sua estrutura e as suas propriedades fisico-quimicas de
anel heterociclico, que permitem a ligacdo com proteinas-alvos. Outro ponto que
faz com que haja interesse no desenvolvimento de sistema com tal molécula é
fato de que esta apresenta um log de P de 2,01 (MOLINSPIRATION, 2019), ou
seja, significa que ela possui uma maior afinidade pela fase organica, levando-
se em consideracdo que para haver uma permeabilidade por biomembranas o
valor ideal de referéncia estaria no intervalo entre 1 a 3 (BARREIRO et al., 2015).
Fato este que confirma sua baixa solubilidade em agua e boa solubilidade em
solventes organicos como etanol, cloroférmio, éter dietilico, metanol e outros
Oleos (AZEVEDO, et al., 2014).

Considerando a diversidade de atividades farmacologicas -citadas
anteriormente e a determinacdo de algumas propriedades fisico-quimicas ja
realizadas no laboratdrio notou-se que a CM possui baixa solubilidade em agua.
Sendo assim, faz-se necessario a utilizacdo de moléculas carreadoras devido a
seu carater hidrofébico. Atualmente, novas tecnologias de fabricacdo de
excipientes estdo sendo realizadas com a finalidade de melhorar a liberacao,
assim como melhorar a dissolucdo e absor¢cdo de farmacos com baixa
solubilidade (GARCIA-ARIETA, 2014).
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Tendo em vista a necessidade de uma molécula carreadora, tem-se as
redes metalorganicas do inglés Metal Organic Framework (MOFs). As MOFs
sao estruturas cristalinas formadas pela juncdo de unidades contendo metais
com ligantes organicos, por ligacdes fortes (sintese reticular) (FURUKAWA et
al., 2013). Essas redes sédo atualmente muito utilizadas, por apresentarem um
grande potencial devido a sua estrutura altamente porosa, permintindo assim
apresentar propriedades de surpeficie ajustaveis (ZHANG, ZHAO e LIN, 2019),
e também vale ressaltar que suas propriedade fisico-quimicas garantem uma
boa biocompatibilidade, baixa toxicidade e ainda boa estabilidade térmica e
quimica (SUN et al.,2013). Entre as inUumeras MOFs tém-se o grupo Zeolitic
Imidazolate Framework (ZIF) e dentre as mais utilizadas no desenvolvimento de

Drug Delivery System, tem-se a ZIF-8.

A ZIF-8 possui uma estrutura estabilizada devido as pontes realizadas
entre o 2-metilimidazol (2-MIm) e o zinco tetraédrico (ZHUANG et al., 2014). A
ZIF-8 possui grande biocompatilidade, biodegradabilidade em condicdes acidas
(QIN et al., 2019), area superficial elevada, citotoxicidade insignificante (GAO et
al., 2019), diversidade estrutural que lhe proporciona um alto potencial de
armazenamento de produto quimico, encapsulacdo e liberacdo controlada
(ALVES, 2016).

Portanto, considerando as diversas atividades biolégicas da cumarina
descritos na literatura, bem como suas caracteristicas fisico-quimicas. A
utilizacdo da ZIF-8 como carreador € uma opcédo viavel considerando que,
permite um melhor carreamento de farmacos, modulando a sua cinética de
liberacdo. O objetivo dessa pesquisa € desenvolver um sistema de liberacdo

modificada incorporando a cumarina a rede de ZIF-8.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A cumarina (CM) (CAS:91-64-5, Lote n°® SLBW8136) foi obtida da Sigma-
Aldrich® com pureza = 99%. O 2-metilimidazol (2-MIm) (CAS:693-98-1, Lote n°®
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0000060698) e o sulfato de zinco heptahidratado [Zn (SO)27 H20] (CAS:7446-
20-0, Lote n° SLBV1742) foram obtidos da Sigma-Aldrich® com pureza > 99%.

2.2 Desenvolvimento in situ dos sistemas CM:ZIF-8

Para o desenvolvimento dos sistemas CM:ZIF-8 utilizou-se a técnica de
incorporacdo in situ. Varios sistemas foram desenvolvidos por meio dessa
técnica, assim como pela ex situ, mas serdo apresentados os resultados dos que
foram possiveis a realizacdo de experimentos de caraterizacdo. Nesse método,
utilizou-se como matéria-prima: 2-MIm (82,1 g.mol?), Zn (SO4)2.7H20 [(287,54
g.molt, Zn (65,41 g.mol1)] e CM (146,14 g.mol?), em diferentes proporcdes
molares.

Primeiramente, foi desenvolvido um sistema na proporcao molar de 1:4:2
(Zn:2MIm:CM) (sistema A) com as seguintes especificacdes de preparo: (1) CM
foi pré-solubilizada em 3 mL de metanol; (2) 2-MIm foi solubilizado em 10 mL de
agua destilada (H20) sob agitacdo constante (200 rpm) por 15 min antes da
adicao da CM; (3) Zn (S0Oa4)2.7H20 foi solubilizado em 5 mL de H20. A solugéo
de CM foi adicionada lentamente (gotejando) a solucéo de 2-MIm que estava sob
agitacdo e por fim a solugéo de Zn (SO4)2.7H20, completando o meio com H20
e com isso um volume final de 20 mL. Apo6s 2 h sob agitacdo constante e a
temperatura de 23° C, o sistema foi filtrado (filtro quantitativo) e lavado com 10
mL de metanol e H20. Por fim, o sistema foi seco em estufa por 4 h a temperatura
de 55°C. A ZIF-8 foi obtida nas mesmas condi¢cdes experimentais que o sistema
para posterior controle do processo. A ideia inicial deste sistema era saturar o
meio com CM e com isso forcar seu aprisionamento na rede de ZIF-8. Esse
sistema é denominado ao longo do trabalho como sistema A.

Outro sistema foi desenvolvido, mas desta vez baseando-se na
metodologia de Kaur e colaboradores (2017) que utilizaram o mesmo método de
desenvolvimento in situ, porém, com propor¢des maiores de 2-MIm. A ideia
inicial deste sistema seria de garantir que 0 maximo de rede metalorganica fosse
formada e com isso a CM fosse aprisionada.

Nesse método, utilizou-se como matéria-prima: 2-MIm, Zn (SO4)2.7H20 e

CM na proporcédo molar de 1:35:0,0003 (Zn:2MIm:CM) (sistema B) com as
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seguintes especificagdes de preparo: (1) 2-MIm foi adicionado no erlemeyer com
40 mL de H20 sob agita¢cdo constante (580 rpm) até sua completa solubilizacéo;
(2) CM foi adicionada a um béquer e solubilizada com 6 mL de DMSO e (3) Zn
(S04)2.7H20 foi solubilizado separadamente com 4 mL de H20. A solucéo de CM
foi adicionada lentamente (gotejando) a solugdo de 2-MIm que estava sob
agitacdo e por fim a solugdo de Zn (SOa4)2.7H20. Apds 30 min sob agitacao
constante e temperatura de 23° C, o sistema foi filtrado (filtro quantitativo) e
lavado com 10 mL de metanol e H20. Por fim, o sistema foi seco em estufa por
4 h a temperatura de 55° C. Esse sistema € denominado ao longo do trabalho
como sistema B.

A taxa de carregamento de cada sistema foi determinada a partir do
preparo de solucdes metandlicas acidificadas com acido trifluoroacético com
cada sistema de CM:ZIF-8 e com isso a CM liberada contida na solugéo foi
quantificada por CLAE-DAD (TIWARI et al.,, 2017). Todos os sistemas foram

obtidos em triplicata assim como, as analises posteriores.

2.3 Caracterizacao dos sistemas CM:ZIF-8

Nem todos os testes de caracterizacao foram possiveis de ser realizados
com os sistemas CM:ZIF-8. Desse modo, para o sistema CM:ZIF-8 (1:4:2) foram
realizadas as analises de MEV, FTIR e teste de liberacdo. Para esse sistema foi
realizada ainda a analise comparativa do MEV e FTIR da mistura fisica e ZIF-8.
Ja para o sistema CM:ZIF-8 (1:35:0,0003) foi realizado apenas o teste de

liberacao.

2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Nas analises por MEV as amostras foram dispersas em fita carbono
fixadas no suporte (stub). Em seguida, foram metalizadas com ouro atdmico em
um metalizador Quorum modelo Q150R ES com uma corrente de 15 mA por 5
min com um tooling fator de 2,30. As amostras foram analisadas em microscépio
eletrbnico de varredura Vega3 SEM da Tescan acoplado a um sistema de analise

por espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDS).
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2.3.5 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho da amostra analisada foi obtido utilizando
pastilhas de KBr como suporte solido. Para preparo da pastilha utilizou-se
aproximadamente 1 mg da amostra para 100 mg de KBr, os quais foram
macerados até obtencao de um po fino. A mistura foi entdo submetida a presséo
de 78,5 KN, empregando prensa hidraulica Shimadzu® por um periodo de dez
minutos. Apds a obtencdo da pastiiha de KBr, esta foi analisada em
espectrometro Shimadzu® (IRTracer-100) na regido entre 4500 a 400 cm™t, com

45 scans e resolucdo de 4 cm™.

2.3.6 Quantificagdo da CM por CLAE-DAD

As analises foram realizadas utilizando um cromatografo liquido
Shimadzu® (LC-20 AT) equipado com um amostrador automatico (SIL-20 A) e
um detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) controlado por software LC-
Solution® 1.0.Todas as aliquotas referentes a concentracdo de CM foram
submetidas individualmente a anélise nas seguintes condi¢des cromatograficas:
como fase estacionaria foi utilizada uma coluna C18 (250 x 4,6 mm) e tamanho
de particula de 5 pm (Supelco® Hypersil); a fase moével: agua (solucdo A) e
metanol (solucdo B). Método caracteriza-se como gradiente, com fluxo de 1
mL/min, volume de inje¢c&o de 10 pL e tempo de corrida de 17 min. A temperatura
da coluna foi mantida constante em 30° C durante toda a anélise.

Todas as solugdes foram degaseificadas e filtradas através de membrana
filtrante de 0,22 pm (Chromafil® Xtra, EUA), antes de serem analisadas no
cromatografo. A deteccdo foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a arranjo de diodo (CLAE-DAD) no comprimento de onda de
340 nm. Esse método foi desenvolvido e adaptado a partir do estudo de Wang e
colaboradores (2017). A partir desse método obteve-se a curva de calibracéo,
na faixa de concentracéo de 50 a 200 (ug/mL), e obteve-se a equacao da reta

(y=5,88. 10%x - 7,06 .10, r’= 0,992), com a qual foi possivel quantificar CM nas
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aliquotas retiradas dos testes de liberacdo in vitro. Os cromatogramas eram
analisados comparando-se o tempo de retencao do pico e o espectro de UV das

amostras com os dados do padrao analitico da CM.

2.3.7 Testes de liberagéo in vitro da CM

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da Resolucédo de
Diretoria Colegiada (RDC) n°® 31 dispbe sobre a realizacdo de Estudos de
Equivaléncia Farmacéutica e de Perfil de Liberacdo Comparativo e com isso
determina-se que os testes de liberacao sejam realizados em pelo menos trés
pH diferentes e em condicfes laboratoriais especificas (BRASIL, 2010).

O teste de liberacédo foi realizado nos pHs de 2,0; 4,5 e 6,86, a fim de
simular o que ocorre no sistema gastrintestinal. Para isso, utilizou-se solucdes
tamponantes preparadas de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019). No
teste com o pH 2,0 preparou-se uma solucdo de acido cloridrico, no pH 4,5
preparou-se o tampdao acetato de sodio e para o pH 6,5 preparou-se o tampéao
fosfato.

O teste foi realizado por 7 h e durante este periodo foram retiradas
aliquotas (9 pontos de coleta), em intervalos de tempo pré-determinados (0,25;
0,5;0,75; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 h) para quantificacdo de CM liberada. Os testes foram
realizados na temperatura de 37° C, sob agitacdo constante de 200 rpm e em
cada ponto de coleta foram retiradas aliquotas de 1 mL, com reposi¢ao do meio.
A concentracdo de CM livre nas amostras foi determinada a partir da analise por
CLAE-DAD.

2.5 Andlise estatistica

Os espectros foram obtidos pelo software LC-Solution® 1.0
(SHIMADZU®) e plotados no OriginPro verséo 8.0 (OriginLab®). As andlises dos
dados foram realizadas utilizando os softwares Microsoft Excel® (Microsoft
Office®), OriginPro versdo 8.0 (OriginLab®) e os resultados quantitativos

expressos em média + desvio padrao. Ja nos testes de liberagcéo os resultados
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foram expressos como a porcentagem de CM liberada + desvio padréo de trés
repeticdes por ensaio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacédo do sistema A

Esse sistema de proporgao 1:4:2 (Zn:2MIm:CM) foi caracterizado
inicialmente, pela técnica de MEV e para devida comparacédo foi analisado
também a ZIF-8 e a mistura fisica 1:1 (MF). Observa-se nas imagens abaixo a
morfologia da ZIF-8 utilizando-se um aumento 5.000 x (Fig. 1 a), um padréo
morfologico irregular, ou seja, varia entre rombico dodecaédrico e arredondado
(TANG et al., 2017; HOORP et al., 2018). Na Figural b, observa-se a morfologia
da MF (aglomerado) e partir disso pode-se afirmar que, as estruturas cristalinas
irregulares na superficie seriam da CM. Na Figura 1 c, observa-se a morfologia
do sistema que se caracteriza como regular e semelhante ao da ZIF-8. Outro
ponto é que ndo se observa cristais de CM na superficie demonstrando que o
processo de lavagem com metanol retirou toda a CM que ndo teria sido

incorporada.

ot - {0 =% e -
SEM HV: 10.0kV : 5. VEGA3 TESCAN  SEM HV: 10.0 kV 174 VEGA3 TESCAN  SEM HV: 10.0kV WD: 17.88 mm
View field: 27.7 ym View fiekt: 27.6 ym t View fieid: 13.8 pm Det: SE 2pm
SEM MAG: 5.00 kx | Date(midy): 010110 Performance in nanospace SEM MAG: 5.01 kx | Date(m/dy): 010110 a nanospace SEM MAG: 10.0 kx | Date(midy): 010110 Performance in nano: space

Fig.1. MEV da ZIF-8 (a- 5000x), MF (b- 5000x) e CM:ZIF-8 (c-10000x).
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Outra técnica utilizada para caracterizar o sistema obtido foi a de FTIR e
os dados foram analisados comparando-se 0 espectro do sistema obtido com o
da ZIF-8. O espectro da ZIF-8 (Fig. 2) apresenta estiramentos caracteristicos
deste tipo de MOF, quando se leva em consideracdo as bandas de absorcéo
tipicas das ligagdes C-H (aromatico), C=C e C-N. As bandas oriundas das
vibracGes de estiramento C-H, foram observadas em 3188 cm; enquanto para
a ligacdo C=C, observou-se uma banda em 1702 cm™; para C-N, foi observado
a banda com frequéncia de 1285 cm?; e a banda de absorcéo referente a ligacédo
Zn-N foi observada em 414 cm-?.

Ao comparar o0 espectro do sistema obtido com o da ZIF-8 (Figura 2),
observou-se que este apresenta também algumas bandas caracteristicas da
cumarina, como visto no capitulo anterior, além das bandas da ZIF-8. Desse
modo, observou-se bandas da ZIF-8 em: 3196 cm referente a ligacdo C-H; em
1302 cm™ correspondente a ligacdo C-N (menor intensidade); e uma banda
média com frequéncia de 421 cm? caracteristica da ligacdo Zn-N. J& as bandas
tipicas da cumarina foram observadas em: 1720 cm™ referente a ligacdo C-O;
outra banda em 1614 cm referente ao estiramento da ligacdo C=C; e duas
bandas com frequéncia de 743 e 822 cm referentes ao dobramento fora do
plano da ligacdo =C-H. Assim, foi possivel evidenciar no espectro do sistema
obtido, bandas tanto da cumarina como da ZIF-8, sem alteracfes significativas
de intensidade assim como na frequéncia, 0 que sugere que nao ocorreu

formacao do sistema pretendido.
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Fig.2. Espectros de FTIR do CM:ZIF-8 e ZIF-8.

Para o teste de liberacao do sistema (1:4:2) levou-se em consideracao a
taxa de carregamento obtida que foi 37,56%. Na Figura 3, tem-se os perfis de
liberacdo da CM a partir do sistema desenvolvido nos pH 2,0; 4,5 e 6,86.
Observa-se um perfil de liberacdo diferente do observado para CM pura, pois
nao se observa o efeito brust de liberacdo. No pH 2,0 a liberagdo ocorreu de
maneira muito lenta, na primeira hora de experimento ocorreu liberacdo de
5,30% e ao final das 7 h a liberacao foi de 5,50%.

No pH 4,5 a liberac&o ocorreu de maneira semelhante ao pH anterior, na
primeira hora obteve-se 4,65% e ao final do experimento foi liberado 5,29%. No
pH de 6,86 a liberacdo ocorreu semelhante aos pHs anteriores, mas com um
percentual de CM menor sendo liberado, na primeira hora foi de 4,25% e ao final
das 7 h, foi liberado 5,30%. Desse modo, foi possivel observar que o percentual
liberado € pequeno diante do que foi incorporado a estrutura de ZIF-8 e que

independe do pH do meio.
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Fig.3. Perfis de liberagdo in vitro de CM:ZIF-8 (sistema A).

3.2 Caracterizacado do sistema B

Para o teste de liberagdo do sistema (1:35:0,0003) levou-se em
consideracao a taxa de carregamento obtida que foi 10,48%. Na Figura 4, tem-
se os perfis de liberacdo da CM a patrtir do sistema desenvolvido nos pH 2,0; 4,5
e 6,86. Observa-se um perfil de liberagéo diferente do observado para CM pura,
pois ndo se observa o efeito brust de liberacdo. No pH 2,0 a liberagcéo ocorreu
de maneira muito lenta, na primeira hora de experimento ocorreu liberacdo de
4,51% e ao final das 7 h a liberacéo foi de 4,59%.

No pH 4,5 a liberac&o ocorreu de maneira semelhante ao pH anterior, na
primeira hora obteve-se 4,67% e ao final do experimento foi liberado apenas
4,23%. No pH de 6,86 a liberacao ocorreu semelhante aos pHs anteriores, na
primeira hora foi de 4,79% e ao final das 7 h, foi liberado 4,29%. Observa-se que
nos pHs de 4,5 e 6,86 além de ser uma liberacdo pequena ela foi ainda menor
no fim do experimento. Os dados demonstram que ndo se obteve um sistema.
Levando-se em consideracédo que houve um pequeno percentual de CM liberada
diante do que foi incorporado e que a mesma ocorreu independente da variacao
de pH.
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Fig.4. Perfis de liberacéo in vitro de CM:ZIF-8 (sistema B).

4 CONCLUSAO

Esse trabalho é a primeira pesquisa, que se tem conhecimento, na qual
tinha-se como objetivo o desenvolvimento de um Sistema Drug Delivery com a
cumarina utilizando-se a ZIF-8 como carreador. Em resumo, por meio das
técnicas de caracterizacdo evidenciou-se até entdo que ndo houve a formacao
do sistema CM:ZIF-8. Porém, acredita-se que h& potencial para o

desenvolvimento de um DDS com essa cumarina.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este foi primeiro estudo do qual se tem conhecimento que tinha como
objetivo o desenvolvimento de Drug Delivery Systems utilizando-se como
substancias principais, duas cumarinas e como carreador a ZIF-8. Havia de
antemao um desafio.

Primeiramente, a partir da realizacdo da revisédo sistematica de literatura
confirmou-se que a escopoletina apresenta uma ampla variedade de atividades
farmacoldgicas fazendo desta molécula uma boa candidata a estudos mais
detalhados. A partir desta revisdo foram selecionados dos 25 artigos com 0s
quais observou-se que a ESC apresenta as atividades: anti-inflamatoria e
antioxidante; antidiabética; antidislipidémica; antibacteriana e antifingica; anti-
hipertensivo; inibicAo da monoaminooxidase; antipsicotica; neuroprotetora;
esclerose  mdltipla;  citotdxica; melanogénese;  antiangiogénica e
antienvelhecimento. Assim, tendo em vista 0 potencial terapéutico da
escopoletina, esta substancia seria um bom candidato no desenvolvimento de
um medicamento.

No estudo de desenvolvimento de um novo Drug Delivery System com a
escopoletina e ZIF-8, foi possivel obter o sistema ESC:ZIF-8 em condicfes in
situ por um método rapido e eficiente. As técnicas de DRX, MEV, RMN, FTIR,
TG, DSC e CLAE-DAD confirmaram a formagéo deste sistema. Outro ponto
relevante é que o sistema apresentou uma taxa de carregamento de ESC
satisfatoria e um perfil de liberacdo prolongada pH dependente. Este estudo
demonstrou ainda, que a ESC apresenta uma atividade expectorante,
demonstrando com isso o0 seu grande potencial terapéutico. No entanto, o
sistema desenvolvido ndo apresentou efeito quando comparado com a ESC
livre, sob as mesmas condi¢des experimentais. Ainda assim, o DDS ESC:ZIF-8
apresenta um potencial farmacoldgico, exigindo estudos mais detalhados a este
respeito.

No estudo de caracterizagcdo da cumarina (1,2 benzopirona) foi de
fundamental importancia para o conhecimento da substancia e servindo como
base para o desenvolvimento do DDS. Desse modo, foi possivel obter

informacgdes relevantes quanto ao perfil cristalino, analise térmica e bandas
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caracteristicas desse composto. Além disso, reuniu informac8es quanto ao perfil
de liberacdo em diferentes pHs fato este, de fundamental importancia como
conhecimento prévio para o desenvolvimento de um DDS com esta cumarina.
Os dados farmacologicos a priori demonstraram que a cumarina ndo apresenta
atividade expectorante. No entanto, apresentou atividade antitussigena fazendo
deste composto um potencial biolégico a ser mais explorado em outros estudos.

Ja no estudo de desenvolvimento de DDS com a cumarina e ZIF-8 como
carreador, evidenciou-se por meio das técnicas de caracterizacdo que nao houve
a formacéo do sistema CM:ZIF-8. Porém, acredita-se que ha potencial para o
desenvolvimento de um DDS com esta cumarina como obteve-se com a

escopoletina.
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Scopoletin (7-hydroxy &-methoxychromen- 2-one, 5C) is a phenolic coumarnin commenly found in some medicinal
plants. This compound presents relevant literature datn demonstrating its and-inflammatory, antioxidant, ans-
tumear, hypocholesteralemic and hypoglycemic activities. C was loaded m s into the Zeolitic Imidazolaze
Framewark-8 (ZIF-B), a slow-releasing material with pharmaceutical application. Both ZIF-8 and SC:2F-8 drag
delivery systems ([M35) were characterized by x-ray diffraction (¥RD), scanning electron microscopy (SEM),
muaclear magnetic resonance (NME), thermogravimetry (T4G), differential scanning calorimetry (D5C) and Fourier
transform infrared (FIIR). The quantification of 5C in the solution was performed by high-performance ligquid
chromatography with diode-ammay detection (HFLC-DAD) and the release profile at pHs 4.5 and 6.5 was
compared under non-sink conditions of SC and SC:ZIF-E DS, Expectorant activity was also evaluated. The SC:
#F-4 DI showed an encapsulation efficiency of 22 5%. A pHl-dependent redease profile of SC present in the DDS
‘was observed whien compared to the pure 5C. The most suitable kinetic medel for pare 5C at both pils 4.5 and 6.5
was the Korsmeyer-Peppas model. For SC2IF-B DOS at pH 4.5, the best mode] was the Korsmeyer-Peppas, but at
pH 4.5 it was Peppas-Sahlin. SC also presented expectorant activity at 20 and 100 mg/kg doses, but the system

did not show expectorant activity at 10 mg/kg dose.

1. Introduchon

Scopoletin (7-hydroay-6-methoopchromen-2-ane, Gy HgO,) in a
phenalic coumarin found in different medicinal plant species such 2=
Erycibe obamifolic, Aster totoricus and Poemiculum vulgare [1].Geveral
cmdies have showed important pharmacological activities, such as
antipxidant and anti-inflammarory [2,5], anti-cancer [1,4], antinmor
[5], amti-diabetic [5], melanogenssiz induction [7], selective mono-
amine oxidase inhibitor [Z] and anti-aging [9]. Another important study
with scopaletin chowed the inflience of thin coumarin on the release of
inflammatery cytokines (TNF-u, IL-6 and 1L-8). Thiz fact highlights the
pocaible relationship betwesn SC activity on different inflammatary
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diseazes, such 2z asthma cetecarthritiz and theumatoid arthrieiz [10]. &
mare recent ohsdy han zhowed thar thin molecole has affeceively
ameliorated an experimensl autpimmune sncephalomyelitio frame-
work (multiple sclerogiz animal model) [11].

Previous pharmacological reports point out scopoletin az a potential
drug candidare. Moreover, itz phymicochemical characteriotics and itz
lowr waser solubility [12] make thiz molscols interesting for the incor-
poration into drug delivery oyatems. These gyotems are one of the most
promizing applications for humoan health care and stand out az a
conztantly evolving field of pharmacentical technology. b thiz research
field, the crucial challenge iz the search for non-toxic and eficient car-
riers. Go far, different strategiez hawve been studied for biological
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