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RESUMO

Os triterpenos sdo um grupo de metabdlitos que tem relatado acGes farmacoldgicas como o
efeito protetor hepatico, ansioliticos e antidepressivos, efeito antinoceptivo, atividade anti-
inflamatdria, atividade hipoglicemiante e hipolipemiante, dentre outras. Entre os triterpenos, a
mistura isomérica de o-f amirina tem demostrado utilidade farmacoldgica em diversos
estudos in vitro e in vivo, mas sua baixa solubilidade aquosa tém se apresentado como
limitante na administracdo por via oral. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
nanoparticulas carregadas com a mistura isomérica o-f3 amirina como uma via provavel para
sua utilizacdo na terapéutica que poderia evitar o problema farmacocinético citado
anteriormente. Primeiro, foi isolada e purificada a mistura isomérica de amirinas usando
cromatografia de coluna. Segundo, a mistura foi caracterizada por métodos quimico fisicos
(RX, FTIR, RMN-'H e RMN-C, MEV). Terceiro, foram preparadas as nanoparticulas
usando diversos polimeros(Eudragit E100, Poly-e-caprolactona e Kollicoat Mael100P) e dois
tensioativos (Tween 80® na fase aquosa e Span 20® na fase organica) pelo método
emulsificacdo e difusdo do solvente. As nanoparticulas obtidas foram caraterizadas quanto a
seu tamanho e distribuicdo de tamanho de particulas, potencial zeta, condutividade e foi
quantificada a eficiéncia de ancapsulacdo do processo de preparacdo. Foi validado o método
por HPLC para a quantificacdo de amirinas no material purificado e nas nanoparticulas.
Também foi feito um estudo de estabilidade em prateleira, durante 90 dias, das principais
propriedades das nanoparticulas. Por ultimo foram avaliadas as propriedades antioxidantes
(DPPH® e ABTS"), a capacidade de inibir as enzimas lipase pancredtica e alfa glicosidase,
assim como a citotoxicidade relativa em fibroblasto ndo neopléstico de pulméo humano. Foi
isolada e purificada uma mistura de o -  amirina com um rendimento de 28% na extracéo. A
mistura € um produto branco, leve e em forma de agulhas finas (observado por MEV). As
analises de RX, FTIR, RMN-H e RMN-*C confirmaram presenca da amirina, que foi
avaliada por HPLC confirmando 99% de pureza. As nanoparticulas da mistura de o-p
amirina, apresentaram um tamanho de particula de 128,80 nm, uma polidispersao de 0,107,
potencial zeta de -35,63 mV e uma condutividade 0,149 uQcm'l. As nanoparticulas
apresentaram uma excelente estabilidade fisico-quimica, em prateleira, até 90 dias apos a
preparacdo. Tanto a amirina pura como as nanoparticulas de amirina apresentaram pobre
atividade antioxidante, frente aos radicais DPPH®* e ABTS®. A amirina pura apresentou uma
baixa atividade inibidora das enzimas lipase pancreatica e a-glicosidase, diferente das
nanoparticulas que apresentaram uma excelente atividade inibidora de lipase pancreéatica
(IC5015,40ug/mL) e a-glicosidase (ICsp 44,40pug/mL). Ambos os produtos (Amirina e
nanopaticulas de amirina) ndo apresentaram atividade inibidora da viabilidade celular de
fibroblastos de pulm&o humano néo neopléstico, mostrando auséncia de citotoxicidade nesse
linhagem celular. Segundo os resultados obtidos neste estudo pode se sugerir que as
nanoparticulas carregadas com a mistura isomeérica de o-f3 amirina sdo uma alternativa viavel
para seu uso no tratamento coadjuvante da diabetes e de pacientes diabéticos com
complicacdes secundarias como a obesidade. No entanto outros estudos deverdo ser
conduzidos para comprovar a funcionalidade real das nanoparticulas nessas condicGes de
salde.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Nanoestruturas; Sistemas de Liberacdo de Medicamentos;
Nanoparticulas; Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; Triterpenos.



ABSTRAT

Triterpenes are a group of metabolites having some important pharmacological effects like
liver protective, anxiolytic, antidepressant, anti-inflammatory, hypoglycemic effects, and
lipid-lowering, among others. The o and B amyrin are triterpenes showing several
pharmacological use in vitro and in vivo, but its low aqueous solubility have been shown to be
limiting in oral administration. The objective of this work was to develop a-B-amyrin loaded-
nanoparticles as a probable route for its use in therapy, which could avoid or diminish the
pharmacokinetic problems mentioned above. First, the isomeric mixture of amyrins was
isolated and purified using a chromatographic column. Second, the mixture was characterized
by physicochemical methods (RX, FTIR, H-NMR and *C-NMR, MEV). Third, the
nanoparticles were prepared by the emulsification-solvent diffusion method, using three
different polymers (Eudragit E100, Poly-e-caprolactone, and Kollicoat Mae100P), and two
surfactants (Tween 80®, in the aqueous phase and Span 20®, in the organic phase).
Nanoparticles were characterized by measuring the particle size, particle size distribution,
potential zeta, conductivity and the encapsulation efficiency, of the preparation process. An
HPLC method was validated for the quantification of amyrins in the purified material and in
nanoparticles. A shelf life stability study of nanoparticles main properties was carried out.
Finally, the antioxidant properties (DPPH® and ABTS"), the ability to inhibit pancreatic lipase
and alpha-glucosidase enzymes, as well as relative cytotoxicity in human lung non-neoplastic
fibroblast were evaluated. A mixture of a-p amyrin was extracted and purified with a yield of
28%. The isomeric mixture is a white, light and fine needle product (as observed by MEV).
Analyzes of RX, FTIR, *H NMR and *C-NMR confirmed the presence of amyrin. A 99% of
purity evaluated by an HPLC analytical method was confirmed. Nanoparticles showed a
particle size of 128.80 nm, polydispersity 0.107, zeta potential -35.63 mV, and a conductivity
of 0.149 uQ.cm™. Nanoparticles presented an excellent physicochemical shelf stability up to
90 days after preparation. Both the pure amyrin and the amyrin nanoparticles showed poor
antioxidant activity against DPPH® and ABTS® radicals. The pure amyrin showed a low
inhibitory effect of the pancreatic lipase and a-glucosidase enzymes. On the contrary, amyrin
nanoparticles showed an excellent pancreatic lipase inhibitory effect (1Cs 15.40 ng / mL) and
a-glycosidase (ICsp 44.40 pg / mL). Both products (amyrin and amyrin nanoparticles) showed
no activity on the cellular viability of non-neoplastic human lung fibroblasts, showing the
absence of cytotoxicity in this cell line. The results obtained suggest that amyrin-loaded
nanoparticles are a viable alternative for their use as adjuvants on the diabetes treatment, and
in diabetic patients with secondary complications such as obesity. However other studies
should be conducted to prove the real functionality of nanoparticles in these health conditions.

Keywords Nanotechnology; Nanostructures; Medication Release Systems; Nanoparticles;
High Performance Liquid Chromatography; Triterpenes.
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1 INTRODUCAO

Um dos géneros da familia Burseraceae mais disseminados pela floresta Amazonica é
0 Protium, cujas espécies produzem uma resina, normalmente utilizada pela industria,
principalmente, para a producdo de verniz e repelente, podendo também ser usada com
finalidade medicinal (ARAGAO et al., 2007; LANGENHEIM, 2003). Os principais
constituintes desta resina pertecem a dois grupos essenciais, a amirina (ursano) e B amirina
(oleano). A estes terpenos sdo atribuidas diversas acdes terapéutica (SIANI et al., 2012).

As amirinas sdo substancias apolares, insollveis em agua, sollveis em solventes
organicos como éter etilico, n-hexano, benzeno e cloroformio (MAHATO; KUNDU, 1994).
Alguns triterpenoides tém demonstrado atividades anti-inflamatoria, anticancerigena,
antileprotica, antiviral, antibacteriana, antifungica, antidiurética e giardicida. Também foi
reportado que sao inibidores da enzima acetilcholinesterase (AMARAL et al., 2006;
ARAGAO et al., 2006; AGRA et al.; 2007; MAHATO et al., 1992; MAHATO, 1997). As o-
B amirinas tém demonstrado atividade farmacoldgica no combate ao Diabetes Mellitus, a
dislipidemia e também atividade hepatoprotetora em ratos.

Estudos das caracteristicas fisico-quimica das amirinas tem relatado sua alta
lipofilicidade (Log P ~8) como um fator limitante para seu uso terapéutico. Apesar dos
estudos mostrarem uma boa atividade farmacoldgica, sua baixa solubilidade aquosa tém se
apresentado como inconveniente na administracdo por via oral (MALLAVADHANI et al.,
2004; FROTA, 2011). Assim, o desenvolvimento de um sistema nanoparticulado poderia ser
uma alternativa para solucionar suas deficiéncias biofarmacéuticas e viabilizar seu uso na
terapéutica.

Entre os diversos sistemas carreadores de farmacos, os sistemas nanoparticulados tém

recebido especial atencdo. Nanoparticulas sdo sistemas carreadores que apresentam
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dimensGes inferiores a 1um viabilizando atividades farmacoldgicas com concentragdes muito
baixas de principio ativo (RODRIGUEZ et al., 2017). Esses sistemas podem ser obtidos a
partir de polimeros biodegradaveis que, devido as suas propriedades fisico-quimicas, tém
despontado como uma opcao tecnoldgica para a vetorizacdo de agentes terapéuticos. O
tamanho nanomeétrico, apresenta inimeras vantagens para este tipo de sistema, destacando-se
melhoria da solubilidade dos farmacos, aumento da estabilidade e, consequentemente,
aumentando sua biodisponibilidade (SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanoparticulas tém
especial utilidade para administracdo de farmacos pela via oral, protegendo os principios
ativos da acdo degradante dos &cidos estomacais, levando-o intacto até o intestino e
permitindo, também, a liberacao controlada do farmaco.

Assim, o presente trabalho visa desenvolver um sistema polimérico nanoparticulado
(nanoparticula) contendo a mistura a-p amirina, como uma provavel alternativa para corrigir
problemas relacionados a sua solubilidade e biodisponibilidade, posibilitando assim, sua

administragao por via oral.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Protium (Burseraceae)

Este género botanico € amplamente distribuido na America do sul e no Brasil pode ser
encontrado desde a regido Nordeste até a Amazonica. Popularmente é conhecido como breu
branco, almécega do Brasil, goma-limédo, almesca, almiscar e manguinha. Sao arvores que
produzem uma resina em seu tronco, bastante utilizada pela populacéo local para o tratamento
de diversas enfermidades (LIMA; PIRANI, 2005, MAGALHAES et al., 2000), sendo
indicada como analgésico, cicatrizante, expectorante, dermatites e Ulceras gastricas. Estas
resinas sdo também utilizadas em outras aplicacdes, como na producdo de verniz, em
embarcacBes (calafetagem) e em incenso (préticas religiosas) (ARAGAO et al., 2007;
LANGENHEIM, 2003).

Os terpenos sdo substancias majoritarias presentes na resina de Protium sp,
possivelmente, o grupo quimico mais abundante neste género vegetal, sendo encontrado com
frequéncia em plantas produtoras de Oleos. Esta classe de substancia tem sua estrutura
baseada em diversas unidades de isopreno (metilbuta-1,3-dieno ou hemiterpeno com 5 &tomos
de carbono). Isto permite uma classificacdo racional dos terpenos, dependendo do nimero de
isopentano incorporadas no esqueleto molecular basico (ARAGAO et al., 2007). Dessa forma,
e seguindo essa classificacdo, o género Protium sp tem como componentes principais 0s
triterpenos pentaciclicos conhecidos por o — p amirina e lupeol (ARAGAO et al., 2007;

MAGALHAES et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2005).
2.2 Estrutura quimica dos triterpenos

As a-B amirina sdo triterpenos pentaciclicos (figura 1) que podem ser divididos em

trés grupos: ursano, oleano e lupeol, e apresentam diferenca bésica na estrutura quimica,
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apenas no anel aromatico “E”, assim, quando o anel esta posicionado no C 20 e contém duas
metilas é chamado de § — amirina (oleano) e quando contém uma metila no C 20 e outra no C
19 é chamado de a — amirina (ursano) ambos com esteroquimica na forma cis entre 0s aneis
“D” e “E”. Por outro lado, o lupeol apresenta esteroquimica na forma trans relacionados aos
anéis “D” e “E”, e ainda anel “E” composto por cinco carbonos (BARROS et al., 2011;
HALDAR et al., 2014; OLIVEIRA, 2005).

Os triterpenos apresentam esqueleto similar aos esteroides, hipdtese pela qual se
atribui diversas acdes farmacoldgicas (BARROS et al., 2011). Estes isdbmeros apresentam-se

na forma de pd branco, com ligeiro odor, baixa solubilidade em &gua, e boa solubilidade em

solventes organicos (ARAGAO et al., 2015).

Figura 1 — Estrutura quimica dos triterpenos pentaciclicos, A) o amirina, B) p amirina e C) lupeol

2.3 Atividade Farmacoldgica da a — p amirina

Na literatura tem sido reportados estudos relatando os efeitos farmacoldgicos das
amirinas extraidas da resina de Protiumm sp. Alguns deles tém relatado um grande potencial
dessas substancias nos tratamentos de diversas patologias (ARAGAO et al., 2007). Assim,
tem sido evidenciado a utilidade das amirinas como protetoras da lesdo hepatica (OLIVEIRA
et al., 2005). Também foi relatada as atividades ansiolitica e antidepressiva (ARAGAO et al.,
2006), antinoceptiva (PINTO et al., 2008; SOLDI et al., 2008), anti-inflamatoria (MELO et

al.,, 2011; THIRUPATHI et al. 2016), hipoglicemiante, hipolipemiante (SANTOS et al.,
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2012), estimulante da proliferacdo de queratindcitos (BISKUP et al., 2012), e anti
convulsivante (ARAGAO et al., 2015). Outros efeitos citados foram para o combate da
insdnia (JEON et al., 2015), como modulador do estresse oxidativo (SINGH., et al, 2015), em
doencas vasculares isquémicas (ISHII., et al, 2015), efeitos anti fibroticos, anti-apoptoticos
(THIRUPATHI et al., 2016), e para o tratamento da obesidade (CARVALHO et al., 2016).

Oliveira et al., (2005) demostraram em um modelo de hepatotoxicidade em ratos,
induzida por paracetamol, que a mistura dos isdmeros o — 3 amirina produz um efeito protetor
hepatico dose dependente, ainda com diminuicdo dos marcadores séricos alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Nesse estudo, as amirinas
produziram um elevado efeito anti-inflamatdrio, evitando a morte dos animais.

As amirinas também apresentaram atividade ansiolitica e antidepressiva em ratos
usando o método do campo aberto e labirinto elevado (ARAGAO et al., 2006). Os resultados
obtidos demostraram interacdo da amirina com o recetor GABA-A, possivelmente, nos subtipos
que provocam os efeitos dos benzo-diazepinicos, com atividade sedativas e hipnéticas. No teste
de natacdo forcada foi possivel evidenciar que o efeito antidepressivo decorre do aumento da
atividade adrenérgica.

No modelo de dor visceral induzida com &cido acético por via intraperitoneal, o
octonoato de o—f amirina mostrou uma agdo cerca de 2.300 vezes maior que quando foi
administrada por via oral. Esse resultado indica que provavelmente a lipofilia favorece a
absorcdo da molécula o que poderia ser um fator determinante na poténcia destes triterpenos
(SOLDI et al., 2008). Um experimento de dor orofacial induzido por formalina e capsaicina
demonstrou que as amirinas ndo tém acdo na dor neurogénica mediada por receptores opioides,
mas sim na dor inflamatoria mediada por cicloxigenases. Assim, as amirinas se apresentam como

um farmaco promissor no tratamento da dor da cavidade oral e facial (PINTO et al., 2008).
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Santos et al., (2012) investigaram o efeito hipoglicemiante causado pela mistura de a,
B-amirina, em modelos de ratos com inducdo diabética pela Estreptozotozina (STZ). Neste
estudo, os autores sustentam que a diminuicdo dos niveis glicémicos pode ter sido causada pela
reducdo da absorcdo de glicose entérica, inibicdo da glicogendlise e aumento de sua absorcéo
pela musculatura e tecido adiposo. A acdo anti-dislipidémica poderia estar associada a melhora
da sensibilidade da insulina, pois esta ndo regula s6 o metabolismo dos carboidratos, mas
interfere também no metabolismo dos lipideos e lipoproteinas, bem como triglicerideos.

Em outro estudo conduzido por Aragdo (2015), utilizando um modelo de convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol, foi verificado que a amirina produziu efeitos anticonvulsivantes
significantes e que a inducdo convulsiva foi mediada por GABA, sustentando a hipotese que a
amirina pode estd associada com 0s receptores gabaérgicos. As amirinas, possivelmente,
produzem um efeito neuroprotetor ao estimular a producdo de taurina (um aminoacido com
diversas funcdes fisioldgicas ao nivel cerebral). Outro estudo utilizando um modelo de sono
induzido por pentobarbital foi sugerido que a p amirina age ativando o neurotransmissor
gabaérgico resultando em melhora no estado geral do sono (JEON et al., 2015).

O tetracloreto de carbono (CCl,4) € um potente agente hepatotdxico, reage com o
Citocromo P-450, causando desalogenacdo, formando triclorometila que é altamente reativo e
este pode se ligar as proteinas e os lipideos, levando a peroxidacéo e a patogénese da doenga. O
uso de amirina diminuiu a elevacdo das lipoxigenases demonstrando efeito antioxidante e de
eliminacdo de radicais livres, com isso reestabelece as biomembranas do parénquima hepatico,
neste sentido, as amirinas agem de forma curativa como modulador hepéatico (SINGH et al.,
2015).

A B amirina mostrou boa atividade anti-angiogénica, em doencas vasculares

isquémicas sugerindo que poderia ter utilidade nesses tipos de doencas (Ishii et al., 2015).
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Em um estudo realizado para verificar os efeitos anti-fibréticos, anti-apoptoticos em modelos
de ratos intoxicados com dimetilnitrosamina, a utilizacdo de p amirina mostrou diminuigado
das enzimas plasmaticas AST, ALT, ALP e LDH em relacdo ao valor normal, indicando
estabilidade da membrana do hepatdcito e, consequentemente, reparo da lesdo hepatica
causada pela dimetilnitrosamina. A B amirina também mostrou atividade na regulacdo dos
marcadores apoptéticos diminuindo significativamente as caspases 3 que é um marcador de
fibrose hepatica (THIRUPATHI et al., 2016).

A obesidade tem sido um problema de dimensfes mundiais e varios estudos tém sido
realizados buscando solucBes terapéuticas para esse problema. Nesse contexto destaca-se 0
trabalho executado por Carvalho et al.,(2016) que utilizando dieta rica em gorduras para
camundongos avaliou o efeito anti-obesidade das amirinas. Os resultados mostraram que estes
triterpenos reduzem os acumulos de gordura induzida pela dieta no ganho de peso,
adiposidade visceral e a esteatose hepatica. O mecanismo de acdo proposto pelos autores
inclui inibicdo das amilases e lipases no sistema digestivo, melhora significativa na resisténcia
a leptina (liberada da célula gordurosa em resposta ao aumento da massa gordurosa) e

insulina, mantendo-a bem préximo dos paramétros organicos.

2.4 Toxicidade da a — p amirina

Segundo Oliveira et al.,(2005), a resina de Protium e a mistura isomérica ndo
demonstraram potencialidade tdxica quando administradas em camundongos por via
intraperitoneal. Em um teste de toxicidade aguda realizado pelos autores foi administrado em
ratos a mistura isomérica de o—f amirina por via oral, em dose de 5g/kg e por via
intraperitoneal até 2g/kg sendo observado nenhuma intoxicagcdo dos animais e nem obito.

Ishii et al. (2015) incubou células endoteliais de veia umbilical humana cultivadas em
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diferentes concentragdes de [ amirina em um intervalo de 24 a 72h. N&o foi observado efeito
citotoxico na viabilidade celular.

Uma outra pesquisa realizada por Thirupathi et al.,(2016), onde os ratos foram
tratados com B amirina em doses 10 e 50 mg/kg durante 4 semanas nao foi observado sinais
de toxicidade, mas quando administrado doses superiores a 30mg/kg os animais apresentaram

tremor, ataxia, aumento da respiracéo e letargia.

2.5 Sistemas carreadores de farmacos

2.5.1 Nanotecnologia e nanocarregadores

A nanotecnologia estuda as aplicacdes da tecnologia dos objetos e dispositivos que
possuam pelos menos uma de suas dimensdes fisicas na escala nanométrica, ou seja, uma
parte em 1 milhdo, um nanémetro (1 nm) que corresponde a bilionésima parte do metro
(PIMENTA; MELO, 2004). Pesquisas recentes tem-se desenvolvido com o objetivo de obter
novos produtos capazes de oferecer vantagens, como: melhor solubilidade, biodisponibilidade
e estabilidade. Essas vantagens sdo atribuidas ao tamanho nanométrico, que pode produzir
efeitos superiores as formulac@es, quando comparado ao farmaco usado na forma tradicional
(DIMER, et al., 2013).

Os materiais utilizados na producgdo dos sistemas nanoméricos, principalmente quando
carreadores de farmacos, obedece um critério rigoroso de qualidade e devem ser suscetivel a
biocompatibilidade, capacidade para funcionalizacdo de superficie, conjugacdo, complexacéo
e encapsulamento. Nesse contexto, os agentes terapéuticos podem ser encapsulados, ligados
covalentemente, adsorvidos, solubilizados, retidos ou ainda conjugados as nanoparticulas

(MOGHIMI et al., 2005).
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Os nanocarreadores sao estruturas capazes de transportar o farmaco partindo do local

da administracdo até o ponto da efetiva acdo terapéutica ou diagnostica e, para alcancar este

objetivo, as principais nanoestruturas usadas sdo: as nanoparticulas lipidicas, as micelas, 0s

lipossomas e as nanoparticulas poliméricas. A tabela 1 mostra os diferentes
nanotransportadores, aplicacdes, vantagens e limitacbes (ETHERIDGE et al., 2013).
NT Vantagens Desvantagens SA Aplicagdo Referéncia
Capacidade de ZILI et al., 2005
encapsular diferentes  Citotoxicidade Griseofulvina Antifangica OURIQUE et al.,
NP tipos de de alguns Tratamento 2008
substancias / polimeros Tretinoina Dérmico RIBEIRO et al.,
Protecdo da [-caroteno Antioxidante 2008
substancia ativa Docetaxel Anti-tumoral TORRECILLA et al.,
2013
Baixa 2-
citotoxicidade / Metoxiestradiol Anti-tumoral DU et al., 2010
LIP Biocompatibilidade 5- Anti-tumoral CONCEICAO et al.,
/ Encapsulagéo de Estabilidade Fluoruracilo/ Anti inflamatério 2009 LIMA &
SA hidrofilicas e Metotrexano OLIVEIRA, 2002
hidrofobicas/ Nao Diclofenaco de
imunogénicos sodio
Melhor MITRI et al.,
capacidade de 2011
NLC encapsulamento / Luteina Dérmica CHINSRIWONGKUL
Eficécia na Né&o referidas ATRA Anti-tumoral etal., 2011
incorporagdo da Vimpocetina Tratamento ZHUANG et al.,
SA neurolégico 2010

Tabela 1 — Diferentes nanotransportadores, aplicacGes, vantagens e limitacdes.

Legenda: NT- Nanotransportadores; NP- Nanoparticulas Poliméricas (Nanocapsulas/Nanoesferas); Lip-
Lipossomas; NLC - Carregadores lipidicos nanoestruturados. ATRA - Acido trans retindico
Fonte: Retirado de DELGADO ( 2013)

2.5.2 Nanoparticulas polimeéricas

Nanoparticulas poliméricas sdo estruturas coloidais que tém em sua composicao
polimeros de origens naturais, sintéticos ou semissintéticos e sdo biodegradaveis, estas
estruturas poliméricas tém ampla utilizacdo para liberagcdo de farmacos podendo direcionar o
agente terapéutico para locais especificos ou mesmo controlar sua cedéncia (RAWAT et al.,
2006). As nanoparticulas podem ser divididas em duas categorias: nanoesferas e nanocapsulas

e esta divisdo depende da composicéo e organizagéo estrutural (figura 2).
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As nanocapsulas possuem um sistema tipo reservatorio com nucleo liquido, que pode
ser 0leo ou agua envolvido pelo material sélido (involucro polimérico). Nesta situacéo, o
farmaco pode esta dissolvido no nucleo e/ou incluido ou adsorvido na parede polimérica. Ja as
nanoesferas sdo estruturas formadas por matrizes poliméricas que, diferentemente das
nanocapsulas o nucleo ndo se apresenta diferenciado (isento de 6leo). Os farmacos neste tipo
de estrutura estdo distribuidos ou encapsulados de forma homogénea na matriz polimérica, e
ainda, podem esta adsorvidos na superficie da nanoesferas. O processo de liberacdo do
farmaco a partir deste tipo de nanoestrutura geralmente ocorre por difusdo (SOPPIMATH et
al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES et al., 2007; LETCHFORD; BURT,
2007; PARVEEN; et al., 2012; MELO et al., 2012; STEICHEN et al, 2013).

A liberacdo dos farmacos presentes nas estruturas poliméricas para os liquidos
biolégicos é dependente: da dissolucdo e desintegracdo do polimero, da nanoestrutura e,
também, da ocorréncia da difusdo destes mesmos liquidos na membrana polimérica. As
caracteristicas do farmaco, bem como as do polimero (biodegradacéo, distribuicdo de massa
molecular e hidrofobicidade) exercem forte influéncia na liberacdo do principio ativo e,
consequentemente, uma elevada importancia na obtencédo de estruturas nanoparticuladas com

finalidade de liberacdo controlada do farmaco (RIEUX et al., 2006; TORCHILIN, 2006).

Nanocapsulas Nanoesferas
’»_\ - o Matriz polimérica
N oo Q )
a) b) o " drmaco

Figura 2 - Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas

Legenda: a) fa&rmaco dissolvido no nicleo oleoso das nanocéapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica
das nanocapsulas; c¢) fa&rmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso
molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

Fonte: (SCHAFFAZICK et al., 2003)
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Estas estruturas tém sido desenvolvidas com finalidade de aplicacfes na terapéutica
para administracdo de farmacos por diversas vias como oral, parenteral e oftalmologica
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

As pesquisas focam seus esforcos, principalmente, na via de administracdo oral com
objetivo de corrigir ou atenuar os efeitos indesejaveis como: 1) diminuicdo dos efeitos
colaterais de alguns farmacos, exemplo, dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (irritacdo na
mucosa gastrica); 2) protecdo de farmacos sensiveis aos liquidos entéricos (peptideos,
proteinas e hormonios) preservando sua biodisponibilidade. A oftalmologia, também, desperta
grande interesse por estas formulacdes visando uma liberacdo controlada, reducdo de efeitos
colaterais e melhora da absorcdo sisttmica quando da administracdo destas formulagdes pela
via oftdlmica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Segundo Guterres et al., (2007), as nanocapsulas modificam a atividade terapéutica do
farmaco através da alteracdo nas caracteristicas fisico-quimicas das preparacdes, pela
capacidade de manter o farmaco por mais tempo no local da aplicacdo, produzindo assim uma
acao mais prolongada, além de se comportar como reservatorio para farmacos lipéfilo o que é
atil no tratamento de enfermidades da pele, por exemplo, através da administracdo pela via
cutanea.

Os sistemas nanoparticulados apresentam-se como uma estratégia consistente e
promissora para inddstria quando comparados aos sistemas convencionais sao capazes de
melhorar a biodisponibilidade, solubilidade e permeabilidade de varios farmacos facilitando
assim, administracdo por via oral de algumas moléculas antes impossiveis de serem usadas
por esta via, outro ganho com as nanoparticulas é a reducdo da frequéncia de doses diarias e
como consequéncia uma melhor adesdo ao tratamento por parte do cliente. As nanoparticulas

minimizam problemas relacionados aos farmacos como: baixa solubilidade em agua,
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permeabilidade e menor biodisponibilidade e com isso conserva a estabilidade e mantém a
estrutura da forma farmacéutica (KUMARI et al, 2010).

No mercado é possivel encontrar uma diversidade de polimeros com diferentes
caracteristicas e funcionalidades, mas aqueles biodegradaveis sdo os de primeira escolha
quando se quer desenvolver nanoparticulas, devido sua facil eliminacdo pelas vias de
excrecdo do organismo e, também, por apresentar um maior controle e estabilidade da
liberacdo dos farmacos, pois dependendo da escolha da formulacdo a degradacdo pode ser
precoce ou perdurar por alguns dias. Os polimeros biodegradaveis podem ser de origem
natural (albumina, celulose, alginato, colageno e quitosano), ou ainda, sintética (&cido
polilatico (PLA), poli e-caprolactona (PCL) e poli metil-metacrilato (PMMA), sdo alguns
exemplos) (RIEUX et al., 2006).

A tabela 2 ilustra alguns medicamentos obtidos através da nanotecnologia e
conhecidos como “nanomedicamento”, disponiveis no mercado dos Estados Unidos, com
aprovacdo da Food and Drug Administration (FDA), de acordo com um levantamento

realizado pela Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial em 2013.

Nano , Via de L
. Farmaco/carreador . ~ Empresa Indicagédo Ano
medicamento administracdo
Abelcet Anfoterlm_na} B/ complexa Intravenosa Enzon In,fecgoes 2004
lipidico fangicas
Paclitaxel/nanoparticulas Abraxis Bio A
- : Cancer de mama
Abraxane de albumina Intravenosa Science metastatico 2005
(~130 nm) AstraZeneca
Gilead (Foster Infecces
Ambisome Anfotericina B/lipossomas Intravenosa City, CA, USA), fi ¢ 1995
It Ungicas
Fujisawa Japan)
Elan Drug
Rapamune Sirolimus/nanocristais Comprimidos Delivery, Wyeth  Imunossupressor 1999
Pharmaceutical
SkyePharma,
Triglide Fenofibrato/nanocristais Comprimidos First Horizon Lipidemias 2005

Pharmaceutical

Tabela 2 — Exemplos de nano medicamentos comercializados nos Estados Unidos da America

Fonte: (BRASIL, 2013).
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Considerando a nanotecnologia como recurso farmacotécnico para obtencdo de
medicamentos, as propriedades dos principios ativos bem como dos polimeros e demais
excipientes que compdem a formulacdo exercem influéncia fundamental nos processos de
liberacdo do(s) principio(s) ativo(s), bem como para atingir o sitio alvo de atividade
farmacologica. Geralmente, os polimeros de origem natural apresentam caracteristicas de
liberacdo mais intensa por serem biodegraveis por natureza; em contra partida os sintéticos
possuem a capacidade de prolongar um pouco mais a liberacdo dos agentes terapéuticos,
podendo se alongar a dias e até mesmo semanas, 0 que € ideal quando se pretende
desenvolver um medicamento de liberacdo sustentada (RIEUX et al., 2006; SCHAFFAZICK

et al., 2003; TORCHILIN, 2006).

2.5.2.1 Metodos de obtencéo

Ha relatos na literatura de diversos métodos de preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, os quais em linhas gerais sdo divididos em dois grupos: os baseados na
polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos (cianoacrilatos de alquila) e os fundamentados
na precipitacdo de polimeros pré-formados, cujos principais sdo os, poli acido latico (PLA),
poli &cido-co-acido glicolico (PLGA), poli € caprolactona (PCL), kollicoat, eudragit e,
também, os copolimeros do é&cido metacrilico e de um éster acrilico ou metacrilico
(GUTERRES et al; 2007; DASHEVSKY et al., 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dentre todas as técnicas descritas na literatura para obtencdo de nanoparticulas,
destaca-se 0 método proposto por Fessi et al. (1989) baseado na deposi¢do de um polimero
pré-formado e biodegradavel, também conhecido como nanoprecipitagdo, € um método que
elimina a presenca indesejavel de mondmeros e oligbmeros residuais, que sédo produzidos pelo
processo de polimerizagdo in situ e, também, evita a possibilidade de reacdo cruzada entre o

mondmero e 0 agente terapéutico. Esta técnica consiste na dissolu¢do do polimero em um
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solvente organico (acetona ou etanol, por exemplo) associado com o éleo (quando presente, e
necessario), o tensoativo lipofilico e o agente terapéutico. Esta fase, chamada de fase oleosa, é
adicionada lentamente sobre a fase aquosa, composta de agua e tensoativo hidrofilico. O
resultado desta mistura é a formacdo espontaneamente, de nanocapsulas (quando ha presenca
de 6leo) e ou de nanoesfera (quando ha ausénciade 6leo), apresentando tamanhos que variam,
geralmente, de 200 a 500 nm (figura 3).

Caracteristicas importantes das nanoestruturas obtidas através desta técnica é a
estabilidade, a elevada taxa de encapsulacdo em especial para agentes terapéuticos lipofilicos

(SCHAFFAZICK, et al., 2003; GUTERRES, et al., 2007;).

T T

Polimero ﬁv ’,\::_\\ / /
Solvente \ ;(b’j(////;,;; 2/
Tensoativo o -‘-i'f/‘!,y‘,}, |
Oleo \'\(t .j:'r;, T\
Firmaco / \ '

Fase aquosa

Tensoativo @ ' J

Precipitacio Evaporacio do solvente organico

‘ i —_ — —— (

Nanocapsulas ou
nanoesferas
Figura 3 - Representacdo esquematica de preparacdo de nanoparticulas obtidas pelo método deposicdo do
polimero pré-formado.
Fonte: retirado de GUTERRES et al., 2007.

O método de nanoprecipitagdo seguido de evaporacdo do solvente € um processo
relativamente simples. A fase organica é constituida de um polimero dissolvido num solvente
organico, como exemplo acetona ou alcool etilico, onde estara dissolvido o farmaco. O uso
de um tensoativo inserido na fase organica como por exemplo, fosfolipidio é adequado para
previnir a coalescéncia das nano goticulas. A fase aquosa € composta por agua € um

tensoativo do tipo o/a, por exemplo, tween 80®. A fase organica é vertida sobre a fase aquosa,
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sobre agitacdo constante. Assim ocorre uma emusificacdo expontanea formando um sistema
opalescente, devido a miscibilidade das fases. O solvente organico é retirado sob pressdo
reduzida para a formacdo das nanoparticulas (QUINTANAR-GUERRERO, et al.,1998;
LEGRAND, et al., 2007; MOHAMMADI, et al., 2010).

Para o desenvolvimento de nanocapsulas, a escolha do 6leo usado na fase organica
deve obedecer os seguintes critérios: auséncia de toxicidade, compatibilidade com o agente
terapéutico, misibilidade no solvente organico e auséncia de risco de degradacdo do polimero
(BLOUZA et al., 2006). Dessa forma, 0 método de nanoprecipitacao atende de preferéncia ao
encapsulamento de substéncia lipofilicas por conta da missibilidade do solvente com a fase
aquosa, sendo pouco eficiente para farmacos hidrossollveis. Esquematicamente, a figura 4
mostra 0 processo de preparacdo de nanoparticulas poliméricas com base no método de

deposicao interfacial do polimero pré-formado (REIS et al., 2006).

Fase Orginica: \ e O |
Polimero + =~ OO |
o A O —1 O
Substincia ativa + L1 t-) |
: O
Solvente Orgamco + il Palel .
5 : A o Evaporagio
Tenstoativo + oleo * o0 © | SR
== ™ | do =0lvente :
O e Oy Organico o o "o ofb

e o niao =olvente
residual

Fase Aquosa:
Nao =olvente (ex: Agua) +
Tens1oativo

Figura 4 - Representacdo do método de Nanoprecipitacéo

Legenda: * O 6leo é usado apenas quando da formacdo de nanocapsulas, na formagdo de nanoesferas
este componente esta ausente

Fonte: retirado de REIS et al., 2006
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Para obtencdo de nanocapsulas pelo método da deposicéo interfacial de polimeros pré-
formados, os componentes indispensaveis sao: o polimero, o 6leo e os tensoativos (ANGELI,
2007; FESSI et al., 1989), sendo o componente oleoso imprescindivel pois, € nele que se da a
solubilizacdo da substancia que se deseja encapsular, e a lipossolubilidade do agente
terapéutico é um fator prepoderante para encapsulacdo. Os compostos oleosos mais usados
sdo os ésteres etilicos de acidos graxos saturados, misturas de triglicerideos de acidos graxos
saturados de cadeia longa e Miglyol 80® e 812® (FESSI et al., 1989). Os tensoativos, também,
sdo componentes importantes para estas preparacfes, sendo necessario, geralmente, um de
elevado Equilibrio Hidréfilo Lip6filo (exemplo Symperonic PEF 80® ou Tween 80®) e outro
de baixo valor de Equilibrio Hidrofilo Lipofilo, exemplo monoestearato de sorbitan (Epikuron
170®). Quando o solvente é evaporado, os tensoativos agem aumentado a viscosidade do
sistema, e consequentemente aumenta a estabilidade e evita a coalescéncia e a agregacéo entre
as particulas. (FESSI et al., 1989; PUISIEUX,, et al 1994).

A encapsulacdo de farmacos ou de agentes cosméticos utilizando polimeros representa
uma opcao de interesse para mascarar as propriedades fisico-quimicas intrinsecas de varias
substancias, melhorar a interacdo com membranas bioldgicas e melhorar sua absorcéo,
penetracdo cutanea ou fixar o produto mais témpo no local da aplicacdo (GUTERRES et al,
2007).

As formas farmacéuticas de liberacdo prolongada devem possuir caracteristicas de
cedéncia especificas para as condi¢des do sistema digestorio. Os polimeros como Eudragit®,
acetato de polivinilo, Kollicoat MAE etc, produzem liberagdo do farmaco que depende do
pH. Muitos farmacos sdo ionizaveis e por isso, a liberagcdo do farmaco ocorre dependendo do
pH do meio. Os farmacos com carateristicas basicas que tendem a solubilizar em pH baixo,

podem ser liberados ao nivel estomacal (DASHEVSKY et al, 2004). Estudos toxicoldgicos
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asseguram que estes polimeros quando degradados produzem mondémeros biocompativeis e
ndo oferecem risco para a salde, pois a via de metabolizagéo estad bem estabelecida (MELO et

al., 2012).
2.5.2.2 Caracterizacao das suspensdes de NPs

A caracterizacdo das nanoparticulas podem ser realizada pela unido de varias técnicas
tais como: a analise morfoldgica, distribuicdo de tamanho, determinacdo do potencial zeta e
do pH, bem como a determinacdo da concentracdo de agente terapéutico ligado as
nanoestruturas (taxa de encapsulamento) (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) é bastante
utilizada na busca de informacoes relativas a forma e ao tamanho das nanoparticulas. A MET
possibilita também diferenciar estas nanoparticulas poliméricas (hanocapsulas e nanoesferas),
podendo, inclusive, determinar a espessura da parede das nanocapsulas. Outra técnica é a
criofratura que também tém sido usada no auxilio da analise morfolégica destas
nanoestruturas (SCHAFFAZICK et al., 2003; DEDAVID, 2007; PORTO, 2015).

A avaliacdo quanto ao tamanho e distribuicdo do tamanho da particula da formulacéo
¢ de fundamental importancia, pois um dos principais problemas na armazenagem € a
sedimentacdo das nanoparticulas que leva agregacdo e perda da estabilidade (ANGELI, 2007).
Outro ensaio relevante é a medicdo do potencial zeta que fornece informactes
importantissima para carcterizar a superficie das nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

O potencial elétrico no plano de corte, pode ser definido como a distancia da
superficie da particula a um ponto no fluido da suspenséo, os ions de carga elétrica diferente
permanece fortemente unidos a particula quando esta se move no campo elétrico. E possivel

calcular esta mobilidade através da corrida eletroforética das particulas num campo elétrico
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(MALVERN, 2014). O potencial zeta reflete uma medicdo indireta da estabilidade fisica das
particulas, quanto maior o valor modular do potencia zeta, maior a estabilidade dos sistemas
nanoparticulados. As particulas que apresentarem um potencial zeta elevado (positivo ou
negativo), repelem-se com muita forca, evitando a agregacéo e coalescéncia (TAMJIDI, et al.
2013).

O monitoramento do pH de uma suspensdo em func¢édo do tempo, oferece informacdes
relevantes pois, uma variacdo neste parametro pode indicar degradacdo do polimero e
alteracdo da estabilidade da suspensdo, por tanto quando o pH diminui num periodo de tempo
bem estreito, pode ser devido a ionizacdo de grupos carboxilicos contidos no polimero como
também a hidrolise, dependendo da hidrofobicidade do poliéster (SCHAFFAZICK et al.,
2003; GUTERRES et al., 1995).

Mensurar o farmaco presente em uma nanoparticula é essencial. Ndo é uma tarefa facil
pois tem dificuldade em separar principio ativo livre da aquele carregado no interior da
nanoparticula. A técnica amplamente utilizada é a ultracentrifugacdo. O farmaco livre é
medido no sobrenadante e o farmaco total é determinado apds completa dissolucdo das
nanoparticulas em solvente adequado. A quantidade do farmaco encapsulado é mensurado em
funcdo da diferenca entre o total do farmaco presente na suspensao e a quantidade de farmaco
livre na suspensdo, sendo determinada ap6s a separacdo das fases por ultrafiltracdo/

centrifugacdo (ANGELI, 2007; FESSI et al., 1989).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar a atividade bioldgica in vitro de nanoparticulas poliméricas

carregadas com a mistura isomérica a- 3 amirina.

3.2 Objetivos Especificos

1. Obter e caraterizar fisico-quimicamente uma mistura isomérica de a-f3 amirina;

2. Validar método analitico por CLAE para quantificacdo da mistura isomérica de a-3
amirina.

3. Desenvolver uma suspensdo de nanoparticulas polimérica contendo a mistura
isomérica de a-f amirina;

4. Avaliar a eficiencia de encapsulacdo de mistura isomérica de a-p amirina na suspenséo
de nanoparticulas;

5. Avaliar a estabilidade, em prateleira, durante 90 dias da suspensdo de nanoparticulas
obtidas;

6. Awvaliar a atividade antioxidante da suspensao de nanoparticulas;

7. Avaliar a atividade inibitéria de alfa-glicosidase e lipase da suspensdo de
nanoparticulas;

8. Avaliar a citotdxicidade relativa da suspensdo de nanoparticulas em fibroblasto néo

neoplasico de pulmé&o humano.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Reagentes

/7
A X4

Acetato de Etila Grau CLAE (Tédia®, USA);

Acetona P.A (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda);

Acetonitrila Grau CLAE (Merck®);

Agua bi destilada para injecdo, marca B. Braun;

Agua mili-Q® (FITOPHAR-FCF-UFAM);

Dispositivo de ultracentrifugacdo Amicon Ultra 0,5, membrana de celulose regenerada
100000 Daltons (Millipore®, Bedford, USA);

Eudragit® E100 [poli (4cido metacrilico, metacrilato de metilo) BASF (Alemanha)].
Kollicoat® MAE® 100P [poli (4cido metacrilico, metacrilato de etilo)] BASF
(Alemanha);

Lipase pancreética de porcino tipo Il (Sigma, codigo L3126-25G);

Membrana 0,45 um (Millipore®, Bedford, USA);

Monoestearato de Sorbitano - Span 20® (Sigma Aldrich Chem. Co.);
Monolaurato de polioxietileno sorbitano — Tween 80® (Sigma Aldrich Chem);
4-Nitrophenyl palmitate (PNP, Sigma, codigo N2752-50G);

Padrao secundario o - B Amirina (FITOPHAR-FCF-UFAM);
Poli-e-caprolactona (PCL) — MM 70.000-90.000 (Sigma Aldrich Chem. Co.)
Tampdo pH 4,00 e 7,00 (Sigma);

Tampdo TRISMA-HCL 75mM pH 8,5 (Sigma)

Vanilina sulfarica(preparada no FITOPHAR-FCF-UFAM).
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4.2 Equipamentos

Agitador magnético e aquecedor (Nova Etica, Modelo: 114);

Balanca analitica (marca Shimadzu, Modelo AY 220);

Bomba a vacuo (marca prismatec);

Centrifuga (marca HT, Modelo MCD-2000) ate 10.000 RPM;

Coluna Cromatografica Luna C18 Phenomenex (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 ym com pré-
coluna de mesmo material);

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (marca Shimadzu, modelo Ultimate
3000 com detector de UV-vis);

Equipamento de DRX (marca Panylitical, modelo Empyrian,);

Funil de Bichner;

Microscopia eletronica de varredura (marca Carl Zeiss, modelo LEO 435 VP, Sputter
Bal Tec, modelo CPD 050);

Multivapor rotatorio (marca Buchi, Modelo: P-6);

Ressonancia Magnética Nuclear (marca Bruker, modelo ASCEND™ 500);

Titulador automéatico MPT-2 (Malvern, UK) acoplado ao Zetasizer;

Ultrassom (Cleaner, Modelo: USC 1400);

Zetasizer® (marca Malvern, Modelo: Nano SZ).

4.3 Procedimento Experimental

Os trabalhos foram realizados em duas etapas: a primeira foi 0 processo

isolamento/purificacdo da amirina a fim de obter uma mistura dos isdbmeros (a. - B amirina)

com elevada pureza. Essa etapa foi realizada no Laboratorio de Produtos Naturais da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/UFAM). A segunda etapa consistiu no

desenvolvimento da suspensdo de nanoparticula polimérica realizada no Laborat6rio de
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Inovacdo e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do
Amazonas (FCF/UFAM). A figura 5 representa o fluxograma experimental geral deste estudo.

Extracio direta
Processo de

B01E 2 e ~
Protium sp obtengiode o.- 8 I"Ul_‘“‘m:“‘tf_ N Amirina purificada
amirina puntficagao
Desenvolvimento Caracterizagio

Amirima pura

das NPs contendo ) .
caracter h{ﬂtl;l

quunica
o-f amirina
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Caracterizagao

a ; Caracterizagao Avaliagaoda
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Figura 5- Fluxograma da parte experimental

4.3.1 Isolamento e Purificacdo da mistura isomérica (o — f§ amirina)

4.3.1.1 Material vegetal

Foi usado 500g de resina de uma planta do género Protium, comprada no mercado
municipal de Coari, municipio do estado do Amazonas, e gentilmente cedido pela Profa. Dra.
Fernanda Simplicio Guillon para realizacdo desta pesquisa. O material vegetal foi armazenado

em local limpo e seco a temperatura ambiente, até o procedimento de extracéo.

4.3.1.2 Processo de extracao/isolamento/purificacao

Foi realizada uma extracdo direta colocando 30g de amostra triturada numa coluna
cromatografica de 5,5 cm de diametro interno e 38 cm de altura, aberta em fase normal. O

material foi submetido a uma filtragdo cromatografica sobre silica-gel 60 (0,063-0,200 mm;
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70-230 Mesh). Os eluentes utilizados foram n-hexano, acetato de etila e metanol em ordem

crescente de polaridade obtendo-se seis fracGes de 300 mL cada.

A B

Figura 6 - Processo para obtencio e isolamento da mistura isomérica a,p-amirina a partir da resina do
Protium sp. A) amostra de Protium sp comercial; B) processo de trituracdo; C) coluna cromatogréfica
utilizando a amostra diretamente na coluna e D) processo de rota-evaporacéo das fraces com presenca de
o, B-amirina

As proporcdes foram: fracdo 1 (F1) — hex/AcOEt 99:1 v/v; fragdes 2 (F2) — hex/AcOEt 98:2

vlv, fracdo 3 (F3) — hex/ AcOEt 97:3 v/v; fracdo 4 (F4) — hex/AcOEt 96:4 v/v; fracdo 5 (F5) —
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hex/AcOEt 95:5 v/v; e fracdo 6 (F6) 100% de metanol. Todas as fragdes foram evaporadas a
vacuo para eliminar o excesso de solventes (figura 6).

Para purificacdo das fracOes, foram realizadas duas lavagens sucessivas em banho de
ultrassom usando acetona como solvente e cinco lavagens usando metanol. Cada lavagem
durou 10 min. e em seguida, as amostras foram filtradas utilizando funil de Buchner e bomba
de vacuo. As amostras foram secas em capela de extracdo e pesadas para verificar o
rendimento.  Posteriormente, foram feitas CCD em placas de silica gel Fass de 5 cm de
altura. A amostra, exatamente 1 mg, foi dissolvida em 10 mL acetato de etila. A fase movel
consistiu em uma mistura de n-hexano e acetato de etila na proporc¢éo 8:2 (v/v). A amostra foi
aplicada a 5 mm da base, o percurso cromatografico foi de 4 cm. Para a visualizacdo das
amirinas as cromatoplacas foram reveladas com vanilina sulfirica. As manchas observadas
foram comparadas com as manchas do padrdo dos isomeros o e B-amirina (Fitophar), eluido

simultaneamente com as amostras.
4.4 Caracterizacéo fisico-quimica da a —  amirina obtida

O mistura isomérica obtida foi caracterizada quanto as suas propriedades fisico-

quimicas, através da determinacdo dos ensaios descritos abaixo:

4.4.1 Espectroscopia de Infravermelho transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro de FT-IR da amostra foi obtido em um espectrédmetro Thermo Electron
(modelo Nicoleti S$10), com 32 varreduras na faixa de 4000 a 400 cm™ e resolucéo de 4 cm™.
Cada amostra foi misturada com KBr na proporcao 1:100 e prensada em disco na pressao 80

kN por 1 min.


http://www.fciencias.com/2014/11/13/espectroscopia-de-infravermelhos-ftir-laboratorio-online/
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4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H e RMN *3C)

Para este teste foi utilizado o equipamento: Ressonancia Magnética Nuclear de
500MHz § (m, J (Hz); Modelo ASCEND™ 500; marca Bruker; solvente cloroférmio
deuterado foram utilizados 200 pg de amostra em 400 ulL de CDCl3 solvente; tubo de RMN:

5mm.

4.4.3 Difragao de raios-X (DRX)
Os perfis de DRX das amostras foram obtidas em um equipamento modelo Empyrian,

marca Panylitical, usando radiacdo CuKa (A = 1,54 A) com um filtro de Ni. A anélise foi feita

com passo de 0,02 °, corrente de 40 mA, voltagem de 40 kV e usando o detector P1Xcel3D.

4.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microfotografia da a-B amirina foi registrada usando o método de dispersdo de
eletrons (SE) usando magnificagdo de 500x e um voltagem de 20kV. Esta analise foi realizada
no Laboratério Tematico de Microscopia Eletrénica (LTMOE) — INPA, usando um aparelho
Carl Zeis (LEO 435 VP, Sputter (Bal Tec, modelo CPD 050)).
4.5 Validacdo do método analitico para quantificacdo da mistura isomérica
de a- p amirina

O método de determinacdo de amirinas por CLAE foi utilizado para a quantificacédo

da amirina principio ativo, e para a avaliacdo da eficiéncia de encapsula¢do no proceso de

preparacdo das nanoparticulas.
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45.1 Condi¢bes cromatograficas (GUILHON-SIMPLICIO, 2017, ap6s
modificagdes)

As condigdes cromatogréaficas utilizadas foram baseadas na metodologia descrita por
Guilhon-Simplicio (2017): fase estacionaria: coluna Luna C18 Phenomenex (250 mm x 4,6
mm d.i., 5 um) e fase mdvel: como sistema de eluicdo foi utilizado gradiente linear conforme
tabela 3, constituido das seguintes fases mdveis:

A) Acetonitrila - B) Agua tipo mili-Q®
As analises foram realizadas empregando fluxo de 0,8 mL/min, e volume de injecao

de 20 uL. A detecgéo foi feita a um cumprimento de onda de 200 nm.

Tempo (min.) A (%) B (%)
0-10 60 40
10- 20 80 20
20- 30 100 0

30- 35 60 40

Tabela 3 — Gradiente de elui¢do do sistema cromatografico
4.5.2 Validacdo do método analitico
O estudo de validacéo foi realizado utilizando como substancia de referéncia o padrao

de amirinas fornecido pela Prof2. Dr2. Fernanda Simplicio Guilhon (FITOPHAR-FCF-UFAM)

Avaliacdo da linearidade

Para realizacdo deste ensaio, foi preparada uma solucdo mae (1mg/mL) do analito. Para
isso, foram dissolvidos 5mg da mistura padrdo de amirinas em 600ul de ACcOEt.
Posteriormente, essa solugdo foi diluida até 5 mL usando acetonitrila.

Para avaliacdo da linearidade, foi construida cuva padrdo com 5 pontos, utilizando
solugdes nas concentragdes 80; 200; 400; 600 e 800 pg/mL preparadas partindo da solugéo

mde (Lmg/mL). Antes da injecdo no aparelho de CLAE as solugdes foram filtradas atraves de
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uma membrana Millipore® de 0,45 pm. As determinagdes foram realizadas em triplicata. Para
a avaliacdo da linearidade foram considerados os seguintes criterios: Regressao linear da
curva (R > 0,990); homocedasticidade entre os pontos da curva (Test de Cochran ndo
significativo para a=0,05), coeficiente de variagdo global < 5%; intersecdo estatisticamente

igual a 0; distribuicéo aleatoria dos residuos).

Avaliacao da Precisdo - Teste de repetibilidade

Para essa avaliagdo foram feitas nove injecfes do analito, com concentracdo
correspondente ao ponto médio da curva padrdo (400 pg/mL). Foram estimados o valor
médio, desvio padrédo e o coeficiente de variacdo, considerando como criterio de aceitacdo CV

< 5% para um minimo de 9 determinagdes (ANVISA, 2003).
Avaliacao da Exatidao

O ensaio de exatiddo foi realizado através do método de contaminacdo da amostra com
a substancia de referéncia (padrdo com pureza conhecida). Este ensaio, também, € conhecido
como teste de recuperacdo. Para este teste de acordo com ANVISA (2003) é possivel uma
variabilidade de até 100 + 10%, para matérias-primas e principios ativos. O célculo de
recuperacdo foi feito pela seguinte equacéo:
Exatiddo = (Quantidade recuperada/Quantidade real)x100

4.6 Desenvolvimento das nanoparticulas (NPs) contendo de a — p amirina

4.6.1 Metodo de preparacéo

As NPs contendo o — 3 amirina foram preparadas usando o método de emulsificagéo-
difusdo do solvente (FESSI et al., 1989). Incialmente, foram preparadas cinco formulagoes
diferentes com o intuito de avaliar o efeito do polimero e dos tensioativos nas propriedades

das nanoparticulas obtidas. A composicdo das formulacOes estdo descritas na tabela 4.
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Fase organica F1 F2 F3 F4 FS5
Palmitato de isopropila 500mg  500mg  500mg  500mg  500mg
o — p amirina 50mg 50mg 50mg 50mg 50mg
Span 20° - - 500mg - 500mg
PCL 350mg - 350mg - -
Eudragit® - 350mg  350mg - -
Kollicoat® - . - 350mg  350mg
Alcool 92,6°C - - - 5mL 5ml
Acetona 15 mL 15mL 15mL 15 mL 15 mL
Fase aquosa
Tween 80® 500mg 500mg 500mg 500mg 500mg
Agua Mili-Q® 50mL  50mL  50mL  50mL  50mL

Tabela 4 — Formulagdo das nanoparticulas contendo o — 3 amirina

A fase organica foi preparada dissolvendo o polimero no solvente sob agitacdo
magnética a 400 rpm. Depois disso, 0 Span 20® (éster de monolaurato de sorbitano), a amirina
(previamente dissolvida em acetona) e o palmitato de isopropila foram adicionados. A mistura
foi agitada durante 10 min usando agitador magnetico (Fisatom, SP, Brasil). A fase aquosa foi
composta por agua (Mili-Q® e polissorbato 80 (Tween 80®)), também com agitagdo por
10min a 400 rpm. Posteriormente, a fase organica foi adicionada sobre a fase aguosa
(ImL/min) mantendo a agitagdo por cinco minutos. Em seguida, a mistura foi homogeneizada
em aparelho Ultraturrax (marca IKA, Alemanha) a 10.000 rpm, por 5 min. Em seguida, a
suspensdo de nanoparticulas foi concentrada em um evaporador rotativo a vacuo (marca
Bouchi, Suiga), para eliminagéo total de acetona e obtencdo de uma concentragdo final de

(Img/mL) . A figura 7 apresenta o fluxograma de preparacao das nanoparticulas.
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Figura 7 - Preparacdo das nanoparticulas - método emulsificacéo e difusdo do solvente, adaptado de FESSI (1989)

4.7 Caracterizacado das NPs

4.7.1 Tamanho de particula e Indice de polidisperséo

O tamanho de particula e o indice de polidispersao foram medidos por Espectroscopia
de Correlacdo de Fo6tons, usando um Zetasizer (MALVERN, UK). As nanoparticulas foram
diluidas 1:9 (v/v) em agua para injecéo e filtradas em membrana Millipore® (0,45 mm). Foi
utilizado um comprimento de onda do laser de 633 nm, 173° de angulo de espalhamento, a
25°C (RODRIGUEZ et al., 2017). As medidas foram feitas em triplicata, nos dias 0, 7, 15, 30,

60 e 90 ap0os a preparacao.
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4.7.2 Potencial zeta e condutividade

O potencial zeta e a condutividade foram medidos em um Zetasizer (Malvern,
UK). As amostras foram dissolvidas em agua destilada (1:9) e as medidas foram
feitas a 25°C, usando uma voltagem de 150V (RODRIGUEZ et al., 2017). As

medidas foram feitas em triplicata, nos dias 0, 7, 15, 30, 60 e 90 ap0s a preparagao.

4.7.3 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulacdo da o, amirina nas nanoparticulas foi avaliada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando método previamente validado, conforme
item 4.5. A separacdo das nanoparticulas do meio liquido foi realizada por
ultrafiltragcdo/centrifugagdo (ANGELI, 2007; FESSI et al., 1989), utilizando dispositivo com
membrana de celulose regenerada de tamanho de poro 10 kDa (Millipore®), no qual a
suspensdo passa pela membrana ficando retidas s6 as nanoparticulas. Um volume exato da
suspensdo de nanoparticulas (0,4mL) foi colocada no dispositivo e centrifugado a 13.000 rpm,
por 15 min, a temperatura de 24°C. O liquido filtrado (200uL) foi diluido com 12 pL de
acetato de etila e 96 pL de acetonitrila, filtrado por uma membrana Millipore® de 0,45 pm e
injetado um volume de 20 pL no equipamento. O contetdo de amirina encapsulado (EE) foi
determinado por diferenca entre a quantidade utilizada para preparacdo das nanoparticulas
(QT) e a quantidade determinada no liquido filtrado (QLF), conforme equacao abaixo:

EE (%) = [(QT-QLF) / QT] *100.
4.7.4 Avaliacao do efeito do pH

O efeito do pH no tamanho de particula, no indice de polidispersdo e no potencial
zeta das nanoparticulas foi avaliado usando um titulador automéatico MPT-2 (Malvern,

UK) acoplado ao Zetasizer. Hidroxido de sédio (0,1 mol/l) e acido cloridrico (0,1 mol/l)
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foram utilizados como solucdes titulantes. O instrumento foi calibrado com solucdes
tampédo (pH 4, pH 7, pH 10; Alphatec, Brasil). As medicGes foram realizadas em

triplicata a 25°C.

4.7.5 Efeito térmico

Para avaliar o efeito da temperatura no tamanho das particulas e no indice de
polidispersdo a temperatura da suspensao de nanoparticulas em agua (1:10) foi aumentada de
20 até 70°C, em intervalos de 5°C. A suspensao de NPs foi mantida por cinco minutos a cada
temperatura antes de fazer a medi¢do. O tamanho de particula e o indice de polidispersédo
foram medidos em triplicata e os resultados foram expressados como a média + desvio

padréo.

4.8 Avaliacdo da atividade biologica das nanoparticulas
4.8.1 Atividade antioxidante: inibicao do radical DPPH*

A atividade sequestrante do radical DPPH"® das nanocapsulas de amirina foi realizada
segundo metodologia utilizada por Burits e Bucar (2000) com algumas modificacGes. O teste
foi realizado em microplacas de 96 pogos. Foi preparada uma solucdo de 0,05 pg/mL de
DPPH® em etanol. Em seguida foi adicionado nos po¢os da microplaca 30 puL do MAS3,
padrdo e/ou controle (DMSQO) na concentracdo de 1mg/mL. A placa foi incubada por 30
minutos em temperatura ambiente no escuro e a leitura foi realizada em 492 nm no leitor de
microplaca (Multimode Detector DTX 800 da Beckman). Em seguida, foram realizados os
calculos de percentual de inibicdo, baseado na absorbéncia do controle e utilizando o
programa Excel. Como o percentual de inibi¢do foi maior que 50%, foram realizadas oito

diluicbes seriadas para obter os valores de Clsy que foram calculados pelo programa de
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estatistica GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). O padrao
utilizado foi o acido galico, e os calculos realizados segundo a equacédo abaixo:

% inibi¢do = 100-[Absy, /Absc] x 100.
Onde: Absy, = (Absorbancia do branco — Absorbancia da Amostra), Absc = (Absorbancia do

branco — Absorbancia do Controle).

4.8.2 Atividade antioxidante: inibicdo do radical ABTS®

Para avaliar a atividade antiradicalar ABTS" das nanocépsulas de amirina foi realizado
0 ensaio descrito por Shanty; Mohanan (2017) com leves modifica¢Oes. Inicialmente, foi
preparada a solucdo de ABTS® 0,7 mM em 5mL de 4gua deionizada e 5mL de perssulfato de
potéssio 2,4 mM, em seguida incubou-se a mistura reacional em temperatura ambiente na
auséncia de luz por 12 horas para obter uma solucdo oxidada de tonalidade azul esverdeada.

Antes de plaquear o ABTS® oxidado foi diluido (1:5) com &gua deionizada, apds o

plaqueamento (igual que com o DPPH®) incubou-se por 15 minutos na auséncia de luz a

temperatura ambiente, a leitura foi realizada no leitor de microplaca em 620nm. Os resultados
foram expressos em porcentual de inibicdo e a Clso foi calculado através do programa
estatistico GraphPad Prism 6.0. O padrao utilizado foi o &cido galico.
4.8.3 Atividade inibitoria da lipase pancreatica

A avaliacdo foi feita de acordo com a metodologia de Slanc et al., (2009) com
pequenas modificacbes. A lipase pancreatica de porcino tipo Il, foi diluida em tampéao
TRISMA-HCL 75mM pH 8,5. O substrato 4-Nitrophenyl palmitate (PNP) foi preparado
sendo diluido primeiro em acetonitrila depois em etanol na propor¢éo de 1:4. O padrédo usado

foi o Orlistat e as leituras foram feitas em um leitor de microplacas (Multimode Detetor DTX
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800, Beckman, UK) a 450 nm. Foi colocado 30uL das amostras, padrdo e/ou controle
(DMSO) nos diferentes pogos da microplaca em triplicata e 250uL da enzima (0,8 mg/mL),
apos incubacdo de 5 minutos a 37°C no escuro foi adicionado 20puL de PNP (4mg/mL),
incubou novamente por 10 minutos até que a leitura do controle de 1,000 + 0,1. Realizou-se o
calculos do porcentual de inibicdo usando a equacéo abaixo:
% inibicdo = 100-[Absy, /Absc] x 100.

Onde: Abs a/p = (Absorbancia de branco - absorbancia da amostra) a 450 nm, Abs C =
(Absorbancia do Branco - Absorbancia do Controle),

A ICs, foi determinada pela analise de Probabilidade utilizando o software GraphPad
(CA, EUA), com nivel de significancia de 0,05. As concentraces que apresentaram uma

inibicdo maior de 50% foram separadas para fazer a determinacéo da ICs,
4.8.4 Atividade inibitéria da a-glicosidase

A atividade inibitoria de a-glucosidase foi baseada na metodologia de ANDRADE-
CETTO et al., (2008) com pequenas modificacdes. Inicialmente, foi preparada a enzima numa
concentracdo de 3mg/mL, partindo do p6 de intestino de mamifero (rato), a mistura foi
agitada por 5 minutos, centrifugada a 3600 rpm por 10 minutos e separado o sobrenadante que
continha a enzima a-glicosidase j& extraida, ambos, o substrato 4- nitrofenil-D-
glucopirandsido (4-NPGP) e a enzima foram diluidos em tampéo fosfatol0mM pH 6,9. Em
seguida foram colocados 30pL da amostra, 30uL do padrdo e/ou controle (DMSO) nos
diferentes pocos da microplaca em triplicata, e ainda, 170uL da enzima extraida foi incubada
durante 5 minutos a 37°C no escuro, a enzima foi adicionado 100uL do 4-NPGP (5mg/mL), e
incubada novamente por 20 minutos ou até que a leitura do controle a 405nm de 1,000+0,1.
Realizou-se o calculos do porcentual de inibi¢do usando a equacao:

% inibi¢éo = 100-[Abs,, /Absc] x 100.
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Onde: Abs a/p = (Absorbancia de branco - absorbéancia da amostra) a 450 nm, Abs C =
(Absorbancia do Branco - Absorbancia do Controle).

A ICx, foi determinado pela analise de Probabilidade utilizando o software GraphPad
(CA, EUA), com nivel de significancia de 0,05. As concentracfes que apresentaram uma

inibicdo maior de 50% foram condicionadas para fazer a determinacao da ICs,
4.8.5 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade relativa das nanocapsulas de amirina foi avaliada pelo ensaio Alamar
Blue® (AHMED et al., 1994). Fibroblastos de pulmdo humano ndo neoplasico (MRC-5,
ATCC-USA) foram cultivados durante 24 h em microplacas de 96 pocos de fundo plano (0,5
x 104 células / poco). As amostras foram dissolvidas em DMSO e diluidas em meio de cultura
com alto teor de glicose nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,56 pg/mL. A
concentracdo final de DMSO foi inferior a 0,2%. As células cultivadas foram incubadas com
a suspensao de nanoparticulas por 24h a 37°C em atmosfera de CO; (5%). A fluorescéncia foi
medida num leitor de microplacas (Beckman e Coulter, UK). O crescimento celular foi
utilizado como controle positivo. DMSO 0,1% foi usado como controle negativo.O
medicamento de referéncia (Doxorrubicina 5ug/mL, Sigma-Aldrich, Brasil) foi utilizado
como controle de morte celular. Todo o ensaio foi realizado em duplicata com trés repeticdes

em cada anélise.
4.9 Analise Estatistica
Todas as analises estatisticas realizadas neste trabalho que foram relatadas em cada

ensaio em particular, foram feitas usando o pacote estatistico, Stat Graphic Centurion XV.1

(Statease Co, MA, USA). Foi utilizado um nivel de significancia de 0,05 em todos os testes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao da mistura isomérica o — p amirina

Das seis fracOes coletadas durante o processo de isolamento/purificacdo (figura 8A),
as fracdes 1 e 2 produziram 4,76% e 4,85 % de amirina respectivamente. As fracdes 3 e 4
(figura 8B e 8C) apresentaram maior quantidade do po branco (83,34%) e as fracdes 5 e 6

juntas obtiveram 11,9%. O rendimento total da coluna foi de 28% (8,4g), a quantidade

obtida do material vegetal, corrobora com resultado obtido por Ferreira, R.; (2017).

Figura 8 - Obtengdo da o — B amirina: (A) coluna cror'natogré'fiéa;'(B e C) p6 branco; (D) CCD das fracGes
agrupadas e E) a — B amirina.

Todas as fragdes foram analisadas através de cromatografia de camada delgada. As
gue apresentaram manchas com o mesmo Rf do padrdo (0,43), sem outras manchas nos
cromatogramas, foram aceita como purificadas (F4 e F6, figura 8D). As fracdes com manchas
na parte superior e/ou inferior do Rf do padrdo foram lavadas de novo, usando acetona para

aquelas fragdes que tinham manchas acima e abaixo da mancha do padrdo e metanol para
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aquelas que tinha mancha s6 abaixo do Rf do padrdo. Ao final, todas as fragdes foram
reunidas e feita a cromatografia de camada delgada novamente, cujo resultado esta
apresentado na figura 9B. O aspecto macroscopico da mistura isomérica de a - B amirina,

isolada e purificada, pode ser visualizado na figura 9A.

Figura 9 - Processo de obtencdo: (A) a — B amirina purificada e (B) CCD do padréo e da amostra

5. 2 Caracterizacao fisico-quimica da mistura isomérica o — p amirina

A caracterizacdo da mistura isomérica de amirina isolada foi realizada com o intuito
de avaliar o grau de pureza da mesma, bem como eficiéncia do processo de
isolamento/purificacdo utilizado. Dessa forma, o material isolado/purificado (a,B-amirina)
neste trabalho foi submetido ao ensaios descritos abaixo:
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A figura 10 mostra os cromatogramas do padrdo de amirina utilizado como substancia

de referéncia e da amostra obtida no nosso processo isolamento/purificagdo. Analisando-se 0s
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cromatogramas € possivel verificar que o pico cromatografico da mistura a, f—amirina obtida
tem o0 mesmo tempo de reten¢édo (5,186 min) do padrédo (5,189 min), sendo o indice de pureza
do pico superior a 0,9987.

O produto isolado e purificado apresentou um percentual de 99% da mistura de a, -
amirina, 0 que representa um excelente resultado, principalmente quando comparado com
produto similar de amirinas desenvolvido por Guilhon-Simplicio (2017), onde foram obtidas
a, f—amirina com teores de pureza superiores a 98%. O elevado grau de pureza da mistura
isolada torna viavel investigar suas possiveis atividades farmacoldgicas visando a preparacdo

de formas farmacéuticas com atividade terapéutica definida.
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Figura 10 — Cromatogramas obtidos por CLAE mostrando o pico cromatografico e o tempo de retencdo do
padrdo de amirina e da amostra (mistura a e p-amirina isolada e purificada neste trabalho).

Espectroscopia de Infravermelho transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro FT-IR da mistura isolada e purificada neste trabalho e do padréo de amirina
sdo apresentados na figura 11. Em ambos 0s espectros apresenta-se uma banda de alta
intensidade encontrada em aproximadamente 2854 cm™, essa banda estd associada a
deformacéo axial das ligagdes C-H das cadeias ciclicas. Grande parte da estrutura da o — 8

amirina € composta por cadeias de ciclo alcanos, que justifica essa banda de alta intensidade.
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A banda observada na regido de 3297-3413 cm™ é atribuida a grupos hidroxilas (OH) ligados
a uma cadeia de ciclo alcano e a banda na regido de 1036-1189 cm™ é carateristica da
vibracdo da ligacdo C-O. Outra banda caracteristica das amirinas foi encontrada em ambos 0s
espectros na regido de 1464-1359 cm™ devido a deformagdo angular dos grupos dimetila e
metila germinativos de dupleto no anel "E" (SILVA-JUNIOR et al., 2017). Pode ser
observado que ambos 0s espectros (padrdo e amostra) tém correlacdo total nas estruturas

quimicas que representam, reiterando a alta pureza da mistura de amirinas isolada e purificada

neste trabalho.
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Figura 11 - Espectroscopia de Infravermelho transformada de Fourier (FT-IR) amostra e padrdo da o —  amirina.
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Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H e RMN *3C)

E uma técnica instrumental de larga utilizacdo para determinacdo estrutural de
substancias, confirmando a identificacdo do esqueleto carbono-hidrogénio. Ela permite
identificacdo da funcionalidade do carbono especifico, bem como inferir com quem os
carbonos vizinhos se parecem, e em alguns casos € possivel determinar a molécula
integralmente.

A identificacdo do triterpeno amirina é bastante conhecida com diversas descri¢fes na
literatura devido as sinteses para obtencéo de seus derivados. E possivel obter a confirmacéo
de sua estrutura analisando os deslocamentos quimicos dos sinais presentes na regido de
carbonos olefinicos e de hidrogénios caracteristicos (CARVALHO, et al.,1998; DIAS;
HAMERSKI; PINTO, 2011).

A anélise nos espectros de RMN H e '*C apresentou sinais caracteristicos de
triterpenos do esqueleto oleano. Na regi&o entre 4 e 2 ppm dos espectros RMN de *H (figura
12) podem ser observados os deslocamentos de amirina. Verificou-se em & 3,22 dois dupletos
correspondentes aos carbonos carbinélicos caracteristicos de triterpenos do tipo 3beta-OH, e
dois tripletos em & 5,12 correspondentes a ligacdo CH de olefinas.

A anélise seguiu-se com a obtencéo de espectros de RMN ** C. Foram encontrados 30
sinais caracteristicos de triterpenos: sinais do carbono sp2 ndo hidrogenado (C-13) em
6 139,5e145,2 e do carbono C-12 em & 124,4 e 121,7 ppm, 0 que correspondia a ligacdo
dupla entre os carbonos da  amirina, além dos deslocamentos em 124,43 e 139,5, referentes a
ligagdo dupla dos carbonos C-12 e C-13 da o amirina, caracteristicos da mistura triterpénica

de a-f amirina (figura 13).
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Os deslocamentos de RMN 'H e RMN *3C (ppm) (tabela 5) comparados com os

relatados da literatura permitiram a confirmagdo da mistura triterpénica de o, B-amirina no

produto isolado (CARVALHO, et al., 1998; DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011).
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Carbono 8 (ppm) RMN 'H Literatura 8 (ppm) RMN 2 C Literatura
1 - 1,59 38,8 38,7
2 - 1,98 27,2 27,2

3,22 (dd, 11,1; 5,3) 3,16 (dd, 11,2; 5,1)

3 3.22 (dd. 11.1: 4.4) 3.15 (dd. 10.8: 4.4) 79,0 796
4 - - 38,8 38,7
5 0,73 (d; 12,0) 0,73 (d; 11,3) 55,1 55,1
6 - - 18,3 18,3
7 - - 32,9 32,8
8 - - 40,0 39,9
9 - - 47,7 47,7
10 - - 36,9 36,9
11 - - 23,7-235 23,6
12 5,12(t; 3,6) 5,18 (t; 3,6) 124,4 - 121,7 124,4-121,6
13 - - 139,5-145,2 139,6 - 145,2
14 - - 42,0 41,7
15 1,99m 1,99 m 28,7-26,1 28,7 -26,2
16 1,99m 1,99 m 26,,6 - 26,9 26,6 - 26,1
17 - - 33,7-32,6 33,7
18 - - 47,2 47,4
19 - 1,93(m) 59,0 - 47,6 59,0 -47,6
20 - - 39,6 -31,2 39,6-31,1
21 - - 31,2-34,7 31,2 -34,7
22 1,91 (dt; 7,2; 3,0) 1,86 (m) 415-37,1 415-37,2
23 0,99 (s) 0,83 (3) 28,1- 28,4 28,0 - 28,4
24 0,80 (s) 0,96 (3) 15,5-15,6 15,7-15,7
25 0,79 (3) 0,79 (3) 156,5-15,7 15,7 -15,7
26 0,95 (3) 0,99 (3) 16,8 - 16,8 16,9 - 16,9
27 1,07 (5) 1,25 (s) 23,3 - 26,0 23,3 - 26,1
28 0,99 (3) 1,13 (s) 28,1 - 28,7 28,1- 28,3
29 0,91 (d, 5,7) 0,93 (3) 23,3-333 23,3-33,4
30 0,79 m 0,87 (s) 21,4 -23,7 21,4 -23,6

Tabela 5 - Dados do espectro de RMN de *H e de “°C de amirina
Fonte: (CARVALHO, 1998, DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011)

Difragéo de raios-X (DRX)

Os padrGes de DRX do padrdo e da amostra (figura 14), obtidos nas mesmas
condigdes experimentais, mostraram picos intensos e estreitos indicando alto grau de
cristalinidade. Na figura 14B, de 26~2° a 20~30°, podem-se observar os picos da amirina
isolada (preto), com uma cor mais intensa que a do padrdo (vermelho). Isto mostra que 0s
planos cristalinos de maiores distancias interplanares da amostra sdo mais bem formados que
o0 do padrdo, provavelmente relacionado aos tempos de crescimento (as amostras foram feitas

exatamente nas mesmas condigdes). O pico indicado pelo simbolo # existe nas duas amostras,
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porém na amirina (isolada no presente trabalho) é mais evidente. Por outro lado, ap6s o pico
mais intenso de ambas as amostras, em 20~13.7°, as relagdes se invertem para alguns picos,
indicados pelas setas da figura 14B e facilmente observado na figura 14C. Decorre desta
observacao que as amostras tendem a se orientar de maneira diferente durante o preparo para
a tomada de medida de difratometria de raios-x pelo método do pd. Esta orientacéo, oriunda
da forma das particulas revela microestruturas distintas. Os asteriscos na figura 14C salienta a

existéncia de 2 picos de Bragg no padrdo que foi sutilmente observado na amirina.

A figura 15 ilustra a identificagdo das fases .
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Figura 14 - A, B e C - Correspondem as medidas de difracdo de raios x (DRX) do Padrdo e da amostra: A) medida completas
(de 26=2° a2 20=100°); B e C ampliacdo em duas regides de importancia.
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As barras em azul correspondem a posi¢ao ¢ intensidades relativas dos picos de a-amirina
reportada por Frondel (1967). E notavel a semelhanca entre as posicdes dos picos assim como
a relacdo de intensidades entre os padrbes experimentais e o tabelado [International Center for
Diffraction Data (ICDD)]. Podemos ver entao que a fase majoritaria corresponde a cristais a-
amirina, semelhante as encontradas em resinas fosseis do tipo Elemi (FRONDEL, 1967). Os
picos indicados pelos tridngulos corresponde a outra fase (supostamente cristais de B amirina).

Vemos que esta fase possui sua estrutura melhor cristalizada na amirina.

T T T T T T T T T T 7 7 T T T T T 1 T T T T T T 71
50000 .
I — Amynn
40000 F —— Padréo -
alfa-Amyn
i - beta amyrin
2 30000 -
7
o i
i
= 20000 |
10000
SN U | "
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

20 (degree)
Figura 15- Corresponde as medidas de difracdo de raios-x (DRX) da amirina e do padrdo (entre 260=2° e 26=30°)
As barras verticais (em azul) correspondem as posicfes das reflexdes de Bragg versus intensidade relativa dos
picos proveniente de cristais de a-amirina identificado junto a base de dados ICDD, cartdo PDF 00-029-1517. os
picos indicados pelos tridngulos amarelos correspondem a outros tipos de cristais, provavelmente da B-amirina
(estruturas similares)

Como unica diferenca entre as amostras € o tempo de cristalizagdo, pode-se inferir que

menos tempo de cristalizagdo, menos fase secundaria e cristais menores de o amirina.
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A partir do que se consegue reunir na literatura sobre cristais a-f amirina foi
confeccionado os CIFs (https://en.wikipedia.org/wiki/Crystallographic_Information_File),
para assim obter o difratogramas tedricos e sobrepor aos experimentais. Essa informacéo é
vital para simular cristalograficamente as amostras. Entretanto, nenhuma das estruturas
descritas na literatura com detalhes suficientes, descrevem essas medidas de DRX. Apenas 0
artigo da Frondel (1968) concorda perfeitamente, porém sem descricao.

Todos esses cristais sdo da classe triterpenos pentaciclicos como as amirinas. A
literatura é discrepante entre si quanto a parametros de rede e mesmo entre as estruturas a-f
amirina. Dessa forma, maiores estudos precisam ser realizados para elucidar todos parametros

cristalograficos dessa molécula e derivados.
Analises da morfologia da mistura de amirinas

Através da microscopia eletrénica de varredura é possivel visualizar a imagem com
aparéncia tridimensional, resultado direto da profundidade de campo, que permite avaliar a
morfologia, o tamanho e a textura de amostras sélidas. Na figura 16 observa-se um produto
com carateristicas fibrosas e cristais alongados na forma de agulhas com tamanhos variados.
Essa forma concorda com a descri¢do de outros produtos de extra¢do de amirina relatados por

outros autores (DEDAVID, 2007, SILVA-JUNIOR 2017).

Figura 16 — Microscopia eletrbnica de varredura da mistura de a-B amirina isolada e
purificada nopresente trabalho
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5.3 Validacdo do método analitico para quantificacdo da mistura isomérica

de a- § amirina.

A figura 10 mostra o cromatograma do padrdo e da mistura isomérica de a- f amirina
isolada e purificada a partir de Protium sp. Como pode ser observado, o método
cromatografico utilizado apesar de ndo ter sido capaz de separar os dois isdmeros, uma vez
gue a mistura de a- p amirina apresenta-se como um unico pico com tempo de retencdo de
5,18 min, pode ser considerado apropriado para a finalidade do presente estudo. Analisando
0s parametros cromatograficos do método foi constatado que o pico apresentou alto grau de
pureza e fator de simetria aceitavel (aqui vocé pode colocar o valor se quiser), quando
praticamente nenhuma calda (tailling). E, apesar do tempo de corrida cromatogréafica ser de
30 min. (tempo necesseario para estabilizacdo do sistema), o método também se mostrou
especifico, uma vez que no cromatograma do branco (injetando-se apenas a fase mdvel) nédo
se detectou absorcdo no tempo de retencdo correspondente ao pico cromatografico do

triterpeno.

Sendo assim, o0 método foi validado de acordo com os critérios exigidos para validacao

de métodos analiticos, cujos resultados estdo descritos abaixo:
Linearidade

Segundo a norma (BRASIL, 2003) a linearidade é a capacidade de um método
analitico de mostrar respostas analiticas diretamente proporcionais as concentragcdes do
analito na amostra, num intervalo especifico. A relagdo linear é descrita pela equagdo y = ax +
b, e deve obedecer um determinado intervalo de concentracdo da espécie medida. O intervalo
de concentragdes, no qual se pode construir uma curva analitica linear, € conhecida como

faixa linear dindamica (AUGUSTO; ANDRADE; CUSTODIO, 2000).
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Seguindo as indicagbes da norma foram analisadas cinco concentracdes do analito
(padrdo e amostra), nos intervalos de 80 a 800ug/mL. Para avaliar a correlacdo entre
concentracdo — resposta (area do pico) foi aplicado o método de regressdo linear (figura 17).
O coeficiente de correlacdo € um parametro que permite estimar a relacdo entre as variaveis
na curva obtida, e quanto mais se aproxima de 1,0, menor a dispersdo dos pontos
experimentais (RIBANI et al 2004). A norma recomenda um coeficiente regressdo (R) maior
de 0,99 e de correlacdo (R?) maior ou igual a 0,98. A tabela 6 apresenta os resultados obtidos
para cada um dos niveis de concentracdo utilizados e ap6s analise matematica resultaram na
equacdo da reta (area do pico = 53001 * Concentracdo — 655991). A andlise estatistica
mostrou um valor de R = 0,9987 e um valor de R?= 0,9974, evidenciando a alta relagdo entre
a concentracao dos analitos e a resposta obtida (area do pico cromatografico)(BRASIL, 2003).
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Figura 17 - Gréfico de linearidade (80-800 pg/mL) para a quantificagdo a e B-amirina por CLAE

Area do pico = 53001* Concentracio - 655991
R2= 0,9987
R™=0,9974

Area dos picos

Na tabela 6 pode-se observar que os coeficientes de variacdo (CV), em todos os niveis
de concentracdo (como medida padronizada da dispersdo em cada nivel), foi menor de 3,5%,

valor menor que o preconizado pela norma (BRASIL, 2003) que é < 5%. Em resumo, foi
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obtida uma baixa dispersao da resposta com coeficiente de variacdo global de 1,90 (ANVISA

2003).
C (ug/mL) Area dos picos DP CV %
80 4597711,00 94243,37 2,05
200 11458691,33 139536,49 1,22
400 23198039,00 583319,47 2,51
600 33585293,67 1057486,15 3,15
800 41608680,67 234918,82 0,56

Tabela 6 - curva de regressdo linear de a-f amirina

A andlise de varianca (Test de Cochran, para p<0,05), comparando as respostas em
cada nivel de concentracdo mostrou um valor de p = 0,8818 (p>0,05) indicando que ndo ha
diferenca estatistica significativa na variabilidade dos desvio padrdo em cada um dos niveis de
concentragdo, ou seja, que a linha é homocedastica (igual variabilidade).

Foi realizada uma prova t-Student para comprovar que o intercepto da curva de
linearidade é estatistiamente igual a 0. O teste mostrou um valor da prova t de 0,3983 com p
= 0,7170. Dado que o p valor é maior de 0,05, o intercepto € estatisticamente igual a 0. Esse
resultado concorda com o valor sugerido pela norma (BRASIL, 2003) que exige que O
intercepto tenha que ser igual a 0, para validar o teste de linearidade.

O gréfico dos residuos observados versus os residuos preditos é apresentado na figura
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Figura 18- Residuos observados versus residuos preditos
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18. Nessa figura pode-se observar que os residuos se distribuem aleatoreamente em
cada nivel de concentracéo.

O gréfico dos residuos versus valores preditos é uma técnica utilizada para inferir as
suposicdes dos residuos e verifica também a deteccdo de heteroscedasticidade (Conover et al.,
1981). Ndo foi evidenciado nenhum comportamento ou tendéncia atipica, confirmando a
analise de homoscedasticidade (figura 18).

Depois de comprovar que todos os parametros avaliados cumprem com a
regulamentacdo estabelecida pelas autoridades sanitarias (BRASIL, 2003), com relacdo a
validacdo dos métodos analiticos, pode-se concluir que o método € linear no intervalo de 80

até 800 pg/mL.

Precisdo como repetibilidade

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em trés
niveis entre eles a repetibilidade ou precisdo intermediaria, é a concordancia entre 0s

resultados avaliados dentro de um curto periodo de tempo com o0 mesmo analista € mesma

instrumentacao.

Analise Area Recuperacio
1 24075250 439,016
2 25377537 464,035
3 25813732 472,415
4 26015665 476,294
5 25546065 467,273
6 26930225 493,864
7 24907136 454,998
8 25720417 470,622
9 25849839 473,108
Média 25581762,89 467,96
Desvio padréo 784156,04 15,06
CV (%) 3,07 3,22

Tabela 7 - Ensaio de repetibilidade
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Para essa avaliacdo foram feitas nove injecGes do analito no ponto médio de
concentracdo da curva (400 pg/mL, tabela 7). Os resultados obtidos sdo apresentados na
tabela 8. O valor do coeficientes de variacdo (% CV) das nove determinacoes (3,22) foi menor
que o valor limite admitido pela norma (BRASIL, 2003) (5%), indicando que o método pode

ser considerado reprodutivel.
Ensaio de exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor de referéncia aceito como verdadeiro (BRASIL, 2003).
O ensaio foi realizado com a concentragdo equivalente ao ponto central da curva de calibracédo
e 0s resultados estdo descritos na tabela 8. A Agéncia normaliza percentuais de recuperagédo
do analito e do padrdo interno proximos a 100%, porém, admite uma faixa de variabilidade de

100 £ 20%, para matérias primas e principios ativos(BRASIL, 2003).

Amostra + padrao Recuperag¢do usando o padrao

Area Recuperagio(ug/mL) Area Recuperacao(pg/mL)
23561123 428,87 - -
23772703 432,93 - -
22769901 413,68 23670515,00 430,97
23488783 427,48 22546065,00 409,38
24595479 448,73 23377537,00 425,34

Média 430,34 - 421,90

Exatiddo = [QE/QT]*100 % 108,14 + 2,81 - 105,47 + 2,28
Provat (t, p) 0,9524; 0,3736

Tabela 8 - Avaliagdo da exatiddo (QE = quantificacdo experimental; QT = quantificagéo tedrica)

A analise estatistica dos resultados do ensaio de recuperacdo confirmou que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre os valores de recuperagdo da amostra
contaminada com padrdo, comparada com a recuperacdo de padrdo nas mesmas condicoes.
Considerando que o valor de recuperacdo ficou abaixo que 110%, pode-se concluir que o

método é exato na faixa de concentracGes avaliadas.
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De acordo com os resultados obtidos, pode ser concluido que o método analitico por
CLAE utilizado neste trabalho cumpre com os requisitos de validacdo: precisdo, exatiddo e
linealidade, podendo o método ser considerado validado, o que significa que oferece

resultados em concordéncia com a finalidade para a qual ¢ utilizado nessa pesquisa.

5.4 Obtencao das NPs — Sele¢do da melhor nanoformulacéo

Durante o processo de formulacdo das nanoparticulas de amirina, foram avaliadas 5
formulacdes com diferentes tipos de polimeros (PCL, Kollicoat® e Eudragit®), mantendo-se
sempre a mesma concentracdo nas formulacédo a fim de avaliar qual polimero mais adequado
para obtencdo de NPs da mistura isomérica de a,3-amirina. As propriedades avaliadas durante
esse processo (tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e condutividade)

séo apresentados na tabela 9.

Te}manho .”Td'ce x Potencial zeta(V) Condutividade (m/s cm™)
Formulagéo particula(nm) polidispersao
X Dp X Dp X Dp X Dp
F1 143,49 46,81 0,371 0,041 -16,27 9,33 0,2965 0,095
F2 364,35 55,52 0,327 0,080 -5,17 1,67 0,2087 0,015
F3 321,30 15,54 0,308 0,056 -16,97 4,18 0,2615 0,007
F4 40520 36,11 0,426 0,057 -33,56 20,70 0,0906 0,139
F5 128,80 1,89 0,107 0,011 -35,63 0,55 0,149 0,0005

Tabela 9 - Propriedades das cinco formulagdes das nanoparticulas. Todos os ensaios foram realizados com n=3

Nos processos de formulacdo de nanoparticulas, costuma-se a fazer a primeira
avaliacdo das propriedades dos sistemas em 24h e 48h ap0s a preparacdo. Assim, pode ser
avaliada a estabilidade desses sistemas nas primeiras 24h - 48h, e caso tenha ocorrido algum
processo de instabilidade, é simples de detectar. As primeiras 4 formulagdes (F1, F2, F3 e F4)
apos 24h de preparacdo apresentaram sinais de instabilidade. As formulacGes F1 e F3
(Tabela 9) apresentaram uma coloracdo esbranquicada, com precipitados muito leves, e

com tamanho de particulas de 143 e 322 nm, respectivamente. Ambas as formulagdes
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apresentaram um grafico com distribuicdo bimodal, com altos valores de indice de
polidispersdo. As duas formulacdes apresentaram potencial zeta modularmente baixo. Do
mesmo modo, as formulacbes F2 e F4 apresentaram uma cor branca, com tamanho de
particulas de 364 e 405nm. A formulacdo F2 apresentou precipitado no fundo e um
potencial zeta com valor modular especialmente baixo, no entanto a formulacdo F4
apresentou uma grande variabilidade no tamanho expressada num alto indice de
polidispersao (0,426). Apos 48h, em todas as formulagfes, foi observada uma separacdo
em duas fases, uma visivelmente clara no fundo, correspondente a fase aquosa e outra
mais espumosa e leve na parte superior, correspondente a fase oleosa. As quatro
formulacg@es (F1, F2, F3 e F4) apresentaram altos valores de condutividade, significando uma
alta mobilidade de ions livres na solugcdo, o que comumente provoca instabilidade devido a
interacdo das cargas dos ions com a dupla camada elétrica das nanoparticulas poliméricas
(RODRIGUEZ et al., 2017).

Com base nos resultados, verificou-se que a utilizacdo dos polimeros PCL na
formulacdo F1 e Eudragit® (F2 e F3) resultou inadequada para a obtencdo de nanoparticulas
estaveis. A formulacdo F4, pela sua parte, foi preparada usando Kollicoat MAE 100P, porém
os resultados indicam que a auséncia de tensioativo (Span 20®) na fase organica influéncia de
forma negativa, pois apresentou visiveis sinais de instabilidade.

A formulacdo F5, diferente das outras, foi preparada usando Kollicoat MAE 100P,
mais um tensioativo ndo idnico (Span 20®) na fase organica. Essa formulacdo apresentou um
tamanho de particulas baixo 129 nm (tabela 9), com uma faixa muito estreita de variabilidade,
expressada num indice de polidispersédo de 0,107, com um valor modular de potencial zeta
acima de 30 (-35,63 mV) e uma baixa condutividade de 0,149 uQcm™. Na literatura sugere

que sistemas nanoparticulados com valor modular de potencial zeta acima de -30 mV,
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costumam sere muito estaveis (RODRIGUEZ et al., 2017), pois a repulséo entre as particulas
carregadas é grande evitando a coalescéncia e a ocorréncia do fenbmeno de Ripening que
reduz a energia superficial causando separacao e precipitacdo em sistemas de nanoparticulas
(FERREIRA et al., 2017). Conforme esses resultados, a formulacdo F5 foi selecionada como
deal para continuar com 0s processos de caraterizacdo, estabilidade e avaliacdo da atividade
biolégica. Portanto, a F5 obtida com o polimero Kollicoat® foi preparada em maior

quantidade para ser caracterizada conforme 0s ensaios descritos a seguir.

5.5 Caracterizacao fisico quimica das nanoparticulas

Avaliacéo da eficiéncia da encapsulacéo

O conteldo de principio ativo contido nas NPs tem grande influéncia sobre a atividade
farmacoldgica do farmaco, sobre as propriedades de liberacdo e sobre a propria estabilidade
do farmaco. Segundo Stella et al., (2007), as substancias lipofilicas podem chegar a ser
encapsuladas até 70%. A eficiéncia de encapsulacdo na formulacdo F5 foi de 65,47%, o
que pode ser considerado uma eficiéncia satisfatdria do processo de formulagdo das

nanoparticulas (RODRIGUEZ et al., 2017).

Efeito do pH

O comportamento do tamanho de particula e do potencial zeta das NPs frente as
variacOes de pH na faixa de 1 a 9 foi avaliado e o resultado ¢ mostrado na figura 19. O
potencial zeta se manteve praticamente inalterado entre pH 1 e 4, a partir de entdo ocorreu
um aumento modular do potencial até pH 9, onde atingiu um valor de -22mV. Por outro lado,
na faixa pH 1 até pH 5, o tamanho de particula aumentou até um valor de 320 nm, apds o
valor de pH 5, houve um declinico no tamanho de particula até atingir um valor de 250 nm,

mantendo esse valor até o final do ensaio (pH entre 6-9). Esses resultados estdo em
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concordancia com os resultados obtidos por outra equipe de pesquisadores, que prepararam

nanocapsulas de Loratadine, onde foi observado o mesmo comportamento. Tais autores,

atribuiram esse comportamento as carateristicas quimicas do polimerro Kollicoat MAE 100P,

gue mantém alta estabilidade a pH menor que 5, mas comeca incrementar volume até quebrar

a coberta das nanocépsulas ap6s uma hora em pH 5,5 (RODRIGUEZ et al., 2017).

Zeta potencial/Size vs pH

2 3 X 5 pH § 7 8 9 0

Zeta potencial === Average Zeta potencial Z- Average size(d.nm) === Average Z-Average size (d.nm)

Figura 19 - Efeito do pH no tamanho de particula e no potencial zeta das nanoparticulas

Efeito térmico

Para o desenvolvimento de formulacdes de nanoparticulas pela técnica de
emulsificacdo-difusdo € necessario a utilizacdo de certos equipamentos muitas vezes por
um periodo prolongado de tempo. Esse uso provoca efeitos térmicos que podem afetar a
formulacdo e em especial o principio ativo (MORA-HUERTAS et al., 2012). Diante
disso faz-se necessario o conhecimento da influéncia da temperatura nas propriedades
fisico-quimicas do sistema nanoparticulado desenvolvido.

A figura 20 apresenta o efeito da temperatura entre 10 e 70°C sobre o tamanho de
particula e indice de polidispersdo das nanoparticulas. Na faixa de temperatura avaliada, o
tamanho da particula se manteve entre 100 e 103 nm, praticamente constante, mostrando
valores de indice de polidispersdo que diminuem com o aumento da temperatura desde
0,120 a 10 °C até 0,070 a 70°C. Esse comportamento indica uma grande estabilidade da

formulacdo de NPs. Segundo a literatura, o Kollicoat MAE é um polimero derivado do

(wu 'i))ax[é
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acido metacrilico misturado em iguais proporcdes com acrilato de etila (BUHLER, 2007).
O 4cido metacrilico e os polimeros de metacrilatos, quando formulados com tweem 80®
como agente plastificante e coadjuvante, permitem que o envolédcro das NPs dilatem com
grande plasticidade, sempre que o pH esteja menor que 5, atingindo até 8 vezes seu
tamanho sem quebrar, o que justifica a alta estabilidade térmica das nanoparticulas
obtidas com esse polimero (BAJDIK ; PINTYE, 2006., RODRIGUEZ et al., 2017). O
uso de tweem 80®, produz também um efeito estérico impedindo a agregacio (SAUER ;
MEIER, 2001), pois mantém o grupo alquilo hidrofébico na superficie da particula
mantendo a cadeia de 6xido de polietileno hidratada e em movimento, resultando em uma
barreira de repulsdo capaz de inibir a agregacdo das particulas (TADROS, 2013), efeito
que é constatado pela diminuicdo da polidispersdo com o aumento da temperatura,

mantendo o tamanho de particulas em uma faixa muito estreita e homogénea.
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Figura 20 - Efeito da temperatura na faixa de 10 a 70 ° C no tamanho e indice de polidisperséo de particula das
NPs

Avaliacéo da estabilidade das nanoparticulas
Os estudos de estabilidade das propriedades das formulagcfes sdo realizadas ao longo
do tempo, em prateleira ou submetidas a determinadas condi¢cfes de estresse. Esses estudos

permitem avaliar os efeitos de fatores de formacéo e fatores externos sobre as propriedades de
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excipientes e essencialmente do principio ativo. Ainda, estes estudos permitem definir a
melhor forma de acondicionamento e armazenamento da forma farmacéutica final (BAJDIK;
PINTYE, 2006).

Neste trabalho foi realizado o estudo de estabilidade na formulacdo F5 ao longo de 90
dias, em condicgdes de prateleira no laboratorio, envasadas em frasco ambar, a temperatura
entre 25 + 2°C, e condi¢bes normais de umidade e iluminacdo. A figuras 21 e 22 apresenta 0s
gréficos de distribuicdo do tamanho de particula e o potencial zeta ao longo dos trés meses de
estudo.

Como pode ser observado na figura 21, o tamanho de particula manteve uma
distribuicdo monomodal, muito fechada com um baixo indice de polidispersdo (tabela 10)
muito baixo durante trés meses apds preparacdo. Segundo SCHAFFAZICK et al., (2003)
nanoparticulas tendem a apresentar didmetros médios entre 100 e 300 nm. As NPs
desenvolvidas neste trabalho apresentaram tamanho médio a baixo de 130 nm, com baixa
variabilidade durante o tempo de armazenamento, mas com tendéncia & diminuicdo de

tamanho, acontecendo o mesmo com o indice de polidispersdo, que permaneceu praticamente

constante.
Tamanho indice Potencial zeta(m\) Condutividade
T%mpo particula(nm) polidisperséo (m/s cm™)
o) X Dp X  Dp X Dp X Dp

0 128,80 1,89 0,107 0,011 -35,63 0,55 0,149 0,0005
7 129,14 0,38 0,108 0,014 -34,56 0,55 0,150 0,0023
15 127,38 1,62 0,081 0,017 -32,96 1,059 0,154 0,0030
30 128,60 1,68 0,128 0,013 -35,93 1,900 0,156 0,0000
60 129,38 1,22 0,128 0,013 -38,60 1,014 0,149 0,0015
90 123,26 0,32 0,111 0,015 -36,70 1,571 0,156 0,0017

Tabela 10 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e condutividade da formulacdo F5,
durante trés meses de estudo.

A utilizacdo de tensioativos ndo idnicos em dupla, faz com que o tamanho das

particulas permaneca praticamente constante durante longos periodos, aumentando a
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estabilidade do meio e consequentemente prevenindo a formacdo de agregacédo ao longo do

tempo (GUTERRES, 1995; PUISIEUX et al., 1994). Essas carateristicas sdo proprias de

sistemas nanoparticulados de grande estabilidade cinética e termodindmica (RODRIGUEZ et

al., 2017).

O potencial zeta (figuras 21 e 22) e a condutividade (tabela 10) praticamente nédo

sofreram varia¢do ao longo do tempo, mantendo valores muito préximos ao longo dos trés

meses de estudo. Os valores de potencial zeta mantiveram-se acima de -35 mV ao longo do

tempo, indicando uma grande estabilidade das NPs (MAGENHEIM; BENITA, 1991).
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A condutividade ao longo dos trés meses teve ligeiras variacdes, primeiro com

uma leve tendéncia a aumentar e depois a diminuir. Essa variacdo da condutividade é
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carateristica dos sistemas nanoparticulados em equilibrio, devido a interacdes leves entre

a dupla camada elétrica e os ions presentes na solucdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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5.6 Testes Biologicos

5.6.1 Atividade antioxidante: inibi¢do dos radicais DPPH e ABTS

O teste de DPPH"® é um dos métodos indiretos mais (Uteis para estabelecer a atividade

antioxidante de substancias quimicas em geral. Foi utilizado, originalmente, em 1950 em

pesquisas sobre doadores de hidrogénio em produtos naturais. Anos depois foi empregado

para determinar o potencial antioxidante de moléculas fendlicas isoladas de alimentos, bem

como amostras biologicamente importantes (ROGINSKY:; LISSI, 2005). Uma caracteristica
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relevante dessa metodologia é que ela ndo esta associada a situagdes extremas de temperatura
e oxigenacdo (SILVA et al., 1999).

O DPPH® é um radical estavel e com baixa taxa de reatividade com a maioria das
moléculas. Deste modo, apenas reagentes redutores fortes tem a capacidade de reagir com
estes radicais de modo estequiométrico. O sequestro destes radicais € um dos mecanismos
reconhecidos pelo qual ocorre a agdo dos antioxidantes dos farmacos (SANTOS et al, 2007).

O ICs representa a concentragdo minima necessaria de uma substancia ou composto
bioativo para reduzir em 50% a concentracdo do radical DPPH* (PRADO, 2009). Entdo
quanto maior o consumo de DPPH® por uma amostra, menor sera a sua ICs, porém maior sua
atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).

A tabela 11 apresenta os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante da amirina
isolada/purificada e das nanoparticulas contendo a mistura isomérica dessa molécula. Tanto a
amirina pura como as NPs apresentaram um baixo potencial de inibigdo de ambos os radicais,

indicando uma baixa atividade antioxidante (tabela 11).

Substancia DPPH* ABTS®
Inibicdo 1Cso Inibicdo 1Csq
(%) (Hg/mL) (%) (Hg/mL)
Amirina isolada 1,54 + 0,52 - - -
Nanoparticulas 3,10 £ 2,00 - 3,70 £ 0,30 -
Acido Galico 86,20 + 2,10 2,00+ 0,06 93,70 + 1,50 2,13+0,06

Tabela 11 - Atividades antioxidantes pelo sequestro de radical livre

5.6.2 Atividade inibidora a-glicosidase de murino

A enzima a-glicosidase tem a funcdo de converter os hidratos de carbono complexos
nos seus monossacarideos para facilitar o seu metabolismo. Os inibidores de a-glicosidase
(por exemplo, Acarbose, Voglibose e Miglitol) ajudam a manter a glicose no sangue dentro

dos valores normais, reduzindo a taxa de conversdo, assim a acumulacdo desses
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monosacaridos se faz demoradamente sendo facil o seu controle pelo farmaco
hipoglicemiante (LI et al., 2005). Por essa razdo, as substancias inibidoras de a-glicosidase
sdo excelentes candidatos para o tratamento complementar da diabetes.

A formulacdo de NPs contendo amirina, desenvolvidas neste trabalho, apresentaram
um potente efeito inibidor a- glicosidase com ICsy de 44,40 + 1,90 pg/mL (tabela 12). O
efeito foi superior ao padrdo de referéncia utilizado (Acarbose, I1Csp 62,30 + 1,30ug/mL).
Uma explicacdo para este fato € que a mistura isomérica presente nas nanoparticulas deve
competir com os hidratos de carbono na corrente sanguinea, retardando a ligacdo destes a a-
glicosidase, produzindo uma inibicdo da enzima. Esse efeito sugere o resultado de uma lenta
liberacdo de amirina das nanoparticulas, mas esse efeito terd& de ser comprovado
posteriormente. E importante destacar que, a molécula de amirina pura em concentracdo de
100 pg/mL apresentou uma baixa atividade inibitoria desta enzima (1,59 + 0,57 pug/mL),
indicando que o uso da nanoformulacao se apresenta como uma opc¢ao viavel para a utilizacéo

da amirina no controle do diabetes.

Substancias Lipase o - Glicosidase
Inibicéo I1Cso Inibicéo IC 50 (ng/mL)
(%) (Hg/mL) (%)
Amirina 16,41 £ 2,42 - 1,59 + 0,57 -
Nanoparticula 95,30 + 2,00 15,40 + 0,70 72,70 £ 1,40 44,40 £ 1,90
Acarbose - 65,30 + 0,60 62,30 £1,30

Orlistat 93,20 +£1,10 0,29 £ 0,01 - -

Tabela 12 - Atividade inibitoria das NPs contendo mistura isomérica a, B- amirina sobre as enzimas a-
glicosidase e lipase.

5.6.3 Atividade inibitdria da lipase

Os farmacos inibidores da lipase pancreatica tem potencial aplicagdo no
tratamento de pacientes obesos, especialmente naqueles pacientes com diabetes tipo 1l
gue desenvolveram obesidade (KIM et al., 2007; MEENATCHI et al., 2017). Os

farmacos inibidores de lipase sdo escassos ha terapéutica e apresentam pouco uso clinico,



além disso, atualmente, ndo ha nenhum medicamento obtido a partir de extratos vegetais.
Também € importante salientar o fato que, além do Orlistat, ndo é observados na
literatura ou novos estudos, e nem novas moléculas inibidoras de lipase tém sido
relatados desde 2014 (LUNAGARIYA et al., 2014). O Orlistat® e outros inibidores de
lipase produzem efeitos gastrointestinais adversos como a incontinéncia fecal, flatuléncia,
e esteatorreia (BIRARI; BHUTANI, 2007).

O estudo de inibicdo da lipase pancreatica produzido pelas NPs de amirina e pela
amirina pura mostrou uma forte atividade inibidora das NPs (ICsy 15,40 + 0,7 pg/mL,
Tabela 12), porém foi menor que a atividade produzida pela substancia de referéncia
(Orlistat, 0,29 £ 0,01 pug/mL), no entanto, bem maior que a produzida pela molécula de
amirina pura que apresentou na concentracdo de 100ug/mL, um percentual de inibicao
muito baixo (16,41 £ 2,42%), e ndo foi possivel determinar sua ICsy. Os resultados
obtidos sugerem que as NPs se apresentam como um produto promissor para auxiliar o
tratamento da obesidade em pacientes diabéticos. Contudo, mais estudos terdo que ser

feitos para confirmar a utilidade deste produto para este tipo de tratamento.

5.6.4 Citotoxicidade in vitro
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A viabilidade celular (numeros de celulas vidveis e integridade da membrana

citoplasmatica) &€ um ensaio de toxicidade relativa que permite avaliar se uma substancia

produz morte ou dano celular sobre determinado tipo de célula. Neste estudo, uma cultura de

células ndo neoplasicas de pulmdo humano foi colocada em contato com uma série de

concentracdes das nanoparticulas de amirina e da amirina pura, com o intuito de avaliar se

alguma delas produz morte ou dano celular nesse tipo de células (BISKUP, 2012).
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Os resultados obtidos (figura 23) mostraram que tanto as NPs de amirina como a
amirina pura, em nenhuma das concentracGes testadas produziram morte sobre as células
utilizadas, indicando que ambas as amostras (molécula isolada e em formulacdo de NPs) nas
concentracOes testadas (1,56 pg/mL e 100pg/mL) ndo tem efeito citotoxico. Esse resultado
indica que 0 uso dessa substancia poderia ser seguro em pacientes, no entanto, outros estudos
com outras linhagens celulares, além de outros estudos in vivo precisam ser feitos para ter

certeza da inocuidade de ambas as amostras.



78

6 CONCLUSOES

1.

Neste estudo foi isolado e purificado uma mistura isomérica de a -  amirina com um
rendimento de 28% e com 99% de pureza, avaliada por um método cromatografico, por
CLAE validado para essa finalidade.

O método cromatografico por CLAE utilizado para a caracterizacdo quimica da
amirina e para a avaliacdo do contetdo de amirinas “encapsulado” foi validado,
mostrando ser linear, exato e preciso no intervalo de concentrac6es entre 80-800 pg/mL.

Foram preparadas nanoparticulas carregadas com a mistura de o - 3 amirina, isolada e
purificada neste trabalho, usando como polimero de revestimento o Kollicoat Mae 100P.

As nanoparticulas obtidas apresentaram um tamanho de particula de 128,80 nm, uma
polidispersdo de 0,107, potencial zeta de -35,63 mV e uma condutividade 0,149 pQcm™.

As nanoparticulas mostraram estabilidade fisico-quimica em prateleira até 90 dias
apés a preparagao.

A avaliacdo da atividade antioxidante das nanoparticulas de amirina e da amirina pura
demonstrou uma pobre atividade antioxidante de ambas as substancias.

As nanoparticulas de amirina mostraram uma forte atividade inibidora das enzimas
lipase pancredtica (ICso 15,40ug/mL) e a-glicosidase (ICso 44,40ug/mL), diferente da
amirina pura que apresentou uma atividade muito baixa de inibicdo de ambas enzimas.

O ensaio de citotoxicidade relativa das nanoparticulas de amirina e da amirina pura em
fibroblasto ndo neoplésico de pulmdo humano mostrou inocuidade de ambas as duas,
frente esta linhagem celular.

Segundo os resultados obtidos neste estudo pode-se indicar que as nanoparticulas
carregadas com a mistura de a-f amirina poderiam ser uma alternativa viavel para seu uso

no tratamento coadjuvante da diabetes e para pacientes diabéticos com complicagdes



79

secundarias como a obesidade. No entanto, outros estudos deverdo ser conduzidos para

comprovar a funcionalidade real e a inocuidade das nanoparticulas.
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