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RESUMO

Introdução: É urgente elucidar e ampliar novas formas de tratamento para doenças como 
diabetes, leucemias, câncer de próstata e câncer de mama. Estas são doenças que têm 
um impacto severo na saúde de homens e mulheres no  mundo. O uso da nanotecnologia 
pode oferecer e agregar vantagens no esforço para desenvolver medicamentos mais 
eficazes para essas e outras doenças. Objetivo: avaliar a atividade antileucêmica, 
antitumoral e hipoglicemiante das nanocápsulas poliméricas carregadas com amirina. 
Adicionalmente foi feita a avaliação da estabilidade em prateleira e da toxicidade aguda 
oral. Metodologia: as nanocápsulas foram sintetizadas pelo método de deposição de 
polímero, em seguida foi avaliada a estabilidade em prateleira. Se avaliou a atividade 
antileucêmica em células Jurkat e Molt (leucemia linfocítica aguda humana), Kasumi-1 
(leucemia mieloide aguda humana)  e em células K562 (leucemia mieloide crônica humana) 
e C1498 (leucemia mieloide aguda do camundongo). A atividade antitumoral foi avaliada 
pelo método MTT usando linhagem câncer de próstata (PC-3), renal (786-0), hepático 
(HepG2) e de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). Se avaliou a atividade hipoglicemiante em 
um modelo de diabetes induzido por estreptozotocina em Camundongos Balb/c. Por último, 
se avaliou a toxicidade aguda oral pelo método das classes de toxicidade da OECD. 
Resultados e discussão: foi obtida uma formulação de nanocápsulas esféricas com 
128,80 nm de tamanho e uma alta homogeneidade (polidispersão 0,107), que mantem sua 
estabilidade em prateleira por um ano e meio. O processo de preparação teve um 65,47% 
de eficiência de encapsulação e uma capacidade de carga 2,4 g de amirinas por cada 100 
g de nanocápsulas seca. As nanocápsulas liberam 90% de amirina em 33 min, o que 
poderia melhorar a biodisponibilidade. Observou-se uma forte atividade inibitória do 
crescimento de células tumorais prostáticas PC-3 (GI50 7,00 μg/mL) com uma boa 
seletividade (3,85). Também teve atividade antiproliferativa moderada, mas com menor 
seletividade, de células de câncer de mama, câncer de renal e de fígado. As nanocápsulas 
mostraram boa atividade antileucêmica, com excelente seletividade na linhagem Kasumi-
1(leucemia mieloide aguda), induzindo a morte celular por apoptose, confirmada pela 
clivagens das Caspases. Nem a amirina nem as nanocápsulas carregadas com amirinas 
na dose na dose 10 mg/kg mostraram atividade hipoglicemiante. No entanto, na dose 5 
mg/kg mostraram atividade hipoglicemiante que não foi estatisticamente diferente do 
fármaco padrão (acarbose, 100 mg/kg). As nanocápsulas, na dose 2000 mg/kg em uma 
única doses, não mostraram sinais que indicassem efeitos tóxicos durante os 14 dias após 
a administração, sendo classificada como “não classificada como substância toxica”
segundo o critério da OECD 423. Conclusão Foram desenvolvidas nanocápsulas estáveis, 
que não apresentam toxicidade aguda, que apresentam uma boa atividade antitumoral e 
antileucêmica, e uma moderada atividade hipoglicemiante em ratos. As nanocápsulas de 
amirina, são um produto promissor, que precisar seguir-se investigando para comprovar 
sua real utilidade como antitumoral e antileucêmico. 
 
Palavras-chave: 1. amirina; 2. nanocápsulas; 3. nanotecnologia; 4. leucemia; 5. 
antitumoral; 6. diabetes. 
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ABSTRACT

 
Introduction: It is urgent to elucidate and expand new forms of treatments for diseases 
such as diabetes, leukemias, prostate cancer, and breast cancer. These are diseases that 
have a severe impact on the health of men and women around the world. The use of 
nanotechnology can offer enormous advantages in the effort to develop more effective drugs 
for these and other diseases.  
Objectives: This work aimed to evaluate the antileukemic, antitumor, and hypoglycemic 
activity of polymeric nanocapsules loaded with amyrin. Additionally, the stability in-shelf  and 
the acute oral toxicity of the nanocapsules were evaluated.  
Methodology: The nanocapsules were synthesized using the polymer deposition method, 
and then shelf stability was evaluated. The antileukemic effect was evaluated in Jurkat and 
Molt cells (human acute lymphocytic leukemia), Kasumi-1 (human acute myeloid leukemia), 
K562 cells (human chronic myeloid leukemia), and C1498 (acute myeloid leukemia). 
Antitumor activity was evaluated by the MTT method using prostate (PC-3), renal (786-0), 
hepatic (HepG2), and breast (MCF-7 and MDA-MB-231) cancers. The hypoglycemic effect 
was evaluated in a streptozotocin-induced diabetes model, using Balb/c mice. Finally, the 
acute oral toxicity was evaluated by the OECD toxicity class method. 
Results and discussion: A formulation of spherical nanocapsules with a size of 128.80 nm 
and a high homogeneity (polydispersion 0.107) was obtained, which maintained its shelf 
stability for one and a half years. The preparation process had a 65.47% encapsulation 
efficiency and a load capacity of 2.4 g of amyrin per 100 g of dry nanocapsules. The 
nanocapsules released 90% of amyrin in 33 minutes, which could improve bioavailability. A 
strong inhibiting of the growth of PC-3 prostatic tumor cells (GI50 7.00 μg/mL)was observed
with a good selectivity index of 3.85. The nanocapsules also showed moderate 
antiproliferative activity, but with less selectivity, against breast cancer, kidney, and liver 
cancer cells. The nanocapsules showed good antileukemic activity, with excellent selectivity 
in the Kasumi-1 cell line (acute myeloid leukemia), inducing cell death through apoptosis, 
confirmed by caspase cleavages. Neither amyrin nor nanocapsules loaded with amyrins at 
10 mg/kg showed hypoglycemic activity. However, at the dose 5 mg/kg, they showed 
hypoglycemic activity that was not statistically different from the standard drug (acarbose, 
100 mg/kg). The nanocapsules, at a dose of 2000 mg/kg in a single dose, showed no signs 
indicating toxic effects during the 14 days after administration and were classified as "not 
classified as a toxic substance" according to the OECD 423 criterion. Conclusion: Stable 
nanocapsules were developed that do not present acute toxicity, and show good antitumor 
and antileukemic activity, and moderate hypoglycemic activity in rats. Amyrin nanocapsules 
are a promising product that needs to be further investigated to prove their real utility as 
antitumor and antileukemic. 

Keywords: 1. Amyrin; 2. Nanocápsules; 3. Nanotechnology; 4. leukemia, 5. Antitumoral; 6. 
Diabetes. 
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 INTRODUÇÃO 

 

Substâncias derivadas de produtos naturais vêm desempenhando um papel cada 

vez mais marcante na pesquisa cientifica para o descobrimento de novas moléculas com 

atividade farmacológica. Um percentual bem expressivo de ativos com atividade antitumoral 

e anti-infecciosa, comercializados no mercado são obtidos de produtos naturais 

(DEHELEAN et al., 2021). Desse modo, a comunidade cientifica tem focado os estudos em 

extratos de origem vegetal, procurando identificar moléculas ativas e conhecer suas 

atividades biológicas e entender como agem contra doenças. Pode ser dito que, está 

ocorrendo uma popularização no estudo das plantas como fontes de ativos contra as mais 

diversas doenças (BELOSLUDTSEV et al., 2022).   

Espécies nativas da floresta amazônica tem um enorme potencial farmacológico. As 

espécies de Protium (Protium sp.) estão entre as espécies de plantas mais abundantes na 

Amazonia (BARBOSA et al., 2018). Estas espécies produzem uma oleoresina conhecida 

como breu branco, que é usada tradicionalmente para o tratamento de feridas infectadas, 

úlceras da pele (Barbosa et al. 2018), e para reduzir inflamações (MORAES et al., 2013). A 

oleoresina de Protium sp. contém uma grande diversidade de substâncias químicas, 

principalmente triterpenos, onde α, e β-amirina (triterpenos pentacíclicos) são os mais 

importantes (FERREIRA et al., 2017). 

As amirinas são substâncias apolares, insolúveis em água, solúveis em solventes 

orgânicos como éter etílico, n-hexano, benzeno e clorofórmio (MAHATO; KUNDU, 1994). 

Estudos das características físico-química destes triterpenos têm relatado sua alta lipofilia 

(Log P~8) como um fator limitante para seu uso terapêutico. Apesar dos estudos mostrarem 

uma boa atividade farmacológica, sua baixa solubilidade aquosa tem se apresentado como 

inconveniente para sua administração por via oral (MALLAVADHANI et al., 2004; FROTA, 

2011). 
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Uma das formas mais inovadoras de usar produtos derivados de plantas, e melhorar 

sua atividade em diversas condições de saúde, é a formulação de nanopartículas. Entre as 

nanopartículas, as nanocápsulas tem apresentado um grande potencial como carreador de 

fármacos pouco solúveis. Isso, devido ao aumento da solubilidade e da biodisponibilidade 

dessas substâncias (MORA-HUERTAS et al., 2010). Segundo a literatura, apenas dois 

intentos de aumentar a solubilidade da mistura isomérica de α, β-amirina foram informadas. 

Rodrigues e colaboradores (2013) prepararam uma nanoemulsão contendo α, β-amirina 

para uma possível administração intravenosa, mas nenhum efeito farmacológico foi 

avaliado. Por outro lado, Fernandes et al. (2014) elaboraram uma nanoemulsão utilizando 

um extrato vegetal rico em α, β-amirina, que foi testada como inseticida, porém nenhuma 

outra formulação de nanopartículas contendo amirinas tem sido relatada. 

 No presente trabalho, foi realizada avaliação da estabilidade em prateleira das 

nanocápsulas poliméricas contendo α, β-amirina (desenvolvidas na dissertação de 

mestrado deste autor). Em seguida foram avaliadas a atividade hipoglicemiante in vivo, 

antileucêmica e antitumoral in vitro destas nanopartículas. Adicionalmente, foi avaliada a 

toxicidade aguda oral das nanocápsulas poliméricas contendo α, β-amirina. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

• Avaliar a estabilidade, atividade antileucêmica e antitumoral in vitro, assim como a 

atividade hipoglicemiante (in vivo) e a toxicidade aguda oral das nanocápsulas 

poliméricas carregadas com α, β-amirina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Obter e caracterizar nanocápsulas poliméricas carregadas com α, β-amirina; 

• Avaliar a estabilidade em prateleira das nanocápsulas contendo α, β-amirina;  

• Avaliar a atividade antileucêmica e antitumoral in vitro das nanocápsulas contendo 

α, β-amirina; 

• Avaliar a atividade hipoglicemiante das nanocápsulas contendo α, β-amirina;  

• Avaliar a toxicidade aguda oral das nanocápsulas contendo α, β-amirina. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Amirinas 

Os triterpenos estão entre os componentes mais comuns presentes nos produtos 

derivados de plantas, especialmente nos óleos essenciais e oleoresina. A mistura isomérica 

dos triterpenos α e β amirina é o principal constituinte isolados da oleoresina de Protium 

ssp. (FERREIRA et al., 2017). As amirinas (α e β) são triterpenos pentacíclicos (Figura 1) 

pertencentes ao grupo dos ursanos e oleanos. Apresentam diferença básica na estrutura 

química, apenas do anel aromático “E”. Assim, quando o anel está posicionado no C20 e 

contém duas metilas é chamado de β-amirina (oleano) e quando contém uma metila no C20 

e outra no C19 é chamado de α-amirina (ursano), sendo estereoisómeros (BARROS et al., 

2011; HALDAR et al., 2014; OLIVEIRA, 2005).  

As amirinas mostraram efeito anti-inflamatório (in vivo) em camundongos, o que 

poderia explicar seu uso etnofarmacológico (MORAES et al., 2013). Também foi relatado o 

efeito antinociceptivo das amirinas (em camundongos) no nível periférico, espinhal e 

supraespinhal via inibição da proteína quinase A e C (OTUKi et al., 2005). A α, β-amirina 

continua apresentar grande interesse científico devido ao seu potencial farmacológico como 

gastroprotetor e anti-inflamatório (OLIVEIRA et al. 2004; SANTOS et al. 2012; CARVALHO 

et al. 2017). 

 

Figura 1. Estrutura química dos triterpenos pentacíclicos, A) α amirina, B) β amirina e C) lupeol 
 

Os triterpenos α e β-amirina mostraram citotoxicidade contra algumas linhagens 

celulares de câncer, como HL-60, leucemia promielocítica, SF-295, glioblastoma, HCT-8, 
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câncer de cólon, MDAMB-435 e melanoma (BARROS, et al., 2011). Ambas as amirinas 

apresentaram atividade antineoplásica fraca mediada por apoptose, que, no entanto, foi 

seletiva, quando avaliadas contra outras linhas de células cancerígenas como 

adenocarcinoma de mama e colorretal, fígado, carcinoma pulmonar, adenocarcinoma 

pancreático, carcinoma de próstata e renal (BARROS, et al., 2011; MISHRA et al., 2016). 

Por estas razões, a oleoresina de Protium spp. representa não só um valioso produto 

extrativista, mas uma fonte de compostos naturais com grande potencial farmacológico, o 

que justifica o crescente interesse da comunidade científica por esse produto (NETO et al., 

2021). Também foi reportado o efeito hipoglicêmico (SANTOS et al., 2012) e hipolipêmico 

das amirinas (SANTOS et al. 2012; CARVALHO et al., 2017), porém sua baixa solubilidade 

em água limita seu uso como um medicamento. 

3.1.1Toxicidade das amirinas 

Oliveira et al., (2005) administraram em camundongos, via intraperitoneal, a 

oleoresina e a mistura isomérica α,β-amirina. O estudo não evidenciou sinais de toxicidade 

e nem potencialização de atividade tóxica. Nesse trabalho, os autores administraram (por 

gavagem) em ratos, a mistura de isômeros de amirina em dose de 5g/kg e pela via 

intraperitoneal até 2g/Kg. Os resultados mostraram ausência de toxicidade. 

Um estudo realizado por Ishii et al., (2015), incubaram células endoteliais de veia 

umbilical humana, cultivadas em diferentes concentrações de β-amirina, em um intervalo 

de 24 a 72h. Não foi observado nenhum efeito inibitório da viabilidade celular. Thirupathi et 

al.,(2016),  trataram ratos com β-amirina em doses 10 e 50 mg/kg por via oral durante 30 

dias. O resultado mostrou ausência de eventos tóxicos. No entanto, quando a dose foi 

superior a 50 mg/kg, causou tremores nos animais, ataxia, aumento da respiração e 

letargia.  

Em um experimento realizado por VITOR et al. (2009), foi administrado em 

camundongos a mistura triterpênica de α,β-amirina em doses variando entre 5 e 300 mg/kg. 
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Os animais foram observados até o 14º dia e não apresentaram nenhum sinal de toxicidade, 

nem alteração no consumo de água e alimentos e no  peso corporal, quando comparado 

com o grupo controle. Contudo, quando a dose é elevada para 2000 mg/kg um dos animais 

foi a óbito no período estabelecido anteriormente. O estudo mostrou que é seguro o uso do 

triterpeno em doses até 300 mg/kg em camundongos. 

3.2 Nanotecnologia 

 A nanotecnologia estuda as aplicações de objetos e dispositivos que possuam pelos 

menos uma de suas dimensões físicas na escala nanométrica (10-9 m) (PIMENTA; MELO, 

2004). É uma ciência em desenvolvimento crescente que é capaz de associar metodologias 

de diversas áreas da pesquisa e tem diversos leques de aplicação (IRACHE et al., 2011).  

Pesquisas  têm-se desenvolvido com o objetivo de obter novos produtos capazes de 

oferecer vantagens, como: melhor solubilidade, biodisponibilidade e estabilidade. Essas 

vantagens são atribuídas ao tamanho nanométrico, que pode produzir efeitos melhorados 

às formulações, quando comparado ao fármaco usado na forma tradicional (DIMER, et al., 

2013). 

As nanopartículas são usadas no âmbito farmacêutico como transportadores de 

princípio ativo, principalmente para ativo com propriedades insolúveis (PLAPIED, et al., 

2011; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Elas se caracterizam por manter a 

estabilidade do princípio ativo por longos períodos frente a fatores como o oxigênio e 

umidade. Também protegem o princípio ativo do ambiente ácido estomacal e das enzimas, 

permitindo que o fármaco passe pelo estômago sem sofrer alteração. A forma de 

nanopartículas eleva biodisponibilidade e a solubilidade dos fármacos; permite o controle 

da liberação e seu direcionamento para um alvo específico. 

3.2.1 Tipos de Nanopartículas Poliméricas  

Nanopartículas poliméricas são estruturas coloidais que têm em sua composição 

polímeros de origens naturais, sintéticos ou semissintéticos biodegradáveis. Estas 



 
 

                                                                                                                                                                   REVISÃO DA LITERATURA 21 

estruturas poliméricas têm ampla utilização para liberação de fármacos podendo direcionar 

o agente terapêutico para locais específicos ou mesmo controlar sua liberação (RAWAT  et 

al., 2006). As nanopartículas poliméricas podem ser divididas em duas categorias: 

nanoesferas e nanocápsulas e esta divisão depende da composição e organização 

estrutural (Figura 2).  

As nanocápsulas possuem um sistema tipo reservatório com núcleo líquido (Figura 

2a). O núcleo pode ser oleoso ou aquoso e estará envolvido por uma camada de 

recobrimento polimérica sólida (Figura 2b) (invólucro ou parede polimérica). O fármaco 

pode estar dissolvido ou disperso no núcleo e/ou incluído ou adsorvido na parede polimérica 

(Figura 2c) (LETCHFORD; BURT, 2007; ANTON et al., 2008). As nanoesferas (Figura 2d) 

têm como características a não diferenciação de parede e o núcleo é uma matriz onde o 

fármaco estará disperso no polímero (MORA-HUERTAS et al., 2010). A formação de 

nanoesferas ocorre por um processo de trama entre o fármaco e os polímeros formadores 

da matriz (KHOEE; YAGHOOBIAN, 2008). 

 
Figura 2. Exemplos de nanopartículas (“a” nanocápsulas núcleo líquido, “b” nanocápsula contendo dispersão
molecular, “c” nanocápsula núcleo solido e “d” nanoesferas).  
Fonte: (Mora-Huertas et al., 2010) 
 
       Existem duas grandes metodologias para obtenção de nanopartículas. Métodos de 

polimerização onde o polímero se forma por polimerização de monômeros na hora de 

formar a nanopartícula e uma segunda metodologia que utiliza polímeros pré-formados ou  
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prontos. Essa última é a mais usada em ciências farmacêuticas. Polímeros como os 

derivados do ácido metacrílico/ésteres de acrilato (Kollicoat®, Eudragit), ácido poli-láctico, 

ácido poliláctico-co-glicólico e poli-ε-caprolactona estão entre os mais usados (FESSI et al., 

1989; SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES et al; 2007; FATTAL; VAUTHIER, 2002; 

VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2008). 

 Fessi et al., (1989) desenvolveu a técnica de deposição de polímero, também 

conhecido como nanoprecipitação (Figura 3). É um método que elimina a presença 

indesejável de monômeros e solventes residuais, que são produzidos pelo processo de 

polimerização in situ e evita a possibilidade de reação cruzada entre o monômero e o agente 

terapêutico. Esta técnica consiste na dissolução do fármaco e os polímeros em um solvente 

orgânico não perigoso (acetona ou etanol, por exemplo), que podem estar associados com 

óleo (se for necessário), e um tensoativo de baixo EHL (equilíbrio hidrofílico-lipofílico).  

    

 
Figura 3. Representação esquemática de preparação de nanopartículas obtidas pelo método deposição do 
polímero pré-formado. 
Fonte: Adaptado de  GUTERRES et al., 2007 

Esta fase, chamada de fase orgânica, é adicionada lentamente sobre a fase aquosa, 

composta de água e tensoativo de alto EHL. O resultado desta mistura com agitação é a 

formação de nanocápsulas (quando há presença de óleo) e ou de nanoesferas (na ausência 

de óleo), os tamanhos de partícula variam, geralmente, de 200 a 500 nm, e tem como 
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vantagem, alta estabilidade e  elevada taxa de encapsulação em especial para agentes 

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

3.3 Atividade antileucêmica e antitumoral 

3.3.1 Atividade antileucêmica 

A leucemia é uma neoplasia das células sanguíneas formadas na medula óssea. 

Caracteriza-se por uma elevação da quantidade de leucócitos (leucocitose) no sangue 

periférico e na medula óssea. Os tipos principais de leucemia são a leucemia linfoide (ALL), 

leucemia linfoide crônica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crônica 

(LMC). A incidência de leucemia é elevada, com taxas que atingem os 474.519 diagnósticos 

na América do Norte (KRUEGER, 2008; GLOBAL CANCER STATISTICS, 2018). A doença 

pode ser diagnosticada em todas as idades desde o recém-nascido ao individuo idoso 

(JULIUSSON, et al., 2012). A patologia pode disseminar por meio de uma cascata de 

acontecimentos moleculares que envolve intravasamento, extravasamento, e colonização 

dos tecidos (JIN, et al., 2006; SIPKINS, et al.,2005). O tratamento desta patologia, requer 

uma estratégia bem definida, e a recidiva da doença é bem frequente (DÖHNER, et al., 

2017; INABA H, GREAVES M, MULLIGHAN CG. 2013). 

Leucemia Linfoblástica aguda - afeta principalmente a população infantil. A 

patologia inicia por conta de uma parada dos linfoblastos (precursores linfoides) no estágio 

inicial de crescimento. A medula óssea é invadida por fibroblastos, provocando uma 

diminuição acentuada das células sanguíneas normais. Ocorre também a colonização dos 

fibroblastos em outros órgãos como fígado, baço e gânglios linfáticos. O quadro clínico do 

paciente apresenta sintomas como febre, dor óssea, infecção, neutropenia, anemia, 

trombocitopenia e linfadenopatia (EBERT EC, HAGSPIEL KD . 2012; MEDINGER, et al., 

2019). 

Leucemia linfocítica crônica - é o tipo mais frequente na população adulta. A média 

de idade está por volta dos 50 a 60 anos. Diferencia-se de outros tipos de leucemia devido 
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ao amontoamento de linfócitos maduros e imunocompetentes nos órgãos linfoides e na 

medula óssea. É normalmente assintomática, podendo ocorrer fadiga generalizada e 

esplenomegalia. Pode evoluir com gravidade levando o indivíduo a óbito por linfoma difuso 

de células grandes, chamado também de Síndrome de Richter (EBERT EC, HAGSPIEL KD 

., 2012; BOSCH F, DALLA-FAVERA R., 2019; SCARFÒ L, FERRERI AJ, GHIA P.,2016). 

Leucemia Mieloide Aguda - acomete de forma acentuada a população adulta. 

Produz inibição do amadurecimento dos precursores hematopoiéticos sendo caracterizado 

por cerca de 20% de blastos na medula óssea. Tendo como consequência infiltração da 

medula óssea por células leucêmicas, reduzindo as células normais da medula e ainda, 

afeta a proliferação do processo no sangue (baço e fígado). Sintomas mais frequentes são: 

infecção, fadiga, sangramento e dispneia (EBERT EC, HAGSPIEL KD, 2012; AQUINO VM, 

2002; YAHYA D, HACHMERIYAN M, MICHEVA I, CHERVENKOV T., 2022). 

Uma geração nova de células leucêmicas com uma translocação cromossômica 

8;21, chamada de Kasumi-1, foi descoberta. Originaria de sangue periférico de uma criança 

de 7 anos com sintoma agudo de leucemia mieloide (LMA). As células Kasumi-1 tiveram 

testes positivos para mieloperoxidase mostrando uma morfologia de mieloide de 

maturação. A resposta do teste de proliferação foi evidenciada na cultura com fator 

estimulante de colônia de granulócitos (G-CSF), interleucina-3 (IL-3), IL-6, e granulócitos 

macrófagos LCR (GM-CSF), contudo, não teve o mesmo resultado com IL-1 ou IL-5. As 

maturações granulocítica e eosinofilica não foram observadas na cultura líquida quando 

adicionado dimetilsulfóxido, IL-5 ou G-CSF, respectivamente. Em contrário, a indução de 

macrófagos foi evidenciada quando adicionado éster de formol. Esta é primeira vez que se 

relata uma linhagem de células LMA humana com t(8;21) com características das linhagens 

de células  mieloides e macrófagos. A célula pode ser um ponto de partida adequado para 

descobrir a fisiopatologia da LMA com t(8;21) (ASOU. et al., 1991). 



 
 

                                                                                                                                                                   REVISÃO DA LITERATURA 25 

Com a descoberta, das células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) este tipo 

celular vem sendo utilizadas com muita frequência em diversas áreas do conhecimento, 

que seja para teste de fármacos conhecidos e/ou novas moléculas in vitro ou para 

modelação de patologias (COLMAN A, DREESEN, 2009; YAMANAKA S. 2013; LÁZARO I, 

YILMAZER A, KOSTARELOS K., 2014). Alterações  hematológicos, inclusa a leucemia 

mieloide (CML) vem sendo modelado pela comunidade cientifica (YILMAZER A, DE 

LÁZARO I, TAHERI H., 2015; HANNA. et al., 2007; LIM, 2015, AKTUNA, A. Y., 2018). 

Leucemia mieloide crônica - este tipo de leucemia tem como principal 

característica a multiplicação de granulócitos e seus precursores. E tem a translocação 

cromossômica como agente causador da patologia. O cromossomo envolvido no processo 

foi nomeado como cromossomo Filadélfia. O quadro clínico é similar a leucemia linfocítica,  

ou seja, assintomático, podendo ocorrer mal-estar, anemia e esplenomegalia (EBERT EC, 

HAGSPIEL KD . 2012; ENRIGHT H, MCGLAVE PB. 1996; FADERL S, TALPAZ M, 

ESTROV Z, KANTARJIAN HM. 1999). 

3.3.2 Atividade antitumoral 

O câncer é uma das patologias mais predominante no mundo. De acordo com a 

OMS, quase 10 milhões de indivíduos vão a óbito anualmente por câncer. Uma em cada 

seis mortes ocorre em decorrência de neoplasia, estimado em 2018. Cerca de 70% de 

novos casos de câncer em todo o mundo são estimados para as duas décadas seguintes 

(Organização Mundial da Saúde, 2023). No Brasil, em 2015 a prevalência era de 576.000 

novos casos. O número subiu entre 2020 e 2022 para os 625 mil novos casos a cada ano, 

o INCA estima em 704 mil o número anual até 2025 (INCA, Instituto Nacional do Câncer, 

2023). 

A neoplasia mamaria é um dos tipos de câncer mais invasivo, ocupando a primeira 

posição em ocorrência no sexo feminino. Representa  11,6 % de todos os diagnósticos de 

câncer do Brasil. O número de mortes no mundo em 2018 foi de aproximadamente 630.000 
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mulheres, representando 15% dos cânceres ligados a óbitos femininos (BRAY et al., 2018). 

O modelo para tratar a neoplasia mamaria é bastante amplo e envolve procedimento 

cirúrgico e quimioterapia (GRADISHAR et al., 2020). A taxa de recorrência é bastante 

elevada no pós-operatório, bem como as complicações em período curto de tempo, 

decorrente do processo cirúrgico (LISSONI et al., 1990; MURTHY et al., 2007). Deste modo, 

os esforços devem ser redobrados e concentrados em esclarecer com maior brevidade a 

patogênese da neoplasia mamaria, com finalidade de elucidar e ampliar novas formas de 

tratamento (LIN. et al., 2021). 

O câncer de próstata é o quinto tipo de neoplasia mais frequente em todo mundo. 

Aproximadamente 240.000 novos casos são registrados a cada ano. Houve uma grande 

evolução na busca do diagnóstico precoce e tratamento desta doença nos últimos anos; 

contudo, seu prognóstico tem se mantido frágil (LI J, DAI L, LEI N et al.,2016). 

O diagnóstico deste câncer é sustentado pela avaliação patológica (biópsia de 

tecido), mas as alternativas de tratamento são definidas pela estratificação do risco com 

base no escore de Gleason, e no PSA, quantificado em sangue sistêmico (HEIDENREICH, 

et al., 2013). A metástase é ainda, disparada o motivo que leva o paciente ao óbito pelo 

câncer prostático. Desse modo, é indispensável o esclarecimento da patogênese desta 

doença maligna, identificar os novos biomarcadores essenciais e descobrir os potenciais 

alvos terapêuticos (LI J, DAI L, LEI N et al., 2016). 

O câncer de pulmão se apresenta como um dos principais causadores de óbitos no 

cenário mundial (1,52 milhão em 2012) (STEWART BW, 2014). Embora tenha se avançado 

nas medidas terapêuticas, a taxa de sobrevida está ao redor de 5 anos dos indivíduos 

portadores da doença (MOODY. et. al., 2015). Contudo, faz-se necessário a implementação 

de novas formas terapêuticas com a finalidade de se elevar as taxas de sobrevida destes 

pacientes (MORENO., et al. 2018). 
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O carcinoma de células renais tem sido descrito como o segundo tipo de câncer 

mais frequente no sistema urológico. É o causador de cerca de 3% das neoplasias malignas 

no mundo (TURAJLIC S, LARKIN J, SWANTON C. SNAPSHOT., 2015), com números que 

podem atingir 338.000 novos casos e 102.000 óbitos por ano (FERLAY et. al., 2015). O tipo 

mais comum é o  carcinoma renal de células claras (75%) e o mais frequente subtipo 

histológico letal de CCR (SHENG et. al.,2017). Até o momento, cerca 40 % dos indivíduos 

têm seu diagnostico inicial com metástase avançada. O procedimento cirúrgico é a única 

forma terapêutica curativa possível para indivíduos com CCR localizado. As terapias que 

produzem dano ao DNA são desaconselhadas por conta do surgimento de multirresistência 

(SHUCH. et al., 2015; BUTI. et al., 2013). Os desafios para o manejo do carcinoma renal 

de células claras é identificar novos alvos terapêuticos, bem como descobrir novos métodos 

para tratar de forma isolada ou associada (Xu. et al., 2018). 

O câncer hepático é um dos principais motivos de óbitos no nível mundial. É o quinto 

tipo mais frequente de malignidade no sexo masculino e oitavo no sexo feminino. O câncer 

de fígado tem sido diagnosticado com muita frequência, os números são bastante elevados, 

cerca de 400.000 homens e mais de 250.000 mulheres tem sido diagnosticado com esta 

doença (SIEGEL RL, MILLER KD, JEMAL.,2016).  As pesquisas mostram que esta doença 

hepática é diagnosticada precocemente (antes dos 20 anos de idade) em nações ricas, e 

somente cerca dos 50 anos em nações pobres (RYERSON AB, EHEMAN CR, 

ALTEKRUSE SF et al., 2016).  

 Estudos revelam que a prevalência da doença é mais elevada no individuo do sexo 

masculino, sendo duas vezes maior, quando comparado com o sexo feminino (RYERSON 

AB, EHEMAN CR, ALTEKRUSE SF et al., 2016). Aliás, a comunidade cientifica alerta para 

a elevação da incidência deste câncer em países desenvolvidos (CHEN W, ZHENG R,

BAADE PD et al.,2016). A elevada ocorrência de câncer de fígado, os tratamentos 

padronizados escassos e os efeitos indesejáveis dos fármacos existentes, requerem 
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exploração e descobertas de novas moléculas bioativas originarias de plantas, para 

combater o alto grau de agressividade biológica produzido por esta patologia (WEN, SONG 

et al., 2018).

3.4 Diabetes 

 Diabetes mellitus é uma doença relacionadas a diversos distúrbios metabólicos. Sua 

principal característica é a hiperglicemia crônica, provocada pela produção e/ou ação 

insuficiente da insulina ou pela combinação dos ambos os mecanismos. Sua patogênese 

envolve fatores genéticos e ambientais (PINHAS-HAMIEL; ZEITLER, 2005). Segundo a 

American Diabetes Association (ADA) a persistência a longo prazo dos distúrbios 

metabólicos resulta em danos que altera a funcionalidade de diversos órgãos, incluindo os 

olhos, rins, nervos e vasos sanguíneos (ADA,2015).   

Diabetes mellitus (DM) é um importante e crescente problema de saúde no mundo, 

independentemente do nível de desenvolvimento dos países. Estimativas da Federação 

Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation, IDF) indicam que 4,6% da 

população mundial (151 milhões de pessoas) tem diabetes tipo I, e 9,3% (463 milhões) tem 

diabetes tipo II. A previsão é que, para 2030, 10,2% (578 milhões) da população mundial 

com idade entre 20 e 79 anos conviva com diabetes. 

  A figura 4 mostra o panorama global da doença. Mantendo estas tendencias, a 

projeção para 2045, atinge um patamar de 10,9%  (700 milhões) de pessoas acometidas  

com este mal (IDF DIABETES ATLAS, 2019). O crescente aumento do número de casos é 

decorrente de variados fatores como: urbanização descontrolada, obesidade, maus hábitos 

alimentares, atividades físicas escassas, maior sobrevida da população, bem como 

aumento da expectativa de vida para indivíduos com diabetes em tratamento (DIRETRIZ 

SBD, 2019). 

A OMS revelou que casos de hiperglicemias se apresentam como o terceiro fator em 

importância relacionados a morte prematura, sendo superado apenas pela hipertensão 
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               Figura 4.  Número de adultos (20-79 anos) com diabetes em todo o mundo 
                    Fonte: (IDF DIABETES ATLAS, 2019) 

arterial e pelos problemas decorrentes do uso do tabaco. A falta de políticas públicas e 

comprometimento de alguns governantes e profissionais de saúde tem contribuído 

drasticamente para evolução do diabetes e suas complicações (BERGMAN; FINEGOOD; 

ADER, 1985). Esses fatores combinados contribuem para o desenvolvimento de processos 

patológicos e, ainda pesa nesta associação, a ausência de diagnóstico, ou seja, o indivíduo 

se mantém doente e não tem ciência da gravidade do caso. Isso ocorre em 50% dos casos 

(adultos), incidindo fortemente nos países em desenvolvimento atingindo cerca de 84,3% 

dos pacientes diabéticos (BEAGLEY et al., 2014). Isso aumenta o número de internações 

e eleva o custo do sistema de saúde impactando diretamente na sociedade 

(COLLABORATORS et al., 2016). Esta doença causa tanta preocupação no mundo que a 

OMS a declarou como a única doença não transmissível que é reconhecida como uma 

epidemia (OMS, 2011).  

3.4.1 Modelos Experimentais de Diabetes  

 Diversos modelos experimentais podem ser usados para avaliar a atividade de 

fármacos em doenças como o diabetes. O uso de modelos experimentais em diversos tipos 
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de animais tem como finalidade demonstrar os mecanismos de cura e dos processos 

patológicos causados por medicamentos e outras substâncias (CESARETTI; KOHIMANN, 

2006; FAGUNDES; TAHA, 2004). 

Os camundongos, como biomodelo experimental, permitem, em grande medida, o 

entendimento das condições patológicas da espécie humana (PELTONEN L, MCKUSICK 

VA.,2001). A homologia genética entre as espécies (humana e animal) favorece o melhor 

entendimento da doença. Por isso, estes modelos são bastante utilizados (HEYDEMANN, 

2016). Os modelos em ratos também são amplamente usados na tentativa de compreensão 

do efeito de fármacos na saúde humana e animal (ISLAM, M.S., LOOTS, D.T.,2009, 

IANNACCONE; JACOB, 2009). Alguns dos principais modelos experimentais em ratos e 

camundongos que tem se utilizados são apresentados na tabela 1.  

Aloxana (5,5-dihidroxilpirimidina-2,4,6-triona) é uma molécula sintética derivada da 

ureia que causa inibição da enzima glucoquinase, que por sua vez, inibe a produção de  

Tabela 1.  Modelos experimentais usados para estudos pré-clínicos de diabetes tipo 1 e tipo 2 

Fonte: DATASUS/MS, 2019 

Métodos de Indução Modelo Animal Descrição Referências 

 
Indução Química 

Indução com aloxano inibição seletiva da secreção de insulina 
estimulada por glicose. 

Rayburn 
WF, 1997 

Indução com 
estreptozotocina 

Danifica a célula β pancreática, causando
hipoinsulinemia e hiperglicemia. 

(GVAZAVA 
et al., 2018) 

 
 
 
Autoimune 
espontâneo 

 
Camundongos diabéticos 

não obesos 

Modelo poligênico de diabetes tipo 1 
caracterizado por hiperglicemia e infiltração 
leucocítica da ilhota pancreática de 
Langherans. 

(KING, 
2012) 

 
Rato BB (BioBreeding) 

Desenvolver espontaneamente 
hiperglicemia e cetoacidose que 
caracterizam o início clínico do diabetes tipo 
I 

(KING, 
2012) 

 
 
 
Induzido 
geneticamente

 
Ratos obesos Zucker 

Modelo de obesidade genética 
caracterizado por hiperlipidemia e 
hipoinsulinemia. 

(WANG; 
CHANDRAS

EKERA; 
PIPPIN, 
2014) 

Ratos diabéticos obesos 
Zucker 

Desenvolvido com mutação missense no
gene do receptor de leptina. Isto 
desenvolve obesidade sem diabetes e é 
usado no estudo do tipo 2 diabetes 

(A, 2016)

 

Induzido por vírus 

 
Modelo induzido pelo vírus 

Coxsackie B 

Desenvolve diabetes mellitus 
insulinodependente como resultado da 
reestimulação das células T auto reativas 
resultantes. 

 
HORWITZ 

et al .,1998) 
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insulina pelas células β-pancreáticas (ROHILLA; ALI, 2012). Utiliza-se para induzir Diabetes 

mellitus, que leva a doença pelos seguintes mecanismos (LENZEN, 2008): por inibição da 

insulina estimulada pela glicose, isso ocorre devido a inibição elevada da enzima  

glucoquinase, que é a responsável por detectar a glicose nas células beta no  pâncreas 

(MIKA KATOH,KOICHI SAKURAI, 2002) e pela a formação de radicais livre e, 

consequentemente, radicais superóxidos (SZKUDELSKI, 2001). 

Estreptozotocina (STZ) quimicamente é n-(metilnitrosocarbamoil) -α-d-glucosamina. 

É produzida pelo fungo Estreptomicetos acromogenes e produz atividade biológica 

antibacteriana (WU; YAN, 2015). As células β pancreáticas possuem alta afinidade por esta

molécula, que provoca lesões irreversíveis nestas células (RAKIETEN N, RAKIETEN ML,  

NADKARNI MR, 1963). A STZ também provoca toxicidade celular semelhante a glicose 

(MIKA KATOH,KOICHI SAKURAI, 2002, RERUP C.C, 1970).  A STZ é a molécula mais 

utilizada para induzir Diabetes mellitus em animais experimentais (ELEAZU et al., 2013).  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Procedimentos experimentais 

Os trabalhos foram realizados em três etapas (Figura 5): a primeira no Laboratório 

de Inovação e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacêutica da Universidade Federal do 

Amazonas (LIDETEF), onde foram preparadas as nanocápsulas (em suspensão aquosa) 

que foram utilizadas na pesquisa, a morfologia das amirinas e das nanocápsulas foi 

realizada no Centro Multiusuário para Análises de Fenômenos Biomédicos (CMABio) da 

Universidade Estadual do Amazonas (UEA). A segunda etapa foi desenvolvida no 

Laboratório de atividade Biológica Farmacêutica da Universidade Federal do Amazonas 

(BioPhar). Neste foram realizados os testes enzimáticos. A atividade antileucêmica foi 

realizada no Laboratório de Biologia Celular e Molecular da Escola Paulista de Medicina, 

Universidade Federal de São Paulo UNIFESP, e Atividade antiproliferativa, este ensaio foi 

realizado em parceria com o Laboratório de Cultura Celular Avançado (LCCA) da Faculdade 

de Ciências Farmacêutica da Universidade Federal de Matogrosso do Sul (UFMS), sob 

orientação da Professora Dra. Renata Trentin Perdomo.  Na terceira etapa, foram realizados 

testes in vivo (em camundongos), na Universidade Federal do Amazonas (UFAM), sob 

autorização do Comitê de ética da UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS, e 

aprovado sob o n° 014/2020.  

4.2 Reagentes 

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade farmacêutica. Kollicoat® Mae 

100P, foi gentilmente doado pela BASF-SP (Brasil). A Poly-ε-caprolactona (PCL) foi 

comprada da Sigma (EUA), e a Eudragit® E100 foi comprada da Evonik (Brasil). Produtos 

químicos e soluções tampão foram adquiridos da Alphatec (Brasil).  
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O ativo usado neste trabalho é uma mistura isomérica de α,β-amirina com 98% de 

α,β-amirina. O ativo foi extraído e purificada segundo a metodologia de Florentino Neto  e 

colaboradores (2018).  

 

Figura 5. Fluxograma experimental  

*NCαβA -  Nanocápsulas de amirinas 

4.3 Desenvolvimento das nanocápsulas contendo α, β-amirina  

 As nanocápsulas de amirinas foram preparadas (Figura 6) pelo método de 

deposição interfacial de polímero seguido de deslocamento do solvente (FESSI et al., 1989) 

segundo Florentino Neto e colaboradores (2018). 

Preparação da fase orgânica: em um agitador magnético a 400 rpm (Fisatom, 

Brasil), foi preparada uma solução acetona (15 mL), Span 20 (500 mg), palmitato de

isopropila (500 mg) e α, β-amirina (50mg). Posteriormente, foi adicionado o Kollicoat MAE 

(500 mg) previamente dissolvido em 5 mL de etanol 96% e a agitação foi mantida por 20 

minutos. Preparação da fase aquosa: esta composta por água (50 mL) e Tween 80 (500 



 
 

                                                                                                                                                            RESULTADOS E DISCURSSÃO 34 

 

Figura 6. Esquema de preparação das nanocápsulas de amirinas. 

mg), foi mantida em agitação a 400 rpm por 20 minutos, em temperatura ambiente. A fase 

orgânica foi adicionada à fase aquosa (≈1mL/min) usando uma bureta e a mistura foi 

agitada por mais 15 minutos a 400 rpm. Posteriormente, a mistura foi homogeneizada por 

5 min em agitador de alta cisalha Ultraturrax® (IKA, Suíça) a 10 mil rpm. Para formar as 

nanocápsulas de amirinas, o solvente foi eliminado em um evaporador rotativo a vácuo 

(IKA, Suíça) a 50°C (Figura 6).   

4.4 Avaliação do tamanho das partículas e o índice de polidispersidade 

 O tamanho de partícula e o índice de polidispersidade foram medidos por PCS 

(espectroscopia de correlação de fótons) usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern, Reino 

Unido). Foi usado um comprimento de onda de 633 nm, ângulo de dispersão de 173° e 

temperatura 25°C (RODRIGUEZ et al., 2017). Antes das medições, a solução de 

nanocápsulas de amirinas foi filtrada usando uma membrana Millipore® (0,45 mm). As 

medições foram feitas em triplicata, e foi reportada a média ± desvio padrão. 

4.5 Determinação do Potencial zeta 

O potencial zeta e a condutividade foram medidos em um analisador de tamanho de 

partículas (Zetasizer, Malvern, UK), usando uma célula descartável de policarbonato. As 

medidas de mobilidade eletroforética foram automaticamente convertidas em potencial zeta 
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usando a aproximação de Smoluchowsky. As medições foram feitas a 25°C, utilizando uma 

tensão de 150V (RODRIGUEZ et al., 2017). Cada amostra foi medida em triplicado, e a 

média ± desvio padrão foi registrada. 

4.6 Eficiência de encapsulamento  

Uma alíquota de 400 μL da suspensão de nanocápsulas de amirinas foi colocada 

em um tubo de ultrafiltração de 1 mL (MS®, EUA), que foi então centrifugado a 13 Krpm por 

30 min, a 5°C.  Em um  tubo Eppendorf de 2 mL, foram colocados 200 μL do sobrenadante 

mais 12 μL de acetato de etila, e 96 μL de acetonitrila. A amostra foi filtrada usando uma 

membrana Millipore® (45 μm) e imediatamente, 20 μL foram injetados no sistema HPLC. O 

ensaio foi realizado em uma coluna Phenomenex Luna C18 de 5μm (25x5cm). Foi usada 

como fase móvel uma mistura acetonitrila: água (60:40 v:v). O tempo de execução foi de 

15 min, a uma vazão de 0,8 mL/min. A detecção do sinal foi feita a 200 nm. O teor de 

amirinas presente no ativo (que foi isolado e purificado em um trabalho anterior, 

(FLORENTINO NETO e colaboradores  2018) foi quantificada pelo método da curva de 

calibração, utilizando um padrão amirina (Sigma, EUA). O método foi validado por 

Florentino Neto e colaboradores (2018), para avaliar a pureza das amirinas, determinar a 

eficiência da encapsulação e a capacidade de carga. A eficiência da encapsulação  (EE) 

foi calculada usando a equação 1: 

EE(%) = 2 ∗ ( − ACL)                                                                                                      (1) 

Onde: 50, é a massa de amirinas (em mg) usada para a preparação das nanocápsulas, e 

ACL é a massa de amirinas quantificada no líquido sobrenadante (mg). 

4.7. Capacidade de carga

Para determinar a capacidade de carga, 250 mL de nanosuspensão foram liofilizados 

(Terroni, Brasil). Foi pesada uma massa de 50 mg das nanocápsulas de amirinas liofilizadas 

e dissolvidos em 2mL de PBS com agitação em Vortex.  Um mL foi filtrado usando uma 
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membrana Millipore® (45 μm) e imediatamente, 20 μL foram injetados no sistema HPLC. O 

teor de amirinas na massa de nanocápsulas liofilizada foi calculado usando a equação 2:  

Capacidade de carga (%)=
AC

W
*100                                                                                                   (2) 

Onde:  AC, é o teor de amirinas determinado, em mg e W é a massa de nanocápsulas 

utilizadas para análise. 

4.8  Perfil de liberação das nanocápsulas 

O perfil de liberação foi avaliado, in vitro, em um aparelho de dissolução de pá (Nova 

Ética, Brasil) a 37 ±1 °C utilizando 500 mL de tampão PBS (pH 7.4) como meio de 

dissolução. Uma massa de 250 mg das nanocápsulas de amirinas liofilizadas foi colocada 

no meio de dissolução e agitada a 75 rpm por 60 min. Alíquotas de 3 mL foram removidas 

a cada 5 minutos e substituídas pela mesma quantidade de solução PBS. Um mL da 

amostra foi utilizado para medir o tamanho das partículas e o índice de polidispersão. Os 

outros dois mililitros foram centrifugados às 14 Krpm por 25 min, a 4 °C. Um mL do líquido 

sobrenadante foi filtrado através de uma membrana Millipore® (0,45 μm), e 20 μL de líquido

sobrenadante filtrado foi diretamente injetado no sistema HPLC (como descrito na Seção 

4.6). O ensaio foi realizado em triplicata. 

4.9 Avaliação do efeito do pH sobre o tamanho das partículas 

O efeito do pH sobre o tamanho das partículas de nanocápsulas de amirinas e no 

potencial zeta foi determinado usando um titulador MPT-2 (Malvern, Reino Unido) acoplado 

a um analisador de tamanho de partícula (Zetasizer Nano ZS, Malvern, UK).  Hidróxido de 

sódio (0,1 mol/L) e ácido clorídrico (0,1 mol/L) foram utilizados como titulantes. O 

instrumento foi calibrado utilizando soluções tampão (pH 4, pH 7, pH 10; Alphatec, Brasil). 

As medidas foram realizadas em triplicatas a 25 °C. 

4.10 Avaliação do efeito da temperatura sobre o tamanho das partículas 

Foi avaliado o efeito da temperatura no tamanho das partículas e o índice de 

polidispersão das nanocápsulas de amirinas. A suspensão de Nanocápsulas de amirinas 
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foi aquecida de 20 a 70°C, em intervalos de 5°C.  A amostra foi mantida por 5 minutos a 

cada temperatura antes da medição. O tamanho das partículas e o índice de polidispersão 

foram medidos em triplicata, e os resultados foram expressos como a média ± desvio 

padrão. 

4.11 Avaliação da morfologia 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV): Foi avaliada a morfologia das 

nanocápsulas secadas por spray drying usando MEV. As micrografias foram obtidas 

utilizando um microscópio eletrônico de varredura JEOL, MEV-JSM-IT500HR (USA). As 

amostras foram fixadas em fitas de carbono sobre os porta amostras e submetidas a 2 

minutos de metalização com ouro usando um dispositivo metalizador Smart Coater (JEOL, 

USA). O equipamento foi operando a 5 kV sob alto vácuo, e diversas magnificações (370x 

e 6500x). 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET): As nanocápsulas de amirinas em 

suspensão, foram microfotografadas usando um microscópio eletrônico de transmissão 

MET-JEM 1400 Flash (JEOL, USA). As amostras foram depositadas sobre grades de cobre 

de 200 mesh recobertas com filme para a formação do filme na superfície da lâmina. O 

equipamento foi operando a 5 kV sob alto vácuo. Magnificação (6500x). 

4.12 Avaliação da estabilidade em prateleira 

Amostras das nanocápsulas de amirinas (50 mL) foram mantidas em frascos âmbar 

por 18 meses a 25 ± 2°C e 65% de umidade relativa. O tamanho das partículas, o índice de 

polidispersão, o potencial zeta e o pH foram medidos nos dias 0, 7, 15, 30, 60, 90, 180, 360 

e 540. Todas as medidas foram feitas em triplicata, e os resultados foram expressos como 

a média ± desvio padrão. 

 4.13 Avaliação da atividade biológica 

4.13.1 Atividade antiglicante: Via Oxidativa 
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A atividade antiglicante foi avaliada de acordo com Kiho (2004) com ligeiras 

modificações. A reação foi efetuada em triplicata com as concentrações de: Albumina (BSA) 

10 mg/mL, Glioxal 30 mM, e 1 mg/mL do MA3 (dissolvidos em DMSO). As soluções de 

glioxal e BSA foram preparadas em tampão fosfato (0,2 M, pH 7.4), contendo azide de sódio 

3 mM como agente antimicrobiano. Resumindo, os 300 μL da mistura total da reação estão

compostos por: BSA (135 μL), glioxal (135 μL) e DMSO ou MA3 (30 μL), A mistura foi

incubada á 37°C durante 48 horas (em condições estéreis e no escuro). Após a incubação, 

cada amostra foi analisada no leitor de microplaca pela intensidade da fluorescência 

(emissão λ330nm e excitação λ420nm). A quercetina foi utilizada como padrão e o DMSO

como controle negativo. A porcentagem de inibição foi calculada usando a equação 3. Os 

resultados foram expressos em porcentual de inibição e a CI50 e foi calculado através do 

programa estatístico GraphPad Prisma 6.0. 

% çã = 1 −



∗ 1                                                                                              (3) 

 
Onde: Fp  = (Fluorescência do branco – Fluorescência da Amostra) 

           FC = (Fluorescência do branco – Fluorescência do Controle) 

4.13.2 Atividade antiglicante: Via não oxidativa 

A atividade antiglicante via não oxidativa foi avaliada de acordo com Kiho (2004) com 

modificações. Foram seguidos os mesmos passos que para avaliação pela via oxidativa 

albumina-Frutose, mas foi usado como substrato frutose (0,1mM), tempo de incubação foi 

de 72 horas e o padrão utilizado foi a aminoguanidina. 

 4.13.3 Atividade inibitória da lipase pancreática 

A avaliação foi feita de acordo com a metodologia de Slanc et al., (2009) com 

modificações. A lipase pancreática suína tipo II, foi diluída em tampão TRISMA-HCL 75mM 

pH 8,5. O substrato 4-Nitrophenyl palmitate (PNP) foi preparado sendo diluído primeiro em 

acetonitrila depois em etanol na proporção de 1:4 (v/v). Nos poços da microplaca (em 

triplicata) foi colocado 30µL das amostras, padrão e/ou controle (DMSO) e 250µL da enzima 
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(0,8 mg/mL). As placas foram incubadas no escuro por 5 minutos a 37°C. Após incubação, 

foi adicionado 20µL de PNP (4mg/mL), e incubou-se novamente por 10 minutos, até que a 

leitura do controle foi de 1,000 ± 0,1. Orlistat foi usado como padrão e as leituras foram 

feitas em um leitor de microplacas (Multimode Detetor DTX 800, Beckman, UK) à 450 nm. 

Realizou-se os cálculos do porcentual de inibição usando a equação 4:

% çã = 1 −
()


∗ 1                                                                                            (4) 

Onde: Ap = (Absorbância de branco - absorbância da amostra) a 450 nm e  

           Ac = (Absorbância do Branco - Absorbância do Controle). 

A IC50 foi determinada pela análise de probabilidade utilizando o software GraphPad 

(CA, EUA), com nível de significância de 0,05. As concentrações que apresentaram uma 

inibição maior de 50% foram usadas para fazer a determinação da IC50. 

4.13.4 Atividade inibitória da α-glicosidase 

A atividade inibitória de α-glicosidase foi baseada na metodologia de ANDRADE- 

CETTO et al., (2008) com modificações. Inicialmente, foi preparada a enzima numa 

concentração de 3 mg/mL, partindo do pó de intestino de rato. A mistura foi agitada por 5 

minutos, centrifugada a 3600 rpm por 10 minutos. O sobrenadante que continha a enzima 

α-glicosidase e separado. O substrato 4-nitrofenil-D-glucopiranósido (4-NPGP) e a enzima 

foram diluídos em tampão fosfato10 mM de pH 6,9. Em seguida foram colocados 30µL da 

amostra, 30µL do padrão e/ou controle (DMSO) nos diferentes poços da microplaca (em 

triplicata), e 170µL da enzima. A placa foi incubada durante 5 minutos a 37°C no escuro. 

Depois, à enzima foi adicionada de100µL do 4-NPGP (5mg/mL), e incubada novamente por 

20 minutos ou até que a leitura do controle à 405nm for de 1,000±0,1. Realizou-se os 

cálculos do porcentual de inibição usando a equação 5:   

% çã = 1 −
(/)


∗ 1                                                                                         (5) 

Onde: A(a/p) = Absorbância de branco - absorbância da amostra) a 450 nm,   

 AC = (Absorbância do Branco - Absorbância do Controle). 
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 A IC50 foi determinada pela análise de probabilidade utilizando o software GraphPad 

(CA, EUA), com nível de significância de 0,05. As concentrações que apresentaram uma 

inibição maior de 50% foram condicionadas para fazer a determinação da IC50. 

4.13.5 Avaliação da atividade antileucêmica 

Células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC) de doadores 

saudáveis foram coletadas após a obtenção do consentimento informado dos pacientes. A 

separação das células mononucleares foi realizada pelo método de gradiente  de 

centrifugação utilizando o histopaque-1077 (Ficol, 1,077 g/cm3) (Sigma, USA) seguindo as 

instruções do fabricante, a 400 g por 30 min. O uso de amostras humanas foi aprovado pelo 

Comitê de Ética da Universidade Federal de São Paulo, sob o número de autorização 

35853720.2.0000.0021. 

As linhagens celulares Jurkat (leucemia linfocítica aguda humana), Molt (leucemia 

linfocítica aguda humana) e Kasumi-1(leucemia mieloide aguda humana) foram cultivadas 

em meio RPMI 1640 (Merck, Alemanha). As células K562 (leucemia mieloide crônica 

humana) e C1498 (leucemia mieloide aguda do camundongo) foram cultivados em meio 

DMEM (Merck, Alemanha). O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Cultilab, Brasil), penicilina U/mL de 100 U/mL e 100 μg/mL de estreptomicina em atmosfera

umidificada a 37°C, e 5% de atmosfera CO2. A atividade citotóxica em células PBMC e 

linhagens de leucemia (105 células/mL) foi avaliada em microplacas de 96 poços. O efeito 

citotóxico do nanocápsulas de amirinas foi comparado com o efeito de nanocápsulas branco 

(bNC) preparada nas mesmas condições descritas na seção 4.3, mas sem α,β-amirina ( 

ASOU, 1991).  

Após 48h de incubação com as substâncias testadas, o meio foi removido e 

adicionado 100 μL de solução de resazurina de 10%. Após 5h, a fluorescência foi lida em

530 nm (excitação) e 590 nm (emissão) usando um leitor de microplaca (FlexStation 3, 

Molecular Devices, Alemanha). Cada experimento foi realizado em triplicata. Os valores 
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médios do metabolismo celular de todos os grupos foram comparados utilizando-se o teste 

de ANOVA de uma via, seguido pelo teste HSD (Diferença Honestamente Significante) de 

Tukey usando p<0,05. 

Ensaio de anexina V / 7- AAD 

 Suspensão de células (105 células/mL) foi estimulada com as nanocápsulas de 

amirinas por 24h. Após esse período, as células foram lavadas e suspensas na solução 

tampão (0,01 M HEPES, pH = 7,4, 0,14 M NaCl e 2,5 mM CaCl2). A suspensão de células 

foi rotulada com isotiocianato de v-fluoresceína anexa (FITC) e 7-AAD (7-amino-

actinomicina D) (Becton Dickinson, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. As 

células foram incubadas no escuro por 20 minutos à temperatura ambiente e, 

posteriormente (ZEMBRUSKI, 2012), 10.000 eventos por amostra foram coletados em um 

citômetro de fluxo (Accuri C6, Becton Dickinson, EUA). A análise dos dados foi realizada 

utilizando-se o software FlowJo, versão 10.7 (Becton Dickinson, EUA)Clivagem das 

carpases-3 

Uma suspensão das células Kasumi-1 (105 células/mL) foram estimuladas com uma

solução nanocápsulas de amirinas 1,40 μg/mL (EC50) por 24h. Após o tratamento, as 

células foram fixadas com 2% de paraformaldeído por 30 min e depois permeabilizadas 

com 0,01% de saponina em PBS por 20 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, 

as células foram incubadas por uma hora com conjugado FITC de anticorpos caspase-3 

(Becton Dickinson, EUA) à temperatura ambiente (LICHT, 2014). Posteriormente, 10.000 

eventos por amostra foram coletados em um citômetro de fluxo (Accuri C6, Becton 

Dickinson, EUA). A análise dos dados foi realizada utilizando-se o software FlowJo, versão 

10.7 (Becton Dickinson, EUA). A média geométrica (GM) de intensidade de fluorescência 

foi utilizada para quantificar as caspase-3 clivadas. 

4.13.6  Avaliação da atividade antitumoral  
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As linhagens celulares HepG2, HFF-1 e NIH/3T3 foram cultivadas em meio DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco-Invitrogen, Brasil) e as linhagens MCF-7, MDA-

MB-231, PC-3 em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco-Invitrogen, 

Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco-Invitrogen, Brasil) e 

foram mantidas em condições a 37ºC em atmosfera de CO2 de 5% até uma densidade 

celular de 5x103 células/poço. Após 24h de adaptação, as células foram tratadas por 48h 

com concentrações de 0,25 a 250 µg/mL das nanocápsulas de amirinas e 0,025 a 25 µg/mL 

de doxorrubicina. As células foram fixadas usando ácido tricloroacético 20% e após 

enxague e secagem, foram coradas com sulforrodamina B 0,1%. Os controles usados 

foram: controle da ação do DMSO; Controle positivo (doxorrubicina), controle negativo, 

branco da amostra e leitura em tempo zero (antes do tratamento). A densidade óptica foi 

obtida a 540nm em leitor de microplacas de 96 poços (Spectramax 190) conforme 

metodologia de Skehan (1990). A porcentagem de crescimento de cada linhagem de 

células tumorais avaliadas foi calculada em programa Excel 2003/2007, utilizando as 

fórmulas de Monks e colaboradores (1991). Os resultados foram expressos como a média 

de três experimentos independentes (n=3) e a para calcular a GI50 foi usado o software 

Origin 6,0.

O índice de seletividade (IS) foi calculado pela razão entre a GI50 da substância teste 

para a linhagem de células não-tumorais (NIH/3T3) e a GI50 das células neoplásicas.  

Í   () =
50 /33

50 é á
                                                              (6) 

O critério de classificação de atividade de compostos segundo a GI50 classifica a 

performance do bioensaio quando menor do que 100 µg/mL como uma boa atividade ou 

citotoxicidade muito forte. Acima de 100 µg/mL pode-se considerar atividade citotóxica de 

moderada a inativa (INDRAYANTO et al., 2021). 

4.13.7 Avaliação da atividade hipoglicemiante das nanocápsulas de α,β-amirina 

o Animais 
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 Os animais passaram por um período de aclimatação para adaptarem-se ao 

ambiente de laboratório (ANDRADE., PINTO., OLIVEIRA, 2002). Para este estudo foram 

utilizados a linhagem de camundongos da espécie BALB/c, albinos, machos, 6 semanas de 

idade, pesando 18 a 20 gramas, adquiridos na Universidade Estadual de Campinas - 

Unicamp - SP. Eles foram mantidos sobre condições padrão de laboratório (Ciclo claro-

escuro de 12 horas, temperatura de 26 ± 2 °C e umidade relativa de 35% a 60%). Eles 

foram alimentados com ração para roedores e água já padronizados pela instituição. O 

projeto foi submetido à Comissão de Ética no uso de Animais (CEUA) da UNIVERSIDADE 

FEDERAL DO AMAZONAS, e aprovado conforme protocolo N° 014/2020 (em anexo). 

o Indução do diabetes 

Este teste foi realizado seguindo o método descrito por (RAMIREZ - ESPINOSA, 

2011). Camundongos machos foram divididos em seis grupos de sete animais cada 

(RAMIREZ - ESPINOSA, 2011), conforme tabela 2. Para indução do diabetes, foi 

administrada uma dose única intraperitoneal de Nicotinamida (210 mg/kg; diluído em 

solução salina) e após 20 minutos foi administrado pela via intraperitoneal a 

estreptozotocina dose única (150 mg/kg; diluído em tampão citrato 0,1M-pH4,5).  

Tabela 2. Distribuição dos grupos experimentais no ensaio de atividade hipoglicemiante. 
Grupo experimental Descrição do tratamento 
Grupo I  Controle normoglicêmico não tratado (GCNN) 
Grupo II  Controle-hiperglicêmico não tratado (GCN) 
Grupo III  Hiperglicêmico tratado com Acarbose 100 mg/kg (GP); 
Grupo IV Tratado com amirina pura10 mg/kg (GAM10)
Grupo V hiperglicêmico tratados com NCαβA 5mg/kg(GT5) 
Grupo VI hiperglicêmico tratados com NCαβA 10mg/kg(GT10) 
* NCαβA (Nanocápsulas de amirinas)                                  (n=7) 

Após 3 dias foram mesuradas a glicemia e os camundongos com concentração de 

glicose em jejum maior ou igual a 250 mg/dL, foram considerados diabéticos e utilizados 

para o estudo. A partir da confirmação do diabetes o tratamento diário por via oral foi 

iniciado em todos os animais durante um período de 30 dias. A dosagens da glicemia foi 
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feita cada 7 dias. Ao final do tratamento foram coletado o sangue por punção cardíaca, 

após serem anestesiados.  

 Os animais foram eutanasiados com uma overdose intramuscular de Cetamina e 

Xilazina (100 mg/kg de peso) para a coleta de sangue. A glicose no sangue foi dosada 

usando um glicômetro comercial (ALCON LABORATORIOS SAN DIEGO, USA). 

4.13.8 Toxicidade aguda oral 

Para o teste de toxicidade aguda foram usados dois grupos experimentais de 3 

camundongos Balb/C cada (tratado e não tratado), segundo as recomendações do teste 

limite da guia da OECD  (OCDE 423, 2008).  

No primeiro dia, os camundongos ficaram em jejum durante 12h. O primeiro grupo 

recebeu 2000 mg/kg de nanocápsulas de amirinas  por via oral. O segundo grupo recebeu 

um mililitro de solução salina. Os animais foram mantidos sob observação rigorosa durante 

24 horas, para detectar possíveis alterações físicas ou comportamentais, prestando 

atenção especial durante as primeiras 24 horas. Essas observações seguiram por mais 14 

dias para detectar possíveis sinais de toxicidade. O peso corporal, e o consumo de água e 

alimentos foi monitorado diariamente. Os animais foram eutanasiados com uma overdose 

intramuscular de Cetamina e Xilazina (100 mg/kg de peso) e foram submetidos a uma 

necroses grossa (OECD 423, 2008). 

4.14 Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram feitas usando o pacote estatístico, StatGraphics 

Centurion XV. 1 (Stat Ease Co, MA, USA). Foi utilizado um nível de significância de 0,05 

em todos os testes. Para a comparação dos grupos experimentais foi usado o teste ANOVA 

(mais de dois grupos), seguido do teste HSD de Tukey, e provas t-Student para comparação 

de dois grupos. Valores de p<0,05 indica diferença estatística significativa.  
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 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização das nanocápsulas carregadas com amirinas (NCαβA)

As nanocápsulas carregadas com amirinas, após 24h de preparação, apresentaram 

um aspecto amarelo translúcido, sem separação de fases. A formulação de nanocápsulas 

branco apresentou uma cor mais translúcida (Figura 7).  

 
Figura 7. Formulações de nanocápsulas de amirinas desenvolvidas e caracterizadas neste 

trabalho (A, nanocápsula carregada com α,β-amirina; B, nanocápsula branco (sem α,β -amirina). 
 

5.2 Tamanho de partícula e potencial zeta 

A tabela 3 apresenta as características físicas das nanocápsulas carregadas com 

amirinas e das nanocápsulas branco, após 48 horas de preparadas. As nanocápsulas 

branco foram preparadas para ser usadas como controle nos ensaios de atividade 

biológica. 

Tabela 3. Propriedades físicas das formulações de nanocápsulas carregadas com α, β- amirina e 
das nanocápsulas branco, após 48 h de preparação. 

Formulação 
 

Tempo 
(h) 

Tamanho das 
partículas (nm) 

Índice de 
polidispersão 

 Potencial 
zeta (mV) 

condutividade 
(μΩ /cm-1) 

NCαβA 24 129,75 ± 0,77 0,100 ± 0,055 -38,30 ± 0,70 0,153 ± 0,003
 48 130,18 ± 1,28 0,101 ± 0,052 -38,65 ± 1,22   0,60 ± 0,018 
NC branco 48 120,50 ± 1,35 0,090 ± 0,002 -16,25 ± 1,54  0,052 ± 0,005 

    Fonte : Elaborada pelo autor                                                    (n=3) 
 As nanocápsulas apresentaram o tamanho de partícula pequeno (130,18 ± 1,28 nm) 

com uma boa homogeneidade (índice de polidispersão 0,101) (Figura 8). O potencial zeta 

das nanocápsulas foi de -38,65 mV, o que contribui para manter a estabilização das 

nanopartículas (MORA et al., 2010).  

A B 
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 Estes resultados são similares ao trabalho de Lafourcade e colaboradores (2018) 

onde prepararam nanopartículas de Cassia grandis, um extrato vegetal, usando o Kollicoat 

MAE 100P como agente formador do recobrimento. Eles obtiveram um tamanho de 

partículas de 106 nm, e um potencial zeta de -19,55 mV.  Em outro trabalho, Rodriguez e 

colaboradores (2017), prepararam nanocápsulas de loratadina usando este polímero e 

obtiveram tamanho de 43,49 nm e potencial zeta de -19,30 mV. A utilização de este 

polímero permite obter nanocápsulas usando ativos vegetais e ativos químico sintéticos, e, 

em todos os casos, são obtidas nanopartículas de tamanho menor de 130 nm, que são, 

além disso, gastroresistentes, e com boa estabilidade. 

A figura 8 apresenta os gráficos de distribuição do tamanho de partícula e do 

potencial zeta das nanocápsulas de amirinas. Uma elevada condutividade, significa alta 

mobilidade de íons livres na solução, o que comumente provoca instabilidade devido a 

interação das cargas dos íons com a dupla camada elétrica das nanopartículas poliméricas 

(RODRIGUEZ et al., 2017). A formulação apresentou uma condutividade muito baixa, o que 

também contribui para uma boa estabilização desse sistema coloidal (tabela 3).  

 
Figura 8. Distribuição de tamanho de partícula (A), potencial zeta (B) das nanocápsulas de amirinas, 48h 
após sua preparação.  
 
5.3 Morfologia das nanocápsulas 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) e de transmissão (MET) são usadas 

para obtenção de informações referente a forma e tamanho das nanopartículas. A técnica 

da MEV é frequentemente utilizada no processo de caracterização morfológica e aspectos 

físicos das partículas sólidas dispersas. A MET é mais utilizada para diferenciar estrutura, 

entre outras finalidades. Em este trabalho foi usada para observar a forma das partículas 
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em suspensão. (SCHAFFAZICK et al., 2003). A aplicação destas técnicas é de elevada 

importância, pois, a morfologia e tamanho de partícula são fatores críticos em diversos 

processos farmacêuticos (FU et al., 2012; DEDAVID, 2007).  

Na micrografia da amirina (Figura 9a), as estruturas apresentaram-se como 

partículas aciculares, bem definidas, com formas regulares de aspecto fibroso e formato 

tridimensional, que é uma particularidade desses cristais (SILVA-JÚNIOR et al., 2017). A 

cristalinidade foi confirmada por difração de RX (Florentino Neto e colaboradores, 2018).  

Nas nanocápsulas secas por spray drying observadas por MEV (Figura 9b) mostraram 

partículas redondas, bem estruturadas, com tamanho levemente aumentado em 

decorrência do processo de secagem por aspersão que provoca uma dilatação da parede  

elevando seu volume. As análises por MET (Figura 9c) mostra nanocápsulas dispersas na 

 

 

Figura 9. Morfologia da amirina princípio ativo, e das nanocápsulas carregadas com amirina secas 
por spray drying e em solução. A: Microfotografia da amirina obtida e purificada. B: Microfotografia 
de nanocápsulas de amirinas  seca por spray drying (por MEV). C: Microfotografia de nanocápsulas 
de amirinas em suspensão aquosa (por MET). 
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suspensão aquosa, podendo se observar claramente a forma redonda nas nanocápsulas. 

Este é o primeiro relato sobre a preparação de nanocápsulas poliméricas carregadas com 

amirinas. 

5.4 Eficiência de encapsulação e capacidade de carga 

A eficiência de encapsulação do processo de formulação indica a quantidade de 

fármaco que conseguiu ser encapsulado no núcleo das nanocápsulas durante o processo 

de formulação. A quantidade de fármaco carregado nas nanopartículas pode alterar o efeito 

farmacológico, o perfil de liberação e a estabilidade (STELLA et al. 2007). A alta eficiência 

de encapsulamento é uma das características mais importantes das nanocápsulas 

preparadas com Kollicoat® Mae 100P como um formador da camada de recobrimento, 

podendo conseguir valores acima de 90% (RODRIGUEZ et al. 2017, LAFOURCADE et al., 

2018). Neste estudo, a eficiência de encapsulamento foi de 65,47%, que pode ser 

considerada baixa, se comparada os resultados de Rodriguez et al., (2017) e Lafourcade 

et al., (2018). No entanto, valores de eficiência de encapsulação acima de 60% podem ser 

considerados bons (YEO e PARK, 2004). 

A capacidade de carga é outro parâmetro importante do processo de preparação da 

nanopartícula. Representa a quantidade de fármaco disponível por unidade de peso de 

nanocápsulas secas (por alguma metodologia de secagem como liofilização ou spray 

drying). Uma vez secadas por spray drying, a capacidade de carga das nanopartículas foi 

determinada indicando um valor de 2,40%, ou seja 2,4 g por cada 100g de nanocápsulas 

de amirinas seca. Um valor adequado para os processos de dosagem. 

5.5  Perfil de liberação   

O perfil de liberação das nanocápsulas carregadas com amirinas foi realizado em 

solução tampão PBS (pH 7.4) como meio de dissolução (Figura 10). A porcentagem de 

amirinas liberada, o tamanho das partículas e o índice de polidispersão foram medidos a 

cada cinco minutos. Após 30 minutos, as nanocápsulas liberaram 90% do conteúdo de 
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amirinas. Após esse tempo, o tamanho das partículas havia aumentado para 1100 nm, 8 

vezes o tamanho da partícula no tempo zero (131nm), com um índice de polidispersão de 

1.000 (sistema totalmente disperso). O aumento do tamanho das partículas correlaciona-

se com a quantidade de amirinas liberada (R2= 0,9720, F= 279,30, p=0,0001).  

 

Figura 10.  Perfil de liberação das nanocápsulas carregadas de amirinas no buffer PBS (pH 7.4). O gráfico 
também apresenta o efeito do tempo sobre o tamanho das partículas das nanocápsulas e o índice de 
polidispersão (em parênteses) no meio de dissolução. 
 
5.6 Efeito do pH  

O efeito do pH sobre o tamanho das partículas e o potencial  zeta é apresentado na 

figura 11. O potencial zeta permaneceu entre -0,10 mV no pH1 e -4,5 mV no pH 5. A partir 

do pH 5 para cima, potencial zeta diminuiu para -22 mV no pH7, aumentando para -16 mV 

pH 5 para cima, o tamanho era praticamente constante até pH 9. O índice de polidispersão 

(entre parênteses) também aumentou para 0,586 no pH 9. 

As propriedades físicas das nanopartículas, como tamanho de partículas, potencial 

zeta e as farmacocinéticas, como o perfil de liberação, podem ser afetadas por fatores 

externos como pH e temperatura, entre outros (SADAT et al., 2016). Foi avaliado o efeito 

do pH e da temperatura no tamanho das partículas  e  potencial zeta. A mudança no pH de 

1 para 5 teve um efeito trivial sobre  
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Figura 11. Efeito do pH no tamanho das partículas e potencial zeta das nanocápsulas carregadas de α -
amirina. 
no pH 9. O tamanho das partículas aumentou de 118 nm no pH 1 para 473 nm no pH 5. Do  

potencial zeta, que manteve valores entre -0,10 e -4,50 mV.  A partir do pH 5 para cima, o 

potencial zeta diminuiu (aumentou o módulo) com poucas variações além do pH 

7.Provavelmente, o aumento de íons -OH em solução, devido à adição de NaOH, ajuda a 

formar uma camada aniônica em torno das nanocápsulas, e contribui para produzir o 

potencial zeta negativo. Este resultado concorda com RODRIGUEZ et. al., (2017), que 

preparou nanocápsulas carregadas de loratadina usando Kollicoat® Mae 100P como um 

polímero formador de filme. Em seu estudo, o potencial zeta  mostrou o mesmo 

comportamento observado nas nanocápsulas carregadas de amirinas. 

Da mesma forma, o tamanho das partículas aumentou de 118 nm no pH 1 para 473 

nm no pH 5 e mostrou correlação positiva. Em pH de 6 a 9, o tamanho das partículas 

aumenta para 430 nm, mas com um aumento notável no índice de polidispersão. Isso 

significa que em pH acima de 5,5, as partículas são instáveis, o que provavelmente se deve 

a processos de agregação e desagregação e/ou ao aumento do volume da partícula 

(RODRIGUEZ et. al., 2017). Comportamento semelhante foi relatado em outras 

nanopartículas preparadas com Kollicoat® Mae 100P (RODRIGUEZ et al., 2017; 
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LAFOURCADE et al., 2018). Os copolímeros de ácido metacrílicos permitem a preparação 

de nanocápsulas resistentes e mantêm o tamanho e o volume praticamente intactos em pH 

<5. No entanto, em pH acima de 5,5, o tamanho das partículas aumenta para quebrar a 

coberta e liberar o conteúdo. O mesmo comportamento foi observado em nanopartículas 

preparadas com o extrato de Cássia grandis (LAFOURCADE et al., 2018), e em 

nanocápsulas carregadas com loratadina (RODRIGUEZ et al. 2017). Em ambos os 

sistemas, a camada de revestimento foi produzida usando Kollicoat® Mae 100P, combinado 

com Tween 80 como o plastificador. Este resultado sugere que nanocápsulas carregadas 

de amirinas  podem permanecer intactas no ambiente ácido do estômago (pH 1.5-2.5). 

5.7 Efeito da temperatura 

 Figura 12 apresenta o efeito da temperatura (de 10 a 70°C) no tamanho da partícula 

de nanocápsula e no índice de polidispersão. O tamanho não apresentou praticamente 

nenhuma alteração, e permaneceu entre 99 e 103 nm na faixa de temperaturas.  Em 

contrapartida, o índice de polidispersão diminuiu de 0,120 a 10°C para 0,070 a 60 °C. 

 
Figura 12. Efeito da temperatura (de 10 a 70 °C) no tamanho da partícula e índice de 
polidispersidade de nanocápsulas carregadas de α,β-amirina.  
 
Na indústria farmacêutica, algumas operações e processos promovem a transferência de 

calor e massa, que afetam a estabilidade do excipiente e do fármaco. O efeito da 
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temperatura nas principais propriedades da nanocápsula foi avaliado. O tamanho da 

partícula permanece entre 99 e 103 nm a temperaturas entre 10 e 70°C.  A distribuição de 

tamanho foi mais estreita à medida que a temperatura aumentou, e mostrou um índice de 

polidispersão de 0,120 a 10°C e 0,070 a 70°C.  Este comportamento sugere excelente 

estabilidade térmica de 10 a 70 °C, o que é crucial para um aumento ainda maior dos 

processos. Este resultado concorda com os relatados por Rodriguez et al.,(2017) e 

LAFOURCADE et al., (2018). Kollicoat® Mae 100P é um polímero que forma um 

revestimento elástico capaz de expandir o volume até 8 vezes sem quebrar (BAJDIK e 

PINTYE 2006), o que poderia explicar a boa estabilidade térmica de nanocápsulas 

carregadas com amirinas. 

5.8 Estabilidade em prateleira

A tabela 4 mostra o tamanho das partículas, o índice de polidispersão e o potencial 

zeta das NCαβA, medido nos dias 0, 7, 15, 30, 60, 90, 180, 360 e 540 após a preparação.  

O tamanho diminuiu de 128 nm no tempo “0” para 122 nm após 540 dias (tabela 4). 

A largura da distribuição do tamanho foi mais estreita ao longo do tempo, com um índice de 

polidispersão de 0,095, 18 meses após a preparação. Da mesma forma,  potencial zeta 

diminuiu (aumentando em modulo) para atingir -45,23 mV após 360 dias, e contribuiu para 

a estabilização do sistema. O pH permaneceu praticamente constante ao longo do tempo 

(valores entre 5,11 e 5,13). 

Os produtos farmacêuticos precisam preservar sua estabilidade física, química, 

farmacológica e biofarmacêutica ao longo de sua vida. A estabilidade implica manter  

(dentro de certos limites) as propriedades do produto sem danos sob o armazenamento 

padrão ou certas condições de estresse (USP, 2014). Estudos de estabilidade permitem 

avaliar os efeitos do tempo e/ou fatores externos (por exemplo, temperatura, luz, umidade, 

absorção de oxigênio) nas propriedades da formulação. Além disso, os estudos de 

estabilidade permitem definir a melhor forma de embalagem e armazenamento do produto 
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Tabela 4. Tamanho de partículas, índice de polidispersão, ɀ potencial e pH da formulação
de nanocápsulas de amirinas de acordo com o tempo decorrido. 

Hora 
(dias) 

Tamanho das 
partículas (nm) 

Índice de 
polidispersão 

potencial 
zeta(mV) 

 

Ph 

0 128,80 ± 1,89 0,107 ± 0,011 -35,63 ± 0,55 5,12 ± 0,08 
7 129,20 ± 0,40 0,108 ± 0,014 -34,56 ± 0,55 5,11 ± 0,05 

15 127,38 ± 1,62 0,081 ± 0,017 -32,96 ± 1,06 5,11 ± 0,07 
30 128,60 ± 1,68 0,128 ± 0,013 -35,93 ± 1,90 5,12 ± 0,08 
60 129,38 ± 1,22 0,128 ± 0,013 -38,60 ± 1,01 5,12 ± 0,09 
90 123.36 ± 0,32 0,111 ± 0,015 -36,70 ± 1,57 5,11 ± 0,05 
180 122,70 ± 0,55 0,094 ± 0,017 -43,20 ± 0,35 5,12 ± 0,07 
360 121,00 ± 0,15 0,090 ± 0,007 -43,55 ± 0,41 5,13 ± 0,12 
540 122,00 ± 0,14 0,095 ± 0,005 -45,23 ± 0,41 5,11 ± 0,18 

         Fonte: Elaborada pelo autor                   (Nº 5) 

 (BAJDIK e PINTYE 2006). Neste estudo, a estabilidade das nanocápsulas carregadas de 

amirinas foi avaliada durante um ano e meio, em condições de prateleira, quando mantida 

em frascos âmbar, a 25 ± 2°C, e em condições normais de umidade e iluminação (tabela 

4). 

Após 18 meses, o tamanho das partículas das nanocápsulas foi de 122 nm, com 

baixo índice de polidispersão (0,095). Por outro lado, o potencial zeta foi praticamente 

constante durante os três primeiros meses, embora tenha diminuído para  -45,23 mV após 

18 meses. O alto valor modular do potencial zeta contribui para a estabilização do sistema 

(MORA et al., 2010). A excelente estabilidade observada provavelmente está associada ao 

equilíbrio dinâmico alcançado pelo sistema de nanocápsulas. A última declaração pode ser 

validada pela base de estreitamento da distribuição de tamanho (menor índice de 

polidispersão) devido à redução do tamanho e um potencial zeta alto e estável durante o 

período do estudo (MORA et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2017; LAFOURCADE et al., 

2018). Além disso, o uso de surfactantes não iônicos (Tween 80, Span 20) interfere na 

agregação de partículas na solução devido a um efeito estérico, o que melhora a 

estabilização do sistema (GUTERRES, 1995). O comportamento do pH durante o período 

(praticamente constante) também reflete a excelente estabilidade das nanocápsulas 

carregadas de amirinas. 

 5.9 Atividade antiglicante  
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A formação de produtos da glicação avançadas (AGEs), apresenta-se como um 

importante mecanismo desencadeador das complicações do diabetes, estes produtos são 

formados durante o processo hiperglicêmico (MATSUDA et al., 2003). Segundo Reis, et al., 

(2008) estas complicações têm relação direta com estresse oxidativo, que provoca uma 

elevação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) que interage com proteínas, 

lipídios e o DNA. 

 O fármaco aminoguanidina é um importante inibidor da geração AGEs, produzindo 

atividades biológicas benéficas e contribuindo na prevenção de complicações decorrentes 

do diabetes como: retinopatia e nefropatia diabética, além de possuir atividade antioxidante 

(DI NASO et al., 2010; IHM et al., 1999; THORNALLEY, 2003). Contudo, não é isento de 

efeitos colaterais em pacientes diabéticos. Os dados da tabela 5 sugerem que as 

nanocápsulas de amirinas não atuam efetivamente sobre a via da glicação a ponto de 

produzir inibição suficiente para que seja calculada a IC50 (tabela 5). 

Tabela 5. Efeito  da atividade antiglicante das Nanocápsulas de amirinas 
 
Substâncias 

Glicação Oxidativa Glicação não Oxidativa 

Inibição (%) IC50 (µg/ml) Inibição (%) IC50 (µg/ml) 

α,β amirina 13,0 ± 2,90 - 15,8 ± 5,1              - 
Nanocápsulas de 
amirinas 

44,30 ± 0,8   - 34,9 ± 1,40             - 

Quercetina* 85,0 ± 0,3 - -                          - 
Aminoguanidina * -   - 77,4± 2,10 - 
Nanocápsulas branco 46,80± 3,60 ⌽ 39,2± 5,8 ⌽ 

Fonte: elaborada pelo autor                          ⌽, sem atividade  * Fármaco padrão      

5.10 Atividade inibitória de lipase pancreática e de α-glicosidase 

 O ensaio de inibição da lipase pancreática produzido pelas nanocápsulas de 

amirinas e pela amirina pura, mostrou uma forte atividade inibidora das nanocápsulas de

amirinas (IC50 15,40 ± 0,7 µg/mL, tabela 6), que foi menor que a atividade produzida pela 

substância de referência (Orlistat, 0,29 ± 0,01 µg/mL). No entanto, a atividade das 

nanocápsulas foi maior que a amirina pura que, na concentração de 100µg/mL, inibiu 

apenas 16,41% da atividade enzimática. 
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Os fármacos inibidores da lipase pancreática têm potencial aplicação no tratamento 

de pacientes com diabetes tipo II que desenvolveram obesidade (KIM et al., 2007; 

MEENATCHI et al., 2017). Esses fármacos são escassos na terapêutica e apresentam 

pouco uso clínico. Também é importante salientar o fato que, além do Orlistat, não é 

observado na literatura o estudo de novas moléculas inibidoras de lipase desde 2014 

(LUNAGARIYA et al., 2014). O Orlistat® e outros inibidores de lipase produzem efeitos 

gastrointestinais adversos como a incontinência fecal, flatulência e esteatorreia (BIRARI; 

BHUTANI, 2007). Daí a importância de descobrir novas alternativas terapêuticas que evitem 

aqueles efeitos indesejados. 

A formulação de nanocápsulas de amirinas, apresentou um moderado efeito inibidor 

α- glicosidase com IC50 de 44,40 ± 1,90 μg/mL (tabela 6). O efeito foi superior ao padrão 

de referência utilizado (Acarbose, IC50 62,30 ± 1,30μg/mL). Uma explicação para este fato 

é que os triterpenos, como as amirinas, podem competir com os hidratos de carbono na 

corrente sanguínea, retardando a ligação destes a α-glicosidase, produzindo uma inibição 

da enzima. Esse resultado sugere uma lenta liberação de amirinas das nanocápsulas, mas 

esse efeito terá de ser comprovado posteriormente. É importante destacar que, a molécula 

de amirinas pura em concentração de 100 µg/mL apresentou uma baixa atividade inibitória 

desta enzima (1,59 ± 0,57 μg/mL), indicando que o uso da nanoformulação poderia ser uma 

opção viável para a utilização da α,β-amirina no controle do diabetes. 

A enzima α-glicosidase tem a função de converter os hidratos de carbono complexos 

em monossacarídeos para facilitar o seu metabolismo. Os inibidores de α-glicosidase (por 

exemplo, Acarbose, Voglibose e Miglitol) ajudam a manter a glicose no sangue dentro dos 

valores normais, reduzindo a taxa de conversão. Assim a acumulação desses 

monossacáridos se faz demoradamente sendo fácil o seu controle pelo fármaco 

hipoglicemiante (LI et al., 2005). Por essa razão, as substâncias inibidoras de α-glicosidase 

hipoglicemiante (LI et al., 2005). Por essa razão, as substâncias inibidoras de α-glicosidase 
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Tabela 6. Efeito inibidor da lipase pancreática, α-glicosidase da amirina e das nanocápsulas de 
amirinas. 
 

 

Substância 

Lipase pancreática α-glicosidase 

% Inibição   IC50   (µg/ml) % Inibição    IC50 (µg/ml) 

Amirinas 16,41 ± 2,42 - 1,59 ± 0,57 - 

NC branco - - - - 

NCαβA 95,30 ± 2,00 15,40 ± 0,7    72,7 ± 1,4 44,4 ± 1,9 

Acarbose* ⌽ ⌽ 65,3 ± 0,6 62,3 ± 1,3 

Orlistat * 93,20 ± 1,10 0,29 ± 0,01 ⌽ ⌽ 

Fonte: elaborada pelo autor     - sem atividade; * padrão, ⌽não avaliado 

são excelentes candidatos para o tratamento complementar da diabetes (TUNDIS et al., 

2010). 

 5.11  Atividade antileucêmica 

A citotoxicidade das nanocápsulas de amirinas nas concentrações 10 e 50 µg/mL 

foram avaliadas em linhagens celulares leucêmicas (Figura 13). As nanocápsulas branco 

nas concentrações 10 e 50 µg/mL não reduziram a atividade metabólica das células de 

leucemia mieloide K562, Kasumi-1 e C-1498 (leucemia mieloide aguda de camundongo), 

no entanto, concentrações de 50 µg/mL reduziram o metabolismo celular de Jurkat 

(linfoblasto T celular leucêmico) e Molt 4 (leucemia T celular aguda humana) para menos 

de 20%. O metabolismo celular de células Jurkat, Molt 4 e K562 (leucemia mieloide crônica 

humana) foi reduzido quando tratado com NCαβA com 50 µg/mL. Além disso, As 

nanocápsulas de amirinas na concentração 10 µg/mL reduziu a atividade metabólica das 

células Kasumi-1 e C1498 para seis e cinco por cento, respectivamente, embora essas 

linhagens não tenham sido afetadas pelas nanocápsulas branco (bNC), em nenhuma 

concentração (Figura 13). Assim, as linhagens celulares Kasumi-1 e C1498 foram 

selecionadas para realizar curvas de citotoxicidade por 24 horas (Figura 14). 

A figura 14 apresenta as curvas de citotoxicidade das nanocápsulas de amirinas nas 

linhagens celulares Kasumi-1 e C1498. Estas células foram incubadas com soluções de 

nanocápsulas (10 e 50 µg/mL) por 48 horas. Soluções de nanocápsulas branco (bNC), na 

mesma concentração (10 e 50 µg/mL), foram usadas como controles negativos. 
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Figura 13.  Seleção de linhagem leucêmica suscetível a nanocápsulas carregadas de amirinas (NCαβA).  
 

As nanocápsulas de amirinas apresentaram uma citotoxicidade potente contra 

ambas as linhagens celulares. No entanto, a citotoxicidade foi mais potente contra as 

células Kasumi-1 (EC50 1,40 µg/mL) do que contra as células C1498 (EC50 9,00 µg/mL). A  

 

Figura 14. Curvas de Citotoxicidade de Nanocápsulas de amirinas contra células leucêmicas:  A, células 
mononucleares de sangue periférico humano (controle celular normal); B, Kasumi-1; e C, C1498. As células 
foram incubadas com as nanocápsulas de amirina por 24 h. 
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potência (EC50) e a eficácia (Emax) são dois parâmetros estimados a partir da curva 

citotoxicidade (Tabela 7). EC50 é a concentração de fármaco que produz 50% de sua 

resposta máxima. Emax é a maior resposta produzida pelo fármaco. Em outras palavras, em 

uma concentração superior a Emax, o fármaco não apresentará nenhum efeito adicional

(PRATT e TAYLOR 1990).  

                 Tabela 7.  Concentração de nanocápsulas de amirinas que produz 50% de sua                 
resposta máxima em celulares de leucemia C1498 e Kasumi-1. 

Linhagem celular EC50 (μg/mL) Emax (μg/mL) 
C1498 9.00 ± 0.20a 89,00 ± 0,50a 

Kasumi-1 1,40 ± 0,09b 87,00 ± 0,30b 

t-Test, p-valor 9.12, 0.0001 4.89, 0.0080 

                    Fonte: elaborada pelo autor                             (n=5). 

O mecanismo de morte celular induzido pelas nanocápsulas de amirinas nas células 

Kasumi-1 foi avaliado. As nanocápsulas de amirinas não produziram morte celular em 

células mononucleares normais de sangue periférico humano (PBMC), que foram usadas 

como controle de células não tumorais.  A cultura de células foi tratada com uma solução 

de nanocápsulas de amirinas na EC50 (1,40 µg/mL). O ensaio de anexina V e 7-ADD menor 

eficácia do que o mostrado no ensaio de resazurina. A morte celular por apoptose foi 

confirmada por meio da quantificação de Caspase-3 clivada (Figura 15C). 

 O mecanismo de morte celular induzido por nanocápsulas de amirinas em células 

Kasumi-1 (leucemia mieloide aguda) foi avaliado na concentração de  EC50 (1,40 μg/mL).

Os ensaios anexina V e 7-ADD mostraram que aproximadamente 20% da população 

celular estava passando por uma fase inicial de apoptose após 24h de tratamento (Figura 

15A e 15B). A morte celular por apoptose foi confirmada pela quantização do Caspase-3 

(Figura 15C). Portanto, espera-se que um número crescente de células se submeta às 

próximas fases da apoptose entre 24h e 48h de tratamento.  

 Os resultados observados neste trabalho, são semelhantes aos resultados dos 

trabalhos de BARROS et al., (2011) e MISHRA et al., (2016). Esses autores observaram 

que os ésteres de amirina desencadeiam a morte celular por apoptose em células de 
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.  
Figura 15. Nanocápsulas de amirinas promovem a morte celular por apoptose na linhagem Kasumi-1. As 
células (105 / mL) foram estimuladas com as nanocápsulas de amirinas(NCαβA) na EC50 (1,4 μg / mL) por 24 
h. (A) gráficos típicos do perfil de morte celular analisado por anexina V-FITC / 7-AAD; (B) média do ensaio 
de anexina V / 7-AAD; (C) quantificação de Caspase-3 clivada. Esses resultados são representados como 
média ± SEM de três experimentos independentes e foram realizados em duplicata. As células não 
estimuladas foram usadas como  controle. O * denota diferenças estatisticamente significativas quando 
comparado ao controle em p <0,05. 
 
leucemia humana (HL-60) e células de câncer de mama humano (MCF-7). É o caso 

também de triterpenos pentacíclicos como α, β-amirina, que exercem efeitos benéficos em 

distúrbios metabólicos (SANTOS et al., 2012). Não surpreende que nanocápsulas 

carregadas com amirinas não causaram a morte de células mononucleares de sangue 

periféricos (PBMC) (Figura 14A), o que sugere uma citotoxicidade seletiva contra células 

leucêmicas (Figura 13). Outros autores encontraram evidências da seletividade de α, β-

amirinas contra células tumorais HL-60 (BARROS et al., 2011) mediada por apoptose, em 

até 48h de tratamento. No entanto, mais estudos são necessários para entender melhor e 

aproveitar essa aparente seletividade.  

5.12 Atividade antiproliferativa de células tumorais 

O câncer é a segunda causa de morte no Brasil (INCA, 2022), onde causa uns 232 

mil falecimentos cada ano. O  câncer de próstata é o tipo mais comum entre os brasileiros 

(29% dos diagnósticos), sendo que os homens maiores de 55 anos, obesos são os mais 
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propensos. O câncer de mama ocupa a primeira posição em mortalidade por câncer entre 

as brasileiras. Em 2022, foram diagnosticados 66.280 casos novos de câncer de mama no 

Brasil. As maiores taxas de incidência e de mortalidade estão nas regiões Sul e Sudeste do 

Brasil (INCA, 2022). Assim, pesquisas orientadas a descoberta de novos ativos e novos 

tratamentos contra os diversos tipos de câncer são imprescindíveis. 

A doxorrubicina tem sido o fármaco de primeira escolha para o tratamento de câncer 

de mama, apesar de sua marcante atividade antiproliferativa, ele provoca efeitos adversos 

muito incómodos aos pacientes, devido uma baixa seletividade (REN et al., 2019; MENNA 

et al., 2012).

Na tabela 8 se apresenta o resultado da avaliação da atividade antiproliferativa que 

produzem as nanocápsulas carregadas com amirinas (expressados como GI50) sobre 

diversas linhagens de células tumorais. A tabela 8 também indica o índice de seletividade 

das nanocápsulas sobre cada linhagem. Estudos sobre o efeito antineoplásico da amirina, 

contra o câncer, são escassos (BARROS, et al., 2011).  

As nanocápsulas de amirinas mostraram um forte efeito antiproliferativo das células 

tumorais prostáticas PC-3, com um índice de seletividade de 3,51. Também inibiram o 

crescimento das células de câncer de mama MCF-7 com um menor índice de seletividade 

(1,46) e das células de câncer de mama triplo negativo (MDA-MB-231) com um índice de 

seletividade de 0,88. As linhagens de câncer de fígado (HepG2) e adenocarcinoma renal 

também foram inibidas pelas nanocápsulas com valores de GI50 acima de 58 μg/mL, e 

índices de seletividade menores de 0,45 (tabela 8). 

Não existe consenso na literatura sobre o valor ideal de índice de seletividade (SI). 

Awouafack e colaboradores (2013) e Peña e colaboradores (2016) consideram boas 

candidatas a fármacos substâncias com SI>10, porém, devem ser consideradas como 

viáveis e ser mais investigadas. Por outra parte, Weerapreeyakul e colaboradores  (2012) 

consideram que uma substância com SI>3 pode ser considerada como viáveis 
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Tabela 8. atividade antiproliferativa que produzem as nanocápsulas carregadas com    
amirinas sobre diversas linhagens de células tumorais. 

Linhagens 
Doxorrubicina 

GI50 (μg/mL) 

NCβαA 

GI50 (μg/mL) 

Índice de 

Seletividade 

NHI/3T3 3,89 ± 0,95 24,58 ± 2,24 - 

HFF1 2,45 ± 0,12 7,50 ± 0,25 - 

MCF-7 0,19 ± 0,08 16,76 ± 0,45 1,46 

MDA-MB-231 1,51 ± 0,03 27,98 ± 0,41 0,88 

PC-3 0,28 ± 0,10 7,00 ± 0,83 3,51 

786-0 0,26 ± 0,10 82,38 ± 5,52 0,29 

HepG2 0,25 ± 0,10 58,84 ± 1,25 0,42 

         

 

 
 
 
 
e deve-se continuar investigando. Todos esses autores coincidem em que, quanto maior o 

índice de seletividade mais ativa é a substância testada sobre células cancerígenas do que 

sobre as células normais. Isso sugere ausência de toxicidade nas células normais e uma 

possível diminuição de efeitos colaterais (INDRAYANTO et al., 2021). 

Os triterpenos, grupo estrutural ao que pertence a amirina, inibem a proliferação de 

células de câncer de mama por indução de apoptose via COX-2/PGE2 (HAN et al., 2013). 

Esse poderia ser o mecanismo associado a boa atividade antiproliferativa de células de 

câncer prostático observada nas nanocápsulas carregadas com amirinas. Do mesmo modo, 

os triterpenos, possuem um forte efeito antioxidante, anti-inflamatório, imunomodulador  

(BARROS, et al., 2011, NETO, et al., 2021), que poderia estar associado a boa atividade 

inibitória do crescimento das células tumorais prostáticas.  

Além desses efeitos, o fato das amirinas estarem nanoencapsulada, poderia estar 

melhorando a permeabilidade, por uma liberação mais lenta, e conseguindo um melhor 

efeito antiproliferativo.  

Resulta interessante o fato que, as células MDA-MB-231, também conhecidas como 

TNBC (do inglês, células de câncer de mama triplo negativo), que são células muito 

Fonte: elaborada pelo autor                           

PC-3, células de câncer de próstata; 786-0, células de adenocarcinoma renal; HepG2, células de câncer    

hepático; NIH/3T3, fibroblastos normais de murino; HFF-1, fibroblastos normais de prepúcio humano; MCF-

7, células tumorais de câncer de mama; MDA-MB-231, câncer de mama triplo negativo; HepG2, células 

de carcinoma hepático, câncer de próstata (PC-3), renal (786-0), hepático (HepG2) e de mama (MCF-7 e 
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agressivas e invasivas (ZHENG N, ZHANG P, HUANG H, et al., 2015), e que tem a 

capacidade de induzir resistência contra fármacos antineoplásicos (GEST, C. et al., 2013) 

foram inibidas pelas nanocápsulas de amirinas com uma GI50 de 27,98 ± 0,41, mas com 

um baixo índice de seletividade de 0,88. Esse fato sugere que, as nanocápsulas de amirinas 

poderia ser viável para o tratamento do câncer de mama, apesar do baixo índice de 

seletividade. Muitos antineoplásicos possuem efeitos adversos fortes, mas, calculando o 

risco-benefício para os pacientes, estes são usados na terapêutica de forma rotineira, como 

por exemplo a doxorrubicina. No entanto, são necessários estudos mais aprofundados para 

comprovar os mecanismos que mediam o efeito antiproliferativo das nanocápsulas de 

amirinas sobre estas células.  

As nanocápsulas carregadas com amirinas, produziram uma moderada atividade 

antiproliferativa (10 < GI< 100 µg/mL) (INDRAYANTO et al., 2021) das células de 

adenocarcinoma renal 786-0 (GI50 82,38 µg/mL) e sobre as células de câncer de fígado 

HepG2 (GI50 58,84 µg/mL). Em ambos os casos o índice de seletividade foi menor que 0,45 

(Tabela 8), o que sugere que podem afetar tanto as células cancerígenas como as células 

normais. Este resultado, é similar ao obtido por YANG (2017) que observou que, as

estruturas triterpenoide das amirinas tiveram efeito antiproliferativo moderado contra 

células de câncer de fígado HepG2. MENG e colaboradores (2009) observaram que, a 

atividade antiproliferativa dos triterpenos contra células cancerígenas é influenciada pela 

estrutura aromática básica e pela quantidade e posição dos derivados carboxila, alquila, 

hidroxila presentes na molécula.  

Considerando que os quatro tipos de câncer avaliados neste trabalho têm uma alta 

prevalência e uma alta mortalidade na população adulta do Brasil e do mundo (INCA 2022), 

e as poucas opções de tratamentos existentes, as nanocápsulas carregadas com amirinas, 

são uma opção que deveria ser estudada com maior profundeza com intuito de conferir 

uma real possibilidade de utilização para o tratamento destes tipos de câncer.  
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5.13 Atividade hipoglicemiante   

 Diversos produtos de origem natural têm sido testados, com maior ou menor 

sucesso, para o tratamento do DM tipo 2. A tabela 9 apresenta os resultados de controle 

de glicemia dos animais tratados com as nanocápsulas de amirinas (5 e 10 mg/kg), com 

amirinas (10 mg/kg), e com acarbose (100 mg/kg) durante 30 dias. 

Tabela 9. Comportamento da glicemia dos grupos experimentais durante a avaliação da atividade 
hipoglicemiante. 

 

 
 

 

   O controle normal, que não recebeu tratamento nenhum manteve o tempo todo 

níveis de glicose no sangue abaixo de 120 mg/dL. Esse é um resultado esperado pois foram 

usados neste experimento animais saudáveis, provenientes de um laboratório de referência 

(Universidade Estadual de Campinas - Unicamp - SP) nacional, e mantidos em condições 

climáticas ótimas sugeridas por esse laboratório. Contrariamente, o grupo diabético não 

tratado (controle negativo) apresentou níveis crescentes de glicose no sangue ao longo do 

tempo, chegando acima de 400 mg/dL, a partir da terceira semana.  

   No grupo controle positivo, tratado com acarbose 100 mg/kg, observou-se o efeito 

hipoglicemiante deste fármaco, que reduziu os níveis de glicose ao longo das 4 semanas 

até 153,70 mg/dL. No entanto, nunca atingiu os valores observados no grupo controle 

normal (<120 mg/dL). A Acarbose inibe as enzimas α-glicosidase intestinais, que estão 

envolvidas na degradação de carboidratos, oligossacarídeos e polissacarídeos. Este 

fármaco retarda a digestão dos carboidratos ingeridos, resultando em um menor aumento 

da concentração de glicose no sangue (GOODMAN & GILMAN, 2012). No entanto, nem 

sempre o tratamento com este único fármaco consegue reduzir os níveis plasmáticos de 

Fonte: elaborada pelo autor                           
Letras diferentes na mesma linha, indicam diferencia estatística significativa (p ˃ 0,05); G. normal (controle normal 
sem indução e sem tratamento) , G controle (-) (Grupo controle diabético não tratado), G controle (+) (Grupo controle 
diabético tratado com acarbose 100mg/kg , fármaco padrão), G. Amirina ( grupo tratado com amirinas 10mg/kg), NC 
5 (grupo tratado com nanocápsulas de amirinas 5mg/kg) NC 10 (grupo tratado com nanocápsulas de amirinas 
10mg/kg). 
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glicose em paciente com diabetes tipo 2, precisando-se de outros fármacos que atuem por 

outros mecanismos, como por exemplo, fármacos análogos do GLP-1 como a Exenatida, 

que é indicado como terapia adjuvante em pacientes diabéticos que estejam tomando 

metformina ou acarbose (DIANA SHERIFALI et al., 2010). 

 No grupo tratado com amirinas na dose 10 mg/kg não se observou redução da glicose 

(valores >300 mg/dL), apresentando, todas as semanas, níveis acima do valor normal de 

glicose para camundongos (120 mg/kg). Do mesmo modo que o grupo tratado com amirina, 

o grupo tratado com nanocápsulas de amirinas na dose 10 mg/kg manteve o tempo todo 

valores de glicose no sangue superiores a 200 mg/dL. Esse resultado poderia ser justificado 

pelo fato que, no modelo de diabetes induzida por aloxano, o principal mecanismo de dano 

pancreático que inibe a secreção de insulina e a geração de espécies reativas de oxigênio 

(ERO)(BARBOSA, et al., 2016). A amirina, não possui efeito inibidor da glicação (produtos 

da glicação avançada, AGEs, geram mais espécies reativas do oxigênio), e também não 

mostrou atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS (NETO e colaboradores 

2018). Assim, esta formulação de nanocápsulas (dose 10 mg/kg) e a amirina pura, não são 

capazes de evitar esses mecanismos, e não apresentam atividade hipoglicemiante 

significativa. 

 Como tem acontecido muitas vezes, ativos nanoparticulado apresentam uma 

atividade farmacológica que não é observada na substância in natura (Rodriguez et al., 

2017, Lafourcade et al., 2019). Contrário dos grupos tratados com amirinas e com as 

nanocápsulas de amirinas, na dose de 10 mg/kg, o grupo tratado com nanocápsulas na 

dose 5 mg/kg diminuiu a glicemia para um nível de glicose (94,70 mg/dL) estatisticamente 

igual ao grupo controle normal (na primeira semana de tratamento), e  estatisticamente 

diferente e menor que o grupo controle positivo (acarbose 100 mg/kg).  

 O fato de que, as nanocápsulas de amirinas na dose de 5 mg/kg tivesse atividade 

hipoglicemiante e que, na dose de 10 mg/kg não se observara essa atividade, poderia estar 
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relacionado com alguns destes dois fatos. Primero, a dose maior, poderia causar saturação 

de receptores, evitando que outras moléculas de α,β-amirina, que possuem alta 

lipofilicidade (Log P 8.08, valor teórico: Calculation of molecular properties and bioactivity 

score molinspiration.com), possam ser absorvidas e não ser capazes de exercer seu efeito 

(RANG & DALE, 2016). Se for o caso, a dose mais baixa pode se ligar a menos receptores 

sem causar saturação.  Em segundo lugar, poderia acontecer um efeitos paradoxal, o que 

significa que uma dose baixa do medicamento pode ter um efeito diferente de uma dose 

alta, como tem acontecido com a metformina (GOODMAN & GILMAN, 2012).  Foi reportado 

que, doses de metformina (biguanidina) de 500mg/dia reduzem os níveis de glicose em 

jejum e pós-prandial em pacientes com diabetes tipo 2, mas, doses de 2000 mg/dia 

aumentaram os níveis de glicose no sangue em jejum e pós-prandial (FREED, 2020). 

 Tendo em conta os resultados obtidos, pode se sugerir que as nanocápsulas 

carregadas com amirinas na concentração 5mg/kg produz, na primeira semana de 

tratamento, efeito hipoglicemiante que não é, estatisticamente diferente, da acarbose. Isso 

ocorre, provavelmente, porque ambas as substâncias atuam pelo mesmo tipo de 

mecanismo, inibição de enzimas que degradam carboidratos. 

5.14 Toxicidade aguda oral 

Nas primeiras 24 horas do experimento é crucial observar os animais para detectar 

possíveis sinais de toxicidade que possam ser induzidas pela substância teste. Sinais como 

letargia, piloereção, queda de pelos, perda de cor e sequidade das mucosas bucais e 

oculares, tonturas, assim redução do consumo de alimento e água, ou a ocorrência de 

morte animal (OECD 423, 2008).  

Nas primeiras 48h, ocorreu um óbito do grupo tratado com as nanocápsulas de 

amirinas. O animal perdeu o apetite e apenas bebia água, ocasionalmente. A necropsia 

grossa realizada mostrou danos na traqueia e no esófago, que poderia ser decorrente de 
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erros de manipulação. O resto dos animais tratados, não apresentou qualquer manifestação 

de toxicidade ao longo do experimento.  

Os animais de ambos os grupos experimentais consumiram água e alimento 

normalmente (tabela 10), durante o experimento, sem mudar a frequência nem as 

quantidades medias consumidas. Do mesmo modo, urinaram e defecaram de forma normal, 

sem mudanças na cor o aspecto desses fluidos.  

Tabela 10. Consumo de água e alimentos dos animais durante o estudo de toxicidade aguda oral 

 

  O peso corporal é um parâmetro usado como um indicador da saúde geral dos 

animais e sua capacidade de tolerar o estresse induzido por procedimentos experimentais, 

como coleta de sangue e administração de substâncias químicas etc. (OECD 423, 2008). 

Neste estudo, tanto os animais do grupo controle como os animais tratados com 

nanocápsulas de amirinas na dose 2000mg/kg de peso corporal, ganharam peso 

normalmente ao longo do experimento (Tabela 11).  

  O peso corporal dos animais é uma medida importante nos ensaios de toxicidade 

aguda oral. Variações de peso podem afetar a resposta dos animais aos agentes tóxicos 

(OECD 423, 2008, NALIMU et al., 2022). Animais com peso baixo são mais sensíveis aos 

efeitos tóxicos das substâncias químicas, enquanto, se fossem obesos podem metabolizar 

                    Tabela 11. Comportamento do peso corporal dos animais durante  
o ensaio de toxicidade aguda oral das nanocápsulas de amirinas.

Grupos 
Peso corporal (g) 

Dia 0-4 Dia 5-10 Dia 11-14 

Controle  30,20 ± 2,46 34,29 ± 3,46 37,45 ± 2,15 
Teste 35,54 ± 3,07 38,25 ± 3,91 39,55 ± 3,84 

         Fonte: Elaborada pelo autor 
as substâncias de forma diferente (NALIMU et al., 2022). Quanto uma substância química 

causa efeitos tóxicos sistêmicos nos animais de experimentação, em seguida se observa 

Fonte: Elaborada pelo autor 
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uma diminuição do peso dos animais, é, porém, que resposta dos animais aos agentes 

tóxicos e considerado um parâmetros sensível como indicador de toxicidade (OECD 423, 

2008). 

  Considerando que não foram observados sinais de efeitos tóxicos no comportamento 

dos animais de ambos os grupos experimentais. Considerando que os animais consumiram 

água e alimento normalmente, o que permitiu-lhes aumentar de peso normalmente, ao 

longo do experimento, e que na necropsia grossa não mostrou alterações morfológicas, 

nem na cor dos órgãos e membranas internas dos animais; as nanocápsulas carregadas 

com amirinas foram classificadas como “Não Classifica” segundo a classificação das

classes de toxicidade aguda oral (OECD, 423, 2008). 
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                                                                                                 6 CONCLUSÃO 

 

1. Foi obtida uma formulação de nanocápsulas poliméricas contendo amirinas com um 

tamanho de partícula de 122,80 nm, uma excelente homogeneidade de tamanho 

com índice de polidispersão 0,095, e um potencial zeta de -45,23 mV. O processo 

de preparação teve uma eficiência de 65,47%. As nanocápsulas liberam 90% de 

amirinas em 30 minutos, em meio Buffer PBS (pH 7,4). 

2. A formulação de nanocápsulas se mantém estável, em prateleira, durante um ano e 

meio, conservando intactas suas propriedades físico-químicas. 

3. As nanocápsulas de amirinas mostraram excelente atividade antileucêmica frente as 

células de leucemia mieloide aguda Kasumi-1 (EC50 1,40 μg/mL), causando a morte 

celular das células Kasumi-1 por apoptose. 

4. As nanocápsulas de amirinas mostraram excelente atividade antiproliferativa de 

células tumorais prostáticas PC-3 (GI50 7,00 μg/mL) e com bom índice de seletividade 

(3,51). Também mostraram atividade antiproliferativa de células de câncer de mama 

MCF-7 com GI50 16,75 μg/mL, mas um baixo índice de seletividade (1,46).  

5.  O ensaio de atividade hipoglicemiante mostrou que, as amirinas pura não possui 

efeito hipoglicemiante, mas, as nanocápsulas carregadas com amirinas, na doses 5 

mg/kg mostraram uma atividade hipoglicemiante estatisticamente igual a acarbose 

na dose 100 mg/kg e ainda o efeito hipoglicemiante das nanocápsulas não é pela via 

da glicação e sim pela inibição enzimática. 

6. as nanocápsulas carregadas com amirinas, na dose 2000 mg/kg, não apresentaram 

toxicidade em camundongos Balb/c e foram classificadas como “Não Classifica”

segundo a classificação das classes de toxicidade aguda oral da OECD 423. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Com base nos resultados obtidos, as perspectivas futuras para as nanocápsulas 

poliméricas contendo amirinas parecem promissoras. A capacidade dessas nanocápsulas 

de liberar uma quantidade significativa de amirinas em um curto período, juntamente com 

sua estabilidade em prateleira por um longo período, é muito favorável, em termos de 

desenvolvimento de medicamentos. Além disso, a excelente atividade antileucêmica e 

antiproliferativa de células tumorais prostáticas observadas é muito encorajadora, e 

posteriormente serão realizadas pesquisas orientadas a avaliar essas atividades ex situ, 

usando células extraídas de pacientes com essas doenças, para avaliar a resposta aos 

tratamentos com maior precisão. 

Por outro lado, a capacidade de ter um bom índice de seletividade é particularmente 

importante, pois indica que as nanocápsulas podem ter efeitos terapêuticos potentes, mas 

com baixa toxicidade em células saudáveis, o que poderia ser comprovado no experimento 

ex situ. Embora a seletividade das nanocápsulas tenha sido um pouco menor no câncer de 

mama, a atividade antiproliferativa ainda é encorajadora e poderia fornecer uma base para 

futuras pesquisas sobre o potencial uso das nanocápsulas nessa indicação. 

O efeito hipoglicemiante observado nas doses de 5 mg/kg abre possibilidades 

interessantes para o uso dessas nanocápsulas como coadjuvante em tratamentos 

antidiabéticos. Além disso, a ausência de toxicidade oral aguda em camundongos é um 

indicativo muito positivo de sua segurança. 

Finalmente, é um fato que a formulação de nanocápsulas de amirinas possui um 

grande potencial terapêutico, o que justifica a realização de mais pesquisas sobre seu uso 

em diferentes condições clínicas. Nesse sentido, o trabalho realizado nesta tese, tem sido 

avaliado para um possível aumento de escala, previa avaliação de sua segurança em 

outras espécies de mamíferos.
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Composições farmacêuticas  contendo nanopartículas de α, β amirina: síntese e

utilidade farmacológica. 
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α-amyrin-loaded nanocapsules produce selective cytotoxic activity in leukemic cells 
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