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RESUMO

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

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



ABSTRAT

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

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

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

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

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

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

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

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

administragao por via oral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Protium (Burseraceae)

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

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

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

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

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

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

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

solventes organicos (ARAGAO et al., 2015).

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

2.3 Atividade Farmacoldgica da a — p amirina

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

insulina, mantendo-a bem préximo dos paramétros organicos.

2.4 Toxicidade da a — p amirina

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

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

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

tremor, ataxia, aumento da respiracéo e letargia.

2.5 Sistemas carreadores de farmacos

2.5.1 Nanotecnologia e nanocarregadores

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

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

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

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

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

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

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

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

2.5.2 Nanoparticulas polimeéricas

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

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

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

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

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

Figura 2 - Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas

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

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

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

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

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

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

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

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

realizado pela Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial em 2013.

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

Pharmaceutical

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

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

et al., 2003; TORCHILIN, 2006).

2.5.2.1 Metodos de obtencéo

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

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

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

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

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

T T

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

Fase aquosa

Tensoativo @ ' J

Precipitacio Evaporacio do solvente organico

‘ i —_ — —— (

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

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

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

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

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

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

e o niao =olvente
residual

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

Figura 4 - Representacdo do método de Nanoprecipitacéo

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar a atividade bioldgica in vitro de nanoparticulas poliméricas

carregadas com a mistura isomérica a- 3 amirina.

3.2 Objetivos Especificos

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

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

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

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

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

6. Awvaliar a atividade antioxidante da suspensao de nanoparticulas;

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

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

neoplasico de pulmé&o humano.



