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RESUMO

Uma grande dificuldade do uso de drogas convencionais no tratamento de cancer esta
relacionada a sua hidrofobicidade em sistemas biol6gicos. Uma alternativa para contornar esse
problema é o encapsulamento de fiarmacos por meio da nanotecnologia, a exemplo das
nanoemulsdes. Neste trabalho, foi desenvolvida uma formulagdo de nanoemulsdo 6leo em dgua
a base de 6leo das sementes de Calotropis procera contendo acido betulinico (BA), para
aplicagdo contra cancer de prostata. Foi realizada a caracterizagdo fisico-quimica do 6leo de C.
procera, por meio da determinacdo do seu indice de viscosidade, indice de iodo, indice de
acidez e indice de saponificagdo. Também foi realizado estudo da estabilidade coloidal da
nanoemulsdo formulada, por meio da avaliacdo do tamanho de particula, potencial zeta, indice
de polidispersdo e quantificacdo do ativo, cujos resultados mostraram que a nanoemulsio
produzida apresentou-se estavel as temperaturas de 25 °C e a 45 °C durante 90 dias. Os
componentes da nanoemulsdo (6leo de C. procera, acido betulinico e Pluronic F127) foram
caracterizados por FTIR e RMN. A viabilidade celular de linhagens tumorais foi avaliada por
meio do teste MTT. Testes de toxicidade in vivo foram realizados em um modelo de peixe-
zebra. A cinética e mecanismos de liberagdo foram avaliados através de testes de liberagdo in
vitro. A nanoemulsdo mostrou alta capacidade de carreamento de BA (7500 pg/mL),
estabilidade termodinamica e alta eficiéncia de encapsulacdo (99,98 %). Os testes em peixe-
zebra, revelaram que a nanoemulsdo ndo alterou a atividade locomotora e ndo apresentou
toxicidade aguda em 96 h de administragdo oral. No teste de liberagdo in vitro de 72 h,
apresentou liberacdo controlada pelo modelo Higuchi, liberando 31,33 % (622,80 pg) de BA
de forma controlada. A formulacdo NE-F2.2 apresentou atividade citotéxica para todas as
linhagens de células tumorais, sendo mais expressiva a inibi¢do para as células de PC3
(carcinoma de prostata humano) com ICso de 4,6 a 6,2 pg/mL e > 75 ng/mL para fibroblastos.
Portanto, a formulagdo proposta mostrou-se estdvel diante dos testes de estabilidade, seguranca
biolégica e liberacdo controlada de BA, mostrando-se promissora como medicamento

antitumoral, especificamente cancer prostatico.

Palavras-chave: Acido graxo. nanotecnologia; efeito citotoxico; liberacdo controlada de

farmaco.



ABSTRACT

A major difficulty in using conventional drugs in cancer treatment is related to their
hydrophobicity in biological systems. An alternative to overcome this problem is the
encapsulation of drugs through nanotechnology, such as nanoemulsions. In this work, an oil-
in-water nanoemulsion formulation based on Calotropis procera seed oil containing betulinic
acid (BA) was developed for use against prostate cancer. The physicochemical characterization
of C. procera oil was performed by determining its viscosity index, iodine value, acidity value
and saponification index. A study of the colloidal stability of the formulated nanoemulsion was
also carried out by evaluating the particle size, zeta potential, polydispersity index and
quantification of the active ingredient. The results showed that the produced nanoemulsion was
stable at temperatures of 25 °C and 45 °C for 90 days. The components of the nanoemulsion
(C. procera oil, betulinic acid and Pluronic F127) were characterized by FTIR and NMR. The
cell viability of tumor cell lines was evaluated by the MTT test. In vivo toxicity tests were
performed in a zebrafish model. The release kinetics and mechanisms were evaluated by in
vitro release tests. The nanoemulsion showed high BA carrying capacity (7500 pg/mL),
thermodynamic stability and high encapsulation efficiency (99.98%). Tests in zebrafish
revealed that the nanoemulsion did not alter locomotor activity and did not present acute
toxicity within 96 h of oral administration. In the 72-h in vitro release test, it presented
controlled release by the Higuchi model, releasing 31.33% (622.80 pug) of BA in a controlled
manner. The NE-F2.2 formulation showed cytotoxic activity for all tumor cell lines, with the
most expressive inhibition for PC3 cells (human prostate carcinoma) with IC50 of 4.6 to 6.2
pg/mL and > 75 pg/mL for fibroblasts. Therefore, the proposed formulation proved to be stable
in the tests of stability, biological safety and controlled release of BA, showing promise as an

antitumor drug, specifically prostate cancer.

Keywords: fatty acid; nanotechnology; cytotoxic effect; controlled drug release.
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1 INTRODUCAO

Segundo o levantamento do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2023), ocorreram
19,3 milhdes de novos casos de cancer no mundo em 2020 e esse nimero poderd chegar a 28,4
milhdes em 2040, um aumento de 47%. A literatura aponta que 20% dos individuos terdo cancer
durante a vida, sendo que 60% de todos os casos sdo representados pelos dez principais tipos
de cancer: cancer pele ndo melanoma, cianceres de mama, pulmdo, colo e reto, prostata,
estomago, cavidade oral, colo do ttero, figado e pancreas (SUNG et al., 2021; INCA, 2023).
De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS, 2020) o cancer € uma das principais
causas de morte nas américas, tendo causado 1,2 milhdes de mortes em 2008, com previsao de
aumento para 2,1 milhdes em 2030.

Considerando todos esses impactos, t€ém-se intensificado os esfor¢os da ci€ncia para
aperfeicoar ou desenvolver produtos eficazes no combate a doenca. Existem vérios tratamentos
para o cancer, sendo os principais a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia e a hormonioterapia
(ONCOGUIA, 2023).

Dentre os métodos utilizados contra as neoplasias, destacamos a quimioterapia,
método de tratamento em que o paciente € medicado, cuja administracdo pode ser feita via oral,
injetavel ou de forma tépica. Estes medicamentos destroem as células cancerigenas, entretanto,
ndo apenas as células doentes sdo eliminadas, mas as sadias também. Isso acarreta vérios efeitos
adversos como queda de cabelo, vOmitos, nduseas e queda da imunidade (ONCOFISIO, 2023).

Os efeitos indesejdveis provenientes do tratamento sist€émico do cancer com
medicamentos t€m sido objeto de estudo de pesquisadores na busca por produtos mais seletivos,
que sejam direcionados a alvos especificos e de forma controlada. A doxorrubicina, por
exemplo, usada no tratamento de diversos carcinomas, como de mama, pulmao, bexiga, tiredide
e ovario, exige prescri¢cao e monitoramento por equipe médica e de enfermagem treinadas, pois
seus efeitos colaterais incluem diminuicdo das células de defesa e de plaquetas, anemia e queda
de cabelo; além disso, as doses desse medicamento s@o cumulativas e podem afetar o musculo
cardiaco (SOARES e RUTKOWSKI, 2025). Outros agentes quimioterdpicos conhecidos, como
o 5- fluoruracil, a cisplastina, a vinblastina, a bleomicina e a ciclofosfamida, também
apresentam efeitos colaterais associados a cardiotoxicidade (KARAKULAK et al., 2016).

Portanto, drogas mais seletivas, como o 4cido betulinico, tém despertado a atenc¢ao
de pesquisadores como alterativas aos farmacos tradicionais usados nas terapias anticancer

(PISHA et al., 1995).
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O 4cido betulinico é um triterpeno pentaciclico de férmula molecular C30H4803,
encontrado principalmente na casca de eucalipto (Betula alba L.), bastante promissor como
agente anticancer. Esta substancia foi inicialmente testada com sucesso em células cancerigenas
de melanoma com indu¢do de apoptose e posteriormente teve sua acdo confirmada contra
cancer em linhas celulares de mama, cdlon, pulmdo, pancreas, ovdrio, neuroblastoma e
osteosarcoma (ZHANG; HU; CHEN, 2016; KUMAR et al., 2018).

Além da acdo confirmada contra cancer em diversos tipos de células, o acido
betulinico mostrou-se seletivo a células doentes, induzindo a morte de neuroblastomas e
meduloblastomas enquanto as células sadias de neurOnios de murinos se apresentaram
indiferentes a sua presenca, o que sugere a seletividade desse ativo (FULDA, 2008).

Entretanto, este composto apresenta certas limitagdes no que tange a sua baixa
solubilidade em meio aquoso (0,02 pg/mL), restringindo sua aplicagc@o em sistemas biolégicos.

No entanto, o uso de nanotecnologia para o tratamento do cancer com drogas de
alta eficiéncia tem sido amplamente estudado (G. Sousa & Rocha, 2020) e sistemas
nanoméricos como as nanoemulsdes tém sido apresentadas como solugdo a problemdtica
relacionada a farmacos hidrofébicos (JAGER et al., 2007; DEHELEAN et al., 2011).

Nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais com tamanho de particula entre 10 e 1.000
nm que apresentam instabilidade termodindmica. Sua formacgdo se d4 pela unido de dois
liquidos imisciveis, onde o liquido disperso encontra-se na forma de pequenas goticulas, sendo
0 uso de tensoativos 0 meio usado para sua estabilizacdo (JAISWAL et al., 2015).

A fase em maior quantidade representa a fase continua e a de menor quantidade a
fase dispersa. Denomina-se nanoemulsdo de 6leo em dgua (O/A) aquela em que a fase continua
¢ a dgua e a dispersa é o Oleo, cuja emulsificacdo € favorecida quando o tensoativo principal
utilizado € hidrofilico.

Com o intuito de estabilizar as nanoemulsdes, os copolimeros vém sendo utilizados
como tensoativos por apresentarem seguranca na preparacdo de farmacos e cosméticos.
Destaca-se nesse grupo de compostos quimicos os Pluronics, aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) por ndo serem toxicos. Eles sdo constituidos por um bloco central
lipofilico de poli (6xido de propileno) (Pm) e por extremidades hidrofilicas formadas por blocos
de poli (6xido de etileno) (En) (GIOFFREDI et al., 2016). Um exemplo importante desses
compostos € o Pluronic F127, um copolimero tribloco de férmula molecular E98P67E98, que
além de ndo téxico, seu tamanho o impede de ser controlado por macréfagos, o que aumenta

seu tempo de permanéncia no sangue (LIN et al., 2018).



16

Dentre os sistemas nanoméricos usados, as nanoemulsdes de 6leo em 4gua (O/A)
sdo importantes mecanismos de entrega de ativos hidrofébicos com potencial uso no tratamento
antineopldsico. O nanocarreamento favorece a absor¢do, cinética de liberagdo e aumento do
tempo de acdo do farmaco melhorando sua estabilidade e efeito clinico (Aghapour et al., 2018).
Outras vantagens dos nanosistemas para carreamento de farmacos sdo os baixos efeitos
colaterais, longa capacidade de liberacdo, ampliacdo da permeabilidade e direcionamento do
farmaco melhorando sua eficacia (QIU et al., 2022). Nesta perspectiva, o encapsulamento do
AB em nanoemulsdes por promover liberacdo controlada pode aumentar a seletividade
antitumoral do AB.

Para o preparo de nanoemulsdes a fim de carrear ativos hidrofébico faz-se
necessdrio a solubilizacio prévia do farmaco na fase oleosa, seguida de sua dispersdo na fase
aquosa. E comum o uso de 6leos com ou sem atividade biolégica para compor a fase oleosa de
nanoemulsoes.

C. procera, € uma planta exdtica, de extensa distribuicao geografica no mundo,
notadamente em regides semidridas como o Nordeste do Brasil, possuindo diferentes nomes
populares, dentre eles, bombardeira, flor de seda, flor de sodoma (Melo et al., 2001). E uma
planta bem comum em &reas degradadas, que se adapta com facilidade em variadas condi¢des
ambientais, sendo resistente a solos com poucos nutrientes e a periodos longos de estiagem
(Fabricante et al., 2013). As sementes do fruto dessa espécie vegetal apresentam um teor de
6leo de 22% (SULAIBI et al., 2020), podendo chegar a 25,6%, dependendo de qudo alta for a
média mensal de temperaturas da regido de cultivo (BARBOSA et al., 2014).

O dleo das sementes de C. procera tem agdo farmacoldgica comprovada, com
atividade antimicrobiana e antibacteriana (WADHWANI et al., 2021). O 6leo fixo da semente
apresenta também potentes atividades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras in vivo através
da modulac¢do de citocinas inflamatérias METTWALLY et al., 2022).

As potentes atividades bioldgicas do 6leo da semente para o tratamento de
inflamacdes e/ou doengas inflamatdrias associadas (como infec¢des parasitdrias), além de sua
atividade imunomoduladora o tornam um candidato promissor para a formulacdo de

nanoemulsdes com dcido betulinico e Pluronic F127 para aplicacdo em terapias antineoplésicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Encapsular o 4cido betulinico em nanoemulsdes, contendo o 6leo de C. procera como

fase oleosa e o Pluronic F127 como proposta de formulacao antitumoral.

2.2 Objetivos especificos

ISR N N N N Y N NI NN

Extrair o 6leo da semente de C. procera e caracteriza-lo;

Caracterizar o acido betulinico;

Realizar um estudo de desenvolvimento de formulacao de nanoemulsao;

Preparar nanoemulsdes contendo 6leo de semente de C. procera e 4cido betulinico;
Caracterizar a nanoemulsao;

Validar um método para a quantificagdo do acido betulinico na formulagao;
Determinar a Eficiéncia de Encapsulagdo da nanoemulsdo;

Realizar um estudo de estabilidade coloidal;

Realizar estudo de citotoxicidade in vivo em peixe-zebra;

Avaliar o potencial citotéxico in vitro contra a linhagem celular ndo tumoral L-929
(fibroblastos de murino) e contra as linhagens celulares tumorais HCT-116 (carcinoma

colorretal), SNB-19 (glioblastoma) e PC-3 (carcinoma de prdstata).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cancer de prostata

O cancer de prostata (CaP) € a segunda principal causa de mortes relacionada a
cancer no mundo todo, depois do cancer de pele (ZHOU; SONG; GIUBELLINO, 2019), sendo
a malignidade mais comum diagnosticada em homens nos paises desenvolvidos (G. HUANG
et al., 2022) e responsdvel por 29% dos diagndsticos de cancer registrados. Esse tipo de cancer
estd em crescimento, com a maioria dos novos casos € mortes, em paises de renda baixa e
média, os quais registraram 650.195 novos casos e 237.032 mortes, em 2020. Um progndstico
apontado por (KITSON-MILLS et al., 2025) mostra que o nimero de diagndsticos em homens
dobrard de 2020 a 2040, passando de 1.4 para 2.9 milhdes.

Segundo (KAVUMA et al., 2023) as maiores dificuldades no controle da doenca
incluem a falta de conscientizagcdo, programas direcionados a rastreamento, baixo acesso a
servicos de patologia e md acompanhamento de dados. Essa realidade requer iniciativas que
possibilitem a melhoria da qualidade de vida dos pacientes, como a deteccdo precoce,
diagndsticos mais precisos, oportunidades de tratamento e acompanhamento ideal.

Segundo (KITSON-MILLS et al., 2025), dentre as op¢des disponiveis em paises de
renda baixa e média para tratamento de cincer de préstata citam-se a terapia hormonal, a
radioterapia por feixe externo, a braquiterapia e a prostatectomia retro ptbica radical.

A resposta ao tratamento e o estdgio da doencga definem o tipo de cancer. A terapia
hormonal € um dos tratamentos mais comuns, que tem como objetivo a reducao dos hormoénios
masculinos no corpo. Androgenos agem estimulando o crescimento das células tumorais e, a
reduc@o desses hormonios no corpo pode levar a redu¢do do tamanho dos tumores ou induzi-
los a um crescimento mais lento. Entretanto, a hormonioterapia ndo cura o cancer de prostata
e, quando resistente a esse tratamento, € chamado de cancer de préstata resistente a castragdo
(CRCP).

A hormonioterapia pode ser indicada em situa¢des em que, o tumor estd em fase de
metdstase, ndo sendo possivel operar a glandula nem fazer radioterapia, quando o paciente ja
passou por cirurgia ou mesmo radioterapia e ainda assim o cancer entrou em recidiva, em
conjunto com radioterapia, nos casos em que o paciente tem alto risco de recidiva apds esse
tratamento, ou ainda, antes da radioterapia, para tentar reduzir o tamanho do tumor e aumentar

a eficacia do tratamento.
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Um sinal de que um paciente possui um tumor resistente a castragdo ¢ quando o
exame de Antigeno Prostético Especifico (PSA) apresenta niveis progressivamente elevados e
baixos niveis de testosterona, devendo haver mudanga na estratégia de tratamento.

Conforme as caracteristicas clinicas de cada paciente, existem algumas alternativas
de tratamento. Em 2020 foi aprovado no Brasil, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa) o uso da darolutamida (Nubeqa®), um bloqueador androgénico que é usado no
tratamento de cancer resistente a castracdo ndo metastitico. Outros antiandrogénicos como a
apalutamida e enzalutamida sdo usados, entretanto, esses medicamentos apresentam graves
efeitos colaterais.

Segundo (J. Wang et al., 2025) a maioria dos canceres de prostata se desenvolvem
lentamente, sdo indolores e curaveis, apesar disso, 0 CRCP € a causa primadria e terminal da
mortalidade do paciente. A maioria desse tipo de cincer inicia como adenocarcinoma, 0 mais
comum dos CaP (90%), e alguns evoluem, apés longos periodos de hormonioterapia, para o
cancer de prostata neuroenddcrino (NEPC), um tipo raro de cancer de prostata (1% dos casos
diagnosticados) e agressivo, sem tratamento eficaz at€¢ o momento. O NEPC mostra-se
resistente a terapia hormonal na maioria das vezes, sendo a quimioterapia a base de platina, o
tratamento padrdo adotado, mas com péssimo progndstico. Huang e colaboradores (2022)
alertam que, desde o diagndstico até a morte, o tempo de vida dos pacientes com NEPC é de
apenas, 7 meses.

Uma das formas mais econdmicas de tratamento do cincer € a radioterapia.
Entretanto, algumas questdes acabam dificultando a conducao dessa terapia em muitos paises.
Para (KAVUMA et al., 2023), a radioterapia, continua sendo um impedimento, como
consequéncia de nimero reduzido de funciondrios, equipamentos e infraestrutura treinados,
embora haja uma alta demanda. Segundo dados do Diretorio de Centros de Radioterapia da
Agéncia Internacional de Energia Atdmica (AIEA), o numero de unidades de radioterapia de
feixe externo por milhdo de habitantes € de aproximadamente 0,1 para Uganda, 0,4 para
Guatemala e 1,5 para Mongdlia, em compara¢io com os Estados Unidos com 11,6. Os nimeros
para pacientes em tratamento também se mostram muito baixos. A porcentagem de pessoas
com cancer tratados na Uganda € de apenas 7,5% e 13,0% para Mongdlia. Além da baixa
disponibilidade do tratamento, os ricos relacionados a radioterapia também sdo fatores
limitantes. Apesar da melhora na sobrevivéncia de pacientes com cancer de préstata submetidos
aradioterapia, ha um persistente debate sobre a radiacdo da prdstata com canceres secundarios.

O caso mais comum encontrado € o cancer de bexiga (LIAUW et al., 2006). Um

estudo desenvolvido por Shirodkar et al. (2009) investigou a saide de 44 pacientes hd uma
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média de 5,5 anos ap6s serem tratados de cancer de prostata com radioterapia. Desse total, 60%
apresentou tumor no musculo da bexiga.

Um estudo populacional apresentado Ho et al. (2020) comparou os efeitos da
radiacdo da préstata e da prostatectomia total em relagdo a ocorréncia de cancer colorretal
secundério. O estudo concluiu que hé risco positivo de cancer de colo retal secundério para os
pacientes submetidos a prostatectomia total, em comparagdo com os tratados com radioterapia.
Além disso, os pacientes tratados com radioterapia apresentam uma porcentagem superior de
doencas autoimunes (22.34% vs 18.75%, p<0.0001), além de doenca de Crohn, osteoartrite e
distdrbios diversos. O estudo populacional encerra, defendendo a continuidade do debate sobre
a existéncia ou ndo da relacdo entre a radioterapia e a ocorréncia de cancer colorretal e
recomenda vigilancia médica continua.

Se a radioterapia convencional tem disponibilidade precaria para a populacdo em
geral, técnicas avangadas, que poupam o tecido sauddvel préximo a exposicao da radiagao,
muito usadas em tumores localizados em &dreas complexas, como préstata, cabeca, pescogo,
mama, € pulmdes sdo ainda mais restritas. Apesar disso, ndo asseguram a prote¢do contra o
surgimento de cinceres secundarios, conforme concluiu o estudo de Xiang, Chang e Pollom
(2020), que avaliou 450.373 pacientes pediatricos e adultos, que receberam acompanhamento
mediano de 5,1 anos apds tratamento com radioterapia utilizando as técnicas de radioterapia
conformacional tridimensional (3DCRT), radioterapia de intensidade modulada (IMRT) e
radioterapia por feixe de prétons (PBRT).

Apesar dos avangos tecnoldgicos e dos modernos protocolos de tratamento visando
a precisao e a reducao das consequéncias aos tecidos normais, a propria natureza da radioterapia
torna inevitdvel, por menor que seja o grau de exposi¢do, consequéncias e potenciais impactos
sobre os tecidos saudaveis no entorno da drea tratada. Os efeitos colaterais podem variar em
intensidade e continuidade, que vao de reagdes agudas (inflamacao e desconforto localizado),
a complicacdes cronicas e exemplo como perda de fun¢@o orgénica e fibrose. Esses impactos
sao um desafio adicional a ser administrado durante e apds o término do tratamento
radioterdpico (ARAUJO et al., 2024).

A quimioterapia € um tratamento com medicamos para destruir o cancer, ndo sendo
usando pela maioria dos homens em estdgios iniciais de cancer de prdstata, mas sim, em casos
de cancer de préstata metastaticos, em que nao ha resposta a outros tratamentos. Dentre os
quimioterapicos mais utilizados no tratamento do CaP estdo o docetaxel, cabazitaxel,
mitoxantrona, estramustina e carboplatina. O inicio do tratamento se d4 em sua maioria pela

N

administracio do do taxano docetaxel, (primeira linha), associado a prednisona ou



21

dexametasona (Shore et al., 2017). O cabazitaxel, outro taxano, é administrado na sequéncia,
caso ndo haja resposta a medicacao inicial. Ele € absorvido mais rdpido, possui melhor reten¢do
intracelular, além de ter apresentado atividade contra linhagem de células de cancer de prostata
resistente ao docetaxel, sendo administrado a uma dosagem de 25 mg/m? nesses casos de
resisténcia ao quimioterdpico de primeira linha.

Apesar da sobrevida e melhora da qualidade vida do paciente, é pouco provavel a
cura do cancer de préstata por quimioterapia. Quimioterdpicos agem matando células do corpo
que dividem rapidamente. Sendo assim, a depender do tipo e da dose do medicamento, a
quimioterapia pode acarretar queda de cabelo, inflamacdo na boca, nduseas, vomitos, diarreia e
infeccdes, devido a seus efeitos deletérios sobre células dessas regides do corpo.

Apesar de a quimioterapia com docetaxel ter se tornado o padrdo de tratamento de
primeira linha para o cancer de prostata refratario a castragao, as respostas do PSA quase sempre
sdo inferiores a 50% e a sobrevivéncia média é menor que 20 meses (Petrioli et al., 2008). Isso
sugere que o uso da quimioterapia nesta doenca continua sendo um assunto ativo de
investigacao clinica.

Todos os estudos apresentados até esse ponto, mostram a existéncia de lacunas que
comprometem a eficdcia dos tratamentos disponiveis e afetam de alguma maneira a sadde do
paciente em tratamento com cancer de préstata. [sso aponta para uma necessdria e urgente busca
por estratégias de diagndsticos e mais opgdes de tratamento.

Neste contexto, observa-se uma necessidade de desenvolvimento de medicamentos
contendo ativos menos citotdxicos, que causem menos efeitos adversos, para a terapia de cancer
de prostata.

No intuito de aprofundar a busca por trabalhos com novas formulagdes objetivando
o tratamento do cancer de prostata, foi realizada pesquisa nos motores de busca do Web of
Science, Scopus e Scifinder, na qual ndo foram encontrados dados de estudos que associem o

AB em nanoemulsdes a base de 6leo da C. procera, conforme dados da Figura 1.
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Figura 1 - Levantamento bibliografico dos trabalhos envolvendo C. procera
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Feitas essas consideragdes, a presente pesquisa trata do desenvolvimento de
nanoemulsdes contendo acido betulinico utilizando como ntcleo oleoso o dleo das sementes de

C. procera e como tensoativo o Pluronic F127.
3.2 Acido Betulinico

O 4cido betulinico (AB) (4acido 3-f-hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico) € um
triterpenoide naturalmente pentaciclico (Figura 2B) amplamente encontrado no reino vegetal,
estando especialmente presente na casca de bétula (Betula sp.). Ele também tem sido isolado
de outros géneros como o Ziziphus (Rhamnaceae), Syzygium (Myrtaceae), Diospyros
(Ebenaceae) e Paeonia (Paeoniaceae). Na planta ele se apresenta como uma aglicona livre ou
derivados glicosados, isolados com diversos solventes, sendo o diclorometano o mais comum.
(RASTOGI et al., 2015; RIOS & MANEZ, 2018).

Apesar de isolado principalmente da casca de bétula, a quantidade disponivel é

insuficiente para um possivel uso comercial, tendo sido proposta sua sintese quimica a partir da
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betulina (BE) (Figura 2A), um composto de MM=442.72 g/mol, como uma forma de ampliar a
disponibilidade deste agente quimico (JAGER et al., 2009; LOU et al., 2021).

Figura 1 — Estruturas moleculares de a) betulina (BE) b) 4dcido betulinico (BA)
b

Fonte: Elaborado pelo autor

Existe uma vasta literatura citando o BA como um ativo quimico com vdrias
propriedades bioldgicas, como efeitos antivirais, anticancer, anti-inflamatorios, antissépticos,
antimicrobrianos,  antimalaricos, antileishmania e  anti-helminticas (GHAFFARI
MOGHADDAM et al., 2012; MOLDOVEANU & Scott, 2016; EGBUBINE et al., 2020;
GARCES DE COUTO et al., 2020).

Zhang, Hu e Chen (2016) destacam que, inicialmente, os estudos dos efeitos
antitumorais do BA mostraram sua eficicia em melanoma maligno (Pisha et al., 1995), mas
estudos subsequentes comprovaram sua ampla atuacdo contra tumores de diversas partes do
corpo humano. Explicam ainda, que o BA tem a capacidade de induzir apoptose em células
cancerigenas, sem toxicidade para células normais in vivo € in vitro.

Park e colaboradores (2021), relataram a atividade do BA contra leucemia humana,
comprovando um efeito citotoxico significativo nas células U937, por meio da parada do ciclo
celular na fase G2/M (fase em que a célula se prepara para a divisao celular), além de induzir a
apoptose dessas células.

Outra equipe de pesquisadores desenvolveu um estudo para determinar a a¢do do
acido betulinico contra células de cancer de bexiga. O estudo mostrou que o tratamento com a
administracio de 25 pM de BA dificultou o crescimento das linhagens celulares de cancer de
bexiga 253)JB-V e KU7, sendo o primeiro estudo a indicar que o BA inibe a disseminacdo de
células de cancer de bexiga pela indug¢do de apoptose, necrose e parada do ciclo celular, além
de uma reducdo na migracao e invasdo de células (KIM et al., 2021). Além disso, observou-se

reducdo da expressao de proteinas de especificidade (Sp) e do fator de crescimento epidérmico
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(EGF), sugerindo que a acdo anticincer do BA em cénceres de bexiga e de prdstata se da pela
supressdo da expressdo dessas proteinas (CHADALAPAKA et al., 2010).

Virios processos celulares, como sobrevivéncia celular, angiogénese e proliferacao,
sdo regulados por um fator de transcri¢do conhecido como transdutor de sinal e ativador da
transcricao 3 (STAT3). Um estudo examinou e constatou o efeito inibitério do BA na ativagdo
mediada por hipéxia do STAT3 em células de cancer de prdstata humano (PC3), independentes
de andrégeno, sugerindo a atividade angiogénica do BA (SHIN et al., 2011).

Segundo Jiang e colaboradores (2021), a atividade tumoral do BA para diversos
tipos de cancer se d4 por mecanismos que envolvem, principalmente, a indu¢do do estresse
oxidativo mitocondrial, mas também pela regulacdo de fatores de transcri¢do de proteinas de
especificidade e pela inibicdo do transdutor de sinal e ativador das vias de sinalizacdo da
transcri¢cdo 3 e do fator nuclear-xB. Para os autores, o BA ainda tem a capacidade de ampliar a
sensibilidade das células cancerigenas a outros medicamentos usados em quimioterapia.

Uma estratégia anticancer adotada € aumentar a degradagcdo de oncoproteinas, que
tém sua quantidade exacerbada em canceres. Reiner et al. (2013) observaram que, o BA
aumenta a apoptose, especificamente no cancer, mas ndo em células normais. Os resultados do
estudo sugeriram que o dcido betulinico inibiu diversas deubiquinases, resultando no aumento
de proteinas poli-ubiquinadas. Observou-se ainda, a diminui¢do de oncoproteinas e elevacdo da
morte celular apoptdtica, eliminando células supérfluas e defeituosas. Por outro lado, o estudo
mostrou que em fibroblastos normais, o d4cido betulinico ndo inibiu a atividade de
deubiquinases, resultando em um nimero normal de proteinas poli-ubiquinadas, o que sugere
a auséncia de efeito na morte de células sadias. Ao tratar camundongos transgénicos para o
adenocarcinoma de préstata (TRAMP) utilizando BA (10 mg/Kg), houve aumento do apoptose
e inibicao de tumores primérios, além da reducdo da angiogénese e do receptor de androgeno.
Destaca-se neste estudo que os tecidos normais de camundongos ndo sofreram degradagdo em
funcdo do tratamento com BA. Esse estudo conclui que o BA se apresenta como um agente
eficaz, ndo toxico e clinicamente seletivo para quimioterapia.

Evidéncias emergentes também expressam os efeitos anticancer combinados do BA
com outros compostos naturais com bioatividade ou medicamentos aprovados (Banerjee ef al.,
2024). Um estudo recente, associou BA, nanocompdsito de Zn:MnO 2 (NCs) e casca
polimérica de dcido gédlico (GA)-4cido polilatico (PLA)-alginato, tendo apresentado resultados
promissores na terapia do cancer de prostata, com valor de IC 5o de 7,351 p/mL (TAN;
DANdsMAN-KALANDEMIRTAs; KARAKUs, 2023). Além de estudos de terapia pré-clinica

combinando o dcido betulinico com outros fiarmacos em quimioterapia, pesquisadores
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comecaram a lancar luz sobre investigagdes que buscam descobrir os impactos anticincer
especificos de nanoformulagcdes baseadas em BA.

O 4cido betulinico (BA), comprovadamente apresenta propriedades bioldgicas de
amplo espectro, com aplicacdes na medicina. Apesar de sua a¢do farmacoldgica, hd relatos de
algumas desvantagens do BA, como sua baixa solubilidade aquosa (0,02 ug/mL a 25 °C) e curta
meia-vida in vivo, que dificulta sua aplicacdo terapéutica. Nesse sentido, muitos trabalhos ao
logo dos anos foram desenvolvidos com o intuito de contornar essas dificuldades, procurando
melhorar a solubilidade aquosa, meia-vida e eficicia do BA, através de sistemas de
administracio de farmacos nano-estruturados, incluindo nanoparticulas magnéticas,
lipossomas, conjugados poliméricos, complexos de ciclodextrina e nanotubos de carbono,
nanoparticulas poliméricas e nanoemulsdes (Saneja et al., 2017, 2018), que tém a capacidade
de acumulacdo ficil e seletiva nos tecidos tumorais, em funcdo da falta de um sistema
linfatico bem definido, quando comparado ao farmaco nativo pelos fendmenos de efeito de
permeacao e retencdo aprimoradas.

Um polimero de quitosana (CS) foi usado para o revestimento de nanoparticulas
magnéticas (MNPs) formando nanoparticulas CS-MNP. Foi entdo agregado BA a essa
composi¢do para formar um nanocompdstico BA—CS-MNP. O Estudo mostrou que o BA na
formulacdo ndo apresentou toxicidade contra células de fibroblastos normais (3T3) de
camundongo. Entretanto, tanto livre, quanto encapsulado, apresentou efeitos inibitérios em
células de cancer de mama (MCF-7), com ICso de 2 e 3,6 pug/mL, respectivamente (Hussein-
Al-Ali et al., 2014), com efeitos dose-dependentes.

Um triterpenediol pentaciclico (TPD) de Boswellia serrata apresentou um bom
potencial anticancer, no entanto, sua acdo bioldgica mostrou-se limitada devido a sua baixa
solubilidade aquosa e alta lipofilicidade. Foram entdo preparadas nanoparticulas de PLGA
carregadas com TPD por uma técnica de nanoemulsdo-difusdo-evaporacdo. Um teste de
citotoxidade em células cancerigenas MCF-7 e OVCAR-5 in vitro mostrou que o TPD
encapsulado teve sua bioatividade aumentada em comparacao com sua forma livre. Em testes
in vivo no modelo de tumor de ascite de Ehrlich (EAT), o potencial anticaincer do TPD na
nanoformulacdo foi superior a sua forma em solugdo, além de ndo expressar toxicidade orgéanica
em camundongos portadores de EAT (Dubey et al., 2016).

A natureza hidrofébica e meia vida sistematica relativamente curta sdo apontadas
por Selepe e colaboradores (2024) como obsticulos para aplicacdo clinica do BA. Para
contornar essas dificuldades, os autores projetaram um sistema de administragdo de fairmacos

empregando nanoparticulas de BA encapsuladas em poli(dcido lactico-co-glicélico) (PLGA)


https://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/lymphatic-system
https://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/lymphatic-system
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(PLGA-BA NPs). O tamanho médio das nanoparticulas obtidas foi de 196 + 6,80 nm. A efic4cia
terapéutica do BA contra células tumorais de mama e pulmao mostrou-se aumentada no sistema
encapsulado em comparagao a sua forma livre.

Um estudo in vitro realizado para testar a atividade anticancer de uma microcdpsula
contendo BA foi recentemente desenvolvido, a qual se baseou em alginato de s6dio e goma
guar. Essa cdpsula foi desenvolvida para liberagdo controlada. O trabalho estudou a
citotoxicidade de microcdpsulas carregadas com BA contra células HL-60 (Leucemia Humana),
cujos resultados apontaram atividade anticancer significativa com um valor de IC 5o de 2,52 +
0,23 pg/ml (Reboucas et al., 2023), além de se mostrar altamente seletivo, com IC50 > 500
pug/ml (ndo detectavel) em fibroblastos normais. Para os autores, ativos encapsulados podem
ser protegidos do contato direto com fluidos estomacais e a liberacdo controlada pode diminuir
sua toxidade em células sadias, reduzindo os efeitos colaterais comuns em quimioterapia. Neste
mesmo sentido, um estudo associou a liberagc@o lenta de administracdo de metformina com a
reducgdo de efeitos colaterais gastrointestinais (TARRY-ADKINS ez al., 2021).

Foi desenvolvido um trabalho para observar a bioatividade in vivo de uma
nanoemulsdo contendo BA e lecitina em um modelo murino de carcinogénese de pele em
camundongos K14E6 modificados geneticamente. Foi observada inibi¢io completa do
desenvolvimento do tumor, apds o tratamento com 50 mg/kg da nanoemulsdo contendo o BA,
além de reduzir a expressdo do gene da cinase 4, dependente de ciclina (CDK4) e da caspase-
8. Por sua vez, o BA livre limitou-se a inibir apenas 70% do crescimento do tumor (Agame-
Lagunes et al., 2021). Estes dados sugerem uma clara vantagem da bioatividade do BA
encapsulado em relacdo a sua forma livre.

Virias estratégias nanoestruturadas foram relatadas na literatura para o carreamento
de 4cido betulinico como magnetolipossomas a base de Fe3O4 € AB que foram testados em duas
linhagens de células de melanoma - células A375 e B164A5 exibindo citotoxicidade
significativa nas linhas celulares de melanoma (LU et al., 2020).

Outro trabalho relata o desenvolvimento de nanoparticulas de AB em vy-
ciclodextrina a base de gelatina para aumentar sua solubilidade e prolongar o tempo de
circulagdo in vivo, apresentando um melhor efeito de inibi¢do tumoral do que o composto de
inclusdo de acido betulinico/y-ciclodextrina (LU et al., 2020).

Um estudo mostra o processo de incorporagdo de AB em silica mesoporosa
mostrando o potencial de uso dessas nanoparticulas como mais uma abordagem em sistemas de

liberagd@o de farmacos para esses tipos de compostos (BOCALON et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861722012152#bb0205
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Uma nanoemulsdo a base de 6leo de linhaca e 4cido betulinico foi projetada e sua
citotoxidade in vitro foi testada por ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), a fim de avaliar sua eficacia contra células HCT-116 (carcinoma
colorretal). Os resultados do estudo mostraram uma seletividade aumentada do BA em emulséo
em relacdo a sua forma livre, com valor de ICsp em uma faixa de 3,2 a 3,7 uM para (HCT-116)
e > 16,5 uM para fibroblastos normais (REBOUCAS et al., 2022).

Mais recentemente, um estudo desenvolveu uma nanoemulsdo baseada em 6leo de
C. procera para encapsular e avaliar o potencial de bioatividade do BA nessa formulagado, contra
células PC3 (cancer de prostata). Os resultados demostraram que a nanoemulsdo teve alta
capacidade de transporte do dcido betulinico (7500 pg/g), alta eficiéncia de encapsulamento e
(99,98%) e estabilidade termodindmica. O BA encapsulado apresentou excelente atividade
bioldgica contra cancer de prostata, com valores de ICso variando entre 4,6 e 6,2 ng/mL (PC3).
Além disso, o bioativo apresentou baixa citotoxicidade contra células saidas, com ICso >75

pug/mL, sugerindo ser seletivo para células tumorais (SOUSA et al., 2025).

3.3 Nanoemulsoes

Emulsdes sdo sistemas liquidos bifasicos. Nesse sistema, a fase em menor
quantidade € chamada de dispersa, ou interna, sendo dispersada na segunda fase como pequenas
goticulas. A segunda fase, presente em maior quantidade, é conhecida como fase externa ou
continua. As emulsdes sdo de grande importincia para a producdo de alimentos, produtos
farmaceéuticos e cosméticos, pois permitem misturar moléculas nio polares e polares, alterar
propriedades fisicas de produtos como gosto e cheiro, além de melhorar a eficicia de
tratamentos médicos (LANGAROUDI & KAZEMI, 2019; ATANASE , et al., 2022).

Nanoemulsdes sdo dispersoes coloidais de dois liquidos imisciveis, que possuem
tamanho de particula variando de 20 a 500 nm, clareza Optica, estabilidade cinética e alta
capacidade de melhorar a dissolu¢do e a biodisponibilidade de ingredientes ativos lipofilicos
encapsulados (ALGAHTANI et al., 2022) .

Essas goticulas permitem o encapsulamento de bioativos hidrofébicos em uma
nanoemulsdo 6leo-em-4gua, que podem aumentar a biodisponibilidade do farmaco e promover
liberacdo controlada, mantendo a concentracdo dentro da faixa terapéutica (SOUSA et al.,
2025).

As goticulas em nanoemulsdes podem variar entre dezenas e centenas de

nandmetros. Possuem aspecto transparente, translicido ou leitoso, dependendo do diametro das
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gotas e sdo classificadas em trés tipos, dgua em 6leo (a/0), 6leo em dgua (o/a) ou multiplas
(o/a/o ou a/o/a), como ilustrado na Figura 3, de acordo com a proporcao e a natureza quimica

dos componentes (VALDIVIA-OLIVARES et al., 2023).

Figura 2 - Tipos de emulsdo classificadas por suas fases dispersas e continuas (a)
dispersdo 6leo em dgua (o/a) (b) dispersao dgua em Oleo (a/o) (c) dispersdo dgua em 6leo em
agua (a/o/a) (d) dispersdo 6leo em dgua em 6leo (o/a/o)

(@) (b) (c) (d)

Fonte: Valdivia-Olivares et al., 2023, com adaptagdes.

3.3.1 Preparo de nanoemulsédes

Por serem termodinamicamente instdveis, os diversos métodos de preparo das
nanoemulsdes incluem o uso de energia que podem ser provenientes de equipamentos ou pelo
potencial quimico da composi¢ao.

Em geral, as técnicas para a obtencdo de nanoemulsdo podem ser divididas entre as
que usam alta ou baixa energia. Em métodos que usam alta energia, a entrada intensa de energia
mecanica se di por agitacio de extremo cisalhamento e, um aparelho de alta poténcia é
geralmente usado para quebrar a fase interna em pequenas goticulas, sendo o método usado no
preparo de emulsdes convencionais € nanoemulsdes, envolvendo a homogeneizagdo a alta
pressao, sonicacdo e microfluidiza¢do. Os métodos de baixa energia, utilizam energia quimica
potencial dos componentes, alterando a curvatura espontanea do tensoativo; sdo baseados no
controle e ajuste das propriedades entre as fases oleosa e aquosa que, em geral, sdo usadas para
fazer microemulsdes, envolvendo a emulsificagdo espontdnea ou autoemulsionante,
composi¢do de inversdo de fases e o método da inversdo de fases (BARZEGAR et al., 2018;

RODRIGUEZ-BURNEQO et al., 2017).
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3.3.2 Estabilidade das nanoemulsoes

A estabilidade de nanoemulsdes, de forma simplificada, estd relacionada a
capacidade de resisténcia a coalescéncia de suas goticulas. A temperatura € um dos fatores que
afeta a estabilidade das nanoemulsdes, pois provoca um aumento de movimento e colisdo entre
as goticulas, induzindo-as a coalescéncia. Os tensoativos usados nas formula¢des, colaboram
para impedir esse processo, pois criam uma barreira estérica na interface 6leo/dgua, reduzindo
a tendéncia de colisdo e conferindo maior estabilidade a formulacao (ROMES et al., 2022).

As nanoemulsdes apresentam estabilidade fisica de longo prazo, como
consequéncia direta do tamanho reduzido das particulas produzidas, que dificultam o
desencadeamento de fendmenos de desestabilizacdo como cremeacdo, sedimentacao e
coalescéncia. A a¢do da gravidade, induz a instabilidade cinética das nanoemulsdes,
favorecendo a ocorréncia de cremeacgdo e sedimentacio. Entretanto, o movimento Brawniano
nas nanoemulsdes € forte o suficiente para compensar a instabilidade decorrente da forca
gravitacional (SINGH et al., 2017).

A distribuicdo do tamanho de particula € outro fator importante para a estabilidade
de nanoemulsdes, quanto mais uniforme, mais estdvel serd a formulagcdo. Essa uniformidade é
medida pelo Indice de Polidispersdo (PDI), em que nanoemulsdes com PDI<0,2 serdo
classificadas de monodispersas. Quanto ao tamanho das gotas, quanto maiores e mais esféricas,
maior serd a fluidez do material, ao contrario de gotas pequenas e amorfas (RAI et al., 2018;
SINGH et al., 2017). Por outro lado, gotas menores com formatos esféricos requerem maior
energia para deformacao, requerendo o uso de método de alta energia para sua formagao, como
agitacdo ou vibracdes ultrassonicas.

Portanto, o uso apropriado de tensoativos, o tamanho e distribui¢do de particulas e
a carga superficial sdo varidveis que estdo diretamente relacionadas a estabilidade de
nanoemulsdes. O efeito unificados desses trés parametros determinam a produgdo 6tima de uma
nanoemulsdo (RAI et al., 2018).

O uso adequado de emulsificantes confere uma relacdo elastica entre os liquidos
imisciveis e mantém a fase dispersa suspensa no meio dispersor, na forma de pequenas goticulas
eldsticas que suportam alto grau de tensdo relativo no processo de deformacdo. Além disso,
pequenas gotas sofrem muito menos os efeitos gravitacionais, permanecendo suspensas no
meio de dispersdo (KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2016).

Uma maior carga superficial sobre as goticulas, confere elevada forca repulsiva

intermolecular no sistema nanométrico, sentida pelas pequenas gotas no momento em que se
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aproximam e, ao colidirem, se afastam, mantendo-se em movimento browniano (Mishra et al.,
2009). Quando a nanoemulsdo é produzida com o uso de um tnico tensoativo, sua estabilizacdao
ocorre por meio da repulsdo de cargas de mesmo sinal (VILASAU et al., 2011).

A forga gravitacional estd envolvida no processo de estabilidade da nanoemulsao a
depender do tamanho e peso das goticulas, enquanto a forca eletrostdtica depende do valor do
potencial zeta. Valores de potencial zeta de £20 mV, conferem boa estabilidade a emulsdes
elaboradas com tensoativos de alto peso molecular, ao contrario dos de baixo peso molecular,
que requerem valores maior que 30 mV. Esse tamanho reduzindo de potencial zeta se d4 pelo
fato de que esses emulsificantes deslocam o plano de cisalhamento para uma distancia maior.
Entretanto, um efeito combinado entre impedimento estérico e forca repulsiva, acabam por
compensar o baixo valor de carga superficial, conferindo maior estabilidade ao material
produzido com tensoativos de alto peso molecular, a exemplo do Pluronic F127 (RAI et al.,

2018).

3.3.3 Problemas de estabilidade encontrados no desenvolvimento da nanoemulsdo

Apesar de cineticamente estdveis, as nanoemulsdes podem apresentar problemas de
estabilidade, sendo os principais: floculagdo, cremeacdo, sedimentagdo, amadurecimento de
Ostwald, coalescéncia e separacdo de fases (Figura 4 e Tabela 1). Esses fendmenos podem
ocorrer tanto durante o processo de elaboracdo como no periodo armazenamento (RAVERA et

al.,2021; TADROS et al., 2004).



Figura 3 - Mecanismos de desestabilizacdo de nanoemulsoes

Emulsao estavel
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Tabela 1 - Mecanismos de desestabilizacdo de nanoemulsdes

Processo de desestabilizacao

Mecanismo e caracteristicas do processo

Cremeacdo e Sedimentagdo

Processo essencialmente governado pela
diferencga de densidade entre as fases dispersa
e continua, culminando para a migracdo das
gotas para a parte inferior (sedimentacio) ou
superior (cremeagdo). O processo €
reversivel por meio de agitacdo. Nao
modificam a distribuicdo do tamanho das
gotas, mas as torna mais compactas,
induzindo a floculagdo e coalescéncia.

Floculacao

Consiste na formacdo de agregados de
goticulas, impulsionada pela interacao das
camadas adsorvidas na superficie das
goticulas. Ndao modifica a distribuicdo do
tamanho das gotas. Mantém a integridade da
interface. Pode ser revertida por agitacdo. A
presenca de carga superficial interfacial €
essencialmente relevante para o impedimento
desse processo.

Amadurecimento de Ostwald

Decorrente da dissolucdo parcial da fase
liquida dispersa, induzida pela pressao
capilar, culminando em uma transferéncia de
massa de gotas pequenas para grandes.
Processo rdpido e irreversivel em
nanoemulsdes. Tensoativos  ndo-idnicos
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podem ser eficazes a estabilizacdo de
emulsdes contra esse processo e contra a
coalescéncia.

Coalescéncia E a fusio de duas goticulas em uma tnica, em
funcdo do afinamento e ruptura do filme
liquido  interfacial, sendo  altamente
influenciada pelas propriedades interfaciais
das camadas adsorvidas. Ocorre quando duas
goticulas entram em contato e a forca de
repulsdo € menor que a de atracdo, ou como
consequéncia da floculacdo. O processo é

irreversivel e leva a separacao de fases.
Fonte: (TADROS et al., 2004; RAl et al., 2018; RAVERA et al., 2021)

A cremeacdo e a sedimentagdo ocorrem em func¢do, respectivamente, das forcas
centrifuga e da gravidade. O processo de floculacio pode ser reversivel, enquanto a
coalescéncia € a associacdo irreversivel das goticulas. Esses dois processos de desestabilizacdo
podem ser minimizados mantendo-se no menor nivel as diferencas de densidade entre as fases
dispersa e continua, o menor tamanho de particulas e o meio de dispersdo Vviscoso
(KOROLEVA & YURTOV, 2012).

Durante a colis@o de duas particulas pode ocorrer floculagdo ou coalescéncia. O
primeiro caso ocorrerd se as forcas intermoleculares repulsivas forem suficientemente grandes
para manter as goticulas separadas, mesmo que ha uma pequena distancia. O segundo caso
ocorrerd, se as forcas atrativas forem maiores que as repulsivas (RAI et al., 2018) .

Para reduzir a taxa de amadurecimento de Ostwald a fase dispersa deve ser
complemente imiscivel na fase continua. Esse processo ocorre porque as gotas pequenas, mais
soluveis, se associam as maiores, favorecendo seu crescimento, engrossamento da nanoemulsao
e consequente separacio de fases. E o processo mais desafiador para a produgio de
nanoemulsdo estdveis com fins préticos, em que sdo encontradas altas variacdes nos tamanhos
das goticulas (ALI et al., 2013).

Pesquisadores usaram copolimero em bloco anfifilico poli (6xido de etileno) - poli
(e-caprolactona) (PEO-b-PCL), soltivel na fase oleosa em temperaturas mais altas, mas que
recristaliza quando o sistema retorna a temperatura ambiente (25 °C), evitando a ocorréncia do
amadurecimento de Ostwald, provando que tensoativos conferem estabilidade a nanoemulsdes
(FRANZOL & REZENDE, 2015).

Existe ainda a inversdo de fases do sistema disperso, que se caracteriza pela

conversdo da fase interna em fase externa, e vice-versa.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/copolymer
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3.4 Pluronic F127

As nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instdveis, mas estdveis
cineticamente, tendendo a separacdo de fases apds determinado tempo. Nesse sentido,
tensoativos sao frequentemente utilizados para empreender estabilidade as nanoemulsdes.

Devido as suas aplicacdoes farmacéuticas, em alimentos ou na medicina, 0s
tensoativos e os 6leos precisam ser compativeis e ndo téxicos. Um bom tensoativo deve ser
capaz de reduzir a tensdo interfacial, ser adsorvido rapidamente na interface e promover a
estabilizacdo da superficie através de relagdes eletrostiticas ou estéricas. Diversos tipos de
tensoativos t€m sido usados no preparo de nanoemulsdes, como proteinas, tensoativos nao
ionicos (Tween 40, 60, 80), surfactantes i6nicos (dodecil sulfato de sdédio, alginato ldurico),
fosfolipidios e Pluronic® (FANG et al., 2009; GHARIBZAHEDI & MOHAMMADNABI,
2016).

Virias pesquisas t€ém projetado nanoemulsdes estabilizadas com Pluronic F127.
Reboucas e colaboradores (2022), desenvolveram uma nanoemulsio a base de 6leo de linhaca
e 4cido betulinico, estabilizada com Pluronic F127 e poliricinoleato de poliglicerol, para
aplicacdes contra carcinoma colorretal. Um estudo recente formulou uma nanoemulsio a base
de 6leo de C. procera e 4cido betulinico, usando Pluronic F127 como tensoativo, com o objetivo
terapéutico contra células de cancer de préstata (SOUSA et al., 2025). Outra pesquisa prop0s a
melhoria da estabilidade fisico-quimica e aumento da atividade antioxidante do [B-caroteno
durante o transito gastrointestinal, projetando dois tipos de sistemas de entregas, nanoparticulas
e nanoemulsdo, estabilizadas por Pluronic F127 e lecitina (Chuacharoen & Sabliov, 2016b).
Também foi investigada a estabilidade e liberacdo controlada de luteina, um poderoso
antioxidante, em nanoparticulas de zeina, com e sem os tensoativos lecitina e Pluronic F127. O
objetivo do trabalho foi buscar estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas e bioativos
aprisionados (CHUACHAROEN & SABLIOV, 2016a).

O Pluronic® F127 é um copolimero tribloco anfifilico composto de por EogPeoEos
(Figura 5), com massa molar de 12.500 Daltons, sendo E, 6xido de etileno (de carater
hidrofilico) e P, 6xido de propileno, de cardter lipofilico (Pradines ef al., 2015). Essa substancia
€ ndo toxica e foi aprovada pela Food Drog Administration (FDA), o que permite seu uso para
fins bioldgicos. As nanoemulsdes formuladas com esse tensoativo tém a vantagem de nao serem
capturadas por macréfagos, devido a barreira estérica provenientes de fracdes de de 6xido de
polipropileno, aumentando seu tempo de contato com o sangue, permitido uma liberagcdao

controlada e maior disponibilidade de bioativos e (LIN ez al., 2018).
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Figura 4 - Estrutura do Pluronic F127
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Quando aplicado na forma de hidrogel, o Pluronic F127 permite uma adesdo
prolongada na superficie de mucosas, funcionando como um veiculo e controle de liberacdo de
medicamentos, como M48U1, usado como molécula anti-HIV-1 (PRADINES et al., 2015).

Autonanoemulsdes foram preparadas para aumentar a biodisponibilidade oral e
eficacia da floretina (Ph), pouco solivel em dgua. A avaliacdo das propriedades fisicas da
nanoemulsdo indicou um aumento da solubilidade de triglicerideos emulsionados em 3000
vezes, em relacdo a solubilidade em solucdo de Ph. Houve ainda, aumento de 7,9 vezes na
biodisponibilidade do Ph e 6,8 vezes na sua a¢do anti-inflamatéria. O Pluronic F127 apresenta
elevado impedimento estérico, que aumenta a permeabilidade e reduz a degradagcdo enzimética
da nanoparticula no trato gastrointestinal, melhorando a absor¢ao do bioativo (Y. WANG et al.,
2020).

Curcumindides foram incorporados em nanoemuls@o contendo acido oleico como
fase dispersa e Pluronic F127 como estabilizador, para aumentar sua solubilidade e
biodisponibilidade. A bioatividade do ativo encapsulado foi aumentada e apresentou
promissora acdo contra células de canceres colorretal, glioblastoma, leucemia, e especialmente,
de prostata (COELHO et al., 2022).

O aumento da expressao do citocromo-C, caspase 6 e caspase 9, demostrou que a
acdo contraria do Pluronic em células cancerigenas multirresistentes, em comparacdo com
células normais, promovendo a sinaliza¢do pro-apoptética e reduzindo a defesa antiapoptética

(NUGRAHA et al., 2022; ZARRINTAIJ et al., 2020).

3.5 Liberacao controlada de farmacos e bioativos

A liberagdo de farmacos de forma tradicional, em sua maioria, emprega sistemas

diluentes com o objetivo de dissolver o ativo, mantendo sua concentragdo nos sistemas
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bioldgicos dentro da faixa apropriada para o tratamento. Isso ndo € facil de se conseguir, uma
vez que a concentracdo dos ativos no organismo tende a crescer até um certo limite,
determinado por sua solubilidade e entdo, decresce, requerendo a administracdo de nova

dosagem a fim de se manter a concentracao de interesse (Figura 6).
Figura 5 — Janela terapéutica farmacoldgica
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Fonte: (TOSIN; COSTA; VIEIRA, 2023), adaptado

Quando mais altas as concentragcdes, maior a toxicidade, enquanto que, quando
abaixo dos niveis terapéuticos, os ativos nao surtem eficientemente seus efeitos e, alguns,
passam a enfrentar problemas de resisténcia do organismo ao seu uso (TOSIN; COSTA;
VIEIRA, 2023).

O avanco da nanotecnologia tem se mostrado uma alternativa promissora para
contornar esses problemas relacionados a administracao de ativos, pois permitem sua liberacao
de forma controlada, prolongando seu tempo de permanéncia no organismo, sendo eficaz a uma
concentracdo muito menor que quando administrado por meios convencionais, conferindo
varios beneficios organicos, como a redugdo dos efeitos colaterais e melhora na eficicia do
tratamento pelo aumento da biodisponibilidade do medicamento (LEI er al., 2023; ZHOU;
SONG; GIUBELLINO, 2019).

Os mecanismos de que depende a cinética de liberagao de ativos estio relacionados
a composicao da matriz, geometria e tamanho de particulas, método de preparacdo e meio de

dissolugdo (PATRA et al., 2018).
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Ativos hidrofébicos, com solubilidade < 0,01 mg/mL, apresentam liberacao lenta,
ou incompleta, ao contrario daqueles com alta solubilidade, que apresentam ripida liberagdo.
Essa taxa ou coeficiente de difusao, além de depender da massa e tamanho da molécula do
soluto e da viscosidade do meio difusor, depende ainda de quao hidratada estd a matriz, indo de
quase zero a um maximo, a medida que a hidratacdo aumenta (PAARAKH et al., 2018).

E indispensavel a ocorréncia da difusdo do ativo através do polimero, ou a prépria
erosdo desse, para que ocorra a liberacdo. A propor¢ao do polimero na matriz também
influencia na velocidade de liberagao. Quando maior for essa propor¢ao, maior serd o caminho
a ser percorrido pelo farmaco na matriz € menor serd o coeficiente de difusdo e da sua taxa de
liberacdo no sistema bioldgico. Outros fatores relacionados ao polimero como inchaco,
relaxamento da cadeia, hidratacdo, molhamento e alteracdes de entalpia, afetam a liberacdo do
farmaco (PAARAKH et al., 2019).

Esses mecanismos podem ser descritos por modelos matematicos. Em geral, para
polimeros que ndo possuem matrizes complexas, os modelos cinéticos utilizados sdo: cinética
de liberag@o de ordem zero, primeira ordem e modelo de Higuchi. Ja para sistemas complexos,
o mecanismo de liberagdo € determinado pelo método proposto por Korsmeyer-Peppas

(PAARAKH et al., 2018; REHMAN et al., 2020; THAKUR & MOHAN, 2022).

3.5.1 Modelo Cinético de liberagdo de Ordem Zero

A taxa de reacdo no modelo cinético de ordem zero € constante e independente da
concentracdo do reagente. A liberacdo de ordem zero pode ser representada por:

Q = Qo + kot

Sendo Q, a quantidade de ativo liberado no tempo ¢, Qo a quantidade inicial de
ativo na solucio (normalmente zero), e ko a constante de liberacdo de ordem zero (Paarakh et
al., 2018).

Ao tracar a curva dos valores do ativo liberado pelo tempo, obtém-se uma reta, de
coeficiente angular ko. A maioria dos sistemas de administracdo de bomba osmdtica, sistemas
de administragcdo transdérmica e sistema de matriz para medicamentos com baixa solubilidade
seguem modelos cinéticos de ordem zero, confirmando ser esse, o comportamento ideal para
formulacdes, levando a variagcdes minimas nos niveis do farmaco no organismo, imprimindo

seguranca na sua administracdo e menos efeitos adversos (REHMAN et al., 2020).
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Nos casos em que a solubilidade do ativo na matriz polimérica € baixa ou estd em
alta concentracdo, e o ativo € disperso em vez de dissolvido, é preferivel a aplicacdo dos

modelos de Higuchi ou de Peppas (TROJER et al., 2013; BRUSCHI, 2015).

3.5.2 Modelo Cinético de liberacao de Primeira Ordem

O modelo matematico de liberacdo de primeira ordem descreve o sistema de
liberagc@o em que a taxa de liberacdo do ativo é dependente da concentracdo, como segue:

log Q =log Qo - Kit/2,303

Em que Q € a quantidade do ativo liberado no tempo t, Qo € a quantidade inicial do
ativo no sistema receptor e ki € constante de primeira ordem. Como a quantidade liberada é
proporcional a concentracdo do ativo, a taxa de liberagdo diminui com o tempo. O gréfico
obtido a partir dos dados de percentual de ativo remanescente contra o tempo, fornece uma reta
cujo coeficiente angular é dado por Ki/2,303 (PAARAKH et al., 2018).

As matrizes porosas em formas farmacéuticas que contém farmacos soliveis em
dgua seguem uma cinética de primeira ordem, pois sua liberagc@o é proporcional a concentracao

do farmaco (REHMAN et al., 2020).

3.5.3 Modelo de Higuchi

Este foi o primeiro exemplo de um modelo matematico proposto com o objetivo de
descrever a liberacdo de farmacos de um sistema de matriz baseado em polimeros, sendo
aplicavel para a liberacdo de farmacos soltvel ou pouco solivel em dgua, agregados a matrizes
semissOlidas ou sélidas. Esse modelo é expresso por:

Q=Kut"?

Em que Q € a concentracdo do ativo liberado no tempo ¢, Ky € a constante de
Higuchi. Plotando-se os dados obtidos como porcentagem cumulativa do farmaco liberado
versus o raiz quadrada do tempo, obtém-se uma reta de coeficiente angular Ky, que € a constante
de dissolu¢dao de Higuchi. No estudo de Higuchi, permitiu a quantificacdo da liberacdao do
farmaco de filmes finos de pomada contendo farmaco finamente disperso. Estabeleceu que ha
uma proporcionalidade direta entre a quantidade cumulativa de farmaco liberado e a raiz
quadrada do tempo. Com significado especifico e fisicamente realista, a constante de Higuchi
facilita a utilizacdo do dispositivo e colabora para o entendimento dos mecanismos envolvidos

na liberacao de farmacos (PAARAKH et al., 2018).
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3.5.4 Modelo de Korsmeyer-Peppas

Korsmeyer e sua equipe desenvolveram uma equacao simplificada para descrever
a liberagdo controlada de farmacos em sistemas poliméricos. Uma equacdo empirica foi
formulada por Korsmeyer e Peppas para analisar a liberagdo tanto Fickiana quanto ndo-Fickiana
de farmaco de sistemas de distribuicdo poliméricos intumescentes € ndo intumescentes
(Rehman et al., 2020). O mecanismo de liberacdo do farmaco pode ser obtido apds o ajuste dos
primeiros 60% dos dados de liberacdo do farmaco no modelo Korsmeyer-Peppas:

Mt / Mo, = Kkpt",

Em que Mt/ Mt € a quantidade de farmaco liberado ao longo do tempo t, M« € a
quantidade de farmaco no estado de equilibrio, Kkp € uma constante que incorpora
caracteristicas geométricas e modificacdes e n € o expoente de liberacdo relacionado ao
mecanismo de libera¢do do farmaco.

Para ilustrar, quando n tem um valor < 0,45 (Caso I), apenas a difusdao predomina
no mecanismo de liberagao, conforme o modelo Fickiano. Quando n for um valor de 0,89 (Caso
II de transporte), a liberagdo do farmaco tera cinética de liberacdo de ordem zero, € 0 mecanismo
de liberacdo do farmaco sera regido pelo relaxamento de cadeias poliméricas ou inchaco. Se o
valor de n estiver entre 0,45 e 0,89 0 modelo ndo serd Fickiano, e o mecanismo de liberacdo
serd determinado por uma combinac¢do de inchago e difusdo com taxas parecidas. Por fim,
quando o valor de n € > 0,89 (Super Caso II de transporte), haverd uma forma excepcional de
liberagdo, devido a tensdo e a quebra do polimero, causadas pela fissuracdo do solvente. Os
valores de n mudam, dependendo da geometria de fronteira do sistema (Martin-Camacho et al.,

2023). A Tabela 2 resume os processos envolvidos no modelo de Korsmeyer-Peppas:

Tabela 2 — Mecanismo de liberag@o de ativos seguindo o modelo de Korsmeyer-Peppas

COEFICIENTE MECANISMO DE MECANISMO DE
DIFUSIONAL (N) TRANSPORTE LIBERACAO
<0,45 Difusao Fickiana Difusao molecular do
farmaco através da matriz
polimérica
0,89 Caso II de transporte Intumescimento da matriz
polimérica
Transporte ndo-Fickiano Difusao molecular do ativo
0,45<n<0,89 com intumescimento da
matriz polimérica
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> 0,89 Super Caso II de transporte

Relaxamento, erosio,
difusdo e intumescimento
simultaneos.

Fonte: Rehman et al. (2020)

Os modelos Korsmeyer-Peppas e de Higuchi sdo apontados por Rehman et al.

(2020) como os melhores modelos cinéticos para a avaliagdo da estabilidade de sistemas

avancados de administracdo de medicamentos, por descrevem a liberacdo in vitro do

medicamento do sistema de matriz, além de também explicarem o comportamento da

estabilidade.

3.6 Bioatividade da C. procera

C. procera (Figura 7) é uma espécie de planta integrante da familia Apocynaceae,

origindria da Africa e da Asia, podendo ser encontrada em diversas outras partes da Terra, como

Austrélia, México e América Central e do Sul. Essa planta era usada medicinalmente pelos

antigos egipcios, havendo ainda, relatos de seu uso na medicina tradicional sudanesa, da Africa

do Norte e Central, da Asia Central e do Oriente Médio (SULAIBI et al., 2020).

Fonte: O autor.

Figura 6 - Ilustracdo da planta C. procera
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C. procera tem recebido grande atencdo de cientistas. Tanto extratos brutos como
compostos purificados de varias partes dessa planta foram relatados como de extensa atividade
bioldgica como: antimicrobiana, anti-helmintica, antioxidante, antimaldrica, nematocida, anti-
inflamatéria e antitumoral (GHRAMH et al., 2021; ELSAYED et al., 2020; KAUR et al., 2021,
BALUHYA & JOSEPH, 2021).

El Aali e colaboradores (2019) descrevem a indicagc@o biomédica de cada parte da
planta. Relatam que o caule é usado para tratar doencas de pele, vermes intestinais, lepra e
leucoderma; as raizes sdo usadas para o tratamento de lepra, asma, tosse, elefantiase,
reumatismo e diarreia; o latex e as folhas sdo usados para inchago e dor nas articulagdes; o suco
de C. procera era usado para purgacdo; ja a massagem com 0leo, pode ser usada para reabilitar
partes paralisadas do corpo.

Um estudo concluiu que os compostos quimicos presentes nas sementes e folhas de
C. procera podem ser benéficos para fins terapéuticos e dietéticos, atribuindo a planta, forte
potencial para ser usada como medicamento e fortificante alimentar (OGUNDOLA et al.,
2021).

Percebe-se que as sementes de C. procera receberam menor aten¢do dos
pesquisadores, relativamente as outras partes da planta. Seus frutos possuem 350 a 500
sementes, caracterizados por apresentar alto teor de 6leo fixo, cerca de 23%, (KAUR et al.,
2021).

O dleo extraido das sementes de C. procera € constituido principalmente pelos
acidos graxos oleico (33,3%) e linoleico (35,3%). Contém também os dcidos palmitico (15,8%),
estedrico (9,5%), elaidico (4,2%) e palmitoleico (1,7%). Portanto, possui um teor elevado de
acidos graxos insaturados, cerca de 70% (SOUSA et al., 2018; SULAIBI et al., 2020).

Os 4cidos graxos, especialmente os insaturados, exercem uma importancia
fundamental na permeabilidade das membranas celulares, das quais sdo os principais
constituintes. Isso pode ter implicacdes em certas fungdes celulares como o transporte de
proteinas.

O ¢leo fixo das sementes de C. procera tem um alto teor de acidos graxos poli-
insaturados (75,25%), sendo os dcidos oleico e linoleico, os mais abundantes, respectivamente.
Através da modulagdo de citocinas inflamatoérias, o 6leo fixo da semente de C. procera
apresenta duas importantes bioatividades: anti-inflamatérias e imunomoduladoras in vivo

(METTWALLY et al., 2022).


https://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/anthelmintic-agent
https://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antimalarial-agent
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Mettwally e associados (2022) testaram o potencial anti-inflamatério do 6leo de
C. procera e identificaram relevante bioatividade, uma vez que o uso do 6leo reduziu os niveis
séricos de MPO, TNF-a e IL-6, usados para tratar artrite reumatéide, doenca hepética,
aterosclerose, para melhorar o perfil do figado e para tratar doencgas inflamatdrias associadas a
quimioterapia em diversos Orgaos.

Um estudo recente preparou uma nanoemulsdo a base do triterpeno 4cido
betulinico e 6leo da semente da C. procera, copolimero em bloco de poli(6xido de etileno)
poli(6xido de propileno) e dgua, para aplicacdo em terapia de cancer de prostata. Este sistema
apresentou citotoxicidade in vitro contra células de PC3 (cancer de prostata) além de alta
seletividade antitumoral em comparacdo com as células ndo tumorais. A composicido foi
estrategicamente desenvolvida para unir as propriedades bioativas ja comprovadas do triterpeno
acido betulinico, as potentes bioatividades do dleo de C. procera que, também atuou como
encapsulante do ativo, em um sistema nanométrico seletivo a linhagem celular PC3 (SOUSA

et al., 2025).



42

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matérias-primas e reagentes

Sementes de frutos de C. procera foram colhidos nas coordenadas 3°4°46 S; 3°3°41”
W, a Rua Professor Armando Farias, Bairro Campos do Pici — Fortaleza/CE. Partes da planta,
incluindo folhas, flores e frutos, foram depositadas, para fins de excicata, no Herbario Prisco
Bezerra, da Universidade Federal do Ceard (UFC), obtendo o registro EAC 68161 — Calotropis
procera (Aiton) W.T.Aiton. O material foi previamente cadastrado no SISGEN sob n°
AC3BAG66; hexano P. A., acetato de etila P.A., hidréxido de potédssio P.A. (85%), cloreto de
sodio P. A. e sulfato de sodio anidro P.A, (99%) todos da marca Synth; Pluronic F127, BHL 22
(Basf, Alemanha); Acido Betulinico 98,13% (Quanao Biotech, China); Hidréxido de Sédio
P.A. (Synth, Brasil), Metanol P.A. (Vetec, Brasil); Agua ultra-pura estéril (Isofarma, Brasil);
Brometo de Potdssio, grau espectrofotométrico; Acetonitrila, grau CLAE (Vetec, Brasil); MTT

brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium (Sigma-Aldrich, Alemanha).

4.2 Linhagens celulares

As linhagens celulares HCT-116 (carcinoma de co6lon humano), SNB-19
(glioblastoma humano) e PC3 (carcinoma de prdstata humano) foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA) e a linhagem celular ndo tumoral L.929 (fibroblastos de murino)

foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).

4.3 Equipamentos

Sistema extrator Soxhlet utilizado na extragdo do 6leo das sementes de Caltropis
procera; Centrifuga, modelo 80-2B, marca Centribio utilizada no teste de estresse mecanico;
Rotaevaporador, modelo RV 10, marca IKA utilizado no preparo das nanoemulsdes;
Cromatdégrafo gasoso acoplado a Espectrometro de Massa (CG-EM), modelo QP2010 SE,
equipado com uma coluna capilar Rtx-SMS (30 m, ID 0,25 mm, espessura do filme 0,25 pm)
e auto injetor AOC-20i, marca Shimadzu, utilizado para obter o perfil de 4cidos graxos;
Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier, modelo IRTracer-100, marca
Shimadzu; Viscosimetro digital, modelo DA300, marca Anton Paar; Densimetro digital,

modelo DMA 4500, marca Anton Paar; Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu,
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modelo LC20AD, coluna Phenomenex Luna C18 (5 uM, 150 mm x 4,6 mm), bomba de alta
pressdao CTO20A, detector SPD-20A, UV-VIS, utilizado para quantificar o 4dcido betulinico;
pHmetro, modelo Q400AS, marca Quimis; Ultrassom com sonda, modelo W-450D, marca
Branson Sonifier, utilizado no preparo das nanoemulsdes; Espectrometro de Ressonancia
Magnética Nuclear 500 MHz, modelo Avance DRX-500, marca Bruker, utilizado na obten¢do
dos espectros do dcido betulinico; Banho ultrassénico, modelo Q335d, marca Quimis; Zetasizer
Nano, modelo ZS ZEN 90, marca Malvern, utilizado para obter o indice de polidispersao,
potencial zeta e tamanho de particula; estufa de secagem, modelo SL-101, marca Solab,

utilizada no estudo de estabilidade.

4.4 Extracio e caracterizacao do é6leo de C. procera

O dleo de C. procera foi extraido e caracterizado quanto ao perfil de acidos graxos,
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier, determinagao da viscosidade e

densidade, indice de acidez, indice de saponificacdo e indice de iodo.

4.4.1 Extracdo do éleo de C. procera

Para a extra¢do do Oleo, as sementes de C. procera foram retiradas dos frutos, secas
em estufa a 48 °C por 48 horas (BARBOSA et al., 2014) e em seguida moidas. Cerca de 100
g do material triturado foi transferido para um cartucho de papel e introduzido num extrator do
tipo Soxhlet. Foram adicionados 500 mL de hexano de grau analitico, o sistema sera aquecido
e mantido sob refluxo por um periodo de 6 horas.

Ap0s a extracao foi adicionado ao solvente com o material extraido, sulfato de sddio
anidro (Na>SQOs), para retirada de dgua, posteriormente o hexano foi recuperado em evaporador
rotativo a vacuo por aquecimento de aproximadamente 40 °C. O 6leo obtido, apds concentrado,
sera aquecido em estufa a 105 °C por 1 hora para retirada de umidade remanescente e, apos
resfriamento o 6leo serd pesado e calculado o rendimento. O Figura 8 ilustra o procedimento

de extragdo do 6leo de C. procera.
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Figura 7 - Esquema de obteng¢do do 6leo da C. procera
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Fonte: o autor.

4.4.2 Otimizacdo da extragdo do oleo das sementes de C. procera

Com o fim de avaliar os efeitos do tempo de extracdo sobre o rendimento e o indice
de acidez do 6leo das sementes de C. procera, foram realizadas extragdes adotando-se os

tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h de duragdo, bem como extracdo com hexano, a frio, por 48 h.

4.5 Perfil de acidos graxos do dleo de C. procera

Inicialmente, o 6leo de C. procera foi transesterificado segundo a metodologia
adotada por Ferreira et al. (2019) com adaptagdao. A metodologia consiste no preparo de uma
solucdo alcoolica contendo 1% (m/m) de hidroxido de so6dio e 30% de metanol (m/m), ambos
em relacdo a massa inicial de 6leo utilizada na sintese. Para o preparo da solucao foi utilizado
como referéncia 10 g do 6leo de C. procera. Na sequéncia, 0,10g do catalizador foi pesado em
um erlemeyer e solubilizado em 4 mL de metanol sob agita¢do continua. Apos solubilizag¢do da
base, o 6leo foi adicionado lentamente ao conjunto reacional e mantido sob agitagao constante
por 1 h 30 min, & temperatura ambiente (25 °C). Ap6s o tempo de reacdo a glicerina foi
removida do meio reacional e o 6leo transesterificado foi lavado com agua destilada em um

funil de decantagdo, até sua neutralizagdo. O produto obtido foi recolhido em um Becker e
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mantido em estufa a 105 °C por duas horas para remog¢ao de tracos de agua. A conversao foi
confirmada através de CCD (cromatografia de camada delgada) utilizando como revelador 12.
Uma aliquota de 1 mg do 6leo transesterificado foi adicionada a um via/ ¢ 1 mL de acetato de
etila.

O conteudo de acidos graxos do dleo de C. procera foi determinado por meio da
analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG/MS) em um
equipamento SHIMADZU QP-2010 ULTRA utilizando coluna capilar DB-5 (30 m % 0,25 mm)
e hélio como gas de arraste (fluxo de 0,6 mL/min). A temperatura inicial do forno foi ajustada
em 120 °C e em seguida elevada até 300 °C a uma taxa de 10 °C/min, sendo mantida a
temperatura final por 10 min. As temperaturas do injector e do detector foram de 250 and
300 °C, respectivamente. O analizador quadrupolo foi ajustado para ionizacao por elétron (EI)

e a leitura feita a uma na faixa entre 50 a 450 m/z.

4.5.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR).

O equipamento a ser utilizado para obtengao dos espectros de absor¢do das amostras
na regido do infravermelho serd o espectrometro Shimadzu modelo IRTracer-100, no modo
ATR (Refletancia Total Atenuada), os quais serdo expressos pela relagdo transmitancia (%) por
ntimero de onda (cm™), sendo as analises realizadas na faixa de nimero de onda de 4000 a 400

cml.

4.5.2 Determinacdo da viscosidade dindmica e densidade

A determinacdo da viscosidade dindmica do 6leo extraido foi realizada utilizando o
equipamento viscosimetro digital. As determinag¢des foram realizadas em triplicata a 20 °C. A
metodologia de analise utilizada foi a NBR-10441. Para a determinagdo de densidade do 6leo
extraido foi utilizado um densimetro digital. As determina¢des foram realizadas em triplicata a

20 °C. A metodologia de anélise utilizada foi a NBR-14065.

4.5.3 Determinacdo dos indices de acidez, saponificacdo e iodo

As determinacdes dos indices de acidez, saponificagdo e de iodo foram realizadas em

triplicata seguindo as metodologias oficiais da American Oil Chemist’s Society (AOCS) e
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American Society for Testing and Materials (ASTM). Foram utilizados reagentes grau analitico
para a realizagdo das andlises. Segue na Tabela 3, as metodologias utilizadas na determinagao

dos referidos indices:

Tabela 3 - Métodos de andlise para determinacdo de propriedades fisicas

Analise Metodologia
Indice de acidez ASTM D-1298
Indice de saponificagio Cd 3-25 AOCS
Indice de iodo Cd 1-25A0CS

Fonte: o autor.

4.6 Caracterizacao do acido betulinico
O estudo de caracterizagdo do dcido betulinico foi realizado por meio da técnica de

RMN 'H, RMN !3C e FTIR.

4.6.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR) para o BA

O espectro de transmitancia no infravermelho do BA foi obtido na faixa entre 400 e
4.000 cm!, por meio de um analisador de infravermelho com transformada de Fourier,
utilizando a técnica com o uso de pellets de KBr contendo 0,1% (m/m) da amostra. Os espectros

foram registrados usando o software Opus 6,5.

4.6.2 Ressondncia Magnética Nuclear — RMN 'H e RMN 3C

Os espectros de RMN 'H e RMN '3C do BA foram obtidos em espectrometro
operando na frequéncia 'H a 500,6 MHz e do *C a 125,75 MHz. Para dissolugio da amostra
utilizou-se como solvente a piridina-d5 deuterada. Preparou-se uma solugao de dcido betulinico
na concentragdo de 20 mg/0,6 mL de solvente. O espectro de 'H foi referenciado pelo sinal em

0 8,69 da fracdo ndo deuterada da Piridina-d5 e de '3C pelo pico central do tripleto do sinal em

0 149,98 da Piridina-d>5.

4.7 Desenvolvimento da formulacao das nanoemulsoes
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4.7.1 Estabelecimento dos pardmetros para preparacdo

Foram preparadas 9 (nove) formulacdes diferentes para determinar as quantidades do
6leo de C. procera e do surfactante Pluronic F127 que resultasse na formulagdo com
caracteristicas coloidais favordveis a estabilidade da emulsdo. As concentragdes do dleo na
solucdo foram 4, 8 e 12% (m/m) combinadas com as concentracdes do surfactante de 1, 3 e 6%
(m/m).

As combinagdes das formulagdes estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Formulagdes para determinacao da condi¢do ideal de obtencdo das emulsdes do dleo
de C. procera com Pluronic F127

Formulacao Oleo de C. procera (%) Pluronic F127 (%)
F1.1 4 1
F1.2 4 3
F1.3 4 6
F2.1 8 1
F2.2 8 3
F2.3 8 6
F3.1 12 1
F3.2 12 3
F3.3 12 6

Para cada formulagao foi adicionado em cada tubo a quantidade de Pluronic F127
descrita na Tabela 4 seguida da quantidade de dgua e levados ao refrigerador a 5 °C até que o
Pluronic F127 fosse totalmente solubilizado. Posteriormente foi adicionado em outro conjunto
de tubos, as quantidades equivalentes de 6leo de C. procera e submetido a aquecimento de 60
°C. Ap6s solubilizada, cada solugdo de Pluronic F127 foi vertido sobre o 6leo no outro tubo,
sob agitacdo em turrax por 3 min. Em seguida o conteudo de cada tubo foi submetido a
sonica¢do em sonicador de sonda com amplitude de 70%, sob poténcia de 100-105 W, por 2
min (10 s on/ 10 s off). O experimento para cada formulacao foi realizado em triplicata.

As quantidades de 6leo e de F127 para 15 g de solucgao estdao descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Composi¢ao das formulacdes projetadas para escolha da melhor combinagao de 6leo
de C. procera e de Pluronic F127

Formulacao Oleo de C. procera (g) Pluronic F127 (g) Agua (g)
F1.1 0,6 0,15 14,25
F1.2 0,6 0,45 13,95
F1.3 0,6 0,90 13,50
F2.1 1,2 0,15 13,65
F2.2 1,2 0,45 13,35

F2.3 1,2 0,90 12,90
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Tabela 5 - Composicao das formulacdes projetadas para escolha da melhor combinacdo de
6leo de C. procera e de Pluronic F127

(continua)
Formulacao Oleo de C. procera (g) Pluronic F127 (g) Agua (g2)
F3.1 1,8 0,15 13,05
F3.2 1,8 0,45 12,75
F3.3 1,8 0,90 12,30

Fonte: o autor.

Apés o preparo, as emulsdes foram submetidas ao teste de resisténcia ao estresse
mecanico por centrifugacdo. As amostras também foram submetidas as andlises de potencial

zeta (mV), didmetro hidrodindmico (nm) e indice de polidispersdo (PDI).

4.7.2 Tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta

Estas foram realizadas conforme a metodologia proposta por Carpenter e
colaboradores (2016). Aliquotas de 10 pL. de cada amostra de emulsdo foram coletadas e
diluidas 1000 vezes com dgua ultrapura. O produto dessa diluicdo foi homogeneizado em banho
ultrassonico por 1 minuto. A partir destas amostras preparadas foram feitas as andlises de
potencial zeta através da técnica microeletroforese doppler a laser, indice de polidispersao e
tamanho de particula através da técnica ELD (Espalhamento de Luz Dinamico).

Todas as medicdes foram feitas a 25 °C e investigadas através de varreduras
automdticas com tempo de 60 s para estabilizacao da amostra. As andlises foram realizadas em
triplicata e seus valores expressos como a média aritmética das leituras dos dados. Apds essas
andlises e teste de resisténcia ao estresse mecanico, considerou-se como a nanoemulsio
preferencial aquela com valores caracteristicos de solugdes estdveis para potencial zeta e indice
de polidispersao, bem como menor valor de tamanho de particula, além de nao apresentarem

alteracdo do aspecto visual no teste de estresse mecanico.

4.7.3 Estresse mecdnico

Para realizacdo deste teste, foram coletadas aliquotas de 5 mL de cada amostra,
colocadas em frascos e submetidas a condicdes de estresse mecanico, através da centrifugacao
a uma rotagdo de 3000 rpm, por 30 min conforme descrito por Sugumar, Mukherjee e

Chandrasekaran (2015).
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Ao final do teste o aspecto visual das amostras foi avaliado quanto a presenca de

cremeacdo, precipitacdo, coalescéncia e separa¢ao ou ndo de fases das preparagdes.

4.8 Preparo e caracterizacio das nanoemulsoes contendo acido betulinico

Dentre as nove formulagdes foi selecionada a NE-F2.2, contendo 8% de 6leo de C.
procera € 3% de Pluronic F127. Com o uso desses parametros foi preparada a nanoemulsao
contendo o 4cido betulinico na propor¢ao de 0,5% (m/m) de solucdo. A escolha dessa
formulacdo se deu em func¢do dos valores dos parametros obtidos apds sua caracterizacdo, tendo
apresentado valores de Indice de Polidispersdao, Tamanho de Particula e Potencial Zeta,
condizente com aqueles necessarios a uma boa estabilidade coloidal. Além disso, essa
formulacao foi a que possibilitou carrear a maior quantidade do ativo BA. O produto obtido foi
caracterizado quanto ao tamanho hidrodindmico das particulas, indice de polidispersao,

potencial zeta, teor de ativo e eficiéncia de encapsulacdo conforme descrito a seguir (Figura 9).

Figura 8 - Esquema de preparo da nanoemulsio contendo o Acido Betulinico

75 de Acid Solugdo aquosa de Pluronic F127
e ?- cee (3% m/m)
betulinico oy
\' = S rl Agitacdo em L
) i ano |
U Ultra Turrax i | t2s |
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Caracterizacdo

Fonte: o autor.

4.8.1 Método de obtencdo da nanoemulsdo com ativo

As nanoemulsoes foram preparadas conforme as quantidades descritas na Tabela 5. A
massa de 75 mg do BA (0,5% m/m) foi solubilizada em banho ultrassonico em 1,2 g de 6leo de
C. procera em um tubo de Falcon. A quantidade de 4cido betulinico adicionada foi de 0,0750
g considerando uma pureza de 98,13% do ativo. Pluronic F127 (0,45g) foi pesado em outro

tubo de Falcon e adicionado 13,35g de dgua, em seguida a mistura foi levada ao refrigerador a
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5 °C até que todo o Pluronic fosse solubilizado. Na sequéncia, a solu¢do com Plurénic foi
vertida no tubo com o 6leo e o ativo e mantida sob agitacdo no turrax por 3 min. Por fim, a
formulacao foi submetida a sonica¢cdo em um processador ultrassonico Branson Sonifier W-
450D com sonda, com amplitude de 70%, poténcia de 100-105 W, por 2 min 10 s on/ 10 s off

em banho de gelo. As formulagdes foram feitas em triplicata.

Tabela 6 - Composi¢do da nanoemulsdo contendo o ativo e controle

Formulacao Oleo (g) Pluronic F127 (g)  Ac. Betulinico (g) Agua (g)
NE-F2.2 1,2 0,4500 0,075 13,275
Controle NE-F2.2 1,2 0,4500 0 13,350

Fonte: o autor.

4.8.2 Tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta

As andlises de tamanho, potencial zeta e indice de polidispersdo das formulacdes

foram realizadas nas condicdes descritas em 4.7.2.

4.8.3 Quantificacao do ativo

A andlise da solucao de acido betulinico foi realizada em um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia com detector UV-VIS, marca/modelo Shimadzu CBM20A, bomba LC20 AD,
Detector UV vis SPD29A, forno CTO20A. A coluna usada foi Luna 5 C18 (150 mm x 4,6 mm).

A metodologia usada seguiu o método proposto e validado no trabalho de Taralkar e
Chattopadhyay (2012). Entretanto, o método foi revalidado devido a alteracdo da fase movel.
As figuras de mérito avaliadas para a validagdo foram: seletividade, linearidade, limite de
deteccao, limite de quantificacdo, recuperacdo e repetibilidade do método cromatogréafico de
acordo com a Resolu¢do RDC n° 166 de 2017 (ANVISA) e o documento orientativo
DOQCGCRE-008 do INMETRO.

4.8.4 Preparo da amostra

O BA foi quantificado, apés o método validado, na formulacdo F2.2 por CLAE UV-

VIS. A partir da nanoemulsdo preparada a uma concentragdo de 7500 ppm, foi colhida uma

aliquota de 20 pL e diluida em 2 mL de metanol obtendo uma concentra¢ido aproximada de 50



51

ppm para a realizag@o da leitura. A solucéo foi filtrada em filtro de 0,45 um para ser injetada

no cromatdgrafo.

4.8.5 Condicoes cromatogrdficas

As condi¢des cromatograficas foram: vazao de 1 mL/min a temperatura de 28 °C, fase
movel composta de 80% em acetonitrila e 20% em metanol em modo isocrético, volume de

injecdo de 20 uL e comprimento de onda de 210 nm.

4.8.6 Preparo dos padroes

Foram preparadas de forma independente 6 padrdes de dcido betulinico em metanol
com correcdo da massa considerando 98,13% de pureza nas concentracdes de 5 ppm, 30 ppm,

60 ppm, 90 ppm e 180 ppm para obter a curva de calibragao.

4.8.7 Validacao do método analitico

4.8.7.1 Linearidade

Para demonstrar a linearidade de um método, deve-se estudar sua capacidade de
fornecer respostas analiticas que tenham relacdo diretamente proporcional a concentracdo de
um analito em uma amostra. Neste trabalho, o método analitico teve sua linearidade avaliada
por meio da construgdo de curvas analiticas, em triplicata, nas concentracdes de 5 ppm, 30 ppm,
60 ppm, 90 ppm e 180 ppm.

A curva analitica foi obtida plotando-se um gréifico de concentracao versus area. ApOs
a obtencao dos valores de drea, a variancia foi determinada em cada nivel de concentracio a
fim de que fosse identificada a homocedasticidade (varidncias homogéneas) ou a
heterocedasticidade (variancias heterogéneas) através do Teste C de Cochran (teste de
homogeneidade de variancias) pelo qual € feita a comparacao entre um valor critico tabelado e
um valor calculado pela razao entre o maior valor de variancia e a soma de todas as variancias.
Depois de confirmado o comportamento homoceddéstico a equacdo da curva foi obtida, por meio
de regressdo linear, com o uso do método dos minimos quadrados ordindrios (MMQO). O

coeficiente de determinagiio R? foi determinado.
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4.8.7.2 Limite de quantificacdo e limite de detec¢do

O limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico individual é a menor
quantidade do analito na amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisao e
exatidao aceitaveis (ICH, 2005).

Limite de deteccdo (LD) de um procedimento analitico individual € a menor
quantidade de analito na amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada
sob as condi¢des estabelecidas para o ensaio (ICH, 2005; NATA, 2013).

O limite de quantificagdo e de deteccdo foi estimado pela relagado sinal/ruido. A relacdo
sinal/ruido € determinada pela comparacdo dos sinais medidos de amostras com baixas
concentracdes conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos de amostras, definindo-se a
concentracdo minima em que o analito pode ser detectado com confiangca (BRASIL, 2020).

A relagdo sinal/ruido tipica para a estimativa do limite de quantificacdo é de 10:1. Uma
relacdo sinal/ruido de 3:1 é considerada aceitdvel para a estimativa do limite de detec¢io. E
importante ressaltar que a regido do ruido do branco deve ser a mesma do sinal medido

(BRASIL, 2020).

4.8.7.3 Seletividade

Conforme o BRASIL (2020), a seletividade de um método instrumental de separagado
€ medido pela capacidade que ele deve apresentar de medir com exatidao um composto diante
de impurezas ou outros componentes, resultados de degradacdo de compostos e componentes
da matriz e deve ser comprovada por meio da sua capacidade de identificacdo e quantificacao
do analito de interesse, de modo inquestionavel, na presenca de componentes que podem fazer
parte da solucdo e/ou do solvente, como diluentes, impurezas e outros possiveis componentes
da matriz (ANVISA, 2017).

A fim de determinar a seletividade do método foram feitas injecdes do branco (sem o
ativo) das nanoemulsdes, as nanoemulsdes F2.2 contendo o ativo, somente o solvente metanol
e uma solu¢do em metanol do padrdao de 4cido betulinico em trés niveis de concentragcdo, em
triplicata. Foram entdo identificados os tempos de retencao do 4cido betulinico na amostra e
observadas a presenca ou auséncia de picos no mesmo tempo de retencdo para o branco das
nanoemulsdes e do solvente. Os resultados foram comparados através do teste F de Snedecor e

Teste T.



53

4.8.7.4 Recuperagdo

Para obtencdo dos ensaios de recuperacdo os brancos das nanoemulsdes foram
fortificados em trés niveis de concentracdo. Apds a quantificacao a recuperacdo foi calculada

segundo a equagdo 3:

Recuperacio (%) =C1 -C2/C3

Em que: C1 € a concentracdo do analito na amostra fortificada, C2 representa a
concentracao do analito na amostra ndo fortificada e C3, a concentragdo do analito adicionado

a amostra fortificada.

4.8.7.5 Repetibilidade

Brasil (2020) define como condicdo de repetibilidade de medicdo, a condi¢do de
medi¢do em um conjunto de condi¢des, que incluem o mesmo procedimento de medi¢do, os
mesmos operadores, as mesmas condi¢des de operagdo, o mesmo local e 0 mesmo sistema de
medicdo, bem como medi¢des repetidas no mesmo objeto ou em objetos semelhantes por um
curto espaco de tempo. A repetibilidade foi dada em fun¢do do desvio padrdo relativo (DPR)

obtido da quantificac¢do do ativo, em triplicata, da F2.2.

4.9 Eficiéncia de Encapsulaciao

Para a amostra F2.2, determinou-se a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do 4cido
betulinico com o uso de um filtro de centrifugacdo 3000 MWCO Vivaspin turbo 15 - Sartorius.

Foi selecionado o corte de 3000 MWCO seguindo-se a recomenda¢do do fabricante
(SARTORIUS, 2016) de ser o filtro menor ou igual a metade do tamanho da espécie a ser
recolhida. De fato, segundo Jagdale e colaboradores (2014), o tamanho aproximado das
capsulas obtidas na formula¢do com Pluronic F127 € de 12,5 KDa.

Utilizou-se a metodologia adaptada de Yu e colaboradores (2017), em que foi
adicionada cerca de 0,8 g de emuls@o nos tubos com filtro e depois centrifugada a 8000 rpm
durante 30 minutos. Neste processo, separou-se o acido betulinico encapsulado do ndo

encapsulado. Na sequéncia foi analisado por CLAE, como descrito na secdo 3.6.4.2. As
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amostras foram separadas em triplicata para andlise. Utilizou-se a equacdo 4 para o cdlculo da

EE (%):
M
) — —
EE(%) = 3,-X100

Sendo M a quantidade encapsulada do ativo e My a quantidade adicionada do ativo.
4.10 Estudo de estabilidade coloidal

Duas amostras de 10 mL da nanoemulsdo NE-F2.2 foram colocadas em frascos de
vidro hermeticamente fechados e testadas em incubadora 25 + 2 °C e 45 + 2 °C em triplicata,
durante 90 dias, conforme metodologia adaptada de Teo et al. (2015). A aparéncia fisica, o
tamanho das particulas, quantificacdo do ativo, o indice de polidispersdo e o potencial zeta

foram registrados para as amostras em intervalos de 30, 60 e 90 dias.
4.11 Caracterizacao das nanoemulsoes por FTIR

Este estudo foi realizado por meio da andlise de FTIR do 4cido betulinico (ativo), da
formulacdo F2.2 sem o ativo (branco) e da formulacdo contendo o 4cido betulinico com o
objetivo de caracterizar a formulacdo, conforme metodologia proposta por Ce associados
(2015). As andlises de FTIR foram descritas na secdo 3.4.2. Para a andlise de FTIR as

formulacdes com e sem o ativo foram liofilizadas anteriormente.
4.12 Testes de seguranca nao clinicos in vivo em peixe-zebra

Para avaliar a seguranca ndo clinica da nanoemulsio NE-F2.2, testes foram
realizados para avaliar a atividade locomotora (teste de campo aberto) de animais (Danio rerio)
e toxicidade aguda de acordo com as diretrizes ARRIVE, OECD (OECD, 1992) e Diretiva da
UE 2010/63/EU.

A nanoemulsio contendo BA (NE-F2.2) e a nanoemulsio controle (sem BA) foram
analisadas. As amostras foram testadas em condicdes assépticas e previamente esterilizadas.

Uma solucdo de nanoemulsdo sem ingrediente ativo (controle-NE) em 4gua foi utilizada.

4.12.1 Animais
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Neste estudo, foram utilizados peixes-zebra selvagens adultos (Danio rerio),
machos e fémeas, com idades entre 60 e 90 dias, aprovado pelo CEUA-UECE parecer
05299177/2021. Esses peixes foram obtidos da Agroquimica - Comércio de Produtos
Veterindrios LTDA (Ceard, Brasil). Os peixes mediam 3,5 £ 0,5 cm de comprimento e pesavam
0,4 £ 0,1 g. Grupos de 50 peixes-zebra foram aclimatados as condi¢des de laboratério por 24 h
em aquadrios de vidro (40 x 20 x 25 cm). Os aquérios foram preenchidos com dgua desclorada
com ProtecPlus® e equipados com bombas de ar e filtros submersos. A temperatura da dgua
foi mantida a 25 °C e o pH foi de 7,0. Os peixes foram expostos a um ciclo circadiano de 14:10
h.

Os peixes receberam racao Spirulina® ad libitum 24 h antes dos experimentos. Ao
final dos experimentos, os animais foram sacrificados por imersdo em 4gua gelada (2 a 4 °C)
por 10 minutos até que a perda dos movimentos operculares fosse observada (CONCEA, 2016).
No dia dos experimentos, os peixes foram selecionados aleatoriamente, transferidos para uma
esponja imida e imediatamente tratados com amostras de teste ou controle por via oral (a.o.)

(COLLYMORE et al., 2015).

4.12.2 Teste de campo aberto

Apés a aclimatacdo, os peixes-zebra foram transferidos individualmente para
béqueres de vidro de 250 mL contendo 150 mL de dgua do aqudrio por um breve periodo de
descanso. Os tratamentos orais foram administrados com uma micropipeta estéril de 20 uL de
volume variével.

Para avaliar potenciais alteragdes na atividade motora, sedacdo e/ou relaxamento
muscular, o teste de campo aberto foi conduzido conforme descrito na literatura (Ahmad &
Richardson, 2013). Grupos de seis peixes-zebra ingeriram 20 uL da amostra (4, 8 ug mL™! ou
16 ug mL™") ou um controle veiculo (20 puL). Um grupo controle ndo tratado também foi
incluido (Naive).

Uma hora apods o tratamento, os peixes-zebra foram colocados em placas de Petri
de vidro de 10 x 15 cm preenchidas com dgua do aquério. As placas foram divididas em
quadrantes, e a atividade locomotora foi avaliada pela contagem do nimero de linhas de

cruzamento (LC) para cada peixe durante um periodo de observacdo de 5 minutos.

4.12.3 Toxicidade aguda
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Peixes (n = 6/cada) foram tratados com 20 uL (0.a.) de NE-F2.2 (4 ou 8 ou 16 ug
mL!) ou NE-controle e mantidos em repouso para avaliar a mortalidade (Y. HUANG et al.,
2014). O grupo tratado com o veiculo foi utilizado como controle negativo. Apds um periodo
experimental de 96 horas, os peixes mortos em cada grupo experimental foram contados. A
partir desses dados, foi determinada a concentracio letal mediana (CL50), a concentracdo da
substancia capaz de causar a morte de 50% dos peixes. Para esse calculo, utilizou-se o método
estatistico Trimmed Spearman-Karber, com nivel de confianca de 95%, conforme descrito por
(ARELLANO-AGUILAR, et al., 2015).

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceard (CEUA - UECE), sob nimero de protocolo
05299177/2021.

4.13 Estudo cinético de liberacao in vitro

O ensaio de liberagdo de 4cido betulinico em nanoemulsdao NE-F2.2 foi realizado
em células de difusdo do tipo Franz, com membrana de difusdo de nitrato de celulose hidrofilica
(Millipore). A area de difusdo foi de 1,55 cm?, o compartimento receptor foi preenchido com
um volume de 12,0 mL de PBS tamponado em etanol/fosfato, pH 7,4, 50:50, e agitado
magneticamente a 200 rpm (Machado e al., 2013; Cardia et al., 2019). A amostra da
nanoemulsdo (0,25 mL) e a solu¢do etandlica contendo BA livre foram colocadas em
compartimentos doadores separados, e a temperatura foi mantida a 37,0 + 0,5 °C durante as 72
horas do experimento. Para quantificar a substancia ativa liberada, aliquotas de 1 mL foram
coletadas do compartimento receptor em intervalos de tempo para quantificacdo por HPLC, e
0 mesmo volume foi substituido por um novo meio receptor. O estudo foi realizado em triplicata
para a nanoemulsdo e para a solucdo de BA livre, ambas com a mesma massa de substincia
ativa.

Para avaliar a cinética de liberacdo, foram aplicados os modelos mateméticos de
primeira ordem, Higuchi e ordem zero, e o mecanismo de liberag@o foi avaliado com base no
valor do coeficiente de difusdo (n) da equacdo de Korsmeyer-Peppas (CRACIUM et al. 2019),

cujas equagdes dos modelos estudados s@o apresentadas a abaixo:

Ordem zero: Q = kot + Qo (1)
Higuchi: Q = ku t'2 (2)
Primeira ordem: In Q =1In Qo + kit (3)
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Korsmeyer-Peppas: Mt/Moo = kgp t" (4)

Em que, Q € a quantidade cumulativa de farmaco liberada no tempo t, Qo € a
quantidade inicial de farmaco na solugdo, Mt/Mw ¢ a fragao do farmaco liberada no tempo t, n
€ o expoente de difusdo, ko, ki, kH e kxp sdo as constantes de liberacdo para o modelo de ordem
zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas, respectivamente (BUDINCIC et al.,

2021).

4.14 Avaliaciao do potencial citotoxico in vitro

A avaliacdo do potencial citotoxico da nanoemulsdo F2.2, do controle negativo da
formulacdo F2.2 e do 4cido betulinico foi realizada no Laboratério de Oncologia Experimental
localizado no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da UFC (NPDM).

Para determinacao do potencial citotéxico, foi realizado o Teste do MTT em células
nao tumorais de L.-929 (fibroblastos de murino), em células tumorais de HCT-116 (carcinoma
colorretal), em células tumorais de SNB-19 (glioblastoma) e em PC3 (carcinoma de prdstata
humano) ap6s 72 h de incubacgao.

Desenvolvido por Mosmman em 1983, o teste de MTT € baseado na capacidade da
succinato desidrogenase, uma das enzimas do Ciclo de Krebs presentes somente nas células
mitocondriais metabolicamente ativas, em converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difeniltetrazolio, ou MTT), que € hidrossoluvel e de cor amarelada, em
cristais de formazan, que sdo de cor purpura. Essa técnica permite analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula (GHASEMI et al., 2021).

As linhagens HCT-116 (carcinoma de célon humano), SNB-19 (glioblastoma
humano), PC3 (carcinoma de préstata humano) e L929 (fibroblasto murino) foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Céancer (EUA). As linhagens tumorais foram cultivadas em meio RPMI
1640 e a linhagem 1.929 foi cultivada em meio DMEM, suplementados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos (penicilina-estreptomicina), mantidas em estufa a 37 °C e
atmosfera contendo 5% de COs,.

Foram testadas as amostras de acido betulinico em solucio de DMSO, acido
betulinico em 6leo de C. procera, nanoemulsdo F2.2, branco da nanoemulsao F2.2. O 4cido
betulinico e o 6leo de C. procera contendo o dcido betulinico foram testados nas concentracdes
de 5 pg/mL em todas as linhagens. As formulacOes das nanoemulsdes foram testadas com a

proporc¢ao do principio ativo encapsulado 7,5 ug/mL.
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As células foram plaqueadas nas concentracdes de 7 x 10, 10 x 10%, 10 x 10, 7 x
10* cels/mL para as linhagens HCT-116, SNB-19 e PC3 e 1929, respectivamente, sendo as
amostras adicionadas posteriormente.

As placas foram entdo incubadas com os compostos em estufa e mantidas a 37 °C
com atmosfera de 5% de CO> e 95% de umidade por 72 h. Apds a incubacdo o contetido foi
centrifugado e o sobrenadante foi removido. Em seguida foi adicionado 100 puL da solugdo de
MTT (sal de tetrazolium) em cada pogo € novamente incubada por mais 3.

Ap6s a incubagdo as placas foram centrifugadas e retirada a solu¢do de MTT. A
absorbancia a 595 nm foi lida apds dissolugdao do precipitado de formazan com 100 puL de

DMSO no espectrofotometro VICTOR ® Nivo ™ Multimode Microplate Reader.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracio e caracterizacao do é6leo de C. procera

Ap6s a extracdo do 6leo por Soxhlet durante 6 horas a partir de 100 gramas de
semente de C. procera obteve-se um rendimento médio 24%. Esse resultado é semelhante ao
encontrado por Suilabi et al. (2020), em pesquisa conduzida sobre o 6leo de C. procera na
regido Nordeste do Brasil. Outro resultado de estudos do teor de 6leo dessas sementes na regido
Nordeste apontou um rendimento entre 21% e 24% (MAZEN et al., 2020), confirmando a
tendéncia desse percentual de 6leo da espécie. Os resultados para os 6 (seis) tempos de extragdao

utilizados, bem como para a extracao a frio, sio mostrados na Tabela 7 a seguir.

Tabela 7 - Avaliacdo da variagdo dos rendimentos de extracdo e indices de acidez do 6leo das
sementes de C. procera para diferentes tempos de extracdo e extracao a frio com hexano

Tempo de extracao Rendimento Indice de acidez
(h) (% m/m) (mg de KOH g1)

1 19 6,98

2 23 7,36

3 24 13,61

4 24 17,62

5 24 22,43

6 24 26,25

48 (a frio) 19 6,97

Fonte: o autor.

A Figura 10 mostra que o tempo de extracdo de 4 horas € o suficiente para extrair todo
o Oleo das sementes de C. procera. Esse mesmo tempo também foi relatado por Sousa et al.

(2018) e muito semelhante ao encontrado por Barbosa et al. (2014).
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Figura 9 - Percentual de 6leo extraido e indice de acidez versus tempo de extracdo
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Fonte: o autor.

Entretanto, o indice de acidez calculado para o 6leo extraido no tempo de 4 horas foi
de 13,61 mg KOH g amostra, contra 7,36 mg de KOH g™ obtido com a extragfio no tempo de
3 horas. Essa grande elevacao da acidez com o aumento de 1 hora no tempo de extracao, sugere
uma maior vantagem do procedimento de extracdo a 3 horas em comparagdo ao de 4 horas,
visto que, muitas aplicacoes com Oleos vegetais consideram a baixa acidez um fator
determinante. Além disso, a extragdo apds 2 horas, elevou o rendimento em apenas 1%, nao
sendo vantajosas, portanto, extragdes com tempo maiores, considerando a elevacdo brusca do
Indice de Acidez. Portanto, tendo o processo de extragio do 6leo de C. procera utilizado neste
trabalho (extracao a frio, com hexano, por 48 h), apresentado indice de acidez de 6,97 mg KOH
¢!, mostrou-se adequado, quando comparado ao valor estabelecido pela ANVISA (BRASIL,
2005), de 4,0 mg KOH g!, para 6leos prensados a frio e ndo refinados.

5.1.1 Perfil dos dcidos graxos do éleo de C. procera

A composi¢ao quimica dos dcidos graxos foi obtida por CG-EM cujos resultados estao
listados na Tabela 8. Conforme mostrou a anélise de GCMS, o 6leo de bombardeira é composto
majoritariamente por 4cidos graxos insaturados (63,64%), sendo em grande parte

monoinsaturados (52,24%), dos quais 46,21% ¢ 4cido oleico e 6,03% € de acido palmitoleico.
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O percentual de poli-insaturados corresponde ao 4cido linoleico, com 11,40%. A por¢ao de
acidos saturados encontrados foi de 30,20%, sendo 20,16% de acido palmitico e 10,04% de

acido estearico.

Tabela 8 - Composicdo percentual da massa dos 4cidos graxos no 6leo de C. procera e
comparacdo com dados da literatura

Valores reportados (%)

Composicao

Composto (%) Barbosa e Sousa et Rao et al.,
Oliveira, 2014  al., 2018 1983
Acido oleico 18:1 46,21 31,9 33,30 47,20
Acido palmitoleico 16:1 6,03 2,00 1,70 0,00
Acido linoleico 18:2 11,40 38,70 35,30 27,10
Acido palmitico 16:0 20,16 15,10 15,80 16,70
Acido estersrico 18:0 10,04 7,90 9,50 9,00
Outros 6,16 4,40 4,40 -
Acidos graxos saturados 30,20 23,00 25,30 25,70
Acidos graxos insaturados 63,64 72,30 70,30 74,30
Total 93,84 95,60 95,60 100

Os dados obtidos estao de acordo com a literatura (Barbosa et al., 2014; Sousa et al.,
2018; Mazen et al., 2020) segundo a qual, o dleo extraido das sementes de C. procera €
constituido principalmente pelos dcidos graxos oleico (33,3%) e linoleico (35,3%), contendo

também, os 4cidos: palmitico (15,8%), estedrico (9,5%), elaidico (4,2%) e palmitoleico (1,7%).

5.1.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

O espectro de FTIR do 6leo de C. procera extraido e respectivas bandas, encontram-
se representados na Figura 11.

O ¢6leo de C. procera, mostrou duas fortes bandas de absor¢do, uma a 1741 cm’!
préprias do grupo carbonila (-C=0) e outra a 1435 cm™', equivalente a dobramento de ligacdes
CH./CH3;. As bandas a 1097, 1171 e 1236 cm’! referem-se aos grupos C-O de ésteres,
equivalentes a estiramento axial simétrico e assimétrico. No espectro, as bandas a 3008 cm™,
2922 cm™ e 2852 cm’!, se referem ao estiramento das vibragdes de -C-H, -CH; e -CH3,
respectivamente. Também se observa o estiramento correspondente aos carbonos olefinicos na
banda em 722 cm’!, o que evidencia a presenca de insaturacdes, uma vez que nio foram feitas

reacOes para eliminagdo de ligacOes duplas (FERREIRA e al., 2019; SOUSA et al. 2020).
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Devido a acidez relativamente elevada do 6leo de C. procera (nimero de acidez total
de 26,7 mgKOH/g), aparece uma banda fraca a 1710 cm™ correspondente ao estiramento das

vibrag¢des dos grupos carbonilicos de dcido carboxilicos.

Figura 10 - Espectro de FTIR do 6leo de C. procera

Oleo de Calotropis procera

Transmitancia (a.u)
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Fonte: o autor.

5.1.3 Anadlise fisico-quimica do dleo de C. procera

O indice de iodo avalia o grau de insaturacdo do 6leo e é expresso em nimero de
centigramas de iodo absorvido pela amostra (percentual de iodo absorvido). A importancia da
determina¢do do teor de iodo do dleo é que através dele tem-se uma ideia do teor de acidos
graxos insaturados e da propensdo ao ranco oxidativo da substancia.

Ao avaliar-se os principais indices analiticos do 6leo de C. procera, conforme
mostrado na Tabela 9, confirma-se a identidade do 6leo extraido. Observa-se que o indice de
iodo encontrado, de 83.51 + 0.8 g I,. 100 g!, foi relativamente baixo quando comparado a
outros 6leos como o da castanha do Par4 (100.2 g 1,.100 g'!) e o da semente da seringueira (133
g 1,.100 g'!) descritos por Sousa et al. (2018) e KAMALAKAR et al. (2013). Entretanto, esse
valor é considerado alto quanto ao critério que define 6leos com alto grau de insaturacdes
(Moura et al., 2019), confirmando que o 6leo de Calotropis procera possui um teor elevado de

acidos graxos insaturados, conforme resultados obtidos por CG-EM neste estudo.
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Tabela 9 - Propriedades fisico-quimicas do 6leo de C. procera e compara¢do com o 6leo de
outras espécies de plantas

Propriedades Oleo de C. Oleo de Oleo de
procera Moringa * pequi**

Indice de acidez total (mg de KOH g™) 2590+ 1,87 - 3,24+£0,14
Indice de iodo (mg I, 100 g') 83,51 £0,80 - 71,97 £ 19,32
Indice de saponificagdo (mg KOH g) 176,81 £0,50 - -
Massa especifica a 20 °C (g cm™) 0,89 0,91 0,92
Viscosidade cinematica a 40 °C (mm? s™) 16,76 33,60 34,61
Viscosidade cinematica a 100 °C (mm? s™) 4,37 7,40 -
Indice de viscosidade 183,90 195,60 -

* (MOREIRA et al., 2020)
+* (FERREIRA et al., 2019)

O indice de saponificacdo (IS) encontrado (176,81 + 0,5 mg KOH g!) esté préximo
ao de outros 6leos vegetais citados por Sousa et al. (2018) como o de soja (189 a 195 mg KOH
g-1) e de canola (182 a 193 mg KOH g'), entretanto, ainda menor que esses. O indice de
saponificacdo refere-se a todos os acidos graxos presentes na amostra, livres e esterificados.
Essa medida depende da massa molecular e da concentracdo percentual de componentes de
acidos graxos presentes em ésteres metilicos do 6leo estudado. Os 6leos lauricos, de cadeia
média, tém uma porcentagem maior de ligacdes éster (IS = 240-250 mg KOH g') do que os
6leos de cadeia longa como o de soja (IS = 189 a 195 mg KOH g!). Assim, o valor do indice
de saponificacdo do 6leo analisado, aponta que se trata de uma substincia composta por acidos
graxos de cadeia longa, como confirmado pela anélise de CG-EM feita neste estudo.

O dleo de C. procera apresentou alto indice de viscosidade (IV). Essa medida indica
a dimensdo da variacdo na fluidez do 6leo conforme varia a temperatura, quanto maior for o
indice de viscosidade, menor a variagdo do valor da viscosidade com a temperatura. O IV do
6leo de C. procera foi de 183,9, indicando que esse material ndo sofre grandes alteracdes em
sua viscosidade com a variacdo de temperatura, o que pode ser percebido nas andlises de

viscosidade cinemética cujos valores a 40 °C e 100 °C, foram de 16,756 mm? s e 4,3675 mm?

st respectivamente.

A viscosidade é um fator relevante tanto para a caracterizar-se de um 6leo quanto
para a prever-se a estabilidade de uma emulsao 6leo em dgua. As viscosidades das fases,
dispersa e continua, influenciam fortemente no resultado do processo de redu¢do de tamanho
das goticulas de 6leo em uma emulsdo. As viscosidades das duas fases ndo podem ser muito

diferentes; assim, 6leos muito viscosos, podem ter seus tamanhos de goticulas reduzidos,

elevando-se a viscosidade da fase continua (SINGH et al., 2017).
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A massa especifica encontrada para o 6leo de C. procera foi de 0,8862 g cm™, este
valor é similar ao encontrado na literatura para outros 6leos vegetais como pequi € moringa
(FERREIRA et al. 2019; MOREIRA et al, 2020).

5.2 Caracterizacao do acido betulinico

5.2.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

O espectro de transmitancia obtido por FTIR do 4cido betulinico, mostrado na

Figura 12, apresentou um perfil de absor¢@o condizente com estruturas terpénicas.

Figura 11 - Espectro de FTIR do 4cido betulinico.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma banda intensa e outra larga, com absor¢io mdxima em 3449 cm™ prépria do
estiramento de hidroxila; um grupo de bandas de absor¢ao tipicos de estiramentos C-H na regiao
de 2943 cm™!, com intensidade prépria da presenga de uma cadeia hidrocarbonada longa e nio

linear. Também, € importante notar-se uma banda fina e intensa em 1686 cm’!, de estiramento
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de ligacdo (C=0). Na Tabela 10, é feita uma comparagcdo com os dados obtidos por PAI et al.

(2011), cujos resultados corroboram com os obtidos nesta pesquisa.

Tabela 10 - Atribuicdes das principais bandas de transmitancia no infravermelho para o acido

betulinico.
Posicio da banda (cm™)  Valor de Referéncia (PAI et al, 2011) Atribuicoes
(cm™)
3449 3446 v O-H
2943 2943 v C-H
1686 1668 v C=0
1450 1452 ds C—H (-CH3-)
1379 1378 ds C—H (-CH3)
1043 1038 va C-OH
885 883 Osp =CH> terminal

Legenda: 6 — deformacdo angular; v — deformag@o axial; a — assimétrica, p — vibracdo fora do plano e s — simétrica
Fonte: Pai ef al (2011) adaptado.

5.2.2 Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e 13C

Os espectros de RMN de 'H e 13C (Figuras 13 e 14) do 4cido betulinico analisado,
confirmam as caracteristicas de uma estrutura triterpénica. O espectro de RMN de 'H mostrou
sinais para 6 grupos metila em 0H (3H, s), sinais em 4,92 (1H, s, H-29a) e 4,76 (1H, s, H-298)

correspondente a um grupo metileno sp? (=CH>) conforme mostrado na Tabela 11 e Figura 12.

Figura 12. Espectro de RMN H do 4cido betulinico a 500 mHz

é g
| [ ]
51,18 (Hea)| | © &% H24)
5 1.78 (H30)
24 33 H S A 50,8 (H25)
grupo metileno | I
| |coH2, Hoga, Hap) 55 |
[ : l AL |
[ (H3) L
v W
j; i L RIRY|
J_ A __..-"lll \'~..__.' UL \ ,Hl\ L _.l I*_ ..-’I "y i
[ - - M. Bd e o Al




66

Tabela 11 - Dados do espectro de RMN !'H para o 4cido betulinico a 500 mHz

1H 0 Valor de Referéncia (Noviany & Multiplicidade/Atribuicoes
Osman, 2021; WANG et al, 2016)

3 3,42 3,40 m/1H
13 2,69 2,68 t/1H
16 2,59 2,58 d/1H
21 2,21 2,21 m/1H
29B 4,92 4,91 s/1H
290 4,76 4,74 s/1H
Me27 1,04 1,05 s/3H
Me26 1,04 1,03 s/3H
Me30 1,78 1,77 s/3H
Me23 1,18 1,19 s/3H
Me24 0,99 0,94 s/3H
Me25 0,80 0,80 s/3H

Legenda: s- singleto, d-dubleto, m-multipleto, t-tripleto

Os sinais mostrados em & 7,21, 6 7,59 ¢ 6 8,69 se referem a fracdo nao deuterada da
Piridina-d5. Observa-se um sinal intenso em o 5,73 que indica o proton da agua presente no
solvente. Os deslocamentos obtidos neste estudo sdo semelhantes aos encontrados por Wang et
al. (2016) para o espectro de RMN 'H do 4cido betulinico.

O espectro de RMN de 13C do 4cido betulinico (Figura 13) apresentou sinais para 29
carbonos, de acordo com os dados da Tabela 12, préprios de triterpenos. Também foi observada
a presenca dos carbonos sp? em (3 110,17) e (6 151,62), um oximetinico (6 78,44) e ainda um

carbono carbonilico (& 179,34), confirmando a estrutura do triterpeno acido.

Figura 13 - Espectro de RMN de !3C do 4cido betulinico.
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Tabela 12 — Dados do espectro de RMN '*C para o 4cido betulinico.

BC Ac dc¢ (Noviany e Osman, 2021; (Cantanhede ef al.,
2017)
1 39,6 39,5
2 28,4 28,4
3 78,4 78,3
4 39,8 39,7
5 56,2 56,1
6 19,0 18,9
7 35,1 35,0
8 41,4 41,3
9 51,2 51,1
10 37,7 37,7e¢37,8
11 21,5 214
12 26,4 26,3
13 38,9 38,9
14 43,1 43,0
15 30,5 30,4
16 33,1 33
17 56,9 56,8
18 50,0 49,9
19 48,0 47,9
20 151,6 151,5
21 31,4 31,4
22 37,6 37,7¢ 38,8
23 28,7 28,8
24 16,6 16,5
25 16,7 16,6
26 - 16,6
27 15,2 15,1
28 179,3 179
29 110,2 110,1
30 19,7 s/3H

Legenda: 6C: deslocamento em ppm dos carbonos
Fonte: Adaptado de (CANTANHEDE et al., 2017).

5.3 Desenvolvimento da formulacao das nanoemulsoes

Para a obteng@o de sistemas nanoemulsionados foi necessdrio verificar qual a
propor¢ao de 6leo e de tensoativo que resultasse em uma nanoemulsdo com caracteristicas de
estabilidade coloidal, de acordo com os valores de tamanho de particula, indice de polidispersao
e potencial zeta.

De acordo com a Figura 15, o maior tamanho de particula foi apresentado pela emulsao

F2.1 com 233,9 nm.
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Figura 14 - Formulacdes versus tamanho de particula
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Considerando o desvio padrao das medi¢des de tamanho médio de particula como
mostra a Figura 15, os resultados apresentaram-se semelhantes para as formulagdes F2.2, F2.3
e F3.3, com tamanhos de 157,2 nm, 156,2 nm e 160,3 nm, respectivamente.

As aplicacdes médicas das nanoparticulas sdo bastante dependentes do tamanho de
particula, condicdo que muitas vezes estd relacionada aos requisitos e caracteristicas dos
sistemas biolégicos estudados (RAHN-CHIQUE et al., 2017).

A estabilidade fisica das emulsdes também é dependente do tamanho de particula,
quanto menor a dispersao das particulas, mais estavel o sistema. A literatura relata a obtencao
de nanoemulsdes estdveis, contendo &4cido betulinico, cujos tamanhos de particulas se
apresentavam entorno de 200 nm (CAVAZOS-GARDUNO et al., 2015).

Segundo Mohammed et al. (2020) e (Pengon et al., 2013), um indicio importante da
instabilidade de emulsdes, relacionado ao tamanho de particula, é a cremeacdo, do inglés
creaming (sedimentacdo ou ascensdo), que € dado pela velocidade de sedimentagdo (V) em
funcdo do raio da goticula ®, da aceleragcdo da gravidade (g), da diferenca de densidades entre
as fases continua e dispersa (Ap), segundo a equacado de Stokes:

Em que 1 ¢ a viscosidade da fase continua da emulsao.

No teste de estresse mecanico usado para verificar o comportamento das emulsdes para
esse indicador, nenhuma das emulsdes formuladas apresentou cremeacao, conforme pode-se
observar na Figura 16.
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Figura 15 - Aparéncia das 9 nanoemulsdes ap0s o teste de estresse

Conforme os dados da Figura 15, todas as formulagdes apresentaram tamanhos de
particulas com caracteristicas favordveis a estabilidade coloidal, o que foi confirmado pela
aparéncia das formulagdes apds o teste de estresse mecanico mostrado na Figura 16.

Outro fator importante para avaliar-se a estabilidade de nanoemulsdes é a
distribuicao do tamanho de particula ou indice de polidispersdao (PDI), medida adimensional
cujo valor determina que, quanto mais préximo for de zero, mais homogéneo serd o tamanho
da populacdo das particulas, e quanto mais préximo de um, mais heterogéneo serd o tamanho
da populagdo de particulas (COELHO et al., 2016). Com base no PDI, pode-se prever se a
emulsdo apresentard ou ndo estabilidade coloidal no decorrer do tempo. O fendmeno
denominado de amadurecimento de Ostwald, estabelece que, com o tempo, particulas com
tamanhos maiores englobam particulas menores até a coalescéncia ou separagdo das fases.

A Figura 17 mostra a variagdo do PDI em fun¢do das 9 formulacdes testadas neste

estudo.
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Figura 16 - Formulacdes versus indice de polidispersao
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Segundo Machado e associados (2023), as nanoparticulas que possuem valor de
PDI entre 0 e 0,1 sdo classificadas como particula estreitamente monodispersa, entre 0,1 e 0,4
sao definidas como moderadamente polidispersa, e ainda, amplamente polidispersa quando o
PDI se achar maior 0,4. Segundo esse critério, observando os valores plotados na Figura 8,
percebe-se que, com exce¢do da formulacdo F1.1 (PDI=0,072), as demais formulagdes
resultaram em emulsdes com tamanhos de particulas entre 0,1 e 0,4 estando, pois, classificadas
como particulas moderadamente polidispersas. Portanto, todas as formulacdes apresentaram
tamanhos de particulas que sugerem estabilidade coloidal.

A andlise do potencial zeta, cujos dados sdo mostrados na Figura 17, reflete o
potencial de superficie das particulas. As mudancas na relacio com o meio dispersante
influenciam o potencial zeta. Nessa mudanca, ocorre a separacdo de grupos funcionais na
superficie da particula ou a ocorréncia de adsor¢@o de espécies i0nicas que podem se encontrar
no meio aquoso em dispersio (MAGENHEIM e BENITA, 1991). Esta andlise também pode
indicar a estabilidade das nanoemulsdes, uma vez que, cargas mais elevadas dificultam a unido
de particulas, reduzindo suas agregagdes e consequente precipitacdo. Valores altos de potencial
zeta, em moédulo, levam a predominancia de forcas repulsivas (forcas de London) favorecendo
adispersdo das particulas e dando mais estabilidade ao sistema (Mishra et al., 2009). Entretanto,
em valores de potencial zeta baixos, predominam as forcas atrativas em relag@o as repulsivas,
o que conduz o sistema a uma aproximagao das particulas, podendo resultar em fendmenos de
instabilidade da emulsao.

A literatura mostra que valores absolutos de PZ > 30 mV sdo favoraveis a

estabilidade e valores acima de 60 mV sdo desejaveis. Valores proximos de 20 mV sdo proprios
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de estabilidade de curto prazo, ja aqueles situados na faixa de -5 mV a +5 mV sofrem ripida
agregacdo (HONARY & ZAHIR, 2013).

Entretanto, tais dados s@o relativos a tensoativos de baixa massa molecular e que
ndo fornecem estabilizagdo estérica. Contudo, o Pluronic F127 usado na nanoemulsdo
formulada, apresenta alta massa molecular, oferecendo predominantemente estabilidade
estérica.

Segunda a literatura (HONARY & ZAHIR, 2013) valores de potencial zeta entorno
de 20 mV (em mddulo) com o uso de tensoativos poliméricos jd sdo suficientes para trazer
estabilidade ao sistema nanomérico.

Os valores de potencial zeta encontrados neste estudo, situaram-se entre -10,4 e

-33,5mV, conforme se pode observar na Figura 18:

Figura 17 - Formulacdes versus valores de potencial zeta para as formulagdes
Formulagodes

F1.1 F1.2 F13 F2.1 F22 F23 F3.1 F32 F33

Potencial Zeta (mV)

Observa-se que nao ha uma tendéncia regular de aumento ou redu¢do do médulo
dos valores de potencial a medida que sdo alterados parametros das formula¢des. Entretanto,
percebe-se que todas as formulacOes apresentaram valores em mddulo de potencial zeta
desejaveis, e exceto a formulacdo F3.1, todas as demais apresentaram o médulo do potencial
zeta acima de 23 mV em mddulo.

Dados da literatura defendem que a estabilizacdo estérica oferecida por surfactantes

de alta massa molecular, como o Pluronic F127, é mais vantajosa do que a estabilizacdo
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eletrostdtica, considerando que, mesmo na presenca de cargas na emulsdo, a estabilidade das
particulas € mantida (KARAMI & HAMIDI, 2016).

Neste trabalho, com poucas excecdes, todas as formulacdes apresentaram
resultados para as caracteristicas fisico-quimicas estudadas, condizentes com emulsdes
estaveis.

Entretanto, foi selecionada a formulagdo F2.2 por apresentar as melhores
caracteristicas quanto ao tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta. Além
disso, a maior quantidade de 6leo de C. procera nesta formulagdo possibilitou carrear maior

massa de acido betulinico.

5.4 Caracterizacao da nanoemulsoes NE-F2.2

Ap6s o preparo da nanoemulsdo contendo o dcido betulinico foram realizadas as
andlises de tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidispersao. Além disso, foi

realizada a quantificacdo do ativo na formulagdo.

5.4.1 Tamanho de Particula e indice de Polidispersdo

As nanoparticulas para aplicagdes médicas, levam em consideragdo o tamanho de
particula, a depender dos requisitos e caracteristicas dos sistemas biolégicos considerados
(RAHN-CHIQUE et al., 2017).

Héa também uma relacdo inversa entre a estabilidade fisica das emulsdes e o
tamanho de particula, quanto menor o tamanho de particula, mais estdvel a solu¢do e quanto
mais rdpido o tamanho de particula aumenta, mais instdvel se torna o sistema (Ursica et al.,
2005).

Ja o indice de polidispersao (PDI) € uma grandeza adimensional e se refere a
distribuicdo do tamanho de particula. Varia de O a 1, sendo que, a homogeneidade do sistema
se da quanto préximo de zero for o PDI e, quanto mais préximo de 1, mais heterogénea ¢é a
distribuicdo do tamanho de particula.

Pelo tamanho de particula obtido neste trabalho pode-se classificar as emulsdes

estudadas como moderadamente polidispersas.
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5.4.2 Potencial zeta

O valor de potencial zeta para a nanoemulsdo obtida da formula¢do F2.2, em
mobdulo, apresentou-se maior que 20 mV, podendo ser classificada como estdvel, conforme
estudos realizados por Honary e Zahir (2013). Esta caracteristica € reforcada pela estabilizacao

estérica obtida por emulsdes preparadas com uso de Pluronic F127.

5.4.3 Quantificagdo do Ativo

5.4.4 Validacao do método de quantificacdo do dcido betulinico

Para a quantificagdo do ativo, inicialmente o método adaptado foi validado e foram

avaliadas as figuras de mérito de acordo com o guia do INMETRO.

5.4.5 Seletividade

O tempo de retencdo para o dcido betulinico puro foi de 4,30 minutos, na
formulacdo F2.2 foi de 4,21 minutos. No controle (branco) da formulacdo F2.2 nao foram
encontrados picos entre 4,21 e 4,43 min.

Os tempos de retengcdo do 4cido betulinico encontrado no presente trabalho com
método CLAE-UV foi menor em relacdo ao tempo citado na literatura em 10,92 min
(TARALKAR e CHATTOPADHYAY, 2012). Este fato pode ser explicado pelo tipo de coluna
utilizada neste trabalho, coluna de 150 mm de comprimento e um fluxo de 1 mL/min, enquanto

na literatura de referéncia foi utilizada uma coluna de 250 mm e um fluxo de 0,5 mL/min.

5.4.6 Linearidade

Através dos valores médios de area foi possivel construir a curva analitica

apresentada na Figura 19.
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Figura 18 - Curva de calibragdo para o dcido betulinico
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A linearidade da curva analitica na faixa de 5 ppm a 180 ppm foi obtida a partir do
ajuste de regressdo linear (R*> = 0,9979). Segundo a ANVISA (2017), o coeficiente de
correlagdo linear para validagdo de métodos analiticos para farmacos deve ser igual ou superior
a 0,99. Sendo assim, o valor de R2 obtido na andlise do 4cido betulinico pelo método CLAE-
UV utilizado obedece aos limites estabelecidos.

A equacdo da curva média foi y = 9972,7x — 23091 obtida por regressao linear pelo
método dos minimos quadrados ordinérios. Os dados foram validados pela andlise de igualdade
de variancias através do Teste de Cochran para verificar se a curva possuia comportamento
homocedastico ou heteroceddstico, que demonstrou comportamento homocedastico com 0s
valores calculados em trés niveis de concentracdo de 0,44 (baixa), 0,32 (média) e 0,20 (alta) e
valor de C critico de 0,97 para um nivel de 95% de confiancga considerando 3 concentracdes e
3 réplicas para cada concentracdo, ou seja, C < C critico. As variancias ndo se diferiram muito
para as concentracdes testadas e o modelo de regressdo linear pelo método dos minimos

quadrados ordinérios € adequado.

5.4.7 Limite de quantificacdo e limite de deteccio

Os limites de detec¢do e quantificagdo foram determinados a partir das equagdes 2
e 3, obtendo os valores de 0,19 ppm e 0,61 ppm, respectivamente, como mostra a tabela. O
limite de quantificacdo € importante para a determinacao da Eficiéncia de Encapsulagao, pois

sdo quantificados valores muito pequenos.
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LD = 3R (2)

LQ = 10R (3)

Em que R € a drea do ruido. Esses valores sdo inseridos na curva de calibra¢ao para
se obter LQ e LD em ppm. A Tabela 13 mostra os valores obtidos de LD, LQ e dados da equacao

da reta.

Tabela 13 - Resultados de LD e L.Q a partir do coeficiente angular e do desvio do intercepto

Coeficiente angular Desvio do LD (ppm) LQ (ppm)
intercepto
9972,7 23091 0,19 0,61

Fonte: o autor.

5.4.8 Recuperacdo

A exatidao € avaliada numericamente por meio da tendéncia. A recuperacdo foi
testada na nanoemulsdo em triplicata em trés niveis de concentracdo. A média dos valores
obtidos ficou em 98,70% , 105,7% e 114,7%. Esses resultados estdo na faixa de recuperagdo
para a concentracdo de 5, 50 e 100 ppm, Essa tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser
desprezivel, mas, em ambos os casos, a incerteza associada a determinacdo da tendéncia
permanece como um componente essencial da incerteza global do método (Brasil, 2020). Os
valores obtidos foram considerados aceitdveis para a faixa de 5 e 50 ppm e para 100 ppm deu

acima do tabelado o que implica afirmar que para esta concentracio deve ser corrigido.
5.4.9 Repetibilidade

O desvio padrao relativo da quantificacdo de seis réplicas da formulacdo foi de
4,01%. Este valor estd de acordo com os valores tabelados de DPR do guia de validacdo do
INMETRO (Brasil, 2020) de 5,6% e 7,3% para o nivel de concentracao determinado de 50 ppm.

5.5 Aplicacao do método validado na quantificacao do ativo nas formulacoes

A partir do método validado, a formulagdo NE-F2.2 apresentou uma concentragcdo
do ativo de 4858 ppm £ 32 ppm. Este valor corresponde a 99,02% do doseamento tedrico para

a nanoemulsdes F2.2.
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5.5.1 Eficiéncia de encapsulagao

De acordo com a metodologia de Eficiéncia de Encapsulag@o usada neste estudo é
esperado que o 4cido betulinico encapsulado na nanoemulsdo fique retido na por¢ao superior
do filtro de centrifugacdo, enquanto que o dcido betulinico ndao encapsulado escoe para a por¢ao
inferior do filtro de centrifugagdo. Para calcular a eficiéncia de encapsulag@o do principio ativo
nas nanoemulsdes, foi quantificada a por¢ao de acido betulinico presente na por¢ao inferior do
dispositivo de centrifugacdo e estimado a concentracao de ativo encapsulado.

Considerando o limite de quantificacdo do método de 0,61 ppm e que ndo foi
possivel visualizar o pico do acido betulinico ndo encapsulado, pode-se afirmar que a eficiéncia
de encapsulagdo (EE%) para a formulacao F2.2 foi superior a 99,99%. A literatura relata valores
acima de 90% de eficiéncia de encapsulagdao (DEHELEAN et al., 2011).

Em nanoemulsdes de dcido betulinico em 6leo de linhaca estabilizadas com
fosfatidilcolina do ovo utilizando um filtro de ultracentrifugagdo com o mesmo corte utilizado
neste estudo (3000 Da). A alta eficiéncia de encapsula¢do da emulsdo, pode estar associada a
forte interacdo intermolecular do ativo com o nucleo oleoso, assim como pela sua alta
hidrofobicidade e pelo surgimento de uma camada interfacial rigida proveniente do Pluronic

F127.

5.6 Caracterizacio da nanoemulsao por FTIR

Com o objetivo de avaliar o estado fisico do dcido betulinico na formulacdo da
nanoemulsdo e possiveis interacdes com outros componentes da formulagdo foi utilizada a
técnica de andlise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).
Foram comparados os espectros de transmitancia obtidos por FTIR do acido betulinico (AB)
puro, da nanoemulsdo contendo o ativo (NANO F2.2), do controle negativo da nanoemulsao

(BR F2.2) e do Pluronic F127, como mostra a Figura 20:
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Figura 19 - Curvas de FTIR da nanoemulsdao NE-F2.2, do branco da nanoemulsao
NE-F2.2 (Controle-NE), do 6leo de C. procera, do Pluronic F127 e do AB
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Fonte: o autor.

Os espectros da NANO F2.2, do BR F2.2 e do OCP da Figura 19, mostraram duas
fortes bandas de absor¢do a 1460 cm™ relativa a dobramentos de ligacdes CH>/CHs e a 1741
cm’! préprias do grupo carbonil (-C=0). Também é observada uma banda a 1116 cm’!, de
estiramento simétrico e assimétrico de ligacdes C-O. Nesses mesmos espectros também se
observam as bandas a 3008 cm’!, 2922 cm™ e 2852 cm!, que se referem ao estiramento das
vibracoes de -C-H, -CH> e -CHj;, respectivamente. Esses espectros evidenciam
predominantemente a presenca do 6leo de C. procera. Entretanto, nao foram encontradas
bandas caracteristicas e especificas do AB. Tal auséncia pode ser explicada por sua baixa
concentracao na NE-F2.2, ou mesmo por se encontrar encapsulado no sistema. Por outro lado,
é possivel perceber-se sinais caracteristicos do Pluronic F127 na regido em 1112 cm™, de

estiramento C-O (GORNIAK er al., 2016).
5.7 Estabilidade coloidal
Os valores de variacao dos tamanhos de particula a 25 °C durante os intervalos de

tempo de 30, 60 e 90 dias, foram avaliados estatisticamente por meio do teste de Tukey. Os

resultados apontaram diferenca estatistica para todos os intervalos de tempo a que foram
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submetidas as amostras, com excecdo do intervalo entre 30 e 60 dias, cujos valores foram
estatisticamente iguais, com valor de p>0.01.

Quando comparadas as variacdes dos tamanhos de particulas a temperatura de 45
°C, observou-se que nao houve diferenca estatistica dos valores nos intervalos de tempos entre
30 e 60 dias, nem entre 30 e 90 dias, nem entre 60 e 90 dias, como p>0.01. Entretanto, houve
diferenca nos tamanhos das particulas nos intervalos de tempos entre o dia 0 e trigésimo dia,
entre o dia 0 e o sexagésimo dia, bem como entre o dia 0 e o nonagésimo dia, com p<0.01.

O tamanho de particula tem implicacdes diretas em aplicacdes bioldgicas devido a
propriedades especificas desses. Elas precisam ser entregues do ambiente externo, para a
circulacdo sanguinea ou em fluido intersticial e percorrer membranas celulares para
internalizacao celular. Assim, particulas pequenas sdo presumivelmente mais ficeis de serem
internalizadas. Os valores de tamanho de particula mantidos abaixo de 170 nm durante o
periodo de 90 dias de avaliacdo da estabilidade, sdo condizentes com valores favordveis a
aplicacdo em sistemas bioldgicos, especialmente no tratamento de cancer, em que, em geral, as
nanoparticulas de tamanho < 500 nm na circulacio sanguinea podem acumular-se passivamente
nas células tumorais (MOK, 2024).

Quanto ao indice de polidispersdao, em nenhum dos intervalos de tempo a 25 °C ou
a 45 °C houve diferenca estatistica (p>0.01) mostrando que o material se manteve
monodisperso durante todo o tempo de observagao.

As particulas se apresentaram moderadamente polidispersas, dentro da faixe 0,1 a
0,4. A polidispersdo das particulas sdo particularmente importantes para a estabilidade de
nanoemulsdes pois, quanto menor for a dispersdo da populacdo de particulas, menor a
possibilidade de ocorréncia do fendmeno do Amadurecimento de Ostwald, processo de
desestabilizacao rapida e irreversivel em nanoemulsdes, em que particulas maiores absolvem
as menores até a coalescéncia.

Quanto ao potencial zeta, os valores do teste de Tukey provaram que nao houve
diferenga estatistica entre o dia 0 e o dia 90 apds o inicio da andlise a 25 °C. Ao realizar-se o
experimento a 45 °C, além de ndo haver diferenca entre o potencial zeta do primeiro e do tltimo
dia, os resultados do dia 30 e do dia 60, também foram estatisticamente iguais, com valores de
p>0.01. Os valores de potencial zeta corroboram com a literatura a medida que apresentam
valores absolutos maiores que 20 mV, o que, aliado ao uso de um tensoativo de alta massa
molecular (Pluronic F127), adquirem a capacidade de estabilizar a nanoemulsdao (HONARY &

ZAHIR, 2013).
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Os resultados apresentados sugerem que o material se mostrou estdvel durante os
90 dias de observacdo as temperaturas de 25 °C e 45 °C apresentando baixa variacdo dos

tamanhos de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta (Figura 21).

Figura 20 — Tamanho de particula, PDI e valores de potencial zeta a 25 °C e 45 °C
por 90 dias.
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Fonte: o autor

5.8 Estudo cinético de liberacio in vitro

Os resultados do teste de liberacdo de BA in vitro da nanoemulsdo e de uma solugao
de farmaco livre sdo mostrados no grafico da porcentagem acumulada liberada em funcdo do

tempo (Figura 22).
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Figura 21 — Gréfico do percentual cumulativo de liberacdo da droga em 72 h.
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O estudo da cinética de liberacdo in vitro é primordial para o entendimento do
mecanismo de liberacdo e para o desenvolvimento de formula¢des otimizadas de administragao
de farmacos. Conforme ilustrado na Figura 22, a amplitude da curva de liberacdo de BA nao
encapsulado foi mais acentuada, com uma liberagao rédpida de 50% na primeira hora do teste.
Apo6s 8 h de liberacdo, o platd foi atingido com liberagdo de 73,03 + 2,40% de BA ndo
encapsulado e apenas 30,17 + 1,43% para BA em NE-F2.2. Esses achados demonstram a
liberacdo lenta do ativo na nanoemulsdo em compara¢do a sua forma livre. Entre 8 h (30,17 £
1,43%) e 72 h (31,33 + 2,91%), as porcentagens acumuladas de BA (livre e encapsulado)
permaneceram estatisticamente constantes (p > 0,05).

O fato de o plato atingido na liberagdo da nanoemulsdo ser uma porcentagem menor
do que a obtida pelo ativo livre pode ser explicado pela afinidade entre o ativo e os ésteres de
acidos graxos do 6leo de C. procera, devido as interacdes intermoleculares. A alta capacidade
de carga pode indicar a interacao entre o ativo e o 6leo. Vale ressaltar que mesmo tendo atingido
um platd de 31,33 £ 2,91%, essa porcentagem corresponde a uma massa média liberada de
622,80 ng de forma controlada. A liberacdo do ativo livre da solucdo etandlica foi de um total
de 1460 pg.

Outra considerac¢ao para explicar o fato de que a liberacdo do ingrediente ativo livre
€ muito maior do que a da nanoemulsdo € o fato de que uma solucdo etandlica concentrada de

BA livre foi usada no meio doador, em que o ingrediente ativo foi completamente solubilizado



81

no meio doador, o que facilitou sua difusdo, devido ao diferencial de concentragcdo para o meio
receptor até que a estabilizacdo fosse alcancada. A solugdo de BA livre e a nanoemulsdo tinham
a mesma massa de ingrediente ativo.

Para identificar o mecanismo de liberacdo de BA da nanoemulsao NE-F2.2, os
dados de liberacdo de BA foram testados para equagcdes de Korsmeyer—Peppas, Higuchi, de
ordem zero e de primeira ordem. O coeficiente de correlacio (R?) representa a qualidade do
ajuste e foi usado para identificar o modelo matemdtico de melhor ajuste. Os valores de R? de
cada modelo estdo listados na Tabela 14.

Vale ressaltar que a equacdo de Korsmeyer-Peppas nao € um modelo matematico
de ajuste, mas uma equacdo que visa identificar o mecanismo e os fendmenos que ocorrem
durante a liberacdo. O maior valor de R? foi obtido a partir do ajuste do modelo de Higuchi. O
modelo de Higuchi explica a liberacao do farmaco por difusao.

Para entender o mecanismo mais detalhadamente, foi utilizado o valor do
coeficiente de inclina¢cdo da equagdo de Korsmeyer-Peppas (n), que corresponde ao coeficiente
de difusdo. De acordo com o valor de n obtido, o mecanismo que melhor explica a liberacao de
BA da NE-F2.2 foi o mecanismo de transporte Super Case II, no qual ocorrem varios
fendmenos que podem explicar como ocorreu a liberacdo. Em liberagdes de formatos esféricos,
os valores de n > 0,89 correspondem ao mecanismo de transporte Super Case II no qual a
liberacdo do farmaco ocorre simultaneamente por difusdo, relaxamento das cadeias poliméricas

e por dissolucao.

Tabela 14 — Parametros cinéticos de liberacdo para o dcido betulinico na NE-F2.2

MODELOS MATEMATICOS
Ordem Zero Primeira Ordem Higuchi Korismeyer-Peppas
R? R? R? (n) R?
0,8818 0,9128 0,9921 0,9010 0,9615

Fonte: o autor.

5.9 Avaliacao do potencial citotoxico in vitro

Os resultados obtidos dos valores de ICsp em células PC3 e 1929 no ensaio MTT
sdo descritos na Tabela 15.

Os resultados de viabilidade celular indicaram que a nanoemulsdo
significativamente inibiu o crescimento das células de cancer de prostata em uma dose-

dependente.
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De acordo com a Tabela 15, o BA ndo encapsulado apresentou um ICso em células
L.929 significativamente maior do que em células PC3, evidenciando a seletividade do BA
contra células PC3. A formulacdo NE-F2.2 contendo o BA encapsulado apresentou IC50 maior
que o BA ndo encapsulado ao avaliar os resultados em células PC3. Esse fato pode ser explicado
pela avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro do BA encapsulado e ndo encapsulado. Quando o
BA € encapsulado, as células sdo expostas a um aumento mais lento e controlado na
concentracao, enquanto na forma nao encapsulada a liberagdo € mais rapida, expondo as células

a um aumento mais rdpido na concentragdo por um determinado periodo de tempo.

Tabela 15 — Resultado do IC50 em PC3 (carcinoma de préstata humano) e L.929 (fribroblastos
normais de murinho) por meio do ensaio MTT

AMOSTRAS I1Cso/(ng/mL) (IC 95%)
PC3 1929
BA 0,41 [0,35-0,46] 158,42 [120,16-170,78]
NE-F2.2 4,5[4,2-6,8] >75
NE Controle >75 >75
Dox (Controle positivo) 0,02 [0,01-0,03] 0,99 [0,91-1,1]

PC3: Carcinoma de prostata humano. L929: Fibroblastos de murjno (células normais). Controle NE: Nanoemulsdo
sem o ativo. NE-F2.2: Nanoemulsdo contendo o AB. AB: Acido betulinico livre. Dox (Controle positivo):
doxorrubicina. CI: Intervalo de confianga.

Esta redugdo significativa da viabilidade das células cancerigenas sugere que a
nanoemulsdo penetra facilmente na membrana celular para induzir a morte celular.

Reboucas e colaboradores (2022) obtiveram resultados semelhantes ao testarem
uma nanoemulsdo de AB a base de 6leo de linhaca, esta formulacdo apresentou ser mais
vantajosa quando comparadas com o desempenho do 4cido betulinico puro devido a presenca
de alta IC50 no LL929 (fibroblastos sauddveis células). Tan, Danisman-Kalindemirtas e Karakus
(2023) também demonstraram que os resultados de IC50 do acido betulinico em nanotubos de
carbono sugerem a redugdo da citotoxicidade e os efeitos colaterais do dcido betulinico ativo
puro.

Estes resultados mostram o potencial antitumoral da nanoemulsio do &cido
betulinico com 6leo de C. procera e o Pluronic F127, especialmente para o tratamento do

carcinoma de prostata humano.
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5.10 Seguranca nao-clinica in vivo

Por meio do teste de seguranca ndo clinico in vivo, foram avaliadas a influéncia da
nanoemulsdo NE-F2.2 na atividade locomotora de animais (Danio rerio) e toxicidade oral

aguda por 96 h. Os resultados sdo mostrados na Figura 23 e Tabela 16.

Figura 22 - Avaliacdo do efeito de NE-F2.2 em zebrafish adulto no teste de campo
aberto
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Fonte: o autor.

Tabela 16 - Resultado dos testes de toxicidade aguda das amostras NE-F2.2 e veiculo, contra
Peixe-zebra adulto.

Mortalidade de Peixe-zebra adulto

-1
Amostra NC Cl % C3 LCso (ugmL™) 96 h
NE-F2.2 0 0 0 0 >16
Veiculo 0 0 0 0 >16

NC - grupo controle negativo: dgua destilada estéril. NE-F2.2 — nanoemulsio contendo BA C1 — concentragao 1
(4,0 pg mL 1; 20 puL); C2 — concentragdo 2 (8,0 pg mL 1; 20 pL); C3 concentragdo 3 (16 pg mL 1; 20 pL). Veiculo
— controle - NE em dgua. CL50 — concentracao letal para matar 50% dos peixes-zebra adultos.

Diferentes técnicas in vitro sdo capazes de medir os niveis de toxicidade da
nanoemulsdo. O modelo do peixe-zebra é um método incrivelmente eficaz para avaliar a
toxicidade da formulagdo (BEGUM JP et al., 2024). Na faixa de concentragcdo na qual o IC50
no teste de citotoxicidade em células 1.929 foi testado através do teste MTT, nenhuma morte
foi evidenciada no teste de toxicidade aguda no peixe-zebra e nenhuma alteracdo locomotora

significativa foi identificada em relacdo ao ingénuo e ao veiculo.
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A atividade locomotora é um parametro comportamental importante para a
avaliacdo de peixes-zebra expostos a nanoformulacdes para aplicacdo neurofarmacoldgica pois
indica uma agdo potencial no nivel do sistema nervoso central (SILVA CAMPELO, et al.,
2023). Esta avaliacdo é capaz de medir o nivel de excitabilidade ou depressdo do sistema

nervoso central.
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6 CONCLUSAO

A nanoemulsido NE-F2.2 foi obtida com sucesso a partir da combinacao estratégica
do 6leo das sementes de Calotropis procera, 4cido betulinico e Pluronic F127, permanecendo
estavel diante dos testes de estresse mecanico e tempo de armazenamento, apresentando
excelente atividade contra células tumorais de cancer de préstata, baixa citotoxicidade em
células normais e seguranca ndo clinica in vivo, sendo uma formula¢do promissora para a
producdo de medicamentos para o tratamento anticincer com a vantagem potencial de

apresentar baixos efeitos adversos.
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