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RESUMO

O é&cido betulinico € um triterpeno pentaciclico altamente promissor como agente
antineoplasico, no entanto este composto apresenta algumas limitagcdes no que se refere a sua
baixa solubilidade em meio aquoso, o0 que restringe a sua aplicagdo. Porém, uma nova forma
de veiculacdo como as nanoemulsBes sdo relatadas para solucionar essa problematica
relacionada a farmacos hidrofébicos. O presente trabalho tem como objetivo formular e
caracterizar nanoemulsdes contendo Oleo de linhaca e acido betulinico estabilizadas com
Pluronic F127 e PGPR e testa-las quanto a sua citotoxidade frente a linhagens de células HL-
60 (leucemia), HCT-116 (carcinoma colorretal), NCI-H460 (carcinoma pulmonar), SNB-19
(glioblastoma) e em L-929 (fibroblastos normais) e aplica-las na formulagdo de um
supositorio retal. Os resultados obtidos no estudo reoldgico identificaram o0 comportamento
pseudoplastico das formulagdes. O estudo de estabilidade caracterizou as nanoemulsdes como
estaveis, com pH levemente acido e indicativo de prazo de validade provisério de 24 meses.
Através de um estudo para identificar o BHL requerido pelo dleo de linhaca duas
nanoemulsdes mais estaveis foram selecionadas, a formulacdo FF, com BHL 22, contendo
somente como tensoativo o Pluronic F127 e a formulagdo FP, com BHL 12, contendo além do
Pluronic F127, o PGPR. Os valores de didmetro médio de particula encontram-se na faixa de
219 nm e 221 nm, indice de polidispersao de 0,118 e 0,105 e potencial zeta de -36,5, e -43,4
mV para as emulsdes FF e FP, respectivamente. Os dados de indice de polidispersdo
caracterizaram as nanoemulsGes com distribuicdo do tamanho de particula moderadamente
polidispersa. As emulsdes FF e FP obtiveram Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) acima de
99,99 %. Quanto a atividade citotoxica as formulagdes FF e FP ndo se mostraram citotoxicas
frente a células L-929 (fibroblastos normais) enguanto o ativo ndo encapsulado apresentou-se
citotoxico. As formulacGes apresentaram atividade citotdxica em todas as linhagens tumorais
testadas com maior efetividade frente a células de HCT-116 (carcinoma colorretal). Os
supositorios formulados apresentaram peso médio de 3,25 g e 3,23 g e cinética de dissolucéo

in vitro de acordo com o modelo matematico de Higuchi.

Palavras-chave: Acido betulinico. Nanoemuls&o. Oleo de linhaga. Pluronic F127. HCT-116.



ABSTRACT

Betulinic acid is a highly promising pentacyclic triterpene as an antineoplastic agent, however
this compound presents some limitations with regard to its low solubility in aqueous medium,
which restricts its application. However, a new form of delivery such as nanoemulsions have
been reported to solve this problem related to hydrophobic drugs. The aim of the present work
was to formulate and characterize nanoemulsions containing flaxseed oil and betulinic acid
stabilized with Pluronic F127 and PGPR and to test them for cytotoxicity against HL-60
(leukemia), HCT-116 (colorectal carcinoma), NCI-H460 (pulmonary carcinoma), SNB-19
(glioblastoma) and L929 (normal fibroblasts) and apply them in the formulation of a rectal
suppository. The results obtained in the rheological study identified the pseudoplastic
behavior of the formulations. The stability study characterized the nanoemulsions as stable,
with slightly acid pH and indicative of provisional shelf life of 24 months. Through a study to
identify the HLB required by flaxseed oil two more stable nanoemulsions were selected, the
FF, with BHL 22, formulation containing only as tensoactive Pluronic F127 and the FP
formulation, with BHL 12, containing in addition to Pluronic F127, PGPR. The mean particle
diameter values are in the range of 219 nm and 221 nm, polydispersity index of 0.118 and
0.105 and zeta potential of -36.5 and -43.4 mV for the FF and FP emulsions, respectively. The
polydispersity index data characterized the moderately polydisperse particle size distribution
nanoemulsions. The FF and FP emulsions obtained Encapsulation Efficiency (EE) above
99.9%. As for cytotoxic activity, the FF and FP formulations were not cytotoxic against L929
cells (normal fibroblasts) while the non-encapsulated active was cytotoxic. The formulations
showed cytotoxic activity in all tumor lines tested most effectively against HCT-116 cells
(colorectal carcinoma). The formulated suppositories presented a mean weight of 3.25 g and

3.23 g and dissolution kinetics in vitro according to the mathematical model of Higuchi.

Keywords: Betulinic acid. Nanoemulsion. Flaxseed oil. Pluronic F127. HCT-116 .
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1 INTRODUCAO

Dados do Instituto Nacional de Céncer e do Ministério da Saude estimam a
ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer no Brasil em 2018, segundo o
levantamento, as estimativas para 2019 s&o as mesmas (INCA, 2018). Tendo em vista a alta
incidéncia dessa enfermidade em todo o mundo, diversos esfor¢cos vém sendo realizados no
intuito de se desenvolver ou aperfeicoar terapias antineoplasicas. Basicamente, as formas
mais utilizadas de combate ao céncer sdo: a cirurgia, a radioterapia, a hormonioterapia,
imunoterapia e a quimioterapia (ONCOGUIA, 2013).

De forma geral, a quimioterapia é realizada por via venosa, embora alguns
quimioterapicos possam ser administrados por via oral. Outra via é a administracdo retal,
podendo ser eficaz para tratamento sistémico ou local. A via retal tem vantagens sobre outras
vias, como acessibilidade quando os pacientes estdo inconscientes, vomitando ou incapazes
de engolir, ou quando rejeitam a via parenteral. Outras vantagens estdo relacionadas a
protecdo instavel de medicamentos, minimizacdo do metabolismo de drogas, prevencao da
mucosa gastrica, melhora da eficacia para tratamentos intestinais localizados. (PUROHIT et
al., 2018).

Quimioterapicos sdo medicamentos anticancerigenos utilizados para destruir as
células tumorais de forma sistémica. A grande desvantagem é o fato em atingir ndo somente
as células cancerigenas como também as células sadias do organismo (ONCOGUIA, 2018).
Posto isto, perspectiva-se o desenvolvimento de farmacos capazes de matar as células
tumorais sem que sejam afetadas as células ndo cancerigenas, ou seja, farmacos de acdo

seletiva.

Uma substancia anticancerigena de acdo seletiva relatada por Pisha et al. (1995), é
0 é&cido betulinico (acido 3-beta-hidrdxi-lup-20(29)-en-28-06ico), considerado altamente
promissor enquanto agente antineoplasico ap0s a indugdo do apoptose em linhas celulares de
melanoma in vitro e in vivo. Este composto € um triterpeno pentaciclico amplamente
distribuido e conhecido do reino vegetal, que pode ser encontrado em muitas plantas, frutos
e vegetais, embora em pequenas quantidades. Contudo, em maiores quantidades podemos
extrai-lo da camada mais externa da casca de Betula alba L. ou da casca de eucalipto.
Posteriormente, a atividade anticancerigena do composto e derivados foi confirmada como

efetiva em outras linhas celulares com diferentes origens tais como mama, colon, pulmao,
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pancreas, ovario, neuroblastoma ou osteossarcoma (LASZCZYK, 2009; ZHANG et al.,
2015).

O mecanismo de acdo antitumoral do acido betulinico relaciona-se com a
capacidade do mesmo induzir a morte celular por apoptose mitocondrial. Adquire, contudo,
ainda mais relevancia o interesse terapéutico desta substancia quando se percebe que existe
uma dada resisténcia das células ndo cancerigenas a sua a¢do (FULDA, 2008) sugerindo que
este composto apesenta menor toxicidade. Contudo, mesmo diante destas propriedades, o

acido betulinico ainda ndo esta sendo utilizado como medicamento.

No entanto, o &cido betulinico apresenta algumas limitacGes, no que se refere a sua
baixa solubilidade (0,02 pg/mL), o que restringe a sua aplicacdo (JAGER, 2007). Porém,
como forma de contornar esta problematica, novas formas de administracdo, como

lipossomas ou nanoemuls@es tém sido apresentadas (CSUK, 2014).

O presente trabalho relata a preparagéo, estabilidade, reologia e caracterizacdo de
nanoemulsdes a base de acido betulinico e 6leo de linhaca estabilizadas com Pluronic F127
e polirricolinoleato de poliglicerol (PGPR). Este trabalho também relata o efeito
antiproliferativo in vitro das nanoemulsGes em células cancerigenas e sua aplicacdo na

formulacdo de supositérios retais para permitir seu uso como formulacao farmacéutica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Quimioterapicos

Cancer € 0 nome dado ao conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e oOrgdos (INCA, 2019).
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontroléveis,
determinando a formacdo de tumores, que podem espalhar-se para outras regides do corpo.
E uma das doencas que mais ocasiona morte no mundo e estima-se que 13 milhdes de
pessoas morram de cancer até 2030 (KUIPERS et al., 2015).

Basicamente, as formas mais utilizadas de combate ao cancer sdo: a cirurgia, a
radioterapia, a hormonioterapia, imunoterapia e a quimioterapia (ONCOGUIA, 2019).

A quimioterapia tem eficacia comprovada e novas substancias e associacdes sao
constantemente desenvolvidas. Porém, estas drogas ainda representam um dos mais toxicos
grupos farmacoldgicos conhecidos e estdo relacionadas a lesbes estruturais e modificagdes
da fisiologia e bioquimica do corpo humano, algumas irreversiveis, que até podem se tornar
o fator limitante do préprio tratamento (SIOCA; KIRITSIS, 2009).

Entre os efeitos colaterais comuns a maioria dos medicamentos quimioterapicos
pode-se citar: perda de cabelo, inflamacGes na boca, perda de apetite, nduseas e vomitos,
diarreia, infec¢bes, hematomas ou hemorragias, fadiga, alergias e neuropatias (ONCOGUIA,
2019).

Os quimioterapicos mais conhecidos sdo: altretamina, bussulfan, carboplatina,
carmustina, clorambucil, cisplatina, ciclofosfamida, dacarbazina, lomustina, citarabina,
melfalano, oxaliplatina, temozolomida, tiotepa, metotrexato, pemetrexede, 6-mercapturina,
6-tioguanina, capecitabina, azatioprina, 5-fluoruracil, doxorrubicina, daunublastina,
epirrubicina, idarrubicina, gencitabina, bleomicina, mitomicina, mitoxantrona, vincristina,
vimblastina, paclitaxel, hidroxiureia, asparaginase, irinotecano, etoposideo, teniposideo,
trifluridina, tipiracila, mitoxantrona, azactidina, fludarabina e decitabina. (INCA, 2019;
ONCOGUIA, 2019)

Varios agentes quimioterapicos, notadamente o 5-fluoruracil (e sua analogo
capecitabina), cisplastina, vinblastina, bleomicina e ciclofosfamida, estdo associados a

cardiotoxicidade, incluindo espasmo coronariano, toxicidade vascular aguda, cardiomiopatia
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reversivel, tromboembolismo, angina e infarto do miocardio (YE et al., 2009;
KARAKULAK et al., 2016).

2.2 Carcinoma colorretal

O cancer do intestino grosso, também chamado cancer de colon e reto, ou cancer
colorretal, € uma doenca que atinge indistintamente homens e mulheres. O Instituto
Nacional de Cancer (INCA) estima que para cada ano do biénio 2018/2019, sejam
diagnosticados 36.360 novos casos de cancer colorretal (17.380 em homens e 18.980 em
mulheres) no Brasil. E o terceiro tipo mais frequente em homens e o segundo entre as

mulheres.

Na maioria dos casos, o cancer colorretal se forma a partir de um pdlipo, que pode
se desenvolver na parede do célon ou do reto ao longo do tempo (KUIPERS et al., 2015). A

Figura 1 mostra as imagens de cancer colorretal em diferentes estagios.

Figura 1- Céncer colorretal em diferentes estagios

Legenda:(a) Um pequeno tumor. (b) Um tumor avangado e maior. (¢) Um carcinoma sigmoide

grande e ulcerado.

Fonte: Kuipers et al. (2015).

A doenca pode estar associada ao espectro de sintomas, incluindo sangue nas fezes,
alteracdo nos habitos intestinais e dor abdominal. Outros sintomas incluem fadiga, sintomas

relacionados a anemia, como aparéncia palida, falta de ar e perda de peso.

Novos tratamentos para cancer colorretal primario e metastatico foram
desenvolvidos e incluem cirurgia laparoscopica, radioterapia e quimioterapia (KUIPERS et
al., 2015).
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Os principais farmacos utilizados no tratamento do cancer colorretal sdo: 5-
fluorouracil (5-FU), capecitabina, irinotecano, oxaliplatina, trifluridina com tipiracil (um

medicamento combinado em forma oral). (LEE; CHU, 2017)

2.3 Nanoemulsdes

Nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais termodinamicamente instaveis, consistindo
de dois liquidos imisciveis, com um dos liquidos dispersos na forma de pequenas goticulas
no outro liquido, onde a estabilidade é alcancada pela combinacdo de tensoativos. Seu
tamanho de goticula é de aproximadamente 20 e 500 nm (SHARMA et al., 2010). Como um
sistema de entrega de farmacos, elas aumentam a eficacia terapéutica da droga e minimizam
o efeito adverso e as reacdes toxicas (JAISWAL et al., 2015).

A fase presente em maior volume torna-se a fase continua e em menor quantidade a
fase dispersa (Figura 2). Se o tensoativo principal for sollvel em &gua, favorece a
emulsificacdo 6leo em agua e, inversamente, se o tensoativo for sollivel em dleo, favorece a

emulsificacdo agua em dleo.

Figura 2 — Tipos de emulsdes quanto a composi¢do das fases

Fase Fase dispersa

dispersa (6leo)

(agua)

Fase Fase

continua continua

(6leo) (dgua)
Emulsdo dgua em éleo Emulsdo 6leo em dgua

Fonte: Khan et al. (2014, com adaptagdes).

A porgéo polar de um emulsificante € geralmente melhor barreira a desestabilizacdo
coloidal portanto, é possivel fazer emulsdo 6leo em agua com volumes de fase interna
relativamente altos. Por outro lado, emulsdes d&gua em 6leo se invertem facilmente se o teor
de &gua € elevado. Em nanoemulsfes multiplas, a fase aquosa interna € dispersa em um 0leo

que por sua vez é disperso em outra fase aquosa em um sistema Unico.(SINGH et al., 2017)
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As nanoemulsbes podem ser transformadas em vérias formas farmacéuticas como
liquidos, cremes, sprays, géis, aerossois, espumas; e pode ser administrado por diferentes
vias, como topica, oral, intravenosa, intranasal, pulmonar e oftalmica (KELA;KAUR, 2013).

A escolha do tensoativo depende do balango entre as duas porgdes (lipofilica e
hidrofilica) da molécula, denominado BHL - Balango Hidrofilico Lipofilico. Este representa
um sistema de classificagdo dos tensoativos, tendo como base os parametros de solubilidade
desses compostos em solventes polares e/ou apolares. Uma escala numérica adimensional de
valores de BHL entre 1 e 20 € usada para descrever a natureza do agente tensoativo, sendo
que os valores aumentam de acordo com a hidrofilia da molécula. O BHL de um tensoativo
€ uma propriedade importante no processo de emulsificacdo, pois determina o tipo de
emulséo que tende a produzir (DAVIES et al., 1994). Agentes emulsificantes de BHL baixo
tendem a formar emulsdes agua/éleo, ao passo que aqueles com BHL alto formam emuls6es
oleo/agua.

A estabilidade fisica das nanoemulsdes a longo prazo é uma consequéncia do
tamanho pequeno das goticulas, o que dificulta a ocorréncia de fenémenos de
desestabilizacdo convencionais, como a cremeacdo, a sedimentacdo e a coalescéncia
(SINGH et al., 2017).

A liberagdo de farmaco encapsulado em sistemas nanoemulsionados envolve sua
particdo do 6leo pela camada de tensoativo e depois em fase aquosa. A porcdo de farmaco
difunde pelo dleo, entra em contato com a agua circundante e sofre nanoprecipitacao
aumentando a area superficial da droga. Outros fatores, como a capacidade de se submeter
ao transporte paracelular (através das juncdes entre as células) ou transcelular (atravessando
a célula) também contribui no aumento da biodisponibilidade de farmacos mediada por
nanoemulsdo (SINGH et al., 2017).

2.3.1 Preparo de nanoemulsdes

Vérios métodos foram sugeridos para a preparacdo de nanoemulsGes. A formagao
do sistema nanoemulsionado exige uma quantidade de energia, essa energia pode ser
fornecida por equipamentos mecanicos ou pelo potencial quimico do componente.

Os métodos para o preparo de nanoemulsdes podem ser divididos em métodos de
alta e de baixa energia. Os métodos que empregam alta energia incluem a homogeneizacgéo a

alta presséo, sonicacdo e microfluidizacdo, os quais requerem equipamentos especificos. Os
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métodos que empregam baixa energia, utilizando a energia quimica armazenada nos
componentes sdo, por exemplo, a emulsificacdo espontdnea e o0 método da temperatura de
inversao de fases (SINGH et al., 2017).

Entre esses métodos, o que utiliza sonicacdo é o melhor método de preparo de
nanoemulsées. E um método eficiente e rapido para formar nanoemulsdes estaveis com
particulas de tamanhos menores. Consiste em produzir ondas de intensas vibracGes
ultrassénicas que rompem as goticulas primérias da emulsdo, com a formacéo de goticulas
de tamanhos nanométricos (BRUXEL et al, 2012).

2.3.2 Fatores que afetam a estabilidade

De maneira geral, as forgas atrativas de van der Waals e as interagdes repulsivas
entre as gotas irdo influenciar na estabilidade de uma emulsdo. Esta estabilidade geralmente
esta relacionada a resisténcia a coalescéncia (fusdo) das gotas dispersas. 1sso € dependente
da natureza fisica do filme interfacial, da existéncia de barreira elétrica (pelo potencial zeta)
ou estérica, da viscosidade da fase continua, da distribuicdo do tamanho de gota, da
temperatura, do volume de fase dispersa e da diferenca de densidade entre as fases. (ROSEN,
2004)

As gotas de uma emulsdo colidem a todo momento, devido ao frequente
movimento destas, desta forma o filme interfacial dever ser resistente a esses choques, para
que este ndo se rompa e acarrete na coalescéncia das gotas. Com isso o filme deve ter
natureza fisica eléstica para conseguir acompanhar as deformac6es das gotas (SINGH et al.,
2017).

A presenca de gotas carregadas na emulsdo dificulta a aproximacdo destas,
evitando a coalescéncia e a floculacdo, devido a formacdo de uma barreira elétrica
(TADROS, 2004).

Em relacdo a distribuicdo de tamanho de gota, tem-se que quanto mais uniforme
for esta distribuicdo, mais estavel serd a emulsdo. As gotas maiores possuem area interfacial
menor, sdo, entdo mais estaveis e tendem a crescer mais que as menores.

A frequéncia de colisdo tambem depende do volume da fase dispersa. Por exemplo,
com o aumento da concentragdo de Oleo mais gotas serdo formadas, aumentando a
probabilidade de choque entre as gotas, favorecendo assim a coalescéncia destas (TADROS,
2004).
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Outro fator importante é a diferenca de densidade entre as fases, pois se essa
diferenca for muito significativa, pode ocorrer a separacdo de fases da emulsdo. Para
contornar este problema, faz-se uso de compostos que sdo conhecidos como agentes de peso
que quando adicionados a uma das fases tem a funcédo de deixar as densidades das duas fases
mais proximas (SINGH et al., 2017).

2.3.3 Mecanismos de desestabilizacéo

As emulsdes podem desestabilizar devido a diversos mecanismos fisico-quimicos.
Estabilidade da emulséo significa a capacidade de uma emuls&o resistir a mudangas nas suas
propriedades fisico-quimicas ao longo do tempo. Sendo importante identificar qual o
mecanismo fisico ou quimico dominante responsavel pela instabilidade de uma emulséo,
pois esse conhecimento podera ajudar a determinar uma estratégia para melhorar a sua
estabilidade (McCLEMENTS, 2007; DICKINSON, 1992).

Dentre 0s mecanismos fisicos podem ser citados 0s seguintes: 0s processos de
separacdo devido a acdo da gravidade, flotacdo/sedimentacdo, floculacdo, coalescéncia,

amadurecimento de Ostwald e inversao de fase. (Figura 3)

Figura 3 — Mecanismos fisicos de desestabilizacdo de emulsbes

Inverséo de fase

Floculacédo

E Amadurecimento de Ostwald

Fonte: Hu et al. (2017, com adaptacdes).

E

Coalescéncia

No caso de emulsdes 6leo em &gua, a cremeacdo ou sedimentacdo devido a acdo da

gravidade vai ocorrer quando a densidade do 6leo for menor ou maior do que a densidade da
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agua. Na maioria dos casos, 0 6leo possuird uma densidade menor do que a da agua,
podendo resultar na cremeagdo (TADROS, 2004). Porém, esta pode ser prevenida com a
adicdo de agentes de peso que aumentardo a densidade do Oleo, igualando as duas
densidades e evitando esses mecanismos de desestabilizacdo por acao da gravidade.

O mecanismo de floculagéo é caracterizado pela aproximacdo das gotas, formando
agregados, mantendo o filme interfacial e da individualidade das gotas. Na floculagéo, as
gotas ficam préximas umas das outras por muito tempo, porém, as forgas atrativas ndo séo
suficientemente significativas para que elas coalescam formando uma Unica gota (AUFLEM,
2002). A floculacdo antecede a coalescéncia e a ruptura do sistema. A floculacdo pode ser
em VAarios casos um processo reversivel, que pode ser revertido com o fornecimento de
muito menos energia do que a requerida no processo original de emulsificagdo (MYERS,
1999).

No mecanismo de coalescéncia ocorre a formacdo de uma Unica gota maior a partir
de outras. Neste processo ha a reducdo da area interfacial total e a ruptura do filme
interfacial entre as gotas. Embora a coalescéncia resulte de mudangas microscopicas
significativas na condicdo da fase dispersa, ela pode ndo resultar imediatamente em uma
separacao de fases.

A separacdo de fases, por outro lado, é macroscopicamente visivel, e é uma
consequéncia do processo microscéopico de coalescéncia da gota. Nesse evento, a identidade
individual da gota é perdida, assim como as propriedades fisicas e quimicas da emulsdo
(MYERS, 1999).

O envelhecimento de Otswald resulta do fato de que as fases ndo sdo totalmente
imisciveis. As gotas menores possuem solubilidade maior quando comparadas com as gotas
maiores. As gotas menores tendem a se incorporar a gotas maiores fazendo com que as gotas

maiores cresgcam em detrimento das menores (TADROS, 2004).

2.4 Consideracdes sobre os componentes das formulacdes

2.4.1 Acido betulinico

O é&cido betulinico (4cido 3-beta-hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico) é um triterpeno
pentaciclico, massa molar 456,7 g/mol, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 4,
estd amplamente distribuido no reino vegetal, onde pode ser encontrado em muitas plantas,

frutos e vegetais, embora em pequenas quantidades.
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Figura 4 - Estrutura quimica do acido betulinico

Formula quimica: C3oH4sO3 J/

Massa molar: 456,7 g/mol

Ponto de Fuséo: 316 °C
Solubilidade em agua: 0,02 pg/mL
pKa: 5,5

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode ser obtido da Quisqualis fructus, Coussarea paniculata, Caesalpinia
paraguariensis, Vitex negundo, llex macropoda, Anémona raddeana, Doliocarpus
schottianus, Tovomita krukovii, Chaenomeles lagenaria, Berlinia grandiflora, Orthosiphon
stamineus, Eucalipto camaldulensis, Physocarpus intermedium, Tetracentron sinense,
Syncarpa glomulifera, Combretum quadrangulare, Tetracera boiviniana, Zizyphus joazeiro,
Uapaca nidida, Ipomea pescaprae, Ancistrocladus heyneanus, Diospyros leucomelas,
Syzgium claviforum e em maior quantidade na Betula alba (YOGEESWARI; SRIRAM,
2005).

Este composto € descrito na literatura como potencial substancia anti-inflamatdria,
antibacteriana, analgésica e antineoplasica. Sua agdo citotoxica contra varias linhagens
tumorais foi comprovada sendo capaz de induzir a apoptose (autodestruicdo celular)
mitocondrial através da permeabilidade com ativacdo das caspases (proteases constituidas
por cisteina e &cido aspartico) e a fragmentacdo nuclear. A grande vantagem oferecida por
esta substancia é a seletividade que ela oferece, diminuindo riscos de efeitos colaterais
sistémicos. (KUMAR et al., 2018)

Foi identificado como um inibidor seletivo e indutor de apoptose em células de
melanoma  humano, neuroectoderma incluindo neuroblastoma, meduloblastoma,
glioblastoma e as celulas de sarcoma de Ewing (FULDA et al., 1999). Esses achados
sugerem que o acido betulinico pode ser um novo protétipo promissor no tratamento de

tumores neuroectodérmicos in vivo.
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No entanto, sua aplicacdo clinica é limitada pela sua baixa solubilidade em agua
(DAL et al., 2014) com valor de 0,02 pg/mL (JAGER et al., 2007). Como alternativa para
solucionar este problema, novas formas de administracdo, como lipossomas (MULLAUER
et al., 2011), nanotubos carboxilados (TAN et al., 2014), ciclodextrina (SOICA et al., 2014)
e nanoemulsGes (DEHELEAN et al., 2011) foram apresentados com melhores resultados

contra células tumorais em comparagdo com o &cido betulinico puro.

2.4.2 Oleo de linhaca

A semente de linhaca (Linum usitatissimum L.) popularmente conhecida como
linhaca ou linho, é uma planta pertencente a familia das Linaceas originaria da Asia
(KAITHWAS; MAJUMDAR, 2013) é uma fonte vegetal rica em dleo polinsaturado
contendo acidos graxos dmega (Figura 5), sobretudo o acido a-linolénico, que tem efeitos

benéficos.

Figura 5 — Estruturas quimicas dos acidos graxos 6mega 3, 6 € 9

0
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Existem duas variedades de linhaga para consumo humano, a linhaca marrom e a
linhaca dourada. Sua cor é determinada pela quantidade de pigmentos no revestimento
externo da semente, sendo que essa quantidade é determinada por fatores genéticos e

ambientais (BARROSO et al., 2014). Existem evidéncias de que a linhaga marrom e a
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dourada sdo semelhantes em sua composi¢do quimica, portanto, € possivel que ambas
apresentem bioatividade similar (MUELLER et al., 2010; BARROSO et al., 2014).

Os acidos graxos séo os principais componentes das membranas celulares. A fluidez
da membrana é altamente influenciada pela presenca de acidos graxos dmega-3 ou 6mega-6,
fato que pode afetar significativamente as fungdes celulares, uma vez que afeta a
permeabilidade e secundariamente, o transporte de proteinas. Fukui et al. (2013) j& haviam
mostrado que os acidos dmega 3 sdo capazes de causar acumulacéo de espécies reativas de
oxigénio mitocondrial em células de cancer de mama humano. O acimulo dessas espécies,
por sua vez, ativa a apoptose através das caspases 0 que torna o 6leo da semente de linhaca
candidato a estudos envolvendo atividade anticancerigena (FUKUI et., 2013).

A linhaca é a fonte vegetal mais rica do &cido graxo ®-3, ou seja, o acido a-
linolénico (ALA) (GEBAUER et al. 2006). Os acidos graxos sdo 0s principais componentes
das membranas celulares e a fluidez da membrana ¢é altamente influenciada pela presenca de
acidos graxos dmega-3 ou 6mega-6, fato que pode afetar significativamente as funcdes

celulares, uma vez que afeta a permeabilidade e secundariamente, o transporte de proteinas.

2.4.3 Pluronic F127

Um grupo de copolimeros com destaque em formulacdes farmacéuticas sdo os
Pluronics ou Poloxamers que sdo copolimeros ndo-toxicos aprovados pela FDA (Food and
Drug Administration), sdo formados por um bloco central de (poli)(6xido) de propileno (Pm)
com carater lipofilico e nas extremidades por blocos de (poli)(6xido) de etileno (En) de
cardter mais hidrofilico devido a essa estrutura sdo utilizados como tensoativos
(GIOFFREDI et al., 2016).

O Pluronic F127 (Figura 6), BHL 22, tem sido testado em farmacos, € um
copolimero tribloco, possui formula EiooPesE100 (WANG et al., 2014), sélido de cor branca,
com massa de 12.500 Daltons tendo como vantagem, além da sua ndo toxicidade, o fato de
particulas formadas com este copolimero, ndo serem capturadas pelos macréfagos,

aumentando seu tempo em contato com o sangue (LIN et al., 2018).
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Figura 6 — Estrutura do Pluronic F127
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Fonte: Wang et al. (2014, com adaptacdes).

Outra caracteristica marcante dos Poloxamers é o fato de possuirem a capacidade
de atuar como inibidores da glicoproteina P, principal proteina da membrana responsavel
pelo fluxo de farmaco da célula, e do citocromo P450 3A (CYP3A), principal enzima
metabdlica da célula, conferindo maior disponibilidade local do farmaco e aumentando a
atividade terapéutica da formulagdo (GUAN et al., 2011).

Em tumores multirresistentes a farmacos, os blocos dos poloxamers sdo capazes de
atuar nas células tumorais, aumentando a sua permeabilidade aos farmacos antineoplasicos,
podendo também induzir modificacdes em diversas funcbes celulares, dentre elas a
expressao génica, a respiracdo mitocondrial e a sintese de ATP, aumentando a eficécia do
tratamento (DEVI et al., 2013).

2.4.4 Polirricnoleato de poliglicerol (PGPR)

Polirricnoleato de poliglicerol (Figura 7), férmula quimica C1gH3403.X(C3HgOz3)n, €
o produto formado pela esterificacdo de poliglicerdis com &cidos graxos de 6leo de ricino. E
um liquido limpido e altamente viscoso, insollvel em agua e etanol, mas soltvel em éter,
hidrocarbonetos e hidrocarbonetos halogenados. (MORTENSEN, et al., 2017)
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Figura 7 — Estrutura quimica do PGPR
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Fonte: Mortensen et al. (2017).

E um tensoativo muito utilizado na indstria de alimentos, possui BHL ~ 1 (BUTT,
WOLLMER, AUERNHAMMER, 2008), também € utilizado no preparo de emulsGes agua
em 6leo, porém pode ser utilizado no ajuste de BHL em emuls@es 6leo em agua com outro

tensoativo de maior BHL.

Em testes de seguranca realizados em ratos com o PGPR, ndo houve interferéncia
no metabolismo normal da gordura ou na utilizacdo de vitaminas lipossoluveis. Nenhuma
evidéncia foi encontrada de quaisquer efeitos adversos em processos vitais como o
crescimento, reproducdo e manutencdo da homeostase dos tecidos (BASTIDA-
RODRIGUEZ, 2013) sendo considerado um tensoativo seguro.

2.5 Supositorios

Os supositdrios sdo uma forma de dosagem projetada para administrar drogas
através das vias de administracdo retal e vaginal. Podem ser compostos por manteiga de
cacau, Oleo de coco, gelatina, glicerina, Oleos vegetais hidrogenados e gorduras duras,
polietilenoglicdis (PEGs) e ésteres de &cidos graxos de PEG (ALI, 2017). Com uma
combinagdo dessas bases de excipientes ou ndo, 0s supositorios classificam-se em dois tipos:
base lipofilica ou hidrofilica.

A administracdo retal através de um supositério pode minimizar a toxicidade da

quimioterapia podendo ser eficaz para tratamento sistémico ou local (HAM e JUNIOR,
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2017). A via retal tem vantagens sobre outras vias, como acessibilidade quando os pacientes
estéo inconscientes, vomitando ou incapazes de engolir, ou quando rejeitam a via parenteral.
Outras vantagens estdo relacionadas a protecdo de medicamentos instaveis, minimizacdo do
metabolismo de drogas, protecdo da mucosa gastrica, eficacia superior para tratamentos
intestinais localizados. (PUROHIT et al., 2018).

H& relatos que no pré-operatério em ratos com cancer retal, o uso de
quimioterapicos administrados via supositorios apresentou significativamente menos
toxicidade e maior concentracbes do farmaco nos tecidos proximos ao tumor em
comparacdo a administracdo oral (POKORNY et al., 1997).

Supositorios podem atuar de forma local e sistémica pois as veias retais inferior e
média fluem para a veia cava interior (Figura 8), portanto esse sangue vai diretamente para o
coracdo e para a circulacdo geral. A veia retal superior flui para a veia porta e, portanto, esse

sangue passa pelo figado antes de atingir o coracao.

Figura 8 — Anatomia arterial do intestino

Fonte: www.anatomiadocorpo.com (2019, com adaptacdes)

Isto significa que os medicamentos administrados por via retal podem entrar na
circulacdo geral diretamente se estiverem localizados na parte mais inferior do reto, ou
passando através do figado se estiverem localizados mais acima (BAVISKAR et al., 2013 e

CHOONARA, 1987). Em resumo, drogas absorvidas na parte média e inferior do reto
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passam diretamente para a circulacdo geral e evitam o metabolismo de primeira passagem
no figado. No entanto, a biodisponibilidade da parte superior do reto serd baixa para certos
farmacos, uma vez que serd metabolizada pelo figado durante a sua primeira passagem e
apenas uma proporcdo das moléculas do farmaco entrard na circulacdo geral de forma

intacta ndo metabolizada.

2.5.1 Ensaio de dissolucao de supositorios

A liberacdo do farmaco de uma forma farmacéutica sélida pode envolver as etapas:
desintegracdo, desagregacdo e dissolucdo. Essas etapas podem ocorrer concomitantemente,
com a consequente liberacdo do farmaco da forma farmacéutica (SERRA; STORPIRTIS,
2007).

A dissolucédo pode ser definida como o processo pelo qual uma substéncia sélida se
dispersa no solvente para formar uma solucdo. No entanto, ndo esta relacionado somente a
medida da taxa de solubilidade, podendo ser mais corretamente descrita como um ensaio
fisico para prever a liberacdo para uma determinada area numa determinada quantidade e no
tempo correto. A velocidade pela qual o processo de dissolugcdo ocorre determinarg,
portanto, liberacdo do farmaco e a sua absor¢cdo. Em funcao disso os estudos de dissolucéo
in vitro tornaram-se fundamentais para assegurar a qualidade das formulacdes na forma
solida de uso ral, bem como para permitir a otimizacdo das mesmas quando em
desenvolvimento (ADAMS et al., 2001; ABUZARUR-ALOULet al., 1997; TINGSTAD,
1978).

A velocidade de liberacdo do farmaco, no caso de supositorios com utilizacdo de
matrizes gelatinosas constituidos a base de polimeros hidrofilicos, € condicionada por um ou
mais dos seguintes mecanismos cinéticos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005):

* Transporte do meio de dissolucdo para a matriz polimérica;

* Intumescimento (“swelling”) do polimero com formagao de uma camada de gel;

« Difusdo do farmaco através da camada de polimero intumescido;

« Erosdo do polimero intumescido.

Existem muitos modelos matematicos com o objetivo de descrever a liberacdo do
farmaco a partir da forma farmacéutica matricial como no caso em supositorios de gelatina
(OFOEFULE et al., 2000).
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Os sistemas de liberacdo controlados por erosdo sdo preparados pela incorporagéo
do farmaco em polimeros hidrossoltveis. A liberacdo do farmaco a partir de formas
farmacéuticas solidas matriciais deste tipo envolve dois processos em sequéncia,
dependentes do tempo, que sdo a difusdo do meio para o interior da matriz com consequente
entumescimento e formacédo de um gel e a degradacao/erosdo, que podem ocorrer de modo
simultaneo até a completa desagregacéo das cadeias poliméricas. O diferente modo como a
erosdo ocorre condiciona o perfil de liberacdo do farmaco. (MANADAS; PINA; VEIGA,
2002)

Existem numerosos métodos experimentais de aparatos para ensaios de dissolugdo
de supositorios que podem ser divididos em métodos sem membrana (métodos sem agitacao,
métodos com agitacdo, nos quais a forma farmacéutica pode ficar em contato com o meio
de dissolu¢cdo ou ndo) e métodos com membrana nos quais a forma farmacéutica é
separada do meio de dissolucdo por uma membrana (FRIEDEL, 2018).

O uso de membranas no teste é a principio atrativo, uma vez que se obtém uma
solucdo filtrada pronta para quantificacdo. Entretanto, ela introduz um processo de
transporte artificial e ndo €, geralmente, recomendada para supositérios (SIEWERT, 2003).
Para supositorios hidrofilicos que liberam o farmaco apds dissolucdo nos liquidos retais,

pode-se utilizar os aparatos da cesta, pa ou célula de fluxo. (SIEWERT, 2003).

2.6 Estado da arte

O é&cido betulinico foi relatado a primeira vez como anticancerigeno em 1995 por
Pisha et al. descrevendo-o como um seletivo inibidor do melanoma humano. Desde esta
descoberta, varios estudos adicionais demonstraram a acdo citotoxica efeitos deste grupo
triterpenoide contra varias linhas celulares de cancer, destacando o potencial promissor este
grupo como drogas antineoplasicas potenciais. Somente ap6s nove anos, foi comprovada a
sua atividade citotoxica frente a células de HL-60 (POON et al., 2004).

O primeiro artigo sobre o encapsulamento do acido betulinico so6 foi publicado em
2011, no caso em lipossomas (MULLAUER et al., 2011) no qual relatam que utilizaram a
fosfatidilcolina:fosfatidilglicerol do ovo como estabilizantes os quais foram aplicadas no
tratamento intravenoso em ratos nus xenoenxertados com tumores humanos do cancer de

colon e do pulmédo mostrando-se eficaz na redugédo do tamanho do tumor em mais de 50% .
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Ainda no mesmo ano, Dehelean et al. desenvolveram nanoemulsdes com acido betulinico
usando o método de homogeneizagdo a alta pressdo produzindo goticulas de tamanho foi
<200 nm com eficiéncia de encapsulamento > 90% e comprovando também a atividade anti-
angiogénica em tumores. E em 2017, Harwansh et al. relataram um estudo do
desenvolvimento de nanoemulsdes carregadas com acido betulinico com comprovacao de
atividade hepatoprotetora, sendo esta nanoemulsdo composta por éleo de oliva, fase aquosa
e como tensoativos o labrasol e plurol isoestearato de poliglicerila.

Outras estratégias nanotecnologicas para o carreamento do acido betulinico foram
publicadas como o uso de nanotubos de carbono (TAN et al., 2014) comprovando também
os efeitos anticancerigenos do &cido betulinico in vitro; com o o uso de nanoparticulas
magnéticas formando nanocompdsitos com quitosana em células MCF-7 (cancer de mama)
carreadas com acido betulinico (HUSSEIN eta al., 2014); e com o uso de um complexo de
incluséo entre &cido betulinico e B-ciclodextrina melhorando a dissolucdo deste farmaco e
sua atuacdo inibitoria frente a células de melanoma de murinos (B164A5) em compara¢do
com apenas o acido betulinico livre (SOICA et al., 2014).

Quanto a sua atuacdo frente a células de HCT-116, recentemente foi publicado um
trabalho relatando a inducéo de apoptose e inibicdo de metastase pelo &cido betulinico puro
em células de carcinoma coloretal humano in vitro e in vivo (ZENG; HUA; ZHAO, 2019).

Em uma busca por palavras-chave na base do Scopus em 25 de marc¢o de 2019, para
o termo “nanoemulsion” foram encontrados 3777 artigos de pesquisa, “betulinic acid” foram
encontradas 1976 publica¢des, para os termos “betulinic acid + nanoemulsion” foram
encontradas 4 publicagdes, e utilizando os termos “betulinic acid + nanoemulsion + Pluronic
F127” e “betulinic acid + suppositories” nenhuma publicagéo.

Diante dos dados expostos, apesar do grande potencial de tratamento, a baixa
solubilidade em agua do &cido betulinico dificulta o uso em formulacGes farmacéuticas, um
problema evidenciado pelo numero limitado de estudos clinicos. No entanto, as novas
estratégias nanotecnoldgicas podem melhorar muito a solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade, favorecendo assim suas atividades anticancerigenas.

Com base no conjunto de pesquisas cientificas apresentadas, pode-se afirmar que a
tematica abordada nesta pesquisa é de extremo interesse para a comunidade cientifica,

reafirmando assim a relevancia do produto farmacéutico proposto neste estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Encapsular o &cido betulinico em nanoemulsdes a base de dleo de linhaca
estabilizadas com Pluronic F127 e PGPR e aplica-las em um supositorio retal como proposta

de uma formulagdo anticancer.

3.2 Objetivos especificos

e Extrair e caracterizar o 6leo de linhaca;

e Caracterizar o &cido betulinico;

e Realizar um estudo para determinar o BHL (Balango Hidrofilico Lipofilico)
requerido pelo éleo de linhaca.

e Preparar as nanoemulsdes contendo dleo de linhaca como fase oleosa, Pluronic F127
e PGPR como estabilizantes e acido betulinico como principio ativo;

e Determinar a Eficiéncia de Encapsulacdo do acido betulinico nas nanoemulsdes;

e Realizar um estudo da estabilidade coloidal das nanoemulsGes;

e Auvaliar a morfologia das nanoemulsdes através de MET;

e Realizar um estudo reoldgico das nanoemulsdes;

e Avaliar o potencial antiproliferativo in vitro das nanoemulsdes frente a linhagens de
celulas tumorais e ndo tumorais;

e Aplicar as nanoemulsdes desenvolvidas na formulacdo de supositorios retais e

avaliar o perfil de dissolucdo destes supositérios.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matérias-primas e reagentes

Sementes de linhaca dourada (Linum usitatissimum L.) marca Jasmine, adquiridas no
comércio de Fortaleza (CE); Pluronic F127, BHL 22 (Basf, Alemanha); Grinsted PGPR E-
476, HLB 1-2 (Dupont Danisco, Dinamarca); Acido Betulinico 98,13% (Quanao Biotech,
China); Hidroxido de Sodio P.A., Cloroférmio P.A., Acido Sulfdrico 98% P.A., Acido
Fosférico P.A., Brometo de Potassio, grau espectrofotométrico (Synth, Brasil); Agua ultra-
pura estéril (Isofarma, Brasil); Metanol P.A., Cloreto de Amonio P.A., Hexano, grau CLAE,
Acetonitrila, grau CLAE, Dimetilsulfoxido, grau ACS (Vetec, Brasil); Eter de Petréleo P.A.
(Dinamica, Brasil); Meio RPMI 1640 e DMEM, Soro fetal bovino 10% (Gibco®, EUA);
Penicilina e Streptomicina a 1%, Piridina-d5 Magnisolv 99,8%, MTT brometo de [3-
(4,5dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium (Sigma-Aldrich, Alemanha).

4.2 Linhagens celulares

Tabela 1 — Linhagens celulares utilizadas na avaliagdo da citotoxicidade

Linhagem

Tipo Origem
celular
HCT-116 Carcinoma coloretal NCI, EUA
H-460 Carcinoma pulmonar NCI, EUA
SNB-19 Glioblastoma NCI, EUA
HL-60 Leucemia BCRJ, BRASIL
L-929 Fibroblastos de murinos normais  BCRJ, BRASIL

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Equipamentos

Equipamentos gerais

Prensa hidraulica, capacidade 15 ton/cm2, modelo TE-098, marca Tecnal utilizada na
extracdo do oOleo de linhaga; Centrifuga, modelo 80-2B, marca Centribio utilizada no teste de
estresse mecanico; Rotaevaporador, modelo RV 10, marca IKA utilizado no preparo das
nanoemulsdes; Viscosimetro digital, modelo DA300, marca Anton Paar; Densimetro digital, ,
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modelo DMA 4500, marca Anton Paar; pHmetro, modelo Q400AS, marca Quimis; Estufa de
secagem, modelo SL-101, marca Solab, utilizada no estudo de estabilidade;
Equipamentos para analise cromatogréfica

Cromatografo gasoso GC-MS Agilent 5977A equipado com uma coluna capilar de silica
fundida HP-5MS (Agilent) (30 m x 0,25 mm, espessura de 0,25 um) utilizado para obter o
perfil de &cidos graxos;

Cromatografo a gas Shimadzu CG-2010 Plus equipado com um detector de ionizacdo de
chama (FID) e uma coluna de metilpolissiloxano RTX-5 (30 m x 0,25 mm X 0,25 pum). Para

obter a porcentagem relativa dos acidos graxos;

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu, modelo LC-20AD, coluna Phenomenex
Luna C18 (5 mm, 250 mm x 4,6 mm), bomba de alta pressdo, detector SPD-20A, UV-VIS,

utilizado para quantificar o &cido betulinico;

Equipamentos para analise espectroscopica

Espectrometro de Infravermelho com transformada de Fourier, modelo IRTracer-100, marca
Shimadzu;
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear 500 MHz, modelo Avance DRX-500,

marca Bruker, utilizado na obtencdo dos espectros do acido betulinico;

Equipamentos para andlise e preparo da nanoemulsdes

Zetasizer Nano, modelo ZS ZEN 90, marca Malvern, utilizado para obter o indice de
polidispersdo, potencial zeta e tamanho de particula;

Rebmetro, modelo Advanced Rheometer AR 2000, marca TA Instruments, utilizado no
estudo reoldgico.

Sonifier Ultrassom com sonda, modelo W-450D, marca Branson Sonifier, utilizado no

preparo das nanoemulsdes; Banho ultrassénico, modelo Q335d, marca Quimis;

Equipamento utilizado nos testes de atividade antiproliferativa:

Leitor multiplo de placas Elisa, Spectra Count.
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Equipamento utilizado no ensaio dissolutor:

Dissolutor, modelo DT6R, marca Erweka.

4.4 Extracdo e caracterizacdo do 6leo de linhaca

O dleo de linhaga foi extraido e caracterizado quanto ao perfil de &cidos graxos por
CGEM, FT-IR, determinacdo da viscosidade e densidade, indice de acidez, indice de

saponificacdo, indice de iodo e indice de perdxidos.

4.4.1 Extracéo do 6leo de linhaca

O oleo de linhaca foi extraido em prensa hidraulica aplicando-se uma pressdo de
13 ton/cm?. Cada 300 g de sementes foram colocadas em sacos de papel filtro e prensadas
por 30 min. No total foram prensadas 3000 g de sementes de linhaca dourada. Apds a
extracao, o 6leo da semente de linhaca obtido foi centrifugado por 15 min a 4000 rpm para a
separagao das impurezas.

O oleo purificado foi acondicionado em frascos de vidro &mbar com tampa,
completamente preenchidos para evitar oxidacdo, e armazenado sob refrigeracdo a uma
temperatura de 10 °C £ 2 °C.

4.4.2 Perfil de &cidos graxos do 6leo de linhaca

Inicialmente o 6leo de linhaca foi transesterificado através do método proposto por
Hartman e Lago (MILLINSK et al., 2008) para ser analisado por CG-EM (Cromatografia
Gasosa acoplada ao Espectrébmetro de Massas) e CG-DIC (Cromatografia Gasosa com

Detector de lonizagdo em Chama) conforme Figura 9.
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Figura 9 — Esquema representativo da transesterificacdo do 6leo de linhacga
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O método consiste em adicionar a 250 mg do 6leo, 5 mL de uma solucdo de
hidroxido de sédio 0,5 M metandlica. Na sequéncia a mistura foi aquecida sob refluxo
durante 5 min, posteriormente foi adicionado 15 mL do reagente de esterificacdo (preparado
a partir de uma mistura de 2,0 g de cloreto de aménio, 60,0 mL de metanol e 3,0 mL de

acido sulfarico concentrado). A mistura foi aquecida novamente sob refluxo por mais 3 min
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e depois foi transferida para um funil de separacdo juntamente com 25,0 mL de éter de
petroleo e 50,0 mL de &gua deionizada. Apés agitacao e separagdo de fases, a fase aquosa foi
descartada. Foram adicionados mais 25,0 mL de &gua desionizada a fase orgénica e ap0s a
separacdo de fases, a fase aquosa foi descartada novamente. A fase organica foi coletada e o
solvente foi rotaevaporado. A converséao foi confirmada através de CCD (Cromatografia de
Camada Delgada) utilizando como revelador l.. Uma aliquota de 1 mg do 6leo
transesterificado foi adicionada a um vial e 1 mL de hexano para ser injetado no CG-EM e
CG-DIC.

As amostras foram analisadas em um CG-EM conectado a um detector quadrupolo
operando no modo El a 70 eV com uma faixa de massa de varredura de 50-600 m/z e taxa
de amostragem de 2,7 scans.s™t. Uma razéo de split de 1:100 foi usada com inje¢do de 1 pL e
o hélio foi usado como gas de arraste a 1 mL.min. O injetor e as temperaturas da interface
foram de 250 °C e 280 °C, respectivamente. A rampa de temperatura foi: inicial de 35 °C
com consecutivo aumento para 180 °C a 15 °C min, seguido se aumento para 250 °C a 5
°C min?t. A temperatura final (250 °C) foi mantida durante 23 min. Os picos foram
identificados com base nos padrdes de fragmentacdo usando o Programa de Pesquisa
Espectral de Massa do NIST (Washington, DC, versdo 2.0 de 2008 - 287.324 compostos).
Para obter a porcentagem relativa, as amostras foram injetadas em um cromatégrafo a gas
equipado com um detector de ionizacdo. Foi empregado o mesmo método utilizado no CG-
EM.

4.4.3 Espectroscopia de absorcéo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro de transmitancia no infravermelho do 6leo de linhaca foi obtido na faixa
entre 400 e 4.000 cm?, por meio de um analisador de infravermelho com transformada de
Fourier utilizando a técnica de Refletdncia Total Atenuada (ATR). Os espectros foram
registrados usando o software Opus 6.5.

4.4.4 Determinacdo da viscosidade dindmica e densidade

A determinacdo da viscosidade dindmica do 6leo extraido foi realizada utilizando o
equipamento viscosimetro digital. As determina¢des foram realizadas em triplicata a 20°C. A

metodologia de andlise utilizada foi a NBR-10441.
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Para a determinacdo de densidade do 6leo extraido foi utilizado um densimetro
digital. As determinacdes foram realizadas em triplicata a 20 °C. A metodologia de anélise
utilizada foi a norma ABNT NBR-14065.

4.4.5 Determinacéo dos Indices de Acidez, Indice de Saponificacgo, indice de lodo e indice

de Peréxidos

As determinacdes dos indices de Acidez, indice de Saponificacio, indice de lodo e
indice de Peréxidos foram realizadas em triplicata seguindo as metodologias oficiais da
American Oil Chemist’s Society (AOCS).

4.5 Caracterizacao do acido betulinico

4.5.1 Ressonancia Magnética Nuclear de H e 3C

Os espectros de *H e 8C do acido betulinico foram obtidos em espectrdmetro
operando na frequéncia *H a 300 MHz e do 3C a 75,47 MHz. Para dissolugio da amostra
utilizou-se como solvente a piridina-d5. Preparou-se uma solucdo de acido betulinico na
concentracdo de 20 mg/0,6 mL de solvente. O espectro de *H foi referenciado pelo sinal em
d 8,69 da fra¢do ndo deuterada da piridina-d5 e de 13C pelo pico central do tripleto do sinal
em 6 149,98 da piridina-d5.

4.5.2 Espectroscopia de absorc¢édo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)
O espectro de transmitancia no infravermelho do &cido betulinico foi gerado 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 Determinagéo do BHL requerido pelo Oleo de Linhaca

Inicialmente foi realizado um estudo para determinar a propor¢do ideal entre os
tensoativos Pluronic F127 (BHL 22) e PGPR (BHL 1-2) para formar emulsdo estavel com o

6leo de linhaga em funcéo dos resultados dos tamanhos de particula, potencial zeta e indice
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de polidispersao.

Determinou-se a quantidade de cada tensoativo utilizado para se obter BHL entre
1 e 22 através das Equagdes 1 e 2:

A+ B =100 (Equacéo 1)

(BHLA x 0,01A) + (BHLg x 0,01B) = BHL desejado (Equacéo 2)

A =% de Pluronic F127, B =% de Grinsted PGPR, BHLA = BHL do Pluronic F127 e BHLg= BHL do PGPR

Os valores A e B em percentual referem-se a proporc¢oes referentes ao total de 0,1 g
de tensoativos. Na Tabela 2 estdo descritas as quantidades de Pluronic F127 e Grinsted
PGPR para obter BHL de 1 a 22.

Tabela 2 — Quantidade de tensoativos e BHL resultante

Pluronic F127 (g) Grinsted PGPR (Q) BHL resultante

0 0,100 1
0,005 0,095 2
0,010 0,090 3
0,014 0,086 4
0,019 0,081 5
0,024 0,076 6
0,029 0,071 7
0,033 0,067 8
0,038 0,062 9
0,043 0,057 10
0,048 0,052 11
0,052 0,048 12
0,057 0,043 13
0,062 0,038 14
0,067 0,033 15
0,071 0,029 16
0,076 0,024 17
0,081 0,019 18
0,086 0,014 19
0,090 0,010 20
0,095 0,005 21
0,100 0 22

Fente: Elaborado pelo autor.
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ara efetuar os calculos, considerou-se 0 BHL do Grinsted PGPR como 1. A formulacéo teste
para determinar o BHL requerido foi 10% de dleo de linhaga, 1% de tensoativos e 89% de
agua. Foram preparados 10 g de cada formulagdo, composta cada por 1 g de 6leo, 0,1 g de
tensoativos e 8,9 g de 4gua ultra-pura,

Para obter cada valor de BHL a partir do Pluronic F127 e do Grinsted PGPR, foram
identificados 22 tubos para o preparo das emulsdes, correspondendo cada tubo a um valor de
BHL.

Em cada tubo foi adicionado 8,9 g de agua e a quantidade de Pluronic F127 e foram
colocados sobre refrigeracdo a 5 °C até que o Pluronic F127 fosse solubilizado.
Posteriormente foi adicionado 1 g de 6leo de linhaga em cada tubo e a quantidade de PGPR
para obter cada BHL. O experimento para cada formulacéo foi realizado em triplicata.

O conteudo de cada tubo foi submetido a sonicacdo em sonicador de sonda com
amplitude de 70%, sob poténcia de 100-105W, por 1 min (10 s on/ 10 s off).

Apb6s o preparo das emulsdes, realizou-se o teste de resisténcia ao estresse
mecanico (centrifugacdo) e foi determinado em triplicata o tamanho de particula, potencial
zeta e o indice de polidispersdo de cada formulacdo com o objetivo de determinar a

proporcéo ideal entre os tensoativos, ou seja, 0 BHL requerido pelo éleo.

4.6.1 Estresse mecénico

Aliquotas de 5 mL de cada amostra foram colocadas em frascos e submetidas as
condicdes de estresse mecanico, através da centrifugacéo a rotacdo de 3000 rpm, por 30 min
(SUGUMAR et al., 2014). Estas foram avaliadas visualmente quanto a presenca de

cremeacdo, precipitagdo, coalescéncia e separacdo ou ndo de fases das preparagoes.

4.6.2 Tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial zeta

Para as analises foram retiradas uma aliquota de 10 pL de cada amostra de emulsao
e diluida 1000 vezes com agua ultrapura (CARPENTER et al., 2016). A solucéo final foi
homogeneizada com auxilio de um banho de ultrassom durante 1 minuto.

Desta solugdo foram feitas as andlises de potencial zeta através da técnica
microeletroforese doppler a laser, indice de polidispersdo e tamanho de particula através da
técnica ELD (Espalhamento de Luz Dindmico).

As medigdes foram realizadas a 25 °C e foram investigadas através de varreduras
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automaticas com tempo de 60 s para estabilizacdo da amostra. As analises foram feitas em
triplicata e os valores expressam a média aritmética dos dados obtidos.

Apos as medicOes e teste de resisténcia ao estresse mecénico, considerou como o
BHL requerido pelo dleo, a emulsdo com menor valor de tamanho de particula, sem
alteracdo do aspecto ao teste de estresse mecanico e com valores de potencial zeta e indice

de polidispersao caracteristicos de formulacdes estaveis.

4.7 Preparo e caracterizacado das nanoemulsdes contendo acido betulinico

As nanoemulsdes foram preparadas conforme as quantidades descritas na Tabela 3

e conforme esquema mostrado na Figura 10.

Tabela 3 — Formulag6es das nanoemulsdes FF e FP

Quantidade (g)
Formulacéo
F127 PGPR oL Agua Acido betulinico
FF 0,100 0 1,50 8,3847 0,0153
BFF 0,100 0 1,50 8,4000 0
FP 0,052 0,048 1,50 8,3847 0,0153
BFP 0,052 0,048 1,50 8,4000 0

Legenda: FF- Formulagdo contendo como tensoativo somente Pluronic F127; FP — Formulagdo contendo como
tensoativos PGPR e Pluronic F127; BFF — Controle da formulag¢do FF; BFP — Controle da formulagéo FP; OL
— 0Oleo de linhaca.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Esquema representativo do preparo das nanoemulsdes
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente o &cido betulinico foi solubilizado com o auxilio de um banho
ultrassénico em 4 mL de cloroférmio e em seguida esta solucdo foi vertida sobre o 6leo de
linhaca em um tubo de Falcon e depois homogeneizado. A quantidade de &cido betulinico
adicionada foi de 0,0153 g para que a quantidade real de acido betulinico seja 0,0150 g
considerando uma pureza de 98,13% do ativo. Na sequéncia o contetdo foi rotaevaporado a
40°C sob pressdo reduzida, a 100 rpm, por 4 h até que todo cloroférmio fosse removido.
Posteriormente foi adicionado PGPR (formulacdo FP) e a solu¢do aquosa contendo agua e
Pluronic F127. Em seguida a formulacdo foi submetida a sonicacdo 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. A determinacdo do potencial
hidrogeniénico (pH) foi realizada em triplicata com o auxilio de um pHmetro previamente
calibrado, a temperatura de 25 + 1 °C. Foi colocado em contato com a amostra diluida 1:10

(m/m) em agua purificada, até estabilizacdo da medida.

4.7.1 Tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial zeta

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

foram realizadas nas condigGes descritas na se¢do 4.6.2.
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4.8 Quantificacdo do ativo

A anélise da solucéo de 4cido betulinico foi realizada em um cromatdgrafo liquido
de alta eficiéncia com detector UV-VIS, conforme método proposto e validado por Taralkar
e Chattopadhyay (2012), porém se diferenciando pelo comprimento da coluna e vazdo da

fase movel sendo necessaria uma revalidagdo do método.

As figuras de mérito avaliadas para a validagcdo foram: seletividade, linearidade,
limite de deteccdo, limite de quantificacdo, recuperacdo e repetibilidade do método
cromatografico de acordo com a Resolu¢do RDC n°166 de 2017 (ANVISA) e o documento
orientativo DOQ-CGCRE-008 do INMETRO.

4.8.1 Preparo dos padroes

Foram preparadas de forma independente 6 padrdes de acido betulinico em metanol
com correcdo da massa considerando 98,13% de pureza nas concentracdes de 1, 5, 10, 20,

30 e 60 pg/mL para obter a curva de calibracéo.

4.8.2 Preparo da amostra

O écido betulinico foi quantificado, apds 0 método validado, nas formulacdes FP e
FF por CLAE UV-VIS. 0,2000 g da nanoemuls&o foi diluida a 10 mL em metanol obtendo
uma concentragdo aproximada de 30 pg/mL para a leitura. A solugéo foi filtrada em filtro

de 0,45 um antes de ser injetada no cromatografo.

4.8.3 Condigdes cromatograficas

As condi¢des cromatogréficas foram: vazdo de 1 mL/min a temperatura de 28 °C,
fase movel composta de acetonitrila e solugdo aquosa de acido fosforico pH 2,8, elui¢do no
modo isocratico (80:20), volume de injecéo de 20 puL e comprimento de onda de 210 nm.
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4.8.4 Validacdo do metodo analitico

4.8.4.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes como impurezas, produtos de
degradacéo e componentes da matriz (INMETRO, 2016) e deve ser demonstrada por meio
da sua capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na
presenca de componentes que podem estar presentes na amostra e/ou no solvente, como

impurezas, diluentes e componentes da matriz (ANVISA, 2016).

Para determinar a seletividade do método foram injetadas as nanoemulsGes sem 0
ativo (controle), as nanoemulsdes FF e FP contendo o ativo e uma solugdo do padrdo de
acido betulinico em metanol na mesma concentracdo das nanoemulsdes FF e FP em
triplicata. E foram identificados os tempos de retencdo do acido betulinico nas diferentes
amostras e a observancia da presenca ou nao de picos no mesmo tempo de retencdo para o

branco das nanoemulsdes.

4.8.4.2 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de
obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma
amostra. No presente trabalho, a linearidade do método analitico foi avaliada construindo-se
curvas analiticas, em triplicata, nas concentragdes de 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20
pg/mL, 30 pg/mL e 60 pg/mL. A curva analitica foi obtida plotando-se um gréafico de

concentragio versus area.

Apobs a obtencdo dos valores de area, foi determinada a variancia em cada nivel de
concentracdo para a identificacdo de homocedasticidade (varidncias homogéneas) ou
heterocedasticidade (variancias heterogéneas) através do Teste C de Cochran (teste de
homogeneidade de variancias) que consiste na comparacdo entre um valor calculado através
da razdo entre o maior valor de variancia e a soma de todas as variancias, com um valor
critico tabelado e apo6s confirmado o comportamento homocedastico obteve-se a equagéo da

curva por regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO).
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Também foi calculado o coeficiente de determinacio R? e plotado o gréfico de
residuos versus valores de ajuste. A confirmacdo correlacdo foi realizada pelo teste F
ANOVA utilizando as ferramentas de analise VBA do software Microsoft Excel 2016.

4.8.4.3 Limite de detecgéo e limite de quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados através do

desvio padréo e do slope da curva de calibragédo através das equacdes 3 e 4:
LD = 3.3 DP/S (Equacéo 3)
LQ =10 DP/S (Equacéo 4)

DP ¢ o desvio padrdo do intercepto-y e S é a média do slope das curvas de calibracéo.

4.8.4.4 Recuperacgéo

Para o ensaio de recuperacdo fortificou-se os brancos das nanoemulsdes com a
mesma quantidade de &cido betulinico colocada nas formulacbes FF e FP. Apds a

quantificacdo, a recuperacdo foi calculada pela Equacéo 5:
Recuperacdo (%) = C1-C2/Cs  (Equacéo 5)

C1: concentracdo do analito na amostra fortificada, C2: concentrac¢do do analito na amostra néo fortificada

e C3: concentragdo do analito adicionado a amostra fortificada.

4.8.4.5 Repetibilidade

A repetibilidade de uma medicéo é realizada num conjunto de condigdes, as quais
incluem o mesmo procedimento, 0s mesmos operadores, 0 mesmo sistema de medicdo, as
mesmas condic¢des de operacdo e 0 mesmo local, assim como medic¢des repetidas no mesmo

objeto ou em objetos similares durante um curto periodo de tempo (INMETRO, 2016).

A repetibilidade foi expressa em termos de desvio-padrdo obtido da triplicata da

quantificacdo do ativo nas formulagdes FF e FP.
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4.9 Eficiéncia de Encapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do &cido betulinico nas emulsdes FF e FP foi
determinada utilizando um filtro de centrifugacdo 3000 MWCO Vivaspin turbo 15 da
Sartorius. A escolha do corte de 3000 MWCO deve-se a recomendacéo do fabricante de ser
menor ou igual a metade do tamanho da espécie a ser retida (SARTORIUS, 2016) que no
caso foram as cépsulas formadas com F127 com massa de aproximadamente 12500 daltons
(JAGDALE et al., 2014).

Foram adicionados aproximadamente 0,5 g de emulsdo no referido dispositivo e
depois centrifugou-se a 4000 rpm durante 30 minutos (YU et al., 2017). De modo que o
acido betulinico encapsulado e o ndo encapsulado foram separados. Logo em seguida a
solucdo contendo o material ndo encapsulado foi diluida com metanol na proporcdo 1:1 e

analisada por CLAE. As analises foram realizadas em triplicata conforme Figura 11.

Figura 11 — Esquema representativo da determinacdo da EE
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Fonte: Elaborada pelo autor.
A eficiéncia de encapsulacao foi calculada a partir da Equacao 6:
EE (%) = (M/Mo) x 100 (Equagéo 6)

M = quantidade encapsulada do ativo e Mg = quantidade adicionada do ativo

4.10 Estudo de estabilidade coloidal

Amostras de nanoemulsdes FF e FP (10 mL de cada) foram colocadas em frascos
de vidro hermeticamente fechados e testadas em incubadora 25 + 2°C e 45 £ 2°C em
triplicata por trés meses de acordo com metodologia utilizada por Teo et al. (2015) adaptada.

A aparéncia fisica, o pH, o tamanho das particulas, quantificacdo do ativo, o indice de
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polidispersdo e o potencial zeta foram registrados para amostras em intervalos mensais 30,
60 e 90 dias.

4.11 Reologia

As propriedades reologicas das nanoemulsdes foram determinadas usando
geometrias de cone e placa (40 mm de didmetro; angulo do cone de 1° e gap de 27 um) em
redmetro AR 2000 (TA Instruments), o software utilizado foi o Rheology Advantage
Instrument Control AR. A temperatura dos experimentos foi controlada por um peltier a 25
°C simulando condigdes ambientais. O fluxo das curvas foi obtido em triplicata no intervalo
de taxa de cisalhamento de 5,314 1/s e 531,4 1/s. Foi aplicada a Lei da Poténcia para

determinar o tipo de fluido através da Equacéo 7:
T=Ky" (Equacdo 7)

Onde 1 ¢ a tensdo de cisalhamento, y ¢ a taxa de cisalhamento, K ¢ o indice de

consisténcia e n é o indice de fluxo (HOSMER et al., 2013).

4.12 Avaliacdo do potencial citotdxico in vitro

A avaliacdo do potencial citotdxico das formulagdes FF, FP, dos brancos FF e FP,
do &cido betulinico e do 6leo de linhaca contendo &cido betulinico foi realizada no
Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental localizado no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da UFC.

O potencial citotoxico foi determinado pelo Teste do MTT em células normais de
L-929 (fibroblastos de murino), em células tumorais de HCT-116 (carcinoma colorretal), em
células tumorais NCI-H460 (carcinoma pulmonar), HL-60 (leucemia) e em células tumorais

de SNB-19 (glioblastoma) ap6s 72 h de incubagdo como descrito a seguir.

4.12.1 Cultura de células

As células foram mantidas em RPMI 1640 ou DMEM (Gibco®), suplementados
com 10% de soro bovino fetal e 1% de antibioticos (100U/mL penicilina, 100U/mL

streptomicina, 1mM), mantidos em forno a 37 ° C e atmosfera contendo 5% CO2.
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4.12.2 Teste MTT

O teste de MTT foi desenvolvido por Mosmman em 1983, baseia-se na capacidade
da succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocéndrias de células
viaveis, em converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-
difeniltetrazolio, ou MTT), que € hidrossoltvel e de cor amarelada, em cristais de formazan,
que sdo de cor purpura. Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado
metabolico da célula. A quantificacdo do crescimento celular foi realizada com base no
namero de células capazes de converter o MTT em formazam.

A Figura 12 mostra um diagrama esquematico do procedimento do teste do MTT.

Figura 12 — Diagrama esquematico do procedimento do teste do MTT
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As células foram semeadas em placas de 96 pogos em concentragdo de 0,7 x 10°
células/mL para a linhagem HCT-16, 0,7 x 10° células/mL, para as linhagens SNB-19, 0.3
x10° células/mL para NCI-H460 e HL-60; e 7 x 10* para a linhagem L-929.
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Apols 24 h, a substancia livre foi dissolvida em DMSO (1%) e no 6leo e foram
adicionadas as placas para obter concentragdo 5 ug/mL em todas as cepas testadas. As
formulaces das nanoemulsdes (com e sem ativo) foram adicionadas as placas para obter
concentragdo de 7,5 ug/mL. Apods a adicdo das amostras as placas foram incubadas por 3
dias (72 h). Posteriormente as placas foram centrifugadas e o meio foi substituido por meio
fresco (200 pL) contendo 0,5 mg/mL de MTT. Apos 3 horas, o produto de MTT formazan
foi dissolvido em 150 uL de DMSO, e a absorbancia lida a 550 nm em um leitor mdaltiplo.

Todos os ensaios foram realizados em seis repeticoes.

As amostras foram testadas duas vezes em triplicata cada uma, em diluigOes
seriadas para a determinacdo de suas ICsp (concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento
celular).

Foram registradas as porcentagens de inibicdo X log da concentracdo e
determinadas suas ICsp e seus respectivos intervalos de confianca (95%) a partir de
regressao ndo-linear, utilizando o programa Prisma versédo 6.0 (GraphPad Software).

4.13 Preparo dos supositorios

Os supositorios foram preparados a partir de 80 g da nanoemulsdo com 20 g de
gelatina, a mistura foi submetida ao aquecimento a 50 °C sob agitacdo branda.
Posteriormente a massa foi vertida sobre moldes de silicone para supositorios. O molde foi
mantido em refrigeracdo por 24 horas e os supositérios foram desmoldados, pesados e

submetidos ao ensaio de dissolugéo in vitro conforme mostrado na Figura 13.
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Figura 13 — Esquema representativo do procedimento de preparo dos supositorios
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.14 Ensaio de dissolucao dos supositorios

O procedimento para determinacdo da cinética de dissolucdo (Figura 14) foi
realizado com 5 supositdrios de cada formulagdo, que foram dispostos individualmente em
cada aparato tipo pa do aparelho dissolutor, tendo como meio de dissolugdo 200 mL de
solucdo de tampdo PBS pH 7,4, em temperatura de 37 + 0,5 °C. O teste foi realizado de
maneira comparativa nas velocidades de rotacdo de 100 rpm, de acordo com o método
farmacopeico americano adaptado utilizando o aparato Il (USP, 2012).

Para a obtencdo do perfil de dissolucéo, coletou-se e filtrou-se em filtro de 0,45 um
aliquotas de 2 mL nos tempos de 15, 60, 120, 180, 240, 300, 360 e 420 minutos. Em seguida,
analisou-se todas as amostras em CLAE conforme método de quantificacdo do &cido

betulinico descrito anteriormente.
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Figura 14 — Esquema representativo do ensaio de dissolucéo dos supositorios
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Fonte: Elaborado pelo autor

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracédo e caracterizacao do 6leo de linhaca

Apds a extracdo por prensagem a frio e purificacdo do 6leo a partir de 3000 gramas
de semente de linhaca dourada, obteve-se 756 g de 6leo de linhaca correspondendo a um
rendimento de 25,2 %. Este rendimento foi similar ao relatado por Pradhan et al. (2010) que
por prensagem em prensa continua do tipo expeller obteve um rendimento de 25,5%.
Ressalta-se ainda que o mesmo autor comparou varios metodos de extracédo, concluindo que
0 método por prensagem, apesar de ndo possuir o maior rendimento, € o que origina 6leo de
melhor qualidade considerando os valores de potencial antioxidante, indice de perdxidos e

indice de acidez.

As principais vantagens do método de extragdo por prensagem sdo a auséncia de
contaminantes quimicos durante o processo e a menor degradacdo do Oleo por nédo o

submeter ao aquecimento.
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5.1.1 Perfil de &cidos graxos do 6leo de linhaca

O perfil de acidos graxos do 06leo de linhaca extraido foi determinado a partir do
cromatograma (Figura 15) dos ésteres metilicos. Observa-se no cromatograma que o &cido
graxo majoritario é o acido linolénico, seguido do &cido linoleico e do &cido oleico.

Figura 15 — Cromatograma CG-DIC dos ésteres metilicos do 6leo de linhaca

Intensity

123

150000

125000

100000

75000

e

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O perfil dos principais acidos graxos juntamente com a porcentagem relativa e

tempoe retencdo para o 6leo de linhaca sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Perfil de acidos graxos do 6leo de linhaga extraido

. Tempo de o
Acidos Graxos . ~ Média (%) DP (%)
retencdo (min)
Acido linolenico (18:3) 22,63 74,16 0,62
Acido linoleico (18:2) 22,43 13,62 0,28
Acido palmitico (16:0) 19,37 4,84 0,07
Acido esteéarico (18:0) 22,87 4,12 0,05

Fonte: Elaborado pelo autor.

O principal acido graxo encontrado foi o acido linolénico (18:3) e o &cido graxo

saturado de maior proporcao foi o &cido palmitico (C16: 0). Estes dados estdo proximos aos



57

valores encontrados por Chauham et al. (2015) que encontrou 73% de &cido linolénico, 12%

de linoleico, 7% de palmitico e 6% de estearico utilizando também uma coluna apolar.

5.1.2 Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de FTIR do 6leo de linhaca extraido esta ilustrado na Figura 16, as
atribuicdes referentes a cada banda estéo identificadas na Tabela 5.

Para o 6leo de linhaca, observa-se que as frequéncias fundamentais estdo de acordo
com o trabalho publicado por Lewinska et al. (2015). Uma proeminente banda da carbonila
em 1743 cm™ e das vibragoes da ligacdo C—O em 1243 cm™ e 1161 cm™ sdo diagndsticos
para a ligacdo éster no triacilglicerol. A deformacdo axial de C—C(=0)-O dos ésteres de

4cidos a,B-insaturados provoca o aparecimento de mais de uma banda entre 1300 cm™ e
1160 cm™™.

Figura 16 — Espectro de FTIR do 6leo de linhaga
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 5 — Atribui¢des das principais bandas no infravermelho do 6leo de linhaca

Posicdo da Valor de Referéncia Atribuicbes

banda (cm™) (LEWINSKA et al., 2015)
3013 3010 v C-H cis
2927 2925 va C—H (CHy)
2853 2854 vs C-H (CHy)
1743 1746 v C=0 (éster)
1459 1463 3s (CHy)
1379 1375 ds CHs
1243 1238 va C—C(=0)-O (éster)
1161 1162 v C—C(=0)-O0 (éster)

Legenda: 6 — deformagdo angular; v — deformacéo axial; a — assimétrica e s — simétrica
Fonte: LEWINSKA et al. (2015, com adaptac@es)

Os espectros de FTIR podem fornecer também informacbes sobre o estado de
oxidacdo do oleo. As ligacdes duplas dos acidos insaturados no 6leo reagem com o oxigénio
no ar e entre si para formar uma rede polimérica. O &cido oleico, como um acido
monoinsaturado, pode ser oxidado somente em temperaturas elevadas, enquanto os acidos
poliinsaturados, como os acidos linolénico e linoleico, predominantes no dleo de linhaga,
sofrem rapida oxidacdo mesmo a temperatura ambiente. Os hidroperoxidos de alila,
constituem os produtos primarios de oxidacdo. As ligacbes duplas dos compostos
insaturados do 6leo permanecem, mas podem mudar de posi¢do ou configuracdo de sua
forma original durante a reacdo de oxidacdo, com a formacao de hidroperoxidos. (JUITA et
al., 2012)

No entanto, observa-se no espectro do 6Oleo de linhaca extraido a auséncia de
bandas que indicam que o 6leo se encontra em processo de oxidacdo que posicionam-se em
torno de 854 cm™ referente & vibragdo do grupo =CHa, em 900 cm™ referente a ligagGes

duplas decorrentes de isomerizagio cis-trans e como banda alargada acima de 3000 cm™™.

5.1.3 Anélises fisico-quimicas do 6leo de linhaga

Avaliando-se o0s principais indices analiticos do dleo de linhaca, conforme
mostrado na Tabela 6 obtém-se a confirmacdo da identidade do 6leo extraido, observa-se
que o indice de iodo encontrado é de 171,5 g 12/100 g e encontra-se bem préximo ao valor

da literatura. Este indice avalia o grau de insaturacdo do 6leo e é expresso em numero de
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centigramas de iodo absorvido pela amostra (% iodo absorvido), o valor encontrado
confirma o alto grau de insaturacdo do 6leo de linhaga. O alto grau de insaturagdo do 6leo de

linhaca o torna suscetivel a oxidacdo durante a estocagem (TANSKA et al, 2016).

Tabela 6 - Resultados das andlises fisico-quimicas do 6leo de linhaca

Parametros Unidade Resultados Valores de Referéncia
Referancia
Indice de Acidez mg KOH/g 0,53+0,03 0,80 Popa et al (2012)
Indice de Saponificacéo mg KOH/g 191,46 + 0,55 190 Popa et al (2012)
Indice de lodo g 12100 g 171,52 + 0,85 177 Popa et al (2012)
Indice de Perdxidos meqO,/1000 g 1,19+ 0,07 0,95 Popa et al (2012)
Densidade Relativa a 20 °C g/cm? 0,9302 £0,0026  0,9349 Zhang et al (2011)
Viscosidade Dindmica a20 °C ~ mPa.s 45,878 £ 0,057 45 Mota e Souza
(2007)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O indice de saponificacdo do Oleo de linhaca utilizado neste trabalho foi
aproximado do valor apresentado por Popa et al. (2012). Este indice representa a quantidade
de alcali (hidroxido de potassio) em miligrama necesséria para saponificar 1 g da amostra.
Essa proximidade de valores apresentado nos dois estudos pode concluir que sdo 6leos com
caracteristica de cadeias carbonicas similares.

O indice de acidez e o indice de perdxido sdo importantes parametros utilizados
para avaliar a qualidade do 6leo quanto ao estado de conservacdo. O indice de acidez
corresponde ao numero de mg de KOH para neutralizar os acidos graxos livres em 1 grama
de amostra. O valor obtido na analise do 6leo de linhaca extraido é considerado baixo sendo
o valor permitido pela ANVISA (BRASIL, 2005) de no méaximo 4,0 mg KOH/g para 6leos
prensados a frio e ndo refinados, valor acima ao encontrado neste trabalho. O indice de
peréxido é um indicativo de grau de oxidacdo, o valor maximo permitido pela ANVISA
(BRASIL, 2005) é de 15 megO2/1000g para 6leos prensados a frio e ndo refinados. O valor
de indice de peroxido encontrado ficou distante do maximo permitido, podendo-se concluir
que o 6leo nédo se encontrava oxidado.

A densidade relativa encontrada para o 6leo de linhaca foi de 0,9302 +0,0143, este
valor é similar ao encontrado na literatura que cita a densidade relativa de 0,9349. Conforme

Walia et al. (2013) a densidade é influenciada pelo grau de insaturacéo dos acidos graxos.
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O valor encontrado de viscosidade dindmica apresenta-se proximo ao valor
encontrado por Mota e Sousa (2007) para o 6leo de linhaga, a viscosidade é um pardmetro
importante tanto para a caracterizacdo de um 06leo quanto para a previsao da estabilidade de
uma emulsédo 6leo em agua.

As viscosidades das duas fases, isto €, fase dispersa e continua tém uma forte
influéncia no resultado do processo de redugdo de tamanho das goticulas de 6leo em uma
emulsdo. As viscosidades das duas fases ndo podem ser muito distantes, para éleos muito
viscosos (fase dispersa), pode-se reduzir o tamanho das goticulas aumentando a viscosidade
da fase continua (SINGH et al, 2017).

5.2 Caracterizacao do acido betulinico

5.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 13C

Os espectros de RMN H e 13C do 4cido betulinico adquiridos confirmam o perfil
de uma estrutura triterpénica.

O espectro de RMN *H (Figura 17) mostrou sinais para 6 grupos metila em oH (3H,
s), sinais em 4,92 (1H, s, H-29a) e 4,76 (1H, s, H-29p) tipico de um grupo metileno sp?
(=CH2) conforme mostrado na Tabela 7. (2016) encontra-se os mesmos deslocamentos
obtidos neste trabalho.

Tabela 7 — Dados dos espectros de RMN 1H para o acido betulinico

Valor de Referéncia

1H ) (WANG et al, 2016) Multiplicidade/Atribuicbes
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
298 4,92 491 s/1H
29a. 4,76 4,74 s/1H
Me-27 1,04 1,05 s/3H
Me-26 1,04 1,03 s/3H
Me-30 1,78 1,77 s/3H
Me-23 1,18 1,19 s/3H
Me-24 0,99 0,94 s/3H
Me-25 0,80 0,80 s/3H

Legenda: s- singleto, d-dubleto, m-multipleto, t-tripleto.
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Os sinais registrados & (deslocamentos) 7,21, 8 7,59 e 6 8,69 correspondem a fracao
ndo deuterada da Piridina-ds, Observa-se um sinal intenso em 6 5,73 correspondente ao
hidrogénio da agua presente no solvente. Em comparagcdo com valores de deslocamentos
obtidos do espectro de RMN *H do acido betulinico de Wang et al. (2016).



Figura 17 — Espectro de RMN *H do acido betulinico
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O espectro de RMN de 3C do acido betulinico (Figura 18) mostrou sinais para 29
carbonos conforme valores mostrados na Tabela 7, caracteristicos de triterpenos. Além disso,
a presenca dos carbonos sp? em (6 110,17) e (6 151,62), um oximetinico (6 78,44) e também
um carbono carbonilico (6 179,34), confirma a estrutura do triterpeno acido.

Os deslocamentos obtidos estdo de acordo com os de Castanhede-Filho et al. (2017)

como mostra a Tabela 8.



Figura 18 - Espectro de RMN de 13C do acido betulinico
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Tabela 8 — Dados dos espectros de RMN *3C para o acido betulinico

13 ¢ 6¢c (CASTANHEDE
FILHO etal., 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

8 414 41,3

9 51,2 51,1

10 37,7 37,7e37,8
1 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 48,0 479

20 151,6 151,5
21 31,4 31,4

22 37,7 37,7e37,8
23 28,7 28,8

24 16,6 16,5

25 16,7 16,6

26 - 16,6

21 15,2 15,1

28 179,3 179

29 110,2 110,1
30 19,7 19,6

Legenda: 6¢c: deslocamento em ppm dos carbonos
Fonte: Adaptado de Castanhede Filho et al. (2017)
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5.2.2 Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de FTIR (Figura 19) do acido betulinico apresentou um perfil de absorcao
tipico de estruturas terpénicas. Duas bandas, uma intensa e larga com maximo de absor¢do em
3449 cm caracteristica do estiramento de hidroxila; um grupo de bandas de absorcéo para
estiramentos C-H na regifo de 2943 cm™, cuja intensidade indica a presenca de uma grande
quantidade de carbono sps. Além disso, observou-se uma banda fina e intensa em 1686 cm™,

correspondente a absor¢do de estiramento de ligagdo (C=0) do &cido carboxilico.

Figura 19 — Espectro de FTIR do &cido betulinico
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela 9 observa-se que os resultados obtidos por Pai et al (2011) do espectro de

FTIR do &cido betulinico sdo semelhantes aos obtidos nesta pesquisa.
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Tabela 9 — AtribuicGes das principais bandas de transmitancia no infravermelho para o &cido

betulinico
Posicéo da banda (cm™) Valor de Referéncia AtribuicGes
(PAl et al, 2011)
3449 3446 v O-H
2943 2943 vC-H
1686 1668 vC=0
1450 1452 8s C—H (-CHy-)
1379 1378 s C—H (-CHa)
1043 1038 va C-OH
885 883 dsp =CH_ terminal

Legenda: 6 — deformacdo angular; v — deformagdo axial; a — assimétrica, p — vibracdo fora do plano e s —
simétrica
Fonte: PAI et al (2011) adaptado

5.3 Desenvolvimento da formulacéo das nanoemulsoes

A fim de se obter sistemas nanoemulsionados, a determinacdo do BHL do 6leo de
linhaga constitui a etapa inicial de estudo.

Para obter o valor do BHL do 6leo de linhaca, fez-se necessario a formulacéo de 22
emulsdes, através da utilizacdo de um tensoativo bastante hidrofilico, como o Pluronic F127
(BHL 22), e de um tensoativo bastante lipofilico, 0o PGPR (BHL 1-2), com a justificativa de se
obter uma faixa bem variavel de BHL na qual, a partir dos resultados da caracterizacdo fisico-
quimica, a emulsdo que apresentou melhor estabilidade — em relacdo ao seu tamanho de
particula, indice de polidispersdo e potencial zeta — possui seu valor de BHL correlacionado
com o BHL do éleo em questdo (ORAFIDYA; OLADIMEJ, 2002).

De acordo com o grafico (Figura 20), a emulsdo BHL 12 apresentou 0 menor

tamanho de particula em comparacdo com as demais.



Figura 20 — Valores de diametro versus BHL das emulstes
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A formulacdo com BHL 1 logo ap6s a sua preparacdo separou as fases ndo sendo

possivel fazer medicGes de diametro e potencial zeta.

Observa-se que, para valores de BHL maiores ou igual a 11, o aumento do tamanho

de particula ndo sofre tanta variacdo, embora tenha um aumento do BHL.
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Segundo Fredrick et al. (2010), o didametro de particulas € um dos fatores que

contribui para processos de instabilidade, como o creaming (sedimentacdo ou ascensdo),

fundamentado na equagéo da lei de Stokes (Equagéo 8):

=
El

27 Adda

(Equacéo 8)

V= velocidade de sedimentagdo; R = raio da goticula; g = aceleragdo da gravidade; Ap = diferenca entre as

densidades da fase interna e da fase continua; n = viscosidade da fase continua da emulsdo.

A Tabela 10 demonstra as caracteristicas de PDI (indice de polidispersdo) e PZ

(potencial zeta) das emulsdes.



Tabela 10 — Resultados de Potencial Zeta, indice de Polidispersdo e Resisténcia ao estresse

mecanico
HLB PZ (mV) PDI Estresse mecénico
2 -554+£11 0,304 £0,010 cremeacéo
3 -47,8 0,8 0,355 0,003 cremeagao
4 -48,0 £2,2 0,302 £0,000 cremeagao
5 -45,8 £0,7 0,420 +0,002 cremeacéo
6 -44,1 +2,0 0,340 +0,003 cremeacéo
7 -45,2 £0,9 0,310 +0,002 cremeacéo
8 -45,3 42,1 0,206 +0,000 cremeacéo
9 -41,6 £2,4 0,211 +0,005 sem alteracéo
10 -40,0 £1,1 0,150 +0,000 sem alteracéo
11 -40,0 £1,3 0,090 +0,003 sem alteracéo
12 -39,2+0,4 0,090 +0,002 sem alteracéo
13 -35,8+1,8 0,150 +0,001 sem alteracdo
14 -35,0+£1,8 0,160 +0,000 sem alteracdo
15 -33,542,2 0,130 +0,002 sem alteracdo
16 -29,7 £1,7 0,224 +0,002 sem alteracéo
17 -259+1,1 0,198 +0,006 sem alteracéo
18 -25,8%15 0,213 +0,003 sem alteracéo
19 -24,7+2,1 0,150 +0,002 sem alteracéo
20 -25,0£1,0 0,097 +£0,001 sem alteragdo
21 -21,5 40,7 0,115 +0,002 sem alteracdo
22 -16,3 1,0 0,099 +0,005 sem alteracdo

Fonte: Elaborado pelo autor.

O PDI, fornece informagdes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos,
segundo NOBBMANN (2014), as nanoparticulas que possuem valor de PDI entre 0 e 0,1
podem ter distribuicdo de tamanho de particula estreitamente monodispersa, moderadamente

polidispersa entre 0,1 e 0,4 ou amplamente polidispersa quando o PDI > 0,4.

Observa-se que entre BHL 2 e 7 as emulsGes apresentaram valores entre 0,420 e
0,302 de PDI e no teste de estresse mecanico estas mesmas emulsdes apresentaram
cremeacdo. A emulsdo com menor valor de didmetro (BHL 12) apresentou um PDI de 0,09

sendo classificada como estreitamente monodispersa.
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No teste de estresse mecanico somente as emulsdes com BHL de 2 a 8 apresentaram
cremeacdo, observa-se que estas emulsfes possuem valores mais altos de tamanho de

particula em relacao as demais.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, este potencial é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razéo da dissociacao de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies idnicas presentes no
meio aquoso de dispersdo (MAGENHEIM e BENITA, 1991). O potencial zeta pode ser usado
também como indicador de estabilidade, pois uma carga mais alta impede a agregacao de
particulas dificultando a ocorréncias dos fendmenos de instabilidade. Quando o valor em
maodulo do potencial zeta é alto, as for¢as repulsivas predominam em relacdo as atrativas de
London, fazendo com as goticulas figuem dispersas no sistema. Por outro lado, quando o
valor do potencial zeta em mddulo é baixo, as forcas atrativas predominam em relacdo as
repulsivas, favorecendo a aproximacdo das particulas, podendo resultar em instabilidade da
preparacdo (LIEBERMAN et al., 1988).

Como regra geral, valores absolutos de PZ acima de 30 mV proporcionam boa
estabilidade e acima de 60 mV, excelente estabilidade. Cerca de 20 mV fornecem apenas
estabilidade de curto prazo, valores no faixa de -5 mV a +5 mV indica agregacao rapida. Isto
é valido para tensoativos de baixa massa molar e estabilizacdo elétrica pura, mas ndo para
tensoativos de alta massa molar como os usados neste trabalho (Pluronic F127), que atuam
principalmente por estabilizacdo estérica. Neste caso, PZ valores de apenas 20 mV em
maodulo ou muito menor podem fornecer estabilidade. (HONARY e ZAHIR, 2013)

O uso de tensoativo ndo idnico resulta também na formacéo da dupla camada elétrica
ao redor da goticula dispersa. Segunda a literatura, tal observacdo se deve ao pH e a forca
ibnica da fase aquosa (AHMAD et al.,1996; HO e AHMAD, 1999; HSU e NACU, 2003). A
carga elétrica mensurada em nanoemulsdes estabilizadas com tensoativos nao ibnicos tem
sido atribuida a adsor¢do dos ions H3O* (em pH baixo) ou OH" (em pH alto) da agua (HO e
AHMAD, 1999).

Com base nestas informacdes, pode-se concluir que as emulsdes propostas possuem
boa estabilidade (menor possibilidade de agregagdo) quanto ao potencial zeta, cujos valores
apresentaram variacdo de -24,7 mV a -55,4 mV. Além desta constatacéo, € possivel verificar
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que todos os valores de potencial zeta encontrados sdo negativos. A emulsdo com BHL 12
apresentou um valor de potencial zeta médio igual a -39,2 mV.

Pode-se concluir que, o valor requerido para o 6leo de linhaca baseado nos
resultados encontrados para cada emulséo referente ao tamanho de goticulas, potencial zeta e
indice de polidispersdo, situa-se em BHL12.

5.4 Caracterizagdo das nanoemulsées FF e FP

5.4.1 Potencial Hidrogenidnico (pH)

Apos o preparo das nanoemulsdes contendo o acido betulinico (Figura 21), foram

realizadas medidas de pH a 25°C como mostra a Tabela 11.

Figura 21 — Nanoemulsdes FF e FP preparadas

-

Fonte: Autor.

Tabela 11 — Resultados da caracterizacdo das formulagdes FF e FP

Formulagéo pH Diametro (nm) PDI Potencial zeta Quantificacdo do
(mV) ativo (pg/mL)
FF 5,89 £0,01 221,1+1,3 0,118 +0,004 -36,5+11 1466
FP 5,98+0,02 219,7 0,8 0,105 +0,002 -434+16 1472

Fonte: Elaborado pelo autor.

A verificagdo do valor do pH é importante para determinar a estabilidade das
nanoemulsdes. Alteracdes acentuadas de pH indicam a ocorréncia de reagdes quimicas ou
alteracfes microbioldgicas que podem comprometer a qualidade do produto final.
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A regulacdo do pH estd relacionada com a estabilidade do ativo e com o pKa.
Considerando que o pKa do acido betulinico é 55 (DU e CHEN, 2009), e que nas
formulacbes FF e FP sdo respectivamente 5,89 e 5,98, o acido ndo encapsulado ou quando
liberado da fase oleosa para a aquosa encontrar-se-a4 proximo a 75% da fracdo livre na forma
de betulinato (forma ibnica), como mostra o diagrama de distribui¢do das espécies para o
acido betulinico (Figura 22). Porém, o medicamento quando em contato com o fluido
estomacal, a forma protonada e neutra do &cido betulinico predomina no ambiente altamente

acido do estdbmago (pH 1-3).

Figura 22 — Diagrama de distribuicdo das espécies do &cido betulinico
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.2 Tamanho de Particula e indice de Polidispersao

Considerando o desvio padrdo das medi¢bes de tamanho médio de particula como
mostra a Tabela 9, os resultados apresentaram-se semelhantes para as formulacdes FF e FP
com tamanhos de 221,1 nm e 219,7 nm, respectivamente.

As aplicagdes médicas das nanoparticulas sdo fortemente dependentes do tamanho de
particula. Na maioria dos casos, essa dependéncia estd relacionada aos requisitos e
caracteristicas dos sistemas bioldgicos estudados (RAHN-CHIQUE e URBINA-VILLALBA,
2016).

O tamanho de particula também esta relacionado com a estabilidade fisica das

emulsdes, quanto menor as particulas dispersas, mais estavel o sistema. Por outro lado, quanto
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mais rapido as particulas aumentam de tamanho, mais instavel o sistema se torna (MORAIS,
et al., 2006; URSICA et al., 2005). Cavazos-Garduno et al. (2015), obtiveram nanoemulsdes
contendo acido betulinico estaveis com valores de tamanho de particula préximos a 200 nm.

O valor do indice de polidispersdo (PDI) é adimensional e representa a distribuicéo
do tamanho de particula. Quanto mais proximo de zero for o valor, mais homogéneo é o
tamanho da populacdo das particulas, e quanto mais proximo de um, mais heterogéneo é o
tamanho da populacdo de particulas (COELHO et al., 2016). A partir dos indices de
polidispersdo, pode-se prever um futuro fendmeno de instabilidade coloidal das
nanoemulsdes, no qual particulas com tamanhos maiores englobam particulas menores até a
coalescéncia (separacdo das fases), este fendmeno é denominado de amadurecimento de
Ostwald.

De acordo com a classificacdo adotada por NOBBMANN (2014), as formulac@es FF
e FP podem ser consideradas moderadamente polidispersas, apresentando distribuicdo do

tamanho de particulas em intensidade de forma monomodal.

5.4.3 Potencial Zeta

Os valores de potenciais zeta das formulacGes FF e FP apresentaram-se negativos
(Tabela 9) indicando estabilidade eletrostatica além da instabilidade estérica fornecida pelo
Pluronic F127. Para nanoemulsdes estabilizadas por polimeros de alta massa molecular e
valores de potenciais zeta proximos a 20 mV em valor absoluto sdo consideradas estaveis
(HONARY e ZAHIR, 2013).

Para aplicacBes biologicas, a estabilizacdo estérica € mais vantajosa do que a
estabilizacdo eletrostatica, uma vez que a estabilidade das particulas é mantida mesmo na

presenca de cargas existentes (KIM et al., 2008).

5.5 Quantifica¢éo do Ativo

5.5.1 Validacao do método de quantificacdo do &cido betulinico

5.5.1.2 Seletividade

Os tempos de retencdo para o acido betulinico puro foram de 9,69 minutos, na
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formulacdo FF foi de 9,64 minutos e na formulagdo FP foi de 9,58 min. Os brancos das
formulacbes FF e FP também foram injetados e nao foram registrados picos 9 e 10 min, ou

seja, 0 método identifica somente o &cido betulinico nesse tempo de retencao.

5.5.1.3 Linearidade

A curva analitica obtida com os valores médios de area é apresentada na Figura 23.

Figura 23 - Curva analitica para o acido betulinico
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A linearidade da curva analitica na faixa de 1 pg/mL a 60 pg/mL foi obtida a partir
do ajuste de regressdo linear (R?> = 0,996). Segundo a ANVISA (2017), o coeficiente de
correlacdo linear para validacdo de métodos analiticos para farmacos deve ser igual ou
superior a 0,99. Sendo assim, o valor de R? obtido na analise do acido betulinico pelo método
CLAE-UV utilizado obedece aos limites estabelecidos.

A equacdo da curva media foi y =103136x — 49113 obtida por regressao linear pelo
método dos minimos quadrados ordinarios.

Os dados foram validados pela anélise de igualdade de variancias através do Teste de
Cochran para verificar se a curva possuia comportamento homocedastico ou heterocedastico,
que demonstrou comportamento homocedastico com um valor de Cca (0,37) < Crap (0,52) para

um nivel de 95% de confianca considerando 6 concentracdes e 3 réplicas para cada
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concentragéo, ou seja, as variancias nédo se diferem muito para as concentragdes da curva e o
modelo de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios é adequado.

O teste ANOVA para regressao linear realizado através da ferramenta de andlise
VBA do software Microsoft Excel 2016 confirmou a correlacdo obtendo os seguintes valores
de F calculado e tabelado (tabela 10), observando-se que o valor de F calculado é muito maior
do que o valor de F tabelado para 1 e 16 graus de liberdade (GL), podendo-se rejeitar a
hipétese nula e afirmar que existe correlacdo, confirmando assim a linearidade. Para
confirmar a correlacdo o F de significancia tem que ser menor que o nivel de significancia de

0,05, observa-se na Tabela 12 que o valor obtido foi muito menor que este valor.

Tabela 12 - Resultados do teste ANOVA em nivel de significancia de 0,05

GL F F de significancia F critico
Regressdo 1 47889,98 3,04092E-29 4,493998478
Residuo 16
Total 17

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.1.4 Limite de quantificacdo e limite de deteccdo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir das equacdes 3 e
4, obtendo os valores de 0,038 pug/mL e 0,116 pg/mL, respectivamente, como mostra a Tabela
13. O limite de quantificacdo € importante para a determinacgdo da Eficiéncia de Encapsulacao

pois sdo quantificados valores muito pequenos.

Tabela 13 — Resultados de LD e LQ
Inclinagdo meédia desvio do intercepto LD (pg/mL) LQ (pg/mL)

103136 1200 0,038 0,116

Fonte: Autor

5.5.1.5 Recuperacao

A recuperacdo foi testada na concentracdo de doseamento do farmaco na

nanoemulsdo em triplicata. A média dos valores obtidos ficou em 99,54% para o branco da
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formulacdo FF fortificado e 100,02% para o branco da formulagédo FP fortificado, esses
resultados estdo na faixa de recuperagdo para a concentragdo de 1500 pug/mL que pode variar
entre 95% e 105% (INMETRO, 2016).

5.5.1.6 Repetibilidade

O desvio padrdo relativo da quantificacdo de seis réplicas de cada formulagdo foram
3,1% e 4,3% para as formulagdes FF e FP respectivamente. Estes valores estdo de acordo com
os valores de Horwitz (INMETRO, 2016) 5,6% no maximo.

5.5.2 Aplicacdo do método validado na quantificacdo do ativo nas formulacGes

A partir do método validado, a formulacdo FP apresentou uma concentracdo do ativo
de 1466 pg/mL +45,4 e a formulacdo FF 1472 pug/mL + 63,3. Estes valores correspondem a
97,7% e 98,1% do doseamento tedrico para as nanoemulsdes FF e FP respectivamente, porém
considerando-se o desvio padrdo do método podem ser considerados semelhantes.

5.6 Eficiéncia de Encapsulacdo

De acordo com a metodologia de Eficiéncia de Encapsulacdo usada neste estudo
espera-se que o acido betulinico encapsulado na nanoemulséo fique retido na porcéo superior
do filtro de centrifugacdo, enquanto a por¢do contendo o &cido betulinico ndo encapsulado
escoe para a porc¢éo inferior do filtro de centrifugacao.

Para calcular a Eficiéncia de Encapsulacdo do principio ativo nas nanoemulsées, foi
necessario quantificar a por¢do do acido betulinico presente na porcao inferior do dispositivo
de centrifugacéo.

Considerando o limite de quantificacdo do método de 0,116 pg/mL e que néo foi
possivel visualizar o pico do acido betulinico ndo encapsulado, pode-se afirmar que as
Eficiéncias de Encapsulacdo (EE) para as formulac6es FF e FP foram maiores que 99,99%.

Dehelean et al. (2011) encontrou valores acima de 90% de eficiéncia de
encapsulacdo em nanoemulsdes de acido betulinico em 0leo de linhaga, estabilizadas com
fosfatidilcolina do ovo, utilizando um filtro de ultracentrifugacdo com o mesmo corte
utilizado neste estudo (3000 Da).
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O alto indice de EE das emulsbes, deve estar associado a forte interagdo
intermolecular existente do ativo com o nudcleo oleoso, como também pela sua alta
hidrofobicidade e pela formacdo de uma camada interfacial rigida formada pelo Pluronic
F127.

5.7 Morfologia

A morfologia das nanoemuls@es foi investigada através de estudos de Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET).

A micrografia da nanoemulsdo FF demonstrou gotas esféricas na faixa nanométrica
de aproximadamente 250 nm estando esse valor préximo ao obtido por ELD.

Porém, a micrografia da nanoemulsdo FP ndo mostrou goticulas perfeitamente
esféricas, somente goticulas com bordas irregulares, com diametro aproximado de 160 nm e
com agregados proximos as goticulas, esta observacdo pode estar relacionada com a presenca
do PGPR e consequentemente a algum fenémeno de instabilidade ou cristalizagdo do ativo na

fase oleosa como mostra a Figura 24.

Figura 24 — Imagens de MET das nanoemulsdes FF e FP

C AR TV PTETREN TR TN 0SS e

Fonte: Autor

5.8 Estudo de estabilidade

As formulagbes FF e FP, inicialmente apresentavam os valores de Potenciais Zeta de
-36,5 mV e -43,4 mV para as formulagdes FF e FP, respectivamente.
Observando-se a Figura 25, identifica-se que a emulsdo FF apresentou 0 mesmo
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valor de PZ ao final de 90 dias nas temperaturas de 25°C e 45°C, considerando o desvio

padrdo das medicdes, da mesma forma foi identificado para a formulacéo FP.

Figura 25 - Variagdo do PZ a 25°C e 45°C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No entanto, em relacdo a variacdo entre o 1° dia e 0 90° dia, também ndo foram
observadas alteragdes significativas dos valores de potencial zeta. Este fato pode ser explicado
pela inexpressiva variagdo de pH durante os 90 dias. O pH est4 relacionado ao valor de
potencial zeta, quanto maior o pH mais negativo se apresenta o PZ, e quanto menor o pH tem-
se valores menos negativos de PZ.

Os resultados de tamanho de particula apds 90 dias (Figura 26) revelam um aumento

no tamanho para as formulagdes FF e FP nas temperaturas testadas.

Figura 26 - Variacao do tamanho de particula a 25°C e 45°C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Porém, identifica-se um aumento mais pronunciado, nas temperaturas testadas, para
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a formulagdo FP, que possui uma menor quantidade de Pluronic F127 e que contém PGPR. A
formulacdo FF que contém maior quantidade de Pluronic F127 e ndo contém PGPR,
apresentou uma variacdo menor em relacdo a formulacdo FP, acredita-se que este fato possa
estar relacionado a estabilizagdo estérica do F127.

Observa-se que a alteracdo em relagdo ao valor inicial de tamanho € maior com o
aumento da temperatura para as duas formulacdes. Porém mesmo com as alteracdes
observadas quanto ao tamanho de particula, visualmente as formulagdes se mantiveram
visualmente estaveis com valores maximos de tamanho de 264 nm para a formulacdo FP e
253 nm para a formulacgéo FF.

O tamanho de particula desempenha um papel crucial no tempo de circulagdo no
sangue, particulas com tamanho menor podem evadir-se do reconhecimento do sistema
fagocitico mononuclear (JAIN, FERNANDES e PATRAVALE, 2010).

Os indices de polidispersdo a 25 °C para as formulagdes FF e FP ndo sofreram
variagdes, conforme ilustrado na Figura 27, em relagdo ao estado inicial considerando-se o
desvio padrdo. Porém a 45 °C, foi observado um aumento significativo do PDI para a

formulacdo FP (variacdo de PDI =+ 0,06) em relacdo a FF (variacdo de PDI = +0,04).

Figura 27 - Variagdo do PDI 4 25°C e 45°C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

AlteracGes no pH podem diminuir o potencial eletrostatico, facilitando o processo de
coalescéncia dos gldébulos lipidicos resultando em instabilidade da formulagéo, recomenda-se
que o pH de formulagdes para nanoparticulas apresente-se entre 5 e 7 (CASTAGNARO et al.,
2013).

Neste estudo foi observado que os valores de pH se mantiveram constantes como
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mostra a Figura 28 para ambas formulagcfes e nas temperaturas testadas sugerindo que néo
houve alteracdo microbioldgica e quimica, esta observacdo da constancia do pH foi observada

pela auséncia de varia¢do dos potenciais zeta.

Figura 28 - Variacdo do pH a 25°C e 45°C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se na Figura 29 que as formulacGes FP possuem uma variagdo maior do que
as formulagOes FF em relacéo a quantidade de ativo na temperatura de 45 °C. Na temperatura

de 25 °C nédo houve diferenca considerando o desvio padrao.

Figura 29 - Variacdo do percentual do ativo a 25 °C e 45 °C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Porém, a varia¢do do % do ativo quantificado em relacdo ao valor inicial sofreu

reducdo de 1,36% e 1,96% para as formulagdes FF e FP.
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5.9 Reologia

O entendimento da reologia de um fluido é necessario para as operagdes unitarias na
industria farmacéutica, para a funcionalidade do medicamento e para 0 uso do paciente de
uma forma farmacéutica adequada ao meio onde sera aplicado.

A partir da observacdo do comportamento de um fluido em uma curva de fluxo (taxa
de cisalhamento em funcédo da tensdo de cisalhamento) e do comportamento da viscosidade
com 0 aumento da taxa de cisalhamento, é possivel identificar se o fluido é Newtoniano ou

ndo-Newtoniano. As Figuras 30 e 31 revelam o comportamento das emulstes FF e FP a 25°C.

Figura 30 — Curvas de tensdo em func¢édo da taxa de cisalhamento a 25 °C
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 31 — Curvas de viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento a 25 °C
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Fonte: Elaborada pelo autor

Ajustando ao modelo da Lei da Poténcia obtém-se os valores de indice de
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comportamento de escoamento (n), indice de consisténcia (K) e R? (Tabela 14).

Tabela 14 — Valores obtidos do ajuste ao modelo da Lei da Poténcia

k n R?
FF 0,001242 0,9894 0,9987
FP 0,006517 0,9094 0,9979

Fonte: Elaborado pelo autor

Os fluidos ndo-Newtonianos apresentam valor de n diferente de 1; sendo que, para o
fluido pseudopléstico, o indice de comportamento do escoamento (n) € menor que 1 e a
viscosidade aparente diminui com 0 aumento da taxa de deformagéo. O inverso ocorre para
fluido dilatante: o indice de comportamento do escoamento (n) € maior que 1 e a viscosidade
aparente aumenta com a taxa de deformacdo. Atraves dos valores obtidos conclui-se que as
duas formulacdes apresentam comportamento pseudoplastico.

As curvas obtidas refletem um comportamento ndo-Newtoniano. Observa-se que a
viscosidade das duas formulacdes depende fortemente da taxa de cisalhamento até 266 s?, o
que pode ser explicado pelo fato das forcas existentes entre as particulas em baixas taxas de
cisalhamento serem mais pronunciadas do que as forcas hidrodindmicas impostas pelo
cisalhamento (Wulff-Pérez et al, 2012). Wulff-Pérez e colaboradores observaram no estudo
reolégico de varias formulagdes de nanoemulsdes que, conforme a taxa de cisalhamento
aumenta, a contribui¢do hidrodindmica prevalece e as curvas de viscosidade de cisalhamento
das formulag6es se aproximam, pois possuem tamanho de particula semelhantes. Este fato que
também foi observado neste trabalho com as formulaces FP e FF. Os mesmos pesquisadores
também observaram, entre varias formulacGes preparadas com diferentes tipos de tensoativos,
que o uso de Pluronic fornece emulsGes com estrutura tridimensional mais forte.

As viscosidades apresentaram valores baixos (0,0016 e 0,0014 Pa.s), os fatores que
podem determinar a ordem desta grandeza sdo: viscosidade da fase continua, fracdo
volumétrica da fase dispersa, viscosidade da fase dispersa, tamanho médio das goticulas e
distribuicdo do tamanho das goticulas, taxa de deformacao, natureza e concentracdo do agente

emulsificante e temperatura (PAL et al., 1992).
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5.10 Avaliacéo do potencial citotoxico

A eficécia de drogas antineoplasicas € a sua capacidade de suprimir a proliferacéo de
celulas cancerosas. Substancias com valores de ICsp, para linhagens celulares tumorais,
menores que 5 pg/mL em 72 horas sdo consideradas substancias com boa atividade citotoxica.
O MTT é um método amplamente utilizado para avaliar a taxa proliferativa (RAMZI et al.,
2015).

As amostras testadas foram: AB (&cido betulinico puro), ABL (&cido betulinico em
6leo de linhaga), FP (nanoemulsdo FP com &cido betulinico), FF (nanoemulsédo FF com &cido
betulinico), BFP (branco da nanoemulsao FP) e BFF (branco da nanoemulséo FF).

As nanoemulsdes e o &cido betulinico livre mostraram efeito antiproliferativo em
células cancerosas. O &cido betulinico composto (AB) apresentou alta atividade citotdxica em
todas as linhagens tumorais testadas com IC50 variando de 1,3 a 8,9 uM. Enquanto a mistura
de 6leo de linhaca + &cido betulinico (ABL) ndo mostrou citotoxicidade na concentracdo

maxima testada.

Ao avaliar as nanoemuls@es, aquelas com e sem o principio ativo apresentaram
inibicdo com ICsg variando de 3,2 a 16,69 uM nas linhagens HCT116, NCI H460, HL-60 e
SNB 19.

Os resultados obtidos dos valores de I1Csg estdo descritos na Tabela 15.



Tabela 15 — Atividade citotoxica ap6s 72 horas de incubagao
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Compostos ICso UM (png/mL) nas linhagens testadas
Desvio Padréo
HCT 116 NCI-H460 SNB 19 HL-60 L929
AB 3,42 (1,56) 1,3 (0,6) 3,44 (1,57) 8,9 (4,06) 8,7 (3,96)
[2,75-4,2] [1,03-1,54] [2,9-4,05] [6,35-12,15] [6,02-12,15]
ABL >11 >11 >11 >11 >11
BFP 4,9 (2,21) >16,5 8,8 (4,04) 16,69 (7,6) > 16,5
[3,9-6,05] [6,8-11,5] [12,33-22,6]
BFF 5,7 (2,6) 8,0 (3,66) 7,12 (3,25) 14,1 (6,6) > 16,5
[4,3-7,5] [5,9-11,0] [5,2-9,8] [10,5-20,0]
FF 3,2 (1,46) 11,5 (5,27) 7,3(3,32) 14,10 (6,4) > 16,5
[2,6-3,9] [9,0-14,85] [6,2-8,5] [12,0-16,6]
FP 3,7 (1,71) 5,6 (2,54) 5,8 (2,65) 13,40 (6,1) > 16,5
[3,0-4,7] [5,0-6,3] [4,08-8,28] [10,6-17,0]

Legenda: AB (acido betulinico puro), ABL (&cido betulinico em éleo de linhaga), FP (nanoemulsdo FP com
&cido betulinico), FF (nanoemulsdo FF com &cido betulinico), BFP (branco da nanoemulsdo FP) e BFF
(branco da nanoemulséo FF).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os gréficos de % de Inibicdo versus concentracdo sdo mostrados na Figura 32 a 36:



Figura 32 — Gréficos de % de inibicdo de células L-929 versus concentracdo
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Fonte: Gerado pelo GraphPad Prisma
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Figura 33 — Graficos de % de inibicao de células HCT-116 versus concentracdo
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Figura 34 — Graficos de % de inibicdo de células NCI-H460 versus concentracao
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Figura 35 — Gréficos de % de inibicdo de células SNB-119 versus concentracéo
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Figura 36 — Graficos de % de inibicdo de células HL-60 versus concentracao

Growth inhibition

%

Growth inhibition

%

100

HL60

754

501

251

=@ Betulinic Acid + Oil

=B Betulinic Acid

Nanoemulsion HL60

251

-6~ BFP - BFF

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
[1uM

-~ FP & FF

Fonte: Gerado pelo GraphPad Prisma

89



90

Estudos conduzidos por Zhan et al. (2018) avaliando a atividade antiproliferativa em
células H-460 (carcinoma pulmonar) resistente ao paclitaxel pelo ensaio MTT revelaram que
0 acido betulinico exibiu ICso de 50 uM e que era dependente da concentragdo, no entanto

esse valor foi encontrado para 48 h.

A diminuicdo do crescimento celular devido a acdo do acido betulinico também foi
observada por células leucémicas (U937, HL60 e k562) por Kumar et al (2010), exerceu 50%
de inibicdo do crescimento (ICso) nas concentracOes de 13,73 £ 0,89, 12,84 + 1,23, 15,27 +
1,16 pg/mL, respectivamente. No presente trabalho, a ICso em HL-60 foi de apenas 6,9 ug/mL

(4,6 29,5), ou seja, efeito antiproliferativo melhor que o trabalho de Zhan.

O trabalho realizado por Wu et al. mostrou que o acido betulinico foi citotdxico para
células k562 com um ICsp de 21,26 pg/mL em 24 h e apds o tratamento em células k562 com
10 pg/mL de AB para 72 h, o nimero de células foi reduzido em 58% ICsp muito maior do
que encontrado por Kumar e colaboradores. Os ensaios realizados por Li et al (2010) com
acido betulinico apresentaram alta inibigdo do crescimento celular nas células HeLa, HepG2,
A549 e MCF-7, com ICso variando de 10 a 15 pg/mL, mas em NCI-H460, PC-3 e SK-HEP-1
apresentaram atividade moderada com valores de ICso variando de 20 a 60 pg/mL e, em
celulas k562, menor inibicdo do crescimento com ICso > 100 pg/mL. Este composto foi
testado em linhagens de linfocitos canino (CL-1), linfoma canino de células B (CLBL-1) e
Osteossarcoma canino (D-17), mostrando resultados significativos com diminuicdo da
proliferacdo celular e tempo-dependente. A variacdo entre o 1Cso encontrado nos trabalhos

diferentes pode ser uma consequéncia do plaqueamento e do tempo do tratamento.

Na avaliacdo das nanoemulsGes, observou-se que a formulagdo de FF mostrou ICso
menor que a formulacdo de BFF na linhagem NCI-H460, e pode-se afirmar que a formulagéo
FF é mais citotoxica em relacdo ao seu branco para essas células tumorais. Ambos nédo

tiveram nenhuma citotoxicidade frente a células ndo tumorais de fibroblastos.

A formulagdo do FP, quanto as HCT-116, apresentou potencial citotoxico semelhante
ao acido betulinico puro, maior em relacdo ao branco e similar a formulagdo de FF. Em
contraste com as células NCI-H460, a formulagdo FP ndo mostrou citotoxico para as células
SNB-19 e apresentou menor citotoxicidade em relacdo a formulacdo de FF. Em relacdo a acéo

citotoxica do branco das formulacbes pode estar relacionada a alguma atividade
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antineoplasica de o6leo de linhaca quando nanoemulsionado ou do 6leo de linhaca quando

associado ao Pluronic F127.

Ramzi et al. (2015) realizaram testes de atividade citotoxica de 6leo de linhaga puro
sobre células cancerosas pelo método MTT e verificaram que hé atividade desse 6leo, obtendo
valores de ICso frente células leucémicas de 42,83 mg/mL = 0,29. Vishnu et al. (2018)
também observaram atividade antineoplasica de 6leo de linhaga contra células da linhagem
KB (céncer da epiderme oral). Fukui et al. (2013) demonstraram que os acidos 6mega-3,
predominantes na composi¢do do 6leo de linhaga, sdo capazes de causar acimulo de espécies
reativas de oxigénio mitocondrial em células cancerosas de mama humanas. O acumulo
dessas espécies, por sua vez, ativa a apoptose atraves de caspases, 0 que torna o 6leo de

linhagca um candidato promissor para estudos envolvendo atividade antineoplésica.

Observou-se que o acido betulinico solubilizado no éleo ndo apresentou atividade
citotoxica em todas as linhagens, ou seja, o 6leo de linhaca e o acido betulinico atuam apenas
na forma nanoemulsionada. Em tumores multirresistentes a drogas, 0s poloxameros sé&o
capazes de atuar em células tumorais, aumentando sua permeabilidade a drogas
antineoplasicas e podem induzir modificacdes em varias funcbes celulares, incluindo
expressao geénica, respiracdo mitocondrial e sintese de ATP, aumentando a eficicia do
tratamento (DEVI et al., 2013). Portanto, é possivel que a acdo esteja relacionada ao polimero
Ou ao pequeno tamanho das particulas oleosas.

Vale ressaltar, que um fator importante que pode influenciar na atividade citotoxica
de formulagGes nanoestruturadas € o tamanho da particula. Estudos realizados por Zheng et al
(2014) verificaram a influéncia de sistemas de entrega de 5-DT (5-dimethyltangeretin) sobre o
crescimento de células cancerosas HCT-116 com 24 h de tratamento e foi observado apds o
tratamento que emulsdes contendo pequenas gotas de Oleo (raio = 67 nm) apresentaram
efeitos inibitdrios de crescimento maiores nas células do que aqueles que contém gotas

maiores (raio = 203 nm).

Os melhores resultados obtidos a partir da atividade citotoxica das nanoemulsbes
foram para a linhagem HCT-116 (cancer colorretal) que tem valores semelhantes ao &cido
betulinico puro. E formulagbes contendo &cido betulinico foram mais eficazes do que as

formulagcGes em branco para esta linhagem celular. Victor et al. (2017) apresentaram ICso a 72
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horas para o acido betulinico puro de 1,73 pg/mL contra as células HCT-116, ou seja,

semelhante ao obtido neste trabalho.

Para a linhagem SNB-19, os resultados confirmam a atividade citotdxica, porém com
maior ICso em relagdo as demais linhagens. N&o foi encontrado relato de testes de MTT de
nanoemulsdes de &cido betulinico na literatura frente as linhagens testadas neste trabalho,

apenas para o acido betulinico em nanotubos de carbono.

Anuchapreeda et al. (2012) testaram a atividade citotoxica de nanoemulsdes
contendo curcuminoides comparando com a atividade citotdxica de curcuminoides livres e
demonstraram que a nanoemulsdo carregada com curcumina teve um menor efeito de
melanoma citotoxico em ratos e em células leucémicas humanas, possivelmente devido a
disponibilidade limitada de curcumina lenta e ndo completa liberacdo entre 24 e 72 horas.
Este comportamento também foi observado com as formulagdes FF e FP contendo &acido

betulinico.

Embora os resultados tenham mostrado atividade citotoxica de acido betulinico puro
maior ou similar, observou-se que as nanoemulsées FF e FP sdo mais vantajosas quando
comparadas com o desempenho do acido betulinico puro devido a presenca de alta 1Cso no
L929 (fibroblastos saudaveis células), enquanto todas as formulacBes de nanoemulsdes

testadas na mesma concentragcdo nao apresentaram.

Tan et al. (2014) demonstraram que os resultados de I1Cso do acido betulinico em
nanotubos de carbono sugerem a reducdo da citotoxicidade e os efeitos colaterais do acido

betulinico ativo puro.

O indice de seletividade consiste na razdo entre as concentragdes citotdxicas de 50%
para as células ndo tumorais e a ICso das células tumorais. Esse indice indica o quanto uma
substancia é menos tdxica para células ndo tumorais do que as células tumorais, e essa
proporcdo é considerada boa quando o indice é igual ou maior a 2. Esse valor é considerado
significativo porque significa que o componente é duas vezes mais ativo contra a linhagem
celular tumoral do que a linha celular normal (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991), de acordo com

os valores identificados na Tabela 16:
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Tabela 16- indice de seletividade das formulag@es testadas

indice de Seletividade (IS)
Compostos

HCT-116  NCIH460  SNB 19 HL60

AB 2,54 2,53 0,98 2,54
ABL - - - -

BFP >3,37 >1,88 >0,99 >3,37

BFF >2,89 >2,32 >1,17 >2,89

FP >4,46 >2,84 >1,23 >4,46

FF >5,16 >2,26 >1,17 >5,16

Fonte: Elaborado pelo autor.

O acido betulinico puro mostrou-se seletivo frente as linhagens testadas, exceto para
a SNB-19.

A formulacdo FF se mostrou mais seletiva frente as células HCT-116 e HL-60 em
relagdo a formulacdo FP. Porém todas formulacBes ndo se mostraram com boa seletividade
frente células de SNB-19, este fato deve-se aos altos valores obtidos de 1Cso para esta

linhagem.

5.11 Ensaio de dissolucao

Os supositdrios (Figura 38) preparados apresentaram peso medio de 3,25 e 3,23 g e
3900 pg/mL e 3870 pg/mL de é&cido betulinico contendo as formulagbes FF e FP,

respectivamente.

Figura 38 — Supositorios preparados com as hanoemulsdes

Fonte: Autor

Para avaliar o perfil de dissolucdo de um medicamento é importante verificar e
compreender 0 mecanismo pelo qual a droga € liberada do sistema matricial usado. A
liberacdo de drogas de um sistema polimérico ndo é mais do que uma massa transferida de um
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soluto do dispositivo para 0 meio (solvente) e varios fatores afetam este processo (a geometria

do dispositivo, 0 meio de imersdo, o tamanho do soluto, etc.) (VARMA et al., 2004).

Os modelos matematicos utilizados neste estudo para melhor compreender os
fendmenos de transporte que ocorreram para a dissolucdo do &cido betulinico (encapsulado e
ndo encapsulado) da matriz gelatinosa foram os Ritger e Peppas (1987) e Higuchi pois sdo 0s
mais adequados para matrizes que desintegram (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

O modelo proposto baseia-se na equacdo de Higuchi (1963), frequentemente
utilizada para descrever a velocidade de liberacdo controlada do farmaco a partir de um

sistema matricial.

A Equacdo 10 representa a equacdo de Higuchi expressa como fracdo de massa
liberada (f):

f = Ky T% (Equagio 10)

Onde Kn corresponde a constante de liberagdo de Higuchi, que reflete as
caracteristicas do desenho da formulagdo. Higuchi descreve o mecanismo de liberacdo dos
farmacos como um processo de difusdo (lei de Fick), estando dependente da raiz quadrada do

tempo (T).

Outro modelo baseia-se na equacdo semi-empirica proposta por Ritger e Peppas
(1987). Esta equacdo € utilizada para descrever a liberacdo do soluto quando o mecanismo
que prevalece é uma combinacdo da difusdo do farmaco (transporte Fickiano) e do transporte
Caso Il (ndo Fickiano, controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas) (RITGER;
PEPPAS, 1987). Neste modelo, a relacdo entre a fracdo liberada (f) e o tempo é dada pela
Equagéo 11:

f=Kpt" (Equacdo 11)

Onde K, € uma constante cinética, que incorpora caracteristicas estruturais e
geométricas do mecanismo e n é o expoente de liberacdo que, de acordo com o valor

numMerico que assume, caracteriza o mecanismo de liberag&o do farmaco.
Com os dados obtidos de concentracéo e tempo, foram plotados os gréficos:
e 9% f versustempo (Figura 39);

e Log % f versus log do tempo para testar o modelo de Ritger-Peppas (Figura 40);
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e 0o f versus raiz quadrada do tempo para testar o modelo de Higuchi (Figura 41)

Figura 39 — Grafico de % de acido betulinico liberado versus tempo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A fracdo méxima liberada foi de aproximadamente 50,8% para a formulacdo FF e de
53,5% para a formulacdo FP, considerando os desvios padrdes avaliados pela andlise de
variancia ANOVA em um nivel de confianca de 95% pode-se afirmar que ndo ha diferenca

significativa entre esses valores.

Figura 40 — Grafico do log f versus log do tempo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 41 — Grafico de % f versus raiz quadrada do tempo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos graficos foram determinados os valores de R? de acordo com a Tabela 17:

Tabela 17 — Valores de R? obtidos dos modelos matematicos de Higuchi e Ritger-Peppas

Formulacédo R? Higuchi R? Ritger-Peppas
FF ' 0,0987 ' 0,9722
Fp 0,9856 0,9494

Fonte: Elaborado pelo autor.

O modelo de Higuchi obteve o maior valor de R? sendo assim o modelo mais
adequado para explicar a cinética de liberagcdo. Este perfil cinético pode ser explicado pelo
intumescimento da gelatina imersa no meio receptor (quando ocorre a difusdo) e somente
depois sofre erosdo. Chioma e Yusuf (2018), também obtiveram um perfil cinético de
liberacdo baseado no modelo de Higuchi a partir de supositérios de metaclopramida com
gelatina na formulacéo. Apesar do modelo de Higuchi estar relacionado a difuséo, sabe-se que
em um ensaio de liberacdo geralmente existe mais de um mecanismo de liberacdo no qual um
pode predominar, neste caso 0 mecanismo predominante € o de difusdo devido ao

intumescimento do supositério.
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6 CONCLUSAO

O resultado dessa pesquisa foram duas nanoemulsdes FF e FP que apresentaram
valores de potencial zeta, PDI, tamanho de particula e pH favoraveis a estabilidade coloidal.
Estes resultados foram confirmados no teste de estabilidade acelerada para as duas
nanoemulsdes.

Os resultados do estudo reoldégico mostraram valores semelhantes entre as
nanoemulsdes FF e FP com comportamento reoldgico e viscosidades adequadas para serem
incorporadas a matrizes gelatinosas.

Quanto ao potencial citotéxico as formulagdes mostraram-se com potencial
citotoxico significativo frente a células de HCT-116 (cancer colorretal) sendo mais vantajosas
do que o &cido betulinico puro, pois as formulacbes ndo apresentaram potencial citotoxico
frente a células de fibroblastos normais enquanto o ativo puro apresentou.

Os supositorios preparados a partir das nanoemuls@es apresentaram perfil cinético de

dissolugéo in vitro controlado por difuséo.

A formulacdo FF (contendo somente Pluronic F127 como tensoativo), mostrou-se
superior a formulacdo FP em estabilidade, morfologia e potencial citotdxico frente a células
tumorais. Podendo-se considerar os supositorios formulados a partir destas nanoemulsGes,

promissores no tratamento de cancer colorretal.
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