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RESUMO

NEVES, Gabrielle Pereira. Obtengdo, purificacdo e estudos de viabilidade tecnolégica de
fracbes de oleorresinas de espécies da familia Burseraceae contendo triterpenos
pentaciclicos. 2018. 132f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e
Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2017.

A oleorresina extraida do tronco de espécies de Protium (Burseraceae), género com
grande concentracdo na regido Amazonica, € constituida por percentuais varidveis de
monoterpenos (fracdo volatil) e triterpenos pentaciclicos (fracdo ndo volatil). Dentre os
triterpenos, destacam-se 0s isbmeros a-amirina e B-amirina, principais responsaveis pelas
atividades farmacoldgicas relevantes descritas para este género. Estas substancias apresentam
baixa solubilidade em meio aquoso e solventes polares, sendo esta propriedade um desafio
para o desenvolvimento de produtos medicamentosos com base naquelas. Neste contexto, a
incorporacdo dos mesmos em carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) é uma alternativa
para incrementar a solubilidade e facilitar a veiculacdo dessas moléculas em sistemas
fisiologicos. No presente trabalho, primeiramente, realizou-se a pulverizacdo da oleorresina,
sendo obtido um p6 homogéneo com granulometria inferior a 32 mesh (OBP, faixa de fusao
100-120 °C, umidade 1,75% e teores de 16,8% em a-amirina e 8,14% em B-amirina). OBP foi
submetida a purificacdo em coluna cromatogréafica aberta, empregando-se independentemente
duas fases estacionarias, sendo o processo monitorado por cromatografia em camada delgada
(CCD) e densitometria quanto a presenca dos isdbmeros de amirinas. Nove experimentos
utilizando gel de silica e eluidos com misturas de n- hexano e AcOEt foram realizados para
otimizar as condi¢des visando uma transposicdo de escala e acimulo de material. Com o
mesmo objetivo a coluna em Sephadex LH-20 foi eluida com EtOH, num total de 12
experimentos. As fracGes similares em CCD, contendo os triterpenos-alvo, foram reunidas
para gerar os lotes Unicos, entdo codificados, respectivamente, como LTU-Si (57,60 g, faixa
de fusdo 150-155 °C, umidade 2,8% e teores de 41,37% em a-amirina e 22,73% em B-amirina)
e LTU-Se (60,60 g, faixa de fusdo 85-114 °C, umidade 1,75% e teores de 16,46% em o-
amirina e 8,74% em B-amirina). LTU-Si apresentou faixa de fusdo estreita e maiores teores
dos isdmeros de amirina, sendo destinado aos estudos de avaliagdo da viabilidade de
incorporacdo em CLN. Dai, as solubilidades de LTU-Si nos lipidios liquidos (miristato de
isopropila, MI; &cido oleico, AO) e lipidios solidos (monoestearato de glicerila, MG;
Compritol, COMP) foram estimadas tanto in silico, pelos parametros de solubilidade de
Hansen (PSH), quanto experimentalmente, por CCD e densitometria. Os PSH a 25 °C para os
isbmeros de amirina e lipidios resultaram na seguinte ordem de solubilidade: MG >> AO >
COMP > MI. Os ensaios experimentais de solubilidade, por densitometria, resultaram a 80°C
em: MG = MI > AO > COMP. Os CLN contendo LTU-Si e controles-branco foram obtidos
por microemulsificagdo a quente com a fase lipidica, constituida pelas combinaces dos
lipidios MI:MG, MI:COMP e AO:MG nas proporc¢des 2:3, 1:1 e 3:2; e a fase aquosa contendo
pares de tensoativos em concentracdes baseadas nos valores de equilibrio hidrofilo-lipéfilo
requerido pelas fases lipidicas. Estes foram caracterizados quanto a estabilidade do aspecto
macroscopico, pH, tamanho de particula (TP), indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta
(PZ). O CLN3 (MI:COMP 3:2) foi o que apresentou maior estabilidade fisico-quimica, quanto
ao aspecto macroscoépico, faixa de pH 7,0-7,65, TP de 250 nm, PDI de 0,3 e PZ de -30 mV,
durante o periodo de avaliacao.

Palavras-chave: Protium. Separacdo. Amirina. Solubilidade. Carreador lipidico
nanoestruturado.



ABSTRACT

The oleoresin extracted from the trunk of Protium species (Burseraceae), a genus with
great concentration in the Amazon region, consists of variable percentages of monoterpenes
(volatile fraction) and pentacyclic triterpenes (non-volatile fraction). Among the triterpenes,
the a-amyrin and B-amyrin isomers are the main responsible for the relevant pharmacological
activities described for this genus. These substances have low solubility in aqueous media and
polar solvents, being this property a challenge for the development of pharmaceutical
products based on them. In this context, their incorporation in nanostructured lipid carriers
(NLC) is an alternative to increase the solubility and facilitate the transport in physiological
systems. In the present study, the oleoresin was powdered to particle size below 32 mesh
(OBP, melting range 100-120 ° C, 1.75% humidity, containing 16.8% a-amyrin and 8.14% f-
amyrin). OBP was independently purified by open-column chromatography using two
stationary phases and the process was monitored by thin layer chromatography (TLC) and
densitometry for the presence of amyrin isomers. Nine experiments using silica gel and eluted
with mixtures of n-hexane and AcOEt were performed to optimize the conditions for scaling
up the process and accumulating material. For the same purpose, the Sephadex LH-20 column
was eluted with EtOH, in a total of 12 experiments. TLC-similar fractions containing the
target triterpenes were pooled to generate the single batches, then labeled as LTU-Si (57.60 g,
melting range 150-155 °C, 2.8% humidity, containing 41.37% o-amyrin and 22.73% f-
amyrin) and LTU-Se (60.60 g, melting range 85-114 °C, 1.75% humidity, containing 16.46%
a-amyrin and 8.74% B-amyrin), respectively. LTU-Si showed a narrow melting range and
higher levels of amyrin isomers, and was chosen to perform studies on their viability to be
incorporated into NLC. Thus, solubility of LTU-Si in liquid lipids (isopropyl myristate, Ml;
oleic acid, AO) and solid lipids (glyceryl monostearate, MG; Compritol, COMP) were
estimated in silico by the Hansen solubility parameters (HSP) as well as experimentally, by
TLC and densitometry. The HSP at 25 °C for amyrin isomers in lipid resulted in the following
order of solubility: MG >> AO > COMP > MI. Experimental solubility tests, by densitometry,
resulted at 80°C in: MG = MI > AO > COMP. The NLC containing LTU-Si or blanks were
obtained by hot microemulsification, in which the lipid phase consisted of the mixed lipids:
MI:MG, MI:COMP and AO:MG at proportions of 2:3, 1:1 and 3:2, whereas and the aqueous
phase contained pairs of surfactants at concentrations based on the hydrophilic-lipophilic
balance required by the lipid phases. These NLC stability was characterize33d
macroscopically and by measuring pH, particle size (PS), polydispersity index (PDI) and zeta
potential (ZP). The CLNs (MI:COMP 3:2) showed the highest physicochemical stability
without changing the macroscopic feature, and presented pH range 7.0-7.65, TP 250 nm, PDI
0.3 and ZP -30 mV in the span of 28 days.

Key-words: Protium. Separation. Amyrin. Solubility. Nanostructured Lipid Carrier.
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1 INTRODUCAO

O Brasil constitui uma fonte de grande importancia e riqueza no contexto de
diversidade de recursos naturais de interesse terapéutico e comercial (MARQUES, 2000).
Corrobora tal fato a constatacdo da entrada de produtos extrativos das florestas no mercado
nacional e internacional, de forma a contribuir significativamente com o desenvolvimento das
economias locais e do pais (IBGE, 2010).

A biodiversidade tem se provado como uma fonte promissora de insumos
farmacéuticos ativos (IFA), particularmente quanto a finalidade farmacéutica e a utilizacéo
em produtos medicinais. Neste contexto, os produtos florestais ndo madeireiros (PFNM),
como as oleorresinas, cujas fontes vegetais sao amplamente distribuidas na regido Amazonica,
tém-se revelado muito versateis para aplicacBes farmacoldgicas relacionadas ao seu uso
popular (IBGE, 2010).

A oleorresina obtida do tronco de espécies da familia botanica Burseraceae, conhecida
comumente como breu, € constituida majoritariamente por triterpenos pentaciclicos. Entre
eles, os mais abundantes sdo os isdmeros o-amirina e B-amirina (SIANI et al., 2012), que
possuem atividades farmacologicas variadas, como anti-inflamatéria, antinociceptiva,
gastroprotetora e hepatoprotetora, antipruriginosa e outras (RUDIGER; SIANI; VEIGA
JUNIOR, 2007). Adicionalmente, as descrigdes na literatura sobre a baixa toxicidade destas
moléculas indicam o potencial para uso humano, na forma de ingrediente ativo em produtos
medicamentosos e cosméticos (OLIVEIRA et al., 2005; VILLASENOR et al., 2004).

Os triterpenos pentaciclicos, com destaque para os isdbmeros de amirina, apresentam
baixa solubilidade em solventes polares (SIANI et al., 2012), sendo esta condi¢do um desafio
para o desenvolvimento de produtos medicamentosos a partir destas substancias. Assim, 0s
nanossistemas empregando matrizes lipidicas tém ganhado relevancia e sdo descritos como
promissores para veicular compostos dessa classe (ALMEIDA, 2013; SUN; ZHANG; LI,
2012).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo considerados um tipo de
nanossistema de matriz lipidica de segunda geracdo, constituido por lipidios solidos e
liquidos, estabilizados por tensoativos biocompativeis. Estes sdo, frequentemente,
empregados para liberacdo de substancias lipofilicas e visam otimizar o aprisionamento do
farmaco e assim gerar maior estabilidade ao sistema quando comparado a outras estratégias
(MEYAGUSKU, 2014; SEYFODDIN; SHAW; AL-KASSAS, 2015). Além disso, os CLN

podem ser facilmente produzidos em larga escala, possuem boa capacidade de estocagem,



podem ser esterilizados em autoclave sem alteracdes de sua morfologia, e permitem
flexibilidade em termos de vias de administragdo que incluem oral, oftalmica e tdpica
(MARCATO, 2009).

No contexto de desenvolvimento desses CLN, destaca-se a necessidade de avaliacéo
da solubilidade do IFA em lipidios liquidos e sélidos como uma etapa imprescindivel durante
os estudos de pré-formulacdo (DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2018; SHAH et al.,
2015). Fato este, devido a solubilidade influenciar diretamente no comportamento
farmacocinético da molécula ativa em questdo (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013) e
relacionar-se a quantidade desta incorporada nos CLN (DOKTOROVOVA,; SOUTO; SILVA,
2018).

Diante desse cenario, a presente proposta engloba o estudo quimico e a avaliacdo de
alternativas farmacotécnicas no sentido de viabilizar a exploracdo do potencial do breu como
um IFA de origem vegetal. A etapa quimica foi pautada na obtencdo de um material refinado
e concentrado nos triterpenos majoritarios (a-amrina ¢ P-amirina) desta matéria-prima,
constituido de fracBes purificadas e quimicamente padronizadas. A etapa da tecnologia
farmacéutica envolveu estudos de viabilidade relacionados a incorporagdo destas fragcdes na
perspectiva de obter um CLN estavel. Para tanto, estudos de solubilidade da matéria-prima
nos excipientes a serem empregados no desenvolvimento farmacotécnico foram realizados
com auxilio de ferramenta tedrica (in silico) e ensaios experimentais. Durante as etapas deste
estudo, foram desenvolvidos métodos de anélise especificos para respaldar os processos de
separacado, purificacdo, transposicao de escala e, posteriormente, a analise da viabilidade de

incorporacgdo nos CLN.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 APROVEITAMENTO ECONOMICO DA BIODIVERSIDADE

A flora brasileira é constituida de uma expressiva diversidade de espécies, estimadas
em 22% de toda a flora mundial, sendo a floresta amazbnica o reservatério de
aproximadamente 55 mil espécies de plantas. Isso demonstra o importante papel do Brasil
como fonte de riquezas no contexto dos recursos naturais de interesse terapéutico e comercial
(MARQUES, 2000). Corrobora tal fato a constatacdo da presenca de muitos produtos
extrativos das florestas no mercado nacional e internacional, o que contribui para a economia
do pais (IBGE, 2009).

Além dos beneficios sociais e econdmicos, os produtos da biodiversidade tém sido
considerados, de maneira crescente, como um instrumento de preservacdo de ecossistemas
florestais, ao valorizd-los economicamente. Na Amaz6nia, pesquisas relacionadas as
propriedades quimico-farmacolégicas que atendam as inddstrias de cosméticos e de
medicamentos comumente utilizam espécies arboreas e palmeiras (CLAY; SAMPAIO,;
CLEMENT, 1999).

Os recursos extrativos podem ser classificados em produtos florestais madeireiros
(PFM), que contemplam todo material lenhoso passivel de aproveitamento para serrarias,
estacas, lenha, entre outros; ou produtos florestais ndo madeireiros (PFNM), que
compreendem aqueles ndo lenhosos de origem vegetal, tais como resina, 6leos, sementes,
plantas medicinais e alguns cipos, entre outros (IBGE, 2009).

O extrativismo de PFNM, apesar de ser uma pratica antiga para comunidades
tradicionais, vem despertando crescente interesse, mormente quando passa a Ser uma
alternativa sustentavel ao uso da terra, com capacidade de conciliar estratégias de geracdo de
renda aliada a conservacéo de florestas (TICKTIN, 2004).

Todavia, para extrapolar o nivel de autoconsumo dos PFNM, visando a exploragédo em
escala comercial, torna-se necessario superar uma série de obstaculos relacionados a
perecibilidade do material extraido, & irregularidade da producéo, & caréncia de informagdes
sobre 0 manejo (incluindo a falta de profissionais que dominem as técnicas apropriadas);
assim como aprofundar o conhecimento dos efeitos da exploracdo intensiva e dirimir as
dificuldades na integracdo do conhecimento tradicional as abordagens técnicas modernas.
Além disso, é também fundamental solucionar as questdes de logistica associadas ao
transporte, escoamento e sistema de comercializacdo (VOSTI et al., 2003). Em parte, este



panorama é responsavel pelo baixo nivel de investimentos e iniciativas para a transformacéo
do enorme potencial natural presente na Amazonia em vantagens competitivas, que culminem
na geracdo de produtos de alto valor agregado ou, até mesmo, no desenvolvimento de
tecnologias e produtos patenteaveis, no mercado globalizado (VILLAS BOAS; GADELHA,
2007).

Apesar de tamanha dificuldade frente a exploracdo de PFNM, é possivel notar na
ultima década esforcos concentrados na utilizacdo destes como matéria-prima para o
fortalecimento da industria de medicamentos fitoterapicos, uma vez que esta representa uma
alternativa promissora para facilitar e aumentar o acesso da populagdo a medicamentos
(CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 1999).

A justificativa para a eleicdo de produtos de fontes naturais como potencial alavanca
no desenvolvimento deste setor farmacéutico é reconhecida pela articulagdo de alguns fatores,
como: (i) a extensa biodiversidade brasileira supracitada, (ii) a existéncia de conhecimentos
tradicionais ainda pouco reconhecidos e valorizados, (iii) a atual "crise de inventividade" da
industria mundial de medicamentos sintéticos e (iv) os crescentes gastos com a importacdo
destes Ultimos para o atendimento das necessidades do Sistema Unico de Saude (SUS)
(HASENCLEVER et al., 2017).

Assim, entre os PFNM mais valiosos e promissores com vistas ao desenvolvimento de
fitoterapicos estdo as resinas, que sao definidas como misturas complexas de metabdlitos
secundarios de plantas, secretadas e armazenadas por estruturas de superficie, internas ou
especializadas, localizadas em 6rgdos que desempenham algum papel ecologico especifico
(LANGENHEIM, 2003). A maior e mais conhecida categoria € compreendida na classe das
resinas terpendides. As caracteristicas de lipofilicidade, fluidez e maleabilidade, resultantes da
mistura de substancias volateis (monoterpenos) e ndo volateis (diterpenos e triterpenos) as
tornaram conhecidas como "oleorresinas”. As espécies da familia botanica Burseraceae séo
consideradas a principal fonte dessas oleorresinas em todo o mundo. Nesta familia, o género
Protium é o mais representativo, estando amplamente distribuido em toda a floresta brasileira,
onde suas oleorresinas séo popularmente conhecidas como breu (SIANI et al., 1999).

Neste contexto o presente estudo explora a versatilidade de aplicagdes tecnologicas de
fracdes oriundas de oleorresinas de espécies da familia Burseraceae, visando contribuir no
estabelecimento das cadeias produtivas baseadas em PFNM. Sendo esta uma forma de induzir
o0 desenvolvimento de produtos fitoterapicos em geral, envolvendo moléculas obtidas a partir

do manancial vegetal brasileiro.



2.2  AFAMILIA BURSERACEAE E O GENERO PROTIUM

As éarvores da familia Burseraceae sdo constituidas por 18 géneros que totalizam 649
espécies presentes principalmente na América do Sul e no continente africano (THE PLANT
LIST, 2010). As espécies sul-americanas da familia sdo popularmente conhecidas como breu,
breu branco, breu vermelho, almecega, almesca, carafio, goma-liméo, entre outros nomes, a
depender de onde elas ocorrem (RUDIGER; SIANI; VEIGA JUNIOR, 2007).

O género Protium é considerado o principal e o mais importante género da familia
Burseraceae, uma vez que em regides neotropicais representa amplamente a familia, com
aproximadamente 140 espécies. No Brasil, estima-se que cerca de 80% das espécies da familia
Burseraceae pertencem a este género, sendo reconhecidas pela capacidade de exsudar, por incisao
do tronco, oleorresinas aromaticas de tonalidade branco-esverdeado. As espécies de Protium
estdo distribuidas em varios biomas brasileiros: Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica (Figuras 1
e 2) (KHALID, 1983).
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Figura 2: Folhas de arvores de Protium heppyllu em restiga da Mata Atlantica (RJ).
Fotografia obtida de Sérgio Monteiro, 1999.




Na literatura, os registros etnobotanicos indicam o uso dessas oleorresinas na
calafetagem e impermeabilizacdo de barcos e casas (LANGENHEIM, 2003). A resina
manufaturada ou in natura é também comercializada no mercado de produtos de rituais
religiosos e misticos, sendo empregada na defumacdo de ambientes (LANGENHEIM, 2003;
VARGHESE; TICKTIN, 2008). Além disso, a fumaca produzida pelas queimas € empregada
como agente repelente de insetos em casas nas florestas. Na medicina tradicional, séo utilizadas
devido a acdo antisséptica, anti-inflamatoria, antibiotica, expectorante e cicatrizante, entre
outras (RUDIGER; SIANI; VEIGA JUNIOR, 2007).

Quanto a composicdo quimica, as oleorresinas de Protium sdo constituidas de uma
fracdo volatil (6leo essencial), em que predominam monoterpenos, com alguns exemplos
descritos contendo sesquiterpenos (LIMA et al., 2004; SIANI et al., 1999); e uma fracdo nao
volatil composta por mistura de triterpenos pentaciclicos, em que, via de regra, destacam-se 0s
isdmeros a-amirina e B-amirina. Juntos, ambos perfazem 40-50% da constitui¢cdo quimica total,
e sdo responsaveis pela reputacdo das resinas deste género em termos de atividades
etnofarmacoldgicas nas regides onde ocorrem (SIANI et al., 1999; VIEIRA-JUNIOR; LEITE
DE SOUZA; CHAVES, 2005).

Os isdmeros triterpenoides pentacilcios a-amirina e f-amirina sdo biosintetizados nos
vegetais a partir de seis unidades isoprénicas que formam o esqualeno como a molécula C-30
aciclica original suscetivel as demais transformagdes biossintéticas necessarias (BREITMAIER,
2006). Assim, a depender destas transformacdes os triterpenos serdo classificados em trés grupos
principais: oleanano, ursano e lupano. As estruturas do tipo oleanano (ex.: B-amirina) possuem
duas metilas geminais na posicdo C-20, enquanto as do tipo ursano (ex.: o-amirina) apresentam
duas metilas vicinais em C-19 e C-20. Ambas apresentam estereoquimica de juncao cis dos anéis
D/E. Os triterpenos do tipo lupano diferem dos demais grupos devido a estereoquimica trans da
fuséo D/E, além do anel E ser constituido por apenas 5 membros (Quadro 1).
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Quadro 1: Estruturas bésicas dos trés grandes grupos de triterpenos pentaciclicos.
Fonte: Elaboracdo propria, 2017.

Siani e colaboradores (2012) caracterizaram a presenca de nove compostos triterpénicos
comuns em amostras ndo volateis de oleorresinas comerciais obtidas de arvores da familia
Burseraceae, essas amostras apresentaram a presenga majoritaria dos triterpenos a-amirina (35-
59%) e B-amirina (11-31%), reafirmando descrigdes anteriores (VIEIRA-JUNIOR; LEITE DE
SOUZA; CHAVES, 2005).

Em menor escala, foram caracterizados triterpenos pentaciclicos a-amirenona (2-21%) e
B-amirenona (0-17%), breina (0-6%), maniladiol (0-9,3%) e friedelina (quantidades variaveis e
ndo detectada em todas as amostras analisadas), além dos triterpenos tetraciclicos 4cidos a-

elemolico (~10%) e B-elemolico (~13%) (Quadro 2).



a-amirina (CsoHs00 35-59%) B-amirina (CsoHs00 11-31%)

a-amirenona (CsoHas0 < 21%) -amirenona (CaoH4sO < 17%)

Breina (CsoHs002< 6%)

[0} [0}

HO\\\\“"

Acido a-elemolico (CaoH4s0s ~10%) Acido B-elemolico (C3oH4s03~13%)

Quadro 2: Principais triterpenos encontrados na fragdo de breu ndo volatil e suas

respectivas varia¢fes quantitativas no perfil quimico.
Fonte: Adaptado de Siani et al., 2012.




2.3 FARMACOLOGIA DOS ISOMEROS TRITERPENICOS DE AMIRINA

A literatura cientifica vem demonstrando que os triterpenos, em especial 0s isdmeros
pentaciclicos da amirina, sao moléculas promissoras sob o ponto de vista farmacol6gico, dado
0 crescente numero de artigos publicados sobre este tema com foco principal no estudo das
atividades  anti-inflamatdria,  antinociceptiva,  gastroprotetora e  hepatoprotetora,
antipruriginosa, ansiolitica e antidepressiva, hipoglicemiante e hipolipidemiante (BISKUP et
al., 2012; LIMA-JUNIOR et al., 2007; MEDEIROS et al., 2007; MELO et al., 2011; OKOYE
et al., 2014; OTUKI et al., 2005b; SANTOS et al., 2012; SHIH; CHERNG, 2014). Neste
contexto, faz-se necessario destacar alguns trabalhos realizados com esses compostos, em
mistura ou isolados, visando corroborar esse potencial terapéutico.

A mistura de a-amirina e f-amirina, oriunda de Protium hepatphyllum, demonstrou
possuir atividade anti-inflamatdria, quando testada no modelo de inflamacéo epitelial induzida
por acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) em ratos Wistar. Este estudo concluiu que a
inibicdo observada da inflamacdo indica o potencial da mistura de amirinas, no
desenvolvimento de possiveis agentes terapéuticos de uso tOpico para tratar doencas
inflamatdrias (MEDEIROS et al., 2007). Em outros estudos realizados com a mesma mistura
desses isdbmeros, isolados como constituinte majoritario de Protium Kleinii, observou-se uma
inibicdo dose-relacionada do edema induzido por TPA em orelha de ratos, equivalente a
resposta obtida com dexametasona (controle positivo) (OTUKI et al., 2005a).

Ainda, a mistura de a-amirina e B-amirina, na proporcdo 1.2, além de derivados
semissintéticos de constituintes da resina de Protium heptaphyllum demonstrou potente
atividade inibitoria da nocicepcdo induzida por &cido acético em camundongos masculinos
Wistar, além de uma significativa atividade analgésica no teste de formalina exercida por um
dos derivados (OLIVEIRA et al., 2004a).

Propriedades anti-inflamatdrias e de gastroprote¢do foram demonstradas para a
oleorresina Protium heptaphyllum, utilizando modelos etanol/acido cloridrico como indutores
de Ulceras gastricas em ratos Wistar. Estes efeitos foram atribuidos especificamente a
presenca de a-amirina e B-amirina, maniladiol e breina (SOLDI, 2007).

Oliveira e colaboradores (2005) observaram o potencial hepatoprotetor da mistura de
a-amirina e [B-amirina, extraida de Protium heptaphyllum, contra a lesdo hepatotéxica
induzida por acetaminofeno, sugerindo como provaveis mecanismos a diminui¢cdo do estresse

oxidativo e da formacdo de metabolitos toxicos. Estes estudos respaldam, em parte, as



10

afirmacdes sobre o uso tradicional desta Protium heptaphyllum no tratamento de doencas do
figado.

A mistura de o-amirina e B-amirina obtida da oleorresina de Protium heptaphyllum,
quando avaliada quanto a atividade antipruriginosa, no modelo de prurido induzido por
Dextran T40, apresentou resultados promissores quando aplicada nas doses de 100 e 200
mg/Kg diretamente na superficie do corte. Os autores apontam o potencial de uso clinico
dessa mistura em pruridos associados com alergia, dermatite e eczema (OLIVEIRA et al.,
2004a).

O estudo de Aragdo e colaboradores (2006) evidenciou efeitos sedativos e ansioliticos
dos isdbmeros de amirina, possivelmente envolvendo a participacdo de receptores
benzodiazepinicos e um mecanismo noradrenérgico associado ao efeito antidepressivo.

Santos e colaboradores (2012) investigaram os efeitos de a-amirina e f-amirina obtida
de Protium heptaphyllum no nivel de aglucar no sangue, assim como o perfil lipidico em ratos
(Wistar) normais diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) e em ratos alimentados com
uma dieta com alto teor de gordura (HFD). A mistura isomérica de amirinas foi eficiente em
reduzir os niveis elevados de glicose plasmética durante o teste de tolerdncia oral a glicose. O
nivel de insulina no plasma e a analise histopatoldgica do péncreas revelaram o efeito
benéfico da mistura na preservacdo da integridade das células beta. Em ratos tratados por via
oral com a-amirina e B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg) ou fenofibrato (200 mg/kg), o aumento
associado a triglicerideos no soro foi significativamente menor. O efeito hipocolesterolémico
de a-amirina e B-amirina apareceu mais proeminente com 100 mg/kg, quando foram
observadas diminuicdes significativas das lipoproteinas VLDL e LDL, com elevacdo da HDL.

Estudos com ambos os isdbmeros de amirina, envolvendo administracdo de altas doses em
camundongos Wistar, ndo evidenciaram efeitos toxicos. Além disso, uma mistura de triterpenos
contendo mais de 70% de amirina ndo exibiu atividade mutagénica no teste de microntcleo ou no
modelo de letalidade em Artemia salina, que produziu uma Concentracdo Letal Média (CLso) de
42 pg/mL (OLIVEIRA et al., 2004a; VILLASENOR et al., 2004).

Este conjunto de resultados, publicados nos ultimos anos, aponta a urgéncia em se
padronizarem extratos com base nestes triterpenos pentaciclicos, com o propdsito de aplica-
los no campo medicinal, cosmético ou mesmo alimenticio. Para cumprir este objetivo, €
necessario estimular os estudos quimico-analiticos voltados para a caracterizacdo e
quantificacdo de triterpenos pentaciclicos obtidos de matrizes naturais diversas, assim como
ensaiar a obtencdo destes compostos em maior escala (GOULAS; MANGANARIS, 2012).

Neste contexto, verifica-se que os estudos quimico-farmacéuticos com os triterpenos oriundos



11

de oleorresinas vegetais vém se intensificando nos ultimos anos, notadamente com estudos de
cromatografia de fase gasosa (CG) e de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
detectar e caracterizar essas substancias. 1sso se deve ao constante avanco na farmacologia
molecular envolvendo estes compostos, assim como nas técnicas de separa¢éo e identificacdo
de substancias de origem natural, e das mais recentes abordagens farmacotécnicas envolvendo
micro- e nanoencapsulacédo (DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011).

2.4 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE TRITERPENOS DE BURSERACEAE

A producdo industrial de ativos vegetais com aplicacdo farmacéutica requer que 0s
insumos sejam cientificamente validados. Sendo assim, dependendo da finalidade do produto a
ser desenvolvido, esta validacdo envolve uma série de intervencgdes tecnoldgicas no processo de
qualificacdo do insumo vegetal. Tal fato demonstra a necessidade de manter fidedignidade no
processo de purificacdo e padronizacdo quimica durante as etapas de transposicao de escala
(scale-up); ou seja, os mesmos resultados otimizados na bancada do laboratério, devem se
obtidos nas escalas subsequentes (pré-industrial e industrial).

A literatura descreve métodos de isolamento e purificacdo de triterpenos a partir de
matrizes vegetais, entre as quais se incluem diversos 6rgdos vegetais, como folhas, cascas de
caule e raiz, partes aéreas, frutos, etc., mas particularmente em oleorresinas. No caso das
oleorresinas de espécies de Burseraceae, que ndo contém pigmentos como a clorofila, a extracdo
dos triterpenos inicia-se comumente pelo emprego de métodos que variam entre a maceragéo a
temperatura ambiente (CARVALHO et al., 2015), particdo (LIMA et al., 2004), extragdo em
Soxhlet (VERHOFF et al., 2014); entre outros. A escolha do procedimento na extragéo varia de
acordo com o objetivo final da separacdo, incluindo por vezes as particGes para eliminar os
detritos de madeira e outras impurezas inorganicas remanescentes do processo de coleta das
oleorresinas (SIANI et al., 2011) e extragcdo com solventes mais polares (CARVALHO et al.,
2015).

A Tabela 1 resume técnicas empregadas na extracdo e separacdo de triterpenos de
resinas de espécies de Burseraceae. Na maioria dos casos reportados (>75%), a preparacéo do
extrato inicial envolve um solvente clorado, ocasionalmente em mistura com metanol. H4 um
caso no qual a oleorresina € submetida a um tratamento com hidroxido de potéassio,

especificamente visando a separacdo de 4cidos triterpénicos (VERHOFF et al., 2014).



Tabela 1: Técnicas empregadas na extracao e separacao de triterpenos de resinas de espécies de Burseraceae (continua)
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Espécie (resina)

Extracéo

Técnica de Separagéo

Isolado/Caracterizado

Referéncia

Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand

Trattinnickia aspera (Standl.)
Swart

Trattinnickia burserifolia
Mart.

Trattinnickia rhoifolia Wild.

Dacryodes hopkinsii D. C.
Daly

Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand

Protium kleinii Cuatrec.

Resina de almécega L.
Marchand

Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand

n-Hexano > CHCI;

CHCl;

CHCI; > particao
CHCl3/MeOH/H.0,
fr. CHCL; > fr.
MeOH

MeOH > particédo n-
hexano > CH,Cj,

MeOH:CH,Cl, (41)

Et,O

MeOH:CH,Cl, 4:1

CC filtrante, gel de silica 60, n-hexano:AcOEt 95:5
(FA) > 80:20 (FB). FA: CC, gel de silica 60, n-
hexano:AcOEt grad > CCD. FB: gel de silica 60, n-
hexano:AcOEt grad > CCD

CC, Sephadex LH-20 > CC, gel de silica

CC, gel de silica > CCD > CC flash (n-hexano-
CH,Cl>-MeOH; n-hexano -Me,CO 8:2) > cristalizacdo
(n-hexano). Fr. CHCls: grad n-hexano:CH,Cl;:MeOH
> grad n-hexano:EtOAc. Fr. MeOH: grad EtOAc-
MeOH

Determinacdo espectrométrica (RMN) em extratos e
fracdes (misturas)

CC (h 38, ¢ 5,5 cm), gel de silica 0,05-0,2 mm, n-
hexano:AcOEt (grad 9,8:0,2 a 0:10)

CC, gel de silica, n-hexano:AcOEt (grad 9,8:0,2 a 1:1)

CC, gel de silica, n-hexano:AcOEt grad > CCD

CC, gel de silica, n-hexano > CHCL3; > AcOEt >
EtOH. Fr. CHCI3: CC grad n-hexano:AcOEt

[a-amirina + B-amirina], [breina +
maniladiol]

[a-amirina + B-amirina]

[a- + B-amirina], [maniladiol + breina], [3f-
fenilacetoxiurs-12-en + 3B- fenilacetoxiolean-
12-en], epi-a-amirina, epi-p-amirina, acido
3a-hidroxitirucal-8,24-dien-21-oico, &cido
3a-hidroxitirucal-8,24-dien-21-oico, [3-
acetoxidammarenedio-II + 3a-acetoxi-20(S)-
hidroxidammar-24-ene], 33,16p-diacetoxiurs-
9(11),12-diene

a-amirina, B-amirina, 3-epi-a-amirina, 3-epi-
B-amirina, acido 3a-hidroxitirucal-8,24-dien-
21-oico, 4acido 3a-hidroxitirucal-7,24-dien-
21-oico

a-amirina, f-amirina

[a-amirina + B-amirina]

[3-0x0-11p-hidroxi-urs-12-ene + 3-0xo0-11§-
hidroxi-olean-12-ene]; [o-amirina + [3-
amirina], [3-oxo-11,16B-di-hidroxi-urs-12-
ene + 3-oxo-11p,16p-di-hidroxi-olean-12-
ene], breina

[a-amirina + B-amirina], [breina +
maniladiol], [a-amirenona + f-amirenona +
lupenona]

[o-amirina + B-amirina]

(MAIA et al., 2000)

(AREGULLIN; GOMPPER;
RODRIGUEZ, 2002)

(LIMA et al., 2004)

(OLIVEIRA etal., 2004b)

(LIMA et al., 2005)

(VIEIRA-JUNIOR; LEITE DE
SOUZA; CHAVES, 2005)

(ARAGAO et al., 2006)
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Tabela 1: Técnicas empregadas na extracao e separacdo de triterpenos de resina de espécies de Burseraceae (continuagao)

Espécie (resina) Extragédo Técnica de Separagéo Isolado/Caracterizado Referéncia
Protium heotaphvlium CC, gel de silica, n-hexano > CHCI; > AcOEt >
ptapny - MeOH. Fr. CHCls: CC, gel de silica, grad n- [a-amirina+ B-amirina] (BANDEIRA et al., 2007)
(Aubl.) Marchand )
hexano:AcOEt
Protium heptaphyllum ) CC, gel de silica 0,05-0,2 mm, n-hexano:AcOEt (grad . .. — . )
(Aubl.) Marchand 9:1'> 8:2) [a- + B-amirina], [maniladiol + breina] (LIMA-JUNIOR et al., 2007)
Protium heotashvilum CC, gel de silica, n-hexano > CHCI; > AcOEt > ~
ptapny - MeOH. Fr. CHCls: CC, gel de silica, grad n- [o-amirina + B-amirina] (ARAGAO, 2008)
(Aubl.) Marchand )
hexano:AcOEt

CC, gel de silica, n-hexano:AcOEt grad 1:0 a 0:1 >
CCD > CLAE preparativa (Cis)

(DIAS; HAMERSKI; PINTO,

Breu comercial Sohxlet CH.Cl, 2011)

a-amirina, 3-amirina

Protium altsonii Sandwith;

Protium hebetatum D.C.

Daly;

Protium heptaphyllum

(Aubl.) Marchand; Protium

paniculatum var. nova (Engl.) [a-amirina + B-amirina + a-amirenona +

Daly Pré-destilagéo de Caracterizacio por cromatografia em fase gasosa B-amirenona + breina + maniladiol +

Protium paniculatum var. volateis. Insolavel > acoplada & espectroscopia de massas friedelina + &cidos 3-a-hydroxi-8,24- (SIANI et al., 2012)
riedelianum (Engl.) Daly; CHCI; dienetirucélico + 3-a-hydroxi-7,24-

Protium spruceanum (Benth.) dienetirucalico]

Engl.; Protium strumosum

D.C. Daly

Trattinnickia rhoifolia Willd.;
Protium icicariba (DC.)
Marchand; Breu comercial

CC, gel de silica, pentano-CH.Cl, grad 1:0 a 0:1;
CHCl;:EtOAC grad 1:0 a 0:1 > CC gel de silica,
pentano-CH,Cl, grad 1:0 a 0:1 > CC, gel de silica,
CHCl, CH,Cl,-EtOAc:MEOH 1,8:5:0,1 > CC, gel de silica, [a-amirina + B-amirina] (LIMA et al., 2014)
grad pentano:CH,Cl, > grad CH,Cl,:CHCI; > CHClI;
> grad CHCl3:MeOH

Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand




Tabela 1: Técnicas empregadas na extracao e separacdo de triterpenos de resina de espécies de Burseraceae (conclusao).
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Espécie (resina)

Extragéo

Técnica de Separagéo

Isolado/Caracterizado

Referéncia

Boswellia serrata Roxb. ex

Colebr.; Boswellia papyrifera Soxhlet CH,Cl, >

(Caill. Ex Delile) Hochst.;
Boswellia carteri Birdw.;
Boswellia sacra Flueck.;
Boswellia socotrana Balf. f.

Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand

Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand

Bursera copallifera

Breu comercial

particdo Et,O/ KOH.
Fr. aquosa + HCI >
ext. Et,O

MEOH:CH2C|2 4:1

CH2C|2 9:1

Precipitacdo seletiva

CC flash/gel de silica 40-63 pm, pentano-Et,0/1%
AcOH (grad 8:1 a 1:2) > CCD > CLAE preparativa
(C18-250 x 20 mm x 5 pm)

CC, gel de silica, n-hexano > CHCIl; > AcOEt >
MeOH. Fr. CHCLs: CC, gel de silica, grad n-
hexano:AcOEt

Caracterizagdo de constituintes por 1H e 13C RMN e
espectroscopia de massas

CC, gel de silica 70-230 mesh. n-hexano:acetona grad
1:0 a 1:1 > Frl, Fr2, Fr3. Frl: CC, gel de silica 230-
400 mesh, n-hexano:CHCl, 9,5:0,5 > (a) CC prep. (n-
hexano:CH,Cl;, 9,3:0,7) > recrist. acetona; (b) CC, gel
de silica 230-400 mesh, n-hexano:AcOEt grad 9:1 a
1:1. Frlb: CC, gel de silica 230-400 mesh, n-
hexano:CHCl, 9,5:0,5. Frlc: > CC, gel de silica 230-
400 mesh, n-hexano:AcOEt 9,8:0,2.

CC, gel de silica, grad n-hexano:AcOEt

Série de acidos: B-boswellico, 11-ceto-B-
boswellico, 3-O-acetil-B-boswellico, 3-
O-acteil-11-ceto-p-boswellico, 3-a-
hidroxi-8,24-dienetirucalico, 3a-acetoxi-
8,24-dienetirucélico, 3-p-hidroxi-8,24-
dienetirucalico, 3-0x0-8,24-
dienetirucalico, 3-a-hidroxi-7,24-
dienetirucalico, [3o-acetoxi-7,24-
dienetirucélico + robdrico, 4,(23)-di-
hidroroburico + 4,(23)-di-hidro-11-ceto-
roburico], 4,(23)-di-hidronictantico,
lupedlico, 3-O-acetil-lupeolico, 3-O-
acetil-28- hidroxilupedlico

[a-amirina + B-amirina]

[a- amirina + B-amirina + maniladiol +
breina + lupenona + a- + B-amirenona]

[formiato de lup-20(29)-en-3a. -ol +
acetato de ursan-3p-ol], [acetato de lup-
20(29)-en-3a-0l], [lup-20(29)-en-3-ona +
lup-20(29)-en-3a-ol], [lup-20(29)-en-3a-
ol], [lup-20(29)-en-3a -ol + a-amirina].

[a-amirina + B-amirina]

(VERHOFF et al., 2014)

(ARAGAO et al., 2015)

(CARVALHO et al., 2015)

(ROMERO-ESTRADA et al.,
2016)

(SILVA-JUNIOR et al., 2017)

CCD = Cromatografia em camada delgada; CC = Coluna cromatografica; > = seguinte; Fr. = fracdo; grad = gradiente.
Fonte: Elaboracéo propria (2017).
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Quanto a fase de fracionamento; entre 0s casos descritos, acima de 70% utilizam como
eluente misturas variaveis de n-hexano em acetato de etila e coluna cromatografica com gel de
silica. Solventes clorados como cloroférmio e diclorometano séo também utilizados durante o
processo de separagdo dos triterpenos, conforme se constata em 40% dos estudos.
Eventualmente, misturas contendo pentano, éter etilico, acetona, metanol e outros também sdo
utilizados durante a separacdo. Na maioria dos casos envolvendo oleorresinas, sao
frequentemente purificadas misturas de alcoois triterpénicos pentaciclicos, em especial a-
amirina e f-amirina. Um dos estudos (AREGULLIN; GOMPPER; RODRIGUEZ, 2002) lanca
mao do uso de gel excluséo utilizando a resina Sephadex LH-20 como fase estacionaria, para
obter fragdes contendo a mistura de a-amirina e [B-amirina, partindo da oleorresina de
Trattinnickia aspera extraida com cloroférmio.

Todos os dados da Tabela 1 foram gerados por procedimentos de separacdo de
triterpenos a partir de oleorresinas (em especial dos alcoois o- amirina e f-amirina) em escalas
analiticas e semipreparativas. Além disso, também corroboram que o fracionamento em gel de
silica ou outra fase estacionaria tem sido utilizado tanto para (i) preparar amostras mais
limpas (clean up) ou concentradas em triterpenos, no intuito de viabilizar a analise qualitativa
e quantitativa de extratos contendo estas substancias; quanto (ii) embasar o estudo de aumento

de escala na purificacdo de triterpenos de oleorresinas como matrizes vegetais.

2.5 ESTRATEGIAS DE PARA VEICULACAO DE FARMACOS DE BAIXA HIDROS-
SOLUBILIDADE

Nos ultimos anos, os pesquisadores e a industria farmacéutica vém debatendo o tema
da solubilidade de farmacos e o impacto que este parametro tem na viabilizacdo de
medicamentos clinicamente eficientes (VARGAS; RAFFIN; MOURA, 2012). Cerca de 70%
dos novos candidatos a farmacos, bem como um nimero expressivo daqueles ja utilizados na
terapéutica (40%), apresentam baixa solubilidade em agua e consequente baixa
biodisponibilidade. Isso dificulta ou mesmo inviabiliza a veiculacdo e a liberacdo dessas
substancias em sistemas fisiolégicos, comprometendo a efetividade das moléculas candidatas a
farmacos, independentemente da via de administracdo (KAWABATA et al., 2011; VAN DER
MOOTER, 2012).

Algumas estratégias para superar problemas relacionados com o baixo grau de
dissolugdo dessas substancias e seus impactos negativos na biodisponibilidade e eficacia

terapéutica tém sido classicamente investigadas. Entre elas, alteracfes na estrutura quimica
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e/ou cristalina (formacdo de sal e cocristais, amorfizacdo, etc.), formacgdo de pro-farmacos,
complexacdo com oligdmeros (ex.: ciclodextrinas), reducdo do tamanho da particula e
utilizacdo de agentes solubilizantes e surfactantes (KAWABATA et al., 2011).

Além dessas abordagens, alguns autores destacam a crescente utilizagdo de sistemas
de liberacdo baseado em carreadores coloidais que, potencialmente, promovem a
solubilizacdo de ativos e auxiliam no direcionamento do farmaco para os tecidos-alvo,
favorecem a estabilizacdo fisica e quimica do agente terapéutico e contribuem para reduzir
efeitos colaterais e toxicidade, entre outros (MEHNERT; MADER, 2001). O
desenvolvimento desses sistemas inclui tanto a utilizacdo de diferentes materiais, tais como
polimeros, metais e lipidios, quanto variacbes nos métodos de obtencdo (SOUTO;
DOKTOROVOVA; BOONME, 2011; SOUTO; MULLER, 2007). Dentre os carreadores
largamente empregados destacam-se os lipossomas, as nanoparticulas poliméricas, as
nanoemulsdes e as nanoparticulas lipidicas (NL), abaixo delineados em suas principais

caracteristicas.

" Lipossomas: oferecem a vantagem de poderem ser obtidos a partir de materiais
altamente similares as membranas celulares como, por exemplo, uma ou varias
bicamadas fosfolipidicas, que sdo capazes de carrear farmacos lipofilicos entre elas, ou
farmacos hidrofilicos no seu centro (DOMINGO; SAURINA, 2012).

. Nanoparticulas poliméricas: empregando-se polimeros como &cido poliléctico, acido

poliglicolico, policaprolactona, polianidridos, poliésteres, quitosana, albumina,
colageno ou gelatina, os sistemas sdo produzidos por dispersdao destes, ou pela
polimerizacdo de monémeros. A depender da dispersdo do ativo na estrutura formada,
serdo classificadas como nanocépsulas ou nanoesferas (DOMINGO; SAURINA,
2012; VRIGNAUD; BENOIT; SAULNIER, 2011).

. Nanoemulsdes: sdo coloides dispersos multifasicos compostos por 6leo, agua, e um ou
mais agentes surfactantes, podendo ser uma dispersdo 6leo em agua (o/a) ou agua em
6leo (a/o). Esses sistemas apresentam distribuicdo granulométrica entre as
microemulsdes e macroemulsdes ou emulsdes classicas (FORGIARINI et al., 2001).
Além disso, podem apresentar aparéncia translicida quando o tamanho do glébulo é
inferior a 200 nm, ou opaca para os tamanhos de 200 a 500 nm (CAPEK, 2004).

. Nanoparticulas lipidicas: sdo sistemas constituidos por lipidios no estado sélido, que

geram sistemas geralmente considerados vantajosos para a liberacdo de ativos, com

relacdo a serem seguros, biocompativeis e biodegradaveis. Podem ser preparadas por
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uma diversidade de técnicas, as quais também influenciam diretamente em algumas
caracteristicas das particulas obtidas, como tamanho, morfologia e capacidade de
acomodar mais homogeneamente a distribuicdo do farmaco. Atualmente, os métodos
mais descritos na literatura para a obtencdo dessas particulas compreendem o uso de
homogeneizadores de alta pressdo e outros que geram sistemas solidos a partir de
microemulsdes (CHAUDHARI, 2012; WISSING; KAYSER; MULLER, 2004).

A caracterizacdo fisico-quimica dos carreadores mencionados é fundamental para
assegurar o0 sucesso no desenvolvimento de sistemas de liberacdo neles baseados.
Usualmente, passa pela determinacdo do tamanho e do potencial zeta (carga superficial) da
particula, avaliacdo de sua morfologia, determinacdo da eficiéncia de incorporacdo
(concentracdo do farmaco no sistema), medida da cinética da liberacdo do farmaco, e
avaliacdo da estabilidade dos sistemas em funcdo do tempo e temperatura de
armazenamento (MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

No caso espeifico das NL, estas podem ser do tipo nanoparticula lipidica sélida (NLS)
ou carreador lipidico nanoestruturado (CLN) que s&o destinados a veiculagdo de moléculas
hidrofobicas. As alternativas do conjugado lipidio-farmaco (CLF) ou nanoparticula hibrida
lipidio-polimero (NLP) sdo voltadas para encapsular moléculas hidrofilicas. As NLS foram as
primeiras a serem desenvolvidas; seguidas pelos CLN e pelos CFL (CHAUDHARI, 2012;
WISSING; KAYSER; MULLER, 2004).

O tamanho nanométrico das NLS assemelham-nas as emulsdes, com a principal
diferenca residindo no nucleo formado por lipidios sélidos em temperaturas ambiente e
corporal. As principais vantagens associadas a este sistema sdo: (i) baixa toxicidade, (ii)
possibilidade de liberagcdo sustentada e/ou direcionada, (iii) permanéncia mais duradoura na
corrente sanguinea, (iv) capacidade aumentada para atravessar a barreira hematoencefalica
sem danificar estruturas, (v) promocao da estabilidade do farmaco, (vi) maior capacidade em
adequar a tolerabilidade com incremento da biodisponibilidade, e (vii) alto grau de
reprodutibilidade no aumento da escala em seu processo de obtengdo (BISKUP et al., 2012).

Os CLN sd@o NLS de segunda geracdo, baseados em misturas de lipidios sélidos com
lipidios liquidos, cujo objetivo é aperfeicoar o aprisionamento do farmaco e assim aumentar a
estabilidade do sistema, em comparagdo com as NLS (GUPTA; JAIN, 2010; MEYAGUSKU,
2014). Os CLN podem apresentar trés diferentes morfologias, de acordo com a variagéo de
sua composicdo lipidica e processo de preparacdo: o tipo |, caracterizado por uma estrutura

cristalina que apresenta imperfeicdes consequentes de pequenas quantidades do lipidio liquido
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acrescido a matriz sélida; o tipo 1, constituido por uma matriz amorfa obtida ao se empregar
lipidios que néo recristalizam; e o tipo Ill, conhecido como modelo multiplo, caracterizado
pela presenca de pequenos compartimentos de lipidio liquido dentro da matriz sélida (SHAH
etal., 2015).

2.6 A IMPORTANCIA DO PARAMETRO SOLUBILIDADE NO DESENVOLVIMENTO
TECNOLOGICO

A aplicacdo de carreadores coloidais como sistemas de liberacdo de moléculas e
fitocomplexos de origem natural vem sendo extensivamente investigada por alguns grupos de
pesquisa (BHARALI et al., 2011; MCCARRON et al., 2008; NARAYANAN et al., 2010;
PONGJANYAKUL; PRAKONGPAN; PRIPREM, 2003; SANNA et al., 2013).

Um exemplo é o estudo de Rodrigues e colaboradores (2013), que incluiu isdmeros de
amirina extraidos das folhas de Protium spruceanum em nanoemulses, visando potencializar
a liberacdo e veiculacdo destas moléculas. Neste caso, a nanoemulsdo contendo 0s triterpenos
induziu um incremento significativo da biodisponibilidade oral, quando comparado com uma
mistura ndo formulada. Tal fato pode ser atribuido ao aumento da solubilidade dos triterpenos,
proporcionado pelo nanossistema.

Entretanto, alguns estudos relacionados ao desenvolvimento de NL para carrear IFA
de origem natural, com baixa hidrossolubilidade, tém constatado que a quantidade destes
incorporada nas nanoformulagdes ainda se apresenta aquém do nivel necessario para a
eficacia farmacoldgica (DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2018; VAUCHER, 2017). Um
exemplo recente é o estudo de Doktorovova e colaboradores (2018) que relacionou a auséncia
da resposta esperada na atividade citotoxica com o fato das NLS contendo curcumina
resultarem em baixo percentual de incorporagdo desse farmaco no sistema. No intuito de
aperfeicoar essa nanoformulacdo, os autores destacam a importancia da solubilidade da
curcumina nos lipidios selecionados para o estudo.

Assim, estes resultados evidenciam que a solubilidade deve ser considerada como um
pardmetro-chave durante estudos de pré-formulacdo farmacéutica, em especial nos casos de
IFA de baixa hidrossolubilidade. Ressalta-se, ainda, como uma propriedade critica no
comportamento farmacocinético de moléculas candidatas a farmacos, sendo por isso
considerada uma condicdo fundamental para o sucesso do desenvolvimento de novos
medicamentos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013, p.18).
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No caso da producdo de NLS contendo curcumina (DOKTOROVOVA; SOUTO;
SILVA, 2018), os autores entenderam como crucial uma avaliacdo preliminar da solubilidade
desta substancia nos lipidios. Para tal, lancaram mao de uma abordagem tedrica, envolvendo
calculos de Parametros de Solubilidade de Hansen (PSH) em paralelo com os experimentos
laboratoriais. Os célculos de PSH apresentaram-se bastante coerentes com os resultados
experimentais de quantificacdo para a incorporacdo de curcumina, demonstrando assim, a
validade desta ferramenta tedrica na previsdo de alguns fenébmenos fisico-quimicos
envolvidos nas etapas de pré-formulacdo. Dessa forma, o uso desta ferramenta apresenta uma
relacdo custo-beneficio favoravel para os ensaios que envolvem solvatacdo molecular, além
de possibilitar vantagens na racionalizacdo, celeridade e diminuicdo de custos nas etapas do
desenvolvimento farmacéutico (SHAH; AGRAWAL, 2013).

2.6.1 Parametros de Solubilidade de Hansen e suas aplicagdes farmacéuticas

A solubilidade pode ser definida como o grau de mistura molecular entre duas ou mais
substancias no equilibrio termodinamico (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013, p.18). Dessa
forma, do ponto de vista fisico-quimico, a teoria baseada em avaliacdo de pardmetros de
solubilidade (PS) pode fornecer subsidios importantes para a compreensdo do fendémeno de
solubilidade e para a escolha da melhor composicdo de excipientes, visando maximizar as
possibilidades de obtencédo de sistemas estaveis para o carreamento de farmacos.

Dentre as propostas que equacionam a solubilidade de substancias em determinados
meios (solventes), destaca-se a teoria desenvolvida por Hansen. Esta considera a solubilidade
como um fenémeno para o qual contribuem trés parametros, que correspondem as forcgas de
interacdo intermoleculares; séo elas: forca de dispersdo, forca de interacdo polar e forca de
ligacdo de hidrogénio (HANSEN, 2007).

As forgas mais comumente observadas séo as forcas de interacdo néo polares, chamadas
de forcas de dispersdo ou energia coesiva de dispersao (Ep). Estas ocorrem normalmente em
hidrocarbonetos alifaticos saturados. Ja as interacfes dipolo permanente traduzem a energia
coesiva de interacdo polar (Ep) presente em grande parte das moléculas. O terceiro tipo de
energia envolvida é aquela proveniente de ligacBes de hidrogénio (En) consequentes da
atracdo entre as moléculas que possibilitam este tipo de interacbes, como alcoois, acidos
carboxilixos e outros. Desta forma, a teoria de Hansen € orientada pela equacéo I, na qual a
energia coesiva total é a resultante da soma das contribui¢des das trés forcas mencionadas
(HANSEN, 2007).
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E=Ep + Ep + Ey (Equagédo 1)

Dividindo-se a equacéo pelo volume molar (v) tem-se a raiz quadrada do parametro de

solubilidade total, representado nas equacoes Il e I11.

Ep Ep Ey
=5 tvty

v v (Equacao II)

N <|m

8% =63 + 6% + 84 (Equacéo I11)

Sendo b o parametro de dispersdo, dp 0 pardmetro polar ¢ o1 0 parametro de ligagéo
de hidrogénio. Estes trés parametros, quando plotados em grafico, originam um sistema
cartesiano tridimensional, no qual cada dimensdo corresponde a um dos trés parametros
(BATISTA, 2010).

A utilidade mais pratica e basica do PSH deriva da seguinte assertiva: “substancias
com parametros de solubilidade proximos sdo prontamente misciveis, enquanto aquelas com
parametros distantes sdo praticamente imisciveis”.

Os PSH podem ser calculados utilizando o software HSPIP, produzido e
disponibilizado pela equipe de Hansen, ou por formulas modificadas por outros autores, como
por exemplo, 0 método de Stefanis-Panayiotou (STEFANIS; PANAYIOTOU, 2008). Este
método baseia seus célculos na contribuicdo de grupos funcionais presentes na estrutura das
substancias envolvidas. Estes sdo considerados como grupos funcionais de primeira ordem
guando descrevem a estrutura molecular basica, ou de segunda ordem, quando sdo baseados
na teoria de conjugacdo (STEFANIS; PANAYIOTOU, 2008). Isto posto, a equacdo bésica

que fornece os valores de cada parametro da estrutura molecular é dada pela Equacdo 1V:
f(x) = LiNiC; + WE;M;D;  (Equagéo IV)

Sendo Ci a contribuicdo dos grupos funcionais de primeira ordem, que ocorrem N;
vezes, Dj a contribuicdo dos grupos funcionais de segunda ordem, que ocorrem M;j vezes na
estrutura e a constante W € igual a 1 ou a 0, dependendo de a substancia apresentar ou nao
grupos de segunda ordem, respectivamente.

Os parametros: dp, op ¢ dH Sa0 calculados através das Equacdes V, Va, Vb, Vla e VIb,
respectivamente. As Equagoes Vb e VIb sao usadas quando os valores de op e o , fornecidos

pelas Equagbes Va e Vla, respectivamente, forem menores que 3 MPa (2,
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§p = (X NiCi + WY;MjDj + 17,3231) MPa®  (Equacéo V)
8p = (XiNiCi + WY;MjDj +7,35480) MPa®?  (Equagdo Va)
8p = (XiNiCi + WX;MjDj +2,76470) MPa¥?  (Equagdo Vb)
8y = (X NiCi + WY; MjDj +7,97930) MPa®?  (Equagdo Vla)
8y = (X NiCi + WY;MjDj +1,3720) MPa¥?  (Equagdo VIb)

O modelo tedrico de Hansen € uma ferramenta comumente empregada nos processos
de producdo de tintas, insumos agricolas e diversas outras areas, inclusive no
desenvolvimento farmacéutico como apontado por Hancock e colaboradores (1997) que
empregaram os PSH para a selecdo do melhor agente aglutinante no processo de granulagao
por via imida de comprimidos.

Adicionalmente, no estudo de Adamsla e Voelkel (2006), na area de cosméticos, 0s
autores elegeram o surfactante mais adequado a estabilizacdo da formulacdo desejada com
base nos célculos de PS. Nesse mesmo estudo, foram estimados os PSH para diversos
excipientes, como cetiol B, Tween 80, polietilenogligol e polivinilpirrolidona, objetivando
prever possiveis interacfes IFA-excipiente que pudessem ser deletérias para a estabilidade do
produto final.

Face ao exposto, a presente proposta explora diferentes abordagens, como os calculos
de PSH e ensaios experimentais envolvendo cromatografia em camada delgada (CCD) e
anélise densitométrica, para avaliagdo da solubilidade de fracGes padronizadas pelo contetido
de triterpenos pentaciclicos em matrizes lipidicas com vistas ao desenvolvimento de CLN.
Assim como pretende contribuir e agregar conhecimento para o fortalecimento e consolidacdo
do desenvolvimento de produtos fitoterapicos a partir de moléculas da biodiversidade

brasileira.
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3 JUSTIFICATIVA

A escolha da oleorresina de espécies de Burseraceae foi motivada pelo alto contetdo
de triterpenos que esta matéria-prima apresenta em sua constituicdo, além de ser obtida de
fonte e por processos sustentaveis. Destaca-se ainda o fato de ser um insumo da
biodiversidade relativamente abundante na floresta tropical brasileira, cuja agregacao de valor
pode contribuir diretamente para o aumento de renda de comunidades envolvidas no manejo
deste PFNM (Associagdo Vida Verde da Amazonia — AVIVE) (UNDP, 2012).

O acumulo de dados na literatura aponta para um aumento das publicacGes sobre
atividades farmacoldgicas de triterpenos. Contudo, ainda ha obstaculos a serem superados
para desenvolver produtos farmacéuticos com base nestas moléculas. Um dos principais deles
diz respeito a baixa solubilidade dessa classe quimica na maioria dos solventes proticos (agua,
alcoois, etc.). A busca em superar este entrave motivou a presente proposta, idealizada com
base na avaliacdo da viabilidade de incorporacéo de fracOes triterpénicas em CLN.

A escolha de CLN justifica-se pela natureza hidrofébica dos triterpenos-alvo do
estudo, além de sistemas como estes serem vantajosos devido a sua maior estabilidade frente a
outros carreadores coloidais, menor toxicidade, e também facilidade de escalonamento (HU et
al., 2005). Para tal desenvolvimento, os estudos de solubilidade dos triterpenos em excipientes
sdo essenciais (SHAH; AGRAWAL, 2013; DOKTOROVOVA,; SOUTO; SILVA, 2018).
Entretanto, a literatura relacionada a este tema € bastante escassa.

Neste contexto, esta abordagem tem potencial para gerar tecnologias inovadoras e
novos conhecimentos em uma area pouco explorada, contribuindo assim para valorizar 0s
produtos naturais como fonte de insumos farmacéuticos inovadores.

N&o menos importante, os resultados gerados no desenvolvimento desta proposta
serdo bastante Uteis para o0s projetos de pesquisa do Laboratorio de Produtos Naturais 4 (PN4)
de Farmanguinhos-Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) que envolvem substancias
terpendides, assim como para a cooperacdo cientifica com o Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento Farmacotécnico em Sistemas Micro- e Nanoestruturados da Faculdade de

Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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4 OBJETIVOS

41  OBJETIVO GERAL

Desenvolver metodologias de obtencéo, purificacdo e de caracterizacao fisico-quimica
de fracGes de oleorresinas de espécies da familia Burseraceae, padronizadas quanto ao teor de
triterpenos pentaciclicos, e estudar a viabilidade da incorporacéo destas fracGes em carreadores

lipidicos nanoestruturados.

Os objetivos especificos do trabalho s&o:

a) obter, processar e caracterizar quimicamente a matéria-prima, oleorresina terpénica
proveniente de espécies vegetais da familia botanica Burseraceae (breu).

b) Otimizar a metodologia de cromatografia de fase gasosa (CG) para caracterizar 0S
triterpenos pentaciclicos do breu.

c) Obter fragdes concentradas em a-amirina ¢ B-amirina a partir do breu, utilizando técnicas
cromatograficas de fracionamento e purificacéo.

d) Caracterizar os triterpenos pentaciclicos nas fragfes por técnicas cromatograficas.

e) Otimizar o processo de fracionamento considerando a seletividade do método
cromatografico e a pureza resultante para a mistura de a-amirina e -amirina.

f) Transpor a escala do processo selecionado para produzir até 50 g da fragdo concentrada em
a-amirina e B-amirina (lote Unico).

g) Desenvolver técnicas de quantificagdo dos isomeros de amirinas nas fragcdes: cromatografia
em camada delgada (CCD) e analise densitométrica e CG.

h) Estudar a viabilidade de utilizacdo do colesterol como padréo externo na quantificacdo dos
triterpenos pentaciclicos das diferentes matrizes.

i) Caracterizar fisico-quimicamente o lote unico.

j) Auvaliar a solubilidade do lote Unico em lipidios liquidos e sélidos, atraves de célculos
tedricos de parametros de solubilidade de Hansen (PSH) e experimentalmente.

k) Desenvolver os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), contendo lote Unico, pelo
método de microemulsificacdo a quente.

I) Caracterizar os CLN quanto ao aspecto macroscopico, pH, distribuicdo de tamanho de

particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e analise térmica.



24

5 MATERIAL E METODO
5.1 MATERIAL
5.1.1 Matérias-primas, solventes, reagentes e solucdes

= Agua ultrapura com resistividade 18,1 MQ - cm (Millipore, S&o Paulo, Brasil).
= Acetato de etila 99,8% grau HPLC/UV (Tedia, Fairfield, EUA).

= Acido oleico (Synth, S&o Paulo, Brasil).

= Alcool etilico 99,5% grau HPLC/UV (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).

= Alcool metilico 99,8% grau HPLC/UV (Tedia, Fairfield, EUA).

= Behenato de glicerila (Compritol 888ATO) (Gattefossé, Lyon, Franca).

= Cloroférmio 99,8% grau HPLC/UV (Tedia, Fairfield, EUA).

= Cromatoplaca de gel de silica 60F-254 (20 x 20 cm) (Merck, Darmstadt, Alemanha).
= Diazald 99% (Sigma Aldrich, Missouri, EUA).

» Diclorometano 99,8% grau HPLC/UV (Tedia, Fairfield, EUA).

= Eter etilico 99,8% (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).

= Gel de silica 60 GF-254 5-40 um (Merck, Darmstadt, Alemanha).

= Hidréxido de potassio 85% P.A. (Merck, Darmstadt, Alemanha).

= Metilparabeno P.A. (Nipagin) (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).

= Miristato de isopropila (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).

= Monoestearato de glicerila (Synth, S&o Paulo, Brasil).

= Monoesttearato de sorbitano (Span 60) (Sigma Aldrich, Missouri, EUA).

= n-hexano 95% grau HPLC/UV (Tedia, Fairfield, EUA).

= Oleorresina bruta - breu (Mercado Municipal de Manaus, Amazonas, 2001).
= Polissorbato 80 (Tween 80) (Synth, Sdo Paulo, Brasil).

= Propilparabeno P.A (Nipazol) (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).

» Resina Sephadex LH-20 (GE Healthcare Life Science, Boston, EUA).

» Solucdo aquosa de cloreto de potassio 1 mM.

» Solugdo metandlica de anisaldeido sulfarico 0,5% (p/v).

= Soluces salinas pH 4,0 e 7,0.
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Materiais de referéncia

Mistura de a-amirina (49,8%) e B-amirina (27,6%) obtida em estudos prévios no
laboratdrio PN-4/FIOCRUZ, a partir da oleorresina fresca da espécie Protium altsonii
(Sandwith) e quantificadas em cromatografia de fase gasosa com deteccdo por
ionizacdo de chamas (CG-DIC) conforme item 5.2.6.6 (SIANI et al., 1999). Esta foi
empregada como referéncia nas anélises de cromatografia em camada delgada (CCD)

e nas analises semiquantitativas de densitometria sendo codificada como “A”.

Colesterol (95%, Sigma Aldrich, Missouri, EUA) foi purificado por CCD - preparativa
em gel de silica 60 e eluicdo com mistura de 2% de acetona em cloroférmio
alcancando grau de pureza de 96,3 % determinado pelo método de normalizacdo de
areas em CG-DIC (conforme condicdes descritas no item 5.2.6.6). Este foi empregado

como padréo externo nas analises de quantificacao.

Equipamentos e acessorios

Agitador mecanico 713-D (Fisatom Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil).
Analisador de particulas Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire,
Inglaterra).

Aparelho digital de ponto de fusdio MQAPF-302 (Microgquimica, S&o Paulo, Brasil).
Balanca analitica AUY 220, precisdo 1 mg — 220 g (Shimadzu, Kioto, Jap&o).

Balanca analitica de determinacdo de umidade 1D-50, sensibilidade de 0,001 g (Marte
Cientifica, Sdo Paulo, Brasil).

Banho de ultrassom USC1800A (UNIQUE, S&o Paulo, Brasil).

Bomba a vacuo LR67161 / 1350-1620 rpm (Greiffenberger AG, Marktredwitz,
Alemanha).

Colunas cromatograficas capilares: HP-5 (30 m x 250 um x 0,25 um de espessura do
filme), HP-35 (30 m x 250 um x 0,25 um de espessura do filme), HP-1701 (30 m x
320 pm x 0,25 pum de espessura do filme), HP-17HT (30 m x 250 um x 0,15 pum de
espessura do filme) e HP-INNOWAX (30 m x 250 pum x 0,25 um de espessura do
filme) (Agilent Technologies, California, EUA).

Cromatografo a gas com detector de ionizacdo em chama, modelo 6890 (Agilent
Technologies, Califonia, EUA).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Worcestershire
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= Cromatografo a gads modelo 6890N acoplado a espectrdmetro de massas mono
quadrupolar modelo 5973N (Agilent Technologies, Califérnia, EUA)

= Espectrobmetro de infravermelho Nicolet 6700 (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA).

» Equipamento de calorimetria diferencial exploratoria - DSC-822 (Mettler Toledo,
Ohio, EUA).

= Equipamento de analise termogravimétrica - TGA/SDTA-851 (Mettler Toledo, Ohio,
EUA).

= Evaporador rotatério V-850 (Buichi, Sdo Paulo, Brasil).

» Filtro de seringa Millipore 0,22 um de celulose regenerada (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

= Filtro de seringa Millipore 0,45 pum de celulose regenerada (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

» Kit Diazald (Sigma Aldrich, Missouri, EUA).

» Medidor de pH mPA-210 (Ms Tecnopon, Sao Paulo, Brasil).

= Papel de filtro grau 42: 2,5 um (Whatman, Maidstone, Inglaterra).

» Placa de aquecimento PC-320 (Corning, Rio de Janeiro, Brasil).

= Software Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System versédo
2.71 (National Institute of Standards and Technology —NIST, EUA).

= Software Excel 2013 (Microsoft Corporation, Washington, EUA).

= Software Graphpad Prism — versdo 7.0 (GraphPad Software- Inc., California, EUA).

= Software HSPIP - 5% edicdo — versdo 5.0.06 (Charles Hansen, Horsholm, Dinamarca).

= Software ImageJ — versédo 1.43u (Wayne Rasband, Bethesda, EUA).

=  Tamises 3,5-60 mesh de aco inox (Bertel, Sdo Paulo, Brasil).

= Ultra-turrax T-25 digital (Biovera, Rio de Janeiro, Brasil).

= Vidrarias de uso laboratorial.

5.2 METODO

A seguir, a Figura 3 apresenta um esquema metodoldgico contendo as principais
etapas realizadas no desenvolvimento do presente estudo com o objetivo de facilitar o

entendimento.


https://www.google.com.br/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjXjN701ezYAhWDhZAKHc9CAZ8QmxMIpAEoATAN
https://www.google.com.br/search?q=Redmond+Condado+de+King&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LQz9U3MCkuM1ECs8xyzcu0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUANRdhjkIAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiW1-ue1uzYAhWLEZAKHeGPCz0QmxMIngEoATAP

ETAPA QUIMICA

Oleorresina
Comercial (breu)

1. Fragmentacdo

2. Separacdo de impurezas

3. Pulverizagao

4. Classifica¢io granulométrica

Oleorresina processada | 5. Caracterizacdo: Teor de umidade, Ponto de

(OBP)

Fusdo, Infravermelho, CG-EM e CG-DIC
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Fase estaciondria: Sephadex LH-20

6. Fracionamento/purificacdo em coluna aberta

Fase estaciondria: gel de Silica
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Se-I | Se-II | Se-IIl | Se-IV | Se-V| Se-VI | Se-VII|Se-VIII| Se-IX | Se-X |Se-XI|Se-XIT
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7. Ensaios para investigacao das condicoes 8. [Ensaios para acumulo de
para otimizar transposigdo de escala - material (repeti¢des)
Monitoramento por CCD l/ 0

ETAPA FARMACOTECNICA

Reservado para estudos
posteriores

Caracterizacdo: Teor de umidade, ponto de
fusdo, infravermelho, CG-EM, CG-DIC e DSC

!

Si-I | Si-II | Si-IIT | Si-IV
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Si-VII | Si-IX

Otimizagao e estudo dos
parametros de validagao do
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condi¢des para otimizar
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Monitoramento por CCD ¢
densitometria
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Ensaios para acumulo de

material (repeti¢des)

9.

Caracterizacdo: Teor de umidade, ponto de fuséo,
infravermelho, CG-EM, CG-DIC e DSC

(Triplicata)

Figura 3: Esquema metodol6gico das principais etapas envolvidas no presente estudo.

CLN, ,, e CLN,; ,, BCO

. Avaliacdo de solubilidade nos lipidios liquidos e

solidos in silico e experimental;

. Anilise térmica por DSC dos lipidios sélidos;
. Preparo dos CLN por microemusificacdo a quente.

13. Caracterizacdo: aspecto macroscopico, pH,
tamanho de  particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e andlise
térmica por DSC da mistura fisica dos
insumos que constituiram o sistema mais
estavel (CLN3)
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5.2.1 Obtencdo e processamento da matéria-prima bruta (breu)

Quinze quilos de oleorresina de breu foram adquiridos no Mercado Municipal de
Manaus, Amazonas, no ano de 2001, e mantidos em recipientes hermeticamente fechados no
laboratério de produtos naturais 4 (PN4) em Farmanguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, a
temperatura ambiente.

Parte deste lote (aproximadamente 3 kg) foi fragmentada com auxilio de um martelo,
seguida de pulverizacdo com pistilo em almofariz de porcelana. O breu pulverizado foi
separado através de um conjunto de tamises de a¢o inox com malhas variando entre 3,5-60
mesh (5,60-0,250 mm). As particulas com granulometria menor que 32 mesh (500 pum) foram
selecionadas e acondicionadas separadamente a temperatura ambiente em um recipiente de
vidro &mbar vedado, devidamente rotulado e identificado como oleorresina de breu processada

(OBP), até 0 momento de sua utilizacéo.

5.2.2 Fracionamento e purificacdo da oleorresina de breu processado

Para o fracionamento e purificacdo da OBP foram empregadas duas técnicas de
separagdo cromatografica em coluna, de acordo com a fase estacionaria (FE), sendo estas: gel

de silica e a resina Sephadex LH-20.

5.2.2.1 Fracionamento e purificacdo do breu processado em coluna de gel de silica

As pastilhas foram preparadas em almofariz de porcelana a partir da adicdo de gel de
silica 60 sobre uma solucdo de OBP em CH2Cl2 (0,17 — 0,45 g/mL) em quantidade suficiente
para adsorcdo sob constante agitacdo até evaporacdo do solvente. A massa de silica
empregada nesta etapa foi determinada por diferenga entre a massa do almofariz contendo a
silica impregnada por solucdo de OBP e este vazio (Tabela 2).

As colunas de silica foram preparadas em funis de vidro sinterizado acoplados a um
Kitasato e uma bomba a vacuo (Tabela 2 e Figura 4). Quantidades suficientes de gel de silica
foram depositadas sobre papel de filtro adaptado a placa porosa do funil. Em seguida, outro
circulo de papel de filtro foi adaptado sobre a fase estacionadria (FE), no qual foi
acondicionada a pastilha contendo OBP. A quantidade de silica empregada para o leito da
coluna foi constante e equivalente a 102g nos experimentos iniciais (denominados: Si-1 a 1),

calculada com base em descri¢cdes analogas da literatura (CARVALHO et al., 2010). Ja no
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caso do experimento de transposicdo de escala semi-preparativa para preparativa (Si-1V a X),
utilizou-se o fator de escalonamento de 5x, sendo empregado cerca de 510 g para a confeccdo

do leito.

Pastilha de OBP
Leito de silica gel

Figura 4: Coluna Cromatografica com Vacuo (CCV) (“coluna filtrante) para fracionar e purificar OBP.

Um total de dez experimentos foram realizados, utilizando-se como fase movel (FM)
misturas de n-hexano e AcOEt em eluigcdo gradiente com polaridade crescente, e procedendo-
se 0 esgotamento do volume da coluna a cada fragéo recolhida. Considerando todos os
experimentos, a composicdo de n-hexano:AcOEt na FM variou entre 9,5:0,5 e 1:1, com
coletas de fragcbes de 100, 300 ou 1500 mL, as quais foram transferidas para frascos
Erlenmeyer e, posteriormente, secas em evaporador rotatorio (Tabela 2). Os residuos foram
armazenados em dessecador até o momento das andlises de caracterizacdo. As etapas do
experimento foram monitoradas por CCD seguida de analise semiquantitativa por
densitometria (item 5.2.6.4 e 5.2.6.5).
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Tabela 2: Experimentos realizados e seus respectivos sistemas de elui¢do para o fracionamento e purificagéo de

OBP em gel de silica.

Altura x Massa Massa Massa
. diametro OBP silica silica Composi¢ao da fase Fracoes e
=lasiliEny (cm) do pastilh  pastilha leito movel volumes (mL)
funil* a(g) (9 (9
n-hexano F1 (300)
) n-hexano:AcOEt 9:1 F2-F4 (300)
Si-1 8,5x9,3 3.4 9,0 102
n-hexano:AcOEt 8:2 F5-F6 (300)
n-hexano:AcOEt 5:5 F7-F8 (300)
n-hexano F9 (300)
n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 F10-12 (100)
Si-11 8,5x9,3 3.4 9,0 102
n-hexano:AcOEt 9,5:0,5  F13-F14 (300)
n-hexano:AcOEt 9:1 F15-F17 (300)
n-hexano F18 (300)
n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 F19-21 (100)
Si-11 8,5x9,3 9,1 12,3 102
n-hexano:AcOEt 9,5:0,5  F22-F24 (300)
n-hexano:AcOEt 9:1 F25-F27 (300)
n-hexano F28 (1500)
n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 F29-31 (500)
Si-1V a Si-X 13x19,2 45 52,0 510

n-hexano:AcOEt 9,5:0,5
n-hexano:AcOEt 9:1

F32-F34 (1500)
F35-F37 (1500)

*Funil de placa porosa fina, segundo descri¢éo do fabricante.

5.2.2.2 Fracionamento e purificacdo do breu processado em coluna de Sephadex LH-20

Quantidades de resina Sephadex LH-20, equivalentes ao volume do leito (Tabela 3),

foram condicionadas utilizando volumes de EtOH suficientes para seu recobrimento total.

Solugdes de OBP em EtOH (100 mg/mL) foram preparadas sob sonicacdo em banho de

ultrassom (15 minutos) e filtradas em membrana de celulose regenerada de 0,22 pum, sendo

imediatamente aplicadas na parte superior da coluna com auxilio de pipeta Pasteur.

Um total de doze experimentos foram realizados, utilizando colunas de vidro com

diferentes dimensfes (h = 18,5-31,2 cm x @ = 2,2-6,0 cm) e elui¢do isocratica com EtOH

absoluto conforme condicGes descritas na Tabela 3.
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Tabela 3: Experimentos realizados e seus respectivos sistemas de elui¢do para o fracionamento e purificagéo de
OBP em Sephadex LH-20.

xperimentss  dmetroem)  MESSOBP  Voumede  YCULE  Fragwee
da coluna (mL/min)

Se-1 215x%x22 0,5 80 1 F38-F43 (10)

Se-11 215x% 2,2 1,0 80 1 F44-F50 (10)

Se-111 18,5 % 4,8 5,0 275 2 F51-F61 (20)

Se-1V a Se-XI1 31,2 x6,0 20 1000 9 F62-F82 (50)

As fracOes coletadas foram transferidas para frascos Erlenmeyer e posteriormente
secas em evaporador rotatorio. Os residuos foram armazenados em dessecador até 0 momento
das analises de caracterizacdo. Todos 0s experimentos foram monitorados por CCD seguida

de andlise semiquantitativa por densitometria (item 5.2.6.4 € 5.2.6.5).

5.2.3 Obtencao dos lotes escalonados das fracGes terpénicas concentradas em amirina

As fracGes contendo 0s triterpenos pentaciclicos a-amirina ¢ [-amirina, que
apresentaram similaridade em CCD e na resposta densitométrica, foram reunidas para compor
os lotes Unicos codificados como LTU-Silica (LTU-Si) e LTU-Sephadex (LTU-Se), pelo
fracionamento e purificagdo da OBP em gel de silica e o pelo fracionamento e purificacdo da
OBP em Sephadex LH-20, respectivamente.

As fracOes de interesse foram reunidas e homogeneizadas em almofariz de porcelana,
empregando-se 0 método de diluicdo geométrica, no qual quantidades pequenas do material
foram pouco a pouco homogeneizadas, de forma que as quantidades subsequentes
correspondessem sempre ao volume total de homogeneizado resultante. Ambos os lotes
unicos foram armazenados em dessecador até as andlises de caracterizacdo (item 5.2.6). No
caso especificamente do LTU-Si foram realizados também estudos de avaliagdo da
viabilidade de incorporagéo deste lote em CLN (item 5.2.8), enquanto o LTU-Se foi mantido

em armazenamento visando estudos posteriores.
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5.2.4 Otimizacdo de metodologia para a caracterizagcdo dos triterpenos pentaciclicos por

cromatografia de fase gasosa

Com base na metodologia de CG-DIC descrita por Siani e colaboradores (2012),
procedeu-se a otimizacdo das condigdes cromatograficas visando a determinacdo do ponto de
maior eficiéncia na separacdo dos triterpenos da OBP. Para esta etapa foram testadas quatro
colunas diferentes daquela empregada pelo autores, que sdo mencionadas na Tabela 4,

juntamente com a programacao de temperatura utilizada em cada analise.

Tabela 4: Colunas cromatograficas com as respectivas dimensoes, composicdes quimcas e programagdes de
temperaturas do forno empregadas para a otimizacdo da metodologia em CG-DIC.

Coluna Dimensoes da coluna Constituicdo quimica Programacdo de temperaturado  Tempo total de

capilar (M X pm x pm) do suporte da coluna forno analise (min)

To=50 "C (isoterma: 5 min)

HP-5 30 m x 250 um e 0,25 L . L .
5% difenil-polisiloxano e Rampa 1: 20 'C/min—-T, =230 C
(SIANI et um de espessura do 36

95% dimetil-polisiloxano DB mi — o
al., 2012) o P Rampa 2: 5 ‘C/min — T, =290 °C
(isoterma: 15 min).
To=50 C (isoterma: 5 min)

30mx250 ume 0,25  35% difenil-polisiloxano . i
Rampa 1: 20 C/min—T,=230 C

HP-35 pm de espessura do e 65% dimetil- 43
Rampa 2: 5 "C/min - T, =300 °C

filme polisiloxano
(isoterma: 15 min).
30 m x 320 pm e 0,25 14% cianopropil- To=50 "C (isoterma: 5 min)
HP-1701 pum de espessura do fenilpolisiloxano e 86%  Rampa 1: 20 °C/min —T; = 230 °C 21
filme dimetil-polisiloxano (isoterma: 7 min)

To= 50 °C (isoterma: 5 min)
30mx 250 ume 0,15  50% difenil-polisiloxano o i
Rampa 1: 20 C/min—T; =230 C

HP-17HT pUm de espessura do e 50% dimetil- 47
Rampa 2: 5 ‘C/min - T, =350 °C

filme polisiloxano
(isoterma: 9 min).
To= 50 °C (isoterma: 5 min)
HP- 30 m x 250 um e 0,25 . .
100% de Rampa 1: 20 C/min-T; =230 C
INNOWA pm de espessura do o . 37
< filme polietilenoglicol Rampa 2: 5 ‘C/min—T,=270°C

(isoterma: 15 min)

T= temperatura em graus Celsius.

As demais condigdes de analise foram reproduzidas da literatura (SIANI et al., 2012)

e mantidas constantes para todas as colunas testadas, sendo utilizado o injetor do tipo
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split/splitless (290 “C) com divisdo de vazéo igual a 1:25, hidrogénio como gas de arraste com
vazdo constante de 1,8 mL/minuto e volume de injecdo de 1,0 puL da solugdo de OBP a
1mg/mL em CHCls.

5.2.5 Viabilidade da quantificacdo dos triterpenos pentaciclicos utilizando colesterol como

padréo externo

Para avaliar a viabilidade do uso do colesterol como padrdo externo na quantificacéo
dos triterpenos pentaciclicos nas diferentes matrizes estudadas, foram analisados alguns
parametros relativos a resposta do método analitico em CG-DIC (condig¢des descritas no item
5.2.4 para a coluna HP-17HT) ao colesterol: linearidade e faixa de trabalho, precisdao em nivel
de repetitividade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Os requisitos preconizados
pelo Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, disponivel na RDC
166/2017 (ANVISA, 2017), e pelo International Conference on the Harmonization of
Technical Requirements for the Validation of Analytical- Q2B- Procedures: Methodology
(ICH, 1996) foram aplicados.

Os resultados foram apresentados como média + desvio-padrdo. Também, foram
utilizadas anélises de variancia (ANOVA) e teste t, de Student, quando pertinentes, com o
auxilio do software Excel 2013. Aos dados em que ANOVA indicou média quadratica entre
grupos significante relativamente a média quadratica dos grupos foi aplicado o teste de
Turkey de comparacdo de medias aos pares. O limite de significancia foi considerado como
5% (p < 0,05).

5.2.5.1 Linearidade e faixa de trabalho

As curvas analiticas para o colesterol (padrdo externo) foram construidas a partir de
oito niveis de concentracBes, derivadas da solucdo estoque (1 mg/L), injetadas em
quadruplicata no CG-DIC: 500, 400, 250, 100, 50, 10, 5 e 2,5 pg/mL. Para a construcdo da
curva analitica utilizou-se o software Excel 2013, relacionando-se as areas de integragdo com
as respectivas concentracdes do colesterol nas solugdes injetadas. Assim, a linearidade do
método para o colesterol foi avaliada através do coeficiente de determinagdo (r?) e do
coeficiente linear de Pearson (r) aplicado a curva obtida.
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5.2.5.2 Precisdo em nivel de repetibilidade

A repetibilidade do método analitico foi avaliada procedendo nove determinaces.
Dessa forma, a partir de diluicdes de solucdo estoque de colesterol em CHCIls (1 mg/mL)
foram preparadas em triplicatas as solugfes-padrdo nas concentracées de 250, 100, 50 pg/mL,

que foram em seguida analisadas.
5.2.5.3 Limite de deteccgdo e limite de quantificacdo

O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram estimados pela relacéo
entre o desvio-padrdo da média dos interceptos e das médias das inclinacGes das curvas
analiticas, Equacbes VII e VIII, respectivamente. As curvas analiticas foram construidas
préximas ao limite de deteccdo, com as solucdes de colesterol a 50, 10, 5, 2,5 e 1,0 pg/mL.
Estas foram preparadas a partir consecutivas diluicdes da solucdo estoque de colesterol
(Img/mL) visando alcancar a menor precisdo e a exatiddo aceitavel (desvio padrao relativo -

DPR < 5%) (ICH, 1996). Foram construidas trés curvas analiticas proximas aos valores de LD

e LQ.

3,3

I
|Q

LD (Equacéo VII)

Il
|>-n
a

LQ (Equagao VII)

5.2.6 Caracterizacao fisico-quimica do breu processado (OBP) e dos lotes tnicos (LTU-Si e
LTU-Se)

5.2.6.1 Determinacdo do teor de umidade

Aproximadamente 1 g de cada amostra foi submetido, em triplicata, & determinagéo da
umidade por infravermelho em uma balanca analitica com sensibilidade de 0,001 g.

5.2.6.2 Determinacédo do ponto de fuséo

Aproximadamente 5 mg de cada amostra foram uniformente distribuidos sobre uma

laminula, e esta levada a um aparelho digital para determinacdo do ponto de fusdo com
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resolucédo de 0,1 °C. A razdo de aquecimento foi de 10 “C/min, e o experimento realizado em

triplicata.
5.2.6.3 Espectroscopia no infravermelho

Em espectrometro de infravermelho (1) foram depositadas pequenas quantidades de
amostra, em contato direto com o cristal do acessorio de reflectancia atenuada (ATR). Os
espectros foram registrados entre 4000 a 600 cm™, com resolucdo de 4 cm™? e apds 32

varreduras.
5.2.6.4 Cromatografia em camada delgada

Dez microlitros de solucbes amostras em CHCIls (1 mg/mL) foram aplicados
manualmente em cromatoplaca de gel de silica 60 e eluidos em mistura 98:2 de
CHCI3:MeOH. A cromatoplaca foi posta sobre a bancada na capela para evaporacdo do
solvente. Posteriormente, esta foi submetida a revelagdo quimica com solugdo metandlica de
anisaldeido sulfarico (0,5% v/v) seguida de aquecimento. A placa revelada foi fotografada

com camera digital de 12 megapixels, sob luz visivel.
5.2.6.5 Analise semiquantitativa por densitometria

Para a andlise semi-quantitativa por densitometria, as imagens obtidas em 5.2.6.4
foram analisadas usando o programa ImageJ. Em seguida, as areas referentes aos sinais das
amirinas e outros eluatos foram somadas e 0s percentuais relativos dos componentes foram
calculados utilizando o software Excel 2013 (BARBOZA et al., 2015).

5.2.6.6 Cromatografia de fase gasosa

Para a caracterizacdo por CG-EM as amostras foram previamente derivatizadas com
diazometano!, enquanto para a quantificagdo por CG-DIC as amostras ndo foram
derivatizadas®. Ambas as andlises foram realizadas nas condicdes cromatograficas descritas

no item 5.2.4 com a coluna capilar HP-17HT.

! Reagente que produz ésteres metilicos a partir de fungdes écidas.
2 Derivatizacdo ndo foi realizada na etapa de quantificacdo dos triterpenos, pois foi constatada auséncia de acidos
nas matrizes estudadas por CG-EM.
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O diazometano foi produzido por destilagdo utilizando o kit Diazald, para tal foram
misturados hidroxido de potassio (KOH) (5 g), agua destilada (8 mL) e EtOH (30 mL) sob
aguecimento entre 65-70 ‘C. Sobre esta solucdo alcalina foram lentamente adicionados 100
mL de Diazald em éter etilico (11% p/v), assim o diazometano formado foi recolhido ainda
neste solvente e cuidadosamente transferido para ampolas de vidro ambar seladas as quais
foram armazenadas no freezer (—10°C) até o momento de sua utilizacéo.

Para andlise por CG-EM cada amostra a ser derivatizada foi dissolvida em CHCIs (1
mg/mL) e tratada com aproximadamente 1 mL de diazometano, a temperatura ambiente,
mantido em frasco de vidro aberto na capela até completa evaporagdo do solvente. O sélido
resultante desse tratamento foi dissolvido em 1 mL de CHCIs e devidamente acondicionado
em vial de 1,5 mL para posterior analise. Os constituintes individuais das amostras foram
caracterizados por comparagdo dos padrOes de fragmentacdo gerados pelos espectros de
massas com aqueles armazenados na biblioteca do equipamento (Wiley Library Software 7N),
complementada por buscas na literatura.

Nas andlises de quantificacdo por CG-DIC, empregou-se 0 método de padrdo externo.
Para tal, solu¢cBes amostra (1mg/mL) foram preparadas pela diluicdo de aliquotas de 20mg de
amostra em 10 mL de CHCIs, seguida de nova diluicdo desta em 1:1 neste mesmo solvente.
Consideraram-se as areas produzidas por cada componente de interesse, que foram aplicadas
na curva analitica (item 5.2.5.2) sendo obtidas as concentragdes dos triterpenos de interesse.
As concentracGes foram corrigidas considerando a massa pesada de amostras e a pureza do
colesterol.

5.2.7 Avaliacao da solubilidade do lote Unico de silica (LTU-Si) nos excipientes

Para a avaliacdo e estimativa da solubilidade do LTU-Si nos excipientes destinados ao
desenvolvimento dos CLN foram realizadas duas abordagens: calculos de PSH (HANSEN,
2007) e CCD com analise semiquantitativa por densitometria (BARBOZA et al., 2015).

5.2.7.1 Calculos de parametros de solubilidade de Hansen

O célculo de PSH baseou-se no método de contribuicdo de grupos de Stefanis e
Panayiotou, em que se fez necesséria a identificacdo dos grupos funcionais de 1° e 2° ordem
presentes na estrutura quimica de cada “soluto” e “solvente” envolvidos no sistema. No
presente estudo, os isébmeros de amirina (componentes majoritdrio em LTU-Si) foram

empregados como “soluto”, enquanto os “solventes” compreenderam: CH2Cl2 (referéncia de
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alta solubidade/miscibilidade para estes isémeros), EtOH (referéncia de baixa
solubidade/miscibilidade para estes isdmeros), lipidios liquidos: miristato de isopropila (MI) e
acido oleico (AO); lipidos solidos: monoestearato de glicerila (MG) e Compritol (COMP-
behenato de glicerila), e os tensoativos: Tween 80 (TW) e Span 60 (SP).

Os valores dos parametros parciais de solubidade a 25 “C relacionados aos grupos
funcionais foram obtidos da literatura (HANSEN, 2007) e através das Equacdes V, Vae Vlae
das Equacgdes Vb e VIb, quando &p e/ou 81 < 3 MPa 2 (item 2.6.1, pagina 21), calculou-se
em software Excel 2013 os parametros op, or ¢ o1 equivalente a totalidade dos grupos
existentes na estrutura quimica de cada substancia avaliada.

Adicionalmente, para estimar 0 parametro total (8T) foi realizada a aplicacdo dos
valores obtidos de op, or ¢ o1 na Equacgdo Il (item 2.6.1, pagina 20) e a maior ou menor
solubilidade/miscibilidade dos isémeros de amirina (“soluto”) nos diferentes insumos

(“solventes™) foi obtida através da diferenca minima entre eles ((AST)?).
5.2.7.2 Cromatografia em camada delgada e analise semiquantitativa por densitometria

Inicialmente, 1 grama de lipidios liquidos (Ml e AQ) e s6lidos (MG e COMP) foram
pesados separadamente e submetidos a agitacdo magnética constante sob aquecimento (80 —
85 °C) em banho-maria. A cada sistema foram adicionados porcdes de 20 mg de amostra
(LTU-Si) até observacdo de precipitacdo. As misturas foram mantidas sob agitacdo e
aquecimento durante 4 horas. Posteriormente, com auxilio de seringa de 5 mL de vidro
acoplada a um filtro Millipore 0,45 um de celulose regenerada, cada mistura foi filtrada,
diretamente e sem resfriamento, para frascos de vidro de 10 mL previamente pesados. As
massas dos filtrados, correspondentes aos lipidios testados, foram determinadas por diferenca.

A analise por densitometria envolveu o preparo de sucessivas diluicdes deste filtrado
em CHCls, até atingir concentragfes equivalentes a 1 mg/mL. As soluces diluidas (10 pL)
foram aplicadas em cromatoplaca de gel de silica 60 e 0 procedimento descrito no item
5.2.6.4 foi realizado. Em seguida, as imagens das cromatoplacas obtidas foram analisadas
conforme o item 5.2.6.5, com determinacgdo das areas referentes aos sinais das amirinas nos
densitogramas das misturas e o célculo subsequente das concentracdes das mesmas, no
confronto com a curva de calibracdo obtida na mesma placa.

A curva de calibracdo foi construida a partir de preparadas solu¢Ges-padréo de LTU-Si
preparadas em CHCIs, em seis concentragdes diferentes: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,6 e 0,8 mg/mL,
utilizando diluigdes sucessivas de uma solugéo-estoque de 10,0 mg/10 mL de LTU-Si no
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mesmo diluente. As areas referentes aos sinais nos densitogramas das amirinas foram
determinadas e as curvas de concentracdo versus area foram plotadas no software Excel 2013,
determinando-se as equacOes das retas e os coeficientes de determinacdo e correlacdo das
mesmas.

A precisdo em nivel de repetibilidade do método proposto foi também verificada pela
aplicacdo de solugbes-padrdo nas concentracdes equivalentes a 0,3, 0,4 e 0,6 mg/mL,
preparadas a partir da mesma solucdo-estoque, aplicadas em triplicata na mesma
cromatoplaca de gel de silica 60 utilizada na analise densitométrica das amostras. As areas do
eluato de interesse (amirina) nos densitogramas foram analisadas em software Excel 2013,
através do célculo de média, desvio padréo (S) e coeficiente de variacdo (CV).

A exatiddo e andlise de interferentes do método proposto foi verificada pela aplicacédo
de solugdes contendo cada lipidio separadamente em CHCIs a 1mg/mL adicionada de “A”
(mistura referéncia dos isdbmeros de amirina) a 0,4mg/mL em CHCIs e aplicadas na mesma
cromatoplaca de gel de silica 60 utilizada na analise densitométrica das amostras. As areas
correspondentes a amirina nos respectivos densitogramas foram utilizadas para a estimativa
da concentracdo deste analito contra a curva analitica previamente obtida, assim os CV e 0
respectivos intervalos de confianca por teste t-student em software Excel 2013.

5.2.8 Desenvolvimento dos carreadores lipidicos nanoestruturados
5.2.8.1 Determinacédo da proporcéo lipidica e de tensoativos

Estabeleceu-se o percentual de 5% (p/p) para fase lipidica (lipidios liquido + sélido) e
de 2% (p/p) para os tensoativos na formulagéo total (VAUCHER, 2017). Com base nisto,
foram calculados os valores de equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) requerido para as fases
oleosas (Equacéo VII) utilizando as seguintes proporg¢des de lipidio liquido e solido: 1:4, 4:1,
2:3, 3:2, 3:7, 7:3 e 1:1. Posteriormente, foram calculados os percentuais de cada tensoativo
(COMP, TW e SP) empregados na formulagdo em mistura binéria atraves das Equacgdes Vllla
e b. Vale ressaltar que todos os valores de EHL para os insumos individuais foram obtidos da

literatura.

EHL equerido = % A.EHLA + % B.EHLg (Equagdo VII)
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Sendo EHLrequerido 0 Valor de EHL exigido pela fase oleosa; %A e %B o0s percentuais
de lipidios liquidos e sdlidos, respectivamente, na fase oleosa; e EHLA e EHLs 0s valores de

EHL para os lipidios liquidos e sélidos, respectivamente.

(EHLrequerido - EHLTB )

NTp= (EHLTA — EHLry )

x 100 (Equacéo Vllla)

% Tg = 100 — % T, (Equacéo VIlIb)

Sendo %Ta o0 percentual na fase oleosa do tensoativo de maior valor de EHL;
EHL requerido 0 Valor de EHL exigido pela fase oleosa calculado pela Equagédo VII; EHLTA 0
maior valor de EHL do tensoativo presente na mistura binaria e EHLts 0 menor valor de EHL
do tensoativo presente na mistura binaria.

A composicdo das formulacGes foi baseada em uma matriz combinatéria contendo os
lipidios e tensoativos nas proporcdes apresentadas na Tabela 5 em um total de 54
formulac@es, nestas incluidas as triplicatas das formulagdes controles-branco e LTU-Si. As
formulac@es controles-branco foram codificadas como CLN_BCOn e aquelas contendo LTU-
Si como CLNn, em que “n” representa as diferentes combinagdes de lipidios (liquido e

solidos) e tensoativos em uma proporc¢do especifica.

Tabela 5: Matriz combinatoria contendo a proporcéo de lipidios e tensoativos testadas para a obtengdo de CLN
controles-branco e com LTU-Si (continua).

Identificacéo e GOl EHLrequerido Tensoativos UE LoD

oleosa fase oleosa % (p/p)

CLN; 2:3 6,9 63: 37

CLN; MI: MG 1:1 7,7 COMP: TW 57: 43

CLN3 3:2 8,4 51: 49

CLN. MI: 2:3 58 89:11

CLNs ' 11 6,8 SP: TW 80: 20
COMP

CLNs 3:2 7,7 71: 29

CLN3.9 = Carreador lipidico nanoestruturado obtido a partir de diferentes combinages de lipidios e tensoativos
em uma propor¢do especifica; Ml = miristato de isopropila; AO = &cido oleico; MG = monoestearato de
glicerila; COMP = Compritol; TW= Tween e SP = Span.
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Tabela 5: Matriz combinatoria contendo a proporcéo de lipidios e tensoativos testadas para a obtengéo de CLN
controles-branco e com LTU-Si (concluséo).

e Fase Proporcoes . . Tensoativos -
Identificacéo oleosa fase oleosa EHLrequerido Tensoativos % (p/p)
CLNy 2:3 2,7 95: 5
CLNs AO: MG 1:1 2,4 COMP: TW 97:3
CLNg 3:2 2,1 99:1

CLN1-9 = Carreador lipidico nanoestruturado obtido a partir de diferentes combinacGes de lipidios e tensoativos
em uma proporcdo especifica; Ml = miristato de isopropila; AO = 4cido oleico; MG = monoestearato de
glicerila; COMP = Compritol; TW= Tween e SP = Span.

Fonte: Elaboracdo propria (2017).

5.2.8.2 Preparo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A técnica de microemulsificacdo a quente foi empregada para obtencdo dos CLN
controles-branco (sem LTU-Si) e contendo LTU-Si a 1% (p/p)® na formulagdo total. As
condicdes empregadas foram baseadas na metodologia de Vaucher (2017) com adaptacdes, na
qual a fase aquosa (agua e tensoativos) e oleosa (LTU-Si e fase lipidica) foram separadamente
aquecidas até 90 ‘C em banho-maria sob agitacdo constante em agitador mecénico. Em
sequida, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa com homogeneizacdo constante (700
rpm) até a temperatura de 80 °C. O sistema foi submetido a alta homogeneizacdo em dispersor
Ultra-turrax com velocidade de 13600 rpm, durante 10 minutos. Apos este periodo, este foi
resfriado em banho de gelo, mantendo-se a agitacdo com agitador magnético, ate atingir 5 °C
(VAUCHER, 2017).

Nas preparacGes finais foram adicionados 0,15 % (p/v) de metilparabeno e 0,05 %
(p/v) de propilparabeno, com o objetivo de garantir estabilidade microbioldgica ao sistema e,
em seguida, estas foram estocadas sob refrigeracio em geladeira (6 °C) em frascos de vidro do

tipo @mbar até o0 momento de sua caracterizacao.
5.2.9 Caracterizacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Todas as preparacOes obtidas no item 5.2.8.2 foram avaliadas quanto a presenca de
alteragdes macroscopicas e variacbes de pH, tamanho de particula (TP), indice de
polidispersdo (PDI) e potencial zeta (PZ), nos tempos de 24 horas, 7, 14, 21 e 28 dias. Analise
termogravimétrica (TGA) e de calorimetria diferencial exploratoria (DSC) foram realizadas

3 Concentragéo estimada com base nos ensaios de solubilidade realizados conforme descri¢des no item 5.2.7.
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para LTU-Se, LTU-SI, os excipientes isolados e em mistura fisica na presenca e auséncia de
LTU-Si.

5.2.9.1 Avaliacdo macroscopica e pH

As preparacbes de CLN foram acompanhadas visualmente quanto & mudanca de
coloragdo ou a formacdo de precipitados. O pH foi determinado diretamente nos CLN,

usando-se um medidor de pH previamente calibrado sob agitacdo magnética constante.

5.2.9.2 Anadlise de tamanho de particula e indice de polidispersdo

As andlises de TP e o PDI foram realizadas no Laboratorio de Micro e Nanotecnologia
(LMN) de Farmanguinhos/ FIOCRUZ pela técnica espalhamento dindmico de luz, em
Zetasizer Nano ZS90 com LASER de He-Ne (A = 633 nm) ¢ detector de angulo fixo em 90°.
As amostras foram diluidas até uma concentracdo de aproximadamente 0,2 % (v/v) em agua

deionizada e as analises realizadas a temperatura ambiente (25 °C).

5.2.9.3 Analise do potencial zeta

O PZ foi determinado em equipamento Zetasizer Nano ZS90 pertencente ao
Laboratério de Micro e Nanotecnologia (LMN) de Farmanguinhos/ FIOCRUZ. Para tal, as
amostras foram diluidas até uma concentracdo de aproximadamente 0,2 % (v/v) em solucao

aquosa de cloreto de potassio (KCI) 1mM e a analise realizada a temperatura ambiente (25°C).

5.2.9.4 Andlises térmicas

As amostras LTU-Si, LTU-Se, MG, COMP separadas e misturas fisicas de MI:MG
(3:2) + COMP:TW (1:1) na presenca e auséncia de LTU-Si foram selecionadas para envio ao
Laboratorio de Estudos do Estado Solido (LEES) de Farmanguinhos/ FIOCRUZ , onde foram

realizadas as analises de TGA e de DSC.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DA MATERIA-PRIMA BRUTA (BREU)

O breu bruto adquirido no comércio do mercado municipal de Manaus apresentou-se
como um sélido escuro e resistente (Figura 5). Apos a fragmentacdo inicial de parte do
material vegetal (3 kg), constatou-se uma populacdo majoritaria de fragmentos de coloracdo
escura acompanhada de menor parte de fragmentos de coloracdo amarelo-palha, alem de
impurezas provenientes de galhos e do tronco do vegetal (Figuras 6a e 6b). Apos uma triagem

manual, foram obtidos 2,94 Kg de uma matéria-prima mais homogénea e livre de sujidades.

Figura 5: Oleorresina bruta (breu).

@ | 6)

e m e e RTINS

Figura 6: (a) Oleorresina bruta (breu) apds fragmentac&o inicial. (b) Fragmentos amarelo-palha evidenciados
(circulo a esquerda) e impurezas provenientes de galhos e tronco do vegetal (circulo a direita).
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Este material foi entdo pulverizado em almofariz com auxilio de um pistilo, resultando
em cerca de 2,5 Kg de OBP na forma de um p0 constituido de particulas finamente divididas,

com granulometria menor que 32 mesh (Figura 7).

Figura 7: Oleorresina breu pré-processada (pulverizada) (OBP).

6.2 FRACIONAMENTO E PURIFICACAO DA OLEORRESINA (BREU) PROCESSADA
6.2.1 Fracionamento e purificacdo do breu processado em coluna de gel de silica

Os experimentos realizados nessa etapa foram planejados ap6s o levantamento da
literatura apresentado na Tabela 1. A maioria dos casos (> 75%) utiliza coluna com gel de
silica eluindo com misturas de AcOEt em n-hexano para o fracionamento de OBP, para
produzir fragbes concentradas na mistura de amirinas isoméricas. Convém observar que a
grande parte dos experimentos descritos na Tabela 1 lanca mdo de mdltiplas etapas de
fracionamento cromatografico. No presente estudo, as condigdes foram otimizadas de maneira
a alcancar ou mesmo superar esses resultados, executando uma Unica etapa cromatografica.

Assim, o estabelecimento das condi¢cdes Otimas de obtencdo das referidas fracGes
triterpenoides em escala preparativa envolveram trés experimentos iniciais (Si I-111), usando-
se diferentes composicdes de eluentes e aumento de carga da amostra. Ao final, os trés
experimentos resultaram, respectivamente, em 79,2%; 52,1% e 48,3% (m/m) de recuperacéo

de massa (Tabela 6).
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Tabela 6: Rendimentos das fragdes apds coluna em gel de silica e teor relativo de amirinas determinado por

analise densitométrica (continua)

Er:m(gr?{ci)- inl\i/é?aslsilie é?tlaga:?ig Compors;:giglda fase Mass?gc))btida B?Le;r;ggste Teor de amirinas*
OBP (mL) (recuperacéo)

F1 (300) n-hexano 0,179 48,6%
F2(300) n-hexano:AcOEt 9:1 11192 75.2%
F3(300) n-hexano:AcOEt 9:1 0,1674 51.8%
F4(300) n-hexano:AcOEt 9:1 02113 3,9%

o 349 F5(300) n-hexano:AcOEt 8:2 0,3355 2 4,8%
F6 (300) n-hexano:AcOEt 8:2 0,1997 i
F7(300) n-hexano:AcOEt 5:5 0,4097 i
F8 (300) n-hexano:AcOEt 5:5 0,0724 2:4%
F9 (300) n-hexano 0,4930 -
F10(100) hexano:AcOEt 9,5:05 0.0048 -
F11(100) 1 hexano:AcOEt 9,5:05 0.0159 -
e n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 01370 12,9%

Si-I 344 F13 (300) | pexano:AcOEt 9,5:0,5 kil 52,1% e
Pl (€ n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 Zoer 100
FS e, n-hexano:AcOEt 9:1 O S0
s (), n-hexano:AcOEt 9:1 SR AL
F17 (300) n-hexano:AcOEt 9:1 0,3877 5,10%
F18 (300) n-hexano 0,1153 -
F19 (100) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 0,0396 -
F20 (100) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 0,0945 23,0%
F21 (100) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 0,7084 49,5%
F22 (300) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 1,5156 90,2%

Si-Hl 91 F23(300) n-hexano:AcOEt9,5:05  0,8086 48,3% 97,8%
F24 (300) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 0,1083 73,2%
F25 (300) n-hexano:AcOEt 9:1 0,2680 7,1%
F26 (300) n-hexano:AcOEt 9:1 0,4475 2,7%
F27 (300) n-hexano:AcOEt 9:1 0,2855 3,2%
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Tabela 6: Rendimentos das fracGes apds coluna em gel de silica e teor relativo de amirinas determinado por analise
densitométrica (concluséo).

Experi- msjﬁ (:(/)cljelz?:jz Composigéo da fase Massa obtida B?]ngggsde Tgo_r de

mento odgp (mL) movel (9) (recuperacio) amirinas*
F28 (1500) n-hexano 0,4652 6,9%
F29 (500) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 0,1847 29,4%
F30 (500) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 0,8067 33,6%
F31 (500) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 0,3301 41,7%

Si- IV F32 (1500) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 7,2694 85,7%

Si?X 4509 £33(1500) n-hexano:AcOEt9,5:0,5 66716 B 96,4%

F34 (1500) n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 1,5508 88,2%
F35 (1500) n-hexano:AcOEt 9:1 1,2176 -
F36 (1500) n-hexano:AcOEt 9:1 1,3914 -
F37 (1500) n-hexano:AcOEt 9:1 1,8089 -

*Referéncia utilizada: mistura de amirinas da oleorresina fresca e purificada de Protium altsonii (item 5.1.2).

A Figura 8 apresenta os perfis cromatograficos das fracdes obtidas no experimento Si-
I. E possivel notar uma banda bastante intensa, com fator de retencdo Rf 0,85, coincidente
com da referéncia (A), revelando que a mistura dos isdmeros a-amirina e B-amirina foi
concentrada nas fragcdes F1, F2 e F3; e como confirmado pela anélise densitométrica desta
cromatoplaca (Tabela 6).

Contudo, a separacdo ndo foi completamente efetiva, uma vez que F1 e F2 ainda
mostram bandas menos intensas com Rf acima do sinal da referéncia, correspondendo a
substancias de menor polaridade do que as moléculas de interesse. Ja F3 revela, além destes
sinais, outros correspondentes a substadncias com Rf abaixo do sinal da referéncia,
correspondendo, portanto a substancias mais polares que os isdmeros de amirina de interesse.
E possivel, inicialmente, relaciona-las a presenga das cetonas o-amirenona e p-amirenona e
dos diois maniladiol e breina, que estdo ausentes na referéncia, mas sdo frequentemente
abundantes na matriz estudada em percentuais relevantes, conforme estudos publicados
(CARVALHO et al., 2015; SIANI et al., 2012; VIEIRA-JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005).
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1° Experimento de fracionamento em Silica

Banda referente aos

isdbmeros de amirinas

A F1 F2 F3 F4 FS Fé F7 F8 OBP

Figura 8: CCD das fragdes recolhidas do experimento de fracionamento e purificacdo em coluna com gel de
silica Si-I (F1-F8); A= amirinas-referéncia; OBP= oleorresina de breu processada. Placas de gel de silica de fase
normal. Eluente: 2% de metanol em cloroférmio. Revelador: solu¢do metandlica de anisaldeido sulfirico, luz
visivel.

Com o objetivo de obter fracdes com maior teor de o-amirina e [-amirina, 0
experimento Si-1l foi realizado. Neste, a otimizagdo da composicdo da FM se deu pela
diminuicdo da polaridade (9,5:0,5 n-hexano:AcOEt,) durante as cinco fracfes eluidas apos a
fracdo hexanica inicial (3 x 100 mL seguida de 2 x 300 mL; F10 a F14 na Tabela 6). Esta
estratégia resultou na concentracdo das amirinas nas fracbes F13 (70,7%) e F14 (85,7%),
conforme apontado pela andlise densitométrica da cromatoplaca ap6s a revelacdo com
anisaldeido sulfurico (Tabela 6 e Figura 9).

A anélise visual da CCD, conjuntamente com a analise densitométrica, demonstrou
que a fragdo F15 ainda contém quantidade significativa (45,9%) das substancias de interesse,

além de outras bandas correspondentes a substancias minoritarias (Figura 9; Tabela 6).
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2° Experimento de fracionamento em Silica

ST -

Banda referente aos
isomeros de amirinas - -

—> .

A F9 F10 Fi11 Fi12 Fi13 F14 Fi15 F16 F17 OBP

Figura 9: CCD das fragdes recolhidas do experimento de fracionamento e purificacdo em coluna com gel de
silica Si-1l (F9-F17); A= amirinas-referéncia; OBP= oleorresina de breu processada. Placas de gel de silica de
fase normal. Eluente: 2% de metanol em cloroférmio. Revelador: solucdo metandlica de anisaldeido sulfirico,

luz visivel.

Desta forma, objetivando a recuperagéo de amirinas presente na fragédo F15 (Figura 9),
foi realizado o experimento Si-Ill, que incluiu a adicdo de mais um volume de FM
equivalente a 300 mL de composigdo n-hexano:AcOEt 9,5:0,5 (F19 a F24), para suportar 0
aumento de massa (carga) de OBP aplicada na coluna.

Este experimento evidenciou a presenca da amirina em F20, F21, F22, F23 e F24,
destacadamente F22-24. Estas foram mais intensas para a concentragdo de amirina, além de
mostrarem-se visualmente livres de outros contaminantes; fato corroborado pelas analises

densitométricas (Tabela 6) da placa representada na Figura 10.
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3° Experimento de fracionamento em Silica

Banda referente aos

isdbmeros de amirinas - o

A F18 F19 F20 F21 F22 F23 F24 F25 F26 F27 OBP

Figura 10: CCD das fraces recolhidas do experimento de fracionamento e purificacdo em coluna com gel de
silica Si-1ll (F18-F27); A= amirinas-referéncia; OBP= oleorresina de breu processada. Placas de gel de silica de
fase normal. Eluente: 2% de metanol em cloroférmio. Revelador: solugdo metandlica de anisaldeido sulfurico,
luz visivel.

O aumento subsequente de escala do processo cromatografico baseou-se no
experimento Si-1ll, uma vez que este representou a melhor resposta para 0s ensaios de
otimizacdo das condicBes de eluicdo em gel de silica, pois resulta tanto na melhor separagéo
dos triterpenos de interesse quanto, fundamentalmente, em bons rendimentos para as fragdes
de interesse (Tabela 6).

H4 raros estudos descritos na literatura relacionados ao aumento de escala na obtencao
de amirinas, usualmente abordando a transposi¢do de escala analitica para a semi-preparativa
(Tabela 1) (DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011). O presente foi planejado para obter as
fracbes contendo amirina em escala preparativa. Assim, a estratégia para planejar o
experimento Si-1V (transposicdo de escala) foi baseada num fator de escalonamento de 5x,
sendo limitado pelas dimensbes do maior aparato cilindrico disponivel no laboratério (funil
sinterizado). Para os ensaios efetuados, a fase estacionaria e a altura do leito foram mantidas
como parametros fixos, garantindo a ndo variagdo do nimero de pratos teoricos ate esta fase
(Tabela 7). Além disso, o tempo de eluicdo das fragdes recolhidas foi controlado de modo a

manter a vazdo constante e proporcional ao fator de transposicao de escala utilizado.
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Tabela 7: Parametros utilizados no escalonamento da CCV em gel de silica.

Parametros

Experimento Si-111

Experimento Si-1V

Altura coluna (cm) (*)

Diametro (cm)

Avrea seccional (cm?)

Volume de leito (mL)

Massa de amostra (g)

Massa de silica para a pastilha (g)
Massa de silica do leito ()
Volume de solvente (mL)

Massa de amirinas (g)

Fator de transposicéo de escala

3,20
8,95
62,90
201,00
9,00
10,40
102,20
300,00
2,30

3,20

20,00
314,20
1005,00

44,90

51,90
510,30
1498,00

11,00

S5X

(*) Parametro fixo.

O experimento Si-1V (Tabela 6 e Figura 11) reproduziu as condic¢des de separacdo em

maior escala definidas para os triterpenos-alvo do experimento Si-Il1, permitindo observar um

teor consideravel de amirina nas fragdes F32, F33 e F34 (aproximadamente 90% m/m) e

praticamente 0 mesmo percetual de recuperacdo em massa (~ 48%). A similaridade entre os

perfis quimicos obtidos nas cromatoplacas de Si-1V (Figura 11) e Si-1ll (Figura 10) demonstra

que o aumento de escala foi exitoso, e representa uma alternativa simples para a obtencédo de

um IFA de origem vegetal com perfil reprodutivel.
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4° Experimento de fracionamento em Silica

Banda referente aos

isbmeros de amirinas -

OBP F28 F29 F30 F31 F32 F33 F34 F35 F36 F37 A

Figura 11: CCD das fraces recolhidas do experimento de fracionamento e purificacdo em coluna com
gel de silica Si-111 (F28-F37); A= amirinas-referéncia; OBP= oleorresina de breu processada. Placas de gel de
silica de fase normal. Eluente: 2% de metanol em cloroférmio. Revelador: solucdo metandlica de anisaldeido

sulfarico, luz visivel.

6.2.2 Fracionamento e purificacdo do breu processado em coluna de Sephadex LH-20

O uso da resina Sephadex LH-20 nesta etapa foi sugerido pelo estudo de Aregullin e
colaboradores (2002), que obteve fracdes contendo a-amirina e 3-amirina com rendimentos
consideraveis.

O estabelecimento das condicBes Otimas para transposi¢cdo de escala utilizando
Sephadex LH-20 requereu quatro experimentos. O primeiro (Se-l — Tabela 3, pagina 31)
constituiu um teste inicial exploratorio, em que as fracbes F41-F43 foram reunidas pela
similaridade em CCD, resultando em 41% (p/p) de rendimento (Figura 12). Este resultado foi
avaliado positivo, pois as fracbes apresentaram um sinal mais intenso com Rf 0,88,
compativel com a referéncia utilizada. O experimento Se-ll foi realizado nas mesmas
condicBes, contudo empregando o dobro da carga de Se-I (Tabela 3, pagina 31). O perfil em
CCD foi semelhante ao resultado anterior (Figura 12), indicando a reprodutibilidade do

processo empregado mesmo apos aumento da carga.
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1° Experimento de fracionamento em Sephadex

Banda referente aos

isdbmeros de amirinas

4
OBP F38 F39 F40 F41 F42 F43 A

Figura 12: Cromatografia em Camada Delgada em gel de silica de fase normal das fracdes recolhidas do
experimento de fracionamento e purificacdo em Sephadex Se-1 (F38-F43); OBP = oleorresina de breu
processada; A= amirinas-referéncia. Elui¢do: 2% de metanol em cloroférmio. Revelacdo: solugdo metandlica de
anisaldeido sulfarico, em luz visivel.

O experimento Se-111 compreendeu um aumento de 3x o volume de leito e 5x a carga
aplicada (Tabela 3, pagina 31). A Figura 13 mostra, além da banda referente a substancia de
interesse, outras bandas — todas de menor Rf que a amirina-referéncia (Rf < 0,88) — que
podem corresponder aos constituintes complementares descritos na composi¢do do breu,
como triterpenos &cidos, didis e cetonas. Com base nesses resultados, as fracdes F56-60
(contendo as amirinas) foram reunidas e passaram a representar a mistura de interesse para
continuar o estudo, caracterizando o produto de interesse da coluna utilizando Sephadex LH-
20.

Subsequentemente, um préximo novo aumento de 3x 0 volume de leito e 4x a carga
aplicada constituiu o experimento Se-1V (Tabela 3, pagina 31), que representou a condi¢do
Otima escalonada para o leito de 1 litro na coluna, com o perfil cromatografico resultante
mantendo-se fiel ao experimento Se-Il1 (Figura 13). O limitante para este experimento foi a
coluna de vidro existente no laboratdrio. Na eluicdo de Se-1V, foram obtidas 20 fragdes, com
F62-F82 sendo reunidas, alcancando aproximadamente 70% de rendimento (p/p). A partir do
experimento Se-1V, foram reproduzidos 8 experimentos sob as mesmas condicOes, cujos

resultados foram combinados visando compor o lote Unico por esta técnica, LTU-Se.
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3° Experimento de fracionamento em Sephadex

Banda referente aos

isdmeros de amirinas

Wy

FS1 FS2 F53 F54 FSS5  F56 FS57 F58 FS9 F60 Fo61

Figura 13: Cromatografia em Camada Delgada em gel de silica de fase normal das fragGes recolhidas do
experimento de fracionamento e purificagdo em Sephadex Se-I1l (F51-F61); OBP = oleorresina de breu
processada; A= amirinas-referéncia. Elui¢do: 2% de metanol em cloroférmio. Revelacdo: solugdo metandlica de
anisaldeido sulfarico, em luz visivel.

6.3 OBTENCAO DOS LOTES ESCALONADOS DAS FRACOES TERPENICAS
CONCENTRADAS EM AMIRINA

No processo de obtencédo os lotes a serem formulados (LTU-Si e LTU-Se), as fragdes
resultantes em cada fase estacionaria foram monitoradas por CCD e analise densitométrica,
observando-se como resposta a composi¢do similar (Figuras 14 e 15) e a presenca das
amirinas.

As separacOes dos triterpenos para gerar LTU-Si e LTU-Se foram ensaiadas por
abordarem dois fundamentos distintos de separacdo de misturas. Na coluna cromatografica de
gel de silica (fase estacionaria composta por grupamentos silanol), 0 mecanismo de separagao
das substéncias é baseado na adsorcdo. Ja a resina Sephadex baseia a separacdo na
cromatografia de gel exclusdo (diferencia o volume molecular dos componentes, com resina
constituida de ligacGes entre polissacarideos de elevado peso molecular). De fato, os
resultados utilizando as duas modalidades cromatogréficas geraram lotes distintos quanto a
composi¢do quimica, como mostram as Figuras 14 e 15.
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Coluna em gel de silica
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Figura 14: Cromatografia em camada delgada em gel de silica de fase normal das fragGes de interesse recolhidas

dos 10 experimentos realizados de fracionamento e purificagdo em coluna de silica (Si-Il a Si-X); A = amirinas-

referéncia; OBP = oleorresina de breu processada. Eluicdo: 2% de metanol em cloroférmio. Revelacdo: solucéo
metanodlica de anisaldeido, em luz visivel.

Coluna em resina Sephadex
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> R ——

isdbmeros de amirinas

OBP Lvil IX X XI XII A

Figura 15:Cromatografia em camada delgada em gel de silica de fase normal das fraces de interesse recolhidas
dos 12 experimentos realizados de fracionamento e purificagdo em coluna de Sephadex (Se-I a Se-XlI); A =
amirinas-referéncia; A = amirinas-referéncia; OBP = oleorresina de breu processada. Elui¢do: 2% de metanol em
cloroférmio. Revelacdo: solugdo metandlica de anisaldeido sulfdrico, em luz visivel.
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As cromatoplacas evidenciam que os constituintes de maior polaridade sdo eliminados
em LTU-Si, como as substancias com Rf 0,21; 0,28; 0,43 e 0,64; os quais permanecem em
LTU-Se. A densitometria confirma a presenca majoritaria das amirinas em LTU-Si, com teor
médio estimado como 87,5% + 5% e rendimento médio de processo em torno de 20% medido
como recuperacdo de massa.

O processo de obtencdo de LTU-Se gerou fragcdes contendo amirina, que assemelham
ao perfil de OBP, resultando em teor médio estimado de amirina 44,76% + 3% e de
aproximadamente 70% de recuperacdo de massa na fragdo de interesse. As vantagens de
empregar Sephadex sdo o uso de um solvente com baixo grau de toxicidade como o EtOH,
além do baixo custo (considerando-se que a resina € reutilizavel). No entanto, apesar dos
maiores rendimentos, gera fracGes menos puras do que o gel de silica, nas condicdes

ensaiadas.

6.4 OTIMIZACAO DO METODO DE CROMATOGRAFIA DE FASE GASOSA PARA A
CARACTERIZACAO DOS TRITERPENOS PENTACICLICOS NO BREU (OBP)

Inicialmente, 0 método para caracterizar OBP baseou-se no estudo realizado por Siani
e colaboradores (2012), em que os autores utilizam CG e coluna HP-5 (5% difenil 95%
dimetilpolisiloxano — Figura 16) para avaliar o perfil geral dos triterpenos presentes em
amostras de breu de diversas origens vegetais. Entretanto, ao aplicar as mesmas condicdes
cromatogréaficas no presente estudo (Figura 17), a eficiéncia de separagdo para as substancias
de interesse, a-amirina e B-amirina, ndo foram consideradas satisfatorias, j& que o método
desenvolvido devera ter resolucdo suficiente para ser testado posteriormente nas medidas de
eficiéncia de incorporacdo dessas substancias em CLN. Este objetivo orientou a realizacdo de
testes no sentido de verificar as melhores condigdes de separacdo dos triterpenos,
considerando as respostas de quatro colunas diferentes: HP-35 (35% de difenilpolisiloxano),
HP-1701 (14% cianopropilfenilmetilpolisiloxano), HP-17HT (50% fenil; 50%
metilpolisiloxano) e HP-INNOWAX (polietilenoglicol).
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Figura 16: Amplia¢do do cromatograma da literatura obtido da analise de breu comercial em CG-DIC utilizando
a coluna HP-5.
Fonte: Siani et al., 2012.
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Figura 17: Amplia¢do do cromatograma da amostra OBP na coluna HP-5 obtido por CG-DIC nas condigdes de
Siani et al., 2012.

A figura 18 apresenta os perfis cromatograficos obtidos nas condigdes mencionadas no

item 5.2.4 para as quatro colunas testadas, além da HP-5.
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Figura 18: Ampliagdes dos cromatogramas da amostra OBP nas colunas (A) HP-35 (35% de
difenilpolisiloxano), (B) HP-1701 (14% cianopropilfenilmetilpolisiloxano), (C) HP-17HT (50% fenil; 50%
metilpolisiloxano) e (D) HP-INNOWAX (polietilenoglicol).
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As colunas HP-1701 e HP-INNOWAX foram consideradas ndo apropriadas para
separar e monitorar os triterpenos-alvo do estudo (Figuras 18); no caso especifico desta
segunda, nota-se a distor¢cdo da linha-base no cromatograma, como consequéncia do uso de
alta temperatura (causando o “sangramento”). No cromatograma referente a coluna HP-1701,
ha evidéncias de que os analitos ainda permaneceram na coluna apds o tempo de anélise,
provavelmente devido a interacdes fortes com a FE — o que contaminaria as analises
subsequentes. Este retardo na elui¢do ainda é agravado pela incapacidade dessa coluna em
suportar temperaturas acima de 280 °C, comumente empregadas na separacdo de triterpenos.
HP-INNOWAX é a coluna de caracteristicas mais distintas entre todas as ensaiadas, ja que
possui a FE com maior polaridade. Seu emprego nestes testes resultou em apenas quatro
sinais relevantes no cromatograma de OBP, indicando alto grau de coeluicdo entre substancias
diversas. Por isso, ndo foi considerada satisfatoria.

A HP-17HT demonstrou ser a melhor entre as colunas testadas. Os sinais gerados para
0s triterpenos pentaciclicos majoritarios apresentam boa resolugdo. Todavia, ocorre 0
aparecimento de trés outros sinais com reten¢des a 25,05; 25,66 e 25,74 minutos (Figura 18).
A hipdtese mais vidvel é que a FE composta de 50% fenil e 50% metilpolisiloxano é
adequada para resolver a separacdo de sinais que coeluem nas outras colunas. De qualquer
maneira, este desdobramento de sinais é positivo para a analise complementar em CG-EM.

O uso da coluna HP-35 (Figura 18) apresenta uma melhora de resolugdo para o0s
triterpenos de interesse, quando comparada com a HP-5 (Figura 17). Entretanto, had um
desdobramento dos sinais minoritarios adicionais em menor escala do que no emprego da HP-
17HT.

Assim, ainda que se necessite aprofundar — e mesmo otimizar para diferentes matrizes
— estudos envolvendo as condi¢bes cromatogréficas com a coluna HP-17HT, esta foi
selecionada para caracterizar os lotes de triterpenos nas etapas subsequentes do projeto.

6.5 VIABILIDADE DA QUANTIFICACAO DOS TRITERPENOS PENTACICLICOS
UTILIZANDO COLESTEROL COMO PADRAO EXTERNO

Para calculo de linearidade e definicdo da faixa de trabalho, as curvas analiticas a
partir de diluicOes seriadas da solucdo-estoque de colesterol (padrdo externo) geraram um
coeficiente de determinacdo (r?) igual a 0,9992 e um correlagdo linear de Pearson (r) igual a
0,9996; este ultimo valor este em conformidade com o critério estabelecido na RDC n°
166/2017 (ANVISA, 2017) (r > 0,990). A equacéo da reta de tendéncia foi determinada como
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y = 0,999x — 2,695 sendo y = area de integracao do sinal de colesterol e x = concentracéo de

colesterol em pg/mL (Grafico 1).
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Gréfico 1: Curva analitica obtida pela anélise em triplicata de solu¢cGes com 8 concentraces diferentes de
colesterol em CG-DIC (coluna DB-17HT).

Ainda segundo critério exigido pela RDC n° 166/2017(ANVISA, 2017), o gréfico de

residuos foi obtido através da plotagem dos desvios calculados (diferencas entre os valores

das areas reais - obtidos nas analises em quadruplicatas para cada solucdo de colesterol nas

concentracfes da curva analitica, e os valores de &reas tedrica - calculados pela equagdo da

reta de tendéncia) versus as concentracdes das solugdes de colesterol utilizadas na curva

analitica (Grafico 2).
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Grafico 2: Gréfico de residuos obtido pela analise em quadruplicata de diferentes concentragdes do colesterol em

CG-DIC.

Portanto, a partir da analise conjunta dos coeficientes e da distribuicdo dos residuos,

com pontos acima e abaixo da reta, sem tendéncias, é possivel constatar a linearidade do

método analitico para o intervalo estudado de 2,5 pg/mL - 500 pg/mL, estabelecendo assim

esta faixa de trabalho.
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A precisdo foi determinada intradia, somente em nivel de repetitividade, analisando as
solugdes de colesterol nas concentragbes de 250, 100, 50 pg/mL em triplicata. Tais
concentragfes foram escolhidas por representarem o0s pontos centrais do intervalo
especificado no item 5.2.5.2.

Na tabela 8, os dados obtidos foram resumidos, sendo possivel notar que os
coeficientes de variacdo para todas as replicadas realizadas encontram-se abaixo de 5%

indicando a precisao em nivel de repetibilidade do método proposto.

Tabela 8: Avaliacdo de precisdo intrradia do método de CG-DIC.

Concentracédo de colesterol (pug/mL)

Parametro
50 pug/mL 100 pg/mL 250 pg/mL
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3
i 43,80 44,67 44,44 96,63 95,07 94,04 2449 2449 240.8
Areasde 380 44,39 4514 9500 9579 9404 2460 2448 2440
integracdo
43,43 44,23 44,85 96,11 95,58 92,95 245,8 243,0 244.8
AXS
(pAXS) 43,28 44,00 45,14 95,77 96,18 93,93 2423 242,4 244.8
Média 43,58 44,32 44,89 96,10 95,70 93,70 245,0 2440 243,0
Desvio
0,26 0,28 0,33 0,38 0,46 0,53 1,70 1,29 2,08
padrdo (S)
CV (%) 0,60 0,64 0,74 0,40 0,48 0,57 0,69 0,53 0,86

Rep = Replicatas realizadas; CV = Coeficiente de variacao.

Conforme diretrizes do ICH, o Limite de Detec¢do (LD) e o Limite de Quantificacdo
(LQ) foram determinados atraves das Equacdes VII e VIII, respectivamente. Obtiveram-se
valores de LD = 0,4 pg/mL e LQ = 1,3 pg/mL. No entanto, em uma inspecdo visual, as
injecOes equivalentes a concentracdo de colesterol de 1 pg/mL ndo apresentaram sinais, por
iSso optou-se por adotar este ultimo critério como LD. Para tal, a curva analitica foi construida
com a menor concentracdo equivalente a 2,5 pg/mL, sendo recomendavel adotar este valor
como o LQ. No futuro, uma investigacdo mais detalhada deste pard@metro pode incluir anélises

entre 1 — 2,5 pg/mL na curva analitica.
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6.6 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA DO BREU PROCESSADO (OBP) E DOS
LOTES UNICOS (LTU-SI E LTU-SE)

A OBP apresentou 1,75% (p/p) de teor médio de umidade e faixa de fusdo entre 100-
120 °C. LTU-Si (Figura 19a) e LTU-Se (Figura 19b) apresentaram teores de umidade 2,08 %
e 1,75 % (p/p) e pontos de fusdo nas faixas 150-155 °C e 85-114 °C, respectivamente. A fusdo
do primeiro ocorreu bem mais préxima ao ponto da mistura de amirinas-referéncia (178-179

°C), sugerindo a maior pureza e concentracao destas substancias em LTU-Si.

(@) (b)

Figura 19: Aspecto macroscopico obtido para o (a) LTU-Si e (b) LTU-Se.

Através do 1V, é possivel identificar as bandas de absor¢do como a 3200-3000 cm™
correspondente ao estiramento da ligagdo — OH mais acentuada para as amostras A, LTU-Si e
LTU-Se, fato este que evidencia a provavel concentracdo de alcoois (por exemplo, amirinas)
nestas matrizes. Contudo, a caracteristica mais marcante é a presen¢a banda em 1720-1700
cmt, correspondente ao estiramento do grupamento carbonila de cetonas, OBP e LTU-Se.
Isso indica uma diferenca fundamental no processo que utiliza Sephadex (LTU-Se), que
mantém as cetonas (como as amironas) apos a eluicdo. Ja o processo que utiliza gel de silica
promoveu esta separagdo, eliminando as cetonas da mistura de amirinas, como fica explicito
na auséncia dessa banda caracteristica em LTU-Si e “A” (Figura 20). As bandas 1455 — 1380
cm?® e 1030 — 933 cm? sdo caracteristicas da deformagdo da ligagio C=C e C-O

respectivamente.
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Dessa forma, a técnica de infravermelho pode ser Util para confirmar a seletividade do
fracionamento e purificagdo do breu em Sephadex e gel de silica, conforme apontam as
diferencas nas absorc¢des de OBP, LTU-Si e LTU-Se.
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Figura 20: Espectro de infravermelho de OBP, LTU-Si, LTU-Se e Amirina (A).

Na anélise por CG-EM, ap6s tratamento de OBP com diazometano, foram

identificadas 12 substancias terpénicas: (1) B-amirenona, (2) B-amirina, (3) a-amirenona, (4)
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a-amirina, (5) lupeol, (6) derivado de &cido elemdlico, (7) éster metilico do acido 3-oxo-
tirucalla-8,24-dien-21-oico, (8) derivado de aldeido ursolico/ oleoandlico, (9) éster metilico
do acido B- elemdlico, (10) maniladiol, (11) breina e (12) éster do &cido ursélico/oleoandlico.
A identificacdo baseou-se na comparacdo da biblioteca do aparelho (Wiley Library Software
7N) e em comparac¢des com a literatura (SIANI et al., 2012) (Figura 21 e tabela 9, pagina 70).

E importante notar, como regra geral, que os triterpenos do tipo oleanano eluem antes
dos seus isdmeros ursanos, conforme observado nos tempos de retencdo em colunas
cromatograficas de baixa e média polaridade (MAGALHAES MAIA et al., 2000;
MARQUES, 2010; SIANI et al., 1999). Este fendmeno foi considerado, no presente estudo,
para se pontuar as identidades dos triterpenos, além das respectivas fragmentacfes de massas.
Esta assertiva € também corroborada pela usual predominancia da a-amirina (e seu sinal em
CG) sobre a B-amirina (e seu sinal em CG); repetindo-se a ocorréncia para as cetonas

correspondentes (a-amirenona e J-amirenona).
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Figura 21: Amplia¢do do cromatograma obtido por CG-EM (70 eV) da amostra OBP, analisado em coluna HP-
17 HT. Numerag&o de acordo com ordem de eluigéo.

No cromatograma da anélise por CG-EM nota-se claramente a predominancia dos
sinais 2 (tr = 25,08 minutos) e 4 (tr = 25,74 minutos) (Figura 21). Os espectros de massas
referentes a estes dois sinais sdo muito semelhantes, ambos com [M]* 426, correspondendo as
massas moleculares dos isdmeros a-amirina e B-amirina, ambas de formula CsoHs00. Estes
triterpenos pentaciclicos produzem fragmentos tipicos de olean-12-enos e ursan-12-enos

oriundos da reacdo de Retro-Diels-Alder (RDA) no anel C, que gera os fragmentos mais
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abundantes com m/z 218 (100%), 203 e 189 (SIANI et al., 2012; SILVA, 2006) (Figuras 22 e
Quadro 3).

O mesmo tipo de fragmentacdo ocorre no caso dos sinais 1 (tr = 24,95 min) e 3 (tr =
25,57 min) que correspondem, respectivamente as f-amirenona e a-amirenona. Estas cetonas
possuem [M]* 424, consequente da férmula molecular CsoH4s80. O espectro de massas é
caracterizado pelos fragmentos com m/z 409, 281, 147, 133 e 95, além daqueles oriundos da
RDA (NORONHA, 2001; SIANI et al., 2012) (Figura 22).

De maneira similar quanto a ocorréncia da RDA em triterpenos pentaciclicos, o sinal 5
no cromatograma da figura 21 corresponde ao lupeol, que é caracterizado pelo [M]" 426
(C30Hs00) e fragmentos principais com m/z 409, 393, 365, 218 (100), 189, 175, 161, 135 e 95
(NORONHA, 2001) (Figura 22 e Quadro 4).
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Figura 22: AmpliagBes dos espectros de massas (70 eV) para os sinais (1) = f-amirenona, (2) = f-amirina, (3) =
a-amirenona, (4) = a-amirina e (5) = lupeol.
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M-+ 426 (o-amirina): R; = CH3, R, = H, R5: B—OH
M+ 426 (B-amirina): R; = H, R, = CH;, R;: B—OH
M+ 424 (o-amirenona): R; = CH;3, R, = H, R3: ==0
M+ 424 (B-amirenona): R; = H, R, = CH;3, R3: ==0

m/z 411 (a- e B-amirina)

m/z 409 (a.- e f-amirenona)

m/z 218
-H
\J
@ m/z 203
X
R3
m/z 207: (- e B-amirina)
m/z 205: (- e B-amirenona)
m/z 189
207 - H,O l
I@
\CH:; .+
m/z 189

m/z 189: (a- e B-amirina) HO

m/z 205: (o- e f-amirenona) 17 175
m/z

Quadro 3: Proposta de fragmentac¢do da o-amirina, f-amirina, a-amirenona ¢ -amirenona

ressaltando os fragmentos derivados da reacdo Retro-Diels-Alder.
Fonte: Adaptado de VILEGAS et al., 1997.
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m/z 189

m/z 207

HO

S
S
N
N

m/z 411

m/z 383

Quadro 4: Proposta de fragmentacao do lupeol, ressaltando os fragmentos derivados

principais.
Fonte: Adaptado de CARVALHO et al., 2010.
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Tanto o LTU-Se quanto o LTU-Si produziram cromatogramas gque corroboram com o0s

resultados apontados por CCD discutidos no item 6.2 (Figura 23 e 24).
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Figura 23: Cromatograma do LTU-Si obtido por CG-EM em coluna DB-17HT.
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Figura 24: Cromatograma do LTU-Se obtido por CG-EM em coluna DB-17HT.

O cromatograma do LTU-Si (Figura 23) evidencia que o processo empregado na sua
obtencdo praticamente eliminou os triterpenos com eluicdo além do tr do lupeol (sinal 5).
Estes triterpenos minoritarios (mais polares) passaram a ser detectados apenas como tragos
(abaixo de 1%) nestas condicdes de andlise. Este resultado é corroborado pelas andlises de

CCD e densitometria durante o processo de obtengéo de LTU-Si.
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O cromatograma do LTU-Se (Figura 24), que embora qualitativamente similar ao do
OBP, concentra a- amirina e -amirina, conforme revelam os maiores valores obtidos para as
abundancias relativas dos sinais correspondentes 2 e 4. Entretanto, a proporcdo dessas
substancias na composicdo do perfil cromatografico ocorreu em grau expressivamente menor
que no caso do LTU-Si; fato este também corroborando pelos resultados de CCD e
densitometria. Ao contrario do processo em gel de silica, a eluicdo de OBP em Sephadex
manteve 0s sinais das substancias mais polares, como seria de se esperar de um mecanismo de
fracionamento baseado em filtracdo por gel de exclusdo, considerando que a matriz estudada
(OBP) é majoritariamente composta por triterpenos de tamanho e pesos moleculares muito
semelhantes. O resultado aponta para um eficiente clean-up da amostra bruta de OBP sem,
todavia, produzir o mesmo ganho na separacao dos triterpenos.

A estimativa do teor dos componentes de OBP, LTU-Si e LTU-Se foi realizada através
da técnica de CG-DIC utilizando método de padréo externo. Para tal, o reagente colesterol foi
eleito como o padrdo para as analises quantitativas, numa escolha motivada pela (i)
disponibilidade do material no laboratério, (ii) menor valor de mercado em relacdo ao padrao
de amirina e (iii) semelhanca estrutural com os compostos triterpénicos pentaciclicos
estudados (LANCAS, 2009).

Na tabela 9, encontram-se 0s teores estimados para cada uma das matrizes avaliadas.
Estes resultados demonstram que o teor de a-amirina, f-amirina, a-amirenona e -amirenona
sdo praticamente os mesmos para OBP e LTU-Se, diferenciando-se apenas em relagédo ao
menor teor de lupeol (OBP = 3,85; LTU-Se = 1,94) resultante da utilizacdo de Sephadex LH-
20. O teor total dos isdbmeros de amirina em OBP e LTU-Se se mantiveram praticamente
iguais, com 24,94 % e 25,2 %, respectivamente. Por fim, o teor total dos isbmeros de amirina

neste caso foi 64,1%, concentrando-o em 2,5x o teor da oleorresina bruta.
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Tabela 9: Principais constituintes de OBP, LTU-Si, LTU-Se e amirina referéncia (A) com respectivos teores
quantificados em CG-DIC usando padrao externo.

Sinal tr (Minutos) Triterpeno OBP LTU-Si LTU-Se
@) 23,21 p-amirenona ;g | 53 2,10 0,072 1,81 +0,09°
) 23,33 e 8,14 + 0,98 22,73 + 0,49 8,74 £ 0,15°
) 23,78 o-amirenona 5 29 4 g 394 1,59 + 0,08 2,05 + 0,06
“) 23,90 LI 168+2,06°  41,37+1,00° 16,46 + 0,29°
®) 24,13 Lupeol 3,85 + 0,46° 8,06 + 0,26" 1,94 +0,00°

- 24,65 NI <LD. 0,54 + 0,01 <LD.
] 25,04 e <LD. 0,51 + 0,01 <LD.
- 25,50 NI 0,48 £ 0,05 <LD. <LD.
- 26,67 NI 0,46 +0,02° <LD. 0,45 + 0,00°
- 26,83 NI 1,60 £ 0,242 <LD. 0,82 £ 0,04°
; 26,98 NI 0,50 £ 0,05° <L.D. 0,61 % 0,012
) 27,48 NI 0,84 + 0,128 <LD. 0,75 + 0,02%

tr = tempo de retencdo em coluna DB-17 HT. NI = ndo identificado.
Para mesmo componente, letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05 por
ANOVA, seguida de Tukey).

6.7 DETERMINAGCAO DA SOLUBILIDADE DE SATURACAO DO LOTE UNICO DE
SILICA (LTU-SI) NOS EXCIPIENTES

No presente estudo, inicialmente para a estimativa da maior ou menor solubilidade dos
isdbmeros das amirinas nos lipidios e tensoativos disponiveis (MG, COMP, AO, MI, TW e
SP), os PSH parciais e totais foram calculados, tomando-se como base as estruturas
moleculares e os grupos funcionais que compdem estas moléculas (Quadro 5 e Tabela 10).
Adicionalmente, 0 mesmo foi realizado para o diclorometano e a agua, objetivando emprega-
los como referéncias, respectivamente, de solventes provedores de alta solubilidade e
insolubilidade para os triterpenos-alvo. Tal estratégia viabilizou o estabelecimento de uma
métrica para a estimativa da solubilidade do LTU-Si nos excipientes, por meio da avaliacdo
do quadrado da diferenca dos pardmetros totais ((AST)?) (HANSEN, 2007).

Todos os calculos consideraram somente a avaliagdo dos excipientes em relacdo a
capacidade de solubilizacdo frente aos isdbmeros de amirina, uma vez que estes eram 0S

componentes majoritariamente presentes no LTU-Si (>60%).
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W
o/\(\or-c

OH

Monoestearato de glicerila

/\/\/\/\/\/\)j\o)\

Miristato de isopropila

Span 60

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)I\
O/Y\OH

OH

Compritol (behenato de glicerila)

W\W\/\)J\OH

Acido oleico

Tween 80

Quadro 5: Estrutura molecular dos lipidios e tensoativos utilizados no desenvolvimento dos CLN contendo amirina.
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Tabela 10: Pardmetros de solubilidade de Hansen parciais, totais e estimativa da diferenga minima entre os
solventes, lipidios, tensoativos e da amirina ((AST)?).

A Valores de PSH (AST)?
oD or OH oT Amirina
IFA
a-amirina 18,1 8,7 3,5 20,4 -
B-amirina 18,1 8,7 35 20,4 -
Referéncias — Solventes
Etanol absoluto 15,8 8,8 194 265 37,7
Diclorometano 17,0 7,3 7,1 19,8 0,3
Lipidio
Miristato de isopropila 15,0 1,6 1,4 15,1 27,4
Acido oleico 15,7 0,8 4,0 16,2 17,3
Monoestearato de glicerila 16,8 4,6 9,01 196 0,6
Lipidio / tensoativo
Compritol 888ATO 15,2 0,12 3,09 155 23,8
Tensoativo
Span 60 17,1 6,1 123 219 2,4
Tween 80 16,7 6,5 9,4 20,2 0,02

dD = forga de interagdes por dispersdo; 6P = forca de interacdes polares; SH = for¢a de ligacdo de hidrogénio;
3T = resultante do somatorio das forcas (HANSEN, 2007).

A Tabela 10 revela que ndo ha diferenca entre os valores de PSH obtidos para a a-
amirina e B-amirina, como j& se poderia prever, uma vez que 0 método de Stefanis &
Panayiotou empregado ndo distingue isdbmeros de posi¢édo, considerando apenas 0S grupos
funcionais de 1° e 2° ordem presentes nas moléculas; o que, para ambos 0s isdmeros, sao
exatamente iguais (HANSEN, 2007). Além disso, é notdrio que esta molécula apresenta um
alto valor para o parametro parcial 6o (18,1) relacionado as forcas de interacdo ndo-polares,
consequente do nucleo hidrocarbdnico pentaciclico. Por outro lado, os dp e o, relacionados as
forcas de interacéo polares e de ligacdo de hidrogénio, respectivamente, apresentaram valores
bem mais baixos, como consequéncia da presenca de apenas um grupo hidroxila (-OH) na
estrutura deste IFA em potencial (Quadro 5).

No caso do solvente CH:Cl,, o valor de (AST)?> apresentou-se igual a 0,3;
corroborando o fato de o emprego deste solvente orgéanico ser uma referéncia adequada para
representar um limite superior para valores de boa solubilidade das amirinas nos insumos
testados. Em contrapartida, o solvente EtOH resultou (AST)> = 37,7, ou seja,

significativamente maior que o valor obtido para o CH2Cl2, indicando assim a baixa
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solubilidade ou quase insolubilidade dos triterpenos-alvo neste solvente polar ou em
substancias com valores de (AST)? proximos ao do EtOH.

A partir da analise dos valores calculados para os parametros parciais dos lipidios,
foi possivel notar o predominio das forcas de interacdo por dispersdo nestas moléculas, uma
vez que foram obtidos valores elevados (15 - 16,8) para o parametro op. Sendo tal fato
relacionado a abundancia de grupos —CHs, —CHz, > (CH) — e > C < presentes nas respectivas
estruturas moleculares. Ja quanto aos parametros dp ¢ oH, Observam-se valores mais baixos (4
- 9), justificados pela presenca de poucos grupos polares, como: -OH, —-COOH, -O- e —
COO-, nestas estruturas. A partir da analise dos (AST)? dos lipidios, estabeleceu-se uma
ordem crescente de provavel solubilidade destes para as amirinas: MG >> AO > COMP >MI.

Ressalta-se que o lipidio s6lido MG apresentou um valor de (AST)? expressivamente
menor (0,6) que os demais (AO = 17,3; COMP = 23,8 e MI = 27,4) estando este proximo
daquele valor obtido para a referéncia de boa solubilidade. Isso aponta o potencial deste
lipidio para compor a fase oleosa dos CLN a serem desenvolvidos.

Para os tensoativos, os valores de (AST)? apresentaram ordem de grandeza diferentes,
sendo observado menor valor para o TW ((AST)? = 0,02) em relacdo ao SP ((AST)? = 2,4).
Isto se deve a presenca de uma cadeia hidrocarbénica alifatica de tamanho superior no caso do
TW que favorece um maior nimero de sitios disponiveis para a realizacdo de interacGes por
dispersdo com as amirinas (maior superficie de contato) e, portanto, resulta em maior
solubilidade destas neste tensoativo.

Visando verificar a validade dos resultados obtidos in silico, a estimativa da
solubilidade de saturacdo do LTU-Si nos lipidios liquidos e solidos foi realizada através de
ensaios de densitometria e analise semiquantitativa empregando o software Imagel. Esta
técnica é comumente descrita na literatura para 0 monitoramento de processos de
fracionamento e purificacdo de metabolitos oriundos de produtos naturais. llustra este fato o
estudo de Barboza e colaboradores (2015) referente ao isolamento do flavonoide kanferitrina
das folhas de Uncaria guianensis por extracdo em fase solida. As condigdes 6timas foram
estabelecidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a CCD acoplada a anélise
densitométrica por software para calcular os teores relativos dos componentes presentes na
matriz vegetal em estudo. Os autores obtiveram um alto grau de concordancia entre os valores
obtidos para os analitos em cada uma das técnicas utilizadas.

No presente trabalho esta técnica foi empregada para estimar a solubilidade de
saturacdo das amirinas em matrizes lipidicas de forma semelhante a avaliacdo normalmente

descrita na literatura para solventes organicos. Tendo em vista a natureza das matrizes em
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estudo, foi necessario, portanto, proceder a avaliacdo da linearidade, repetibilidade e exatiddo
do método proposto.

As curvas analiticas a partir de dilui¢bes seriadas da solucdo-estoque de LTU-Si
permitiram calcular o coeficiente de determinagdo (r?) igual a 0,994 e o correlacio linear de
Pearson (r), que resultou em 0,997; valor este de acordo com o limite estabelecido na RDC n°
166 (ANVISA, 2017) (r > 0,990). Além disso, a equacéo da reta de tendéncia foi determinada
como y= 15751102x + 360644, sendo y = &rea do sinal de amirina (R¢ 0,85) no densitograma

e X = concentracdo de amirinas em mg/mL (Gréfico 3).
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Gréafico 3: Curva analitica obtida pela analise de concentracdes diferentes de LTU-Si em
densitometria pelo software ImageJ.

A partir da andlise do coeficiente de correlacdo foi possivel demonstrar a linearidade
do método analitico para o intervalo estudado de 0,01 mg/mL — 0,7 mg/mL, estabelecendo-o
como faixa de trabalho.

A precisédo em nivel de repetibilidade foi determinada atraves de analises no mesmo
dia, das solucbes de LTU-Si nas concentracdes de 0,3; 0,4 e 0,6 mg/mL em triplicata. Na
tabela 11, os dados obtidos sdo resumidos, sendo possivel notar que os coeficientes de
variacdo para todas as replicadas realizadas encontram-se abaixo de 10% indicando assim a
precisdo em nivel de repetibilidade do método proposto.
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Tabela 11: Avaliacéo de precisdo em nivel de repetibilidade do método de CCD acoplada & andlise
densitométrica digital (software ImageJ).

Concentracdo (mg/mL)  Area do eluato (Rr 0,85) Média Desvio-padréo Coeficiente de
Variacéo

0,3 7330447
0,3 7127497 7515195 506031 6,7%
0,3 8087640
04 9820690
0.4 9520690 9778047 238907 2,4%
0,4 9992761
0,6 12776832

12292630 493619 4,0%
0,6 11790104
0,6 12310953

As cromatoplacas permitem deduzir que mesmo a adi¢do “A” as solugdes lipidicas ndo
produz variagOes significativas no valor de Rf observado para os isdmeros (0,85), quando
comparado com as solucdes preparadas somente com o composto-referéncia (Figura 25).
Além disso, para todos 0s casos ensaiados, constatou-se apenas a presenca de uma Unica
banda correspondente ao Rf das amirinas, conforme apontado pelo revelador especifico. Este
fato, em conjunto com a anélise dos dados da Tabela 12 certificam que ndo ocorreu coeluigédo
dos lipidios com as amirinas, visto que os valores de concentracdo deste analito calculados
contra a curva analitica (mesmo na presenga dos excipientes) aproximou-se do teérico (0,4
mg/mL) e ficou dentro da faixa de intervalo de confianca método. Esses resultados

demonstram a exatiddo do método proposto para o analito em quest&o.
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Figura 25: Cromatografia em camada delgada em gel de silica de fase normal dos lipidios MG, COMP, AO e Ml
separadamente (0,1- 0,7 mg/mL) e destes a 1 mg/mL adicionados de solugdo de “A” (0,4 mg/ mL). Elui¢do: 2%

de metanol em cloroférmio. Revelacgdo: solugdo metandlica de anisaldeido sulfdrico, em luz visivel.
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Tabela 12: Avaliacéo de exatiddo do método de CCD acoplada & andlise densitométrica digital (software
ImageJ).
Lipidio (Img/mL) adicionado de

1 **
Amirina adicionada (mg/mL)* (GG

Amirina (0,4 mg/mL) (mg/mL)
MG 0,41 £ 0,50 0,35-0,47
COMP 0,37 £0,01 0,36 —0,39
AO 0,49 £ 0,04 0,44 - 0,55
Ml 0,46 £ 0,05 0,40-0,51

*valores de média das quintuplicatas £ 0s seus desvios-padrao.
** teste T- student (t = 2,776) aceitavel ao nivel de significancia de 5%.

A analise estatistica dos valores obtidos para a solubilidade de LTU-Si nos lipidios
empregados (Tabela 13) revelou que s6 houve diferencas significativas (p < 0,05) entre a
solubilidade deste analito e os lipidios testados para 0s casos do COMP e do AO. De acordo
com os resultados da CCD-densitometria, a maior capacidade de solubilizar o LTU-Si coube
ao MG, conforme sugerido pelo modelo PSH, e ao MI, que no modelo de PSH apresentou
valor de (AST)? significativamente alto indicando, portanto, baixa solubilidade. Estas
diferencas observadas entre 0 modelo PSH e o experimental sdo provavelmente devidas ao
fato de o primeiro considerar a estimativa dos parametros a 25 °C, enquanto os ensaios de
CCD-anélise densitométrica utilizam a temperatura de 80 ‘C (empregada no preparo dos
CLN). Portanto, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, pode-se estabelecer
a seguinte ordem crescente de solubilidade para o LTU-Si: MG = MI > AO > COMP.

Tendo em vista as disparidades obtidas no modelo tedrico e experimental e visando
entender a correlagdo entre a maxima solubilidade observada e a estabilidade dos CLN
obtidos com o emprego desses excipientes para o0 carreamento das amirinas, todas as

combinagdes de lipidios e tensoativos foram testadas.

Tabela 13: Estimativa de solubilidade dos isbmeros de amirina nosm lipidios pelo método de CCD acoplada a
analise densitométrica (software ImageJ).

Amostras LTU-Si/ lipidio (mg/qg)
MG 308 £ 52
COMP 287 £33%
AO 369 +40°
Mi 404 + 103

Para mesmo componente, letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) por
ANOVA e teste Tukey.
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6.8 DESENVOLVIMENTO DOS CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS

As composicoes das formulagcdes foram baseadas nos célculos de EHL, que orientaram
para a obtengdo de uma matriz combinatéria dos lipidios e tensoativos composta de 54
formulacBes, nestas incluidas as triplicatas e as formulagbes controles-branco (tabela 5,
pagina 39). Vale ressaltar que, apesar de mais propor¢des terem sido inicialmente sugeridas,
apenas as proporg¢des 2:3, 1:1 e 3:2 de lipidios (liquidos:sdlidos) foram preparadas, ja que ndo
havia disponiveis misturas de tensoativos capazes de estabilizar as demais proporg¢des, quando
se considerava o critério de EHL por elas requerido. Pelo mesmo motivo, a combinacdo
AO:COMP foi tampouco explorada no presente estudo.

Diferentes classes de lipidios tém sido utilizadas como excipientes farmacéuticos
devido ao baixo custo e baixa toxicidade, com destaque para os glicerideos, que sdo
representantes muito empregados na industria farmacéutica e de cosméticos. Este fato
motivou incluir nos testes do presente estudo glicerideos sélidos (MG e COMP), e glicerideos
liquidos (AO e MI), cujas estruturas quimicas estdo representadas no Quadro 5.

O MG é empregado em grande variedade de produtos cosméticos e pode atuar como
agente emulsificante, coemulsionante e emoliente, entre outras aplicacbes (ECCLESTON,
1997). Ao contrério dos glicerideos iénicos, 0 MG néo induz irritagdes cutdneas ou causa
efeitos colaterais quando administrado por via oral (MACHADO et al., 2000). Estes motivos
dao suporte ao seu status GRAS (Generally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drugs
Administration), respaldando sua ampla utilizacdo nas industrias farmacéutica, alimenticia e
cosmética (SILVA et al., 2003). Outras conveniéncias na escolha deste excipiente sdo seu
baixo custo e a capacidade de formar matrizes lipidicas de lenta cristalizacdo, devido ao
tamanho de sua cadeia de acido graxo (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002; WONG,; LlI;
BENDAYAN; RAUTH, 2007). O MG, faixa de ponto de fusdo situada entre 55 e 60 ‘C
(MULLER et al., 2008), costuma compor juntamente com um lipidio liquido a fase lipidica de
CLN (HU et al., 2006; XIA et al., 2008; ZHUANG et al., 2010).

O COMP (mistura de mono, di e triglicerideos do acido graxo behénico) (JENNING,;
MA; GOHLA, 2000) possui versatilidade significativa, uma vez que no desenvolvimento de
matrizes de NL pode ser empregado como tensoativo ou lipidio sélido (SHAMMA,
ABURAHMA, 2014). Por ser rico em triglicerideo e acido graxo, é conhecido por formar
cristais imperfeitos com espago suficiente para acomodar farmacos hidrofobicos (ROHIT;
PAL, 2013).
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Dentre os lipidios liquidos mais utilizados pode-se citar o AO, que é constituinte de
varios materiais gordurosos naturais. A semelhanca deste composto com os lipidios
fisiolégicos é considerada um grande atrativo para sua utilizacdo, uma vez que possui a
propriedade de boa tolerabilidade pelo organismo. O AO apresenta baixa viscosidade a
temperatura ambiente (25 °C) e solidifica a 4 °C (LOPEZ-HUERTAS, 2010), sendo bastante
utilizado na producéo de carreadores lipidicos (BOSE; MICHNIAK-KOHN, 2013; HU et al.,
2005; SHARMA et al., 2009; TAN et al., 2010; XIA et al., 2008).

O MI é um dleo de ésteres de 2-propanol e de &cido miristico usado comumente em
formulacBes cosméticas como emoliente ndo gorduroso para aplicacdo na pele. Seu maior
destaque é ser considerado um lipidio que potencializa a penetracdo transdérmica (ROWE;
SHESKEY; OWEN, 2006).

Assim, as diferencas nas estruturas desses lipidios podem favorecer a eficcia de
encapsulagdo, viabilizando o aumento da concentragdo do LTU-Si nos CLN. Isto se baseia no
fato de a combinacdo de um lipidio sélido com um lipidio liquido gerar imperfeicdes na
matriz lipidica, possibilitando a incorporacdo do ativo de interesse e evitando sua expulsdo
(FANG et al., 2008; TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008).

Além dos lipidios, os tensoativos sdo empregados nos CLN buscando a estabilizagao
através da reducdo da tensdo interfacial, originando nanoparticulas de tamanho menores,
como consequéncia. Além disso, a presenca de tensoativos permite a emulsificagdo entre as
fases aquosa e oleosa e formam uma barreira elétrica ou mecéanica que impede a coalescéncia
das particulas ao longo do seu armazenamento (SCHAFER-KORTING; MEHNERT;
KORTING, 2007; SOUTO; DOKTOROVOVA; BOONME, 2011). O tipo e a concentracdo
de tensoativo influenciam diretamente no tamanho e na eficiéncia de incorporagdo. Em geral,
dependendo da concentragdo do lipidio, utiliza-se entre 0,5 e 5% de tensoativos. A escolha do
tensoativo é baseada em sua compatibilidade quimica com os lipidios e com o seu valor de
EHL (ATTAMM; MOMOH; BUILDERS, 2012). O Quadro 5 mostra a estrutura do TW e SP,
que foram os agentes tensoativos empregados para a constituicdo dos CLN no presente
estudo.

Foram desenvolvidas preparacGes contendo 5% (p/p) de fase lipidica, proporcéo
baseada no estudo de Vaucher (2017) em que as proporcdes de 5% e 10% foram testadas e
observou-se um significativo incremento de viscosidade para 10% de fase lipidica. Este fato é
considerado bastante critico, pois alguns autores sustentam que a viscosidade em excesso tem
influéncia direta na etapa de homogeneizacdo destes sistemas, eventualmente favorecendo a

formacdo de agregados de particulas e convergindo para dimensionar microparticulas



79

(LIPPACHER; MU, 2004; SILVA et al., 2012). Além disso, Freitas e Muller (1999)
constataram que baixas proporc¢des lipidicas podem influenciar positivamente a estabilidade
de NL, no sentido de prolongéa-la quando o armazenamento se faz necessario.

O acompanhamento do aspecto macroscopico das formulagbes (Tabela 14),
evidenciou que aqueles CLN que apresentavam inicialmente um aspecto de suspensdo
homogénea, fluida e ligeiramente branca (Figura 26) passaram a precipitar e a revelar um
aspecto gelificado em alguns casos, possivelmente como uma consequéncia do desequilibrio
fisico-quimico do sistema (Figura 27).

Tabela 14: Acompanhamento do aspecto macroscépico dos CNL controles-branco e com LTU-Si.
Periodo de observagao das primeiras alteragdes macroscopicas

Proporgdes (tlics)

aples fase oleosa .

Controles-branco + LTU-Si
2:3 CLN;_BCO 28 CLNy 14
MI:MG 1:1 CLN2_BCO 28 CLN2 14
3:2 CLN3_BCO 28 CLN3 28
2:3 CLN,_BCO 7 CLN4 7
MI:COMP 11 CLNs_BCO 7 CLNs 7
3:2 CLNs_BCO 7 CLNs 7
2:3 CLN;_BCO 28 CLN;y 21
AO:MG 1:1 CLNg_BCO 28 CLNg 21
3:2 CLNg_BCO 28 CLNg 21

MI = miristato de isopropila; AO = &cido oleico; MG = monoestearato de glicerila; COMP = Compritol; CLNj ,
9. BCO = Carreadores lipidicos nanoestruturados controles-branco; CLN: ., ¢ = Carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo LTU-Si.

(a) CNL_BCO (b) CNL contendo LTU-Si

Figura 26: Aspecto do (a) CLN1_BCO e (b) CLN1 recém-preparados, estaveis.
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Figura 27: Exemplo de alteragdes macroscopicas observadas nos CLN (CLN4).

Conforme se observa na Tabela 14, as precipitacdes ocorreram primeiramente, apés 7
dias do preparo, nas formulagdes contendo como fase lipidica MI:COMP, tanto na presenca
quanto na auséncia de LTU-Si (CLN4 a CLNs e CLN4_ BCO a CLNs_BCO). Nos CLN
contendo AO:MG notou-se 0 aparecimento de precipitacdes nas formulagdes com LTU-Si (CLN7
a CLNog) ap6s o periodo de 21 dias, enquanto os respectivos CLN controles-branco so
apresentaram esse mesmo fendbmeno apds 28 dias. No caso das formulagbes obtidas da
combinagdo de MI:MG, as triplicatas dos CLN1 e CLN2 precipitaram apds 14 dias, enquanto
os controles-branco (CLNi_BCO, CLN2_BCO e CLNs BCO) e o CLNs (com LTU-SIi)
permaneceram sem alteracOes até o 28° dia de avaliacdo. Assim, as alteracGes relativas as
formulacBGes contendo LTU-Si sempre ocorreram em tempos iguais ou menores que as
respectivas formulagdes controles-branco.

Segundo Freitas e Muller (1999) o aumento da energia cinética do sistema pode levar
a quebras e danos na camada de tensoativo da NL que se desorganiza, favorecendo a
agregacdo ou a formacdo de "pontes™ de lipidio entre as nanoparticulas, ou seja, gerando as
alteracBes macroscopicas mencionadas anteriormente. Diante desse fato, supfe-se que a
presenca de LTU-Si nos CLN poderia incrementar as forgas de cisalhamento que agem nas
nanoparticulas e ocasionar desestabilizacdo deste sistema de maneira mais rapida na presenca
deste insumo.

O monitoramento do pH em fungédo do tempo pode trazer informagdes relevantes no
acompanhamento da estabilidade quimica de uma formulagdo (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007). Assim, este parametro foi investigado durante 28 dias para os CLN

preparados, conforme ilustrado no Grafico 4.
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Gréfico 4: Valores médios de pH obtidos das triplicatas de CLN com LTU-Si e controles-branco nos tempos de
1° e no 28° dia ap0s preparo, exceto para 0s CLN4 a CLN6 que foram estaveis até 7° dia.

O Graéfico 4 demonstra que as faixas de valores de pH foram distintas entre os pares de
lipidios: CLN1 a CLNs (pH 7,04 — 7,65), CLN4 a CLNs (pH 6,30 — 6,79) e CLN7 a CLNy (pH
5,81 — 6,56). Os valores mais baixos de pH deste dltimo conjunto podem ser atribuidos a
presenca AO, uma vez que somente este acido organico foi usado nas composicdes.

Os CLN com LTU-Si que se mantiveram estaveis durante 28 dias apresentaram pH
mais alto que os respectivos controles-branco no primeiro dia de avaliacdo. Isso pode ser
explicado pela presenga do LTU-Si, que é composto majoritariamente pelos isomeros de
amirina, as quais, segundo Rodrigues (2014), possuem valores estimados de pKA proximos a
8,00 (a-amirina 8,25 + 1,17 e B- amirina 8,00 £ 1,07).

Guterres e colaboradores (2007) associaram a diminui¢cdo de pH em nanoparticulas
poliméricas ao longo do tempo com a degradacdo de excipientes poliésteres que acaba por
acidificar o meio, pela lenta formacéo e acumulacdo de acidos carboxilicos. Em acordo com
isso, o Grafico 4 revela a ocorréncia de uma ligeira diminuicdo de pH ao longo do tempo
exclusivamente para a formulagdo contendo como fase lipidica os ésteres Ml e MG. Assim, a
diminuicdo de pH obsevada no presente estudo pode também estar relacionada a degradacao

de grupamentos ésteres presentes nos excipientes utilizados (lipidios liquido e solido). Vale
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ressaltar que o mesmo nao foi observado na composicdo MI:COMP, provavelmente porque é
precedido pela rapida desestabilizacdo do sistema (7 dias).

Portanto, as avaliacGes de variacbes de pH dos CLN sdo importantes, pois podem
indicar a liberacdo do ativo — a principio encapsulado — para 0 meio externo ou mesmo indicar
a sua degradacdo (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A figura 28 apresenta os graficos relacionados aos valores medios de TP e PDI obtidos
ao longo dos 28 dias de avaliacdo para os CLN contendo a fase lipidica MI:MG. Nesses
gréaficos é possivel observar que o TP encontra-se na faixa entre 186,9 e 251,4 nm, com PDI
entre 0,115 e 0,314 para os CLN brancos, e na faixa entre 168,7 e 228,8 nm, com PDI entre
0,128 e 0,259 para os CLN contendo LTU-Si. Krause e colaboradores (2010) afirmaram que
nanoparticulas com PDI > 0,4 apresentam, em geral, distribui¢ao heterogénea de TP, revelada
por aglomerados na dispersao; por outro lado, particulas com um PDI < 0,2 sdo consideradas
monodispersas e, portanto, mais estaveis. Entretanto, considerando a natureza das NL,
comumente polidispersa, valores de PDI de cerca de 0,3 sdo aceitaveis (DAS;
CHAUDHURY, 2011). De fato, no presente estudo, 0s conjuntos de preparacdes de MI:MG
apresentaram perfil de distribuicdo de TP monomodal, PDI préximo a 0,3 e demonstraram ser
mais promissores dentre os diferentes pares lipidicos, devido ao fato destas preparacdes
apresentarem maior estabilidade ao longo do tempo. Isto esta de acordo com constatacdes
anteriores sobre o maior tempo de estabilidade de NL contendo MG como um dos lipidios
principais (GARDOUH et al., 2013; LUO et al., 2006).
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Alteragdes verificadas pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p < 0,05): para os demais tempos de uma mesma
composicdo em lipidios e em LTU-Si (TP, * e PDI, +); de seus respectivos controles-branco no mesmo tempo de
leitura (TP, ¢ PDI, 0); das demais concentra¢des de lipidio sélido (%) para o mesmo tempo ¢ mesmo conteudo
de LTU-Si (TP, A e PDI, A). Os dados de 21 e 28 dias para os CLN; e CLN; constam na figura, pois as
precipitagcdes foram discretas.

Figura 28: Acompanhamento do tamanho de particula (nm) e indice de polidispersdo (PDI) médios dos CLN

preparados com a fase lipidica MI:MG em diferentes proporc¢des durante 28 dias (CLN1- CLN4).
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A Tabela 15 apresenta os coeficientes angulares da regressdo e as significancias
relacionadas as variaveis estudadas: TP, PDI e PZ para a fase lipidica MI:MG. E visto que
para a variacdo do parametro TP ao longo do tempo obteve-se um valor de coeficiente angular
na regressao de 0,3584, porém ndo significante (p > 0,05). Por outro lado, nota-se que o
percentual de lipidio s6lido na formulacdo tem influéncia positiva e significativa (p < 0,05)
sobre este parametro, como evidenciado por CLN1_BCO e CLN: (maior percentual de lipidio
solido = 60%). Estes apresentaram, respectivamente, os maiores valores médios de TP: 233
nm e 196 nm. A variavel presenca de LTU-Si demonstrou um efeito significativo, porém
decrescente sobre o parametro TP. Este efeito pode ser melhor observado nas composicdes de
MI:MG de 2:3 (CLN1_BCO e CLN: da Figura 28), fato contrario a muitas observacgdes da
literatura em que os autores reportaram incremento de TP na presenca do IFA (MUHLEN;
SCHWARZ; MEHNERT, 1998; MULLER et al., 1997; VAUCHER, 2017). No entanto,
Puglia e colaboradores (2014) observaram que para um IFA com alto carater hidrofobico pode
ocorrer interacdo deste com a fase lipidica das nanoparticulas, favorecendo a reducdo de
viscosidade desta fase, que causaria uma diminuicdo da tensdo superficial do sistema,
produzindo entdo, dimensbes particulares menores em compara¢do aos controles-branco.
Assim, este fendmeno é plausivel de ocorréncia no atual estudo, dada a natureza altamente

hidrofébica das amirinas.

Tabela 15: Coeficientes angulares da regressdo e significancia relacionados as varidveis estudadas para a
combinacao lipidica MI:MG.

Tamanho de Particula Indice de Polidispersio Potencial Zeta
Coeficiente p Coeficiente p Coeficiente p
Variavel angular angular angular
Tempo (dias) 0,3584 0,2580 0,0003 0,6714 -0,0864 0,0188
Concentracédo de
o 0,9890 0,0118 0,0054 1,51x107® -0,1130 0,0010
Lipidio Sélido (%0)
LTU-Si -18,1713 0,0050 0,0277 0,05785 1,4400 0,0394

O PZ também foi avaliado neste estudo, uma vez que a carga superficial das particulas
exerce grande influéncia na estabilidade da dispersdo ou agregacdo dos carreadores,
principalmente quando estes sdo estabilizados por carga (LI et al., 2014). Frente a isto, as
faixas encontradas para CLN controles-branco e com LTU-Si correspondentes & combinacgao
lipidica MI:MG foram, respectivamente, -27,0 mV a -31,1 mV e -23,0 mV a 31,5 mV. De
fato, estas oscilacbes observadas durante o tempo de avaliacdo séo justificadas pelo efeito

significativo da variavel tempo (p < 0,05, Tabela 15). Conforme dados da literatura, para que
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as dispersdes coloidais, estabilizadas apenas por carga, possam apresentar-se estaveis, €
necessario que os valores modulares de PZ sejam iguais ou maiores que 30 mV. Como ja
abordado durante a analise macroscépica (Tabela 14), esta combinacdo lipidica mostrou-se a
mais estavel, fato que pode ser justificado pelos valores de PZ mais proximos a 30 mV para
estas em relacdo as demais combinacdes lipidicas, como sera visto.

A figura 29 apresenta a variacdo de TP e PDI médios ao longo do tempo para a
composicdo lipidica MI:COMP. Sdo notdrios os elevados valores de TP e PDI para o
CLN4_BCO, que também sdo significativamente diferentes (p < 0,05), além de mais altos que
todos os demais valores obtidos no presente estudo. Adicionalmente, constata-se uma
similaridade entre os valores de TP das demais proporcdes dessa combinacdo lipidica com
apenas diferencas significativas (p < 0,05) em relacdo aos valores de PDI dos CLN4 e CLNe.
Vale ressaltar que todas as proporgdes testadas com essa combinacdo lipidica apresentaram
perfil de distribuicdo de TP bimodal.

Apesar de os valores de PZ apresentarem-se proximos a -30mV (controles-branco: -
20mV a -28,1mV; LTU-Si: -22,9mV a -29,3mV) os sistemas ndo apresentaram longos
periodos de estabilidade, conforme evidenciado pelas precipitaces ja no 7° dia (Figura 29).
Esta combinacdo, portanto, ndo se mostrou promissora aos propoésitos deste estudo, indicando
que o uso do COMP como lipidio solido na matriz de CLN provavelmente compromete a
estabilidade fisico-quimica destes.

Nesses casos, em que ocorreu rapida destabilizacdo do sistema, a avaliacdo dos
parametros TP, PDI e PZ foi realizada por um curto periodo de tempo, 0 que inviabilizou a
observacdo mais prolongada de varidveis como tempo e percentual de lipidio so6lido na
formulacdo (Tabela 16). Contudo, ainda foi possivel constatar que a presenca de LTU-Si (p <
0,05) exerceu influéncia significativa sobre o parametro PDI. Este efeito apontado pela
regressao linear pode ser devido a elevada diferenca destacada entre 0 CLN4_BCO e 0 CLNg4,

como observado na Figura 29.
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Alteracdes verificadas pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p < 0,05): para os demais tempos de uma mesma
composi¢do em lipidios e em LTU-Si (TP, * e PDI, +); de seus respectivos controles-branco no mesmo tempo de
leitura (TP, ® ¢ PDI, 0); das demais concentragdes de lipidio sélido (%) para o0 mesmo tempo ¢ mesmo conteudo
de LTU-Si (TP, A e PDIL, A).

Figura 29: Acompanhamento do Tamanho de Particula (nm) e indice de Polidispersdo (PDI) médios dos CLN
preparados com a fase lipidica MI:COMP em diferentes propor¢des ao longo de 28 dias (CLN5- CLNG6).
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Tabela 16: Coeficientes angulares da regressdo e significancia relacionados as varidveis estudadas para a
combinacao lipidica MI:COMP.

Tamanho de Particula Indice de Polidispersao Potencial Zeta
Coeficiente p Coeficiente p Coeficiente P
Variavel angular angular angular
Tempo (dias) 5,5795 0,6720 0,0089 0,6224 -0,0944 0,5910
Concentracédo de
o 7,4607 0,14847 0,0066 0,3347 -0,3707 0,0077
Lipidio Solido (%)
LTU-Si -0,0944 0,5910 -0,0950 0,1640 -0,0333 0,9745

A figura 30 apresenta 0 TP e PDI médios ao longo do tempo para a composi¢do
lipidica AO:MG. Nos CNL_BCO, TP encontra-se na faixa de 160,1 nm - 256,9 nm, e os CNL
contendo LTU-Si na faixa de 149,8 - 230,6 nm. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
significativa (p < 0,05) dos valores de TP entre as proporgdes testadas com esta combinacao
lipidica, exceto para CLNy_BCO no periodo de 28 dias, o que a difere de todas as demais
preparacOes. Além disso, o perfil de distribuicdo de TP nas propor¢es lipidicas testadas
apresentou-se monodal, exceto para 0 CLNyg_BCO, sendo este bimodal. Estes resultados sdo
semelhantes aos observados em experimentos em nossos laboratorios em que o uso de fase
lipidica AO:MG e tensoativos TW:COMP produziu CLN, para um extrato padronizado em
acido ursolico, com TP médio de aproximadamente 250 nm e PDI na faixa de 0,2 - 0,4 para 0s
controles-branco e formulagdes contendo o ativo, quando se avaliou a estabilidade temporal
do sistema (VAUCHER, 2017). Além disso, outros estudos empregando o COMP produziram
particulas com tamanho compreendido nessa mesma faixa (MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT,
1998; MULLER et al., 1997).

No presente estudo para os CNL7a9_BCO, a amplitude de PZ variou entre -35 e -44,1
mV. Para os CNL7 a 9 contendo LTU-SIi, a variacdo foi de -35,3 a -43,5 mV. Este resultado
ndo corresponde ao observado nos experimentos realizados anteriormente em nosso
laboratorio envolvendo CLN com a mesma composic¢do lipidica e de tensoativos, onde
encontrou valores proximos a -25 mV para este pardmetro (VAUCHER, 2017). Isto
provavelmente deve-se ao fato de a autora ter empregado proporcdes diferentes dos lipidios
liquidos:sdlidos (1:3) e tensoativos (1:1), além da natureza acida dos triterpenos encapsulados.
Ressalte-se que os CLN contendo MI:AO / TW:COMP apresentaram estabilidade mais
prolongada em relagdo aqueles desenvolvidos no referido estudo, o que é corroborado pelo

maior valor de PZ obtido no presente estudo.
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Alteragdes verificadas pelo teste ANOVA seguido de Tukey (p < 0,05): para os demais tempos de uma mesma
composicdo em lipidios e em LTU-Si (TP, * e PDI, +); de seus respectivos controles-branco no mesmo tempo de
leitura (TP, @ ¢ PDI, o); das demais concentragdes de lipidio solido (%) para 0 mesmo tempo e mesmo contetdo
de LTU-Si (TP,A e PDI, A). Os dados de 28 dias para 0os CLN7, CLNg e CLNg constam na figura, pois as
precipitagdes foram discretas.

Figura 30: Acompanhamento do Tamanho de Particula (nm) e indice de Polidispersdo (PDI) médios dos CLN

preparados com a fase lipidica AO:MG em diferentes propor¢des ao longo de 28 dias (CLN7- CLN9).
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A Tabela 17 apresenta os coeficientes angulares da regressdo e as significancias
relacionados as variaveis estudadas: TP, PDI e PZ para a combinacdo lipidica AO:MG. A
variacdo do parametro TP ao longo do tempo resultou num valor médio de coeficiente angular
(todavia ndo significativo, p > 0,05), quando avaliado por regresséo linear, igual a -0,3295.
Ainda, seria esperado que a regressao linear revelasse uma influéncia negativa e significativa
(p < 0,05) sobre este parametro, quando aplicado ao percentual de lipidio solido e presenca de
LTU-Si na formulacdo. No entanto, isso ndo se observou neste estudo, ja que nao foi possivel
perceber diferencas estatisticas nos valores de TP por ANOVA. Ou seja, este parametro

manteve-se dentro de uma faixa de constancia, apesar das variagdes impostas.

Tabela 17: Coeficientes angulares da regressdo e significancia relacionados as varidveis estudadas para a
combinacéo lipidica AO:MG.

Tamanho de Particula Indice de Polidispersao Potencial Zeta
Coeficiente p Coeficiente p Coeficiente P
Variavel angular angular angular
Tempo (dias) -0,3295 0,4667 -0,0003 0,7994 -0,03405 0,4997
Concentracao de
L -1,9170 0,0001 0,0045 0,0090 0,0378 0,5242
Lipidio Solido (%)
LTU-Si -20,6356 0,0236 -0,0705 0,0111 0,6222 0,5214

Com base nos resultados previamente discutidos, selecionou-se as formulagGes
CLN3_BCO e CLNs para a realizacdo das analises de DSC e TGA, visando investigar o
comportamento térmico dos insumos presentes nessas matrizes. Esta escolha foi motivada
pelo fato de este sistema ter apresentado maior tempo de estabilidade relativa no conjunto das
preparacOes estudadas. Entretanto, é preciso ressaltar que devido a desestabilizacdo ao final
do periodo de acompanhamento (28 dias) ndo foi possivel realizar a secagem das formulacGes
selecionadas primariamente. Assim, foram realizadas analises térmicas somente das misturas

fisicas contendo os excipientes presente em CLN3s_BCO e CLNa.
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6.9 ANALISE TERMICA

Pelas técnicas de temorgravimetria e calorimetria exploratoria diferencial foi possivel
investigar o comportamento térmico dos insumos LTU-Se, LTU-Si, COMP, MG e das
misturas fisicas dos excipientes que constituiram o CLNs_BCO (Ml + MG + COMP + TW) e
0 CLN3 (Ml + MG + COMP + TW + LTU-Si). Essas técnicas foram escolhidas visando
extrair informacOes sobre a estrutura cristalina dos materiais lipidicos e dos ativos estudados,
além de verificar possiveis interacBes entre eles. Tratam-se de recursos instrumentais
largamente empregados para avaliar a incorporacdo de farmacos em nanoparticulas lipidicas
(MEHNERT; MADER, 2001; MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

A Figura 31 apresenta as curvas de DSC obtidas para o LTU-Se e para o LTU-Si.
Com base na andlise dessa figura, € possivel perceber que o LTU-Se apresentou um Unico
pico alargado endotérmico na faixa de 70-86 °C, que pode estar relacionado a fusdo de outros
triterpenos existentes nessa matriz complexa que nao as amirinas. J4 o LTU-Si resultou num
pico endotérmico na faixa de 150-161°C, demonstrando estar bem mais proximo da fusdo dos
isdbmeros o-amirina (184-186 °C) e p-amirina (189-191 °C), como esperado, ja que hd maior

concentracdo (e de forma mais purificada) destes isdmeros em LTU-Si.

Figura 31: Curvas de DSC do lote Unico gel de silica (LTU-Si) e lote Gnico Sephadex (LTU-Se).

A Figura 32 apresenta as curvas de TGA obtidas para o LTU-Se e para o LTU-Si.
Ambas as amostras apresentaram o0 mesmo perfil termogravimétrico, com perda de massa por
volta de 400 °C, provavelmente consequente da degradacéo dos triterpenos presentes nos dois
lotes. Este resultado reforca o fato de os picos endotérmicos, identificados nas curvas de DSC

(Figura 31), estarem relacionados a fusdo dos triterpenos nas matrizes estudadas, uma vez que
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ndo foram evidenciadas perdas de massa nas faixas de temperatura referentes aos eventos
endotérmicos previamente discutidos (70-86 °C para o LTU-Se e 150-161°C para o LTU-Si).

LTU-Se: lote tnico Sephadex

‘ LTU-Se: lote tinico Silica

Figura 32: Curvas de TGA do lote Unico gel de silica (LTU-Si) e lote Gnico Sephadex (LTU-Se).

Os resultados obtidos para o LTU-Si estd de acordo com o que foi discutido no item

6.6, em relacdo a determinacdo de ponto de fusdo. Entretanto, no caso do LTU-Se nota-se

uma discrepancia nos valores obtidos para o seu ponto de fusdo (85-114 °C). Em principio,

este fato pode ser atribuido a complexidade e falta de homogeneidade dessa matriz, exigindo

experimentos adicionais para esclarecimento.

A Figura 33 mostra as temperaturas e as entalpias de fusdo dos lipidios, que resultam,
respectivamente, 60,94 °C e 150,48 J/g para MG e 72,32 °C e 106,67 J/g para COMP. Os
valores obtidos para as temperaturas de fusdo dos lipidios corroboram com as faixas
encontradas na literatura, que para MG é de 54-64 °C (ABDELBARY; FAHMY, 2009;
MULLER et al., 2008; SILVA et al., 2012) e 63-77 ‘C para COMP (ABDELBARY;
FAHMY, 2009; BRUBACH et al., 2007; FREITAS; MULLER, 1999; HU; TANG; CUI,

2004; SARMENTO et al., 2011; ZHUANG et al., 2010).
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MG —Monoestearato de glicerila

COMP - Compritol (behenato de glicerila)

Figura 33: Curvas de DSC dos lipidios monoestearato de glicerila (MG) e Compritol (COMP).

Na Figura 34, onde sdo demonstradas as curvas de TGA obtidas para 0 MG e para o
COMP é possivel notar apenas perda de massa em torno de 400 °C, que €é caracteristica da
degradacdo desses insumos (ABDELBARY; FAHMY, 2009). Este fato reafirma as

correlagdes discutidas anteriormente para as curvas de DSC desses excipientes.

MG —Monoestearato de glicerila - ™~

~
COMP - Compritol (behenato de glicerila) \ \*‘«.\; ~

#3
-

Figura 34: Curvas de TGA dos lipidios monoestearato de glicerila (MG) e Compritol (COMP).

No caso das misturas fisicas dos insumos do CLNs BCO e CLNs (Figura 35),
observaou-se um pico endotérmico na faixa de 45-55 °C para ambos. Provavelmente, trata-se
do pico endotérmico de fusdo caracteristico da presenca majoritaria do lipidio MG na
formulacdo, porém € notdria uma ligeira diminuicdo neste valor consequente da presenca do
MI e surfactantes na formulacdo. A auséncia de perdas de massas na analise por TGA
confirma esse fato (Figura 36).

Adicionalmente, nota-se que o pico endotérmico caracteristico da fusdo de LTU-Si

ndo apareceu na curva de DSC referente ao CLNs. Um efeito similar foi descrito por Fang e
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colaboradores (2012), durante a encapsulacdo de curcumindides em CLN, fato que os autores
relacionaram com a baixa quantidade do composto na formulagdo. Este efeito também tem
sido observado por outros autores (MU; FENG, 2001; ZHUANG et al., 2010). Entretanto, ha
ainda estudos que sugerem que a supressao do pico endotérmico do ativo € um indicativo de
que ele se encontra dissolvido e molecularmente disperso na matriz lipidica, evidenciando,
por outro lado, o potencial do sistema em foco para a incorporagdo dos triterpenos-alvo
(GOMES; MARTINS, 2014; SUN et al., 2014; ZIMMERMANN; SOUTO; MU, 2005). Vale
ressaltar, porém, que estes resultados sdo inconclusivos e devem obrigatoriamente ser
aprofundados em estudos subsequentes nos quais avalie-se 0 CNL estavel ap6s secagem, e

ndo apenas as misturas fisicas dos excipientes nele presentes.

Mistura fisica dos excipientes do CLN;

Mistura fisica dos excipientes do CLN;_BCO

o 1 2 3 s . 7 ® B 10 " 12 n " 1

Figura 35: Curvas de DSC das misturas fisicas dos excipientes no preparo dos CLN3e.CLN3;_BCO.

Mistura fisica dos excipientes do CLN;

Mistura fisica dos excipientesdo CLN;_BCO

*3

B 10 10 a8 60 180 200 20 240 250 280 300 320 340 30 3 400 40 40 460 40 °C

2 2 2 28 » n 2 3 3 38 0 2 2

Figura 36: Curvas de DSC das misturas fisicas dos excipientes empregados no preparo dos CLN3;e CLN3_BCO.
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7 CONCLUSAO

A oleorresina comercial de Protium, como é adquirida nos mercados locais da
Amazobnia, € um material heterogéneo, comumente utilizada para finalidades de baixo valor
agregado. Assim, 0 processamento primario realizado neste estudo apresenta a primeira
contribuicdo para a valorizacdo desta matéria-prima, por intermédio de um processo
tecnoldgico relativamente simples (obtencdo de OBP).

As etapas de fracionamento e purificacdo de OBP, empregando cromatografia em
coluna com gel de silica e Sephadex LH-20, viabilizaram a obtencédo de fracbes com perfis
quimicos diferentes, contendo os triterpenos pentaciclicos como o-amirina e B-amirina, que
sdo as substancias majoritarias em breu. A transposicdo de ambos 0s processos para maior
escala ocorreu satisfatoriamente, mantendo-se o perfil quimico das fragBes eleitas para
compor cada lote unico (LTU-Si e LTU-Se). Diante do exposto, é possivel notar que o
processo proposto de fracionamento e purificagdo foi reprodutivel e consiste em uma
alternativa promissora com vistas ao desenvolvimento de IFA de origem vegetal.

A otimizacdo do método cromatogréafico a ser estabelecido para analisar a constitui¢do
de OBP e dos lotes preparados demonstrou que a coluna de CG DB-17HT produziu a melhor
separagdo dos triterpenos pentaciclicos, entre as colunas testadas. Entretanto, este método
ainda pode ser aperfeicoado para deteccdo mais precisa dos componentes minoritarios. As
analises cromatogréaficas por CG-EM e CG-FID permitiram a identificagdo de 12 substancias
majoritarias presente na matriz estudada, entre as quais se destaca o lupeol. Este triterpeno
comumente coelui com a o-amirina em colunas pouco polares, muito possivelmente
mascarando sua presenca nas composicOes descritas até agora para o breu, uma vez que as
analises tém sido usualmente baseadas no emprego das colunas cromatograficas DB-1 ou DB-
5. Assim, a coluna DB-17HT torna-se mais adequada para a anélise desta matéria-prima por
CG.

O estudo dos parametros de validacdo do método em CG demonstrou linearidade,
especificidade e seletividade suficientes para a quantificacdo dos triterpenos—alvo nas
diferentes matrizes estudadas. Este desenvolvimento estabeleceu uma base para andlises
futuras de breu e seus derivados e para avaliagdo da eficiéncia de encapsulamento em CLN
contendo este material. Esta € uma novidade neste estudo, pois, para os CLN em especial, até
0 momento 0 método de avaliacdo dos teores incorporados tem sido realizado exclusivamente
por CLAE.
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O uso do colesterol como padrdo externo para desenvolver o0 método cromatografico
foi considerado apropriado, desde que viabilizou a quantificacdo relativa dos triterpenos-alvo;
ainda que haja necessidade de uma correcdo adicional dos teores obtidos, considerando-se
possiveis diferencas no fator-resposta entre este esteroide e as moléculas de amirinas (ainda
que muito similares).

Os lotes obtidos em gel de silica e Sephadex resultaram em 57,60 g (a-amirina =
41,37% + 1,00 e B- amirina = 16,46% + 0,29) e 60,60 g (a-amirina = 22,73% + 0,49 e f-
amirina = 8,74% = 0,15), respectivamente. Neste estudo, apenas o LTU-Si foi utilizado nos
ensaios de desenvolvimento dos CLN.

Os calculos preditivos de PSH para os isdbmeros de amirina e lipidios resultaram na
seguinte ordem para a solubilidade das primeiras nos segundos: MG >> AO > COMP > MI.
J& 0s ensaios experimentais correspondentes, por analise semiquantitativa por densitometria,
resultaram na seguinte ordem: MG = MI > AO > COMP. As disparidades observadas foram
atribuidas ao fato do método in silico estimar os PSH a 25 °C, enquanto o experimental foi
realizado a 80 ‘C (condicdo de preparo dos CLN). No entanto, ambas as abordagens
mostraram-se custo-efetivas e aplicaveis nos passos iniciais do desenvolvimento de CLN
voltado para produtos fitofarmacéuticos contendo alcoois triterpénicos.

Durante o periodo de 28 dias de acompanhamento dos CLN desenvolvidos, foi notério
gue aqueles que continham LTU-Si desestabilizaram mais rapidamente do que os respectivos
controles-branco. Em especial, nas preparacdes contendo MI:COMP, as precipita¢cdes foram
intensas e comegaram a ocorrer em apenas 7 dias ap0s a preparagdo. Logo, esta composicao
de fase lipidica ndo se mostra como uma alternativa viavel/promissora para a encapsulacdo do
LTU-Si.

Considerando todos os CLN preparados neste estudo, a faixa de pH variou entre 5,81 e
7,65, com 0s menores valores para as combinagdes que continham AO. Fato este esperado,
uma vez que o AO é o Unico excipiente de carater acido presente nas composicdes de fases
lipidicas investigadas.

Os valores de PZ em todos os CLN apresentaram carga negativa e 0s maiores valores
modulares obtidos foram para os CLN com fase lipidica MI:MG e AO:MG, que se apresentaram
estaveis por maior periodo de tempo. Dessa forma, o presente estudo corrobora as descri¢des
da literatura que afirmam que os CLN com maiores valores modulares de PZ apresentam
periodos mais prolongados de estabilidade. Alem disso, uma vez que ambas as composi¢coes
estudadas utilizaram como lipidio sélido o MG, possivelmente este contribui de forma

positiva para a manutencdo da estabilidade destes sistemas.
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A combinacdo MI:MG (3:2), com tensoativos TW:COMP (1:1) (NCLs) apresentou a
maior estabilidade fisico-quimica, com os seguintes parametros: TP de 250 nm, PDI de 0,3 e PZ
de -30 mV. Estas CLN mantiveram-se estaveis por maior periodo de tempo, sem demonstrar
alteracOes destes parametros avaliados, ou no aspecto macroscopico e pH até o 28° dia.

As andlises por DSC corroboraram o fato de a combinagdo MI:MG (3:2) empregada no
CLNs ser aquela que resultou na alternativa mais promissora dentre as estudadas, sugerindo ser a
mais favoravel, até 0 momento, para atingir a eficiéncia desejavel na encapsulacéo do LTU-Si. No
entanto, como até o presente momento somente as meras misturas fisicas dos excipientes foram
avaliadas, ndo foi possivel verificar picos endotérmicos referentes aos triterpenos-alvo. Isto requer
um aprofundamento na investigacdo dos CLN por esta técnica, ap0s otimizacdo de sua

composicao, visando sistemas que se mantenham estaveis, mesmo apés a secagem da formulacao.
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8 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Quanto a etapa quimica, a continuidade das atividades sugere caracterizar melhor os
constituintes do breu, particularmente aqueles minoritarios. Para realizar esta meta, é
recomendavel avancar na otimizacdo do meétodo cromatografico de fase gasosa,
principalmente visando adequar ao maximo a resolu¢do dos sinais.

Ainda dentro do escopo analitico, sugere-se avancar no método de quantificacdo das
amirinas, utilizando estas mesmas substancias de referéncia (a-amirirna e/ou B-amirina) em
vez do colesterol. Ainda que os resultados com este ultimo como padrdo externo tenham sido
satisfatorios, o uso de um padrdo de amirina para corrigir os teores obtidos deve garantir a
eliminacdo de eventuais discrepancias, possivelmente oriundas de diferencas no fator-resposta
dessas moléculas (colesterol e triterpenos) quando da deteccdo no método escolhido (CG).

Tendo em vista o alto valor comercial dos padrdes de a- amirina e B-amirina e que 0
breu é uma fonte sustentavel e rica nestes triterpenos, é possivel estimar o valor que a
tecnologia de purificacdo desses triterpenos pode agregar & matéria-prima florestal.

Do ponto de vista farmacotécnico, para a melhor compreensdo das respostas e
limitacGes das ferramentas in silico (PSH), e experimental (analise semiquantitativa por
densitometria) é necessario realizar um estudo de solubilidade com um numero ampliado de
amostras de lipidios liquidos e sdlidos, escolhendo inicialmente aqueles de usos mais
convencionais, empregados no desenvolvimento de CLN.

A obtencdo dos CLN contendo as amirinas deve merecer especial atencdo e novos
experimentos. Apesar da composicdo MI:MG resultar nos CLN mais estaveis dentre o0s
avaliados no presente estudo, outras propor¢cdes e combinagdes precisam ser melhor
investigadas, sempre no proposito de incrementar a estabilidade destes sistemas. 1sso inclui
etapas de secagem das particulas e caracterizacdo destas em termos fisico-quimicos e
morfologicos.

Por fim, o desenvolvimento e validacio de um método de caracterizagdo e
quantificacdo do conteudo triterpénico (e, portanto, da eficiéncia de encapsulacdo) deve ser
desenvolvido também por CLAE. A depender das circunstancias experimentais, esta técnica

tem vantagens sobre a CG, podendo ser mais rapida e menos custosa.
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