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RESUMO 

RODRIGUES, I. V. Desenvolvimento e validação de um método bioanalítico para 
avaliação farmacocinética de uma mistura binária de triterpenos pentacíclicos e de 
seus metabólitos in vivo. 2014. 122f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2014.  

A mistura triterpênica � e �-amirinas é comumente encontrada em 
quantidades significativas em espécies do gênero Protium (Burseraceae) e possuem 
reconhecidas atividades anti-inflamatória, hepatoprotetora, gastroprotetora e 
analgésica, dentre outras. Entretanto, pouco se sabe sobre sua farmacocinética e 
metabolismo.   Neste sentido, esta tese teve o objetivo de desenvolver metodologias 
bioanalíticas para determinar a farmacocinética e a eliminação de � e �-amirinas 
isoladas de P. spruceanum bem como avaliar o metabolismo in vitro destes 
triterpenos. A mistura de � e �-amirinas foi isolada em grau de pureza 
cromatográfica acima de 99%. Foi desenvolvida e caracterizada uma nanoemulsão 
do tipo O/A contendo � e �-amirinas a fim de viabilizar a administração por vias oral 
e endovenosa e realizar os estudos de disposição cinética dessas substâncias em 
camundongos. O tamanho médio das partículas da nanoemulsão foi de 103,5 ± 0,44 
nm, com porcentagem de encapsulação de acima de 99%. Os estudos de liberação 
in vitro mostraram baixa taxa de liberação após 24 horas. A avaliação da disposição 
cinética de � e �-amirinas em camundongos mostrou que após administração oral a 
suspensão de CMC não foi absorvida, entretanto a nanoemulsão contendo as 
substancias foi absorvida e a biodisponibilidade oral de � e �-amirinas foi de 1,03 ± 
0,08 e 1,56 ± 0,24%, respectivamente. O Vd foi elevado e a T1/2 foi de 2,61±0,15 e 
2,57±0,07 horas, respectivamente. O ClB mostrou-se elevado, comparado ao ClR. 
Após administração oral da nanoemulsão, praticamente toda a mistura foi eliminada 
inalterada nas fezes devido a baixa absorção. Entretanto, após administração 
endovenosa cerca de 50% da mistura foi eliminada inalterada pela via biliar. Estudos 
de eliminação renal de � e �-amirinas mostraram que apenas cerca de 0,2% das 
substâncias foram eliminadas por via renal após administração endovenosa. O 
fenômeno Flip-Flop ocorreu para a via extravascular utilizada. Os resultados da 
eliminação parcial e de baixa liberação in vitro sugerem que após administração 
endovenosa da nanoemulsão pode ocorrer acúmulo extravascular dos compostos, 
corroborando com altos Vd. As reações biomiméticas de oxidação de � e �-amirinas 
mostraram baixa taxa degradação. Apenas um metabólito putativo foi encontrado, 
entretanto, não foi possível observá-lo nas matrizes biológicas analisadas.  

  
Palavras-chave: produtos naturais; triterpenos; �, �-amirinas; validação 

bioanalítica; farmacocinética; nanoemulsões; eliminação biliar  
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1.1 Introdução 

Nesta tese são apresentados os resultados obtidos durante desenvolvimento 
do projeto de doutorado intitulado “Desenvolvimento e Validação de um Método 
Bioanalítico para Avaliação Farmacocinética de uma Mistura Binária de Triterpenos 
Pentacíclicos e de seus Metabólitos in vivo” desenvolvido no Núcleo de Pesquisas 
em Produtos Naturais e Sintéticos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto, sob orientação do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes.
 Ela está dividido em capítulos segundo a cronologia dos experimentos 
realizados. 
 Neste primeiro capítulo será apresentada uma revisão bibliográfica geral 
sobre o material vegetal utilizado e sobre o estado da arte da farmacocinética e do 
metabolismo in vivo e in vitro de terpenos.  
 No segundo capítulo serão apresentados os objetivos desta tese. No terceiro 
capítulo, intitulado “Isolamento e Identificação da Mistura Binária de Alfa e Beta 
Amirinas” serão descritos metodologia e resultados obtidos para o isolamento dos 
terpenos foco desta tese. No quarto capítulo serão apresentado o desenvolvimento e 
a caracterização da formulação que foi utilizada nos ensaios in vivo. No quinto 
capítulo serão descritos o desenvolvimento e a validação de métodos para 
quantificação de � e �-amirinas nas matrizes biológicas fezes, plasma e urina. Em 
seguida será relatada a etapa de reações biomiméticas preliminares de oxidação 
utilizando metaloporfirinas. No sétimo capítulo, serão apresentados os resultados de 
disposição cinética e eliminação de � e �-amirinas em camundongos. 

Para finalizar, serão apresentadas as conclusões deste trabalho, seguida das 
Referências Bibliográficas e dos Anexos. 

1.2 Protium spruceanum

A espécie Protium spruceanum Benth. Engler (Fig. 1), pertencente à família 
Burseraceae (tribo Protieae) é encontrada em florestas tropicais úmidas como a 
Atlântica e Amazônica principalmente no interior de matas ciliares ou em solos 
encharcados. É uma espécie arbórea semidecídua conhecida popularmente como 
almécega de casca lisa ou breu. Sua floração ocorre entre os meses de setembro e 
outubro e a frutificação inicia-se geralmente em setembro. As flores são dispostas 
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em inflorescências unissexuadas do tipo panículos ramosas axilares e os frutos são 
compostos por baga subglobosa de superfície lisa e brilhante, de cor vermelha 
contendo até 2 sementes envoltas por um arilo fino e adocicado que é apreciado 
pela avifauna (LOBO-FARIA, 1998; VIEIRA, 2005). 

Figura 1. Exemplar de Protium spruceanum Benth. Engler. À esquerda folhas e frutos; à direita 
árvore. (Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Bianco de Souza 

Existem poucos relatos na literatura sobre a espécie. A maioria deles relata 
relações de ecologia com o ecossistema nas regiões de Itumirim-MG (LOSCHI et al., 
2013), de Lavras-MG (VIEIRA, DE CARVALHO, 2008) na Mata Atlântica (VIERA et 

al., 2012; VIEIRA et al., 2009) e no Sudeste brasileiro (VAN-DER-BERG, et al., 
2012). 

Com relação aos estudos fitoquímicos e farmacológicos da espécie, apenas 
foram realizados três estudos. O componente majoritário dos óleos essenciais de 
folhas, ramos, casca, frutos e resina de P. spruceanum foram sabineno em folhas, 
ramos e cascas, embora limoneno tenha sido encontrado em maior quantidade nos 
frutos (ZOGHBI et al., 2002). Estudos de variação sazonal de óleos essenciais de 
diferentes partes da planta evidenciaram variações sazonais de composição e 
rendimento de óleo essencial ao decorrer do período analisado (MACHADO et al., 
2003). Recentemente foi relatada atividade anti-inflamatória e antinociceptiva em 
camundongos de extrato bruto e frações hexânica e metanólica de P. spruceanum

em doses acima de 200 mg/kg. As atividades do extrato e da fração hexânica foram 
atribuídas à mistura triterpênica � e �-amirinas. Também foi relatada baixa 
toxicidade aguda para o extrato em doses até 6g/kg (RODRIGUES et al., 2013). 
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1.3 O Estado da Arte da Farmacocinética e Metabolismo de Terpenos 

 Os terpenos são compostos pertencentes a uma importante classe de 
metabólitos secundários produzidos principalmente por plantas e são bastante 
importantes e comumente encontrados. Podem ser formados por duas vias 
biossintéticas, a saber, a via clássica do Mevalonato ou a vida da DOXP/MEP ou 
Rohmer (SCHMIDT et al. 2012, GONZALÉZ-BURGOS & GÓMEZ-SERRANILLOS, 
2012). Ambas as vias conduzem a união de unidades de isoprênicas (C5) para 
construção das subclasses terpênicas (SCHMIDT et al. 2012).  

Este grupo de Produtos Naturais possuem mais de 40 mil compostos e várias 
atividades biológicas tem sido relatadas para esta classe como antineoplásica, 
antimicrobiana, antifúngica, antiparasitária, antiviral, antialérgica, antiespasmódica, 
hipolipêmica, anti-inflamatória, imunomoduladora dentre outra (TROPPIL & 
BISHAYEE, 2011). 

Baseado no número de unidades isoprênicas que os compõem, os terpenos 
podem ser divididos em hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos 
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos > 
C45). (GONZALÉZ-BURGOS & GÓMEZ-SERRANILLOS, 2012). 

Na Figura 2 estão representados o somatório do número de artigos 
encontrados realizando uma pesquisa na literatura através do site 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed com os termos “pharmacokinetic”, “in vitro

metabolism” e “in vivo metabolism”. 

  

Figura 2: Somatório do número de artigos no período de 10, 5 anos e de 2013 a 2014 para os termos 
“pharmacokinetic”, “in vivo metabolism” e “in vitro metabolismo”. Data da pesquisa: 26 de junho de 
2014. 
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Já na Figura 3 estão representados os resultados de busca utilizando como 
termos [“subclasse” AND “pharmacokinetic”] ou [“subclasse” AND “in vitro

metabolism”] ou [“subclasse” AND “in vivo metabolism”] e algumas variações. 

Figura 3: Resultados de número de artigos encontrados para pesquisa no site 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed para a cada subclasse dos terpenos. Número total de artigos e 
no período de 10, 5 anos e de 2013 a 2014. A - [“subclasse” AND “pharmacokinetic”]; B - [“subclasse” 
AND “in vivo metabolism”]; C - [“subclasse” AND “in vitro metabolism”]; D - Somatório dos artigos 
encontrados. Data da pesquisa: 26 de junho de 2014.
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Os diterpenos são a subclasse com maior número de estudos relacionados ao 
seu metabolismo e farmacocinética (Fig 3-D). Apesar de não ser a maior subclasse 
ela é amplamente estudada especialmente pelo seu interesse farmacológico e pela 
disponibilização de alguns desses compostos já na terapia clínica (MIN, 2011). 

Entretanto, como pode ser visualizado na Figura abaixo, menos de 3% dos 
estudos de farmacocinética, metabolismo in vitro ou in vivo estão relacionados a 
terpenos embora os produtos naturais tenham sido considerados a principal fonte de 
substâncias ativas na terapêutica nos últimos 30 anos uma vez que mais de 50% 
dos medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration se relacionam com 
Produtos Naturais e caso sejam considerados os biológicos esse percentual passa 
de 65% (NEWMAN, CRAGG; 2012)  

Figura 4: Resultados do somatório do número de artigos encontrados para pesquisa no site 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed da classe dos terpenos. Número total de artigos e no período de 
10, 5 anos e de 2013 a 2014. Comparação entre os termos [“pharmacokinetic”] vs [“terpenes” AND 
“pharmacokinetic”]; [“in vivo metabolism”] vs [“terpenes” AND “in vivo metabolism”] e [“in vitro 
metabolismo”] vs [“terpenes” AND “in vitro metabolism”]. Data da pesquisa: 26 de junho de 2014.

1.3.1 Monoterpenos 

Os monoterpenos são os principais constituintes dos óleos essenciais e 
possuem várias atividades biológicas como antimicrobiana, sedativa, antitumoral, 
citotóxica, anti-inflamatória dentre outras. Eles são comumente usados na produção 
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de medicamentos e cosméticos e perfumes devido ao seu odor agradável (ZHANG 
et al. [201-]). 

Considerando a farmacocinética de monoterpenos, recentemente métodos 
foram desenvolvidos para quantificar borneol (1), isoborneol (2), canfora (3) em ratos 
(CHENG et al., 2013) entretanto não foram realizados estudos farmacocinéticos 
detalhados dos compostos. Também existem relatos que condições patológicas 
aumentam o transporte de borneol pela barreira hematoencefálica (XU et al., 2013) e 
que a presença deste composto aumenta a biodisponibilidade ocular de geniposideo 
(4) (SONG et al., 2013). Outros estudos revelam que alterações patológicas também 
alteram os parâmetros farmacocinéticos após administração oral de paeoniflorina (5) 
(SUE et al., 2013). Ervas contendo mentol (6) nas mesmas concentrações 
apresentaram o mesmo perfil farmacocinético, entretanto, em concentrações 
diferentes há diferença significativas nos parâmetros farmacocinéticos sugerindo 
cinética não linear (YANG et al., 2013). 

Os mais recentes relatos de metabolismo in vivo de monoterpenos referem-se 
a metabolismo de �3-careno (7) que mostram metabólitos in vivo de oxidações de 
carbonos alílicos (SCHMIDT et al., 2014) e de verprosideo (8) relatando 
principalmente produtos de hidrólise e glucuronidação (KIM et al., 2012). 

Os últimos estudos publicados sobre metabolismo in vitro de monoterpenos 
relatam hidroxilações nas posições C6 ou C10 pelas isoformas CYP2A6 e CYP2B6 
de (+)-fenchona (9) (MIYAZAWA, GYOUBU; 2006) e de (-)-fenchona (10) 
(MIYAZAWA, GYOUBU; 2007a) além da metabolização de (+)-fenchol (11) pelas 
isoformas CYP2A6 e CYP2B (MIYAZAWA, GYOUBU; 2007b). CYP2A6 mostrou-se 
a principal isoforma responsável pela hidroxilação de (-)-cânfora na posição C5 
(GYOUBU, MIYAZAWA; 2007) assim como na hidroxilação de (+) e (-)-mentol 
(MIYAZAWA et al., 2011).  
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Figura 5: Estruturas químicas de alguns monoterpenos 

1.3.2 Sesquiterpenos 
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superiores, fungos, insetos e esponjas. Esses compostos também possuem 
importante função ecológica de interação planta (HOG et al., 2012; CHEN et al., 
2011). 
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As duas classes de sesquiterpenos mais estudados com relação a 
farmacocinética e metabolismo são a toxina T-2 (12) e os derivados de artemisinina 
(13), este último especialmente pela utilização contra malária desde 1985 
(LESKOVAC, THEOHARIDES; 1991). 

Os parâmetros farmacocinéticos em grávidas de artemeter (14) e 
dihidroartemisinina (15) foram numericamente menores, comparados aos de 
pacientes não grávidas, entretanto, não houve diferença significativa entre a idade 
gestacional e estes parâmetros para dihidroartemisinina e artemeter (TARNING et 

al., 2013).  Recentemente dois artigos foram publicados com desenvolvimento de 
métodos para quantificação de lactonas sesquiterpênicas e aplicação em 
farmacocinética.  Os resultados obtidos para xantatina (16) mostraram meia vida e 
eliminação curta sem diferenças significativas quando diferentes doses foram 
utilizadas demonstrando uma cinética de correlação linear por via endovenosa (YAN 
et al., 2014).  

Guo e colaboradores (2014) relataram a quantificação simultânea de 
isoalantolactona (17) e alantolactona (18) em ratos após administração pela via 
endovenosa evidenciando que as substâncias são distribuídas e eliminadas 
rapidamente e possuem meia vida de eliminação curta (GUO et al., 2014). 

Com relação a metabolismo de sesquiterpenos, recentemente Wu e 
colaboradores relataram que a hidroxilação de T-2 está relacionada à atividade de 
CYP3A29 e a hidrólise à carboxilesterases (WU et al., 2011). A metabolização in 

vitro de artemisinina está relacionada a atividade de CYP2B6 (ASIMUS, ASHTON, 
2009).  
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Figura 6. Estruturas químicas de alguns sesquiterpenos 
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Os Diterpenos compreendem mais de 12 mil compostos (PETERS, 2010) e 
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12

Toxina T-2 

O
O

CH3

AcO

(H3C)2HCH2COCO

CH3

OAc

OH

13

Artemisinina

O
O

O

CH3

CH3 CH3

O O

14

Artemeter

O
O

OCH3

CH3

CH3 CH3

O O

15

Dihidroartemisinina

O
O

OH

CH3

CH3 CH3

O O

O

CH2 O

CH3
CH3

O

16

Xantatina

O

CH2

CH2

O

CH3

17

Isoalantolactona

O

O

CH3

CH3

CH2

18

Alantolactona



11 

2014). A biodisponibilidade de docetaxel em ratos sofreu uma considerável melhora 
quando o ativo foi veiculado em microemulsão (MA et al., 2013) e quando veiculado 
em nanocápsulas a biodisponibilidade em minipigs da substância encapsulada 
aumentou 10 vezes, comparado à substância livre (ATTILI-QADRI et al., 2013). Já 
nanopartículas preparadas com quitosana contendo docetaxel promoveram aumento 
em mais de 60% da biodisponibilidade deste diterpeno em ratos (SAREMI et al., 
2013). Outra estratégia farmacotécnica para melhorar os parâmetros 
farmacocinéticos de terpenos foi veicular paclitaxel em lipossomas o que melhorou a 
biodistribuição deste fármaco em vários órgãos, especialmente no fígado e baço 
(WANG et al. 2013). Estudos comparativos de parâmetros farmacocinéticos de 
docetaxel e derivados mostraram que não houve diferenças entre os parâmetros 
calculados para as substâncias testadas em humanos com câncer (CHO et al., 
2014). 

Existem poucos relatos sobre metabolização de taxol e derivados. Sabe-se 
que as isoformas CYP3A e CYP2B são responsáveis pela formação de metabólitos 
hidroxilados desses compostos (KOMOROSKI et al., 2005; GUT et al., 2006) 

Figura 7: Estruturas químicas de dois diterpenos importantes e amplamente estudados  
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imunomodulatória dentre outros (DZUBAK et al., 2006, RHOURRI-FRIH et al., 2013; 
MATOS et al., 2013, MUFFER et al., 2011). Esta subclasse possui aproximadamente 
20 mil compostos identificados e são sintetizados a partir da ciclização do esqualeno 
(SHENG & SUN, 2011; DZUBAK et al., 2006). Os triterpenos podem ser encontrados 
na forma livre ou ligados a porções glicosídicas formando Saponinas Triterpênicas 
(SCHMIDT et al., 2012). As Saponinas também possuem atividades biológicas como 
antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatória e anti-leishmanicida, dentre outras 
(LAMBERT et al., 2011). 

Existem vários relatos sobre farmacocinética de triterpenos. Entretanto, a 
grande maioria deles relata a análise de compostos após administração de extratos 
de plantas como no caso da administração de licorina e determinação simultânea 
das saponinas uralsaponina C (21) e F (22), 22�-acetoxil-glicirrizina (23), 24-
hidroxilicorina E2 (24), licorinas G2 (25), E2 (26) e J2 (28) e glicirrizina (27) em 
plasma de cachorros (TAO et al., 2013). 

Figura 8: Saponinas triterpênicas relatadas por Tao e colaboradores. Fonte: TAO et al., 2013

Os parâmetros farmacocinéticos do triterpeno cicloastragenol (29) juntamente 
com outros 5 compostos não triterpênicos foram calculados após administração oral 
de 3 doses de Yu Ping Feng San, planta comumente utilizada na medicina chinesa 
(LI et al., 2013). Outra saponina quantificada em plasma de ratos foi gimnemagenina 
(30) após administração de 400 mg/kg de  extrato de Gymnema sylvestre por via 
oral. Esta substância provavelmente está presente no plasma devido à hidrólise de 
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ácidos gimnêmicos após metabolismo de primeira passagem (KAMBLE et al., 2013). 
Entretanto a farmacocinética destes compostos não foi amplamente discutida pelos 
autores. 

Após administração oral de 5 mg/kg via intraperitoneal, a saponina 
cucumariosideo A2-2 (31) foi rapidamente absorvida e detectada no baço de 
camundongos sem sofrer transformações metabólicas após 24 horas da injeção via 
intraperitoneal (PILSLYAGIN et al., 2013). 

Em estudos de detecção simultânea dos epímeros 25-metoxidamarano-
3�,12�,20-triol (32) em plasma de ratos após administração endovenosa não foi 
possível verificar diferenças entre  ASC, MRT e T1/2 dos dois epímeros, entretanto 
houve diferenças entre o Cl para os dois isômeros (SHI et al., 2013). 

Os estudos de farmacocinética de 20(S)-protopanaxadiol (33) mostraram que 
a utilização de nanopartículas líquidas cristalinas autoemulsionadas (JIN et al., 2013) 
ou de nanoestruturas cristalinas líquidas (JIN et al., 2013b) contendo o composto 
aumentaram em mais de 150% a biodisponibilidade relativa comparada à da 
substância livre.  

Poucos estudos de metabolismo de triterpenos foram realizados. Estudos de 
metabolismo in vitro de ácidos � e �-boswelicos (34) mostraram que esses ácidos 
foram intensivamente metabolizados por microssomas hepáticos de ratos e de 
humanos entretanto, ácidos ceto- e acetilboswelicos não foram metabolizados 
(GERBETH et al., 2013). A mistura binária de � e �-amirinas (35 e 36) também não 
foram metabolizados por microssomas hepáticos de ratos (MOREIRA et al., 2013). 

Saponinas do tipo ginsenosideos (37), ao serem metabolizadas pela via oral, 
produzem metabólitos principalmente de hidrólise da porção glicosídica das 
saponinas ou formação de oxidações de cadeias laterais (YANG et al., 2009; QIAN 
et al., 2006; QIAN et al., 2005). 
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Figura 9: Estruturas químicas de alguns triterpenos e saponinas 

Assim, estudar a farmacocinética e a eliminação de substâncias terpênicas 
bem como buscar estratégias para melhorar a biodisponibilidade de substâncias 
dessa importante classe se faz necessário para que possam ser inseridas novas 
substâncias nos testes clínicos de atividade biológica e disposição. 
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Capítulo 3 - ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DA 
MISTURA BINÁRIA DE ALFA E BETA AMIRINAS 
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3.1 Introdução 

Muitas são as substâncias produzidas por vegetais e microrganismos com 
atividades biológicas de interesse e farmacologicamente importantes. Essas 
substâncias, principalmente os metabólitos secundários, de certa forma, garantem 
vantagens para a sobrevivência e perpetuação da espécie (SIMÕES et al., 2004).  
Diante da biodiversidade do planeta, as fontes de metabólitos secundários parecem 
inesgotáveis, considerando as enormes possibilidades de se encontrar novas e 
diferentes estruturas com atividades de extrema importância medicinal e comercial 
(YUNES & CALIXTO, 2001).  

Grande é a importância da pesquisa na área de produtos naturais, uma vez 
que diversos medicamentos no mercado são provenientes direta ou indiretamente de 
substâncias obtidas a partir de plantas e microrganismos. Estima-se que 
aproximadamente 34% das entidades químicas registradas até meados da década 
de 2000 sejam provenientes de produtos naturais. Das entidades registradas de 
1981 a 2006, 12% mimetizam substancias dessa classe e 17% possuem grupos 
farmacofóricos derivados de metabólitos secundários (ROLLINGER, 2009). Além 
disso, mais da metade dos anticancerígenos e antibióticos estão relacionados com a 
pesquisa em produtos naturais (MCCHESNEY, VENKATARAMAN & HENRI, 2007). 

Uma importante classe de metabólitos secundários são os terpenos que se 
distribuem amplamente na natureza e representam a maior classe de metabólitos 
secundários com mais de 20 mil compostos conhecidos (PHILLIPS et al., 2006). São 
constituídos de unidades isoprênicas e podem ser divididos em subclasses de 
acordo com o número dessas unidades.  

Os triterpenos, foco de nosso interesse, são constituídos de seis unidades 
isoprênicas e sintetizados a partir da ciclização do esqualeno (SHENG & SUN, 
2011). Apresentam uma variedade de atividades farmacológicas e por isso o 
interesse nessa subclasse tem sido bastante crescente. Dentre as atividades 
farmacológicas dos triterpenos destacam-se a anti-inflamatória e antinociceptiva 
(CHICCA, et al., 2012; MATOS et al., 2013; PASSOS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 
2005b; OTUKI et al., 2005; HOLANDA PINTO et al., 2008), antipruriginosa 
(OLIVEIRA et al., 2004b), hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005a), antimicrobiana 
e antiviral (JOSHI et al., 2013; RHOURRI-FRIH et al., 2013,GAO et al., 2010). 
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Vários são os triterpenos com atividade anti-inflamatória comprovada, 
principalmente da classe dos ursanos, oleonanos e lupanos tais como ácido ursólico 
(MÁÑEZ et al., 1997; BARICEVIC et al., 2001), �- e �- amirinas (OLIVEIRA et al., 
2004a,b; VILLASEÑOR et al., 2004; OTUKI et al., 2005; MEDEIROS et al., 2007; 
HOLANDA PINTO et al., 2008; SOLDI et al., 2008), ácido boswélico (AMMON, 2002; 
KIELA et al., 2005), ácido 23-hidroxiursólico (TOPONDJOU et al., 2003; SHIN et al., 
2004), lupeol (NIKIEMA et al., 2001); breína (YASUKAWA et al., 1996). 

Acredita-se que, devido à semelhança estrutural dos triterpenóides com os 
compostos esteroidais, exista uma semelhança também com relação ao mecanismo 
de ação dessas substâncias.    

É de grande importância a comprovação de atividade anti-inflamatória de 
triterpenos, uma vez que os medicamentos disponíveis no mercado para o 
tratamento de inflamações provocam vários efeitos adversos tanto pelo uso 
esporádico quanto pelo uso contínuo (DE FRANCISCHI, 2005). Entretanto, apesar 
de diversas comprovações científicas da atividade biológica, em especial anti-
inflamatória de triterpenos, pouco se sabe sobre a farmacocinética e sobre o 
metabolismo dessas substâncias.  

As substâncias � e �-amirinas (Fig. 10) são triterpenos pentacíclicos que se 
diferem pela posição de um grupo metila na posição C19 e C20, respectivamente 
(BISKUP et al., 2012). Além de serem encontradas em resinas das espécies dos 
gêneros Protium e Bursera, essa mistura é comumente encontrada em outras 
espécies como Anemone rivulgaris (ZHAO et al., 2012) e Manilkara bidentata 

(RHOURRI-FRIH et al., 2013; HERNANDEZ-VÁZQUEZ et al., 2013)

Figura 10: Estruturas químicas de � (A) e � (B) amirinas 
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A �-amirina é também encontrada em quantidades significativas em Cassia 

obtusifolia, e Commiphora holtzian (HERNANDEZ-VÁZQUEZ et al., 2010;  SOB et 

al., 2010; MANGURO et al.,  2009) 
 A principal fonte de �-amirina são Nelumbo nucifera e na raiz “cuachalalate” 

(Amphipterytium adstringens) (HERNANDEZ-VÁZQUEZ et al., 2012; ROSAS-
ACEVEDO et al., 2011; XU et al., 2011).  Varias atividades biológicas tem sido 
reportadas para essa mistura ao longo dos anos, dentre elas anti-inflamatória, 
analgésica, hepatoprotetora e gastroprotetora  (OLIVEIRA et al., 2004a,b; 2005 a,b;  
OTUKI et al., 2005; MEDEIROS et al., 2007; HOLANDA PINTO et al., 2008; SOLDI 
et al., 2008; PASSOS et al., 2013; MATOS et al., 2013; CHICCA, et al., 2012; 
SANTOS et al., 2012). 

3.2 Objetivos Específicos 

� Coletar folhas e galhos de P. spruceanum; 
� Preparar extratos hexânicos a partir de folhas e cascas trituradas da planta; 
� Isolar � e �-amirinas, conforme metodologia descrita previamente.  

3.3 Materiais e Métodos 

O isolamento de amirinas foi realizado no Laboratório de Farmacognosia do 
CiPharma (EF/UFOP), sob coordenação do Prof. Dr. Gustavo Henrique Bianco de 
Souza. O material vegetal, galhos de P. spruceanum contendo folhas, foi coletado 
em Lavras-MG, e uma exsicata foi depositada no herbário da Universidade Federal 
de Lavras sob o número 16399 HESAL. 

As folhas foram separadas dos galhos e foram secas separadamente em 
estufa de ar circulante a temperatura constante (50 oC) e trituradas também 
separadamente em moinho de facas. 

O extrato hexânico foi obtido por extração em ultrassom em ciclos de 30 
minutos até esgotamento do material vegetal. Posteriormente o solvente foi 
recuperado em evaporador rotatório e o extrato obtido sofreu processos de 
cromatografia em coluna clássica sequenciais até a purificação das frações tendo 
como fase estacionária sílica gel 60 (40-230 mesh) e como fase móvel os solventes 
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Capítulo 4 - DESENVOLVIMENTO E 
CARACTERIZAÇÃO DA NANOEMULSÃO CONTENDO 

ALFA E BETA-AMIRINAS
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4.1 Introdução 

Mais de 40% das novas entidades químicas com atividade biológica 
descobertas possuem baixa solubilidade em água e baixa biodisponibilidade oral. 
Este fato torna necessária a utilização de alguma estratégia farmacotécnica para 
melhorar essas propriedades a fim de que essas entidades sejam viáveis para 
utilização como medicamentos. Preparar nanoemulsões tem sido uma estratégia 
importante para administrar substâncias de baixa solubilidade com eficiência no 
organismo (GONG, et al., 2012; KOTTA et al., 2012). 

O termo nanoemulsão é utilizado para definir emulsões com partículas 
menores que 1000 nanômetros (nm) que podem ser chamadas de emulsões 
ultrafinas ou miniemulsões (KOROLEVA & YURTOV, 2012). Esse tipo de emulsão é 
composto por gotas em escala nanométrica de um líquido imiscível dispersas em 
outro líquido e tem sido foco de pesquisa, pois, além de melhorar as propriedades 
dos fármacos insolúveis em água, possuem a capacidade de transporte de 
compostos ativos variados com propriedades únicas (LIU, QI & WU, 2012).  

Surfactantes etoxilados iônicos ou não-iônicos são frequentemente utilizados 
para estabilizar nanoemulsões do tipo óleo em água (O/A) (KOROLEVA & YURTOV, 
2012).  

Recentemente, Food and Drug Administration tem aprovado algumas 
nanoemulsões de fármacos insolúveis como Estrasorb®, Flexogan® e Restasis® para 
aplicações clínicas (GONG et al., 2012).  

Existem relatos de que a taxa de absorção de medicamentos 
nanoemulsionados é superior quando comparado com outras formas farmacêuticas 
(KOROLEVA & YURTOV, 2012). 

Estudos comparativos entre nanoemulsão lipídica e suspensão de 
ceforoxima, um antibiótico da classe das cefalosporinas, mostraram que a 
biodisponibilidade da nanoemulsão é quase duas vezes maior e que as 
concentrações plasmáticas máximas atingidas para nanoemulsão também foram 
consideravelmente maiores (PATEL, PODDAR & SAWANT, 2012). A 
biodisponibilidade e a atividade antioxidante de vitamina E foi consideravelmente 
maior para nanoemulsões comparada a de cápsulas gelatinosas desse composto, 
ambos administrados por via oral (GONG et al., 2012). 
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Estudos com o flavonoide fisetina mostraram que não houve diferença na 
biodisponibilidade para a nanoemulsão comparada a do flavonoide livre em 
exposição sistêmica, ou seja, quando administrada por via endovenosa. Entretanto, 
quando administrado intraperitonealmente, a biodisponibilidade da nanoemulsão foi 
24 vezes maior, comparada a do flavonoide livre. Além disso, a dose antitumoral 
para a nanoemulsão foi consideravelmente menor (36,6 mg/kg) comparada a da 
substância livre (223 mg/kg) (RAGELLE et al., 2012). 

Considerando que a mistura de � e �-amirinas possui caráter lipofílico 
bastante pronunciado, e que estudos de disposição cinética de �-amirina em ratos 
mostraram baixa biodisponibilidade para o composto puro e no extrato (0,86% vs

3,83%) (CHING, 2011), torna-se importante o desenvolvimento de uma formulação 
que permita a administração endovenosa, bem como possa promover a melhoria 
nos parâmetros farmacocinéticos da mistura.  

4.2 Objetivos Específicos 

� Desenvolver uma nanoemulsão que permita administrar � e �-amirinas pela 
via endovenosa; 

� Caracterizar a nanoemulsão desenvolvida com relação a parâmetros de 
tamanho de partícula, índice de polidispersão e porcentagem de 
encapsulação; 

� Realizar estudos de liberação in vitro de � e �-amirinas contidas na 
nanoemulsão. 

4.3 Materiais e Métodos 

4.3.1 Desenvolvimento da Nanoemulsão  

O desenvolvimento e a caracterização das nanoemulsões foram realizados 
sob coordenação do Prof. Dr. Orlando David Henrique dos Santos 
(DEFAR/EF/UFOP).  

A nanoemulsão foi preparada pelo método de emulsificação direta descrito 
por Morais e colaboradores (2006) com modificações utilizando-se Croduret 50 
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Capítulo 5 - DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE 
METODOLOGIAS BIOANALÍTICAS PARA 

QUANTIFICAÇÃO DE ALFA E BETA-AMIRINAS 
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5.1 Introdução 

Com o avanço das técnicas cromatográficas e espectroscópicas, inúmeros 
procedimentos para medições analíticas e bioanalíticas são realizados ao redor do 
mundo e a validação desses procedimentos se faz necessária para que os 
resultados obtidos sejam confiáveis e adequados ao que o método se propõe (DE 
BARROS, 2002). 

Segundo a RDC Nº 27, de 17 de maio de 2012, validação é a confirmação por 
ensaio e fornecimento de evidência objetiva de que os requisitos específicos para 
um determinado uso pretendido são atendidos (ANVISA, 2012). 

A fim de demonstrar o desempenho de métodos analíticos e bioanalíticos 
(onde se usam matrizes biológicas) é necessário investigar algumas características 
realizando ensaios de seletividade, efeito residual, efeito de matriz, linearidade, 
precisão, exatidão e estabilidade para que o método possa ser utilizado com 
confiabilidade e segurança (ANVISA, 2012).  

5.2 Objetivos Específicos 

� Desenvolver metodologia de extração e quantificação de � e �-amirinas 
contidas no plasma de camundongos; 

� Validar metodologia desenvolvida para quantificação de � e �-amirinas 
contidas no plasma de camundongos; 

� Desenvolver metodologia de extração e quantificação de � e �-amirinas 
contidas nas fezes de camundongos; 

� Validar metodologia desenvolvida para quantificação de � e �-amirinas 
contidas nas fezes de camundongos. 

� Desenvolver metodologia de extração e quantificação de � e �-amirinas 
contidas na urina de camundongos; 

� Validar metodologia desenvolvida para quantificação de � e �-amirinas 
contidas na urina de camundongos. 
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Capítulo 6 - REAÇÕES BIOMIMÉTICAS DE OXIDAÇÃO 
DE ALFA E BETA AMIRINAS USANDO 

METALOPORFIRINAS 
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6.1 Introdução 

Monooxigenases do citocromo P450 (CYP450) são um tipo de hemoproteínas 
possuidoras de porfirina de ferro como centro ativo, estão amplamente distribuídas 
nos organismos e são responsáveis por catalisar hidroxilações em ligações C-H 
inertes utilizando oxigênio em condições suaves (GIANG & CANCHENG, 2012). 
Nessas reações ocorre a incorporação de um átomo de oxigênio em um substrato 
enquanto outro átomo de oxigênio é reduzido por dois elétrons gerando água 
(LOHMANN & KARST, 2008). 

Com o surgimento de novas entidades químicas é de extremo interesse na 
pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos que sejam realizados estudos de 
metabolismo in vitro a fim de direcionar o estudo de biotransformação de maneira 
rápida já nos primeiros estágios de pesquisa a fim de definir a viabilidade do uso 
desse candidato (LOHMANN & KARST, 2008). 

Alguns testes de biotransformação in vitro podem ser realizados utilizando 
matrizes contendo CYP450. Dentre eles podem ser citados os modelos de fígado 
isolado perfundido, pedaços de fígado, utilização de hepatócitos isolados, 
homogenato de fígado ou frações desse homogenato (LOHMANN & KARST, 2008). 

Entretanto, utilizar diretamente CYP450 como catalizador de oxidações na 
indústria torna-se difícil uma vez que as hidroxilações que ocorrem no organismo por 
essa via envolvem múltiplas etapas de processos complicados de transferência de 
elétrons (GIANG & CANCHENG, 2012). 

Dentre esses métodos o de mais fácil obtenção e manuseio é o de frações de 
homogenato de fígado que são obtidas por centrifugação diferencial desse 
homogenato. Cada fração é composta por um tipo de enzimas: a fração microssomal 
contém enzimas do CYP450, a fração citosólica contém enzimas de fase II e a 
fração S9 contém ambas as enzimas de fase I e II e oferece a mais completa 
representação de enzimas do perfil metabólico. A fração microssomal é bastante 
popular, entretanto exigem adição de cofatores e possuem a desvantagem de 
impossibilidade de modelação enzimática e limitações das medições quantitativas 
(LOHMANN & KARST, 2008) 

Em 1979 foi relatada pela primeira vez a utilização de um sistema 
empregando uma metaloporfirina sintética (clorotetrafenilporfirina de ferro III) 
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utilizando iodosilbenzeno como oxidante a fim de realizar reações biomiméticas de 
oxidação de ligações C-H inertes. Este sistema que mimetiza a ação de enzimas do 
CYP450 tem sido amplamente utilizado como modelo para estudos de hidroxilações 
sob condições ambientes (GIANG & CANCHENG, 2012; DE FARIA et al., 2011) e 
desde então tem sido amplamente utilizadas na geração de moléculas para 
aplicação na química fina e na indústria farmacêutica (DE FARIA et al., 2011). 

Atualmente, as metaloporfirinas de ferro são as mais comumente utilizadas 
para estes estudos pois são capazes de catalisar oxidações orgânicas de maneira 
bastante semelhante ao que ocorre com a enzima biológica (DE FARIA et al., 2011), 
entretanto podem ser utilizadas estruturas contendo manganês e zinco por exemplo 
como metais de coordenação. Já como oxidantes podem ser utilizados hipoclorito de 
sódio (NaOCl), iodosilbenzeno (PhIO), peróxido de hidrogênio (H2O2), terc-butil-
hidroperóxido (t-BuOOH) ou ácidos peroxicarboxílicos como o ácido 3-
cloroperoxibenzóico (m-CPBA) (LOHMANN & KARST, 2008). 

Vários sistemas porfirínicos tem sido reportados na literatura e tem sido 
preparados catalizadores de 3 gerações diferentes, como exemplificado na Figura 
15.  

Figura 15: Fórmula estrutural de metaloporfirinas de 1ª geração (A) 2ª geração (B-C) 3ª geração (D). 
M corresponde ao metal (Fe ou Mn) 

A aplicação de reações catalíticas biomiméticas utilizando metaloporfirinas na 
oxidação de produtos naturais é bastante promissora, uma vez que pode auxiliar no 
descobrimento de novas drogas para utilização clínica e tem sido realizada para 
algumas classes de compostos naturais como lignanas e óleos essenciais (DE 
FARIA et al., 2011). Outro composto de origem natural que teve sua metabolização 
in vitro recentemente publicada foi o lapachol cuja metabolização com catalizador de 
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Jacobsen produziu onze derivados de oxidação (NIEHUES et al., 2012). Já as 
reações biomiméticas utilizando metaloporfirinas para metabolização de grandisina 
produziu apenas um metabólito putativo (FERREIRA et al., 2012).  Entretanto, diante 
da diversidade de classes e substâncias naturais, muito ainda deve ser feito a fim de 
elucidar os processos de metabolismo in vitro e in vivo de diversas substâncias.  

6.2 Objetivos Específicos 

� Realizar reações biomiméticas preliminares de oxidação de � e �-amirinas 
utilizando FeTFPP como catalizador e H2O2, m-CPBA ou PhIO como 
oxidantes; 

� Realizar o monitoramento da reação utilizando um oxidante de escolha. 

6.3 Materiais e Métodos 

6.3.1 Reações Preliminares de Metabolismo in vitro

As reações biomiméticas preliminares de metabolismo in vitro foram 
realizadas por Dra. Valéria Priscila de Barros, da FFCLRP/USP sob coordenação da 
Profa. Dra. Marilda das Dores Assis da mesma instituição. As reações foram feitas 
utilizando FeTFPP (meso tetraquis (pentafluorofenil) porfirina de ferro III) como 
catalisador e como oxidantes H2O2, m-CPBA ou PhIO nas proporções 1:40:40 
(catalisador:substrato:oxidante) durante 4 horas de reação à temperatura ambiente 
e sob agitação magnética. As análises das frações e escolha do oxidante para 
preparação das reações para isolamento foram definidas pela Dra. Valéria e foi 
recebido um frasco contendo a reação final a partir de 40 mg de amostra, bem como 
os padrões. As amostras foram analisadas em CG-EM nas condições já 
mencionadas no item 3.3 ou em CG-DIC (cromatografia em fase gasosa acoplada a 
detector de ionização de chama) em coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm de 
espessura do filme), injeção de 1,5 µL, modo split na razão de 1:20, tendo como  
fase móvel hélio na vazão 1,41 mL/min. Programação de temperatura de 200 a 290 
oC, 10 oC/min, tempo de análise 56 min e detector de chamas a 290 ºC.  

   



65 

Capitulo 7 - DISPOSIÇÃO CINÉTICA E ELIMINAÇÃO 
DE ALFA E BETA AMIRINAS 



66 

7.1 Introdução 

Ao entrar no organismo, as diversas substâncias exógenas seguem um curso 
para que possam ocorrer os processos de absorção, distribuição, metabolismo ou 
biotransformação e excreção, com a finalidade de serem eliminadas após exercerem 
seu papel. A farmacocinética é a ciência que estuda esta transferência de moléculas 
através do sistema biológico e é de extrema importância para que os processos de 
passagem das substâncias pelo organismo possam ser entendidos (STORPIRTIS et 

al., 2011). 
Existem muitos relatos sobre a farmacodinâmica de �- e �-amirina na 

literatura, entretanto pouco se sabe sobre sua farmacocinética e metabolismo. 
Atividades anti-inflamatória e analgésica de extratos ou frações de plantas 

ricas em �- e �-amirina foram relatados quando houve administração desses 
extratos por via intraperitoneal de doses acima de 5 mg/kg ou por via oral acima de 
100 mg/kg (OTUKI et al., 2001; RODRIGUES et al., 2013). Também foram relatadas 
atividades gastroprotetoras de resinas ricas em �- e �-amirinas, em doses acima de 
200 mg/kg por via oral em camundongos por mecanismo diferente daquele da N-
acetil-cisteína. Em doses maiores a resina também diminuiu a permeabilidade 
vascular induzida por ácido acético em camundongos. Já em ratos, a resina reduziu 
a acidez total sem mudança no volume de secreção gástrica além de exercer efeito 
inibitório na formação de colágeno, mas não reduziu o edema agudo (OLIVEIRA et 

al., 2004b).  
Estudos da mistura triterpênica � e �-amirina em camundongos mostraram 

que nas doses de 100 e 200 mg/kg por via oral elas possuem efeito antialérgico pelo 
mecanismo de estabilização da membrana do mastócito, entretanto sem efeitos 
sedativos (OLIVEIRA et al., 2004). O tratamento com doses intraperitoneais de 50 e 
100 mg/kg de � e �-amirinas promove efeito hepatoprotetor (OLIVEIRA et al., 2005). 
Em doses de 10 a 50 mg/kg, por vias oral ou intraperitoneal, � e �-amirinas 
promovem efeitos ansiolíticos e antidepressivos (ARAGÃO et al., 2006) e são 
capazes de reduzir a dor visceral e o edema nas doses de 30 e 100 mg/kg por via 
oral pelo mecanismo de bloqueio de liberação de substância P ou agindo sobre seu 
receptor (LIMA-JÚNIOR et al., 2007). A aplicação tópica de �-amirina em 
camundongos nas doses de 0,1 a 1 mg/orelha exerce atividade anti-inflamatória 
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forte e rápida dose-dependente sobre a pele diminuindo os níveis de 
prostaglandinas (OTUKI, 2005; MEDEIROS et al., 2007). Quando administradas 
oralmente na dose de 30 mg/kg reduzem significativamente a inflamação e a dor 
neuropática persistente em camundongos por ativação e receptores canabinóides 
(DA SILVA et al., 2011) além de reduzir o edema pancreático em camundongos e 
suprimir a infiltração de células inflamatórias, de células de necrose e a produção de 
mediadores da inflamação quando administrada  por via oral em doses de 10 a 100 
mg/kg (MELO et al., 2011). 

Poucos estudos são relatados para atividades biológicas de � e �-amirina em 
ratos. Na fase aguda de periodontite em ratos, � e �-amirinas possuem atividade na 
dose de 5 mg/kg (HOLANDA PINTO, et al., 2008) e nas doses de 30 e 100 mg/kg 
por via intraperitoneal, reduzem a dor orofacial pelo mecanismo opióide periférico 
(HOLANDA PINTO, et al., 2008b).  

O único relato sobre disposição cinética desses compostos mostrou que �-
amirina possui T1/2 longa e baixo Cl. A biodisponibilidade de �-amirina quando 
administrada na dose de 3 mg/kg pura mostrou-se consideravelmente menor que 
quando administrada em dose equivalente no extrato bruto de Ardisia elliptica

(CHING et al., 2011). 
Sobre metabolismo, existe apenas um relato recente da ação de CYP450 de 

microssomas de ratos sobre � e �-amirinas in vitro evidenciando baixa taxa de 
metabolismo para esses compostos (MOREIRA et al., 2013).  

Pouco se sabe sobre a toxicidade desta mistura. Sabe-se em especial que a 
mistura de � e �-amirinas em doses de até 2g/kg não promovem efeitos tóxicos 
agudos (OLIVEIRA, 2005). 

Uma vez que a maioria dos relatos na literatura referem-se a atividades em 
camundongos e que nada se sabe sobre a farmacocinética dessas substâncias em 
camundongos faz-se necessário estender os conhecimentos sobre esses animais, 
uma vez que existem diferenças fisiológicas e metabólicas consideráveis entre esses 
dois roedores (NEERVANNAN, 2006). 
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1) A mistura triterpênica de � e �-amirinas foi isolada com alto grau de pureza. 
2) Foi desenvolvida e caracterizada uma nanoemulsão com alta taxa de 

encapsulação, com tamanho de partícula e índices de polidispersão estáveis 
preparadas com excipientes comerciais que podem garantir seguramente a 
administração nos animais tanto via oral quanto endovenosa. 

3)  A reação biomimética de oxidação de � e �-amirinas produziu metabólitos em 
baixa quantidade e foi parcialmente seletiva para �-amirina. Entretanto, não foi 
viável produzir estes metabólitos em larga escala para a identificação, pois nos 
estudos de disposição cinética e eliminação biliar e renal não foi possível 
encontrar nenhum dos metabólitos formados o que confirmou a baixa taxa de 
metabolização in vitro de � e �-amirinas por microssomas hepáticos, já 
reportada previamente. 

4) Os estudos de disposição cinética via endovenosa mostraram alto Vd. O ClR
baixo e ClB elevado. A maior parte das � e �-amirinas foram eliminadas 
inalteradas nas fezes após 24 horas da administração endovenosa e as 
substâncias praticamente não foram eliminadas na urina. A disposição cinética 
oral comportou-se segundo o modelo Flip-Flop comumente encontrado em 
substâncias de alta polaridade e em formulações de liberação controlada. 

5) A biodisponibilidade oral de � e �-amirina foi baixa, entretanto, a formulação 
desenvolvida promoveu a absorção de � e �-amirinas, enquanto a suspensão 
não foi absorvida, comprovando que nanoemulsões promovem o aumento da 
biodisponibilidade de substâncias de baixa solubilidade. 

6) A ausência de metabólitos, o alto Vd, a eliminação parcial nas fezes e a 
praticamente nula eliminação renal corroboram com os estudos de liberação in 

vitro e sugerem que � e �-amirinas permanecem armazenadas em órgãos como 
pulmão, fígado, baço e rins após administração endovenosa, entretanto estudos 
de biodistribuição são necessários para confirmação desse fato. 

7) Embora os resultados de biodisponibilidade oral sejam baixos, � e �-amirinas 
parecem substâncias promissoras para utilização na terapêutica, uma vez que 
possuem atividade biológica em doses baixas. Entretanto, é necessário 
pesquisar alternativas para melhorar a biodisponibilidade destes isômeros.  
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