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RESUMO

RODRIGUES, I. V. Desenvolvimento e validacao de um método bioanalitico para
avaliacao farmacocinética de uma mistura binaria de triterpenos pentaciclicos e de
seus metabdlitos in vivo. 2014. 122f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto,
2014.

A mistura triterpénica o e B-amirinas é comumente encontrada em
quantidades significativas em espécies do género Protium (Burseraceae) e possuem
reconhecidas atividades anti-inflamatodria, 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
bioanaliticas para determinar a farmacocinética e a eliminagdo de a e [(3-amirinas
isoladas de P. spruceanum bem como avaliar o metabolismo in vitro destes
triterpenos. A mistura de a e [-amirinas foi isolada em grau de pureza
cromatografica acima de 99%. Foi desenvolvida e caracterizada uma nanoemulsao
do tipo O/A contendo a e B-amirinas a fim de viabilizar a administracéo por vias oral
e endovenosa e realizar os estudos de disposicao cinética dessas substancias em
camundongos. O tamanho médio das particulas da nanoemulsao foi de 103,5 + 0,44
nm, com porcentagem de encapsulagao de acima de 99%. Os estudos de liberagcao
in vitro mostraram baixa taxa de liberacdao apds 24 horas. A avaliacao da disposi¢cao
cinética de a e B-amirinas em camundongos mostrou que apos administracao oral a
suspensao de CMC nao foi absorvida, entretanto a nanoemulsdo contendo as
substancias foi absorvida e a biodisponibilidade oral de a e p-amirinas foi de 1,03 +
0,08 e 1,56 + 0,24%, respectivamente. O Vq foi elevado e a T2 foi de 2,61+0,15 e
2,57+0,07 horas, respectivamente. O Cls mostrou-se elevado, comparado ao CIr.
ApdGs administracéo oral da nanoemulséo, praticamente toda a mistura foi eliminada
inalterada nas fezes devido a baixa absorcdo. Entretanto, apds administracdo
endovenosa cerca de 50% da mistura foi eliminada inalterada pela via biliar. Estudos
de eliminacao renal de a e B-amirinas mostraram que apenas cerca de 0,2% das
substancias foram eliminadas por via renal apés administracdo endovenosa. O
fenébmeno Flip-Flop ocorreu para a via extravascular utilizada. Os resultados da
eliminagcéo parcial e de baixa liberagao in vitro sugerem que apos administracao
endovenosa da nanoemulsdo pode ocorrer acumulo extravascular dos compostos,
corroborando com altos V4. As reacdes biomiméticas de oxidacao de a e B-amirinas
mostraram baixa taxa degradag¢do. Apenas um metabolito putativo foi encontrado,
entretanto, nao foi possivel observa-lo nas matrizes biolégicas analisadas.

Palavras-chave: produtos naturais; triterpenos; a, B-amirinas; validagao
bioanalitica; farmacocinética; nanoemulsdes; eliminagéo biliar



Capitulo 1 - INTRODUCAO



1.1 Introducgao

Nesta tese sdo apresentados os resultados obtidos durante desenvolvimento
do projeto de doutorado intitulado “Desenvolvimento e Validacdo de um Método
Bioanalitico para Avaliagdo Farmacocinética de uma Mistura Binaria de Triterpenos
Pentaciclicos e de seus Metabdlitos in vivo’ desenvolvido no Nucleo de Pesquisas
em Produtos Naturais e Sintéticos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, sob orientacéo do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes.

Ela estd dividido em capitulos segundo a cronologia dos experimentos
realizados.

Neste primeiro capitulo sera apresentada uma revisao bibliografica 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 capitulo serao apresentados os objetivos desta tese. No terceiro
capitulo, intitulado “Isolamento e Identificacdo da Mistura Binaria de Alfa e Beta
Amirinas” serao descritos metodologia e resultados obtidos para o isolamento dos
terpenos foco desta tese. No quarto capitulo serdao apresentado o desenvolvimento e
a caracterizacdo da formulacdo que foi utilizada nos ensaios in vivo. No quinto
capitulo serdo descritos o desenvolvimento e a validacdo de métodos para
quantificacédo de a e B-amirinas nas matrizes biolégicas fezes, plasma e urina. Em
seguida sera relatada a etapa de reagcbes biomiméticas preliminares de oxidacao
utilizando metaloporfirinas. No sétimo capitulo, serdo apresentados os resultados de
disposicao cinética e eliminacéo de a e 3-amirinas em camundongos.

Para finalizar, serao apresentadas as conclusdes deste trabalho, seguida das
Referéncias Bibliograficas e dos Anexos.

1.2 Protium spruceanum

A espécie Protium spruceanum Benth. Engler (Fig. 1), pertencente a familia
Burseraceae (tribo Protieae) é encontrada em florestas tropicais umidas como a
Atlantica e Amazénica principalmente no interior de matas ciliares ou em solos
encharcados. E uma espécie arbérea semidecidua conhecida popularmente como
almécega de casca lisa ou breu. Sua floragao ocorre entre os meses de setembro e
outubro e a frutificagéo inicia-se geralmente em setembro. As flores s&o dispostas



em inflorescéncias unissexuadas do tipo paniculos ramosas axilares e os frutos séo
compostos por baga subglobosa de superficie 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. A esquerda folhas e frutos; a direita
arvore. (Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Bianco de Souza

Existem poucos relatos na literatura sobre a espécie. A maioria deles relata
relagdes de ecologia com o ecossistema nas regides de Itumirim-MG (LOSCHI et al.,
2013), de Lavras-MG (VIEIRA, DE CARVALHO, 2008) na Mata Atlantica (VIERA et
al.,, 2012; VIEIRA et al., 2009) e no Sudeste brasileiro (VAN-DER-BERG, et al.,
2012).

Com relacdo aos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos da espécie, apenas
foram realizados trés estudos. O componente majoritario dos 6leos 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 variacao sazonal de 6leos essenciais de
diferentes partes da planta evidenciaram variacdes sazonais de composicdo e
rendimento de 6leo essencial ao decorrer do periodo analisado (MACHADO et al.,
2003). Recentemente foi relatada atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva em
camundongos de extrato bruto e fracbes hexanica e metandlica de P. spruceanum
em doses acima de 200 mg/kg. As atividades do extrato e da fracdo hexanica foram
atribuidas a mistura triterpénica a e B-amirinas. Também foi relatada baixa
toxicidade aguda para o extrato em doses até 6g/kg (RODRIGUES et al., 2013).



1.3 O Estado da Arte da Farmacocinética e Metabolismo de Terpenos

Os terpenos sao compostos pertencentes a uma importante classe de
metabdlitos secundarios produzidos principalmente por plantas e sao bastante
importantes e comumente encontrados. Podem ser formados por duas vias
biossintéticas, a saber, a via classica do Mevalonato ou a vida da DOXP/MEP ou
Rohmer (SCHMIDT et al. 2012, GONZALEZ-BURGOS & GOMEZ-SERRANILLOS,
2012). Ambas as vias conduzem a unidao de unidades de isoprénicas (C5) para
construcao das subclasses terpénicas (SCHMIDT et al. 2012).

Este grupo de Produtos Naturais possuem mais de 40 mil compostos e varias
atividades biolégicas tem sido relatadas para esta classe como antineoplasica,
antimicrobiana, antifungica, antiparasitaria, antiviral, antialérgica, antiespasmadica,
hipolipémica, anti-inflamatéria, imunomoduladora dentre outra (TROPPIL &
BISHAYEE, 2011).

Baseado no numero de unidades isoprénicas que os compdem, 0s terpenos
podem ser divididos em hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos >
C45). (GONZALEZ-BURGOS & GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

Na Figura 2 estdo representados o somatério do numero 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”.
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Figura 2: Somatdrio do numero de artigos no periodo 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.



Ja na Figura 3 estao 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 variagoes.
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Figura 3: Resultados de numero de artigos encontrados para pesquisa no site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed para a cada subclasse dos terpenos. Numero total de artigos e
no periodo 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 - Somatdrio dos artigos
encontrados. Data da pesquisa: 26 de junho de 2014.




Os diterpenos séao a subclasse com maior numero de estudos relacionados ao
seu metabolismo e farmacocinética (Fig 3-D). Apesar de ndo ser a maior subclasse
ela é amplamente estudada especialmente pelo seu interesse farmacoldgico e pela
disponibilizacao de alguns desses compostos ja na terapia clinica (MIN, 2011).

Entretanto, como pode ser visualizado na Figura abaixo, menos de 3% dos
estudos de farmacocinética, metabolismo in vitro ou in vivo estao relacionados a
terpenos embora os produtos naturais tenham sido considerados a principal fonte de
substancias ativas na terapéutica nos ultimos 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 biologicos esse percentual passa
de 65% (NEWMAN, CRAGG; 2012)
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Figura 4: Resultados do somatério do numero de artigos encontrados para pesquisa no site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed da classe dos terpenos. Numero total de artigos e no periodo de
10, 5 anos e de 2013 a 2014. Comparacgao 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 sao os principais constituintes dos oOleos essenciais e
possuem varias atividades biolégicas como antimicrobiana, sedativa, antitumoral,

citotoxica, anti-inflamatdria dentre outras. Eles sdo comumente usados na producao



de medicamentos e cosméticos e perfumes devido ao seu odor agradavel (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 ndao foram realizados estudos farmacocinéticos
detalhados dos compostos. Também existem relatos que condigbes patoldgicas
aumentam o transporte de borneol pela barreira hematoencefalica (XU et al., 2013) e
que a presenca deste composto aumenta a biodisponibilidade ocular de geniposideo
(4) (SONG et al., 2013). Outros estudos revelam que alteracoes patologicas também
alteram os parametros farmacocinéticos apds administracao oral de paeoniflorina (5)
(SUE et al, 2013). Ervas contendo mentol (6) nas mesmas concentracoes
apresentaram o0 mesmo perfil farmacocinético, entretanto, em concentra¢des
diferentes ha diferenca significativas nos parametros farmacocinéticos sugerindo
cinética nao linear (YANG et al., 2013).

Os mais recentes relatos de metabolismo in vivo de monoterpenos referem-se
a metabolismo de A3-careno (7) que mostram metabdlitos in vivo de oxidagdes de
carbonos alilicos (SCHMIDT et al, 2014) e de verprosideo (8) relatando
principalmente produtos de hidrdlise e glucuronidacao (KIM et al., 2012).

Os ultimos estudos publicados sobre metabolismo in vitro de monoterpenos
relatam hidroxilacbes nas posicdes C6 ou C10 pelas isoformas CYP2A6 e CYP2B6
de (+)-fenchona (9) (MIYAZAWA, GYOUBU; 2006) e de (-)-fenchona (10)
(MIYAZAWA, GYOUBU; 2007a) alem da metabolizacao de (+)-fenchol (11) pelas
isoformas CYP2A6 e CYP2B (MIYAZAWA, GYOUBU; 2007b). CYP2A6 mostrou-se
a principal isoforma responsavel pela hidroxilacdo de (-)-canfora na posicao C5
(GYOUBU, MIYAZAWA; 2007) assim como na hidroxilacdo de (+) e (-)-mentol
(MIYAZAWA et al., 2011).
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Figura 5: Estruturas quimicas de alguns monoterpenos
1.3.2 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos compdem a menor subclasse dos terpenos e possuem
menos de mil compostos conhecidos. Possuem atividades como anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antitumoral, citotoxica e podem ser encontrados em plantas
superiores, fungos, insetos e esponjas. Esses compostos também possuem
importante funcao ecoldgica de interagao planta (HOG et al., 2012; CHEN et al.,
2011).



As duas classes de sesquiterpenos mais estudados com relacdo a
farmacocinética e metabolismo sao a toxina T-2 (12) e os derivados de artemisinina
(13), este ultimo especialmente pela utilizacdo contra malaria desde 1985
(LESKOVAC, THEOHARIDES; 1991).

Os parametros farmacocinéticos em gravidas de artemeter (14) e
dihidroartemisinina (15) foram numericamente menores, comparados aos de
pacientes nao gravidas, entretanto, nao houve diferenca significativa entre a idade
gestacional e estes parametros para dihidroartemisinina e artemeter (TARNING et
al.,, 2013). Recentemente dois artigos foram publicados com desenvolvimento de
métodos para quantificacdo de lactonas sesquiterpénicas e aplicacdo em
farmacocinética. Os resultados obtidos para xantatina (16) mostraram meia vida e
eliminagdo curta sem diferencas significativas quando diferentes doses foram
utilizadas demonstrando uma cinética de correlagéo linear por via endovenosa (YAN
etal., 2014).

Guo e colaboradores (2014) relataram a quantificacdo simultanea de
isoalantolactona (17) e alantolactona (18) em ratos apds administracao pela via
endovenosa evidenciando que as substadncias sao distribuidas e eliminadas
rapidamente e possuem meia vida de eliminacao curta (GUO et al., 2014).

Com relacdo a metabolismo de sesquiterpenos, recentemente Wu e
colaboradores relataram que a hidroxilagdo de T-2 esta relacionada a atividade de
CYP3A29 e a hidrdlise a carboxilesterases (WU et al., 2011). A metabolizagao in
vitro de artemisinina esta relacionada a atividade de CYP2B6 (ASIMUS, ASHTON,
2009).
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Figura 6. Estruturas quimicas de alguns sesquiterpenos
1.3.3 Diterpenos

Os Diterpenos compreendem mais de 12 mil compostos (PETERS, 2010) e
sdo amplamente distribuidos, principalmente nos géneros Rhododentron e Taxus,
entretanto podem ser encontrados nas familias Labiatae, Verbenaceae,
Celastraceae, Euphorbiaceae e Thymelaeaceae (MIN, 2011). A principal atividade
bioldégica dos diterpenos sao antineoplasica contra cancer de ovario, mama e
pulmao além das atividades anti-inflamatoria e antimicrobiana (GHOSH et al., 2013;
MIN, 2011; YANG et al., 2012). Taxol e seus derivados sdo os mais estudados
diterpenos e tem sido amplamente prescritos como medicamentos no tratamento de
cancer (MIN, 2011).

A farmacocinética de diterpenos, principalmente Taxol® e derivados, tem sido
amplamente estudada, especialmente pela aplicacdo clinica no tratamento de
neoplasias. Os estudos mais recentes sobre docetaxel (19), paclitaxel (20) e
derivados relacionam-se com o interesse em alternativas farmacotécnicas para
melhorar os paréametros farmacocinéticos dessas substancias (MA et al., 2013;
ATTILI-QADRI et al., 2013; SAREMI et al., 2013; WANG et al. 2013; CHO et al.,
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2014). A biodisponibilidade de docetaxel em ratos sofreu uma consideravel melhora
quando o ativo foi veiculado em microemulséo (MA et al., 2013) e quando veiculado
em nanocapsulas a biodisponibilidade em minipigs da substéncia encapsulada
aumentou 10 vezes, comparado a substancia livre (ATTILI-QADRI et al., 2013). Ja
nanoparticulas 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 o0s parametros
farmacocinéticos de terpenos foi veicular paclitaxel em lipossomas o que melhorou a
biodistribuicao deste farmaco em varios 6rgaos, especialmente no figado e baco
(WANG et al. 2013). Estudos comparativos de parédmetros farmacocinéticos de
docetaxel e derivados mostraram que nao houve diferencas entre os parametros
calculados para as substancias testadas em humanos com cancer (CHO et al.,
2014).

Existem poucos relatos sobre metabolizacdo de taxol e derivados. Sabe-se
que as isoformas CYP3A e CYP2B sao responsaveis pela formag¢ao de metabdlitos
hidroxilados desses compostos (KOMOROSKI et al., 2005; GUT et al., 2006)
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Figura 7: Estruturas quimicas de dois diterpenos importantes e amplamente estudados
1.3.4 Triterpenos

Os triterpenos compreendem um grande grupo da classe dos terpenos com
diversas  atividades  biolégicas como  anti-inflamatéria,  antinociceptiva,

hepatoprotetora, antialérgica, gastroprotetora, antimicética, antimicrobiana, antiviral,
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imunomodulatéria 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 séo sintetizados a partir da ciclizacdo do esqualeno
(SHENG & SUN, 2011; DZUBAK et al., 2006). Os triterpenos podem ser encontrados
na forma livre ou ligados a por¢des glicosidicas formando Saponinas Triterpénicas
(SCHMIDT et al., 2012). As Saponinas também possuem atividades biolégicas como
antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria e anti-leishmanicida, dentre outras
(LAMBERT et al., 2011).

Existem varios relatos sobre farmacocinética de triterpenos. Entretanto, a
grande maioria deles relata a analise de compostos apos administracdo de extratos
de plantas como no caso da administracdo de licorina e determinacao simultanea
das saponinas uralsaponina C (21) e F (22), 22B-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).

licorina G2 licarina E2 glicirrizina licorina J2

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

Os parametros farmacocinéticos do triterpeno cicloastragenol (29) juntamente
com outros 5 compostos nao triterpénicos foram calculados apés administracao 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) ap6s administracao de 400 mg/kg de extrato de Gymnema sylvestre por via

oral. Esta substéncia provavelmente esta presente no plasma devido a hidrdlise de
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acidos gimnémicos apdés metabolismo de primeira passagem (KAMBLE et al., 2013).
Entretanto a farmacocinética destes compostos nao foi amplamente discutida pelos
autores.

Apdés administracdo oral de 5 mg/kg via intraperitoneal, a saponina
cucumariosideo A2-2 (31) foi rapidamente absorvida e detectada no baco de
camundongos sem sofrer transformag¢des metabdlicas apds 24 horas da injecao via
intraperitoneal (PILSLYAGIN et al., 2013).

Em estudos de deteccao simultdnea dos epimeros 25-metoxidamarano-
3B,12[3,20-triol (32) em plasma de ratos apos administracdo endovenosa nao foi
possivel verificar diferencas entre ASC, MRT e T2 dos dois epimeros, entretanto
houve diferencas entre o Cl para os dois isdmeros (SHI et al., 2013).

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

Poucos estudos de metabolismo de triterpenos foram realizados. Estudos de
metabolismo in vitro de acidos a e B-boswelicos (34) mostraram que esses acidos
foram intensivamente metabolizados por microssomas hepaticos de ratos e de
humanos entretanto, acidos ceto- e acetilboswelicos ndo foram metabolizados
(GERBETH et al., 2013). A mistura binaria de a e B-amirinas (35 e 36) também nao
foram metabolizados por microssomas hepaticos de ratos (MOREIRA et al., 2013).

Saponinas do tipo ginsenosideos (37), ao serem metabolizadas pela via oral,
produzem metabdlitos principalmente de hidrélise da porcao glicosidica das
saponinas ou formacao de oxidacdes de cadeias laterais (YANG et al., 2009; QIAN
et al., 2006; QIAN et al., 2005).
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Figura 9: Estruturas quimicas de alguns triterpenos e saponinas

Assim, estudar a farmacocinética e a eliminacao de substéncias terpénicas
bem como buscar estratégias para melhorar a biodisponibilidade de substancias
dessa importante classe se faz necessario para que possam ser inseridas novas

substéancias nos testes clinicos de atividade bioldgica e disposicao.



17

Capitulo 3 - ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA
MISTURA BINARIA DE ALFA E BETA AMIRINAS
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3.1 Introducao

Muitas sdo as substancias produzidas por vegetais € microrganismos com
atividades biologicas de interesse e farmacologicamente importantes. Essas
substancias, principalmente os metabdlitos secundarios, de certa forma, garantem
vantagens para a sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie (SIMOES et al., 2004).
Diante da biodiversidade do planeta, as fontes de metabdlitos secundarios parecem
inesgotaveis, considerando as enormes possibilidades de se encontrar novas e
diferentes estruturas com atividades de extrema importancia medicinal e comercial
(YUNES & CALIXTO, 2001).

Grande é a importancia da pesquisa na area de produtos naturais, uma vez
que diversos medicamentos no mercado sao provenientes direta ou indiretamente de
substancias obtidas a partir de plantas e microrganismos. Estima-se que
aproximadamente 34% das entidades quimicas 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
farmacoforicos derivados de metabdlitos secundarios (ROLLINGER, 2009). Além
disso, mais da metade dos anticancerigenos e antibiéticos estao relacionados com a
pesquisa em produtos naturais (MCCHESNEY, VENKATARAMAN & HENRI, 2007).

Uma importante classe de metabdlitos secundarios sdo os terpenos que se
distribuem amplamente na natureza e representam a maior classe de metabdlitos
secundarios com mais de 20 mil compostos conhecidos (PHILLIPS et al., 2006). Sao
constituidos de unidades isoprénicas e podem ser divididos em subclasses de
acordo com o numero dessas unidades.

Os triterpenos, foco de nosso interesse, sao constituidos de seis unidades
isoprénicas e sintetizados a partir da ciclizacdo do esqualeno (SHENG & SUN,
2011). Apresentam uma variedade de atividades farmacoldgicas e por isso o
interesse nessa subclasse tem sido bastante crescente. Dentre as atividades
farmacoldgicas dos triterpenos destacam-se a anti-inflamatéria 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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Varios sao os triterpenos com atividade anti-inflamatéria comprovada,
principalmente da classe dos ursanos, oleonanos e lupanos tais como acido ursolico
(MANEZ et al., 1997; BARICEVIC et al., 2001), a- e B- amirinas (OLIVEIRA et al.,
2004a,b; VILLASENOR et al., 2004; OTUKI et al., 2005; MEDEIROS et al., 2007;
HOLANDA PINTO et al., 2008; SOLDI et al., 2008), acido boswélico (AMMON, 2002;
KIELA et al., 2005), acido 23-hidroxiursolico (TOPONDJOU et al., 2003; SHIN et al.,
2004), lupeol (NIKIEMA et al., 2001); breina (YASUKAWA et al., 1996).

Acredita-se que, devido a semelhanca estrutural dos triterpendides com os
compostos esteroidais, exista uma semelhanca também com relagdo ao mecanismo
de acéo dessas substancias.

E de grande importancia a comprovacdo de atividade anti-inflamatéria de
triterpenos, uma vez que os medicamentos disponiveis no mercado para o
tratamento de inflamacbes provocam varios efeitos adversos tanto pelo uso
esporadico quanto pelo uso continuo (DE FRANCISCHI, 2005). Entretanto, apesar
de diversas comprovagoes cientificas da atividade biolégica, em especial anti-
inflamatoria de triterpenos, pouco se sabe sobre a farmacocinética e sobre o
metabolismo dessas substéancias.

As substéncias a e B-amirinas (Fig. 10) sao triterpenos pentaciclicos que se
diferem pela posicao de um grupo metila na posicdo C19 e C20, respectivamente
(BISKUP et al., 2012). Além de serem encontradas em resinas das espécies dos
géneros Protium e Bursera, essa mistura € comumente encontrada em outras
espécies como Anemone rivulgaris (ZHAO et al., 2012) e Manilkara bidentata
(RHOURRI-FRIH et al., 2013; HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2013)

Figura 10: Estruturas quimicas de a (A) e B (B) amirinas
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A a-amirina é também encontrada em quantidades significativas em Cassia
obtusifolia, e Commiphora holtzian (HERNANDEZ-VAZQUEZ et al.,, 2010; SOB et
al., 2010; MANGURO et al., 2009)

A principal fonte de B-amirina séo Nelumbo nucifera e na raiz “cuachalalate”
(Amphipterytium adstringens) (HERNANDEZ-VAZQUEZ et al, 2012; ROSAS-
ACEVEDO et al.,, 2011; XU et al.,, 2011). Varias atividades bioldgicas tem sido
reportadas para essa mistura ao longo dos anos, dentre elas anti-inflamatoria,
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).
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_Capitulo 4 - DESENVOLVIMENTO E
CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO CONTENDO
ALFA E BETA-AMIRINAS
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4.1 Introducao

Mais de 40% das novas entidades quimicas com atividade bioldgica
descobertas possuem baixa solubilidade em agua e baixa biodisponibilidade oral.
Este fato torna necessaria a utilizacdo de alguma estratégia farmacotécnica para
melhorar essas propriedades a fim de que essas entidades sejam viaveis para
utilizacado como medicamentos. Preparar nanoemulsdes tem sido uma estratégia
importante para administrar substancias de baixa solubilidade com eficiéncia no
organismo (GONG, et al., 2012; KOTTA et al., 2012).

O termo nanoemulsdo é utilizado para definir emulsées com particulas
menores que 1000 nanémetros (nm) que podem ser chamadas de emulsdes
ultrafinas ou miniemulsdes (KOROLEVA & YURTOV, 2012). Esse tipo de emulsao é
composto por gotas em escala nanométrica de um liquido imiscivel dispersas em
outro liquido e tem sido foco de pesquisa, pois, além de melhorar as propriedades
dos farmacos insoluveis em agua, possuem a capacidade de transporte de
compostos ativos variados com propriedades unicas (LIU, QI & WU, 2012).

Surfactantes etoxilados ibnicos ou nao-idnicos sao frequentemente utilizados
para estabilizar nanoemulsdes do tipo 6leo em agua (O/A) (KOROLEVA & YURTOV,
2012).

Recentemente, Food and Drug Administration tem aprovado algumas
nanoemulsGes de farmacos insollveis como Estrasorb®, Flexogan® e Restasis® para
aplicacgoes clinicas (GONG et al., 2012).

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

Estudos comparativos entre nanoemulsdo lipidica e suspensdo de
ceforoxima, um antibiético da classe das cefalosporinas, mostraram que a
biodisponibilidade da nanoemulsdgo é quase duas vezes maior € que as
concentragdes plasmaticas maximas atingidas para nanoemulsédo também foram
consideravelmente maiores (PATEL, PODDAR & SAWANT, 2012). A
biodisponibilidade e a atividade antioxidante de vitamina E foi consideravelmente
maior para nanoemulsbes comparada a de capsulas gelatinosas desse composto,
ambos administrados por via oral (GONG et al., 2012).
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Estudos com o flavonoide fisetina mostraram que ndo houve diferengca na
biodisponibilidade para a nanoemulsdao comparada a do flavonoide livre em
exposicao sistémica, ou seja, quando administrada por via endovenosa. Entretanto,
quando administrado intraperitonealmente, a biodisponibilidade da nanoemulsao foi
24 vezes maior, comparada a do flavonoide livre. Além disso, a dose antitumoral
para a nanoemulsédo foi consideravelmente menor (36,6 mg/kg) comparada a da
substancia livre (223 mg/kg) (RAGELLE et al., 2012).

Considerando que a mistura de a e B-amirinas possui carater lipofilico
bastante pronunciado, e que estudos de disposicao cinética de B-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 formulacao
que permita a administracdo endovenosa, bem como possa promover a melhoria

nos parametros farmacocinéticos da mistura.
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Capitulo 5 - DESENVOLVIMENTO E VA!_IDAQAvO DE
METODOLOGIAS BIOANALITICAS PARA
QUANTIFICACAO DE ALFA E BETA-AMIRINAS
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5.1 Introdugao

Com o avancgo das técnicas cromatograficas e espectroscépicas, inumeros
procedimentos para medicdes analiticas e bioanaliticas sdo realizados ao redor do
mundo e a validacdo desses procedimentos se faz necessaria para que 0s
resultados obtidos sejam confiaveis e adequados ao que o método se propde (DE
BARROS, 2002).

Segundo a RDC N° 27, de 17 de maio de 2012, validagcao é a confirmacgao por
ensaio e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para
um determinado uso pretendido sédo atendidos (ANVISA, 2012).

A fim de demonstrar o desempenho de métodos analiticos e bioanaliticos
(onde se usam matrizes biolégicas) é necessario investigar algumas caracteristicas
realizando ensaios de seletividade, efeito residual, efeito de matriz, linearidade,
precisao, exatidao e estabilidade para que o método possa ser utilizado com
confiabilidade e seguranca (ANVISA, 2012).
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Capitulo 6 - REACOES BIOMIMETICAS DE OXIDACAO
DE ALFA E BETA AMIRINAS USANDO
METALOPORFIRINAS
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6.1 Introducao

Monooxigenases do citocromo P450 (CYP450) sdo um tipo de hemoproteinas
possuidoras de porfirina de ferro como centro ativo, estdao amplamente distribuidas
nos organismos € sao responsaveis por catalisar hidroxilagdes em ligacdes C-H
inertes utilizando oxigénio em condicdes suaves (GIANG & CANCHENG, 2012).
Nessas reacdes ocorre a incorporagao de um atomo de oxigénio em um substrato
enquanto outro atomo de oxigénio € reduzido por dois elétrons gerando agua
(LOHMANN & KARST, 2008).

Com o surgimento de novas entidades quimicas € de extremo interesse na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos que sejam realizados estudos de
metabolismo in vitro a fim de direcionar o estudo de biotransformacéo de maneira
rapida ja nos primeiros estagios de pesquisa a fim de definir a viabilidade do uso
desse candidato (LOHMANN & KARST, 2008).

Alguns testes de biotransformacao in vitro podem ser realizados utilizando
matrizes contendo CYP450. Dentre eles podem ser citados os modelos de figado
isolado perfundido, pedacos de figado, utilizacdo de hepatdcitos isolados,
homogenato de figado ou fragcdes desse homogenato (LOHMANN & KARST, 2008).

Entretanto, utilizar diretamente CYP450 como catalizador de oxidacdes na
industria torna-se dificil uma vez que as hidroxilagbes que ocorrem no organismo por
essa via envolvem multiplas etapas de processos complicados de transferéncia de
elétrons (GIANG & CANCHENG, 2012).

Dentre esses métodos o de mais facil obtencao e manuseio € o de fracdes de
homogenato de figado que s&o obtidas por centrifugacdo diferencial desse
homogenato. Cada fragdo é composta por um tipo de enzimas: a fragdo microssomal
contém enzimas do CYP450, a fragdo citosdlica contém enzimas de fase Il e a
fracdo S9 contém ambas as enzimas de fase | e Il e oferece a mais completa
representacdo de enzimas do perfil metabdlico. A fragdo microssomal é bastante
popular, entretanto exigem adicdo de cofatores e possuem a desvantagem de
impossibilidade de modelacao enzimatica e limitacbes das medicdes quantitativas
(LOHMANN & KARST, 2008)

Em 1979 foi relatada pela primeira vez a utilizacdo de um sistema
empregando uma metaloporfirina sintética (clorotetrafenilporfirina de ferro |Ill)
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utilizando iodosilbenzeno como oxidante a fim de realizar reagdes biomiméticas de
oxidacéo de ligacbes C-H inertes. Este sistema que mimetiza a agdo de enzimas do
CYP450 tem sido amplamente utilizado como modelo para estudos de hidroxilagcdes
sob condi¢des ambientes (GIANG & CANCHENG, 2012; DE FARIA et al., 2011) e
desde entdo tem sido amplamente utilizadas na geragcdo de moléculas para
aplicacao na quimica fina e na industria farmacéutica (DE FARIA et al., 2011).

Atualmente, as metaloporfirinas de ferro sdo as mais comumente utilizadas
para estes estudos pois sdo capazes de catalisar oxidagdes organicas de maneira
bastante semelhante ao que ocorre com a enzima bioldgica (DE FARIA et al., 2011),
entretanto podem ser utilizadas estruturas contendo manganés e zinco por exemplo
como metais de coordenacao. Ja como oxidantes podem ser utilizados hipoclorito de
sédio (NaOCl), iodosilbenzeno (PhlO), peréxido de hidrogénio (H202), terc-butil-
hidroperéxido (+BuOOH) ou 4&cidos peroxicarboxilicos como o &cido 3-
cloroperoxibenzéico (m-CPBA) (LOHMANN & KARST, 2008).

Varios sistemas porfirinicos tem sido reportados na literatura e tem sido
preparados catalizadores de 3 geracdes diferentes, como exemplificado na Figura
15.

Figura 15: Férmula estrutural de metaloporfirinas de 12 geracao (A) 22 geracao (B-C) 32 geragéo (D).
M corresponde ao metal (Fe ou Mn)

A aplicacao de reacgdes cataliticas biomiméticas utilizando metaloporfirinas na
oxidacao de produtos naturais é bastante promissora, uma vez que pode auxiliar no
descobrimento de novas drogas para utilizacdo clinica e tem sido realizada para
algumas classes de compostos naturais como lignanas e 0Oleos essenciais (DE
FARIA et al., 2011). Outro composto de origem natural que teve sua metabolizacao

in vitro recentemente publicada foi o lapachol cuja metabolizacao com catalizador de



58

Jacobsen produziu onze derivados de oxidacao (NIEHUES et al., 2012). Ja as
reacOes biomiméticas utilizando metaloporfirinas para metabolizacdo de grandisina
produziu apenas um metabdlito putativo (FERREIRA et al., 2012). Entretanto, diante
da diversidade de classes e substancias naturais, muito ainda deve ser feito a fim de

elucidar os processos de metabolismo in vitro e in vivo de diversas substancias.
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Capitulo 7 - DISPOSICAO CINETICA E ELIMINACAO
DE ALFA E BETA AMIRINAS
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7.1 Introducéao

Ao entrar no organismo, as diversas substancias exdégenas seguem um curso
para que possam ocorrer 0os processos de absorcao, distribuicao, metabolismo ou
biotransformacgéo e excrecdo, com a finalidade de serem eliminadas apos exercerem
seu papel. A farmacocinética € a ciéncia que estuda esta transferéncia de moléculas
através do sistema bioldégico e € de extrema importancia para que os processos de
passagem das substancias pelo organismo possam ser entendidos (STORPIRTIS et
al., 2011).

Existem muitos relatos sobre a farmacodinamica de a- e [-amirina na
literatura, entretanto pouco se sabe sobre sua farmacocinética e metabolismo.

Atividades anti-inflamatéria e analgésica de extratos ou fracbes de plantas
ricas em a- e B-amirina foram relatados quando houve administracdo 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 a- e -amirinas, em doses acima de
200 mg/kg por via oral em camundongos por mecanismo diferente daquele da N-
acetil-cisteina. Em doses maiores a resina também diminuiu a permeabilidade
vascular induzida por acido acético em camundongos. Ja em ratos, a resina reduziu
a acidez total sem mudanca no volume de secrecao gastrica além de exercer efeito
inibitério na formacao de colageno, mas nao reduziu o edema agudo (OLIVEIRA et
al., 2004b).

Estudos da mistura triterpénica a e B-amirina em camundongos mostraram
que nas doses de 100 e 200 mg/kg por via oral elas possuem efeito antialérgico pelo
mecanismo de estabilizacdo da membrana do mastécito, entretanto sem efeitos
sedativos (OLIVEIRA et al., 2004). O tratamento com doses intraperitoneais de 50 e
100 mg/kg de a e B-amirinas promove efeito hepatoprotetor (OLIVEIRA et al., 2005).
Em doses de 10 a 50 mg/kg, por vias oral ou intraperitoneal, a e B-amirinas
promovem efeitos ansioliticos e antidepressivos (ARAGAO et al, 2006) e sao
capazes de reduzir a dor visceral e 0 edema nas doses de 30 e 100 mg/kg por via
oral pelo mecanismo de bloqueio de liberagcao de substancia P ou agindo sobre seu
receptor (LIMA-JUNIOR et al, 2007). A aplicacdo tépica de a-amirina em

camundongos nas doses de 0,1 a 1 mg/orelha exerce atividade anti-inflamatoria
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forte e rapida dose-dependente sobre a pele diminuindo os niveis de
prostaglandinas (OTUKI, 2005; MEDEIROS et al., 2007). Quando administradas
oralmente na dose de 30 mg/kg reduzem significativamente a inflamacao e a dor
neuropatica persistente em camundongos por ativagcao e receptores canabinoides
(DA SILVA et al., 2011) além de reduzir o edema pancreatico em camundongos e
suprimir a infiltracdo de células inflamatdrias, de células de necrose e a producao de
mediadores da inflamacdo quando administrada por via oral em doses de 10 a 100
mg/kg (MELO et al., 2011).

Poucos estudos sao relatados para atividades biolégicas de a e B-amirina em
ratos. Na fase aguda de periodontite em ratos, a e B-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 opidide periférico
(HOLANDA PINTO, et al., 2008b).

O unico relato sobre disposicao cinética desses compostos mostrou que [3-
amirina possui T12 longa e baixo Cl. A biodisponibilidade de B-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 acéo de CYP450 de
microssomas de ratos sobre a 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 a e B-amirinas em doses de até 2g/kg nao promovem efeitos téxicos
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 substéncias em
camundongos faz-se necessario estender os conhecimentos sobre esses animais,
uma vez que existem diferencas fisioldgicas e metabdlicas consideraveis entre esses
dois roedores (NEERVANNAN, 2006).



79

Capitulo 8 - CONCLUSOES
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A mistura triterpénica de a e B-amirinas foi isolada com alto grau de pureza.

Foi desenvolvida e caracterizada uma nanoemulsdo com alta taxa de
encapsulacao, com tamanho de particula e indices de polidispersao estaveis
preparadas com excipientes comerciais que podem garantir seguramente a
administragao nos animais tanto via oral quanto endovenosa.

A reacao biomimética de oxidacao de a e B-amirinas produziu metabdlitos em
baixa quantidade e foi parcialmente seletiva para p-amirina. Entretanto, nao foi
viavel produzir estes metabdlitos em larga escala para a identificacao, pois nos
estudos de disposicéo cinética e eliminacao biliar e renal ndao foi possivel
encontrar nenhum dos metabdlitos formados o que confirmou a baixa taxa de
metabolizacdo in vitro de a e [(-amirinas por microssomas hepaticos, ja
reportada previamente.

Os estudos de disposicao cinética via endovenosa mostraram alto Va. O Clr
baixo e Cls elevado. A maior parte das a e B-amirinas foram eliminadas
inalteradas nas fezes apds 24 horas da administracdo endovenosa e as
substéncias praticamente nao foram eliminadas na urina. A disposicao cinética
oral comportou-se segundo o modelo Flip-Flop comumente encontrado em
substancias de alta polaridade e em formulagdes de liberagdo controlada.

A biodisponibilidade oral de a e B-amirina foi baixa, entretanto, a formulagcéao
desenvolvida promoveu a absor¢cdo de a e B-amirinas, enquanto a suspensao
nao foi absorvida, comprovando que nanoemulsdes promovem o aumento da
biodisponibilidade de substancias de baixa solubilidade.

A auséncia de metabdlitos, o alto Va4, a eliminacdo parcial nas fezes e a
praticamente nula eliminacéo renal corroboram com os estudos de liberagéo in
vitro e sugerem que a e B-amirinas permanecem armazenadas em O0rgaos como
pulméo, figado, baco e rins apds administracdo endovenosa, entretanto estudos
de biodistribuicdo sao necessarios para confirmacao desse fato.

Embora os resultados de biodisponibilidade oral sejam baixos, a e B-amirinas
parecem substancias promissoras para utilizacdo na terapéutica, uma vez que
possuem atividade biolégica em doses baixas. Entretanto, € necessario
pesquisar alternativas para melhorar a biodisponibilidade destes isbmeros.
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