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RESUMO

Os processos inflamatorios ndo controlados sdo um problema de saude publica no
mundo. Apesar de existirem medicamentos anti-inflamatoérios eficazes, geralmente
desenvolvem efeitos adversos, principalmente gastrointestinais, renais e
cardiovasculares. Na biodiversidade, podemos encontrar frutos com potencial uso no
tratamento destas doencas, porém, em baixa escala e com pouco valor agregado. O
emprego de processos nanobiotecnologicos para veiculacdo de 6leos vegetais é uma
metodologia que permite valorizar este tipo de produtos. O objetivo deste trabalho foi
obter e caracterizar o 6leo de Attalea phalerata (Martius ex. Spreng.) Burret (acuri), e
desenvolver nanocapsulas poliméricas carregadas com esse oleo. Além disto foi
avaliada a atividade anti-inflamatoria, antiproliferativa de células tumorais, e a
toxicidade aguda (14 dias) e crénica (28 dias) das nanocapsulas desenvolvidas. O
0leo possui, como acidos graxos maioritarios, 43,33% de acido laurico; 18% &acido
oleico e 10,8% acido miristico. As nanocapsulas desenvolvidas tém um tamanho de
368,97nm, uma boa homogeneidade, com indice de polidispersdo 0,298, e um
potencial zeta de -69,20mV. A eficiéncia de encapsulacao do processo foi de 88,77%.
As nanocdpsulas na concentracdo 10 mg/kg demonstraram atividade anti-
inflamatoria, com efeito analgésico, antiedema e uma significativa inibicdo da
migracdo leucocitaria na cavidade articular. As nanocdpsulas possuem efeito
antiproliferativo contra trés linhagens de células tumorais: PC-03 (Glso 2,09 pg/mL;
indice de seletividade (IS) 119,61), 786-0 (Glso 3,03 pg/mL; IS 82,45) e HepG2 (Glso
98,33, IS 2,54), demonstrando uma possivel utilidade como antitumoral. Nem nos
animais tratados com nanocdpsulas, nem o préprio 6leo, mostraram sinais na
morfologia externa dos Orgdos internos, nem nos parametros bioquimicos e
hematoldgicos dos animais, que possam ser relacionados a efeitos toxicos sistémicos
associados a essas substancias, nas concentracdes utilizadas. Estes ensaios
mostraram que a administracdo em dose Unica (2000 mg/kg) e em dose repetida (1000
mg/kg/dia) produzem um efeito hipolipémico, diminuindo os niveis de colesterol total
e de triglicerideos, sugerindo que, tanto as nanocapsulas carregadas com 6leo como
0 proprio 6leo in natura, poderiam ser usados com essa finalidade e para o
emagrecimento.

Palavras-chave: acuri, inflamagéo, nanocapsula, nanotecnologia, anti-inflamatoério



ABSTRACT

Uncontrolled inflammatory processes represent a public health problem worldwide.
Although there are effective anti-inflammatory drugs, they are related to the
development of adverse effects, mainly gastrointestinal, renal and cardiovascular. In
biodiversity, we can find fruits with potential for use in the treatment of these diseases,
however, on a small scale and with little added value. The use of nanobiotechnological
processes for conveying vegetable oils is a methodology that allows adding value to
this type of product. The objective of this work was to obtain and characterize the oil
of Attalea phalerata (Martius ex. Spreng.) Burret (acuri), and to develop polymeric
nanocapsules loaded with this oil. In addition, the anti-inflammatory and anti-
proliferative activity of tumor cells, and the acute (14 days) and subchronic (28 days)
toxicity of the developed nanocapsules (NC) were evaluated. The oil has, as major
fatty acids, 43.33% lauric acid; 18% oleic acid and 10.8% myristic acid. The developed
NCs have a size of 368.97nm, good homogeneity, with a polydispersion index of 0.298,
and a zeta potential of -69.20mV. The encapsulation efficiency of the process was
88.77%. Nanocapsules at a concentration of 10 mg/kg generated anti-inflammatory
activity, with distressing, anti-edema effect and a significant tension of leukocyte
migration in the joint cavity. The nanocapsules have an antiproliferative effect against
three tumor cell lines: PC-03 (G150 2.09 pg/mL; Selectivity Index (SlI) 119.61), 786-0
(G150 3.03 pg/mL; IS 82, 45) and HepG2 (GI50 98.33, IS 2.54), demonstrating a
possible use as an antitumor. Neither the animals treated with nanocapsules, nor the
oil itself, observed signs in the external morphology of the internal organs, nor in the
biochemical and hematological parameters of the animals, which can be related to
systemic effects associated with these substances, in the concentrations used. These
trials, found that administration in a single dose (2000 mg/kg) and in repeated doses
(1000 mg/kg/day) produced a hypolipemic effect, observed the levels of total
cholesterol and triglycerides, suggesting that both the nanocapsules loaded with oil as
the oil itself in natura could be used for this purpose, and for weight loss.

Keywords: acuri, inflammation, nanocapsule, nanotechnology, anti-inflammatory
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1 INTRODUCAO

Processos inflamatérios contribuem para o agravamento de doencas cronicas néao
transmissiveis, como as doencas cardiovasculares, diabetes e cancer (FURMAN et
al., 2019). Estas doencas estdo entre as principais causas de morbimortalidade no
mundo (VOS et al., 2020). A inflamacdo é um mecanismo de defesa do organismo
gue tem como objetivo neutralizar agentes prejudiciais, remover os efeitos da leséo e
recuperar o tecido lesado. Embora benéfica, a inflamacéo se torna prejudicial quando
ndo controlada (crdnica), causando danos irreversiveis se ndo for tratada
adequadamente (ASGHAR; JAMALI, 2015).

Doencas incapacitantes também estdo associadas a processos inflamatérios.
S&o0 os casos de distarbios masculo esqueléticos como artrite reumatoide, osteoartrite,
gota e as dores no pescoco e costas. No Brasil, a prevaléncia destes disturbios é de
21,6% na populacado adulta (BEZERRA et al., 2018). Os problemas crénicos de coluna
e artrite, que produzem incapacidade intensa ou muito intensa para realizar atividades
rotineiras, estao entre os mais prevalentes (MALTA et al., 2015). Segundo o INSS, as
doencas do sistema osteomuscular e do tecido conjuntivo foram a segunda maior
causa de afastamentos do trabalho no ano de 2021 (BRASIL, 2022).

Para o tratamento da inflamac&o existem medicamentos eficazes disponiveis
no mercado, em especial, os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE). Estes, estao
entre as classes de medicamentos mais utilizadas mundialmente, porém seu uso esta
associado a efeitos adversos graves, como gastroenteropatias, nefropatias e danos
ao tecido cardiovascular (ANDRADE CARVALHO; SALES CARVALHO; RIOS-
SANTOS, 2004; BATLOUNI, 2010; LUCAS et al., 2018; MITCHELL; WARNER, 2006).
A percepcao dos efeitos adversos dos medicamentos comercializados, aliado a uma
tendéncia atual da valorizacdo de produtos naturais, fizeram com que as propriedades
medicinais de plantas de uso popular fossem foco de pesquisas orientadas a descobrir
novos anti-inflamatérios (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016; EKIERT; SZOPA, 2020;
NUNES et al., 2020).

A palmeira Attalea phalerata (Martius ex. Spreng.) Burret, popularmente
conhecida como acurizeiro, € uma das espécies mais conhecidas da regido do

Cerrado-Pantanal do Mato Grosso do Sul. Seu fruto, o acuri, contém uma améndoa,
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protegida por um rigido endocarpo, rica em 6leo fixo que € utilizada como alimento
pelos moradores das planicies alagaveis do Pantanal. Além disso, ela € um alimento
excelente para a fauna da regido, especialmente das araras (DE LIMA; LESCANO;
DE OLIVEIRA, 2021). O o6leo da améndoa do acuri, é utilizado na Bolivia como
descongestionante pulmonar, antiedema articular e antipirético. Também tem sido
usado em cosmeéticos infantis para o tratamento da caspa (BALSLEV; MORAES,
1989; MONICA MORAES; BORCHSENIUS; BLICHER-MATHIESEN, 1996).

Os acidos graxos presentes nos Oleos dos frutos de palmeiras possuem
atividade farmacolégica importante. O acido oleico (dmega-9), presente no azeite de
oliva, é associado com efeito anti-inflamatério, anticarcinogénico e com a melhora do
perfil lipidico em soro, especialmente, ao aumento das fracdes sanguineas de
colesterol HDL e diminuicdo de LDL (CARRILLO; CAVIA; ALONSO-TORRE, 2012a,
b; MASSARO; CARLUCCIO; DE CATERINA, 1999). O acido laurico, componente
predominante do Oleo de coco, apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante,
anticarcinogénica e anti-inflamatoria (BARLINA et al., 2022; MATSUE et al., 2019;
VERMA et al., 2020; WALLACE, 2019). Acidos graxos de cadeia média, como o acido
laurico, caprico e caprilico, tém sido associados a um efeito termogénico e com o
emagrecimento. (CANSIZ et al.,, 2021; HUANG; GAO; CHEN, 2021; LEE; KANG,
2017).

Os desafios envolvendo o uso oral de 6leos naturais relacionam-se
principalmente com a baixa solubilidade em agua (caracteristicas lipofilicas),
labilidade de seus constituintes e baixa estabilidade nos fluidos gastrointestinais o
gue, consequentemente, prejudica sua biodisponibilidade na circulacdo sistémica.
Sobretudo na utilizac&o via oral, forte odor e sabor amargo também podem dificultar
a adesdo ao tratamento (VERGALLO, 2020). Além disso, os 6leos sofrem oxidacao,
0 que causa perda de seus efeitos terapéuticos. Devido a estas caracteristicas, sua
utilizacdo em formulacbes farmacéuticas e cosmeéticas pode ser prejudicada
(FEREIDOON; YING, 2010). Por fim, estdo sujeitos a sazonalidade e nem sempre ha
disponibilidade suficiente para serem inseridos em processos produtivos de maior

escala, o que limita a agregacao de valor nestes produtos.

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que vem desenvolvendo um

papel fundamental na area biofarmacéutica. Sua particularidade é que, em escala
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nanomeétrica, modificam-se as propriedades fisico-quimicas e comportamentais das
substancias (BAYDA et al., 2020). Do ponto de vista tecnologico, 0s sistemas
nanoparticulados apresentam significativas vantagens em relacdo as substancias
ativas in natura. (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; VERGALLO, 2020).

Dentre as vantagens da utilizacdo de nanocdpsulas poliméricas para a
veiculacdo de substancias ativas estdo: maior estabilidade, promovida pela protecao
gue o invoélucro polimérico fornece aos principios ativos contra fatores de degradacéao,
como pH e luz, e a acdo enzimatica. As nanoparticulas tendem a otimizar a
solubilidade. No organismo, as nanocdpsulas apresentam melhora na
biodisponibilidade devido ao aumento de captagéo intracelular, muitas vezes com
reducado da toxicidade. Também oferecem a possibilidade de controlar a liberacéo do
principio ativo. Esses fatores contribuem para uma maior eficacia terapéutica
(ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008).

As nanocdpsulas poliméricas, quando produzidas utilizando polimeros
gastrorresistente, representam uma tecnologia inteligente, que permite veicular
farmacos insolaveis. A cobertura polimérica permite proteger os constituintes ativos
de possiveis alteracfes fisico-quimicas que poderiam acontecer no pH &cido do
estbmago, reduzir a quantidade do ativo a ser utilizado, além de melhorar sua a
biodisponibilidade e eficacia. (VERGALLO, 2020).

Apesar de seu uso popular, estudos sobre o uso do 6leo das améndoas de
acuri (OAA) e formulacdes farmacéuticas sdo escassos na literatura. No presente
trabalho o OAA foi extraido, caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e foi desenvolvida uma formulagdo de nanocépsulas
utilizando um polimero gastrorresistente (Kollicoat® MAE 100P), carregadas com este
Oleo. Além disso, foi avaliada sua atividade anti-inflamatéria, antiproliferativa de
células cancerigenas, e a toxicidade aguda oral e subcronica do Oleo e das
nanocapsulas. O trabalho procura valorizar este produto extrativista que pode ser uma
fonte de renda importante para os produtores regionais, pois sua aplicagdo numa
escala produtiva, no futuro, pode ser inserida nas cadeias produtivas do setor
farmacéutico, alimentar e cosmético e contribuir com o desenvolvimento regional do

Mato Grosso do Sul.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a atividade farmacotoxicolégica de nanocépsulas poliméricas
carregadas com 0Oleo da améndoa de Attalea phalerata (Martius ex. Spreng.) Burret

(acuri).

2.2  Objetivos especificos

e Obter e caracterizar fisica e quimicamente o 6leo da améndoa do acuri.

e Desenvolver e caracterizar uma a formulacdo de nanocapsulas poliméricas
contendo Oleo da améndoa do acuri.

e Avaliar a atividade analgésica e anti-inflamatéria da formulacdo de
nanocapsulas.

e Avaliar a atividade antiproliferativa das nanocapsulas em diversas linhagens de
células tumorais.

e Avaliar a toxicidade aguda oral e subcrénica das nanocapsulas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Inflamacgéo

A inflamacdo € um processo fisiologico desencadeado nos tecidos
vascularizados em resposta ao dano celular causado por um agente agressor, COmo
micro-organismos, substancias quimicas, estressores fisicos e rea¢des imunoldgicas.
Este processo protege o organismo, eliminando a causa da lesédo, e/ou removendo
células mortas ou comprometidas para restaurar a homeostase ao final do processo
de reparo tecidual (KUMAR et al., 2010).

A inflamacé&o aguda inicia-se quando a microcirculacéo do tecido lesionado €
afetada em uma sequéncia de eventos que promovem uma vasoconstricdo arteriolar
passageira, de curta duracdo, seguida de uma vasodilatacdo capilar e arteriolar
associada com aumento do fluxo sanguineo local. Sequencialmente, h4 aumento da
permeabilidade vascular que, juntamente com uma reducdo da velocidade do fluxo
sanguineo, promovem exsudacao e estase, respectivamente, causando um edema
intersticial e uma reducdo acentuada ou a parada do fluxo sanguineo local. Por fim,
ocorre a marginacao leucocitaria, na qual os leucécitos ativados saem da luz vascular
para o intersticio tecidual, em um movimento conhecido como diapedese. Estes
eventos propiciam um ambiente temporario para que a causa da lesédo seja eliminada
e o tecido afetado seja reparado (DIEGELMANN; EVANS, 2004; MOTA PINTO;
SANTOS ROSA, 2013).

Para que este processo ocorra, mediadores inflamatérios sdo ativados e
atuam em sinergia. Os mediadores sao originarios de células ou proteinas plasmaticas
e, em sua maioria, possuem curta meia-vida apos ativacdo. Os estimulos que podem
ativar os mediadores estado relacionados com a presenca de micro-organismos,
proteinas plasmaticas do sistema complemento ativadas e substancias liberadas por
células necroticas e tecidos lesionados, 0 que assegura que a inflamagé&o ocorra
somente no momento e local necessarios (KUMAR et al.,, 2010; MOTA PINTO;
SANTOS ROSA, 2013).

Entre os principais mediadores inflamatorios estdo: aminas vasoativas, que
causam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade celular; metabdlitos do &acido
araquidénico (prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas) e citocinas, responsaveis pelo

aumento da nocicepcdo, aumento da temperatura e edema; quimocinas que
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estimulam o movimento leucocitério para o local (quimiotaxia) e 6xido nitrico que atua
na vasodilatacdo, inibicdo da agregacao plaquetéria e morte de micro-organismos
(KUMAR et al., 2010; MEDZHITOV, 2008; MOTA PINTO; SANTOS ROSA, 2013;
YEUNG et al., 2018). No Quadro 1 estdo os principais mediadores inflamatdérios e

seus efeitos.

Quadro 1 - Principais efeitos dos mediadores inflamatérios

Mediador | Fontes | Efeitos
Derivados de Células
Histamina Nll)zsstgf(i:llézs’ Vasodilatacdo, permeabilidade vascular
' aumentada, ativacdo endotelial
plaguetas
. Vasodilatacdo, permeabilidade vascular
Serotonina Plaguetas
aumentada
Prostaglandinas Mastgc!tos, Vasodilatacao, dor, febre
leucécitos
. Mastaocitos, Permeabilidade vascular aumentada,
Leucotrienos - o ; ~ AU .
leucécitos guimiotaxia, adesao e ativacao de leucocitos
Fator ativador de Mastocitos, Vasodllata(;aol permeablllld_ade va_scglar .
L. aumentada, adeséao de leucdcitos, quimiotaxia,
plaguetas leucdcitos ~ ~ o
degranulacdo, exploséo oxidativa
Espécies reativas L . . .
de oxigénio Leucdcitos Morte dos micro-organismos, dano tecidual
L. L Endotélio, Relaxamento do musculo liso vascular, morte
Oxido Nitrico , . :
macrofagos dos micro-organismos
Citocinas Macroéfagos, Ativacao endotelial local (expresséo de
(Fator de Necrose células moléculas de adesao),
Tumoral, endoteliais, febre/dor/anorexia/hipotenséo, resisténcia
Interleucina-1) mastocitos vascular diminuida (choque)
Leucocitos,
Quimiocinas macrdéfagos Quimiotaxia, ativacéo de leucécito
ativados
Derivados de Proteinas do Plasma
- Plasma Permeabilidade vascular aumentada, contracéo
Cininas (produzido no . ; ) ~
. de musculo liso, vasodilatagdo, dor
figado)
Produtos do Plasma o . - . .
. Quimiotaxia e ativacdo de leucocito,
complemento (C5a, (produzido no vasodilatacao (estimulacdo de mastécito)
C3a, C4a) figado) & ¢
Proteases ativadas Plasma
durante a (produzido no Ativagdo endotelial, recrutamento de leucdécito
coagulacdo figado)

Fonte: ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010

O processo inflamatério € complexo e dindmico, ja que um mediador pode
estimular a liberacdo de outros mediadores. Além disso, mediadores secundarios

podem ter as mesmas acdes dos mediadores iniciais, mas também efeitos diferentes
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e até opostos. Desta maneira, esta cascata de eventos pode amplificar ou neutralizar
as acdes do mediador inicial (KUMAR et al., 2010; MOTA PINTO; SANTOS ROSA,
2013).

Macroscopicamente, o processo inflamatério se caracteriza pela presenca dos
classicos 4 sinais cardinais descritos por Celsius: tumor (edema), rubor (vermelhid&o),
calor (aquecimento do local), e dor (aumento da sensibilidade). No século XIX, foi
adicionado um quinto sinal da inflamacéo, que € a alteracdo ou perda da funcao do
local afetado (KUMAR et al., 2010).

Os eventos descritos até o momento séo caracteristicos da inflamacéo aguda,
que é uma rapida resposta (duracdo de minutos, horas ou até alguns dias) do
hospedeiro a uma lesao tecidual ou infeccdo. De maneira geral, apds a neutralizacao
do agente que desencadeou o processo inflamatério, mecanismos anti-inflamatorios
enddgenos sdo ativados e o individuo retorna ao seu estado normal de saude
(KUMAR et al., 2010; MOTA PINTO; SANTOS ROSA, 2013).

Existem também os processos inflamatorios crénicos decorrentes da néo
eliminacdo do agente agressor. A inflamacdo crbnica tem longa duracdo e é
caracterizada pela presenca de linfécitos e macrofagos (infiltrado de células
mononucleares), proliferacdo vascular e fibrose. Este processo inflamatério
prolongado pode durar semanas ou meses, e 0 dano ao tecido e sua tentativa de
reparo se manifestam concomitantemente, em diferentes intensidades e combinacdes
(KUMAR et al., 2010; MOTA PINTO; SANTOS ROSA, 2013).

Apesar se ser um processo fisiolégico e desejavel, a inflamacéo pode ser
prejudicial ao organismo. Uma inflamacg&o excessiva € caracteristica das reacdes de
hipersensibilidade que podem ser contra micro-organismos, contra antigenos
ambientais ou contra as proprias células e tecidos do organismo (autoimunidade).
Quando ndo é propriamente controlado, 0s mecanismos voltados para a eliminacédo
do agente infeccioso ou tecido lesionado acabam por danificar os tecidos normais
(FRANCISCHETTI et al., 2010; KUMAR et al., 2010; MOTA PINTO; SANTOS ROSA,
2013; YEUNG et al., 2018).

Uma outra origem da inflamacgéo crénica ndo envolve a manifestacdo aguda
do processo, e sim, um desenvolvimento insidioso, latente. A inflamacé&o cronica é a
causa de dano tecidual em algumas das mais comuns e incapacitantes doencas

humanas, como a artrite reumatoide, osteoartrite, aterosclerose, tuberculose, Ulcera
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péptica, sinusite e fibrose pulmonar. Também esta associada a progressao do cancer,

sindrome metabdlica e doencas neurodegenerativas (FURMAN et al., 2019).

3.1.1 Doencas Inflamatérias

Uma das mais importantes descobertas médico-cientificas dos ultimos 20
anos é o envolvimento de processos inflamatorios nas principais causas de
morbimortalidade no mundo. Cerca da metade de todos os 0Obitos estéo relacionados
a inflamacdao crénica, também chamada de inflamacé&o crénico sistémica, ja que afeta
0 metabolismo do individuo como um todo (FURMAN et al., 2019).

A maior causa de mortalidade mundial, segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), é a isquemia cardiaca (WHO, 2020). Trata-se de uma doenca arterial
coronariana em que placas de ateroma se acumulam na luz do endotélio vascular
impedindo o sangue de oxigenar e nutrir o tecido (HODZIC, 2018). A isquemia
cardiaca € a manifestacdo clinica da inflamacdo crbénica e as células e vias
inflamatorias contribuem para o inicio, a progressao e as complicacdes das lesbes
aterosclerdticas (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010).

Além de fatais, as doencas inflamatérias cronicas podem ser incapacitantes.
Um indicador da OMS para quantificar a magnitude da perda de salde por causas
especificas € o YLD ("years of healthy life lost due to disability”). O YLD €& uma
estimativa relacionada aos anos vividos com incapacidade. A OMS incluiu os
distarbios musculo esqueléticos entre as doencas que mais incidem no YLD
representando 13% em 2019 (WHO, 2013a, WHO, 2020). Entre os distlrbios musculo
esqueléticos mais significativos estdo a artrite reumatoide, osteoartrite, gota e dores
NO Pescoco e costas.

No Brasil, a prevaléncia de distirbios musculo esqueléticos é de 21,6% na
populacédo adulta (BEZERRA et al., 2018). Problemas crénicos na coluna e artrite
estdo entre 0s mais prevalentes. Os distarbios osteomusculares relacionados ao
trabalho (DORT), estdo diretamente ligados a incapacidade intensa ou muito intensa
para realizar atividades rotineiras (MALTA et al., 2015).

Os DORT ocorrem quando o esfor¢o é repetitivo e/ou a atividade € excessiva
e podem gerar dor musculoesquelética, que pode ser aguda ou crbnica, focal ou
difusa. Essas dores podem ser incapacitantes e gerar perdas da produtividade por

absenteismo. O Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN) apurou
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que, no Brasil, entre os anos de 2007 e 2012, cinco milhdes de jornadas de 8 horas
nao foram trabalhados em decorréncia de dores musculoesqueléticas (HAEFFNER et
al., 2018). Segundo o INSS, as doencas do sistema osteomuscular e do tecido
conjuntivo constituiram a segunda maior causa de afastamento do trabalho no ano de
2021 (BRASIL, 2022).

A fisiopatologia da dor osteomuscular ndo € completamente esclarecida. Nela
estédo implicadas a inflamacéo, fibrose, degradacéo tissular e neurotransmissores. No
processo inflamatorio, a lesdo induz um aumento sistémico de citocinas e mediadores
pro-inflamatérias nos tecidos afetados. Este aumento leva a sensibilizacao periférica
de nociceptores (NAKAMURA; FERREIRA, 1987). No processo de reparo, a
inflamacéo pode induzir uma cicatriz fibrética e degradacdo no local afetado, que
reduzem o deslizamento dos tecidos durante o movimento, causando perda de
movimento e mais dor. Niveis elevados de neurotransmissores, mediadores
inflamatorios e citocinas, causam sensibilizacéo periférica dos nociceptores causando
amplificacéo central da dor (JAIN, et al., 2008; NAKAMURA; FERREIRA, 1987).

As mais diversas condicbes de saude estdo associadas a processos
inflamatorios e suas consequéncias, principalmente a dor, edema e perda de fungéo
(ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010).

3.1.2 Medicamentos usados no tratamento para inflamacéao

3.1.2.1 Anti-inflamatérios nao esteroidais

As doencas inflamatérias sdo comumente tratadas com farmacos cujos alvos
terapéuticos séo a inibicdo da producéo, da liberacdo ou da atividade de mediadores
inflamatoérios. Os medicamentos também podem induzir a producéo de fatores anti-
inflamatorios endégenos (PERRETTI et al., 2015). As duas principais classes de
farmacos usados séo os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) e os glicocorticoides
(anti-inflamatdrios esteroidais). Em casos graves, analgésicos opioides sao prescritos
para diminuir a dor associada a processos inflamatorios e, em casos de doencas
autoimunes, podem-se utilizar imunossupressores (FERREIRA, SERGIO HENRIQUE
et al., 2009).

Os AINE constituem uma das classes de medicamentos mais usadas no

mundo. Eles exercem acao anti-inflamatoria, antipirética e analgésica e, portanto, sao
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eficazes no controle do edema, febre e dor. Sdo indicados tanto para uso na fase
aguda como na fase cronica da inflamacdo (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010;
YEUNG et al., 2018). Os AINE, junto com os analgésicos, representam cerca de 50%
dos medicamentos vendidos sem prescricdo médica no Brasil (ARRAIS et al., 2016).

A acgéo farmacolégica dos AINE é baseada na inibicdo das isoformas da
enzima ciclo-oxigenasse (COX), também chamada de prostaglandina sintase. As
isoformas COX-1 e COX-2 possuem similaridades estruturais, porém, possuem
particularidades quanto a suas func¢des. A COX-1, chamada de enzima constitutiva,
esta presente nas células em condic¢es fisiol6gicas (vasos sanguineos, plaguetas,
estbmago, intestino, rins, entre outros). Sua funcao é catalisar as rea¢6es que formam
as prostaglandinas (PGD2, PGEZ2), prostaciclinas (PGI2) e tromboxanos (TxA2), e
seus consequentes efeitos fisioldgicos, como termorregulacdo, manutencao do fluxo
sanguineo renal, controle da agregacao plaquetaria, protecdo gastrica e homeostase
vascular (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

A COX-2 também é expressa em varios tecidos e 6rgaos (como rins, cérebro,
ovario, utero, cartilagem, ossos e endotélio vascular). Ela é induzida, em especial, nos
processos inflamatérios, sendo chamada de enzima indutiva. Esta presente em
células envolvidas na inflamacédo, como macréfagos e mondcitos, e sua inducao €
mediada por varios fatores (IL-1, IL-2, TNF) e e sua acéo gera PGI2 e PGE2 (ABBAS,;
LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Quando ocorre uma lesdo na membrana celular, a exposicao dos fosfolipideos
ali presentes, desencadeiam citocinas inflamatérias que ativam a enzima fosfolipase
A2, presente nos leucocitos e plaguetas (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010). Esta
enzima degrada fosfolipideos, resultando na producao de acido araquidénico que, ao
ser metabolizado pela acdo da COX, gera prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos que fazem a mediacao do processo inflamatério. Sendo assim, o efeito
terapéutico dos AINE esta relacionado, principalmente, com a inibicdo da producéo
de prostaglandinas inflamatérias a partir da inibicdo da COX. (YEUNG et al., 2018).

De maneira geral, no processo inflamatério, as prostaglandinas séao
mediadores quimicos produzidos principalmente por mastécitos e neutréfilos e
causam vasodilatacdo e potencializam a formacdo de edema. Também estédo
envolvidas na patogenia da hiperalgesia e aumento da temperatura na inflamacao. A
prostaciclina esta presente predominantemente no endotélio vascular e atua

causando vasodilatac&o e inibicdo da adesao plaquetaria. O tromboxano A2, presente
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nas plaquetas, causa efeitos contrarios, como vasoconstricdo e agregacao
plaquetaria.

Sendo assim, com a acao dos AINE, ha também inibicdo da producédo de
derivados do acido araquiddnico envolvidos em funcdes fisioldgicas relevantes, o que
contribui para a ocorréncia de efeitos adversos (ANDRADE CARVALHO; SALES
CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004; MITCHELL; WARNER, 2006). Os AINE podem
interferir na citoprotecéo gastrica mediada pela inibicdo da COX-1, que inibe a sintese
de prostaglandinas que atuam na producdo de muco e secrecdo de bicarbonato, o
que aumenta a susceptibilidade da mucosa gastrica a lesdo, um dos mais conhecidos
efeitos adversos dos AINE (KUMAR et al., 2010).

Esta classe medicamentosa pode também comprometer o fluxo renal, por
inibir a PGE2 e PGI2 e, consequentemente, diminuir a vasodilatacdo. Por inibicdo da
COX presente nas plaquetas, estes medicamentos também podem prolongar o tempo
de sangramento. Outros efeitos indesejaveis incluem lesbGes intestinais com
alteracbes na microbiota intestinal, hipertensdo, hiperglicemia, aumento da
susceptibilidade a infeccéo, osteoporose, glaucoma e problemas cardiovasculares
(BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020; GARCIA-RAYADO; NAVARRO;
LANAS, 2018; WANG et al., 2021).

Com o objetivo de atenuar os efeitos adversos e sanar a inibicdo da COX-1,
a industria desenvolveu inibidores seletivos da COX-2. Estes sdo conhecidos como
“coxibes” e possuem as mesma propriedades anti-inflamatérias dos AINE, porém sem
o efeito de inibicdo plaquetaria e interferéncia na protecdo gastrica. Apesar de
inicialmente promissores, a utilizacdo destes medicamentos também demonstrou
graves efeitos adversos, como trombose, hipertenséo e problemas cardiacos severos
guando em utilizacdo prolongada, tanto que alguns medicamentos da classe foram
retirados do mercado (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

3.1.2.2 Anti-inflamatérios esteroidais

Outra classe de medicamentos anti-inflamatorios sdo os anti-inflamatorios
esteroidais. S&o os glicocorticoides sintéticos (corticosteroides, ou corticoides) que
sao derivados do cortisol. Os glicocorticoides possuem poucas diferengas estruturais
e tem atividade mais potente do que o cortisol, um hormdnio fisiol6gico sintetizado na
glandula adrenal (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). Seu principal representante &
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o cortisol e desempenham fun¢des de cicatrizacdo, reducao da resposta inflamatoria,
funcdo cardiaca, controle do crescimento e outras fungbes essenciais (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Os anti-inflamatorios esteroidais possuem efeitos sistémicos e atuam em
praticamente todas as etapas do processo inflamatoério. Eles inibem duplamente a
cascata do acido araquidénico a partir da inibicdo da enzima fosfolipase A2 e da
inibicho da COX, o que resulta em reducdo da expressdo de prostaglandinas,
prostaciclinas e proteinas ligadas ao processo inflamatério. Além disso, inibem a
sintese e liberacdo de TNF-q, interleucinas (1 a 8), interferon y e a ativacéao de células
T por citocinas. Por possuirem efeito inibidor da funcéo de fibroblastos, com reducao
na producao de colageno e glicosaminoglicanos, interferem também na cicatrizacdo e
no reparo tecidual. (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; ORAY et al., 2016).

Os corticoides produzem efeitos adversos importantes que podem causar
modificacdes na aparéncia e funcionamento do corpo (ORAY et al., 2016). O uso
continuo de corticoides esta relacionado a diminuicdo da absorcao intestinal de calcio
e consequente risco de osteoporose e fraturas. Também esta relacionado com
Sindrome de Cushing iatrogénica, com incidéncia de cataratas e glaucoma em
individuos predispostos geneticamente e com hiperglicemia e diabetes. Este ultimo,
devido a interferéncia no metabolismo glicémico. Os corticoides tém sido associados
também a supressdo da resposta a infeccbes, com agravamento de infeccbes
oportunistas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

3.1.2.3 Outros medicamentos

Exemplos de medicamentos com atividade anti-inflamatéria desenvolvidos
mais recentemente sao 0s anticorpos monoclonais, inibidores de citocinas,
antagonistas de receptores especificos e inibidores de quinases. No entanto, esses
medicamentos apresentam alto custo e dificuldades com a via de administracdo, além
de efeitos adversos como danos gastrointestinais, hepaticos e renais (MEDZHITOV,
2008).

Este cenario evidencia a necessidade por novos compostos para o tratamento
de doencas inflamatérias. Visando a diminuicdo de efeitos adversos dos
medicamentos sintéticos, e a reducéo de custos, uma das alternativas mais usadas &

a utilizacdo de plantas medicinais. Esta € uma pratica ancestral que continua
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relevante, jA que mesmo com 0s avangos observados na farmacoterapéutica, cerca
de 30% de todos os agentes terapéuticos sdo derivadas de produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2007).

3.2 Biodiversidade e plantas de interesse

O desenvolvimento da civilizacdo esta intimamente ligado a utilizacdo da
natureza para fins terapéuticos. Nossos antepassados exploravam, na natureza,
recursos para melhorar sua condicao de vida, especialmente plantas nutritivas e de
uso medicinal, aumentando suas chances de sobrevivéncia (BRASIL, 2012).

A literatura mostra que algumas espécies de plantas alimenticias nao
convencionais apresentam valores nutricionais superiores aos de plantas
tradicionalmente encontradas para comercializacdo (KINUPP; DE BARROS, 2008).
Além de fontes de nutrientes, determinados alimentos e especiarias também sdo
considerados plantas medicinais, devido ao conteddo de vitaminas, minerais e
fitoquimicos de interesse para a saude humana. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estabeleceu o conceito de planta medicinal como: “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos” (WHO, 1998).

A partir das plantas medicinais, surgiu o conceito dos medicamentos
fitoterapicos. Legalmente, estes sdo obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais, com comprovada eficicia e seguranca, excluindo substancias
ativas isoladas, ainda que de origem vegetal (BRASIL, 2004). Tanto a utilizacdo de
fitoterapicos, como a de plantas medicinais, se enquadram na medicina tradicional e
na medicina complementar e alternativa. A OMS (WHO, 2023) recomendou a
integracdo destas praticas nas politicas de saude dos paises e, em 2006, foi aprovada
a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS, que
institucionaliza o uso de plantas medicinais e fitoterapicos disponibilizados para
populacdo (BRASIL, 2015).

Diante dos efeitos adversos produzidos pelos medicamentos sintéticos, alem
de uma mudanca cultural que passou a valorizar a biodiversidade e os produtos
naturais, as propriedades medicinais de plantas vem sendo foco de pesquisas. (AZAB;
NASSAR; AZAB, 2016; EKIERT; SZOPA, 2020; NUNES et al., 2020). Houve avancos

e descobertas significativas nos ultimos anos, o que levou a industria farmacéutica a
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desenvolver um crescente interesse em investigar produtos naturais como fonte de
moléculas inovadoras. O mercado dos fitoterdpicos movimenta milhdes de ddlares
anualmente (BRASIL, 2012; WHO, 2019, 2013b).

O Brasil é conhecido mundialmente por sua biodiversidade, porém poucos
medicamentos desenvolvidos no pais. Um dos exemplos de sucesso € o medicamento
anti-inflamatério topico Acheflan® (Ache), desenvolvido a partir do 6leo essencial da
planta Cordia verbenaceae (Borraginaceae). Além deste, a Farmacéutica Aché
produziu o fitoterapico ansiolitico Sintocalmy® preparado com o extrato de Passiflora
incarnata (Passifloraceae). A Apsen Farmacéutica desenvolveu Fitoscar®, uma
pomada formulada com uma mistura de derivados fendlicos de Stryphnodendron
adstringens (Mart.). Estes poucos exemplos de produtos oriundos da biodiversidade
brasileira evidenciam a necessidade de desenvolvimentos de estudos nesta area,
além do potencial econémico a ser explorado (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018)

3.2.1 Palmeira Attalea phalerata

Apesar da extensao territorial do Brasil, mesmo com muitos grupos de
pesquisa, ainda existe um grande nimero de plantas com conhecido uso etnobotanico
gue nao tem sido estudada, como por exemplo, algumas, espécies de palmeiras
(familia Arecaceae). O acai, o 0leo de palma (azeite de dendé) e o 6leo de coco sdo
excecOes conhecidas mundialmente, entretanto, a maioria das espécies ainda é
subutilizada (DE LIMA; LESCANO; DE OLIVEIRA, 2021).

As palmeiras fornecem frutas que podem ser alimentos tanto para humanos
como para animais. No bioma Pantanal, o fruto das palmeiras é o principal alimento
de aves nativas, como as araras, além de outros animais, como antas, cotias e
capivaras (JANICK, 2006). As améndoas de algumas palmeiras possuem perfis
nutricionais interessantes e sédo utilizadas na alimentacdo e na medicina popular
devido & sua composicdo em acidos graxos (LEE; BALICK, 2008; TEIXEIRA; IBANEZ;
BLOCK, 2022).

A variedade de palmeiras brasileiras € grande. Sao cerca de 480 espécies
nativas, nos diversos biomas (DE SOUZA et al., 2020). No Cerrado e Pantanal séo
conhecidas mais de 50 espécies de Arecaceae (LORENZI et al., 2010). Dentre estas,
a palmeira Attalea phalerata (Mart. ex Spreng.) Burret ocupa um lugar importante. Esta

palmeira € conhecida popularmente como palmeira acuri, acurizeiro, uricuri, ganguri,
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cabecudo e bacuri (HENDERSON; GALEANO-GARCES; BERNAL, 1995; POTT,;
POTT, 1994).

O acurizeiro tem ampla distribuicdo no Brasil. E encontrado naturalmente em
estados no Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (HENDERSON; GALEANO-
GARCES; BERNAL, 1995; LORENZI et al., 2010). Também pode ser encontrado na
Bolivia, com o nome popular “motacu”, no Peru, conhecido popularmente como
“shapaja” e no extremo sul da Coldbmbia (HENDERSON; GALEANO-GARCES;
BERNAL, 1995; MORAES; BORCHSENIUS; BLICHER-MATHIESEN, 1996).

Segundo Henderson e colaboradores (1995), Athalea € um género que possui
29 espécies com presenca de hibridizac&@o entre varias delas. A classificacdo botanica
do acuri segue da seguinte maneira (HENDERSON; GALEANO-GARCES; BERNAL,
1995; LORENZI et al., 2010):

Divisdo - Magnoliophyta
Classe - Liliopsida
Subclasse - Arecidae
Ordem - Arecales
Familia - Arecaceae
Género - Attalea Kunth

Epiteto - Attalea phalerata Mart. ex Spreng.

Sinonimia - Scheelea phalerata (Mart.) Bur.
Outros sinbnimos: Attalea princeps Mart., Attalea corumbensis (Barb. Rodr.) Barb.
Rodr., Attalea martiana Burret, Attalea. microspadix Burret, Attalea princeps Mart.,
Attalea principes var. corumbensis Barb. Rodr., Attalea excelsa Mart. ex Spreng.,
Attalea princeps Mart.

O acurizeiro tem diversos usos populares. Suas folhas sdo usadas como
forragem com a finalidade de proteger o solo. Seus frutos para consumo animal,
cobertura para habitacdo coletiva e matéria-prima para artesanato. E considerada
uma planta ornamental, sendo utilizado em paisagismo (DE LIMA; LESCANO; DE
OLIVEIRA, 2021). Do caule, pode-se retirar o palmito do qual é feito um licor alcodlico
utilizado popularmente como fortificante (HENDERSON; GALEANO-GARCES;
BERNAL, 1995; LORENZI et al., 2010; POTT,; POTT, 1994). Texeira e colaboradores
(TEIXEIRA; IBANEZ; BLOCK, 2022), usaram 0 extrato n-hexanico das bracteas de
acurizeiro como repelente do mosquito Aedes aegypti.
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O fruto do acurizeiro é constituido por casca (exocarpo), polpa (endocarpo),
um rigido mesocarpo e a améndoa (semente) (LESCANO et al., 2018). A polpa dos
frutos in natura e na forma de farinha séo utilizados na alimentacdo humana e animal
(HIANE et al., 2003). O extrato hexanico da polpa tem efeito ansiolitico com auséncia
de sedacdo em modelo animal (FREITAS DE LIMA et al., 2019). Na Figura 1
encontram-se fotografias dos frutos no acurizeiro, frutos ja colhidos e um corte

transversal de um acuri mostrando trés améndoas no seu interior.

Figura 1 — Registros fotograficos do fruto do acurizeiro
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Da esquerda para a direita: os frutos no peduinculo na palmeira-acuri, no meio os frutos colhidos e, a
direita, um corte transversal do fruto mostrando trés améndoas em seu interior.
Fonte: A autora.

Das améndoas se extrai o 6leo. Na Bolivia o 6leo tem sido usado como
descongestionante pulmonar, anti-inflamatorio, antitérmico, e para o tratamento de
caspa (MORAES; BORCHSENIUS; BLICHER-MATHIESEN, 1996). O 6leo também
possui potencial como biocombustivel (NEGRELLE, 2015). O 6leo administrado em
ratos hiperlipidémicos reduziu o colesterol sérico e a massa corporal dos animais (DA
SILVA BALDIVIA et al., 2018; NEGRELLE, 2015)

3.2.2 Acidos graxos

Oleos e gorduras sdo substancias de origem vegetal ou animal e sdo
classificados como lipidios. Os lipidios sdo um grupo de compostos apolares soluveis
em solventes orgéanicos (hexano, cloroférmio, benzeno, éter, alcool). Possuem uma
cabeca hidrofilica (grupo carboxila: -COOH) e sua polaridade depende da cadeia
carbbnica apolar, chamada de cauda. As gorduras séo lipidios constituidos por
glicerideos de acidos graxos saturados, sao solidas a temperatura ambiente e provém
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de fonte animal. Os 6leos sé@o formados por glicerideos de acidos graxos insaturados,
séo liquidos a temperatura ambiente e sado produzidos por plantas. Os acidos graxos
sdo um dos principais grupos de moléculas encontradas nas células (CHEN;
MCCLEMENTS; DECKER, 2011).

Os &cidos graxos sao acidos carboxilicos alifaticos com cadeias curtas (4 a 6
carbonos), médias (8 a 12 carbonos), longas (14 a 18 carbonos) ou muito longas (20
a 36 atomos de carbono). De modo geral, tem procedéncia natural e costumam
possuir cadeia linear e niumero par de carbonos, tendo em vista a adicdo destes
atomos aos pares para alongamento de sua cadeia, que pode ser saturada ou
insaturada (CHEN; MCCLEMENTS; DECKER, 2011; NELSON; COX, 2011).

O comprimento da cadeia e seu grau de insaturacdo influenciam nas
propriedades fisicas dos acidos graxos. Por exemplo, o ponto de fusdo aumenta com
0 aumento do numero de atomos de carbonos na cadeia e diminuem com o numero
de insaturacdes. Sua nomenclatura é dada pelo numero de carbonos, pela posicéo da
primeira dupla ligacdo e pelo nimero de duplas ligacdes. A localizacdo da primeira
dupla ligacao, contada a partir da terminagao metila é designada pela letra grega “w”
(bmega). A nomenclatura do acido linoleico (w-6) é C18:2n6c¢. Isto é, possui uma
cadeia com 18 carbonos (C18) e duas duplas ligagdes (2n), sendo que a primeira
ligacdo estd no sexto carbono (6¢) a partir da terminacdo metila (NELSON; COX,
2011).

Os é&cidos graxos desempenham funcfes essenciais no organismo humano.
Por exemplo, formam parte da composi¢cao estrutural das membranas celulares,
participam do armazenamento de energia como triglicerideos nos adip6citos e no
fornecimento dessa energia por meio da beta-oxidacdo (ABBAS; FAUSTO; KUMAR,
2010). Alguns acidos graxos sdo essenciais, ou seja, ndo podem ser sintetizados e
devem ser consumidos na alimentagdo como os acidos graxos poli-insaturados, em
especial os das classes w—6 (acido Linoleico) e classes w-3 (acido a — linolénico). No
Quadro 2 se apresentam alguns dos acidos graxos saturados e insaturados mais
conhecidos, sua fonte alimentar, o nimero de carbonos que possuem em sua

estrutura, e se sdo essenciais ou nao.
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Quadro 2 - Acidos graxos conhecidos e suas fontes

Nome do acido N°deC Tipo Essencial Fonte Alimentar
Palmitico 16 Saturado N&o Oleo de Palma
Estearico 18 Saturado N&o Gordura Animal

Oleico 18 Monoinsaturado N&o Oleo de oliva
Linoleico 18 Poli-insaturado Sim Oleo de cartamo
Linolénico 18 Poli-insaturado Sim Oleo de soja
Araquidonico 20 Poli-insaturado Sim Carne e laticinios
Eicosapentaenoico 20 Poli-insaturado Sim Oleo de peixe, algas

Fonte: WHITE (2009)

Os w—6 e w-3 sao precursores de biomoléculas. O acido linoleico (w—6) é
convertido em acido araquidénico (também essencial), este Ultimo, por sua vez, é
percursor de biomoléculas como as prostaglandinas, os tromboxanos e o0s
leucotrienos (eicosanoides). Essas biomoléculas sdo mediadores nos processos
inflamatorios. Os 6leos w—6 e w—3 também participam do controle da presséao arterial,
frequéncia cardiaca, dilatacdo vascular, coagulacdo sanguinea (ABBAS; FAUSTO;
KUMAR, 2010). O &cido linoleico é o acido graxo poli-insaturado mais predominante
na dieta ocidental. Suas fontes sdo os 0leos vegetais como o 6leo de soja, 6leo de
milho e Oleo de algoddo (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010). Os &cidos w-3,
favorecem a producdo de prostaciclinas que previnem a formacdo de coagulo e
causam vasodilatacdo. Suas fontes incluem 6leo de linhaca, algumas algas e 6leos
de peixes marinhos (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010).

Outros acidos graxos presentes nos 0leos vegetais ndo sao essenciais, mas
suas atividades no organismo conferem-lhes interesse farmacolégico. O &cido oleico
(bmega 9), € um acido monoinsaturado que auxilia na reducao dos niveis sanguineos
de colesterol LDL (low density lipoprotein, ou lipoproteina de baixa densidade).
Chamado também de colesterol ruim, o LDL é uma molécula que, quando oxidada,
participa do processo de formacéo das placas aterosclerdticas. Além disso, o acido
oleico aumenta os niveis sanguineos de HDL (high density lipoprotein, ou lipoproteina
de alta densidade). O HDL, ou colesterol bom, atua absorvendo e removendo
moléculas de colesterol das artérias e transportando-as para o figado, contribuindo
para a diminuicdo dos niveis plasméticos de colesterol e, consequentemente,
prevenindo riscos de doencas cardiovasculares e suas complicacdes (MARCELINO
et al., 2019). Suas fontes incluem o azeite de oliva, mas atualmente, o 6mega 9 é

adicionado a outros 0Oleos e alimentos para prevencao de doencas cardiovasculares
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(ILLAM; NARAYANANKUTTY; RAGHAVAMENON, 2017; SALES-CAMPOS et al.,
2013).

O acido oleico também possui relevancia na industria cosmética servindo de
aditivo para a fabricagdo de sabdes, sabonetes e cremes. Ele adiciona propriedades
lubrificantes, emolientes e hidratantes as prepara¢fes de cremes e géis. O &cido
oleico também pode ser encontrado em produtos para aplicacdo pos sol, ja que possui
propriedades regenerativas para a pele (POLJSAK; KREFT; KOCEVAR GLAVAC,
2020).

O &cido laurico € o componente primario do 6leo de coco (45-53 %). As
propriedades metabdlicas e fisioldgicas do acido laurico sdo responsaveis por muitas
das propriedades do 6leo de coco. O &cido laurico é rapidamente absorvido,
transportado e metabolizado no figado. A maior parte do acido laurico ingerido é
diretamente convertido em energia e outros metabdlitos, em vez de ser armazenado
como gordura. E o 4cido graxo que menos contribui para o acimulo de gordura. O
acido laurico possui atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e varios
fungos e virus. O &cido laurico, tem atividade antimicrobiana, antioxidante,
anticarcinogénica (BARLINA et al., 2022; MATSUE et al., 2019; VERMA et al., 2020;
WALLACE, 2019)

3.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma area multidisciplinar da ciéncia que tem avancado
rapidamente nos ultimos anos. A caracteristica que identifica a nanotecnologia é a
utilizacdo de materiais em escala nanométrica, ou seja, 10 metros. O principio é que,
devido ao pequeno tamanho, os materiais nanoparticulados possuem uma grande
area de superficie e, por isso, geralmente, possuem propriedades mecanicas, opticas,
magneéticas, fisicas ou quimicas que diferem de particulas e superficies de maior
tamanho (BAYDA et al., 2020; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A nanotecnologia consiste na manipulacdo do design, sintese e aplicacéo de
ferramentas e dispositivos cujas dimensdes sejam menores que 1000 nm. Como
exemplo de produtos da nanotecnoldgicos utilizados no dia a dia estdo as peliculas

gue revestem lentes de Oculos. As peliculas nanométricas fornecem a estas lentes
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propriedades autolimpantes, antirreflexo, entre outras. Outro exemplo comum séo os
circuitos elétricos complexos a nivel da nanoescala, possibilitando a confec¢do de
computadores, smartphones e equipamentos eletrbnicos inteligentes, cada dia
menores de tamanho (BAYDA et al., 2020).

Durante as Ultimas décadas, o potencial da nanotecnologia na drea médica
vem sendo explorado. Uma das areas da medicina na qual a nanotecnologia
apresentou mais avancos foi o campo da oncologia. Houve melhora da eficacia de
guimioterapicos, por exemplo, a doxorrubicina, para varias células tumorais, como,
cancer de mama, ovario e estbmago (PATEL et al., 2018). Esses avancos foram
alcancados direcionando as moléculas de interesse (moléculas funcionais,
nanoparticulas com funcédo de anticorpos e agentes citotéxicos) ao local do tumor.
Este tipo de liberacdo é chamado de ‘target” delivery. Com este direcionamento,
aliado a nanotecnologia, podem se melhorar as respostas aos tratamentos dos
tumores, além de reduzirem significativamente a toxicidade dos quimioterapicos
tradicionais (PATEL et al., 2018; SHI et al., 2017). Sendo assim, 0os meétodos

nanotecnoldgicos podem auxiliar na melhora do tratamento do cancer.

3.3.1 Nanoparticulas poliméricas

Sistemas nanocarregadores estdo sendo estudados para a liberacdo de
farmacos. Os nanocarregadores mais relevantes sado as nanocapsulas, nanoesferas,
nanoparticulas lipidicas soélidas, nanoemulsbes, microemulsdes, lipossomas e
niossomas (MANJU; SREENIVASAN, 2010).

Entre os sistemas nanoparticulados mais importantes estdo nanoesferas e
nanocdpsulas. Estas preparacbes, constituidas geralmente por polimeros
biodegradaveis, sdo sistemas coloidais de tamanho variando entre 100 e 500 nm que
podem ser usados como carregadores de substancias ativas. As substancias ativas
podem ser encapsuladas, adsorvidas ou dispersas na matriz das nanoparticulas
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

As nanoesferas e nanocapsulas se diferenciam em sua estrutura. As
nanoesferas sao constituidas por uma matriz polimérica, onde a substancia pode ficar
retida ou adsorvida e ndo possuem 6leo em sua composicdo. Ja as nanocpsulas séo
sistemas nano-vesiculares em que a substancia ativa esta na forma liquida, sélida ou

como dispersdo molecular e confinada em uma cavidade lipofilica cercada por
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revestimento polimérico (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998; SCHAFFAZICK et al., 2003). A Figura 2 apresenta as

principais diferencas entre as nanocapsulas e nanoesferas.

Figura 2 — Representagdo esquemética de um corte transversal de Nanocapsulas e Nanoesferas

| Nanoparticulas

Nanocapsulas Nanoesferas
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Farmaco Farmaco adsorvido
dissolvido no na superficie
nucleo oleoso polimérica

Farmaco adsorvido
a parede
polimérica

Farmaco disperso
na matriz
polimérica

Fonte: O autor

Para a veiculagcdo de substancias ativas, os sistemas nanoparticulados
apresentam significativas vantagens em relacao aos métodos tradicionais. Dentre elas
estdo a liberacdo modificada do principio ativo, maior permeabilidade intracelular;
reducdo de toxicidade e aumento da estabilidade das substancias ativas promovida
pela protecdo do involucro polimérico contra fatores de degradacdo, como pH e luz.
(ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007;
VERGALLO, 2020).

3.3.2 Métodos de preparacdo de nanoparticulas

Existem seis métodos para a preparagdo de nanocapsulas usando polimeros
pré-formados: nanoprecipitacdo, emulsdo-difusdo, dupla emulsificacdo, emulsdo-
coacervagcao, método camada por camada e método de revestimento de polimero
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Esses métodos estdo resumidos no
Quadro 3.
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Quadro 3 - Métodos de preparacédo de Nanocapsulas

Concentragao,
purificacao e
estabilizacao de
nanocapsulas

Formacao de nanocapsulas
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Fonte: Adaptag&o (STECANELLA, 2011). Original (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010)

O método de nanoprecipitacdo, também chamado de deposicdo de
polimero seguido de deslocamento de solvente, € um método simples que necessita
de duas fases, uma agquosa e uma organica. A fase organica é constituida
basicamente por um ou mais solventes organicos, por uma substancia formadora de

filme (geralmente um polimero), pela substancia ativa (dissolvida ou ndo em 6leo), e
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um tensoativo de baixo EHL (equilibrio hidrofilico lipofilico). A fase aquosa é formada
por um liquido que ndo seja solvente para a substancia formadora de filme
(geralmente agua destilada ou solugcéo tampao) e por um ou mais tensoativos de alto
EHL (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Para a nanoencapsulacdo podem ser usados polimeros naturais (alginatos,
gelatina, quitosana) e polimeros sintéticos. Os polimeros sintéticos sdo mais usados
devido a maior pureza e reprodutibilidade. Entre os polimeros sintéticos, os mais
usados séo poli-e-caprolactona (PCL), poli (acido latico) (PLA) e poli (acido latico-co-
glicdlico) (PLGA). O Eudragit® (polimero derivado de acido metacrilico) e o poli (alquil-
ciano acrilato) (PACA) também sdo usados como outros polimeros formadores de
pelicula. Para reduzir possiveis toxicidades causados pelos polimeros sintéticos,
alguns séo polimerizados com polietilenoglicol (PEG) para diminuir sua deteccao pelo
sistema imunolégico (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK
et al., 2003).

Os tensoativos mais utilizados na preparacdo de nanocpsulas sdo os nao
ibnicos como os ésteres de sorbitano: Tween e Span. Para dissolver os polimeros, €
recomendavel usar acetona, etanol, éter etilico ou misturas destes, por serem 0s
menos danosos a saude do manipulador e mais faceis de eliminar por evaporagéo a
baixas temperaturas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK
et al., 2003).

Para a preparacdo das nanocapsulas, a fase organica deve ser adicionada,
gota a gota, sobre a fase aquosa sob agitacdo moderada com ou sem aquecimento e
assim forma-se uma suspensao coloidal. Apés a formacdo desta suspenséo, o
solvente deve ser eliminado em evaporador rotativo com pressdo negativa (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003).

O método de nanoprecipitacdo permite obter tamanho médio de particulas
entre 250 e 500 nm. E 0 método mais utilizado na literatura (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003).

3.3.3 Estabilidade das nanoparticulas
A estabilidade fisica dos sistemas nanoparticulados, assim como para outros

sistemas coloidais, é a capacidade de ndo agregacdo e de se manter dispersos

homogeneamente nas solugdes. Seu desempenho in vivo depende de uma boa
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estabilidade. A carga das nanoparticulas tem muito a ver com a estabilidade (JAIN;
THAREJA, 2019). As nanoparticulas possuem uma dupla camada elétrica ao redor da
sua superficie. A camada de Stern (Stern layer) & composta principalmente por ions
de carga oposta a da particula, fortemente ligados em sua superficie e que ndo se
alteram facilmente frente a mudancas do meio. Em seguida, esta a Camada Difusa,
que é facilmente afetada por choque térmico, concentracdo de ions, entre outras
variacfes do meio. A estabilidade das particulas coloidais é determinada pela carga
na camada difusa (o potencial zeta) e pela estrutura da superficie. Isto é, quanto maior
a carga (negativa ou positiva) maior a repulsédo, e se mantera uma maior distancia
entre as particulas, tornando o meio mais estavel (CLOGSTON; PATRI, 2011,
SALOPEK; KRASI; FILIPOVI, 1992).

A determinacdo do potencial zeta (¢) fornece informacgdes sobre a carga das
nanoparticulas, portanto, fornece um sinal da repulséo ou atracéo elétrica entre elas
(Figura 3). O potencial zeta € frequentemente determinado pelo método de
espalhamento eletroforético da luz. Neste método, um campo elétrico fraco é passado
através da suspensao diluida de nanoparticulas contidas em uma cuba eletroforética
e a velocidade das espécies carregadas se movendo em direcdo ao eletrodo de carga
oposta (CLOGSTON; PATRI, 2011).

Figura 3 — llustracé@o do potencial zeta de uma particula carregada em suspensao

Camada de popa ["stern layer”)
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Fonte: Adaptacdo ZAMBERLAN, 2018. Original LAHORE et al., 2010
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Potencial zeta maior que £30 mV indicam estabilidade da dispersao e indicam
que hé repulséo elétrica e bloqueio de contato entre as particulas. O potencial zeta
também pode determinar se um material ativo com carga conhecida esta
adequadamente encapsulado no centro da nanocapsula ou adsorvida a superficie
(MOHANRAJ; CHEN, 2007).

4 MATERIAL E METODOS

4.1  Material vegetal

Os frutos maduros da espécie foram colhidos no municipio de Jaraguari, Mato
Grosso do Sul, nas coordenadas 20° 6'58" S 54° 25'44" O. A colheita foi feita no més
de setembro de 2021. A identificacdo botanica da espécie foi confirmada pelo

departamento de Botanica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.2 Extracdo do d6leo

Os frutos maduros foram secos em temperatura ambiente por 7 dias.
Posteriormente, as améndoas foram separadas e trituradas em triturador elétrico.
Logo, procedeu-se a extracdo com n-hexano (Synth) utilizando uma propor¢éo 1:5 m/v
(améndoa: solvente). A mistura permaneceu em ambiente escuro durante 7 dias e foi
agitada ocasionalmente. A seguir, 0 extrato n-hexanico contendo o 6leo foi filtrado
com papel filtro para retirada de impurezas fisicas e o solvente foi eliminado em
evaporador rotatério a vacuo, a 50°C. O déleo foi armazenado em frasco ambar em

geladeira até sua utilizac@o (Figura 4).



Figura 4 — Processo de coleta e obtenc@o do material vegetal
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4.3 Caracterizacgéo fisico-quimica do 6leo

Foram avaliados o indice de acidez, o indice de iodo, indice de saponificacao,
seguindo as metodologias do Instituto Adolfo Lutz (2008) e métodos oficiais da
American Oil Chemists’ Society (AOCS). Foram determinados também, o indice de
Refracdo e a densidade relativa a 25°C seguindo as metodologias da Farmacopeia
brasileira (2019).

4.3.1 Determinacgéo do indice de acidez

Pesou-se 2 + 0,05 g de 6leo em frasco Erlenmeyer de 125 mL. Em seguida, foi
adicionado 25 mL de uma combinagéo de éter etilico (Synth) e etanol (Synth) (2:1) e
duas gotas de indicador fenolftaleina. Este conjunto foi titulado utilizando solucéo
padronizada de hidroxido de sédio 0,1 M. O ponto final da titulacédo foi determinado
pelo aparecimento de coloracdo rosea que persistiu por 30 segundos. O volume total
de NaOH utilizado para a titulacdo foi empregado no calculo do indice de acidez,
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segundo método oficial AOCS e Instituto Adolfo Lutz (AOCS, 2017; INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). O ensaio foi realizado em triplicata.

Equagso 1 - indice de Acidez

VX fx5,61

Indice de acidez (mg de KOH/ g de 6leo) = P

Sendo:

V = Volume (mL) de solucao de hidréxido de sddio 0,1 M gasto na titulacédo
f = fator da solucéo de hidroxido de sédio

5,61 = equivalente grama KOH

P = massa de amostra (Q).

4.3.2 Determinacéo do indice de lodo

Em um frasco Erlenmayer (com tampa) de 500 mL, foi pesado 0,25g do éleo,
com uma precisdo de 0,005g em balanca analitica (Sartorius, Alemanha). Em seguida,
foi adicionado 10 mL de tetracloreto de carbono. Utilizando uma bureta, foi transferido
25 mL de solucdo de Wijs para o frasco Erlenmeyer. O frasco foi entdo tampado e
agitado cuidadosamente com movimento de rotacdo até completa homogeneizacéao.
A mistura permaneceu em repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 30
minutos. Apos este tempo, foi adicionado 10 mL da solucéo de iodeto de potassio a
15% e 100 mL de agua recentemente fervida e fria a mistura.

Procedeu-se entédo a titulacdo com solucéo tiossulfato de sodio 0,1 M até o
aparecimento de uma fraca coloragdo amarela. Apds a percepc¢ao desta coloracao,
adicionou-se 2 mL de solucao indicadora de amido 1%, que fornece uma coloragéo
azul. Em seguida, retomou-se a titulacdo até o completo desaparecimento da cor azul
anteriormente citada. O ensaio foi realizado em triplicata e uma amostra branco
também foi preparada. (AOCS, 1995; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Equacéo 2 - indice de lodo
[(Vb—Va)]x M x 12,69

indice de Iodo (giodo/100g 6leo) = B

Sendo:
M = Concentracdo molar da solucéo de tiossulfato de sodio (Na2S203)

Vb = Volume (mL) de tiossulfato de sédio gasto na titulagdo do branco em mililitros
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Va = Volume (mL) de tiossulfato de sddio gasto na titulagdo da amostra em mililitros

P = massa da amostra em gramas

4.3.3 Determinacéo do indice de refracéo

Ajustou-se previamente o refratdbmetro de Abbé (TECNAL, Brasil) com 4gua a
40°C até a estabilizacdo da temperatura e calibrou-se o equipamento com agua
destilada (AOCS, 1990a). Os prismas foram limpos, completamente secos e entéo
gotas suficientes foram posicionadas até cobertura do prisma. Apds dois minutos de
estabilizacao, a luz foi ajustada para obter a leitura do indice de refracdo. O ensaio foi

realizado em triplicata.

4.3.4 Determinacao do indice de saponificacdo

Em um tubo de ensaio de 100mL, foram adicionados 4 + 0,05 g de amostra
de 6leo e 50 mL de solucéo alcodlica de KOH (Synth). Os tubos foram acondicionados
em um sistema de refluxo, onde permaneceram sob temperatura de 100°C por uma
hora. Apés o resfriamento do frasco, foi adicionado 1 mL de fenolftaleina e titulado
com solucao de acido cloridrico 0,5 M (Dinamica) até o desaparecimento da cor résea
(AOCS, 1993; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Equac&o 3 - indice de Saponificacao

28,05 X F x (B — A)
P

Indice de Saponificacio (mg de KOH/g de 6leo) =

Sendo:

A = volume solucéo de acido cloridrico 0,5 M gasto na titulagdo da amostra
B = volume solucao de acido cloridrico 0,5 M gasto na titulacdo do branco
F = fator da solucdo de HCI 0,5 M

P = massa de 6leo (g)

4.3.5 Densidade Relativa

A densidade relativa foi determinada pelo método do picnémetro, a 25°C

(AOCS, 1990b). A massa de um picnémetro de vidro de 10 mL vazio foi determinada
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usando uma balanca analitica (e=0,0001g). Posteriormente foi determinada a massa
do picnémetro preenchido com 6leo das améndoas de acuri e com agua MiliQ. Para
estabilizar a temperatura os picnémetros tampados foram mantidos em termostato a
25 = 0,1°C por 30 minutos. A densidade relativa do 6leo foi calculada usando a

equacao 4. O ensaio foi realizado em triplicata.

Equacéo 4 - Densidade Relativa

Sendo:
A = massa do recipiente contendo 6leo
B = massa do recipiente vazio

C = massa da agua a temperatura de 25°C

4.4 Determinacao do perfil de acidos graxos por CG/MS

Foi avaliado o perfil de acidos graxos do 6leo das améndoas de acuri por
Cromatografia Gasosa acoplado a um espectrémetro de massas (CG/MS) (Shimadzu,
modelo GC-2010, Japéo) utilizando um detector de ionizagdo de chama (FID), com
injetor do tipo “split/splitless”. A separagao foi feita em coluna capilar de silica fundida
de 30m de comprimento, 0,25mm diametro, BPX-70 (70% Cianopropil
polisilfenilsiloxano). Os parametros de operacdo foram: temperatura do detector
250°C, temperatura do injetor: 250°C. A temperatura inicial da coluna foi de 80°C (3
min), subindo gradativamente até 140°C a 10°C /min e depois até 240°C a 5°C/min e
permanecendo nessa temperatura por 11 min. Para o gas de arraste, foi utilizado hélio
com fluxo na coluna de 1,0 mL/min, ar sintético e hidrogénio como gas para o detector
e nitrogénio como gas auxiliar, “make-up”. O volume de inje¢cdo foi de 1uL. A
identificacéo e quantificacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacao do tempo
de retencéo (tr) de ésteres metilicos de acidos graxos da amostra e do padrdo (FAME
mix, 100mg — 37 componentes). A quantificacao foi expressa em porcentagem do total

de acidos graxos identificados.
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45 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS

4.5.1 Selecao do polimero

Foi publicada uma revisdo bibliografica (Anexo I) que justificou a selecdo do
polimero Kollicoat® MAE 100 P como material de recobrimento das nanocapsulas.
Este, € um polimero aniénico derivado do acido metacrilico, com um comportamento
de &acido fraco, que permanece intato em meios com pH <5,5. E utilizado como
material de revestimento para comprimidos gastrorresistentes. Seu uso como
revestimento de nanocapsulas poliméricas € escasso na literatura, porém promissor,
pois tem mostrado especial aplicabilidade para encapsulacdo de ativos tanto de
origem natural como quimico sintéticos (NETO et al., 2021; PRADA et al., 2019).

4.5.2 Formulacdo das nanocapsulas

As nanocapsulas contendo o 6leo das améndoas de acuri (NC) foram
sintetizadas pelo método de nanoprecipitacdo (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010), utilizando o polimero Kollicoat® MAE 100 P como agente formador
da camada de recobrimento. A fase organica foi preparada dissolvendo 0,5 g de
polimero Kollicoat® MAE 100P em 20 mL de uma mistura etanol: acetona (3:1) sob
agitacdo a 400 rpm, durante 7 min. Em seguida, foi adicionado 0,5 g do 6leo das
améndoas de acuri mantendo a agitacdo durante 10 minutos. A fase aquosa foi
constituida por 100 mL de agua destilada e 0,59 do tensoativo Tween 80. A fase
organica foi adicionada gota a gota sobre a fase aquosa, sob agitacdo. A agitacao foi
aumentada para 650 rpm e a mistura foi mantida sob agitagdo durante 15 min. Logo
apos, o solvente foi evaporado em placa aguecedora a 50°C e agitacdo a 650 rpm. As
nanocapsulas em solucdo foram transferidas para um frasco de cor ambar, e
preservado a temperatura ambiente por 24h até sua caracterizagao.

Para os testes de atividade biologica, foi preparada uma formulacédo de
nanocapsulas branco, feita usando a mesma metodologia e quantidades de

substancias, mas sem a presenca do 6leo de acuri.
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4.6 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS

4.6.1 Tamanho de particula

O tamanho de particula e o indice de polidisperséo foram medidos pela técnica
de Espalhamento Dinamico da Luz, utilizando o equipamento Zetasizer (Malvern, UK).
As nanoparticulas foram diluidas 1:9 (v/v) em agua ultrapura. As leituras foram
realizadas em um comprimento de onda do laser de 633 nm, 173° de angulo de
espalhamento, a 25°C. O comprimento de onda do laser foi equilibrado por 30 minutos
antes da medicdo. Trés medidas foram realizadas para cada amostra e a média +
desvio padréo foi relatada (ISO 22412, 2008; MCNEIL, 2018).

4.6.2 Potencial zeta

O potencial Zeta das nanocapsulas foi medido usando a técnica de
Espalhamento eletroforético da luz usando um equipamento Zetasizer (Malvern, UK).
As amostras foram transferidas para cubetas de policarbonato com eletrodos de ouro
(DTS1060). As amostras foram diluidas 1:9 (v/v) em agua ultrapura e as medidas
foram realizadas a 25°C, utilizando uma tensao de 150 V. Foram feitas trés réplicas e
se informou a média + desvio padréo (ISO 22412, 2008; MCNEIL, 2018).

4.6.3 Eficiéncia De Encapsulagéo

Uma amostra de 1,0 mL de suspensédo de nanocapsulas foi transferida para tubos
Eppendorf de 2 mL, e centrifugada a 21 krpm em uma ultracentrifuga Analitica (Optima
XPN 80, Brasil) por 15 min, a 5 °C. O sobrenadante foi descartado. As nanocapsulas
separadas no fundo do Eppendorf, foram lavadas trés vezes e com agua acidulada
com HCI 0,01N, utilizando vértex para resuspensao e centrifugadas a 21 krpm por 15
min a 5 °C. Posteriormente, foram dissolvidas em 1 mL de tampéo PBS (pH 7,4) a
45°C, filtradas por uma membrana de 0,45 um (Millipore, USA). Em seguida, 0,20 uL
de filtrado foram diretamente injetados no sistema cromatografico com as seguintes

especificacdes: Cromatografia Gasosa (equipamento Shimadzu, Japao). Coluna
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Zebron ZB-FFAP (recheio de &cido nitrotereftadlico modificado/Polietileno Glicol)
especial para 4cidos graxos nao derivatizados.

A coluna possuia dimensdes: 60 metros x 0,25mm x 0,25 um; injetor do tipo
split/splitless e um volume de injecédo de 0,2 pl. Hélio foi usado como gas de arraste,
em fluxo constante de 2 mL/min. O programa de aquecimento do forno foi 40-260 °C
a 5 °C/min. Foi usado um detector FID (detector de ionizacdo de chama) a uma
temperatura de 250 °C.

A identificacdo/quantificacéo foi feita por comparacdo com uma mistura de ésteres
metilicos de acidos graxos saturados e insaturados de cadeia C4-C40 (Sigma, USA).
A quantificacao foi expressa como porcentagem total de acidos graxos.

A eficiéncia da encapsulacdo (EE) do processo foi determinada através da
guantificacdo do oleo presente nas nanocépsulas em relacdo a quantidade original
utilizada para a producdo das nanoparticulas e expressas em porcentagem. Os

ensaios foram feitos em triplicata.

Equacéo 5 - Eficiéncia de Encapsulagéo

Q0,, x 100
EE (%) = ———
Qoinicial

Sendo:
QOnc = Massa de 6leo determinada

QO inicial = Massa de 6leo usada na preparagao
4.7 ATIVIDADE BIOLOGICA in vitro

4.7.1 Atividade antiproliferativa de células tumorais

Foi realizado um ensaio para avaliar o efeito antiproliferativo das nanocapsulas
poliméricas carregadas com o 6leo das améndoas de Attalea phalerata (Martius ex.
Spreng.) Burret (acuri) frente a linhagens de células ndo tumorais e neoplasicas.
Foram testados fibroblastos normais de murino NIH/3T3 (ATCC CRL-1658),
fibroblastos normais de prepucio humano HFF-1 (ATCC SCRC-1041), células
tumorais prostaticas PC-3 (ATCC CRL-1435), células de adenocarcinoma renal
humano 786-0 [786-0] (ATCC CRL-1932), células tumorais de cancer de mama MCF7
(ATCC HTB-22), células de carcinoma hepatico Hep G2 [HEPG2] (ATCC HB-8065) e
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células de cancer de mama triplo negativo MDA-MB-231 (ATCC HTB-26). Este ensaio
foi realizado em parceria com o Laboratério de Cultura Celular Avancado
(LCCA/FACFAN/UFMS).

As linhagens celulares HepG2, HFF-1 e NIH/3T3 foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco-Invitrogen, Brasil) e as linhagens MCF7,
MDA-MB-231, PC-3 em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco-
Invitrogen, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco-
Invitrogen, Brasil) e foram mantidas em condi¢cbes adequadas (37°C, 5% de CO2 e
umidade) até a densidade celular ideal para o plaqueamento (5x10%/poco). Apds 24h
de adaptacdo, as células foram tratadas por 48h com concentracBes de 0,25 a 250
png/mL das nanocépsulas carregadas com 6leo de acuri e 0,025 a 25 pg/mL de
doxorrubicina. As células foram fixadas usando acido tricloroacético 20% e, apés
enxague e secagem, foram coradas com Sulforrodamina B 0,1%.

Os controles usados foram: controle da agdo do DMSO; Controle positivo
(doxorrubicina), controle negativo, branco da amostra e leitura em tempo zero (antes
do tratamento). A densidade Optica foi obtida a 540nm em leitor de microplacas de 96
pocos (Spectramax 190) conforme metodologia de (SKEHAN et al., 1990). A
porcentagem de crescimento de cada linhagem de células tumorais avaliadas foi
calculada em programa Excel 2003/2007, utilizando as férmulas de Monks e
colaboradores (1991). Os resultados foram expressos como a média de trés
experimentos independentes (n=3) e para calcular a Glso foi usado o software Origin
6.0.

O indice de seletividade (IS) foi calculado pela razéo entre a Glso da substancia
teste para a linhagem de células nao-tumorais (NIH/3T3) e a Glso nas células

neoplasicas.
Equagéo 6 - indice de Seletividade

GIS0 NIH /3T3

Indice de Seletividade (IS) = GI50 células neoplasicas

4.8 Atividade biologica in vivo
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4.8.1 Animais

Todos os testes com animais foram realizados em parceria com a
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e foram aprovados pelo Comité de Etica
em Uso de Animais da UFAM sob Documento n° 019/2019 e da UFMS n° 1.249/2022.
No ensaio de nocicepcao foram usados camundongos Swiss (Mus musculus), machos
de 8 semanas de idade, com peso corporal entre 24-28 g. Para 0s ensaios de edema
de pata, inflamacéo articular induzido por zymosan, toxicidade aguda oral e toxicidade
em doses repetidas, foram usados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, com
peso corporal entre 180-220 g, de 12 semanas de idade. Em ambos os casos, os
animais foram aclimatados nas condi¢des de laboratério durante uma semana, a 25+
2°C, e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os animais tiveram acesso livre a agua e

racao padronizada para roedores durante todo o tempo de aclimatacao.

4.8.2 Ensaio de nocicepcéao

Foi realizado o teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético
conforme metodologia descrita por Koster, Anderson e de Beer (1959). Foram
formados aleatoriamente 7 grupos de trés camundongos cada. O Grupo | foi usado
como controle normal e a ele foi administrado somente por via oral, utilizando uma
canulaintragéstrica. O Grupo Il (controle positivo) foi tratado com Diclofenaco de sédio
(10 mg/kg). Ja os Grupos I, 1V, V receberam doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg das
nanocapsulas carregadas com o6leo de acuri (NC), respectivamente. O Grupo VI
recebeu a dose de 10 mg/kg de éleo de acuri. Ao Grupo VII, Controle Negativo, foi
administrado 10 mg/kg de nanocapsulas “branco”. Uma hora ap0s a administracao
das substancias de teste, aos grupos Il ao VII, administrou-se por via intraperitoneal
0,5 mL de solucdo de &cido acético 0,6% em &gua para injecdo. Em seguida, os
animais foram colocados em jaulas individuais e observou-se o comportamento de
cada animal durante 30 minutos, contabilizando o nimero de contor¢des abdominais.
O célculo da reducdo de nocicepcdo, em porcentagem, foi realizado usando a

seguinte expressao:

Equacéo 7 - Reducéo da nocicepcéo

[(C —T)] x 100
C

Redugdo da Nocicepgao (%) =
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Sendo:
C: nimero de contor¢des no controle negativo

T: nimero de contor¢des do tratamento

4.8.3 Ensaio edema de pata

O ensaio foi realizado conforme metodologia proposta por Morris (2003) e
Winter, Risley, Nuss (1962) com algumas modificagdes. Foram formados seis grupos
experimentais: o Grupo | com trés animais e restante com cinco animais cada. Uma
hora antes da aplicacdo da carragenina, 0s grupos experimentais foram tratados por
via oral da seguinte forma:

Grupo I: Controle Negativo - 10 mg/kg de nanocapsulas branco (sem ativo).
Grupo lI: Controle Positivo - Indometacina 10 mg/kg em solugéo salina
Grupo lll: Nanocapsulas de 6leo de améndoas de acuri (NC) - 0,1 mg/kg
Grupo IV: NC - 1 mg/kg

Grupo V: NC - 10 mg/kg

Grupo VI: Oleo de améndoa de acuri - 10 mg/kg

O edema foi induzido na pata posterior direita dos animais, por injecao
intraplantar de 30 uL de uma solucéo 0,5 % de carragenina em solucao salina. A pata
esquerda foi usada como controle. O volume do edema foi medido em um
pletismémetro (Ugo Basile, Italia) até a articulacéo tibiotarsica, nos tempos 0, 1, 2, 4

e 6 horas, apés a injecao de carragenina. Célculo da reducéo do edema:

Equacéo 8 - Reducéo do Edema

[(To—T)] x 100
To

Reducio do Edema (%) =

Sendo:
(To): Volume de edema no grupo controle negativo (mL)

(T): Volume de edema no grupo experimental, em cada tempo.

4.8.4 Atividade anti-inflamatdria articular em modelo de artrite induzida por zymosan
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Foram utilizados sete grupos experimentais com cinco animais cada. Uma
dose de 0,5 mg de zymosan (Sigma-Aldrich) em 50 pL de solucéo salina estéril foi
administrada na cavidade intra-articular fémoro-tibial da pata posterior direita dos
animais (Grupos Il ao VIII). Uma hora apés da inducédo do efeito inflamatoério, foram
administrados os diferentes tratamentos, via oral, usando uma canula intragastrica,
seguindo o seguinte esquema:

Grupo I: Controle normal — 2 mL de agua destilada.

Grupo II: Controle negativo — 10 mg/kg de peso de nanocapsulas branco.
Grupo llI: Controle positivo — Dexametasona, 2 mg/kg

Grupo IV: Nanocapsulas de 6leo de améndoa de acuri (NC) — 0,1 mg/kg
Grupo V: NC — 1 mg/kg

Grupo VI: NC - 10 mg/kg

Grupo VII: Oleo de améndoa de acuri —10 mg/kg

Apos seis horas da administracdo do zymosan, os animais foram submetidos
a eutanasia por deslocamento cervical e procedeu-se a lavagem da cavidade femoro-
tibial com 10 pL de solucéo salina contendo EDTA 10mM em solucédo tampéao PBS,
através da membrana sinovial (KEYSTONE et al., 1977). O liquido da lavagem foi
coletado por aspiragdo com uma seringa e 100 pL do aspirado foram diluidos com 0,4
mL de solucdo de EDTA em solucao salina estéril. O liquido foi centrifugado a 1500
rom por 10 minutos, e o sobrenadante foi utilizado para contagem total leucocitos
(expresso como numero de leucécitos totais x 108/mL) e a determinagcdo de Oxido
nitrico (uM) (OLIVEIRA et al., 2012).

49 Estudos de toxicidade

4.9.1 Toxicidade Aguda Oral

Avaliacéo da toxicidade aguda oral foi realizada segundo as diretrizes OECD
(2002). Foi utilizado o método das Classes de Toxicidade Aguda, empregando um
grupo controle (composto por trés animais) e dois grupos experimentais (com cinco
animais cada). O Grupo | (controle) recebeu 1 mL de solucdo de carboximetilcelulose
0,5% em agua. O Grupo Il recebeu 2000 mg/kg de nanocépsulas carregadas com o

Oleo, suspensas na solucdo de carboximetilcelulose, enquanto que o Grupo Il
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recebeu igual dose (2000 mg/kg) de 6leo de améndoa de acuri puro, suspenso na
solugao de carboximetilcelulose.

Apoés a administracdo da dose Unica via oral, os animais foram observados
durante 14 dias, sendo que, nos trés primeiros dias, as observacdes foram a cada
uma hora. Foi avaliada sua resposta motora, sua respiracao, cor das mucosas da boca
e os olhos, e sua pele e pelagem. Os animais foram pesados em uma balanca digital
com uma precisdo de 0,01 g, nos dias 0, 7 e 14. Também foram determinados o
consumo de alimentos e agua ao longo do experimento.

Foram realizadas analises hematologicas (hemoglobina, hematdcrito,
eritrécitos, leucécitos e plaquetas) usando utilizando um analisador hematoldgico
automatico (Mytic, Switzerland). Também foram monitorados parametros bioquimicos
como alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
triglicerideos, colesterol total, ureia, creatinina, e proteinas totais) usando Kit
comerciais.

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a eutanasia com
solucéo xilazina-cetamina 0,2 mL/100 g (8,75 mL de cetamina (100 mg/mL) e 1,25 mL
de xilazina (100 mg/mL), seguido de deslocamento cervical (CLOSE et al., 1996;
FLECKNELL, 2016; KOHN et al., 1997). Os 6rgaos (rins, coracao, pulmdes e figado)
foram entdo extraidos cuidadosamente, lavados com soro fisioldgico, secos com papel
de filtro e pesados. O peso relativo de cada 6rgéo foi determinado dividindo a massa

do 6rgao pelo peso corporal do animal e expresso em porcentagem.

4.9.2 Toxicidade Subcronica Em 28 Dias

O ensaio foi feito seguindo a metodologia da Guia (OECD, 2008b). Os animais
foram divididos em trés grupos e tratados durante 28 dias da seguinte maneira:

e Grupo | (Controle): O Grupo | (controle) recebeu 1 mL de solugao de
carboximetilcelulose 0,5% em agua.

e Grupo Il (Nanocapsulas): 1000 mg/kg de nanocépsulas carregadas com o
0leo, suspensas na solucdo de carboximetilcelulose.

e Grupo Il (6leo): 1000 mg/kg 6leo de améndoa de acuri, suspenso na
solugéo de carboximetilcelulose.

Os animais foram pesados em uma balanca digital com uma preciséo de 0,01g,

nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. Também foram determinados o consumo de alimentos e
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agua ao longo do experimento. Ensaios bioquimicos e hematoldgicos, assim como o
procedimento de eutanasia e peso relativo dos 6rgaos ao final do experimento, foram

feitos usando a mesma metodologia descrita no ensaio de toxicidade aguda oral.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizado o teste ANOVA de uma via, seguido do teste HSD de Tukey, para
avaliar diferencas estatisticas entre as medias dos parametros de mais de dois grupos
experimentais (ensaio de toxicidade). Para comparacéo de medias entre dois grupos
foi utilizado o teste t-Student. Em todos os casos a diferenca estatistica foi
estabelecida com um nivel de significancia p<0,05. Foi usado o pacote estatistico
StatGraphics Centurion v. XVI (StatEase Co., USA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo

O 6leo das améndoas de acuri (OAA) obtido neste trabalho por extracdo a frio
usando n-hexano, € um liquido amarelo claro, translicido, e ndo viscoso. Tem o aroma
caracteristico da fruta madura fresca. Possui um indice de refracdo de 1,4530, que é
levemente maior do que o indice de refracdo do 6leo de coco (1,4492) (BRASIL, 1999).
Do mesmo modo o OAA possui uma densidade relativa (a 30°C) de 0,902, que é
levemente menor do que a densidade relativa do 6leo de coco refinado que varia entre
0,915 e 0,920 (BRASIL, 1999). Em geral a densidade e o indice de refracdo dependem
da temperatura e da composi¢ao dos 6leos. O indice de refracdo é maior, na medida
gue aumenta o numero de insaturacdes (BIJLA et al., 2021). A Tabela 1 sintetiza as

caracteristicas fisico-quimicas do o0leo das améndoas de acuri (OAA).

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo da améndoa de Attalea phalerata

Parametro Resultado
indice de refracdo (40°c) 1,4530 + 0,0010
Densidade relativa 0,902 + 0,003
indice de acidez (mg de KOH/g de 6leo) 2,66 +0,18

indice de lodo (mg de iodo/kg de 6leo) 23,23 +2,35
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indice de saponificacdo (mg de KOH/g de 6leo) 242,53 + 6,46

O indice de acidez é o teor de acidos graxos livres, quantificado como a
quantidade de hidroxido de potassio (KOH) em gramas, necessarios para neutralizar
um grama de 6leo. E um parametro utilizado pelos 6rgdos reguladores, Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2021) e Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2006), para determinar a qualidade dos oleos.
Reacdes de hidrolise ou oxidacdo nas cadeias de acidos graxos do 6leo liberam ions
hidrogénio, que aumentam sua acidez. Altos indices de acidez indicam que o Gleo
pode ndo ser apropriado para o consumo humano. A maior parte dos processos de

degradacédo dos o6leos séo catalisados por acidos (VERGALLO, 2020).

De acordo com o MAPA (2006), o teor maximo de acidez aceitavel € de 3,00
mg KOH/g de dleo. A acidez do OAA neste estudo foi 2,66 + 0,18 mg KOH/g, valor
dentro dos padrdes aceitaveis para consumo. Existem poucos estudos na literatura
descrevendo fisicoquimicamente o OAA, porém, em um estudo desenvolvido com o
objetivo de avaliar a utilizac&do deste 6leo como biodiesel, houve variacGes importantes
entre lotes do fruto, com indices de acidez variando entre 1,33 e 8,72 mg KOH/g de
0leo (BARRETO; NUNOMURA, 2008). Em outro estudo, obteve-se indice de acidez
mais baixo, 0,12 % (BALDIVIA, 2018). Esta variacdo mostra que, por se tratar de um
produto natural, € possivel que ocorram variedades intrinsecas ao fruto.

O indice de iodo € uma medida da quantidade de insaturacdes dos acidos graxos
presentes em um 6leo. Também indica a quantidade de iodo que se liga as
insaturacdes dos acidos graxos do 6leo (BIJLA et al., 2021). O OAA apresentou um
indice de iodo de 23,23 (mg de iodo por grama de 6leo). Isso indica que 0 Oleo possui
uma relativa alta quantidade de acidos graxos insaturados, se comparado com o valor
maximo estabelecido (11 mg de iodo /g de 6leo) para o 6leo de coco refinado (BRASIL,
1999). No entanto, os 6leos mais insaturados sdo considerados 0s mais saudaveis
para consumo humano. Também, os 6leos com alta quantidade de acidos graxos
insaturados tém uma forte propensdo a oxidar, sendo importante armazena-los
adequadamente para evitar a deterioracéo (BIJLA et al., 2021; GAGOUR et al., 2022).

O indice de saponificacéo € um indicador da massa molecular dos triglicerideos

presentes em um Oleo (BIJLA et al., 2021). E um indicador muito importante para a
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producdo de sabdo, xampus e bases para cremes. O OAA mostrou um indice de
saponificacdo de 242,53 mg de KOH por grama de 6leo. Esse valor é similar ao indice
de saponificacdo do 6leo de coco refinado que € de 248 mg de KOH por grama de
Oleo (Brasil, 1999). Isso sugere que ambos 0s 0leos tém uma composicao similar de
acidos graxos. Por essa razdo, provavelmente, € que o OAA é usado muitas vezes

como substituto de 6leo de coco.

A Tabela 2 apresenta o perfil de acidos graxos do OAA, obtido por
cromatografia gasosa. O Oleo apresentou 79,60% de acidos graxos saturados e
20,35% de &cidos graxos insaturados. O &cido laurico (433,26 mg/g) foi o &cido
insaturado presente em maior proporcéo, e o acido oleico (180,06 mg/g) tem a maior

presenca entre os acidos insaturados com 18,01%.

Tabela 2 — Perfil de acidos graxos do 6leo da améndoa de Attalea phalerata

Cadeia Nome Acido Graxo (mg/g)
Saturados
Cso Acido octanoico (caprilico) 87,30
Cio0 Acido decanoico (caprico) 79,05
Cizo  Acido dodecanoico (laurico) 433,26
Cia0 Acido tetradecanoico (miristico) 107,99
Cie6:0 Acido hexadecanoico (palmitico) 66,87
Ciso Acido octadecanoico (esteérico) 22,02
Insaturados
Cas:1noc acido 9-octadecendico (oleico) 180,06
Cis:2n6c ) _ _ _ _
acido 9,12-octadecadienoico (linoleico) 23,45

Acidos graxos saturados: 79,65%, Acidos graxos saturados: 20,35 %

O perfil de &cidos graxos do OAA foi investigado em apenas outros dois
estudos recentes disponiveis na literatura. Em ambos os casos, o0 Oleo foi extraido por
prensagem a frio, metodologia diferente deste estudo, que utilizou n-hexano para a
extracdo. No estudo de Barreto (2008), o contetido de acido laurico foi de 405,6 mg/g,
e o conteudo de &cido oleico foi 136,5 mg/g. Baldivia encontrou uma predominancia
similar 64% de acidos graxos saturados e 36 % de insaturados. O acido laurico foi
majoritario, com 28,87%. (BALDIVIA et al.,, 2018; BARRETO, Andreza Cruz,
NUNOMURA, 2008).
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O &cido dodecanoico (Ciz, acido laurico), tem mostrado capacidade para
reduzir o colesterol, reduzir inflamacdes, e manter o peso corporal. A manutengéo do
peso corporal causada pelo acido dodecanoico esta associada ao fato de que ele &
rapidamente convertido em energia pelo figado, sem acumulo de gorduras (DAYRIT,
2015). Os acidos 9,12-octadecadienoico (C18:2n6c, 6mega 6) e acido 9-
octadecendico (C18:1n9c, 6mega 9) sdo conhecidos como acido linoleico e acido
oleico, respectivamente. Eles sdo acidos graxos essenciais para o organismo humano
e contribuem para reduzir o colesterol total e o colesterol de baixa densidade (LDL),
além de melhorar a sensibilidade & insulina, e reduzir a presséo arterial (SEGURA-
CAMPOS et al., 2015). Ambos os acidos possuem propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias. Por essa razéo, o consumo desses acidos é associado com a reducao
do risco de doencas cardiovasculares, diabetes e a morte prematura por essas causas
(BIJLA et al., 2021; GAGOUR et al., 2022).

A composicdo de &cidos graxos do OAA, e as atividades farmacoldgicas
associadas aos acidos graxos nele contido, fazem deste 6leo um produto que pode
contribuir muito ao combate de diversas doencas. E, entdo, imprescindivel, a
agregacdo de valor ao OAA, para contribuir ao desenvolvimento do extrativismo
regional das comunidades tradicionais.

5.2 Caracterizacao das nanocapsulas

As nanocapsulas foram sintetizadas pelo método de nanoprecipitacdo. Neste
método de baixa energia, se usa uma fase aquosa (contendo agua e surfactante) e
uma fase organica (contendo solventes, polimero, um dispersante e o0 ativo, neste
caso o 6leo de acuri). A fase organica é gotejada sobre a fase aquosa com agitacao,
reduzindo a solubilidade do polimero e provocando a difusdo do solvente organico.
Nesse processo se formam as nanocapsulas em suspensdo aguosa e se consegue
eliminar o solvente. Este € um método reprodutivel, robusto e escalavel, que é
economicamente acessivel para laboratorios de pesquisa e industria (LAMMARI et al.,
2020; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Os resultados dos testes para a

selecionar a melhor composicéo das nanocapsulas estdo expressos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados do planejamento experimental utilizado para o desenvolvimento das
nanocapsulas carreadas com 6leo de acuri.

Variaveis Independentes Variaveis independentes
Formula  Tensoativo Polimero (g) Agitacao (rpm) Tamanho (hm) Polidispersao
1 0,25 0,75 250 232,0 £203,10 0,380 = 0,08
2 0,5 0,75 250 * *
3 0,25 0,5 250 550,70 + 50,34 0,340 + 0,29
4 0,5 0,5 250 362,20 + 225,50 0,412 +0,12
5 0,25 0,75 450 308,20 + 185,90 0,437 £ 0,09
6 0,5 0,75 450 378,40 + 287,50 0,607 + 0,26
7 0,25 0,5 450 430,30 * 130,32 0,230 + 0,28
8 0,5 0,5 450 368,97 + 8,90 0,298 + 0,03

Valores expressos como a média de triplicatas apds 24 h de preparo; *, indica separacéo de fases.

Uma maior quantidade de polimero (0,75 mg, féormulas 1, 2, 5 e 6)
independentemente da velocidade da velocidade de agitacdo e da quantidade de
tensoativo, produziu um aumento significativo do tamanho de particulas e do alto
indice de polidispersao. Essas formula¢gBes apresentaram separacéo de fases apos
48 horas de preparacdo. Provavelmente a maior quantidade de Kollicoat, polimero do
tipo dibloco contendo dodecilsulfato de sédio e Tween 80 na sua composicao (BASF,
2019) teve maior efeito como formador de micela polimérica que como formador de
camada, e depois de 48 h as micelas quebraram, e aconteceu a separacéo de fases.

A velocidade de agitacdo mais baixa (250 rpm, féormulas 1, 2, 3 e 4)
independendo da quantidade de polimero e de tensoativo causou aumento
significativo do indice de polidisperséo, com distribuicdes bi e tri modais e do mesmo
modo, as preparacdes mostraram separagdo de fase apos 48 horas de preparacéo.

Uma maior velocidade de agitacdo (450 rpm) combinado com a menor
guantidade de polimero (0,5 g), e a maior quantidade de tensoativo (0,5 g) na férmula
8 apresentou um tamanho de 368,97 nm e uma polidispersao de 0,298, que, ao
contrario das demais formulacdes, e ndo apresentou separagdo se fases, mantendo
sua cor e transparéncia apos 48 horas de preparacao. Esta formulagéo foi selecionada
para a caracterizacéo e os estudos de atividade bioldgica.
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Neste trabalho, a utilizacdo do polimero Kollicoat® MAE 100P, que contém em
sua férmula polisorbato 80 (2,3%) e lauril sulfato de sddio (0,7%), dispensou o uso de
surfactante baixo EHL na fase organica. Este polimero € ainda pouco utilizado para a
formacdo de nanocapsulas, mas tem grandes vantagens, como auséncia de
toxicidade, formacao de uma camada dura e flexivel, prote¢éo contra o pH estomacal,
entre outras. (ACACIO et al., 2023; PRADA, et al., 2016; PRADA et al., 2019).

A suspensédo de nanocapsulas carregadas com o 6leo das améndoas de acuri
(NC) apresentou, uma cor esbranquicada, opaca, de aparéncia homogénea e sem
material precipitado, o que indica uma boa estabilidade, ap6s 24 h de sua preparacao.
Apresentou um pH de 5,05 + 0,05, caracteristico das formulagdes de nanocépsulas
revestidas com Kollicoat® MAE 100P (NETO et al., 2021; PRADA et al., 2019). Um
pH menor que 5,5 favorece a manutencdo da camada de recobrimento das
nanocapsulas, pois pH maiores que 5,5 dissolvem o Kollicoat® MAE 100P (BASF,
2019). As nanocapsulas mostraram uma distribuicdo de tamanho (indice de
polidispersao: 0,298+ 0,03) relativamente homogénea e um tamanho de 368,97 + 8,90
nm (Figura 5), que justifica a opacidade na aparéncia da suspensao de nanocapsulas.
Um alto ¢-potencial (-69,20 £ 0,61), contribui para a manutencéo da estabilidade, com
nanoparticulas suspensas homogeneamente, que ndo se agregam nem precipitam
devido a grande repulsao eletrostética.

A caracteristica fundamental de um sistema nanoparticulado é o tamanho de
particula, que deve ser menor de 1000 nm (1pum). A faixa entre 100 - 300 nm é o
tamanho normalmente obtido pelo método de nanoprecipitacdo (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998). O tamanho de
particula obtido neste estudo (368,97 + 8,90 e 401,93 + 12,67 apds 30 dias) condiz
com o geralmente encontrado na literatura para nanocapsulas preparadas pelo
método de nanoprecipitacdo com a utilizacdo de polimero pré-formado (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

O potencial zeta esta relacionado a carga (potencial elétrico) e a estabilidade
do sistema nanoparticulado. De modo geral, quanto maior o valor modular do potencial
zeta mais estaveis serdo os sistemas coloidais. Na literatura, tem se estabelecido que,
valores maiores que 30 mV e menores que — 30 mV promovem melhor estabilidade,
mediada por repulsdo eletrostatica, prevenindo a agregagdo das particulas
(MOHANRAJ; CHEN, 2007b).
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O processo de preparacdo das nanocapsulas apresentou uma excelente

eficiéncia de encapsulacdo de 88,77 + 0,51 %. A eficiéncia obtida neste trabalho foi

melhor do que a eficiéncia obtida em outros processos de preparacdo de
nanocapsulas usando a mesma metodologia e o mesmo polimero. Por exemplo, a

eficiéncia do processo de encapsulacéo de a-amirina foi de 65,47% (NETO et al.,
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Figura 5 — Tamanho de particulas (A) e Potencial Zeta (B) das Nanocapsulas carreadas com 6leo de
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2021). Essa diferenca poderia estar relacionada a utilizagcao de ultrassom no processo
de formacgdo das nanocapsulas de acuri, que poderia ser mais efetivo que a agitacao
em Instrumento de dispersédo de alto desempenho, usada para nanoencapsular a a-

amirina.

5.3 Atividade antiproliferativa

O cancer é a segunda causa de morte no Brasil (INCA, 2022) e uma das
primeiras causas de morte natural no mundo. Nos Estados Unidos, o cancer de
prostata € a segunda principal causa de morte por cancer em homens (AMERICAN
SOCIETY OF CANCER, 2022). Assim, pesquisas orientadas para a descoberta de
novos ativos e novos tratamentos contra os diversos tipos de cancer sao
imprescindiveis. Neste trabalho foi feita a avaliacdo da atividade antiproliferativa das
NC frente a diversas linhagens de células tumorais. Na Tabela 3 se apresentam
Valores de Glso e na Tabela 4 os valores de indice de seletividade das nanocapsulas

obtidas neste trabalho.

Tabela 4 — Atividade antiproliferativa de nanocapsulas carregadas com 6leo de améndoas de Attalea
phalerata, em diversas culturas de células tumorais.

Glso (pglm L)

Linhagens celulares

Doxorrubicina NC de acuri
. NIR/3T3 . 3,89 + 0,41 >250
fibroblastos normais de murino
. HFF-1 2 45 +0,03 61,56 + 0,32
fibroblastos normais de prepucio humano
, HepG2 - 0,25+0,02 98,33 + 2,11
células de carcinoma hepatico
, MCF-7 0,19 + 0,01 >250
células tumorais de cancer de mama
, _ MDA-MB-231 . 1,51 +0,03 >250
células de cancer de mama triplo negativo
, PC3 0,28 +0,01 2,09+ 0,11
células tumorais prostaticas
/86-0 0,26 +0,02 3,03+0,12

células de adenocarcinoma renal humano

Glso = concentragdo que causa 50% de inibigdo do crescimento das células tumorais.
NC = nanocéapsulas carregadas com 6leo das améndoas de acuri




62

Tabela 5 — indice de seletividade das nanocépsulas carregadas com 6leo de améndoas de Attalea
phalerata em diversas culturas de células tumorais

indice de Seletividade Nanocapsulas de acuri
PC-3
células tumorais prostaticas 119,61 £1,33
786-0 82,45 + 1,34
células de adenocarcinoma renal humano e
HepG2 2,54+ 0,37

células de carcinoma hepatico

As NC nédo apresentaram atividade inibidora do crescimento das células nédo
tumorais (NIH/3T3, Gls0>250 mg/mL). Opostamente, as nanocépsulas produziram um
forte efeito inibidor do crescimento das células tumorais prostaticas PC-3 (Glso 2,09
pg/mL). Além disso, as nanocapsulas mostraram um alto indice de seletividade
(119,61). Isso sugere que, tratamentos feitos usando as NC poderiam ser muito
efetivos e ndo causariam danos as células ndo tumorais. Oleos de algumas palmeiras
tem mostrado atividade anticancerigena. O 6leo de coco, por exemplo, mostrou
atividade antiproliferativa de cancer de préstata induzido por testosterona. Seu efeito
antitumoral tem sido associado ao contetdo dos acidos laurico (C12) e miristico (C14)
(ARRUZAZABALA et al., 2010). Esses acidos graxos estdo presentes em quantidades
de 43,33 % (acido laurico) e 10,80 % (acido miristico) no OAA e poderiam ter um papel
essencial na atividade antiproliferativa de células de cancer prostéatico (PC-3). Outro
fato que poderia contribuir nessa atividade, € que os &cidos graxos contidos no 6leo
estdo na forma de nanocapsulas recobertas por Kollicoat® MAE 100P. O tamanho
nano poderia melhorar a absor¢éo do ativo e o polimero tem mostrado a capacidade
de liberar mais lentamente os ativos (NETO et al.,, 2021; PRADA et al., 2019),
favorecendo assim a biodisponibilidade e melhorando o efeito das nanocapsulas.

O céncer renal € um dos dez canceres mais comuns em adultos. S6 nos USA,
81.800 novos casos sao diagnosticados a cada ano e 15 mil pessoas morem por sua

causa. A maioria das pessoas sao diagnosticadas entre 65 e 74 anos. Tendo em conta
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o envelhecimento constante da sociedade contemporanea, novas substancias e
tratamentos contra este tipo de cancer, podem fazer diferenca na vida de muitas
pessoas (AMERICAN SOCIETY OF CANCER, 2022).

Frente as células de cancer renal, as nanocapsulas também mostraram um
potente efeito inibidor de crescimento (Glso 3.03 pg/mL) e um alto indice de
seletividade (82,50). Do mesmo modo, o valor de Glso < 10 pg/mL e o alto valor de
indice de seletividade (SI>10) sugerem que as NC sédo um produto nanotecnoldgico
promissor (AWOUAFACK et al., 2013; PENA-MORAN et al., 2016) que deve seguir
sendo estudado para verificar sua efetiva utilidade em cancer renal.

As nanocéapsulas também inibiram significativamente o crescimento das células
de cancer de figado (Glso 98,33 pg/mL), mas o indice de seletividade foi baixo (S| =
2,54). Alguns autores consideram que as substancias com SI>2 possuem uma
seletividade adequada e devem seguir sendo estudadas (WEERAPREEYAKUL et al.,
2012). No entanto, todos os autores consideram que quanto maior o Sl, maior a taxa
de mortalidade das células tumorais em comparacao com as células ndo tumorais.

Os baixos valores de Glso e altos valores de Sl das NC frente as linhagens
tumorais de préstata (PC-03) e de rins (786-0) sugerem que este é um produto
promissor que deve seguir-se estudando, com intuito de descobrir sua verdadeira

utilidade como antitumoral.

5.4  Atividade antinociceptiva

A nocicepcao € o processo fisioldgico pelo qual os tecidos do corpo séo
protegidos contra danos. O ensaio de antinocicepcao é usado para avaliar a eficacia
de substancias na reducado da sensibilidade a dor (LOPEZ-BELLIDO; GALKO, 2020).
Pode envolver a medicao de respostas mecanicas a estimulos ou 0 monitoramento
da expressdo de marcadores inflamatérios (LOPEZ-BELLIDO; GALKO, 2020).
Existem varios métodos para avaliar comportamentos de dor em roedores, incluindo
o teste de contor¢des induzida por acido acético, que foi usado neste trabalho. O
ensaio de contor¢cédo induzido por acido aceético € utilizado para detectar efeito de

analgesia central e periférica das substancias testadas (CUNHA et al., 2005).

A administragcdo do acido acético causa a liberagdo de mediadores

inflamatorios relacionados a nocicepcéo, principalmente as prostaglandinas, além de
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aminas simpaticomiméticas, fator de necrose tumoral e interleucinas (FERREIRA, et
al., 1993, 1988; NAKAMURA; FERREIRA, 1987; RIBEIRO et al., 2000). Na Figura 6
se apresentam os resultados do teste de contor¢cfes induzidas por acido acético,

expressas como porcentagem de reducao da dor.

Figura 6 — Efeito antinociceptivo das nanocépsulas carregadas com 6leo de améndoas de Attalea
phalerata no teste de contor¢des abdominais em camundongos Swiss.
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Grupo | = 10 mg/kg de nanocapsulas branco por via oral. Grupo Il (controle positivo) = Diclofenaco de
sodio 10 mg/kg. Grupos Ill, IV, V = 0,1, 1 e 10 mg/kg de nanocéapsulas carregadas com 6leo de acuri,
respectivamente. Grupo VI = 10 mg/kg de 6leo de acuri puro. Letras diferentes indicam resultados
estatisticamente significativos (p< 0,05).

A acao analgésica do controle positivo Diclofenaco (10mg/kg) esté relacionado,
esteroidais (AINE)) e a consequente inibicdo de prostaglandinas. As prostaglandinas
sensibilizam os nociceptores, reduzindo seu limiar de excitabilidade, favorecendo a
algesia e, consequentemente, a nocicepcdo (GAN, 2010). O Diclofenaco, além da
inibicdo da COX-2, também provoca dessensibilizacdo de receptores periféricos da
dor — previamente sensibilizados pelo estimulo — configurando assim um mecanismo
multiplo de antinocicepgdo (TONUSSI; FERREIRA, 1994). Em um ensaio clinico
realizado com humanos, demonstrou-se que o Diclofenaco via oral apresenta efeito

central e periférico na diminuigdo da nocicepgdo (BURIAN et al., 2003).

As NC na dose de 1,0 mg/kg produziram um efeito analgésico que nao foi

estatisticamente diferente do efeito do OAA na dose 10 mg/kg. As nanocapsulas na
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dose 10 mg/kg mostraram um forte efeito antinociceptivo, que foi maior e
estatisticamente diferente do efeito produzido pelo 6leo na mesma dose. O efeito das

nanocapsulas na dose 10 mg/kg néo foi estatisticamente diferente do controle positivo.

Em um estudo que avaliou o efeito antinociceptivo do 6leo de coco na dose
4000 mg/kg em um modelo animal de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético, huve reducdo moderada da nocicepcao, estatisticamente menor do que o
AINE utilizado como controle (INTAHPHUAK; KHONSUNG; PANTHONG, 2010).
Estes resultados sugerem que a nanoencapsulacdo do OAA permitiu a
potencializagdo dos ativos que compdem o 6leo, com consequente aumento do efeito
antinociceptivo, que foi comparavel ao do controle positivo Diclofenaco. Sendo assim,
as NC podem ter acdo central e periférica na reducdo da percepcdo do estimulo

nociceptivo.

5.5 Atividade anti-inflamatoria

O ensaio de edema de pata induzido por carragenina é um modelo classico
para avaliar a resposta inflamatéria vascular que permite predizer a atividade anti-
inflamatoria das substancias. O processo inflamatdrio em resposta a carragenina
consiste em trés fases, que se diferenciam por seus mediadores inflamatérios. A
primeira fase possui prevaléncia de histamina e serotonina, na segunda fase
prevalece a bradicinina e a ultima fase € mediada principalmente por prostaglandina
E2, tromboxano, além da inducdo de COX-2 (MORRIS, 2003; NAKAMURA;
FERREIRA, 1987; RIBEIRO et al., 2000). Os resultados da porcentagem de reducéo
do volume do edema apds o estimulo de carragenina, por grupo experimental, ao

longo do tempo, estéo ilustrados na Figura 7.
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Figura 7 — Efeito de reducédo do edema induzido por carragenina das nanocapsulas carregadas com
6leo de améndoas de Attalea phalerata
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Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre 0s grupos no mesmo
tempo (p< 0,05). NC = Nanocéapsulas de dleo de acuri.

O ensaio mostrou que a atividade anti-inflamatéria das NC 10 mg/kg foi
estatisticamente igual ao Controle Positivo (Indometacina 10 mg/kg). Isso sugere que
as NC, na dose utilizada poderiam estar atuando sobre mediadores inflamatorios,
provavelmente, histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandina E2 (PGE-2) e COX.
No entanto, 0 mecanismo de acdo dos produtos naturais € complexo, ja que possuem
substancias ativas que agem em sinergia (VERGALLO, 2020). E provavel que os
acidos graxos, em conjunto com fitoquimicos presentes no OAA, atuem na inibicdo da
producédo de mediadores inflamatorios diversos (FREITAS DE LIMA et al., 2018).

Em um estudo que avaliou a atividade anti-inflamatéria do 6leo de coco,
observou-se moderado efeito deste ativo na reducdo do edema de pata induzido por
carragenina (INTAHPHUAK; KHONSUNG; PANTHONG, 2010). No entanto, na
literatura ha poucas evidéncias dos efeitos anti-inflamatérios do 6leo de coco, e nao
ha um sélido apoio cientifico da sua atividade (DA SILVA LIMA; BLOCK, 2019).

Os resultados destes ensaios sugerem que o Oleo das frutas do acurizeiro,

nanoencapsulado, tem potencial farmacolégico como anti-inflamatorio. Neste estudo,
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se evidenciou que o processo de nanoencapsulacao potencializou a atividade anti-

inflamatéria do 6leo de acuri.

5.6 Atividade anti-inflamatoria articular

A atividade anti-inflamatoéria articular do OAA e das NC foi testada em um
modelo experimental de inflamacéo articular induzida por zymosan. Os resultados
deste ensaio estdo expostos na Tabela 5. Usaram-se como indicadores da resposta
inflamatoéria a contagem leucocitaria e a concentragdo do oxido nitrico no liquido na

cavidade articular.

Tabela 6 — Resultados do estudo de atividade anti-inflamatéria em modelo de inflamag&o articular
induzido por zymosan.

_ Namero de leucocitos Oxido nitrico

Grupo experimental
(x10%/mL) (M)

Grupo | — Controle Normal 3,50+0,502 10,50+ 2,76 2
Grupo Il — Controle Negativo 6,50+ 150" 37,50+2,25°
Grupo Il — Controle Positivo 3,50+£0,502 13,25+ 3,47 &°¢
Grupo IV — NC 0,1 mg/kg 5,00 £ 0,50 &P 26,10 + 3,57 ¢
Grupo V — NC 1 mg/kg 450 +1,502 21,85+2,21¢
Grupo VI — NC 10 mg/kg 4,000,502 18,50+ 3,55 ¢
Grupo VII — Oleo de acuri 10mg/kg 4,50 + 0,50 2 23,41 +£3,91¢

Controle positivo: tratado com Dexametasona, 2 mg/kg de peso. NC: Nanocapsulas poliméricas
carregadas com 6leo de acuri. Doses: mg de substancia/kg de peso do animal. Letras diferentes
indicam diferencias estatisticamente significativas (p< 0,05) na mesma coluna.

O Zymosan é uma substancia formada por polissacarideos da parede celular
de leveduras que induzem uma resposta inflamatéria (KEYSTONE et al., 1977). O
processo inflamatério induzido por zymosan esté relacionado a infiltragdo leucocitaria
e a formacdo de espécies reativas de oxigénio, como oxido nitrico. Além disso, 0
processo € dependente da COX-2 (CALHOUN; CHANG; CARLSON, 1987; JAIN, et
al., 2008).

Na cavidade articular, os leucocitos se ligam a complexos imunes e 0s
fagocitam, produzindo PGE-2, leucotrienos e liberacdo de oxido nitrico. O método
avaliou apenas a migracao leucocitaria, sem diferenciacdo, mas é provavel que a

maioria das células quantificadas sejam neutrdfilos, tendo em vista que sdo as
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primeiras células a migrarem para o local da inflamagdo (CALHOUN; CHANG;
CARLSON, 1987).

O zymosan, quando aplicado na articulagdo, estimula o processo de inflamagéo
articular aguda. O 6éleo de acuri e as nanocapsulas carregadas com esse 0leo, nas
doses 1 mg/kg e 10 mg/kg, inibiram a migracao leucocitaria, um indicador de resposta
inflamatoria, comparavel ao do controle positivo tratado com Dexametasona, assim

contribuindo na reducao do processo inflamatario.

Os achados neste ensaio sdo similares a ensaios anteriores que demonstraram
gue o OAA e as nanocapsulas preparadas com este 6leo, na dose 10 mg/kg, possuem
atividade anti-inflamatéria  nos modelos animais estudados, exibindo efeito
antinociceptivo, antiedema e de diminuicdo da migragdo leucocitaria. E importante
ressaltar que, em todos o0s ensaios, as nanocapsulas mostraram uma atividade
farmacol6gica mais potente do que o 6leo, ainda que na mesma concentracao,
evidenciando que o processo de nanoencapsulacdo potencializou os efeitos

biolégicos do ativo.

Estes efeitos podem ser atribuidos ao perfil de acidos graxos rico em acido
oleico, &cido laurico e presenca de acido linoleico, encontrado neste trabalho. Além
disso, outros fitoquimicos presentes no fruto podem estar relacionados a este efeito,
como carotenoides, que ja foram encontrados em um estudo que investigou as
propriedades do 6leo dos frutos de acuri (BALDIVIA et al., 2018; DE LIMA; LESCANO;
DE OLIVEIRA, 2021).

5.7 Estudos de toxicidade

5.7.1 Toxicidade Oral Aguda

Os estudos de toxicidade oral aguda (TOA) de qualquer substancia, necessitam
ter em conta as informa¢des da substancia a ser testada. Devem ser conhecidas a
identidade, a estrutura quimica, as propriedades fisico-quimicas, e os resultados de
outros testes de toxicidade in vitro ou in vivo. O uso pretendido da substancia é uma
informacgao importante para determinar a relevancia do teste para a protecéo da saude

humana e do meio ambiente (OECD, 2008a). O estudo da TOA ajuda na sele¢éao de
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uma dose inicial apropriada para outros estudos. A normativa OECD 425 permite
classificar as substancias de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado para

a classificacdo de produtos quimicos que causam toxicidade aguda (OECD, 2008a).

Durante este estudo, ndo houve morte. Ndo se observaram mudancas na
respiragdo, na coloragdo das mucosas, na pele, nem no sistema motor dos animais
dos trés grupos experimentais. ISsso sugere que nem as nanocapsulas nem o 0Oleo
causaram danos que impactaram visivelmente na anatomia, nem no comportamento
dos animais. Observou-se que 0s animais consumiram agua e racao normalmente
(Tabela 6).

Tabela 7 — Consumo de 4gua e alimentos
Alimentos (@) Agua (mL)

Grupo Dia 0-4 Dia 5-9 Dia 10-14 Dia 0-4 Dia 5-9 Dia 10-14

Controle |19,35+2,232 21,453,192 19,55 +2,1223|35,14 £3,1223 37,25 +2,882 37,10 +4,92 2
Nanocéapsula|21,41 +3,49 2 25,50 +3,34 2 27,77 +6,182|37,41 +4,722 41,11 #4552 43,08 +4,58 2

Oleo 20,60 £3,76 @ 26,11 5,852 29,07 +4,38 2| 38,38 +3,20 2 42,94 +4,21 2 45,37 +5,07 2
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05)

O consumo de agua e alimentos sdo parametros avaliados no estudo da
seguranca terapéutica dos compostos estudados, tendo em vista sua importancia para
o funcionamento fisiolégico do organismo. Além disso, o estado nutricional e de
hidratacdo dos animais é essencial para a avaliacdo do efeito dos compostos teste
(OECD, 2002a). Alterac6es no padrdao de consumo de alimentos e/ou agua sugerem
algum tipo de toxicidade gerada pela substancia teste (OECD, 2002a). A Tabela 7
apresenta o peso corporal dos animais durante o estudo de toxicidade aguda oral.

Tabela 8 — Comportamento do peso corporal dos animais

Peso dos animais (g) ao longo do tempo

Grupo Dia 0 Dia 7 Dia 14
Controle 182,10 + 5,22 @ 188,88 + 4,88 @ 195,26 + 6,37 @
Nanocéapsula 175,28 + 6,752 182,48 +5,34 2 188,05+ 5,492
Oleo 190,35+ 7,36 @ 193,25+ 6,552 199,11 £ 7,232

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05)

Neste experimento, o peso corporal dos animais ndao apresentou diferencas
estatisticas significativas ao longo do tempo, e houve ganho de peso de forma normal.

Resultou significativo o fato de que, o grupo tratado com OAA foi 0 que menos ganhou
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peso corporal (8,96 g, diferenca entre a média do peso do dia 01 e do dia 14), seguido
do grupo tratado com nanocdpsulas (12,77 g) e o grupo controle (13,16 Q).
Provavelmente, o fato de o grupo tratado com 6leo ter ganhado menos peso, esta
relacionado a influéncia dos &cidos graxos contidos no metabolismo energético dos
animais, assim como investigado por Baldivia e seus colaboradores (2018).

Figado, rins, coracdo e pulmbes sdo 6rgdos vitais, onde as substancias
guimicas sdo metabolizadas e/ou excretadas do organismo humano, por isso, sdo
vulneraveis a substancias metabolicamente toxicas (BARRETO; LARSON; KOUBEK,
2021). O processo de metabolizacdo e excrecdo das substancias pode afetar a
morfofisiologia e a fungdo bioquimica dos o6rgdos alvos. Esse conhecimento é
clinicamente relevante para o estabelecimento da dosagem, e para a avaliacdo de
eficacia e da toxicidade das substancias (BARRETO; LARSON; KOUBEK, 2021).
Apés 14 dias de observacdo, os animais dos trés grupos experimentais foram
submetidos a eutanasia e o peso relativo dos rins, coracdo, pulmdes e figado foi
calculado. A Tabela 8 apresenta o comportamento do peso relativo dos érgdos dos

animais no ensaio de TOA.

Tabela 9 — Peso relativo dos drgdos dos animais no ensaio de toxicidade aguda oral

Orgéo Controle Nanocépsula Oleo puro
Rins 0,69 £0,06 @ 0,62 0,11 @ 0,63 0,052
Coracao 0,330,022 0,350,052 0,40 £0,02 2
Pulmdes 0,60 £0,02 @ 0,60 0,06 @ 0,56 0,04 @
Figado 4,29 40,212 4,49 +0,38 2 4,26 £0,23 2

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas estatisticamente significativas (p< 0,05)

N&o foi observada diferenca estatistica significativa do peso relativo dos 6rgaos
entre os trés grupos experimentais. Na analise macroscopica desses 0rgaos,
observou-se que todos tinham aspecto e tamanho normal, sem sinais de lesGes nas
membranas, nem mudancas da cor, nem do aspecto anatdémico. Esses resultados
sugerem gue nem as nanocapsulas carregadas com o 6leo, nem o proprio 6leo
induziram danos sistémicos que pudessem afetar a morfologia externa desses 0rgaos.

A Tabela 9 apresenta os parametros bioquimicos dos animais no ensaio de
toxicidade aguda oral. VariagBes importantes em parametros bioquimicos sugerem
alteracdes na atividade da medula 6ssea e estado geral dos outros 6rgaos envolvidos
com a producdo de células sanguineas e sua regulacdo. As enzimas alanina

aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST) fornecem informacdes
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sobre a fungcdo hepatica, j4 Creatinina e Ureia estdo relacionadas a fungéo renal.
Aumento nos Triglicerideos e Colesterol sugerem doencas metabdlicas como diabetes

mellitus, além de colestase e lesdes no néfron (OECD, 2002a).

Tabela 10 — Parametros bioguimicos dos animais no ensaio de toxicidade aguda oral

Parametros bioquimicos em soro Controle Nanocapsula Oleo
ALT (U/L) 34,22 +0,95 @ 33,241,922 35,59+1,61°
AST (U/L) 21,341,112 22,4 £1,03 P 24,75 +1,55°
Proteinas totais (mg/100mL) 7,010,212 6,67 £0,24 2 7,22 +0,23 2
Creatinina (mg/100mL) 5,65 +0,39 2 6,39 +0,32 P 6,08 +0,15 2P
Ureia (mg/100mL) 24,97 £0,15 @ 24,2 +0,86 @ 22,44 0,77 ©
Triglicerideos (mg/100mL) 45,32 +0,87 @ 34,76 +1,21° 38,03+2,6°
Colesterol total (mg/100mL) 103,39+1,832 | 92,38+1,92° 96,04 +3,09 °

ALT = Alanina aminotransferase; AST= Aspartato aminotransferase. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05)

As analises bioquimicas mostraram que, os niveis de ALT, AST e proteinas
totais do grupo tratado com as NC ndo foram diferentes estatisticamente do grupo
controle, assim como os niveis de ureia. O nivel de creatinina do grupo tratado com
nanocapsulas foi estatisticamente diferente e maior em 0,73 mg do que o grupo
controle. O teor de creatinina no sangue € um indicador da funcéo renal, assim como
a ureia. Uma funcdo renal alterada poderia causar incremento da creatinina no
sangue. No entanto, a quantidade de creatinina e ureia no sangue pode ser afetada
pela qualidade e a quantidade de alimento ingerida (0 grupo tratado com
nanocapsulas e o grupo tratado com o 6leo consumiram mais alimento nos ultimos 4
dias), a idade dos animais, além de outros fatores (CASTRO et al., 2014). Assim
sendo, precisa-se do estudo da toxicidade em doses repetidas para verificar com
maior precisao este achado.

Os niveis de triglicerideos e colesterol total dos grupos tratados com as
nanocapsulas e com o OAA foram menores e diferentes estatisticamente do grupo
controle. Isso sugere que, tanto as nanocapsulas carregadas com o 6leo, como o
OAA, poderiam ter utilidade na hiperlipidemia. Outros 6leos de palmeiras ricos em
acido laurico, linoleico e oleico, como o 6leo de coco (DAYRIT, 2015) e o azeite de
oliva (GAGOUR et al., 2022), tem mostrado essa funcionalidade.

A Tabela 10 apresenta os resultados das andlises hematoldgicas realizadas
no sangue dos animais no ensaio de TOA. Houve diferencas estatisticas entre o grupo

tratado com OAA e o grupo controle nos parametros Hemoglobina e Hemacias, e entre
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0 grupo tratado com NC e o grupo controle, no parametro Leucdcitos. Apesar das
diferencas observadas entre os grupos, 0os parametros encontram-se dentro dos
valores normalmente registrados na literatura para ratos Wistar nas condigoes
analisadas (KUMARI et al., 2016; MELO et al., 2012)

Tabela 11 — ParAmetros hematoldgicos dos animais no ensaio de toxicidade aguda oral.

Parametros Hematolégicos Controle Nanocapsula Oleo
Hemoglobina (g/dl) 12,85+0,312 | 13,46 +0,352° | 13,66 +0,42°
Hematocrito (%) 37,92+0,59 @ 38,11 +0,95® 38,27 +0,72
Hemacias (105/uL) 7,09 +0,17 @ 7,62 +0,37 @ 8,06 +0,16 P
Leucdcitos (103/pL) 5,66 +0,52 @ 4,82 +0,27° 5,35 +0,35 2P

Plaguetas (103/uL)

806,17 +18,62 @

798,92 £11,43°

806,35 +20,87 @

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas estatisticamente significativas (p< 0,05)

As hemacias, ou eritrocitos, sdo células anucleadas, em formato biconcavo,
gue contém grande quantidade de hemoglobina, uma proteina transportadora de Oz e
CO2 (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010). Sao ceélulas sanguineas produzidas na
medula 6ssea e que tem a funcao de transportar de oxigénio dos pulmdes aos tecidos,
mantendo a perfusao tissular adequada, e transportar CO2 dos tecidos aos pulmdes
para sua excrecdo (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010). Uma das principais causas de
aumento da contagem de hemacias e, consequente, aumento da hemoglobina é a
privagdo de oxigénio, como por altitudes elevadas, tabagismo ou intoxicagdes
(ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2010; STOCKHAM; SCOTT, 2011).

As substancias que produzem toxicidade aguda, diminuem o numero de
eritrécitos e hemoglobina, sendo esses sinais de toxicidade na medula 6ssea. No
nosso experimento, houve um discreto aumento destes valores, mas com valores
normais de hematdcrito, que € a percentagem de volume ocupada pelas hemacias no
volume total de sangue (AVILEZ et al., 2008). O hematdcrito normal, neste caso,
sugere que o aumento observado de hemacias e valor de hemoglobina ndo causou
danos no estado metabolico geral do animal, assim, ndo representa um sinal de
toxicidade aguda do OAA.

Os leucocitos sao células que tem origem na medula 0ssea e, a partir deste
local, sdo transportados por meio dos vasos sanguineos para todo o corpo. Sua
funcdo primordial é a defesa do organismo, atuando na identificacdo, combate e
eliminacao de agentes externos, Como micro-organismos e substancias quimicas, por
exemplo (CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2014).
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Uma diminuigdo acentuada na contagem leucocitaria pode estar relacionada a
danos na medula Ossea, com graves consequéncias, como aumento da
susceptibilidade a infeccbes, etc. (OECD, 2002b). No Grupo NC houve uma
diminuicdo discreta no numero de leucocitos, de 0,84 (x103/uL). Alteracdes de
contagens de células do sangue podem ser causadas por efeitos da substancia teste
no organismo do animal, porém, pequenas variagbes como as encontradas neste
estudo, devem ser vistas com cautela, ja que podem ser momentaneas e voltar a
normalidade espontaneamente (OECD, 2002b; STOCKHAM; SCOTT, 2011). A
diferenca entre os grupos na contagem de leucdcitos, neste caso, pode ser
considerada fisioldgica, ja que néo afetou outros parametros, nem mesmo a contagem
de hemacias — outro grupo de células produzidas pela medula 6ssea —que nao diferiu
do grupo controle (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Além disso, o valor encontra-se
dentro da faixa normalmente encontrada para ratos Wistar nas condic6es analisadas
(KUMARI et al., 2016; MELO et al., 2012)

Os resultados sugerem que nem o 6leo de acuri, hem as nanocapsulas
carregadas com o 6leo, na dose 2000 mg/kg, administrada em dose Unica pela via
oral, induzem efeitos toxicos sistémicos nos ratos Wistar. Esse resultado indica que
ambas as substancias (6leo de acuri e nanocapsulas carregadas com esse 0leo)

podem ser classificadas como néo toxicas, segundo a OECD (2002b).

No ensaio de Toxicidade Subcronica, ou toxicidade em doses repetidas, 0s
animais foram tratados por 28 dias com a dose diaria de 1000 mg/kg de 6leo de acuri
e a mesma dose de nanocapsulas poliméricas carregadas com o 6leo. Ao longo do
tratamento, ndo houve morte de animais. Nao se observaram sinais de toxicidade,
como alteracdes no comportamento respiratério, na coloragdo das mucosas, na pele
e pelos, nem no sistema motor dos animais dos trés grupos experimentais. Indicando
gue nem as nanocapsulas nem o 6leo causaram danos que impactaram visivelmente
na anatomia e o0 comportamento dos animais. Observou-se que 0s animais
consumiram agua e ra¢cao normalmente nos grupos controle ou tratados. A Tabela 11

apresenta o consumo de agua e alimentos durante o tratamento.

Tabela 12 — Consumo de alimentos e agua, ao longo do tempo, dos animais no ensaio de toxicidade
subcrbnica (28 dias)

Alimento (Q)
Grupo 0-7 7-14 14-21 21-28
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Controle 17,10+ 3,372 1958+3522 18,35+3,552 20,41+4,41%2

Nanocapsula 1945+2,1528 20,25+4,792 2542+4,652 26,74+5,33%2

Oleo 20,23+4,122 22,19+£3,258 26,85+56528 27,41+6,522
Agua (mL)

Controle 3429+5422 3514+3,122 33,88+52528 31,74x+5,222

Nanocapsula 33,52+4,292 37,41x+4,723 40,27 £5,008 40,25%+6,232

Oleo 35,83+x5442 38,38+£3,20@8 4321+£5482 42,49+6,252

Letras diferentes indicam resultados estatisticamente significativos (p< 0,05) na mesma coluna.

A diminuicdo do consumo de &gua e alimentos € um sinal caracteristico de
efeitos toxicos induzidos por substancias quimicas (OECD, 2008b). Isso tem uma
influéncia importante em aspectos da resposta dos animais a intoxicacao, incluindo
alteracbes metabdlicas, hormonais e mecanismos homeostaticos (OECD, 2008b).
Outros fatores que podem ser compreendidos a partir do consumo de agua e
alimentos é a interferéncia do composto teste no paladar do animal, deixando a racao
fornecida mais ou menos palatavel; além de um possivel efeito estimulante ou
depressor do apetite. Os mesmos efeitos podem estar relacionados a ingestao hidrica
(OECD, 2002a).

Nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de tratamento, o peso corporal dos animais foi
registrado (Tabela 12). Nao houve diferenca no peso dos animais entre 0s grupos e,
tanto o grupo controle, quanto os grupos testes tiveram aumento de peso ao longo do
tempo. Este resultado indica que o consumo do 6leo e das nanocépsulas néo afetou

0 apetite nem o acesso dos animais a alimento e agua.

Tabela 13 — Peso dos animais ao longo de 28 dias de tratamento

Peso dos animais (g) ao longo do tempo
Grupo Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Controle 175,55 7,25 2 182,25 +5,25 2 190,39 +7,10 # 195,26 +5,19 @ 203,25 £7,28 2
Nanocapsula 172,85 +7,33 2 180,43 +6,17 # 188,22 +7,58 @ 193,25 +6,24 2 202,10 +8,28 2

Oleo 178,41 +6,18 # 185,92 +6,28 # 194,50 +7,11 # 201,85 +7,452 207,78 +7,46 2
Letras diferentes na mesma coluna indicam resultados estatisticamente significativos (p< 0,05).

Ap0s a eutanasia dos animais, 0s 0rgaos rins, coracao, pulmdes e figado foram
pesados e seu peso relativo foi calculado (Tabela 13). Nao foram observadas
diferencas estatisticas significativas no peso relativo dos 6rgédos dos animais nos trés
grupos experimentais. Durante a necropsia grosseira, nao foram observadas
alteracdes macroscopicas nas membranas nem na anatomia externa dos 6rgaos que

indicarem efeito toxico.
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Tabela 14 — Peso relativo dos 6rgaos dos animais tratados por 28 dias com uma dose de 1000 mg/kg
das nanocapsulas carregadas com 6leo de acuri.

Orgéo Controle Nanocapsula Oleo puro

Rins 0,650,102 0,63 £0,09 2 0,65 +£0,07 @
Coracao 0,41 0,08 2 0,38 £0,11 2 0,42 £0,09 @
Pulmdes 0,64 +0,07 2 0,61 +0,18 2 0,51 £0,08 @
Figado 4,52 £0,3542 4,85+0,41 42 4,56 £0,10 @

Letras diferentes na mesma linha indicam resultados estatisticamente significantes (p< 0,05).

Foram avaliados os parametros hematoldgicos (Tabela 14) e bioquimicos
(Tabela 15) dos animais dos grupos controle, Nanocapsula e 6leo. Os parametros
hematolégicos encontram-se dentro dos parametros normais para ratos Wistar nas
condicbes do teste (KUMARI et al., 2016; MELO et al., 2012), além de nao terem

diferido entre os grupos analisados.

Tabela 15 — Parametros bioquimicos dos animais tratados por 28 dias com uma dose de 1000 mg/kg
das Nanocéapsulas carregadas com 6leo de améndoas de Attalea phalerata

Parametros bioquimicos (dia 28) Controle Nanocéapsula |Oleo

ALT (U/L) 31,453,252 31,52+2,962 |35,42+3,25¢2
AST (U/L) 26,42 +2,07 2 25,49+1,962 |26,44+2,85°2
Proteinas totais (mg/100mL) 7,05+1,05¢2 7,25 +0,85 @ 7,26 +1,052
Creatinina (mg/100mL) 6,05 +0,88 2 6,10 +0,92 6,21 +0,852
Ureia (mg/100mL) 25,99 +0,57 @ 24,85+1,852 [24,41+20%2
Triglicerideos (mg/100mL) 44,47 +3,09 2 32,52 +3,55° |39,44 +3,852P
Colesterol total (mg/100mL) 95,23 +2,25 88,35 +2,15" ]92,63 +2,26 2"

ALT = Alanina aminotransferase; AST= Aspartato aminotransferase. Letras diferentes na mesma linha
indicam resultados estatisticamente significantes (p< 0,05).

Tabela 16 — Parametros hematoldgicos dos animais tratados por 28 dias com uma dose de 1000 mg/kg
das nanocapsulas carregadas com 6leo de améndoas de Attalea phalerata

Parametros Hematologicos Controle Nanocapsulas Oleo
Hemoglobina (g/100 mL) 13,55+1,25%2 13,00 +0,85 2 13,05+1,25%2
Hematdcrito (%) 34,51 £3,252 34,52 £3,07 @ 35,85 +3,05 @
Hemacias (108/uL) 6,25 +1,05 2 6,15 +1,05 2 7,00 +0,85 @
Leucécitos (103/pL) 6,05 10,86 2 5,650,952 6,05 +0,852
Plaquetas (10%/pL) 815,47 +28,752 | 820,45 +21,952 | 812,23 +29,452

Letras diferentes na mesma linha indicam resultados estatisticamente significantes (p< 0,05).

As funcbes hepética e renal sdo fundamentais para o funcionamento do

organismo, sendo a primeira relacionada ao metabolismo da substancia teste e a
segunda a excrecao dos residuos provenientes do seu consumo. Danos a estes
orgaos causados por substancias quimicas toxicas, podem ser avaliados a partir dos

parametros bioquimicos (KPEMISSI et al., 2020). Biomarcadores renais (creatinina e
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ureia) e hepaticos (AST e ALT) mostraram que 0s compostos analisados nédo
causaram sinais de toxicidade nas doses estudadas ao longo dos 28 dias.

Houve diferencas estatisticas entre 0s grupos teste e grupo controle para os
seguintes parametros bioquimicos: Triglicerideos e Colesterol total. Estes parametros
diminuiram apdés o tratamento com as nanocapsulas (1000 mg/kg/dia) e com o 6leo
na mesma dose. Em ambos os ensaios de toxicidade foi observado que os animais
tratados, tanto com o 6leo, como com as NC, apresentaram diminui¢do do colesterol
total e triglicerideos, o que sugere uma possivel aplicacdo das nanocapsulas para o
tratamento de dislipidemias e para a manutengcao do peso corporal. Este efeito, que
foi mais evidente no Grupo tratado com NC no teste de toxicidade subcrdnica, também
foi observado em outro estudo com o 6leo das améndoas de acuri, no qual foi efetivo
no tratamento de dislipidemia causada por dieta rica em frutose em um modelo animal,

com efeito hipolipémico e reducédo da massa gorda (BALDIVIA et al., 2018).

O ensaio de toxicidade subcrbnica fornece informacGes sobre efeitos
adversos potencialmente relevantes da utilizacdo da substancia teste (JORDAN;
CUNNINGHAM; MARLES, 2010). Conforme os resultados apresentados a partir do
modelo experimental utilizado, sugere-se que 6leo do fruto Attalea phalerata (Martius
ex. Spreng.) Burret (acuri), e as nanocapsulas carregadas com esse 0leo nédo
produzem sinais de toxicidade quando administrados durante 28 dias, via oral, na
dose de 1000 mg/kg/dia, em ratos Wistar.

6 CONCLUSOES

1. O d6leo das améndoas de acuri contem 20,35% de acidos graxos insaturados,
e 79,65% de acidos graxos saturados. O acido laurico € o majoritario entre 0s
acidos saturados (43,33%) e o acido oleico majoritario entre insaturados com
18,01%

2. Foram desenvolvidas nanocapsulas poliméricas carregadas com 6leo das
améndoas de acuri, com um tamanho de particula de 368,97nm, potencial zeta
-69,20 mV, e um indice de polidisperséo 0,298. O processo de encapsulacao

teve uma eficiéncia de encapsulacdo de 88,77%.
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As nanocipsulas apresentaram uma forte e seletiva atividade antiproliferativa
de células tumorais prostaticas PC-03 (Glso 2,09 pg/mL; com um indice de
seletividade de 119,61), células de adenocarcinoma renal humano 786-0 (Glso
3,03 ug/mL; indice de seletividade 82,45. Apresentou atividade moderada
frente a células de carcinoma hepéatico HepG2 (GI50 98,33, indice de
seletividade 2,54).

As nanocapsulas mostraram atividade antinociceptiva, antiedematosa e anti-
inflamatéria articular, na concentragdo 10 mg/kg, que foi superior ao 6leo in
natura, demostrando a potenciacdo dos efeitos devido ao processo de
nanoencapsulacao.

As nanocapsulas poliméricas contendo 6leo da améndoa de acuri, assim como
o 6leo puro, ndo apresentaram toxicidade aguda (a dose de 2000 mg/kg) nem
toxicidade subcrénica em 28 dias (a dose de 1000 mg/kg).

O Oleo das améndoas de acuri, parece exercer uma boa atividade
hipolipemiante pois levou a uma diminuicdo dos niveis de triglicerideos e

colesterol total sérico nos animais, e a manutencao do peso corporal.
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Kollicoat MAE" 100P as a film former polymer for nanoparticles

SUMMARY

Introduction: Until now, few research works have reported the usefulness of
Kollicoat MAE" 100P as a film-former polymer for coating nanocapsules and as a
matrix former for nanospheres. Aim: To update the current knowledge about the
use of Kollicoat MAE" 100P as a film-former polymeric to prepare gastro-resistant
nanoparticles. Physicochcmical characteristics and functionality of nanoparticles
coated with Kollicoat MAE" 100P were reported. Methodology: An exhaus-
tive review was performed (from 1980 to 2021) in various scientific databases
like Medline, Scopus, EBSCO and Cambridgc. Results: Kollicoat MAE” 100P is
a versatile po]ymer that can be used to prepare gastro-resistant nanoparticles with
actives of natural and synthctic origin. This polymcr allows Producing homogeneous
nanoparticles with sizes smaller than 130 nm, and high z—potentiai, which confers a
great stability to nanoparticle systems. On the other side, nanoparticies coated with
Kollicoat MAE" 100P combined with plasticizer exhibit a hard and flexible shell,
with excellent thermal stability up to 60 °C that dissolve at pH above 5.5. Conclu-
sion: Kollicoat MAE® 100P ris a viable, low-cost, and multifunctional alternative
for nanoparticle preparation, however, more studies are needed to develop enhanced

nanoparticles with better performances.

Ke]—wom's: Kollicoat, nanoparticies, acrylates, gastrorcsistant.

ReEsumMmo

Kollicoat MAE® 100P como polimero formador de filme paraa
preparagao de nanoparticulas

lntrodugio: até hoje, poucas pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de
avaliar a utilidade do Kollicoat MAE" 100P como polimero formador de filme
para recobrimento de nanocdpsulas ¢ como formador de matriz para preparagio
de nanoesferas. Objetivo: atualizar o estado da arte sobre a utilizagao de Kollicoat
MAE’ 100P para a preparagio de nanoparticulas gastrorresistentes, suas caracteris-
ticas fisico-quimicas e a funcionalidade das nanoparticulas cobertas com Kollicoat
MAE’ 100P. Metodologia: foi realizada uma revisao exaustiva (de 1980 a 2021)
em varias bases de dados como Medline, Scopus, EBSCO e Cambridge. Resul-
tados: Kollicoat MAE" 100P ¢ um polimero versatil, que pode ser utilizado para
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a preparagao de nanoparticulas gastrorresistentes carregadas com ativos naturais e
sintéticos, com tamanho menor que 130 nm, baja polidispersio e alto potcncial z,
o que lhe confere grande estabilidade. O Kollicoat MAE® 100P combinadas com
plastificantes adequados, produze cobertas duras e flexiveis, com excelente estabili-
dade térmica até 60 °C, que dissolvem em pH acima de 5,5. Conclusées: Kollicoat
MAE’ 100P representa uma alternativa viavel, de baixo custo e multifuncional para
a preparagio de nanocéapsulas e nanoesferas gastroresistentes. No entanto, outros
estudos sio necessarios para desenvolver nanoformulagées baseadas neste polimero

com melhor funcionalidade.

Palavras chave: Kollicoat, nanopartl'culas, acrilatos, gastrorresistente.

RESUMEN

Kollicoat MAE® 100P como polimero formador de pelicula para
la preparacién de nanoparticulas

Introduccidén: hastaahora, pocos trabajos de investigacioncs han relatado la utilidad
de Kollicoat MAE® 100P como polimero formador de pelicula para el recubrimiento
de nanocapsulas y como formador de matriz para preparar nanoesferas. Objetivo:
actualizar el estado del conocimiento sobre las caracteristicas ﬁsicoquimicas de
Kollicoat MAE" 100P, su uso como material formador de peliculas de cubierta para
preparacién de nanoparticulas gastrorresistentes, y la funcionalidad de las nanopar-
ticulas preparadas con este polimero. Metodologia: se realizé una revisién exhaus-
tiva (de 1980 a 2021) en varias bases de datos como Medline, Scopus, EBSCO y
Cambridge. Resultados: Kollicoat MAE® 100P es un polimero versatil que puede
utilizarse para la preparacién de nanoparticulas gastrorresistentes usando activos
naturales y sintéticos. Este polimero produce nanoparn’culas menores que 130 nm,
bajo indice de polidispersic'm y potencial z relativamente altos, lo que confiere gran
estabilidad a formulaciones de nanopartx'culas. El Kollicoat MAE® 100P, combinado
con un plastificante adecuado, produce una cubierta dura y flexible, con excelente
estabilidad térmica a temperaturas hasta 60 °C quese disuelve a pH mayores que 5,5.
Conclusién: Kollicoat MAE® 100P es un polimero multifuncional, de bajo costo
atil para preparar nanoparticulas gastroresistentes. Sin embargo, podrian realizarse

otros estudios para desarrollar nanoparticulas con mejor funcionalidad.

Palabias clave: Biotecnologl'a, nanomedicina, nanomateriales, nanocompuestos.
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INTRODUCTION

Nanotechnology, also called the “science of the very small” allows creating nano-sized
products and devices (10”m) with high functionality and specificity. Nanoformulated
substances usually have chemical, physicochemical and biological properties different
from those in their natural state [1]. In the last years, nanotechnological products have
been developed for the treatment of cancer, inflammatory and cardiovascular diseases,
diabetes, and obesity, among other conditions [2]. However, the selection of the poly-
meric material for nanoparticle preparation is a critical phase of this process.

Nanoparticle formulation arises as an effective way to improve solubility and bioavail-
ability of drugs belonging to groups II and IV of the biopharmaceutical classification
system (BSC) [3]. The correct selection of the type and quantity of the coating poly-
mer determines important properties such as the site, the release profile, and the drug’s
physicochemical stability. Coating polymers must be non-toxic, hypoallergenic, and
well tolerated by the intended route of administration (biocompatible) [ 1]. However,
the variety of biocompatible film former polymers for nanoparticle preparation is still
limited. Among the most used materials for this purpose are synthetic polymers such as
those derived from methacrylic acid [4], poly-¢-caprolactone, and polylactic acid [5, 6].
Polymers of natural origin such as chitosan, cellulose esters, alginates, and some others
are also used [1]. However, synthetic polymers are the most appropriated for nanopar-
ticle preparation. Polymers of natural origin usually produce unstable nanoparticles
and make the preparation methodologies less reproducible [5].

Nanocapsules are drugs’ carrier systems highly effective. Depending on the type of
polymer and the characteristics of the coating layer that it forms, nanocapsules can
be vectored towards a specific site (for example the intestine) and the drugs’ release
can be controlled [5]. Nanocapsules can transport drugs of both chemical-synthetic
and natural origins such as plant extracts [7] and isolated and/or purified compounds.
However, only some polymers have been shown a wide functionality that allows cov-
ering chemical-synthetic and natural-origin drugs, maintaining suitable stability and

high functionality.

A versatile polymer with broad functionality that has been little used for nanoparticle
preparation is Kollicoat MAE" 100P. This polymer has been used, successfully, to pre-
pare nanoparticles loaded with plant extracts [8], with drugs of chemical-synthetic ori-
gin [9], and nanocapsules loaded with a drug isolated from a plant oilresin. Thus, this
review aims to update the state of knowledge about the physicochemical characteristics
of the Kollicoat MAE" 100P, and its use as a film former polymeric material for prepar-
ing gastro-resistant nanoparticles. Physicochemical characteristics and the function-
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ality of nanoparticles prepared with Kollicoat MAE" 100P were also reviewed. Thus,
an exhaustive review (from 1980 to 2021) in various scientific databases like Medline,
Scopus, EBSCO, and Cambridge, was performed.

Nanocapsules

Nanocapsules are nano-sized vesicular particles (figure 1) with a polymeric layer sur-
rounding a nucleus containing the drug [S]. When the nucleus is an oily liquid, they
are called nanocapsules, but when the nucleus is a solid lipid, they are called solid lipid
nanoparticles [10]. Nanocapsules with an aqueous liquid core are called polymersomes
and are prepared using amphiphilic block copolymers [11]. The main characteristic of
nanocapsules is the perfect differentiation between the coating shell and the core mate-
rial, contrary to nanospheres, where the polymeric material and the drug encapsulated
form a matrix or lattice where it is impossible to differentiate the shell from the core [5].

SOLID LIPID NANOCAPSULES NANOCAPSULES NANOSPHERES

Nucleus (solid) Polymeric layer Nucleus (liquid) Polymeric matrix
Lipid + drug + stabilizer =~ Polymer + plasticizer oily + drug + stabilizer ~ Polymer + drug + stabilizer

Figure 1. Physical structure of solid 1ipid nanocapsules, nanocapsules and nanospheres.

The proper selection of the preparation method, the core components, and the coating
polymer (and plasticizers) allows preparing the desired nanoparticle [5, 9]. The nucleus
of the nanoparticle can contain vegetal extracts, drugs from the chemical-synthetic ori-
gin and/or isolated compounds. In all cases, the appropriate selection of the nucleus
component and the covering material (polymer and plasticizers) makes it possible to
vectorize the drug to a specific site of action and controlling the amount and rate of
drug release. The preparation of polymeric nanoparticles from liquid plant extracts
(fluid and soft) generally produces nanospheres.

A suitable polymer for nanoparticle preparation must protect the drug from external
factors like temperature, light, and O,. This means that the polymeric layer needs to
improve the nanoparticle’s stability [7]. Physicochemical properties of polymers (e.g.,
acid-base behavior, solubility, and lipophilicity) determine nanocapsules stability and
the drugs’ release characteristics. A precise knowledge of the physic-chemical proper-
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ties of the film former polymer allows knowing, in advance, the possible site of release
and the possibility of controlling the drug release processes.

Copolymers of methacrylic acid-methacrylate esters are among the most used synthetic
materials for the preparation of nanoparticles loaded with drugs of reduced solubility
[12]. Within this group of polymers is the class of Kollicoat MAE" copolymers [13],
which currently have their greatest application in the preparation of enteric-coated
tablets. However, Kollicoat MAE" -grade polymers, despite their excellent properties
for nanoparticle preparation, have been little used for this purpose.

Kollicoat classes

There are five classes of Kollicoat on the market: Kollicoat IR, Kollicoat Protect, Kol-
licoat MAE’, Kollicoat SR, and Kollicoat Smartseal [14]. The chemical composition
and utility of these materials are shown in (table 1). Kollicoat IR class are copolymers
of vinyl alcohol grafted with ethylene glycol [ 13]. Kollicoat Protect is a mixture of Kol-
licoat IR (~60%) and polyvinyl alcohol (40%) and has been claimed for moisture and
oxygen protection [13]. Kollicoat SR 30D class was designed for sustained-release for-
mulations being an aqueous dispersion of polyvinyl acetate and polyvinyl pyrrolidone
(K30) [15]. By their side, Kollicoat Smartseal 100 P, is a mixture of diethylamino ethyl
methacrylate and methyl methacrylate (3:7). Kollicoat Smartseal 30D is a 30% aque-
ous dispersion of Kollicoat Smartseal 100P. This polymer is insoluble at neutral pH but
soluble at pH <5 being suitable for taste masking and moisture protection [13]. Kol-
licoat MAE class includes three polymers with similar composition: Kollicoat MAE"
100 55, Kollicoat MAE" 30DP (30% aqueous dispersion of Kollicoat MAE" 100 55),
and Kollicoat MAE" 100P (pre-neutralized Kollicoat MAE" 100-55). All these poly-
mers are used in the Pharmaceutical Industry to prepare enteric-coated pellets for hard
capsules and tablets [16]. Kollicoat MAE" 100P has shown great utility for preparing
gastro-resistant nanoparticles, nonetheless, this functionality has not been claimed in
the literature.

Physicochcmical characteristics

Kollicoat MAE’ 100P (figure 2) is an anionic polymer, with a weak acid behavior hav-
ing a molecular weight of aboutr 250 000 AMU. This polymer dissolves in solutions of
pH> 5.5 [21]. Kollicoat MAE" 100P contains polysorbate 80 as a plasticizer to dimin-
ish the friability of the film formed for tablet preparation [14]. However, additional
plasticizers must be used to obtain a flexible and more stable coating layer for nanopar-
ticle preparation. This material also contains sodium dodecyl sulfate as an emulsifier.
Kollicoat MAE" 100P is partially neutralized (about 6 mol-% of the carboxyl groups)
to facilitate its redispersion in water. This characteristic is especially useful for prepar-
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Table 1. Class of Kollicoat”, composition and their use in phannaccuticals.

Kollicoat

Class Type Composition Use Reference
Polyethylene glycol-Polyvinyl | -Coating tablets and capsules [15]
alcohol ratio of 1:3 -Binder in tablets, granules,

IR and pellets
1 -Effervescent tablets
}i{)ﬂlcoat -Sustained-release tablets
Pro- Kollicoat IR, 59.70 % -Protective coating of tablets [15]
Polyvinyl alcohol, 40% and capsules
cect Silicon dioxide, 0,3 % -Tastes masking
Methacrylic acid-ethyl acrylate | -Preparation of enteric tablets, [15]
co-polymer (1:1),27.0% capsules, granules, and crystals
30D | Polysorbate 80,2.3 % -Mask unpleasant tastes [17]
Sodium lauryl sulphate, 0.7 % | -Protect from the effects of
Water, 70.0 % high humidity
Methacrylic acid-ethyl acrylate [15]
10055 copolymer (1:1),97.0 % -Preparation of enteric tablets, [17]
Kollicoat Polysorbatc 80,2.3% capsules, granulcs, and crystals
MAE" Sodium lauryl sulphate 0.7 % | -Mask unpleasant tastes
Methacrylic acid-ethyl acrylate -Protect from the effects of [18, 19]
copolymer (1:1), high humidity
100P partially neutralized with 6 -Nanocaps-ules film former
mol % NaOH, 97.0 % -Nanoparticles controlled
Polysorbatc 80,2.3% release
Sodium lauryl sulphate, 0.7 %
Polyvinyl acetate, 27.0 % -Sustained release matrix [15]
Kallicoat Povidone K30 (Kollidon 30), | tablets, pcllet, and granulcs, [20]
SR 30DP |2.7% and gelatin hard capsules
Sodium lauryl sulphate, 0.3%
Water, 70.0 %
Methyl methacrylate and -Aqueous film coating [15]
30DP di(ethyl)aminoethyl methac- [20]
) rylate (7:3) copolymer. 30%
Is(olhc;)at aqueous Polymer di spersion
e:lmrt ) Methyl methacrylate and -Aqueous, and organic film [15]
100P di(ethyl)aminoethyl methac- coating

rylate (7:3) copolymer (spray
dried powder)
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ing nanodispersion of vegetal extracts. Kollicoat MAE" 100P complies with the cur-
rent monograph of methacrylic acid-ethyl acrylate copolymer (1:1) [22] and is listed as
“Partially neutralized methacrylic acid: ethyl acrylate copolymer” in the USP-NF [21].

COOH
CHZ—-ﬁ = CHZ—-CH
CHjy X COO(‘ZH5 y

Figure 2. Basic structure of Kollicoat MAE" 100P copolymers formed by methacrylic acid: ethyl
acrylate (x=y).

Kollicoat MAE" 100P forms aqueous dispersions due to is pre-neutralized with
sodium hydroxide, without requiring a further addition of a basic solution [13, 16].
This polymer is soluble in ethanol and acetone (at 35-45 °C) in which forms a slightly
viscous solution [16]. This property is used to prepare the organic phase for nanocap-
sules preparations. For nanocapsules, the organic phase (25-35%) is formed by Kolli-
coat MAE" 100D, the drug, the organic solvent, and a low HLB surfactant. When the
organic phase is added to the aqueous phase (65-75%), which is composed of water
plus a nonionic surfactant or another plasticizer, the Kollicoat MAE" 100P insolubilize
enclosing the components of the organic phase for forming the nucleus. The change
in polarity when the phases are mixes, followed by diffusion of the organic solvent
(by stirring or by evaporation under vacuum) get hardened the polymeric shell around
the nucleus containing the drug, to form the nanoparticle [23]. This procedure allows
preparing nanocapsules loaded with water-insoluble drugs, such as loratadine [9] and
a-amyrin [24].

Kollicoat MAE" 100P, when dispersed in water (at 20%) form stable particles with
a mean diameter of approximately 300 nm [13]. However, the aqueous dispersion
(2%) submitted at a high shear of 7000 rpm, for five minutes in an ultraturrax appa-
ratus (IKA T25, UK) produce nanoparticles of ~ 50 nm (figure 3) with a normal size
distribution (Polydispersity index 0.198) [13, 16]. The excellent dispersibility of this
partially neutralized polymer in aqueous solutions is an excellent characteristic for
nanoparticle preparation that is still little explored.

Kollicoat MAE" 100P forms a brittle film that breaks at an elongation under one per-
cent [13]. For this reason, plasticizers are essential for producing a coating layer with
suitable elasticity to achieve good stability. Hydrophilic plasticizers like propylene gly-
col, triethyl citrate (TEC), as well as non-ionic surfactants (e.g., Brijs, polysorbates, and
ethoxylated fatty acid esters), favor the elasticity of the coating layer and improve the
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stability of the nanocapsules shell. Hydrophilic plasticizers give flexibility and resist-
ance to the coating layer and enhance the dispersion in the aqueous medium, favoring
the interaction with the polymeric chain of the Kollicoat MAE" 100P [13].

Size Distribution by Intensity
12 7000ee serezeessseseeaneee: 49 nm (0.198 dispersity -:cecoree:

| ssesaaverm eossuni o IR ey :

Intensity (Percent)
(=)}

0 3 P ¢ H
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figure 3. Particle size of 2 % Kollicoat MAE" 100P aqueous nanodispersion (authors’ unpublished

work).

Nanoformulations with Kollicoat MAE® 100P

The nanodispersion of Cassia grandis L. f [19] was developed using the polymer dep-
osition-solvent diffusion method [18]. This methodology allowed obtaining a mean
particle size of 75 nm, with a closed polydispersity index of 0.176, and a zeta potential
of -11.20 mV. With the same methodology, it was prepared nanoparticles of lorata-
dine, a chemical-synthetic drug [19], which exhibited a mean particle size of 43 nm,
with a polydispersity index of 0.250 and -19.30 mV of zeta potential. In the same way,
it was prepared nanocapsules loaded with a-amyrin (a hydrophobic drug obtained
by isolation and purification from a vegeral oilresin [24]. Nanocapsules loaded with
a-amyrin showed particle size of 130 nm, polydispersity index 0.100, and -38.65 mV
of zeta potential. The abovementioned nanoformulations showed small particle sizes
(between 43 and 130) with normal size distribution and high modular values of zeta
potential. These results suggest that Kollicoat MAE" 100P is a versatile polymer, which
allows preparing nanoformulation loaded with drugs from diverse origins, resulting
nanosystems with homogeneous sizes, which is essential for achieving good stability.

Properties of Kollicoat MAE® 100P loaded nanoparticlcs

The development of nanoparticles loaded with plant extracts is considered a technolog-
ical challenge. Plant extracts are complex mixtures of metabolites that present different
characteristic of solubility, permeability, and stability [1]. The development of nano-
particles containing plant extracts improves the pharmacological effect of the extracts
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enhancing the stability and allows optimize their use since lower doses are needed to
achieve the desired effect. The use of biocompatible polymers to produce a coating
layer to protect metabolites present in the extracts by the formation of nanocapsules
or a polymeric matrix (nanospheres), is an innovative and highly effective technology
to improve bioavailability and stability of medicinal plant extracts, which, however, is
still sub explored.

Prada and co-workers [8, 25] prepared nanoparticles of Cassia grandis (a medicinal
plant traditionally used for the treatment of Diabetes mellitus, an anemias) coated
with Kollicoat MAE" 100P. In that study, three nanoparticle formulations were devel-
oped using three different film former polymers (Eudragit” L, PEG 4000, and Kolli-
coat MAE" 100P). The nanoformulations particle size, polydispersity index, and zeta
potential were compared, as well as the stability. Nanoparticles coated with Kollicoat
MAE" 100P showed the smaller particle size, a lower polydispersity index, and the
higher modular value of Zeta potential. The encapsulation efficiency of the process
was greater than 85 % [25] and the loading capacity was 73 %. Kollicoat MAE" 100P
coated nanoparticles showed the best performances showing the ability of this poly-
mer to produce nanoparticles loaded with vegetal extracts.

Several studies demonstrated the stability, in the stomach environment, of nanopar-
ticles coated with Kollicoat MAE" 100P [9, 24, 26]. Drugs with erratic absorption in
the stomach, or that undergo transformations that reduce their bioavailability need to
be formulated, so that their release and absorption occur in the intestine. Loratadine is
a drug that belongs to group II of the BSC classification system [26]. This drug is pro-
tonated in the acidic environment of the stomach, decreasing its absorption [9]. For
this reason, a nanoparticle formulation for intestinal release of loratadine was prepared
using Kollicoat MAE" 100P as a coating polymer [9]. Very stable nanoparticles, =75
nm in size and with a normal distribution were obtained. An encapsulation efficiency
greater than 84% was obtained. This study confirmed the suitability of Kollicoat MAE”
100P as a gastro-resistant shell-forming polymer in the preparation of nanoparticles, a
characteristic that had not been reported in the literature.

Effect of temperature on hanoparticles coated with Kollicoat MAE® 100P

In 2006, a study reported the deformation capacity of polymeric films prepared with
Kollicoat MAE" 30DP, in the presence and absence of Polysorbate 80, used as a plas-
ticizer [4]. Polysorbate 80 improved the film elasticity, allowing it to withstand defor-
mation forces 5 times greater than those films that did not conrtain this plasticizer. As
a result, the combination of Kollicoat MAE" 30D-Polysorbate 80 produced flexible
films with high thermal stability. A study conducted by our working group evaluated
the effect of the temperature (from 20 to 70 °C) on the size and size distribution (poly-
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dispersity index) of Kollicoat MAE" 100P nanoparticles loaded with a plant extract
[25] and with a synthetic drug [18]. In both cases, Polysorbate 80 was used as the plas-
ticizer. Temperatures between 20 and 60 °C did not modity, significantly, the parti-
cle size of both nanoformulations. Temperatures greater than 60 °C produced a 300%
increase in size on the nanoparticles loaded with the plant extract (from 200 to 650
nm), while in nanoparticles loaded with the synthetic drug the size remained practi-
cally constant (32-35 nm). However, between 20-60 °C, the polydispersity index of
both formulations remained low (0.020-0.140 in the plant extract-loaded nanodisper-
sion and between 0.260 and 0.280 in the nanoparticles of the synthetic drug). These
studies showed that, despite the particle size deformation produced by the tempera-
ture, there was slight variation in the particle size distribution. This fact indicates the
high thermal stability of nanoparticles coated with Kollicoat MAE” 100P (between 20
and 60 °C), regarding the nature of the enclosed drug.

It is important to highlight that nanoparticle preparation methods can be of low or
high energy input [19]. Some preparation processes and some unitary operations (e.g.,
ultrasonic stirring) significantly increase the temperature of the liquid medium con-
taining nanoparticles preparation. Under these conditions, it is convenient to use a
biocompatible polymer, such as Kollicoat MAE" 100P, which produces thermo-resist-
ant coated films and improves the stability of nanoformulations, regardless of the ori-
gin of the nanoformulated drug. However, the strength, elasticity, and stability of the
coating layers formed by Kollicoat MAE" 100P depend on the plasticizer.

In an unpublished work of our working group it was evaluated the effect of the carbon
chain length of the fatty acid present in the sorbitan ester (non-ionic surfactant) on the
particle size and size distribution of nanoparticles coated with Kollicoat MAE" 100P.
Four white nanodispersions (without active ingredient) were prepared by the polymer
deposition-solvent diffusion method [22] using 750 mg of Kollicoat MAE" 100P in 5
mL of ethanol: acetone mixture 1:1 (organic phase) and 500 mg of each polysorbate in
100 mL of distilled water. In all cases, it was used the same experimental procedure. As
the length of the carbon chain of the esterified acid increases, the particle size and poly-
dispersity index decreased (figure 4). This experiment suggested the feasibility of using
other sorbitan esters as plasticizers jointly with the Kollicoat MAE" 100P in nanopar-
ticle preparation. Thus, it would be necessary to evaluate the effect of combinations
of Kollicoat MAE" 100P with plasticizers of different nature (example: polyethylene
glycol, and TEC) and/or the effect of other polymers like polyvinyl alcohol on the
physic-chemical characteristics, release profiles, and stability of nanoparticles loaded
with active ingredients of diverse nature.
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—— Polysorbate 20 (Polyoxyethylene 20 sorbitan monolaurate) C12H2402

- Polysorbate 40 (Polyoxyethylene 20 sorbitan monopalmitate) C1sH3202

—— Polysorbate 60 (Polyoxyethylene 20 sorbitan monostearate) Ci1sH3602

—— Polysorbate 80 (Polyoxyethylene 20 sorbitan monooleate) C1gH3502
Figure 4. Effect of the carbon chain length of the sorbitan ester fatty acid on the particle size and
polydispersity index of nanoparticles coated with Kollicoat MAE" 100P (authors’ unpublished

work).

Release profile of Kollicoat MAE" 100P -loaded nanoparticles

Nanoparticle formulations produced with Kollicoat MAE" 100P as a coating poly-
mer did not show prolonged release profiles at pH between 6.5-7.4 [9, 26]. The Cassia
grandis nanoparticles, in simulated intestinal fluid (pH 6.5) with and without pancre-
atin (pH 6.5 and 7 4, respectively) released 100% of the active ingredient in 70 min
(8], while loratadine nanoparticles (in the same fluids) released 100% of the drugin 40
min. These studies confirmed the ability of the nanoparticles produced with Kollicoat
MAE" 100P to maintain, for at least 40 min, the drug release at pHs compatibles with
the intestinal fluid in fasted and fed condition.

These results suggest the need to conduct other studies combining Kollicoat MAE"
100P with different plasticizers and stabilizers, for controlling, with precision and
reproducibility the release of the drug nanoformulated. Nonetheless, broad ranges of
drug release were observed with the use of methacrylic acid copolymers combined with
some organic compounds, such as ethylcellulose [27].

On the other side, Kollicoat MAE" 100P was used to form a gastro-resistant film in
hard gelatin capsules filled with rHuKGF protein. The study determined the absolute
bioavailability of this protein in gastro-resistant capsules, comparing it with intrave-
nous administration. After the oral administration, the rHuKGF protein formulated
in gastro-resistant capsules showed an absolute bioavailability of 74%. The study
demonstrated that the protein was adequately released after the dissolution of Kolli-
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coat MAE" 100D, successfully crossing the intestinal membranes to reach the systemic
circulation [28].

Pharmacological properties of nanoparticlcs coated with Kollicoat MAE® 100P

One of the most advantages of nanoparticles is that they can modify the activity of
drugs. Cassia grandis nanoparticles coated with Kollicoat MAE” 100P showed (in
vitro) an antioxidant effect more potent than the extract and the gallic acid (used as a
control) [8]. On the other side, nanoparticles loaded with Cassia grandis extract pro-
duced a strong inhibition of the pancreatic lipase, however, the extract did not inhibit
pancreatic lipase. Similarly, Cassia grandis nanodispersion showed (iz vivo) a hypo-
glycemic potency 20-fold higher than the crude extract. The authors suggest that the
particle size in nanometric scale and the slow release of the drug from nanoparticles
potentiate the pharmacological effect. These results confirm the need for research to
improve the release properties of nanoparticle coated with Kollicoat MAE" 100P, in
order to obtain a better pharmacological performance, optimizing and rationalizing
the use of drugs of any nature that could be nanoformulated.

A gastro-resistant nanocapsules formulation of glibenclamide coated with methacrylic
acid-ethyl acrylate copolymer showed a hypoglycemic effect (in vivo) five times greater
than the commercial form of this drug [29]. This, is one of the most significant char-
acteristics of nanoparticle-based on this kind of polymers, potentiating the pharmaco-
logical effect of the drugs.

Another highlighted characteristic of the Kollicoat MAE” 100P is the innocuousness.
Synthetic polymersand copolymers based on methacrylic acid tested as drug carriers of
different drugs do not exert either toxic effects or changes in the metabolic activity of
immune system cells [30]. The innocuity was also observed in immunogenicity studies
performed on coated tablets with methacrylic acid. The study showed that the films
formedbythispolymerdonotproduceanyabnormal responseof theimmunesystem[31].

CONCLUSION

Investigations have shown that Kollicoat MAE" 100P is a versatile polymer that can be
used for the preparation of gastroresistant nanoparticles with drugs of diverse origins.
With this polymer can be prepared nanoparticles with size smaller than 130 nm and low
polydispersity indexes, and relatively high z-potentials, which confers a grear stability
to nanoparticle system. Nanoparticles produced with Kollicoat MAE" 100P combined
with a suitable plasticizer exhibit a hard and flexible shell and contribute to sustained

1224

105



Kollicoat MAE" 100P as a film former polymer for nanoparticles

drugrelease systems. Besides, drugs nanoformulated with Kollicoat MAE" 100P as coat-
ing polymer are insoluble at pH <5.5 and presented a good thermal stability at temper-
atures of up to 60 °C. This review confirmed that Kollicoat MAE" 100D, despite being
a well-known polymer in the Pharmaceutical Industry, has still been little investigated
for nanoparticles preparations. Kollicoat MAE" 100P represents a viable, low-cost, and
multifunctional alternative for the preparation of nanoparticle systems, which requires
more studies in its use, to build nanoformulated products with better performances.
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