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RESUMO
° °

LIMA, L. I. Desenvolvimento de uma nanoformulacdo autoemulsificante contendo o
alcaloide epiisopiloturina para melhorar sua biodisponibilidade plasmatica apéds
administracdo via oral. Dissertacdo (Mestrado em Nanociéncia e Nanobiotecnologia) —
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia. Orientador: Prof. Dr. Joao Paulo
Figueird Longo. Brasilia — DF: UnB, 2016.

Sistema autonanoemusificante (do inglés, Self-nanoemulsified drug delivery system
— SNEDDS) é um sistema nanotecnoélogico simples que possui aplicacdo para
liberacdo e entrega de farmacos. Esse sistema utiliza via de administracdo oral para
entrega de farmacos, tendo em sua composi¢cdo uma fase lipidica que pode ser
composta por Oleos (vegetal e animal) e agentes emulsificantes. A formacédo de
nanogoticulas ocorre quando fase lipidica entra em contato com uma fase aquosa
(exemplo fluidos gastrointestinais), formando dispersdes lipidicas, que facilitam a
absorcdo e o aumento da concentracdo do farmaco em niveis plasmaticos. O
sistema autoemulsificante é foco da presente dissertacdo, sendo utilizado como
carreador para a molécula epiisopiloturina (EPI), um alcaloide que tem carateristica
hidrofébico, extraida de uma planta nativa brasileira da espécie Pilocarpus
microphyllus, esta molécula tem se destacado por ter efeito antiparasitario,
demonstrado atividade biolégica in vitro e in vivo contra o parasita Schistosoma
mansoni causador da esquistossomose em humanos. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho consiste em incorporar o alcaloide EPlI em uma formulacéo
lipidica, sendo produzida pelo sistema autoemulsificante que promova o aumento da
biodisponibilidade plasmatica desta molécula. Como estratégia metodologica para
producdo da nanoformulagéo foi desenvolvida as seguintes etapas: a selecdo dos
componentes da fase oleosa da nanoformulacdo (6leo e agente emulsificante);
producdo das nanoformulacdes pelo sistema autoemulsificante; avaliagdo das
caracteristicas nanoscoépicas da nanoformulacdo; incorporacdo de EPI na
nanoformulacao e o perfil de liberacao in vitro de EPI associada na nanoformulacao.
A proxima etapa consiste na avaliacdo da biodisponibilidade de EPlI em modelo
experimental in vivo, usando camundongos Swiss. Como resultados, foi selecionado
para fase lipidica 6leo de copaiba como nanocarreador e o agente emulsificante o
tensoativo cremophor EL. As melhores nanoformulagées produzidas pelo sistema
autoemulsificante foram as nanoformulagdo SNEDDS 1:1, 1.6 e 2.1 (razéo
Oleo/surfactante), sendo estas de escolha para carrear a molécula EPI. No
experimento de liberagdo de EPI in vitro, pelo método de dialise, foi demonstrado
que o pH do meio dialisador interfere na liberacdo e que o pH &cido promove uma
liberacdo mais rapida de EPI do nanocarreador. Além do mais, EPI incorporado em
nanogoticulas pequenas tem liberagdo mais rapida, comparando com
nanoformulagbes de tamanho maiores. O teste de biodisponibilidade in vivo
demonstrou que a molécula EPI carreada em lipidios promove uma maior
concentracédo de EPI no plasma, comparado com a administracdo da molécula livre.
As nanoformulacdes, contendo a epiisopiloturina, ndo demonstram toxicidade aos
animais experimentais. Como conclusdo, observou-se que a nanoformulagéo
SNEDDS 2.1 contendo o alcaloide epiisopiloturina mostrou-se segura e eficaz para
carrear e aumentar a disponibilidade plasmatica do composto EPI pela via
administracao oral.

Palavras-chave: nanotecnologia, Jaborandi, SNEDDS e alcal6ide imidazol.



ABSTRACT
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LIMA, L.I. Development of a self-emulsified nanoformulation containing
epiisopiloturina alkaloid to improve its plasma bioavailability after oral
administration. Dissertation (Masters in Nanoscience and Nanotechnology) -
Institute of Biology, University of Brasilia. Advisor: Prof. Dr. Jodo Paulo Figueird
Longo. Brasilia — DF: UnB, 2016.

The emulsifying system also known as self-Nano emulsified drug delivery system-
SNEDDS is a nanotechnology easy system to a application to deliver drugs. The
system is administered orally is based on lipids (vegetable and animal oil) that are
associated with an emulsifying agent. The formation of nano droplets occurs when
the lipid phase is in contact with an aqueous phase (gastrointestinal fluid) forming
lipid dispersions to facilitate the absorption and increasing the drug concentration in
plasma levels. The emulsifying system it is the focus of this dissertation is used as a
carrier the molecule epiisopiloturina (EPI) lipophilic compound, extracted from plant
native to Brazil of plant species Pilocarpus microphyllus, highlights this is molecule
antiparasitic effect biological activity in vitro and in vivo against the parasite
Schistosoma mansoni, a causative agent of schistosomiasis in humans.Thus, the
objective of this study is to incorporate alkaloid EPI produced the emulsifying system
promotes increased plasma bioavailability of this molecule. To develop such a
system three stages were followed; selection of the nanoformulation components (oil
and surfactant); production of the nanoformulations; nanoformulation evaluation;
incoporation of EPI in the nanoformulation and the in vitro release profile of EPI
associated in the nanoformulation; after establishing the constituents elements of the
nanoformulation an in vivo bioavailability test was conducted using Swiss mice. We
found out that the optimum lipid phase for EPI was copaiba oil. The optimum
surfactant for maintaining the emulsification was Cremophor EL. The most promising
nanoformulations with EPI were SNEDDS 1:1 , 1:6 and 2.1 for the release of EPI
through dialysis method. Furthermore, the pH of the solvent happened to interfere
EPI release, where acidic pH favored a faster release of EPI. Moreover, the smaller
droplets have quicker release in comparison to bigger droplets in the
nanoformulations. The in vivo bioavailability test showed that the molecule EPI
carried from lipids promotes greater concentration of EPI in plasma. The in vivo
bioavailability test showed that the EPI molecule carried from lipid promotes a higher
concentration of EPI in plasma compared to the administration of the free molecule.
Nanoformulations EPI don’t toxic to the experiment in animals. In conclusion, we
showed that SNEDDS 2.1 containing the alkaloid epiisopiloturina proved to be safe
and effective for carrying and increase the availability of the compound in the plasma
through oral administration.

Keywords: nanotechnology, Jaborandi, SNEDDS and imidazole alkaloid.
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Abreviatura/Siglas Significado

CEUA Comiss&o de Etica no Uso Animal

CEMIB C_en'fro_ Multidisciplinar para Investigagéo
Biologica

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DH Diametro Hidrodinamico

EHL Equilibrio hidrofilico lipofilico

EPI Epiisopiloturina

INPI Institutc_) Nacional da Propriedade
Industrial

INCT lltlesct;irt]l;tlggl\ilaacional de Ciéncias e

IPD indice de polidisperséo

MCTI Ministé~rio da Ciéncia e Tecnologia e
Inovacgao

O/A Formulacéo 6leo/agua

o:T Raz&o o6leo:tensoativo

PBS Phosphate buffered saline

PZQ Praziquantel

Seq Solubilidade de equilibrio

SNEDDS Self-nanoemulsified drug delivery

TGI Trato Gastrointestinal

uv Ultraviotela
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1. INTRODUCAO

A espécie Pilocarpus microphyllus, conhecida como Jaborandi, € uma planta
medicinal que possui varios compostos quimicos naturais, dos quais os alcaloides
sd0 majoritarios nessa espeécie. Esta classe de composto quimico, desperta o
interesse de industrias farmacéuticas e farmoquimica, por se tratarem de fontes de
principios ativos. Em destaque na espécie P.microphyllus, os alcaloides pilocarpina
(PILO) e epiisopiloturina (EPI) possuem acao biolégica devido as suas propriedades
fisico-quimicas. Estudos realizados com a molécula EPI, demonstrou atividade
biolégica no combate ao parasita causador da esquistossomose (Veras et al, 2012;
Guimardes et al, 2015) em humanos, conferindo, também, seu efeito anti-
inflamatorio (SILVA et al, 2013). O grande desafio de trabalhar com a molécula EPI é
sua insolubilidade em meio aquoso e a sua baixa absor¢cdo ap6s a administracdo
oral. Sendo que o presente trabalho focou-se em resolver essa questdo da
insolubilidade de EPI em sistemas biologicos.

A nanotecnologia apresenta ferramentas as quais podem ajudar a resolver
essas questbes farmacoldgicas. Atualmente, um sistema nanotecnoélogico que vem
sendo utilizado para entrega de farmacos é o sistema autonanoemusificante, termo
oriundo do inglés Self-nanoemulsified drug delivery systems (SNEDDS, sistema
constituido por uma fase oleosa, que, por sua vez, € composto por uma mistura de
Oleo e surfactante, que, quando entra em contato com os fluidos aguosos do sistema
gastrointestinal em movimento peristaltico, forma as dispersdes lipidicas. Quando
moléculas hidrofébicas estdo associadas a esses sistemas, esses compostos ficam
dispersos nas nanogoticulas oleosas formadas. A ideia é que essas nanogoticulas
dispersas facilitem a absor¢cdo gastrointestinal do conjunto, aumentando a
biodisponibilidade plasmatica dos compostos.

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma
nanoformulacdo baseada na dispersdo da molécula EPI em uma fase lipidica
usando um sistema de autoemulsificacdo para aumentar a absorcdo da molécula
pela via do trato gastrointestinal, melhorando sua biodisponibilidade plasmatica. O
desenvolvimento dessa plataforma de experimentacéo visa a aplicacédo futura das
nanoformulagdes na otimizagdo do tratamento da esquistossomose em modelos

animais.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. MOLECULAS BIOATIVAS

De modo geral o reino vegetal € responsavel por uma grande parcela da
variedade de substancias quimicas conhecida e registrada na literatura. A
diversidade e a complexidade das micro e macromoléculas que constituem o0s
metabolitos secundarios de plantas sdo amplamente pesquisadas como fonte de
molécula bioativa (MONTANARI e BOLZANI, 2001).

Moléculas bioativas sdo substancias que tém acdo farmacolégica, séo
provenientes fontes naturais. O estudo fitoquimica dessas moléculas vem se
desenvolvendo devido ao potencial farmacoldgico, representando, dessa maneira,
uma alternativa as terapias convencionais (KANG et al., 2013).

Novos compostos farmacologicamente ativos provenientes de fontes
naturais tém ajudado no desenvolvimento de novos medicamentos com finalidade
para o tratamento clinico de diversas enfermidades (JUSTO et al., 2008). A industria
farmacéutica sempre atuou na prospeccdo de moléculas naturais com atividade
farmacolédgica (AMBROZIN et al., 2006). Os produtos naturais podem ser vistos no
mercado em forma de corantes, Oleos essenciais, 6leos comestiveis, moléculas
isoladas (farmacos), extratos e entre outros.

O Brasil tem quase um terco da flora mundial, sendo pouco explorada
acerca de novas moléculas com atividade farmacolégica. Por isso, as industrias e a
comunidade cientifica possuem grande interesse em estudar e investigar novas
moléculas providas de fontes naturais, com o intuito de descobrir novas
potencialidades farmacologicas. O enorme numero de compostos encontrados
possibilita a triagem de novos farmacos com eficacia antibacteriana e antiparasitaria,

com base na diversidade molecular de algumas plantas e extratos (KAYSER, 2003).

2.2. ALCALOIDE

A palavra alcal6ide deriva do arabe al-quali (alcali = basico, com sufixo —oide

= semelhante a), tem o carater béasico (LIMA, 2008), sendo encontrada

7

principalmente em plantas. Esta classe de composto é amplamente utilizado na
2



industria farmacéutica, por se tratar de uma fonte de principio ativo, sendo
considerado um dos grupos quimicos de ocorréncia vegetal mais importante do
ponto de vista, farmacéutico, econdomico e social (HENRIQUES et al., 2000).

Nos ultimos 150 anos, milhares de alcaloides imidazoélico foram isolados
(BARBOSA-FILHO et al., 2006) e, por meio de técnicas analiticas, € possivel avaliar
possiveis atividades farmacologicas e toxicoldgicas dessas substancias. Essa classe
de compostos também corresponde aos principais agentes terapéuticos naturais
com acao anestésica, neurodepressora, analgésica, psicoestimulante, entre outras
atividades farmacolégicas (HENRIQUES et al., 2000; JUDD et al., 2009). O principal
mecanismo de agdo da classe de alcaldides imidazodlico é a inibicdo da sintese do
ergosterol, que esta relacionado com a integridade e a manutencao da funcdo da

membrana celular dos microrganismos (MIURA, 2009).
2.3. ALCALOIDES DA ESPECIE Pilocarpus microphyllus

A espécie P. microphyllus (jaborandi) possui varios alcaldides, tais como:
dictamina, epiisopilosina, epiisopiloturina, isopilocarpina, isopilocarpidina, isopilosina,
pilocarpina, pilocarpidina, pilosina, plastidesmina, 13-nor-7(11)-dehidro-pilocarpina,
N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina, N,N-dimetiltriptamina, (1H)-4-metoxi-2- quinolona
(SANTOS & MORENO, 2004).

Voightlander et al. (1978) foram os primeiros a descrever a existéncia do
alcaldide imidazélico EPI, esse composto é hidrofébico, possui peso molecular
286,33 g/mol, na sua estrutura quimica (Figura 1), conttm um anel imidazdlico
ligado a um ciclopentano heterociclico por meio de uma ligagdo C-C e um grupo
hidrobenzilico (VERAS et al., 2013).

M\

OH \N~cH;,

O
0O

Figura 1. Estrutura quimica planar do alcaloide epiisopiloturina (VERAS et al, 2012)



A atividade biolégica in vitro da EPI foi descrita por Miura (2009),
demonstrando efeito contra cepas de Leishmania amazonenses, na forma de
amastigotas. Porém, outros estudos utilizando essa molécula contra outro tipo de
parasita chamaram atencéo, pesquisadores conseguiram avaliar, por meio de testes
in vitro e in vivo, a acdo dessa molécula contra o parasita causador da doenca
esquistossomose, 0 parasita Schistosoma mansoni (VERAS et al, 2013;
GUIMARAES et al 2015).

No experimento in vitro realizado por Veras et al.,, (2013), a atividade
esquistossomicida foi confirmada para as concentracdes de 150 e 200 pg/mL de EPI
apos 120 e 72 horas, respectivamente, causando reducdo da atividade motora e
desintegracdo da membrana tegumentar (tubérculos), levando a morte do parasita.
Além disso, as concentracbes de EPI trabalhadas pelos referidos autores néo
apresentaram toxicidade para células de macréfagos peritoneais. Um outro teste in
vitro usando a EPI carreada em estrutura de lipossomas foi realizado pelos
pesquisadores Guimardes et al. (2014), o estudo revela que esse sistema
nanotecndlogico (EPI carreada em estrutura de lipossomas) ajudou na inibicdo do
parasita S. mansoni.

Em um estudo mais recente, 0s mesmos pesquisadores realizaram testes in
vivo para avaliacdo da acdo da EPI e verificaram que a EPI livre apresentou efeito
antiesquistossoma em modelo animal. Na dose 40 mg/kg, apresentou efeito para
vermes jovens e adultos de S. mansoni quando administrados EPI na forma oral. A
inibicAo do parasita foi de 50% e 70%, fase jovem e adulta, respectivamente
(Guimarées et al., 2015). Nesse caso, acredita-se que uma parcela significativa da
EPI ndo é corretamente absorvida pela via oral, reduzindo, portanto, o seu efeito
terapéutico. Todos os testes realizados com epiisopiloturina (EPI) e verificacdo da

atividade esquistossomicida foram reportados pela primeira vez.

2.4 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose ou esquistossomiase é uma patologia que esta na lista
mundial de doencas negligenciadas, séo todas aquelas patologias endémicas que
ocorrem em maior frequéncia em populacdes pobres. O parasita Schistosoma

mansoni causador da infeccdo em humanos, também denominada de
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esquistossomiase mansonica, € um dos principais problemas de saude publica em
mais de 70 paises tropicais e subtropicais, especialmente na Africa, Asia e América
Latina (AMARAL et al, 2006).

No Brasil a esquistossomose esta presente em 19 Unidades Federativas
numa faixa que estende do Maranh&o a Minas Gerais e, na Bahia e Minas Gerais,
sdo os estados em que a ocorréncia da doenca € mais endémica com distribuicdo
de casos em quase todo territdrio, porém focos isolados também ja foram
detectados nos estados do Para, Goias e na regido Sul do pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009; AMARAL et al., 2006; KATZ E PEIXOTO, 2000).

A fase inicial dessa patologia pode ser assintomatica, causando dermatite
cercariana, a fase cronica inicia-se a partir dos seis meses apos a infeccdo. A
principal caracteristica dessa enfermidade € a presenca do ovo do parasita no figado
e na submucosa na luz intestinal, causando reacao inflamatéria e levando a
formacéo de granulomas ao redor dos ovos do parasita (GRYSEELS et al., 2006;
WYN et al., 2004; WILSON et al., 2007).

A transmisséo dessa enfermidade ocorre por meio de caramujos do género
Biomphalaria. No Brasil, a espécie B. glabrata é o principal vetor da doenca
(PARAENSE, 2001; MORGAN et al., 2001). O ciclo de vida do S. mansoni envolve
uma fase de reproducdo sexuada no hospedeiro definitivo, 0 homem e uma fase
assexuada no hospedeiro intermediario, o caramujo. As cercarias penetram na pele
humana intacta e transformam-se em esquistossdmulos (formas jovens), que
residem na pele por até 72 horas antes de entrarem em um vaso sanguineo. Dentro
do sistema vascular, migram para o seu sitio de maturagdo final o sistema porta
hepatico, em que amadurecem transformando-se em parasitas adultos (masculino e
feminino). Os vermes adultos acasalam e migram para o territério da veia
mesentérica inferior, depositando seus ovos na parede intestinal e expelindo-os nas
fezes (CAFFREY et al., 2007; GRYSEELS et al., 2006; MORAES, 2011; REY, 2010).

Para combater essa infeccdo parasitaria, atualmente é utilizado o farmaco
praziquantel (PZQ). Esse anti-helmintico atua na inibicdo da bomba Na*/K* dos
esquistossomos, aumentando a permeabilidade da membrana do parasita
(GREENBERG, 2005). O farmaco PZQ é administrado em dose unica por via oral 40
mg/kg (dose em funcdo do peso do paciente). Esse farmaco tem efeito, apenas, na

forma adulta do S. mansoni. Esse tratamento apresenta falhas devido a baixa
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inefichcia no estdgio jovem do parasita e inibicdo dos ovos, como também baixa
absorcdo do farmaco em meio aquoso. Além disso, ha dados que comprovam a
resisténcia do parasita a esse medicamento (ALONSO et al., 2006).

Com base nesses dados, sdo necessarias as investigacdes de novos farmacos
ou formas de tratamento alternativas que sejam eficazes para o tratamento dessa
doenca parasitaria. Uma dessas alternativas pode ser a utilizacdo da Pilocarpus
microphyllus, uma vez que ja sdo descritos na literatura trabalhos utilizando

principios ativos oriundos dessa espécie com acao para estar doenca.

2.5. NANOTECNOLOGIA

O marco inicial da nanotecnologia esta relacionado com o pesquisador
Richard Feynma, que ganhou o prémio Nobel de fisica em 1975, ele explorou
pesquisas voltadas a escala molecular, atbmica e subatémica e sugeriu que um dia
seria possivel manipular a matéria atomo por atomo na escala nanométrica
(AMORIM, 2007).

A nanotecnologia € um conjunto de técnicas usadas na manipulacdo da
matéria na escala nanométrica. Atualmente, a nanotecnologia tornou-se um dos
mais promissores campos da pesquisa por ndo possuir uma tecnologia especifica e
sim interdisciplinar. A nanotecnologia tem grande aplicagdo na medicina, nos
campos de diagndstico, teragndstico e entrega de drogas em 0rgdos especificos
(FIGUEIREDO, 2011).

Em paises industrializados, a area nanotecndlogica € um dos principais
focos das atividades de pesquisa, desenvolvimento e a inovacao (ZANETTI-RAMOS
& CRECZYNSKI-PASA, 2008). Entre esses paises, destacam-se; Europa, EUA
(Estados Unidos da Ameérica) e Japdo. Esses paises sdo 0s que mais investem no
setor nanotecnologico. No Brasil foi criado Institutos Nacionais de Ciéncia e
Tecnologia (INCT) em especial os INCT’s na area de Nanotecnologia. Além disso,
desde 2000 o Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI) considera a
nanotecnologia como uma area prioritaria de desenvolvimento (SILVA et al., 2003).

Com o avanc¢o da nanotecnologia nas areas biomédicas, € possivel realizar
pesquisas na area terapéutica, diminuicdo de toxicidade de farmacos, aumento na

concentracdo plasmatica de moléculas de interesse, liberacdo controlada e/ou
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direcionada em sistemas biolégicos e direcionamento a alvos especificos. A partir da
nanotecnologia, as industrias farmacéuticas podem aprimorar formas farmacéuticas
e com isso gerar novos produtos (CARLUCCI & BREGNI, 2009; PIMENTEL, et al,
2007).

Os sistemas de carreamento de farmacos sdo todos os sistemas
responsaveis por contornar as caracteristicas fisico-quimicas limitantes dos
farmacos, melhorando dessa forma a farmacocinética destes em diferentes niveis,
desde a absorcéao, biodisponibilidade plasmatica e direcionamento destes a tecidos
especificos, (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2007). Recentemente, tem sido dada
atencao aos tipos de nanocarreadores para encapsulagao de ativos, como exemplo,
as formulacbes a base de lipidios, nanocépsulas, nano e microemulsées,
lipossomas, dentrimeros e formulagcbes usando sistema autoemulsificacao
(GURSOY & BENITA, 2004).

2.6. SISTEMA AUTOEMULSIONANTE PARA ENTREGA DE FARMACO

O Self nanoemulsifying drug delivery systems — SNEDDS é um sistema
composto por lipideos, tensoativos ou, ainda, pela presenca de cotensoativo e 0
farmaco de interesse. Esse sistema é formado por uma fase lipidica (6leo e agente
emulsificante) que em ambientes aquosos (como trato gastrointestinal) emulsificar
formando nanogoticulas (MICHAELSEN et al, 2016). O SNEDDS é, frequentemente,
utilizado para administrar moléculas lipofilicas por via oral, com o intuito de aumentar
a biodisponibilidade do composto no plasma, a biodistribui¢cdo e protecdo do farmaco
contra degradacdo ao entrarem em contato com sistemas biologicos
(HUMBERSTONE & CHARMAN, 1997).

A biodisponibilidade de uma substancia esta relacionada com a percentagem da
molécula livre disponivel no plasma. Segundo Levy (1963), a biodisponibilidade é a
razdo entre a quantidade de droga administrada e a concentracdo disponivel no
sangue, utilizando uma dosagem conhecida. Apos administracdo de um farmaco por
via oral sua absorcdo pode ser de varias formas, transporte passivo, vesicular, e
mediado por carreadores (GRASSI et al, 2006).

Pensando em desempenhar um papel importante para absorc¢ao do farmaco,

a SNEDDS esta relacionada com a solubilizacdo do farmaco nas estruturas coloidais
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e formacdo de dispersbes lipidicas que ajudam na absor¢do da molécula
(MICHAELSEN et al, 2016). A digestdo desse conteudo lipidico € um processo
dindmico e os estudos demonstraram que varias fases coloidais sdo formadas
durante a digestdo, dependendo da natureza molecular dos componentes da fase
oleosa (MICHAELSEN et al., 2016).

O sistema autoemulsificante, empregado no presente trabalho, é um sistema
que foi planejado para melhorar a biodisponibilidade do EPI apés administracdo via
oral, bem como para proteger o composto EPI contra degradacdo no sistema
gastrointestinal (AUNGST, 1993). As nanoformulacbes SNEDDS que foram
produzidas neste trabalho sédo de facil preparo e sdo, também, facilmente dispersas
no trato gastrointestinal (TGI). A formacdo do SNEDDS dentro do sistema
gastrointestinal esta relacionada com a atividade motora gastrica. A atividade
motora gastrica ocorre pelo funcionamento coordenado de dois compartimentos
fisioldégicos distintos: proximal e distal. O movimento peristaltico desses dois
compartimentos ajuda na digestdo alimentar (acomodacédo, trituracdo, mistura e
absorcéo) (AMERICO et al, 2010). Além disso, a motilidade digestiva do estdmago
fornece energia necessaria para auxiliar no processo de emulsificacdo da fase
lipidica do sistema.

A inovagdo principal deste trabalho consiste em melhorar a
biodisponibilidade plasméatica (aumentar niveis plasmaticos), bem como a atividade
farmacoldgica por via administracdo oral da epiisopiloturina (alcaloide imidazélico),
isolado da planta jaborandi (Pilocarpus microphyllus), por meio do desenvolvimento
de uma nanoformulacdo SNEDDS com vista para aplicacdo contra o parasita da

espécie S. mansoni.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo principal é desenvolver uma nanoformulacdo autoemulsificante
contendo o alcaldide epiisopiloturina para melhorar a sua biodisponibilidade

plasmatica apds administracdo via oral da nanoformulacao.

3.2 Especificos

- desenvolver os parametros e componentes da nanoformulacdo lipidica

autoemulsificante associada ao alcalbide epiisopiloturina;

- caracterizar 0os aspectos nanoscopicos das nanoformulacdes contendo EPI;

- caracterizar os aspectos de liberacdo in vitro de EPI incorporado nas

nanoformulacdes desenvolvidas;

- determinar a concentracao plasméatica de EPI apds a administracdo oral das

diferentes nanoformulacdes desenvolvidas em camundongos Swiss;

- avaliar a toxicidade in vivo das nanoformulagdes desenvolvidas.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Esta dissertacdo apresenta as etapas metodoldgicas ilustradas no
delineamento experimental (Figura 2). Em resumo foram desenvolvidas cinco
etapas: i) selecdo da fase lipidica e da interface; ii) desenvolvimento e
caracterizacdo da nanoformulacao; iii) perfil de liberacdo de epiisopiloturina pelo
método de dialise; iv) concentracdo plasmética da EPI e v) teste de toxicidade da

nanoformulacgao.
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Figura 2. Fluxograma do delineamento experimental do projeto
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4.2 INSTRUMENTACAO

4.2.1 Cromatogréafo

Foi utilizado o equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE,
cromatografico UFLC proeminéncia, marca shimadzu-Prominence, composto por um
degaseificador linha (Modelo DGU 20A5) consistido de uma bomba (Modelo LC-
20AT) com amostrador automatico (SERIES SIL-20AHT), que comporta 105
amostras. O detector usado foi um UV-vis (SPD-A Proeminence), o comprimento de
onda foi fixado em 216 nm e sistema controlador CBM-20A. A coluna utilizada foi de
fase reversa C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) Vydac, acoplada a um forno com

a temperatura de 30°C. O software utilizado foi LCsolusion.

4.2.2 Analisador hematologico

Utilizou-se o equipamento hematoldgico veterinario Sysmex pocH-100iV™ para
uma andlise precisa de eritrocitos, plaquetas, leucécitos totais e diferencial
leucocitaria de 3 partes. Esse equipamento avalia, também, sangue de quatro
espécies de animais — cédo, gato, equino e bovino e possibilita, também, a

configuragcdo de outras 13 espécies.

4.2.3 Leitor Expectramax M2 — Molecular Davices

Esse equipamento foi utilizado para a leitura das massas moleculares, o qual
apresenta como principio de funcionamento a absorcdo de luz e densidade Optica
(UV-Vis), isso permite, ainda, avaliacbes e medi¢cbes de intensidade de

fluorescéncia.

4.2.4 Zetasizer (NANO ZS, Malvern)

Esse equipamento foi utilizado para medir o didmetro hidrodindmico das
particulas. O principio de funcionamento do Zetasizer consiste no espalhamento

dindmico luz sobre a amostra, com isso é calcular o didmetro e/ou raio hidrodinamico
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na faixa de nandmetro até 1 micro. O equipamento permite, ainda, o célculo do
Potencial Zeta por meio da mobilidade eletroforética das particulas, espalhamento

de luz eletroforética e a massa molecular por espalhamento de luz estética.

4.3 OBTENCAO DO ALCALOIDE EPIISOPILOTURINA DO JABORANDI

O alcaloide de interesse da pesquisa, epiisopiloturina (EPI) é um subproduto
gerado a partir da extracdo da pilocarpina. A pilocarpina primeiramente foi extraida
das folhas do jaborandi da espécie Pilocarpus microphyllus de origem nativa e
cultivadas pela empresa farmoquimica Anidro do Brasil Extragfes S.A., que dispde
de toda infraestrutura para producdo da pilocarpina isolada. A partir da biomassa
residual da extracdo da pilocarpina, os subprodutos gerados foram levados e
purificados pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia-Biotec da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus Parnaiba, para obtencdo da
epiisopiloturina (EPI), a qual foi cedida para a pesquisa.

A EPI foi extraida por meio de um processo quimico baseado na acidificacao
e filtracdo, seguido de alcalinizacdo. O processo de extracdo, purificacdo e
isolamento do alcaldide epiisopiloturina originou numa patente que foi depositada no
Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI com o ndamero de registro
(P10904110-9 A2).

4.4 COMPOSICOES DAS NANOFORMULACOES

4.4.1 Selecéo da fase lipidica

A escolha do 6leo foi realizada com base na capacidade do lipidio em solubilizar
maior quantidade de EPI. Para tal, foram selecionados os Oleos (acai, andiroba,
améndoa, canola, oliva, girassol, mineral, copaiba, pequi, mamona, triacilglicerol
caprico/caprilico (TCC) e babacu). A concentracdo da molécula EPI foi de 10 mg/mL,
foram adicionados 1g de 6leo em um tubo de eppendorf e submetidos sob agitagédo
em um agitador de tubos (shaker) velocidade de 2,0124 g, por 72 h, a 25 °C. Apos
agitacdo, a mistura foi centrifugada (Hettich- Mikro 220R) sob temperatura ambiente
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a 8944 g e coletados 150 pL do sobrenadante, os quais foram armazenados em
eppendorf para quantificacdo de EPI pelo método de cromatografia liquida (CLAE).

4.4.2 Selecao da interface

O teste baseia-se na capacidade de um agente tensoativo em reduzir a
tensdo superficial e/lou aumento da repulsdo entre as goticulas de Oleo. Foram
selecionados diferentes agentes tensoativos (Tween 20, cremophor EL, Span 80 e
Tween 80). Em um béquer, foi solubilizada a amostra EPI numa solugcdo contendo
individualmente cada tensoativo, conforme descritos acima, na concentracao de 150
mg/mL e mantidas sob agitacdo constante. Em seguida, quantidades crescentes do
Oleo-de-copaiba foram adicionadas a solucdo para a verificacdo dispersdao do 6leo
na solucéo.

Para a avaliacdo da capacidade emulsificante, retiraram-se 300 pL (3 x 100
puL) para a avaliacdo da turbidez da solucdo. Para tal, foi empregada a técnica de

espectrofotometria em placa de poliestireno transparente de 96 pocos (triplicata).

4.4.3 Analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

Para a analise via CLAE, foi utilizada a fase mével tampao de fosfato de potassio
367,59 mM (KH2POa), ajustada para pH 2,5. A analise foi feita com o fluxo de 1
mL/min, método isocratico e tempo de corrida 25 min. A detec¢do UV foi ajustada no
comprimento de onda 216 nm e forno 50°C. As amostras foram diluidas com 1,5 mL
da fase moével fosfato de potassio 5%, em seguida filtradas em um filtro 22 um
(millipore-Millex) e colocado em valls para analise, conforme método analitico para

quantificacdo EPI, disponivel por em Miura, (2009) com adaptacoes.

45 PRODUCAO DAS NANOFORMULACOES USANDO SISTEMA
AUTONANOEMULSIFICANTE

ApoOs o estabelecimento e selegdo da fase oleosa e interface, foi realizada a
producdo das nanoformulagbes, conforme método disponivel em GUPTA et al em

2014, com modificagdes. Foram utilizadas diferentes propor¢cdes dos componentes
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da mistura, razdo Oleo e tensoativo (O:T) para um volume final de 1g. Foram
pesadas em um bécker o Oleo e o tensoativo, conforme proporgdes disponiveis na
Tabela 1 sob agitacdo branda (0,3507 G). Para a formacédo da nanoformulacéo, a
propria energia de agitacdo da agua € capaz para de emulsificar a mistura. Esse
conjunto foi mantido sob agitagao por cinco minutos.

As proporgoes e razdes (O:T) podem ser conferidas na Tabela 1. A avaliagao
da formacdo das nanoformulagbes ocorreu por meio do método nanoscopico

(tamanho hidrodinamico e indice de polidisperséo).

Tabela 1. Propor¢des das nanoformulacdes. Razéo entre massa (mg) de 6leo copaiba e cremophor
EL

NANOFORMULACAO COPAIBA (mg) | CREMOPHOR EL (mg)

(copaiba: cremophor

EL)

SNEDDS 1:6 142,8 857,1 0,17
SNEDDS 1:4 200 800 0,25
SNEDDS 1:2 333,3 666,7 0,5
SNEDDS 1:1,5 400 600 0,67
SNEDDS 1:1 500 500 1
SNEDDS 1,5:1 600 400 1,5
SNEDDS 2:1 666,7 333,3 2
SNEDDS 4:1 800 200 4
SNEDDS 6:1 857,1 142,8 6

Razéo O:T: proporgéo de 6leo /tensoativo

4.6 AVALIACAO DAS NANOFORMULACOES

4.6.1 Diametro hidrodindmico (nm) das nanoformulacdes

O teste foi realizado para avaliar e para verificar a homogeneidade das
nanoformulagdes. As nanoformulagbes produzidas pelo sistema SNEDDS néo
contém fase aquoso, por isso as nanoformulacdes foram dispersas em meio aquosa
para serem analisadas pelo método espalhamento dinamico da luz — EDL, utilizando
equipamento Zetasizer com angulo de 90 graus em cubetas de poliestireno.

Foram diluidas as nanoformulacbes em 20 vezes de modo a obter a

concentracdo das nanoformulacdes de 0,5 mg/mL. Os dados obtidos representam a
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média de trés leituras de cada amostra, frequéncia da disperséo por intensidade de
luz espalhada.

4.6.2 Avaliacdo morfologica

A analise morfolégica das goticulas da nanoformulagdo foi por meio da
técnica de Microscopia Eletronica de Transmissdo — MET. A amostra para o MET foi
preparada na concentracdo de 0,5 mg/mL em agua. A amostra foi colocada em tela
de cobre de 300 mesh, fixada e contrastada com vapor de 6smio. Apos 24 horas de
secagem da amostra, o material foi analisado em Microscopio Eletrénico de

Transmisséo (Jeol® 1011C Japéo).

4.7 INCORPORACAO DA MOLECULA EPI NAS NANOFORMULACOES
PRODUZIDAS PELO SNEDDS

Para incorporacdo de EPI no SNEDDS, foi utilizado a metodologia descrita
por Gupta et al. (2014), com adaptacdes feitas no laboratério. O experimento foi

dividido nas seguintes etapas:

- etapa 1: Foram pesados 1g das diferentes nanoformulac¢des contendo

6leo de copaiba e tensoativo cremophor EL em um béquer;

- etapa 2: Foi acrescentado 10 mg de EPI em cada formulacgéao;

- etapa 3. A formulacdo foi colocada sob agitacdo branda por 10

minutos.

Para verificar a melhor incorporacdo de EPI nas nanoformulagbes, foi

realizado o teste do perfil de liberacdo de EPI livre pelo método de didlise.

4.8 PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DE EPI INCORPORADA NAS
NANOFORMULACOES
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Para entender o processo de liberacdo do farmaco incorporado ao
nanocarreador, experimentos in vitro de liberacdo da molécula EPI foi conduzido
apos a otimizacdo do método de preparo das nanoformulagdes. O esquema do
sistema pode ser visto na Figura 3, em que foram utilizados membrana CE 50 K
Dalton (polimero celulose regenerativa), sobe constante agitacdo da solugéo
dialisador (solucao tampé&o PBS em diferentes pHSs).
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Figura 3. Sistema de liberagéo in vitro empregado para verificar o perfil de epiisopiloturina em
nanoformulacgdes

As amostras individuais foram inseridas no saco de didlise, vedadas e
transferidas para recipiente de vidro (béquer de 300 mL) com meio dialisador
contendo 250 mL de solucao tampéao fosfato em meio acido (pH 3,5) e meio neutro
(pH 7,5), a uma velocidade de agitacdo de 0,2436 G e temperatura ambiente (25°C).

As amostras foram coletadas 1 mL nos intervalos de tempo (5,10,15, 30, 60,
120, 180, 360, 720 e 1440 minutos). Para cada volume retirado, foi reposto com
mesmo meio dialisador e a evaporacdo foi controlada antes de cada coleta,
corrigindo-se o volume evaporado com mesma solugdo dialisador. Apds esse
periodo coleta, as amostras foram armazenadas no freezer -80°C para futura analise

por cromatografia.

4.9 EXPERIMENTACAO IN VIVO

4.9.1 Animais
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O protocolo de experimentacdo animal foi avaliado e aprovado pela Comissdo
de Etica no Uso Animal (CEUA) UnBDOC 143288/2015 (Anexo 1). O modelo animal
trabalhado foi camundongos SWISS fémeas, 21 animais, dos quais nove (9) foram
para quantificacdo plasmatica, (3) para validacdo do método analitico por CLAE e
nove (9) para teste de toxicidade das nanoformulacdes. No experimento inicial, 0s
animais apresentaram peso médio 35-45 gramas e idades entre 4-6 semanas.

Animais foram comprados pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biologica (CEMIB), mantidos em quarentena no biotério do departamento de
Genética e Morfologia (Instituto de Ciéncias Biologias) da UnB. Foram alojados em
gaiolas colocadas em prateleiras ventiladas diretamente com sistema de filtragdo de
ar individual. Os camundongos foram mantidos a temperatura controlada (23 °C)
com ciclo circadiano automatizado e com fornecimento de agua filtrada e racéo

comercial a vontade.

4.9.2 Concentracdo plasmatica de EPI apds administracdo por via oral das

nanoformulacdes

O protocolo experimental consiste em manter os animais em jejum por 3
horas antes do experimento. O método de escolha para administracdo oral ocorreu
por meio de gavagem, usando céanula de ferro (Figura 4). Foram avaliados os

seguintes grupos experimentais:

- grupo A (EPI livre): Solucdo de EPI (tampéo fosfato (PBS) e 10%

tensoativo Tween 80), formulacéo descrita por Guimaraes et al, 2015;

- grupo B (SNEDDS 1:6): nanoformulagdo (copaiba 42,8 mag:
cremophor EL 857,1 mg);

- grupo C (SNEDDS 2:1): nanoformulagdo (copaiba 666,7 mg:
cremophor 333,3 mg).
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Figura 4. Método de gavagem em camundongos. Canula de ferro acoplada em seringa.

(https://www.famema.br/ensino/pos-lato)

Todos 0s grupos experimentais obtiveram concentracdo da molécula EPI 40
mg/kg. ApO6s 3 horas da administracdo, os camundongos foram eutanasiados
mediante overdose de anestésicos, via intraperitoneal 200 pL (ketamina e Xilazina),
apos Obito dos animais, o sangue foi coletado (por pulsdo cardiaca),
aproximadamente ~ 400uL e transferido para tubo minicollect® CE, sem
anticoagulante.

As amostras de sangue dos animais foram processadas para extracdo do
analito EPI, adicionando-se 900 pL da solucédo extratora fosfato de potéassio pH 2,5
(KH2PO4), em seguida foi agitado por 2 minutos no mine-vortex e centrifugadas por
2436 g durante 5 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo e realizado uma
segunda extracdo. ApOs as duas extracdes, as amostras foram filtradas (0,22 uM) e
guantificadas pelo método de cromatografia-CLAE.

Para especificidade e seletividade do método analitico para detec¢do de EPI
no sangue, acrescentaram-se 20 pL padrdo EPI (10 pg/mL) nas amostras de sangue
e logo em seguida agitou-se por 2 minutos (vortex), empregando o mesmo
procedimento de extragdo descrito acima. Foi utilizado o método analitico descrito
por CLAE previamente referido por Miura, (2009), com adaptacdes.
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4.10 TESTE TOXICIDADE DA NANOFORMULACAO

Os parametros a serem avaliados quanto ao teste de toxicidade foram: sinais
clinicos (comportamentais), patologia clinica (hematologia), variacbes no peso
corporal e no consumo de ragcdo. O modelo experimental do teste de toxicidade
pode ser visto na Figura 5, todos os animais receberam administragdo por via oral e
foram observados diariamente no periodo de 07 dias. A concentracdo da molécula
EPI foi de 40 mg/kg.

B Lg‘
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
| | | | |
| 1 1 | |
controle EPI livre SNEDDS 2.1 o
camundongo Swiss 1 1 Eutanasia

Animais em jejum por 3 horas apos 7 dias

N=3 em cada amostra

Figura 5. Modelo experimental do teste toxicidade in vivo. Administracdo por via oral. Legenda:
Amostra 1: animais sem administracdo; Amostra 2: EPI livre e Amostra 3: SNEDDS 2.1 (copaiba e

cremophor EL). Todos os grupos experimentais tiveram concentracdo de EPI 1mg/mL

4.10.1 SINAIS CLINICOS

Os animais foram avaliados diariamente durante 07 dias, observando o

aspecto dos pelos, presenca de reflexos e movimentacao.

4.10.2 PATOLOGIA CLINICA

4.10.2.1 Hemograma
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A andlise sanguinea dos animais foi realizada no hematimetro (Sysmex) e a
coleta da amostra sanguinea por pulsédo cardiaca. Para o procedimento de coleta de
sangue, os animais foram mantidos sob anestesia profunda ap6s a administracao
intraperitoneal 200 pL (70% Ketamina e 30% Xylazina). Aproximadamente, 400 pL
de sangue total foram transferidos para um tubo com anticoagulante EDTA
(Minicollect®), para analise.

Todos os tubos foram colocados em uma caixa de isopor contendo gelo e
levados para analise no hematimetro. Foram avaliados os seguintes parametros:
contagem de células brancas, contagem de células vermelhas, hemoglobina
(proteina) e hematécrito (porcentagem de células vermelhas no sangue) e

plaguetas. Os resultados foram expressos em média aritmética + erro padrao.

4.10.3 PESO CORPORAL

Dentre os dados obtidos para avaliar o estado de saude geral dos animais, 0
peso destes foram monitorados e registrados antes e apds administracao via oral. O
tempo experimental teve duracdo 07 dias. A medicdo foi realizada em balanca

semianalitica e o peso foi comparado entre 0s grupos experimentais.

4.10.4 ALIMENTACAO ANIMAL

Foram avaliadas a quantidade de alimentos consumidos pelos animais apds
administracdo via oral das nanoformulacdes. Diariamente, no periodo de 07 dias

experimentais, foi pesado a racao.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados utilizando-se a analise de variancia e o teste
Tuckey por meio do programa de estatistica Graphpad Prism verséao 6.0 (GraphPad
software, EUA), com nivel de significancia considerado p < 0,05 aceitos como

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS
5.1 NANOFORMULACOES
5.1.1 Selecéao dos componentes da fase oleosa

Para determinacdo do componente oleoso, avaliamos a solubilidade do
composto EPI em diferentes amostras de 6leo. Na Figura 6, sdo apresentados os

resultados da capacidade do 6leo de solubilizar a molécula EPI.
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Figura 6. Solubilidade do alcaloide epiisopiloturina em diferentes amostras de lipideos. No eixo v,
concentracdo EPI encontradas em diferentes 6leos. Em cada 6leo a concentracgao inicial foi de 10
mg/mL

Entre as amostras de 6leos avaliadas, o que apresentou a maior capacidade
de solubilizacdo foi o Oleo de copaiba. Cerca de 90 pg/mL de EPI manteve-se
dispersa no 6leo, maior média obtida comparada com os outros 6leos utilizados no
teste. A partir desses resultados, selecionamos o O6leo de copaiba para o
desenvolvimento das nanoformulagodes.

Na composicdo das nanoformulagdes, o agente tensoativo € o componente

essencial na dispersdo da fase lipidica na fase aquosa, assim, formando

22



nanogoticulas. Foram testados trés tipos de tensoativos: Cremophor EL, Tween 20 e
Tween 80. A Figura 7 mostra o perfil de emulsificacdo dos diferentes tensoativos em
Oleo de copaiba.

0.30 7 —®— Cremophor EL
- twenn 20

—#&— twenn 80

Densidade optica (600 nm)

T T T T T
o 100 200 300 400 500
6leo de copaiba (mg)

Figura 7. Turbidez da solucdo contendo 6leo copaiba e fase aquosa. Na solucdo inicial, composta
por 15 mg/mL de tensoativos, foram adicionadas quantidades crescentes, representadas no eixo X,
de oleo de copaiba. Eixo y representa a turbidez (Densidade 6ptica em 600 nm) das solugbes em
diferentes condi¢des

5.2 PRODUCAO E AVALIACAO DAS NANOFORMULACOES

Diferentes  nanoformulacdes foram preparadas pelo método de
autoemulsificacéo e foram avaliadas quanto ao seu tamanho hidrodinamico e indice
de polidispersdo (IPD). Considerando-se que a quantidade de Oleo e tensoativo
alteram as caracteristicas das nanogoticulas, principalmente o tamanho e indice de
polidispersao-IPD, estes foram dois parametros considerados para a avaliacao
dessa etapa.

As diferentes proporcdes das nanoformulagdes foram analisadas pelo teste
de Dispersdo Dindmico da Luz — DLS, que fornecem dados sobre tamanho
hidrodinamico e homogeneidade das nanogoticulas lipidicas. O sistema de
autoemulsificacdo ndo contem uma fase aquosa, entéo, fase lipidica foi dispersas

em meio aquoso (dgua) para formacao das nanogoticulas.
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Na Figura 8, estdo os resultados do tamanho hidrodindmico e IPD das
nanoformulacdes. Pode-se notar, de modo geral, que nanoformulagbes com razao
O:T>1 apresentam tamanho hidrodinamico e IPD maiores. Ja para as proporcoes
razdo O:T<1, o tamanho hidrodindmico das nanoformulacdes apresentou dados
menores. O IPD de todas as nanoformula¢des néo ultrapassou 0,5 o que indica que
as formulagbes apresentam certa homogeneidade de tamanho. O diametro é
influenciado pela composicao e pelo método de preparo. A reducéo da proporcéo de
tensoativos na composicdo da fase oleosa eleva o diametro hidrodinamico
significativamente.

As nanoformulagdes que mostraram diametro hidrodindmico e IPD mais
adequados foram SNEDDS 1.6 com 244 nm e PDI de 0,3 e SNEDDS 2.1, com 278
nm e PDI 0,4. Essas nanoformulacdes mostraram baixa polidispersao, sendo de

escolha para teste in vivo.
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Figura 8. Tamanho hidrodinAmico das nanoformula¢gBes em diferentes propor¢fes O:T. No eixo y
(esquerda) esta relacionado com raio hidrodinamico (nm) e eixo y (direita) representa indice de

polidisperséo — PDI
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54 MORFOLOGIA DA NANOFORMULAGCAO PELA TECNICA DE
MICROSCOPIA ELETRONICA

Para verificar a morfologia das nanoformulacdes, foi utilizada a técnica de
Microscopia Eletrdnica de Transmissao-MET. A imagem obtida pode ser vista na
Figura 9, que fornece dados em relacdo a morfologia e dispersdo das nanogoticulas
lipidicas na fase aquosa. Na Figura 9, observa-se um mix de tamanho das
nanogoticulas lipidicas, revelando tamanho médio de 200 nm. O dado da morfologia
pelo MET corrobora os dados obtidos pelo método de espalhamento dinamico da luz
(Figura 8).

Figura 9. Eletromicrografia de transmissdo das nanogoticulas lipidicas de copaiba (cinza claro).
Barras de escala: 200 nm

54 PERFIL DE LIBERACAO DE EPI INCORPORADO NAS
NANOFORMULACOES

O teste de dialise baseia-se na difusdo passiva da molécula livre conforme o
gradiente de concentracdo, além de verificar a influéncia da nanoformulacdo nessa
liberacdo. Na Figura 9, estdo representados os dados do perfil de liberacdo de EPI,
quantificada em meio dialisador por unidade de tempo.
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Observa-se que, na amostra que contém apenas 0 0Oleo de copaiba com
molécula EPI, a dissolugdo do composto tem o mesmo perfil de liberagdo nos dois
tipos de pHs (Figura 10A), havendo uma retencédo da molécula dentro da membrana.
Na nanoformulacdo SNEDDS 1:1, em pH &cido, libera mais rapidamente o composto
e pH neutro retém (Figura 10 B). Ja as nanoformulagcdes SNEDDS 1:6 e 2:1 (Figura,
10 C e D) apresentam perfil de liberacdo semelhante. A EPI é liberada
controladamente em funcdo do tempo, originando uma curva de crescimento da
concentracdo EPI. Essas formulacbes SNEDDS 1:6 e 2:1 com propor¢cdes
diferentes, razdo O:T, ajudam na cinética de libracdo da EPI, promovendo uma
liberag&o controlada.

De modo geral, observa-se que, em pH 7,5, quanto menor o diametro das
goticulas das nanoformulacdes mais rapida é a liberacdo. A amostra contendo

apenas o 0leo de copaiba reteve o farmaco por mais tempo.
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Figura 10. Perfil liberacdo in vitro de epiisopiloturina incorporada a nanoformulacdes em fungéo do
tempo. Meio extrator solugdo tampéo PBS em pH 3,5 e 7,5 (37°C, 0,246 G, n=3). Grafico A: éleo de
copaiba associado com epiisopiloturina em pH 3,5 e 7,5; Gréafico B: SNEDDS 1:1 associada com
epiisopiloturina em pH 3,5 e 7,5; Grafico C: SNEDDS 1:6 com epiisopiloturina em pH 3,5 e 7,5;

Gréfico D: SNEDDS 2:1 com epiisopiloturinaem pH 3,5e 7,5
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Esse modelo de cinética de liberacdo proposto € determinado pela liberacdo
da molécula carreada pelo sistema lipidico, por meio do compartimento membranoso
fechado que monitora a concentracao liberada da molécula livre dependendo do seu
meio externo dialisador. A liberacdo da EPI a partir das nanoformulacdbes SNEDDS
2:1 e 1:6 € mais lenta, sendo sua passagem para 0 meio extrator mais prolongado.
Essa liberagdo lenta evita picos de concentracdo plasmatica que ocorrem quando o

farmaco é injetado na forma de solucéo, evitando, assim, muitos efeitos adversos.

5.5 EXPERIMENTACAO IN VIVO

5.5.1 Concentragdo plasmatica de EPI

Primeiramente, para a quantificacdo do composto EPI no sangue de
camundongo, foram determinados trés parametros analiticos: especificidade,
seletividade e linearidade. A linearidade do método foi avaliada usando aliquotas de
solucédo do analito epiisopiloturina na faixa de concentracdes de 0,25 a 10 pg/mL,

detector UV em 216 nm (r2= 0,9998) cujos resultados estdo contidos na Figura 11.

400000+

300000+

200000+
Y = 36602*X - 792.4

rz 0.9998

100000+

Intensidade de absorbancia UV

0.0 3.0 6.0 9.0

concentragdo EPIl pug/mL

Figura 11. Curva de calibracdo de diferentes concentracdes do analito epiisopiloturina. No eixo y
absorbéncia (UV), detector no comprimento de onda 216 nm
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A especificidade e seletividade esta relacionando com a capacidade do
método analitico em distinguir a presenca do analito (EPI) de outros componentes
tais como; impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz biologica.
Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 12, representado por
cromatogramas da matriz biolégica branca (sangue) e outra amostra matriz biolégica
dopada com concentracdo conhecida da EPI para demonstrar a recuperacao da
molécula dessa matriz. O método demonstrou ser especifico para o analitico
epiisopiloturina, visto que ndo tem interferéncia em relacdo aos componentes do
sangue, tampouco pelos reagentes utilizados durante o processamento das
amostras.
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Figura 12. Cromatograma amostras da matriz bioldgica sangue (branco e dopado) e padrao
epiisopiloturina. No eixo y intensidade de absor¢cédo (UV) do analito EPI e eixo x tempo de retengéo
epiisopiloturina 17,5 minutos. Na seta azul (sangue dopado com 10 pg/mL de EPI), na seta vermelha
(padréo de EPI 1 pug/mL) e seta verde (matriz biolodgica branco). As setas estdo marcando no tempo
de do analito EPI

Os resultados descritos das concentragcfes plasmaticas foram obtidos apos
administracado das amostras pela via oral. Encontram-se na Tabela 2 e Figura 13 as
variaveis da concentracdo plasmatica da EPI. O grupo (A), para 0s animais que

foram administrados com a molécula EPI livre, apresentou concentracdo média de
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100 pg da EPI por sangue total, comparado com 0s grupos experimentais aplicados
com (B) SNEDDS 1.6 e (C) SNEDDS 2.1. A concentracéo plasmatica foi de 236 ug e

315 ug, respectivamente, por sangue total em camundongos.

Tabela 2. ConcentracBes plasmaticas médias de EPI (40mg/kg). Intensidade relativa da

absorbancia (nm) e porcentagem da biodisponibilidade de EPI apés trés horas administracéo

Parametros EPI® EPI SNEDDS1.6 EPI SNEDDS2.1
Cmax Mg/sangue total 119,31 235,97 315,29
AUC (intensidade relativa) | 183037 347808 481942
Biodisponibilidade (%) 10,6% 23,4% 31,5%

A correlagdo entre os dados baseia-se pelo fato de a molécula ser mais

absorvida e carreada pelo SNEDDS. A porcentagem da concentracdo plasmatica da

EPI variou de ~10% até 32%. O sistema autoemulsificante aumentou a

biodisponibilidade da molécula.

400 1

300 A

pug/sangue total
N
o
o
1

N HH H‘H

SRZRRRRZIRRRRR
5555555535%%;
ZIRRREZRRRRZRRR
ZRIRRRZIRRRZRIRRA
0484444444444
ZIRRRIRRRRZRRR
ZRIRRZIRRRZRIRRA
0048444444444
EIRRREIRRRRZRRR
ZRIRRRZIRRRZRIRRA
0048444444444
EIRRREIRRRRZRRR
ZRIRRRZRIRRRZRIRRA
0048444444444
ZIRRREIRRRRZRRR
ZRIRRRZIRRRZIRRA
0048444444444
EIRRREZRRRRERRR
ZRIRRRZIRRRZRIRRA
SRRRRZRIRRRIRIRRL
SRRIRRRRRRRRRR
ZRIRRRERZRRRRZRRR
SRRRRIRIRRRIRIRIRL
SRRRRRRRRRIRRR
984444444444
ZRIRRRZRIRRRRIRRR
s
ZRIRRRZRIRRZRIRRA

Figura 13. Perfis médio (média + desvio-padrdo) das concentracdes sanguineas de epiisopiloturina,

em ambos os grupos de nanoformulagcdes. No eixo y, mostra a concentracdo EPI ug pelo sangue

total encontrado
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5.6 TOXICIDADE IN VIVO
5.6.1 Caracteristicas clinica do animal

Os animais, ao longo do experimento, ndao demonstraram mudang¢a no seu
comportamento, reflexos e aspecto da pelagem, todos dados indicativos de auséncia

de toxicidade significativa das formulacoes.
5.6.2 Peso corporal

Dos parametros considerados para a analise clinica dos animais, 0 peso
corporeo foi observado diariamente durante 07 dias experimentais. Na Figura 14,
pode-se observar que n&o houve diferencas significativas entre 0S grupos

experimentais em relagéo ao peso corporal.

60 -

501 | i i i i
404
-@&- Controle

301 -+ EPI
-4+ SNEDDS 2.1

204

Peso corporal (g)

107

Tempo (dias)

Figura 14. Peso corporal de camundongos Swiss em funcdo do tempo experimental Controle sem
administragdo da nanoformulacdo (Controle negativo), solucdo EPI (amostra tampéo fosfato salina
(PBS) com 10000ug/mL EPI) e nanoformulagdo SNEDDS 2:1. Valores apresentados pelas médias e
desvio padrao. (p > 0,05; ANOVA)

5.6.3 Alimentacéo

Foi monitorado o consumo de racdo durante todo o periodo experimental.
Durante 07 dias (diariamente), foi pesada a racao fornecida para os animais de cada

grupo. Os dados podem ser vistos na Figura 15.
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Figura 15. Consumo de alimento por dias apés administracdo das nanoformulac¢des via oral

A massa de racao consumida pelos animais tratados com as amostras de EPI
livre e em formulagcdo, comparados com o0s animais do grupo controle, ndo
apresentou diferenca significativa. Os animais que consumiram ragdo apoés
tratamento com EPI livre e SNEDDS 2:1 tiveram o mesmo perfil de consumo

alimento.
5.6.4 Andlise de ensaios hematoldgicos
Na Tabela 3, constam os resultados obtidos no teste hematoldgico, seguindo

seguintes parametros: leucocitos (103/uL), hemécias (106/ uL), hemoglobina (g/dL),

hematdcrito (%) e plaquetas (103/uL) presente no sangue.

Tabela 3. Parametros hematolégicos em camundongos Swiss, ap0s administracdo do composto
epiisopiloturina incorporado em sistema autoemulsificante (SNEDDS 2.1)

GRUPOS Leucécitos Hemacias (10% Hemoglobina Hematdcrito Plaquetas (103/uL)
(10%/uL) ML) (9/dL) (%)
Controle 52+15 10,1+0,2 15,2+0,3 38+1 677,7 +128,8
EPI 51+ 11 9+17 147+1 357+3,1 676 £ 218,3
SNEDDS 2.1 49+17 10,33+0,2 15+ 0,3 389+1 1156,7 + 232,5

Legenda: dados da média + desvio padrao. Cada grupo experimental n=3. Hemoglobina: Proteina
presentes nos glébulos vermelhos. / Hematdcrito: porcentagem das hemécias no volume total de

sangue

Em modo geral, os resultados mostraram pequenas variagdes individuais,

guando avaliados cada parametro isoladamente, comparando entre as 03 amostras
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experimentais. A amostra 2, solu¢cdo contendo a molécula epiisopiloturina livre, ndo
teve alteracbes significativas nos valores de células do sangue, comparadas com o
hemograma da amostra 1 (controle). Pode-se dizer que a aplicacdo dessa molécula
livre ndo causa efeitos nos valores de contagem de células sanguineas no sangue
periférico dos animais.

Porém, comparando-se o efeito da molécula livre com sistema carreador com
EPI, foi observado um aumento das plaguetas. As plaquetas sdo as fracdes
celulares responsaveis pela coordenacdo da formacdo de coagulos sanguineos.
Essas alteracdes celulares podem estar relacionadas a algum tipo de alteracéo

dessa natureza, necessitando de mais investigagdes acerca deste resultado.
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6. DISCUSSAO

As nanoformulagdes autonanoemusificantes (SENDDS, do inglés Self-
nanoemulsified drug delivery systems) tém sido utilizadas com o intuito de aumentar
a absorcdo de farmacos hidrofébicos pela via de administracdo oral.
Conceitualmente, essas nanoformulacbes s&do dispersdes de Oleo em agua
estabilizadas com tensoativos de superficie. A diferenca desse tipo de
nanoformulacdo em relacédo as demais nanoemulsées € que 0 componente aquoso
é o fluido gastrointestinal que entra em contato com a fase lipidica somente no
momento da administragdo, promovendo uma estabilidade da molécula no sistema.
Além do mais, a producdo dessa nanoformulacdo ocorre pela auxilio da
movimentacao peristaltica gastrointestinal que oferece energia suficiente para
emulsificar o sistema e n&o necessita de energia externa como equipamentos (turrax
e sonicador).

Nesse sentido, por se tratar de um sistema simples as etapas de
desenvolvimento das nanoformulacdo envolvem o estudo apenas dos componentes
da fase lipidica, sendo o carreador lipidico e/ou tensoativos utilizados e as
proporcdes desses elementos para atingir os objetivos finais relacionados ao
aumento da absor¢ao oral da molécula de interesse (FRONZA, CAMPOS, TEXEIRA,
2004). A selecao da fase lipidica deve levar em consideracdo a capacidade do 6leo
de dispersar o farmaco de interesse, o grau de esterificacdo, além de aspectos de
fusd@o e algumas caracteristicas fisico-quimica dos 6leos (BO TANG et al.,2008).

Os lipidios (neste caso os O6leos vegetais) podem apresentar, na sua
composicdo, acidos graxos de cadeia pequena, média ou longa, saturados ou
parcialmente insaturados (GUPTA et al,2014), essas cadeias de carbono dos acidos
graxos que solubilizam a molécula de interesse. O 6leo de copaiba, selecionado no
presente estudo para a composicdo da fase lipidica, teve a maior capacidade de
dissolver molécula EPI sendo que esse tipo de 6leo possui triglicerideos que
conseguem este efeito, sendo necessario realizacdo de uma investigacdo futura a
cerca desse dado. Na triagem para escolha do melhor excipiente lipidico, os Oleos
comestiveis (acai, améndoa, canola, oliva, girassol, pequi e babacu), que seriam o0s
mais indicados para administracdo por via oral, ndo foram capazes de solubilizar

acentuadas concentracdes de EPI. Esse efeito pode ser explicado pelo fato esses
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Oleos ndo apresentarem um tipo de cadeias carbbnicas adequando para solubilizar
grandes quantidades de drogas lipofilicas (CHRISTENSEN et al., 2004; HAUSS,
2007).

Apols a selecdo do componente oleoso do sistema, passamos a selecdo do
tensoativo a ser utilizado, sendo que, evidéncia para a emulsificacdo é a turbidez da
solucdo, ou seja, quanto mais translicida a solu¢do, mais emulsificado estd o
sistema. Em contrapartida, quanto mais turvo o sistema, menos emulsificado, ou
menor a capacidade emulsificante do tensoativo. A escolha € fundamental para os
sistemas autoemulsificante, levando sempre, em consideracdo seu nivel de
Equilibrio Hidrofilico Lipofilico (EHL). O EHL é calculado pela razdo entre a massa
da porcao hidrofilica (Mh) e a massa molecular do tensoativo (M), multiplicado por
um fator 20 (KOMMURU et al., 2001), e esta relacionado com a extensdo das
porgdes anfifilicas dos tensoativos de modo que a formacdo de emulsdes 6leo em
agua (O/A) depende desse valor. Em geral valores de EHL maiores que 12 séo
adequados para a producdo de emulsdes 6leo em agua. Em contrapartida valores
de EHL menores que 6 sdo adequados para a formacdo de emulsdes agua em 0leo
(POUTON, 2008).

Em relacao as condi¢Bes experimentais avaliadas, o tensoativo cremophor EL
foi o que demonstrou melhor capacidade de emulsificar o 6leo de copaiba. Nas
demais etapas do projeto, esse tensoativo foi utilizado para a producdo das
nanoformulacdes. O agente emulsificante cremophor EL (EHL 14), sendo capaz de
forma nanoformulacdo 6leo em agua o/a. As nanoformulaces produzidas nesse
estudo tiveram variagdo da concentracdo do agente tensoativo entre 30 e 60% da
proporcdo em massa da fase oleosa. No processo de desenvolvimento das
nanoformulacdes, a razdo O:T (6leo:tensoativo) teve influéncia no tamanho
hidrodindmico. Quanto maior a proporcédo do tensoativo, menor o valor do diametro
hidrodindmico das nanogoticulas. Segundo Fryd & Mason (2012), concentracdes
altas de tensoativo na fase dispersa reduzem a tensédo superficial e aumentam a
estabilidade das goticulas, proporcionando também uma homogeneidade das
nanogoticulas. Além disso, resultados semelhantes também foram observados por
estudos prévios do grupo, o0 que corrobora os dados da literatura, 0 aumento da
proporcao de tensoativos consegue reduzir o tamanho das nanogoticulas dispersas

(MUEHLMANN et al, 2015).
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Apés a determinacdo das propor¢des dos componentes da fase lipidica, o
passo seguinte foi verificar o perfil de liberacdo in vitro da EPI em duas diferentes
condi¢cbes de pH. A informacéo obtida com base nesse teste foi possivel observar
que a liberacdo da molécula EPI foi mais acelerada nas formulagcdes com
nanogoticulas de menor tamanho. Apesar de haver essa tendéncia (r’=0,9641, ndo
apresentada na dissertacdo) de correlagcdo entre a velocidade de liberagdo e o
tamanho das goticulas, embora ndo foi estatisticamente significativa. Um fato que
justificaria essa tendéncia € o aumento da razdo da area de superficie quando se
reduz o tamanho das nanogoticulas dispersas. Esse fato propiciaria um contato
significativamente menor entre a superficie das nanoemulsfes e o0 meio externo
aguoso, o que poderia aumentar o fluxo do composto no sentido nanogoticulas e
meio externo. O perfil de EPI liberado permite um controle qualitativo em condicbes
semelhantes as encontradas no sistema gastrointestinal, fornecendo informacdes
para a realizacdo de etapas posteriores para estudo in vivo em animais. Essa etapa
€ muito importante e reduz o numero de amostras necessarias para os testes in vivo
(GORDON et al., 1995).

Para administracdo de medicamentos, a via mais utilizada é a via oral, tendo
vantagem do ponto de vista fisioldgico, além de ser a mais aceita pelos pacientes
(ZHANG,2008). O sistema gastrointestinal possui quatro camadas distintas mucosa
(epitélio, lamina prépria e muscular da mucosa), submucosa (tecido conjuntivos),
muscular externa (musculo liso) e serosa (epitélio simples de movimento). Esse
conjunto de barreiras forma um sistema extremamente complexo que é usado para
digestdo e regulacdo alimentos, como também, protecdo de agentes externos ao
sistema biolégico (BRODY,1999). Existe também o muco de revestimento
(extensamente na superficie camada da mucosa), composto por mucina, células,
enzimas, eletrolitos e agua. O muco exibe varias acbes, tais como manter a
lubrificacdo da superficie da mucosa, ajudando a digestdo e proteger o epitélio
superficial de irritacdo, formando uma grossa camada de gel de muco (Peppas,
Sallin, 1996; Edwards, 1997). Esse muco reduz a absor¢cdo de moléculas
hidrofébicas no sistema gastrointestinal é a extensdo do muco aquoso, com baixa
permeabilidade as formas hidrofébicas, que ficam adsorvidas sobre a mucosa de
revestimento. Por esse motivo que usando farmaco associado a carreadores como o

SNEDDS tem por objetivo ultrapassar essa barreira que pode chegar a 100-200um
35



de espessura (CHISTOPHER et al, 2007). Além disso, ap0s ultrapassar a barreira de
muco, este carreador (SNEDDS) tem grande chance de se fundir com as
membranas celulares da mucosa gastrointestinal e especula-se que sejam
transportados para o sistema linfatico associado e assim alcancar a vascularizacao
sanguinea (DWIVEDI et al, 2014).

Porém, esta via € comprometida por causa de sua alta lipofilicidade quando é
usada para absorcao de farmacos (GURSOY & BENITA, 2004). Uma estratégia tem
sido utilizar formulacbes farmacéuticas e matérias nanoestruturadas para carrear
esses compostos, melhorando, assim, sua biodisponibilidade oral. A utilizagdo de
SNEDDS nessa pesquisa foi planejada com o intuito de proteger a molécula
epiisopiloturina contra degradacdo no fluido gastrointestinal e, principalmente,
aumentar sua absorcédo por essa via de administracao oral. A emulsificacdo ocorre
rapidamente no contetdo aquoso do estbmago, permitindo que a EPI fique dispersa
na fase lipidica apds a formacdo da nanogoticulas. Essas pequenas nanogoticulas
de Oleos sdo amplamente distribuidas pelo trato gastrointestinal e sdo rapidamente
difundidas pelo muco presente em todo trato gastrointestinal, permitindo, dessa
forma, difusdo da nanoformulagé&o na barreira do sistema gastrointestinal (GURSOY
& BENITA, 2004; GRASSI et al, 2006).

Kohli et al. (2010) mostram que umas variedades de farmacos hidrofébicos
tiveram sua biodisponibilidade melhorada usando sistema SNEDDS, como exemplo:
a celecoxib (SUBRAMANIAN et al., 2004), itraconazol (WOO et al.,2008), pranlukast
(BAEK et al.,, 2013), entre outros. Além disso, estdo disponiveis no mercado
nanoformulagdes feita pelo sistema SNEDDS, disponivel em cépsulas gelatinosa,
exemplos incluem; Agenerase (amprenavir, GlaxoSmithkline), Gengraf (ciclosporina
A,Abbott) e Accutane (isotretinoina, Roche).

Os resultados do experimento in vivo tiveram como objetivo apresentar uma
prova de conceito que suporte o uso das SNEDDS para aumentar a concentragao
plasmatica de epiisopiloturina. Todos os tratamentos aplicados tiveram efeitos
diferentes na absorcdo da epiisopiloturina. A nanoformulacdo SNEDDS 2.1 teve
aumento na absorcédo EPI em 3 vezes quando comparada a aplicagdo do composto
EPI livre. Com isso, os resultados obtidos no presente estudo comprovam que 0
sistema SNEDDS pode ser aplicado para melhorar eficiéncia de absorcdo desse

composto. E importante salientar que esse farmaco ja foi testado, em sua forma
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livre, para o tratamento de modelos experimentais para esquistossomose em
camundongos (GUIMARAES et al., 2015). Como o resultado principal desta
dissertacédo foi o incremento da absorcéo oral desta molécula, pressupomos que o
tratamento da esquistossomose também pode ser viavel com a utilizacdo dessa
formulag&o autonanoemusificante.

O ensaio de avaliacdo da toxicidade in vivo, apos administracao do alcaldide
epiisopiloturina e na forma de nanoformulacdo, por via oral, € de extrema
importancia para consolidacdo da utilizacdo do sistema SNEDDS para absorcao da
molécula EPI. Os dados obtidos do consumo de alimento, peso corporal e
hemograma, mostram que 0s animais nao apresentaram alteracdes fisiol6gicas apos
administracdo das nanoformulacdes. Agentes como 0s tensoativo e farmacos séo
candidatos para causar irritacdo no Gl, porém isso néo foi observado (SWENSON et
al, 1994). Sobre a citotoxicidade do alcaloide epiisopiloturina, segundo Veras (2014),
os testes realizados com células VERO (células rim de macaco) e células peritoneais
de macrofagos de camundongos, na concentracdo entre 300 a 500 pg/mL, néo
apresentaram toxicidade para essas células, mesmo em dose maxima testada.
Podendo indicar a seguranga de se trabalhar com o composto epiisopiloturina.
Dessa forma, o mesmo pode ser aplicado para novos testes in vivo sob novas
formulacdes e vias de administracdo. Jain & Yalkowsky (2007) demonstraram que a
dose letal — DL50 oral em ratos foi de 500 ug/kg de peso, usando sistema SNEDDS
para carrear o composto 2-pirrolidona. Em comparacdo com a nanoformulacao
SNEDDS 2.1 produzida, mostra que o volume aplicado em cada dose é inferior ao
citado acima. Ademais, todos os volumes de tensoativos e Oleos utilizados no
presente trabalho estéo abaixo dos limites de toxicidade descritos na literatura (KISS
et al., 2011).

O teste hematoldgico é considerado como um dos melhores métodos para
monitorar possiveis alteracdes que possam interferir em variaveis experimentais
(PEREIRA et al, 2003). Os resultados dos parametros do hemograma mostram que
0 animal, apos experimentacdo com a molécula EPI e a nanoformulacdo, ndo
apresentaram alteracdes significativas relacionados aos fatores fisioloégicos. Porém,
um parametro chamou atencao, o nivel de plaquetas. No grupo de animais tratados
com SNEDDS 2.1, o dado obtido de contagem de plaquetas mostrou um aumento

dessas no sangue, aumento chamado de trombocitemia, sendo preciso uma
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investigagdo acerca desse resultado. Plaguetas ou trombdcitos sdo responsaveis
pela homeostase sanguinea, formando trombos que impedem o0s sangramentos
(HARVEY, 2001), consideradas a primeira linha de defesa quando os vasos
sanguineos sao danificados (FELDMAN et.al., 2000).

Com os dados obtidos nessa pesquisa, pode-se considerar que as
formulacdes produzidas por SNEDDS podem ser usadas com éxito. Para facilitar a
aplicacdo das nanoformulacbes, uma estratégia € a associacdo com capsulas
gelatinosas que facilitariam a administracdo das formulacfes. Os préximos passos
para o desenvolvimento do projeto estdo relacionados a avaliacdo dessa
nanoformulacdo em modelos experimentais para esquistossomose. A ideia central é
tentar aumentar a efetividade do tratamento pelo aumento da absorcédo oral do
principio ativo que ja demonstrou ser eficaz em estudos realizados em modelos

animais (GUIMARAES et al 2015).
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7. CONCLUSAO

Os componentes selecionados para producéo do sistema SNEDDS mostram-
se adequados para solubilizacdo da molécula epiisopiloturina. A producdo da
nanoformulagéo usando sistema autoemulsificante se mostrou um bom carreador do
composto epiisopiloturina, sendo capaz de aumentar sua absor¢do no sistema
gastrointestinal, como também sua concentracdo na circulacdo sistémica. Porém,
esse sistema nao forma formulacBes estaveis, precisando de mais estudos

empregando uma metodologia mais adequada.

Esse sistema mostra-se como uma alternativa para veiculacdo do farmaco
EPI em sistemas aquosos, uma vez que o mesmo € insolivel em agua. Dessa
forma, por meio desse sistema, € melhorada significadamente a biodisponibilidade
da EPI quando administrada por via oral. Por fim, € importante ressaltar que a
molécula epiisopiloturina carreada por esse sistema tem um grande potencial

biotecnoldgico contra a esquistossomose.
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