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RESUMO

Este estudo teve como objetivo desenvolver nanocépsulas co-encapsuladas com
Atorvastatina (ATV) e 0leo de gengibre (NCAtG) ou de semente de uva (NCAtU). As
formulacGes propostas demonstraram tamanho médio de particulas entre 200 e 300 nm.
Apresentam parametros fisico quimicos adequados e com adequada dispersdo quando
avaliadas por técnicas de difratometria a laser (DL) e espectroscopia de correlacdo de
fotons (PCS). Uma metodologia analitica para determinacdo da ATV nas nanocapsulas
foi adequadamente validada por HPLC mostrando-se precisa, exata, especifica e robusta
para quantificacdo da ATV. Verificamos que a eficiéncia de encapsulacdo da ATV foi de
97% para ambas formulacdes. Os perfis de liberacdo da ATV em meio de dialise foram
sustentados até 82% ao final de 8h para NCAtG e NCAtU. Quanto a
hemocompatibilidade, NCAtG e NCAtU foram adicionadas em amostras de sangue nas
concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL. NCAtG causou aumento significativo de
hemoglobina livre na maior concentragdo e a NCAtU nas concentracdes de 50 e 100
pg/mL. Além disso, NCAtU gerou maior liberacdo de LDH eritrocitaria quando
comparada a NCAtG. Por outro lado, ndo houve alteracdo nos parametros da cascata da
coagulacdo sanguinea tanto pela via extrinseca (TP) quanto pela via intrinseca (TTP).
Né&o foram observadas alteracdes na integridade do DNA ou citotoxicidade em linhagens
de células 3T3. Além disso, ndo se alteraram parametros de mortalidade, tamanho e area
corporal ou tamanho da ninhada quando aplicadas sobre o modelo bioldgico experimental
C. elegans.ndo demostrando assim toxicidade Por fim, as formulagdes demonstraram
significativos efeitos sobre a reducdo dos niveis lipidicos de nematoides com
dislipidemia. Este efeito ndo era dose dependente. Quando utilizada as concentrac6es de
50 e 100pug/mL NCAtU ndo melhoram o efeito sobre a dislipidemia e podem gerar

complicacbes quanto a biocompatibilidade.



ABSTRACT

This study aimed to develop nanocapsules co-encapsulated with Atorvastatin
(ATV) and ginger oil (NCAtG) or grape seed (NCAtU). The proposed formulations
showed an average particle size between 200 and 300 nm. They are stable and with
adequate dispersion when evaluated by laser diffractometry (DL) and photon correlation
spectroscopy (PCS) techniques. An analytical methodology for determining ATV in
nanocapsules has been properly validated by HPLC. We found that the ATV
encapsulation efficiency was 97% for both formulations. The release profiles of ATV in
dialysis medium were sustained and 82% at the end of 8h for NCAtG and NCAtU. As for
biological safety, NCAtG and NCAtU were added to blood samples at concentrations of
10, 50 and 100 pg / mL. NCAtG caused a significant increase in free hemoglobin at the
highest concentration and NCAtU at concentrations of 50 and 100 pg / mL. In addition,
NCAUtU generated greater erythrocyte LDH release when compared to NCAtG. On the
other hand, there was no change in the parameters of the blood coagulation cascade either
by the extrinsic (TP) or by the intrinsic (TTP) route. No changes in DNA integrity or
cytotoxicity were observed in 3T3 cell lines. In addition, mortality, size and body area or
litter size parameters were not changed when applied to the C. elegans experimental
biological model. Finally, the formulations demonstrated significant effects on the
reduction of lipid levels of nematodes with dyslipidemia. This effect was not dose
dependent. Higher doses of NCAtU do not improve the effect on dyslipidemia and can

lead to complications regarding biocompatibility.
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1.INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares estdo cada dia mais frequentes na vida da populagéo
mundial. Diversos sdo os fatores desencadeantes destas patologias, como o stress,
alimentacdo incorreta, consumo do tabaco e o alcool. De acordo com pesquisas e dados
epidemioldgicos de diversos paises, as doencas cardiovasculares sdo classificadas como
capazes de gerar alta morbidade/mortalidade. E inevitavel entdo que cada vez mais se faz
necessario pensar em novos meétodos terapéuticos para reduzir a incidéncia destas
patologias (Gomez-Gerique et al., 2003)(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2015)

Os distarbios endogenos relacionados com o aumento dos niveis de colesterol na
corrente sanguinea estdo na maioria das vezes associados ao surgimento das doencas
cardiovasculares (Mozaffari, Namazi, Larijani, Bellissimo, & Azadbakht, 2019) Os
farmacos da classe das estatinas como agentes para tratamentos dos distdrbios do
colesterol tem sido pesquisados desde o final dos anos 70 e suas aplicacGes clinicas
possuem resultados bastante Gtil (Kazi, Penko, & Bibbins-Domingo, 2017).

Entre os diferentes tipos de estatinas, a atorvastatina € um farmaco muito utilizado.
Seu lancamento na década de noventa foi uma importante ferramenta terapéutica no
combate a doencas cardiovasculares e dislipidemias. Essa eficacia se da por causa de seu
mecanismo de acdo que impede 0s primeiros passos da biossintese do colesterol. Desta
forma, ocorre a inibicdo da enzima HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
redutase) em converter o substrato HMG-CoA em acido meval6nico. Através disso,
ocorrera o impedindo da producdo enddgena de colesterol (Arrigoni et al., 2017).

Entre a formas alternativas de tratamento dos disturbios do colesterol, o uso de
plantas medicinais a muito tempo tem sido uma pratica bastante comum. Muitas vezes
Seu uso € impirico e associado a terapia medicamentosa como um complemento (Sedighi,
Bahmani, Asgary, Beyranvand, & Rafieian-Kopaei, 2017). Além disso, o uso de 0leos
vegetais extraidos e purificados como terapia auxiliar tem sido marcadamente mais
presentes na terapéutica por melhorarem a capacidade de controlar os niveis séricos de
colesterol (Akinyemi, Oboh, Ademiluyi, Boligon, & Athayde, 2016; Wang et al., 2018).

Entre estes, o gengibre (Zingiber officinale) € utilizado no tratamento de

dislipidemias e como hipoglicemiante a muito tempo. Da mesma forma, o 6leo de
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semente de uva (Vitis vinifera) também possui importantes efeitos hipoglicemiantes e
antioxidantes.

De acordo com as pesquisas, 0 6leo de semente de uva € rica em um componente
conhecido como resveratrol. Este € uma substancia que tem relatos de varios efeitos
benéficos no tratamento de doengas cardiovasculares (Ma & Zhang, 2017).

Tendo como objetivo o aperfeicoamento cada vez maior de sistemas terapéuticos
para o tratamento dos disturbios do colesterol, destaca-se a nanotecnologia. Esta vem
sendo aplicada na area farmacéutica ja alguns anos para melhorar a eficacia de diversos
farmacos e formulag6es farmacéuticas (Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2010). Muitos
destes possiveis beneficios associados a nanotecnologia estdo ligados ao tamanho
reduzido dessas formulacGes e sua capacidade de incorporar farmacos tanto lipossoluveis
como hidrosolaveis (Gaumet, Vargas, Gurny, & Delie, 2008). Além disso, estudos mais
recentes procuram desenvolver nanoparticulas capazes de direcionar ativamente
farmacos para os locais especificos no organismo e desta forma ampliar as possibilidades
de sucesso terapéutico e diminuir possiveis efeitos adversos (Gholipourmalekabadi et al.,
2017).

Apesar de toda a espectativa quanto as vantagens que a hanotecnologia pode trazer
no aperfeicoamento de métodos terapéuticos e diagnoticos de patologias, estudosrecentes
tem sido desenvolvido com o objetivo de avaliar a seguranca na aplicacao destes sistemas
nanoparticuldados (Bender et al., 2012; de la Harpe et al., 2019; Frohlich, 2017; Jesus et
al., 2020). Desta forma, avaliacdes quanto a biocompatibilidade destes sistemas
nanoparticulados desenvolvidos é um assunto a ser explorado. Entre os possiveis métodos
para determinacdo destes parametros, se destacam técnicas que avaliam situacdes como
a lesdo na integridade da membrana de células ou de seu materil genético e ensaios de
hemocompatibilidade (Bender et al., 2012, Le Roux, 2017). Além disso, a avaliacdo em

modelos bioldgicos in vivo sdo um importante fator a se destacar.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e determinar a biocompatibilidade e eficicia através de
ensaios in vitro e in vivo de nanocépsulas poliméricas co-encapsuladas com atorvastatina
e Oleo de gengibre (NCAtG) ou semente de uva (NCAtU).

2.2 Objetivos especificos

o Preparar nanocéapsulas poliméricas co-encapsuladas com
atorvastatina e 6leo de gengibre (Zingiber officinale) ou semente de uva (Vitis
vinifera L.);

o Caracterizar as formulagdes NCAtG e NCAtU em termos de
parametros fisico-quimicos como tamanho de particula, distribuicdo de tamanho,
potencial Zeta, pH, teor de farmaco, eficiéncia de encapsulacéo;

o Realizar estudo de liberacdo in vitro da atorvastatina a partir da
NCALG e NCAtU e compara-los a dissolucdo do farmaco livre;

o Validar metodologia analitica por CLAE para deteccéo do farmaco
Atorvastatina livre e na forma de nanocapsulas;

o Realizar testes de hemocompatibilidade in vitro para NCAtG e
NCAtU em amostras de sangue humano por meio da determinagéo dos parametros
de coagulacdo sanguinea, dosagem de LDH eritrocitaria e niveis de hemoglobina
livre;

o Avaliar a possibilidade de efeitos genotoxicos da NCAtG e NCAtU
em células da linhagem 3T3 por meio do ensaio cometa.

o Avaliar possiveis efeitos de toxicidade das nanocapsulas em
modelo experimetal in vivo do tipo Ceanoharbithis elegans, por meio de ensaios
de sobrevivéncia, tamanho e area corporal e tamanho da ninhada (Brood size);

o Dosear niveis de triglicerideos em C.elegans apds tratamentos com
os sistemas NCAtG e NCAtU.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Dislipidemias

Segundo a OMS estima-se que 17,7 milhGes de pessoas morreram por doengas
cardiovasculares em 2015, representando 31% de todas as mortes em nivel global. Desses
obitos, estima-se que 7,4 milhes ocorrem devido a complicacGes devido a dislipidemias.
Além disso, a Sociedade Brasileira de Cardiologia estimou que 349.938 milhdes de
brasileiros morreram por alguma doenca cardiovascular nos anos de 2004 a 2016. Estes
nameros s6 tendem a aumentar devido aos riscos que a sociedade moderna se sujeita. Tais
como: dietas ricas em gordura e produtos industrializados, sedentarismo e stress sdo
fatores agravantes para o aumento destes valores assim como a falta de orientagcdo quanto
aos agravos da patologia e também o risco genético.

O diagnostico precoce da hipertensdo e outros disturbios cardiovasculares € um
importante fator para uma melhor qualidade de vida dos pacientes. A pesar da hipertenséo
ndo ter cura definitiva e a terapia medicamentosa ser continua, isso ndo significa que
medidas preventivas ndo possam ser feitas para melhorar a qualidade de vida. Exercicios
fisicos, boa alimentacdo, evitar stress continuo, s@o medidas complementares ao
tratamento farmacologico.

E de conhecimento geral que a maioria dos pacientes que sofrem de qualquer
disturbio cardiovascular também ndo seguem recomendacdes indicadas na tentativa de
evitar agravos. Levando em consideracdo estes fatores, a tentativa de descoberta de
medicamentos cada vez mais eficazes e com menores efeitos adversos tem sido uma

prioridade.

3.2 Terapéutica

As terapias usualmente utilizadas no tratamento de patologias como a hipertensédo
engloba farmacos que de alguma forma diminuam a pressdo arterial diretamente ou
indiretamente. Alguns exemplos de classes farmacoldgicas sdo os diuréticos como a
Hidroclorotiazida e Furozemida. Estes atuam na excrecdo de ions e liquidos via renal
diminuindo assim indiretamente a pressao arterial. Geralmente a terapéutica usual para
tratamento da hipertensdo engloba estes tipos de farmacos associados a outros, como por
exemplo os Inibidores da Enzima conversora de Angiontensina (ECA) ou ainda beta

bloqueadores.
Os inibidores da ECA atuam diminuindo a producéo endégena de angiotensina
I, fazendo assim com que a mesma ndo cause seus efeitos no organismo, como
16



vasoconstricdo e aumento de liberagdo de noraepinefrina. Por sua vez, os beta
bloqueadores atuam diretamente nos receptores beta-adrenérgicos do epitélio cardiaco.
S&o exemplos desta classe o Atenolol e Propanolol (Rang et al., 2011).

As estatinas tem seu efeito ndo diretamente na diminuicdo da presséo arterial.
Mas, neste caso o foco principal de acdo é no tratamento de dislipidemias. Estas acabam
levando a distdrbios cardiovasculares devido a formacdo de ateromas, trombos e
embolias. Estes fatores aumentam bastante o risco de acidentes vasculares como:
isquemia e infartos (AVCs) ou relacionados ao miocérdio (IAM) (Berger, Raman,
Vishwanathan, Jacques, & Johnson, 2015).

3.3 Estatinas

O avanco da vida moderna tem muitas vezes influenciado negativamente na
capacidade das pessoas de manter habitos de vida saudavel. 1sso, cada vez mais torna
estes individuos sujeitos a sofrerem de doencas cardiovasculares, como € o caso dos
disturbios do colesterol (Melkani & Panda, 2017). A classe dos farmacos estatinas sao
amplamente utilizadas para o tratamento de hipertensdo arterial e dislipidemias
(Briasoulis, Agarwal, Valachis, & Messerli, 2013).

Seus mecanismos de acdo se da por meio da inibicdo da enzima HMG-CoA
redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase) em converter o substrato HMG-CoA
em acido mevaldnico, diminuindo assim a producdo hepatica de colesterol (Arrigoni et
al., 2017). As estatinas também podem reduzir a producdo de triglicerideos (Paoletti,
Fahmy, Mahla, Mizan, & Southworth, 2001).

A primeira estatina a ser desenvolvida foi a mevastatina durante a década de 70,
e depois de seu lancamento e sucesso terapéutico, outros farmacos da classe foram
desenvolvidos, tais como: sinvastatina, atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina,
lovastatina, pitavastatina, pravastatina e rosuvastatina. Levando em consideracdo seu
grande sucesso comercial e uso relativamente seguro, essa classe de farmacos tem sido
cada vez mais utilizada por pessoas do mundo todo.

Porém, as estatinas ndo estdo livres da ocorréncia de efeitos adversos. Os
principais problemas sdo dores musculares,(Joy & Hegele, 2009) e aumento do risco de
diabetes mellitus (Rahal, EIMallah, Poushuju, & Itani, 2016) e (Mancini et al., 2013).

Apesar destes efeitos adversos comegarem a surgir a longo prazo (Arrigoni et al., 2017)
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as estatinas sdo medicamentos de uso cronico e desta forma acabam invariavelmente
gerando tais efeitos.

Outro problema comum das estatinas esta relacionado as suas caracteristicas
fisico-quimicas. De acordo com estudos, baixa solubilidade aquosa e biodisponibilidade
séo problemas frequentes nesta classe. Formas farmacéuticas modificadas envolvendo as
estatinas tem sido uma das vias pelas quais tem se tentado maior otimizagédo do efeito

farmacoldgico (Ahmadi, Madrakian, & Ghavami, 2018; Lorenzoni et al., 2019)

3.4 Atorvastatina

A atorvastatina (Fig.1) é um farmaco muito utilizado no tratamento de doengas
cardiovasculares tais como aterosclerose (Ferreira & Marques da Silva, 2016). Seu uso
mostra-se bastante efetivo e sua aceitacdo pelo puablico geral é bem tolerada (Gomez-
Gerique et al., 2003). Porém, assim como outras estatinas, tém efeitos adversos
importantes a longo prazo principalmente os caso de mialgias (Joy and Hegele 2009) e
problemas gastrointestinais.

Apesar de ndo estar livres de eventos adversos, a atorvastanina foi um sucesso de
vendas desde o seu langamento na década de 90 pela Phizer®, através do nome comercial
Lipitor®. De modo geral, a atorvastatina é vendida na forma de comprimidos revestidos
nas concentracdes de 10mg, 20mg, 40mg e 80mg. Suas caracteristicas fisico-quimicas
(Tabela 1) séo relevantes quando se pretende fazer o preparo de novas formulagdes ou
em experimentacfes que levem em conta os parametros fisico-quimicos do farmaco,
como: solubilidade, pH, Pka, Coeficiente de particdo (LogP) e peso molecular. Entre as
possiveis experimentacdes, destaca-se ensaios de liberacdo, dissolucédo e doseamento do

farmaco

@\ 0 OH OH O
H

Fig 1 Estrutura quimica da atorvastatina.
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Tabela 1. Caracteristicas Fisico-quimicas da atorvastatina (fonte PUBCHEN®)

Parametro Valor

Peso Molecular 558.65 g/mol

Formula Molecular Cs3H35FN20s

pH +-4,5

Pka 4,3

Log P 5.7

Ponto de Fuséo 159,2-160,7 °C

Solubilidade Aquosa Em &gua, 20,4 pg / mL (pH 2,1), 1,23 mg
/ mL (pH 6,0)

Absorbéncia 245nm

3.5 Plantas medicinais como terapia complementar em patologias

cardiovasculares

N&o € recente o uso de plantas medicinais para o tratamento de patologias
crénicas .(Friedman, Yaniv, Dafni, & Palewitch, 1986).Normalmente seu uso se da pela
transmissdo de conhecimento empirico. Levando em conta este fator, estudos de
farmacognosia e identificacdo de compostos vegetais sdo amplamente realizados para
diversas terapéuticas inclusive aquelas relacionadas a distUrbios cardiovasculares (Seck
etal., 2017).

O uso de plantas como terapia alternativa e/ou complementar a medicamentosa €
muito frequente. Este uso se da pela crenca popular de que produtos de origem natural
apresentam menos efeitos adversos do que os sintéticos. Além da facilidade maior de
obter produtos naturais.

O uso sinérgico de farmacos e produtos naturais pode ser uma importante
ferramenta para o tratamento de diversas patologias. Obter um efeito sinérgico ao
tratamento medicamentoso é excelente, ja que melhora a eficacia do tratamento (Cui et
al., 2018).

O gengibre (Zingiber officinale) é utilizado no tratamento de dislipidemias e como
hipoglicemiante devido principalmente a presenca de agentes antioxidantes e compostos

fendlicos. De acordo com estudos, isso se da principalmente pela acdo da inibicdo da
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enzima arginase e desta forma resultando na diminuicdo de &acido nitrico (NO) com
consequente melhora na circulacdo vascular (Akinyemi et al., 2016).

Outra planta bastante utilizada a nivel mundial para tratar diversos tipos de
patologia € a uva (Vitis vinifera). De acordo com alguns estudos a semente da uva contém
maior quantidade do antioxidante resveratrol. Este é uma substancia que tem Vvarios
estudos relatando seus efeitos benéficos em doencas cardiovasculares (Ma & Zhang,
2017). O efeito terapéutico do resveratrol ocorre por distintos mecanismos de agéo: atua
como quelante de espécies reativas de oxigénio (ERO) e ferro, além de aumento da
expressdo de importantes proteinas envolvidas na via do NO, especificamente a eNOS
e a guanilil ciclase solavel (sGC) (Albertoni & Schor, 2015).

3.6 Nanotecnologia: Sistema de nanoparticulas poliméricas

Em aspectos gerais, nanoparticulas poliméricas sé&o definidas como
particulas coloidais solidas, que incluem tanto nanocapsulas como nanoesferas (Fig. 2).
Possuem um tamanho maximo de 1000nm. Mas, de modo geral o tamanho médio relatado
para estas particulas poliméricas em diversos estudos com aplicacgdes bioldgicas tem sido
entre 100 a 500nm (Quintanar-Guerrero, Allemann, Doelker, & Fessi, 1998). Segundo
alguns autores, os sistemas nanoparticulados podem ser usados como sistemas de
liberacdes de substancias ou como vetores em diversas terapias (Cruz et al., 2006;
Elhesaisy & Swidan, 2020; Nankali, Shaabanzadeh, & Torbati, 2020). E dependendo da
composicdo dos mesmos essa vetorizacdo é ainda mais otimizada (ANTONOW, 2012;
ALMEIDA et al., 2010). As nanoesferas sdo assim chamadas quando a substancia
encapsulada esta retida ou adsorvida em uma matriz polimérica sem a presenca de nucleo
lipidico. Ja as nanocépsulas apresentam um nucleo oleoso que esta envolto por uma
matriz polimérica podendo o farmaco estar dissolvido no nucleo ou adsorvido a parede
da matriz (Schaffazick, Pohlmann, Dalla-Costa, & Guterres, 2003)
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Figura 2 Representacdo esquematica de nanoparticulas do tipo nanocapsulas (NC)
(Mancini et al.) e nanoesferas (NE). (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanocépsulas destacam-se em relacdo as nanoesferas devido ao fato de
possuirem elevada capacidade de encapsular substancias lipofilicas. Mas, tanto NC
quanto NE tendem a proporcionar um aumento do indice terapéutico, e
consequentemente, reduzir a toxicidade do farmaco (Guterres, Alves, & Pohlmann,
2007). E inegavel as diversas vantagens do uso da nanotecnologia na area farmacéutica,
devido principalmente ao grande poder de modulagdo de doses e vetorizacdo que essa
tecnologia apresenta.

Assim sendo estes sistemas nanoparticulados podem ser infinitamente otimizados
e modelados de acordo com a necessidade do farmaco encapsulado ou a terapia
empregada (Mora-Huertas et al., 2010), Pode-se fazer modificacdes em seu tamanho
(Gaumet et al., 2008), carga superficial, e também fazer a vetorizacéo passiva ou ativa da
formulacdo para que os efeitos adversos sejam diminuidos e a eficacia terapéutica
otimizada (Gholipourmalekabadi et al., 2017).

Com o passar dos anos a nanotecnologia voltada para a area farmacéutica tem
evoluido de forma significativa e é provavel que em um futuro préximo essa tecnologia
seja amplamente aprimorada e transferida para a producdo industrial. Um dos principais
empecilhos ainda ¢ a restricdo de se fazer o escalonamento entre a pesquisa e a produ¢do
e utilizacdo clinica (scale-up). Isso tem muito a haver também com as dificuldades na
metodologia de fabricacéo e no custo de producdo. Porem ja apresentam-se no mercado
formulagcdes contendo nanotecnologia, como: Myocet® e DaunoXome® (farmacos
utilizados no tratamento de cancer) que reduziram significativamente a toxidez cardiaca
da droga; Anfotericina B (medicamento para tratamento de micoses e leishmaniose

visceral), que reduziram sensivelmente sua toxidez renal.
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3.6 AplicacOes da nanotecnologia em terapias de combate ao colesterol

O uso da nanotecnologia aplicada na terapia cardiovascular e no
tratamento das dislipidemias ndo é algo recente (Lee, Cho, Lee, Jeong, & Yuk, 2003).
Estudos demostram que a nanoencapsulagdo das estatinas tem grande impacto
terapéutico, principalmente no quesito de controle de liberagdo do farmaco descrito por
Lee Cho et al. (2003), onde a liberacdo do farmaco lovastatina encapsulado demonstrou-
se mais eficaz que em comparagdo com o farmaco livre.

Outro exemplo promissor envolvendo estatinas foi descrito por (Suresh,
Manjunath, Venkateswarlu, & Satyanarayana, 2007) onde o farmaco lovastatina foi
utilizado como ativo e se avaliou a biodisponibilidade deste quando encapsulado em
relacdo a uma suspensdo padrdo de referéncia. Neste estudo a nanoparticula demostrou
maior biodisponibilidade que a suspensao referéncia.

Estudos com a atorvastatina também foram realizados por (Kumar et al.,
2017), onde foi avaliado a biodisponibilidade da nanoparticulas, seguranca e eficacia.
Além disso,(Rohilla, Garg, Bariwal, Goyal, & Rath, 2016) utilizaram nanoparticulas de
atorvastatina € um complexo de quitosana/acido glicirretinico modificada para a
vetorizagdo da nanoparticula ao figado, e também para avaliar a diminuicdo da
hepatotoxicidade da mesma.

Um estudo realizado por (Eftekhari, Karkhaneh, & Alizadeh, 2017)
avaliou a aplicacdo intravenosa de particulas de atorvastatina contendo o polimero
poliuretano, em diferentes concentracdes do farmaco e duas diferentes metodologias de
fabricacdo das nanoparticulas: emulsdo-difusdo e emulsdo espontanea. Com isso foi
avaliado a liberacdo in vitro das formulac6es e feito um estudo comparativo para avaliar
qual dos métodos era mais eficaz ou se havia diferenca na liberacdo. No final do estudo
0 método de emulsdo-difusdo mostrou-se mais adequado.

Em um recente estudo realizado por (Dudhipala & Veerabrahma, 2017),
foi avaliado a melhora na farmacocinética e farmacodindmica da rosuvastatina com o
encapsulamento do farmaco em nanoparticulas de lipidio sélido. As nanoparticulas
tiveram tamanho e PDI médio aproximado de 67.21+1.71lnm e 0.25+0.01,
respectivamente. Ja& o seu potencial zeta era de -28.93+0.84mV, demonstrando assim
valores adequados para prosseguir com os estudos de in vivo, além de apresentarem uma
eficiéncia de encapsulamento de 93.51+0.34%. Por fim, em seu estudo com modelos de
ratos com hipercolesterolemia, foi relatado que as nanoparticulas conseguiram diminuir

os niveis lipidicos por até 36 horas e a suspensdo livre apenas por 24 horas.
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Em outro estudo realizado por (Padhye & Nagarsenker, 2013)
nanoparticulas de lipidio sdlido contendo sinvastatina foram preparadas e avaliadas
quanto a absorcdo oral in vivo em compara¢do com o farmaco livre. Neste estudo foi
relatado que as nanoparticulas apresentaram tamanhos médios abaixo de 200 nm. Ainda,
sua morfologia foi avaliada por microscopia eletrénica onde as particulas tem formado
esférico em sua maioria. Além disso, a eficiéncia de encapsulacdo foi de 96% e a

calorimetria demonstrou a formacao de nanocristais.

3.7 Biocompatibilidade de nanoparticulas em meios biol6gicos.

Ainda sdo raros os estudos avaliando a real biocompatibilidade dos sistemas
nanoparticulados e seus diferentes ativos vinculados. Na maioria das vezes, os estudos
focam no desenvolvimento da estrutura e suas caracteristicas fisico-quimicas. Outras
vezes, aplicam as nanoestruturacdes em ensaios bioldgicos sem antes fazer uma avaliacédo
mais aprofundada da real compatibilidade no meio. Uma das possiveis razdes para a
aplicacdo direta do sistema desenvolvido ja em sistemas bioldgicos tem sido justificada
pelos autores por estarem utilizando materiais conhecidamente biocompativeis na
estruturacdo das nanoparticulas.

Porém, estudos que avaliem seguranca de nanoparticulas em meios biolégicos
devem sempre ser levados em conta. Isso se torna ainda mais evidente quando o objetivo
é a utilizacdo por uma via intravenosa (Bender et al., 2012; de la Harpe et al., 2019;
Frohlich, 2017).

De modo geral os ensaios mais corriqueiramente empregados para avaliar
biocompatibilidade sdo a incidéncia ou ndo de danos a diferentes linhagens celulares e
eritrocitos. Testes demonstrando lesbes as células, como por exemplo lesdes ao DNA
sempre sdo preocupantes, pois uma particula toxica ndo justifica seu efeito terapéutico

inovador.

3.8 Testes toxicoldgicos em cultura celular
A avaliacdo da toxicidade de farmacos, compostos bioativos e excipientes
de formulagbes € uma pratica amplamente utilizada e rotineira na industria farmacéutica
e em centros de pesquisa (Arbo et al., 2019; Giordani et al., 2019). Apesar de serem testes

in vitro os mesmos demonstram resultados interessantes para a continuidade de
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experimentos mais refinados. Outra vantagem a ser destacada é a ndo necessidade de
aprovacao de comités de ética, ja que 0s mesmos se tratam de testes in vitro.

Outro ponto a se considerar é a redugdo de custos, pois, se algo se demonstrar
toxico in vitro ndo existe a necessidade de se dar continuidade a outros ensaios mais
complexos.

Hoje em dia 0 avanco da bioengenharia e da engenharia genética nos proporciona
uma gama muito ampla de tipos de células que podem ser utilizadas para testes de
diversos tipos de patologias (Baratta et al., 2019; Baust et al., 2017). Com isso, alguns
ensaios toxicologicos em células podem ser amplamente explorados como o teste cometa
(Da Silva, 2007) e teste de viabilidade celular .

3.9 Modelo alternativo para ensaios biologicos utilizando o Caenorhabditis

elegans

O nematoide Caenorhabditis elegans & amplamente utilizado nos dias
atuais devido a suas caracteristicas unicas que permitem a realizacdo de diversos testes in
vivo (Wood, 1988). Algumas destas caracteristicas sdo: curto ciclo de vida e reprodutivo,
baixo custo de manutencdo, 0 mesmo ser transparente a luz, ter aproximadamente 60-
80% de homologia genética com humanos e ainda diversas cepas transgénicas (Girard et
al., 2006). Pelo fato deste verme ser um organismo com rotas bioquimicas amplamente
estudadas e as mesmas apresentarem homologia com as de nés humanos, diversos testes
bioguimicos podem ser realizados utilizando o nematoide.

Testes toxicoldgicos também sdo amplamente realizados em C. elegans para
avaliacdo da seguranca de substancia ativas ou de constituintes de formulagdes (Charao
et al., 2015; Velasques et al., 2018). Por outro lado, experimentos utilizando o nematoide
para avaliacdo de niveis de colesterol precisam de uma adaptacdo. Isso porque o verme
ndo produz colesterol endogenamente (Rauthan & Pilon, 2015; Rauthan, Ranji, Pradenas,
Pitot, & Pilon, 2013). Entretanto, isso ndo descarta a utilizacdo do verme como modelo
valido para tal. Pois, alternativas metabdlicas envolvendo lipideos sdo exploradas como

a dos triglicerideos produzidos neste caso de modo endégeno pelo nematoide.

24



6 DISCUSSAO GERAL

As doengas cardiovasculares representam uma das principais patologias
causadoras de morbidade/mortalidade ao redor do mundo. As origens destas patologias
podem ser muito variadas, mas, a principal causa ainda tem sido os disturbios do
colesterol ( ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015). As opgdes terapéuticas
atuais para tratamento dos distarbios lipidicos sdo variadas.

As estatinas sdo as principais classe de farmacos com este intuito. Desde seu
surgimento na década de 70, novos farmacos vém surgindo na tentativa de promoverem
um efeito mais eficaz e com menores efeitos adversos.(Huang, Wang, Huang, & Huang,
2020) Porém, outras formas de tratamento das dislipidemias também tém sido associadas.
Entre estas, podemos citar o desenvolvimento da nanotecnologia como um dos mais
promissores. As nanocapsulas NCAtG e NCAtU para tratamento da aterosclerose
representam um importante passo neste desenvolvimento.

Os meétodos de obtencdo por deposicdo interfacial do polimero pré-formado
mostraram-se adequado ao objetivo de formar a NCAtG e NCAtU. Seus tamanhos medio
de particulas foram entre 200 e 300 nm. A polidispersdo bastante estreita e potencial de
carga favoravel a uma boa estabilidade dos sistemas.

Com o intuito de quantificar a ATV presente nas formulacdes foi previamente
validado uma metodologia analitica em HPLC seguindo os critérios estabelecidos pelo
ICH. O método analitico proposto demonstrou ser adequado, uma vez que, foi sensivel,
especifico e robusto para a determinagédo de ATV.

A partir disso verificamos que o teor médio de ATV nas formulac6es era de 90%,
sendo que a porcentagem de encapsulacao deste ativo esteve em média a 97%, sendo este
resultado considerado bastante satisfatdrio para os objetivos seguintes propostos no
estudo.

As formulacdes NCAtG e NCAtU demosntraram perfis de liberacdo bastante
semelhantes. Demosntraram uma liberacdo mais rapida da ATV dentro de 30 min e
posteriormente controlaram a liberacédo durante as 8h propostas.

Em uma segunda etapa do estudo, realizou-se experimentos a fim de

determinar critérios que pudessem comprovar a biosseguranca das formulagGes. Para isso,
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realizou-se testes em sangue humano, cultura de células de fibroblastos de camundongo
3T3 e também no modelo biolégico experimental C. elegans.

A partir dos ensaios in vitro utilizando amostras de sangue humano, verificamos
que NCALG e NCAtU possuem uma hemocompatibilidade relacionada principalemente
com a dosagem aplicada no sangue. Os ensaios de hemdlise evidenciaram que nas
concetracdo de 50 e 100 pg/mL as duas formulacGes comecam a geara incidéncia de
hemolise mais siginificativa. Isso ficou ainda mais evidente na NCAtU. Estes resultados
foram reafirmados quando da dosagem da enzima LDH eritrocitaria. O aumento
plasméatico da LDH em uma amostra ja coletada de sangue pode indicar desestruturacdo
da membrana dos eritrocitos (Bender et al., 2012).

Na avaliacdo da cascata da coagulacdo sanguinea observamos que nao ocoreram
interacdes significativas com as proteinas plasmaticas a ponto de afetar a formacao do
coagulo sanguineo tanto pelas vias intrinsecas (TTP) ou extrinsecas (TP) da coagulacao

Em relagdo aos ensaios de genotoxicidade, através do ensaio cometa observamos
que as formulagbes ndo ocasionaram alteracfes na integridade do DNA. Também néo
houve citotoxicidade em linhagens de cultura de células 3T3.

Outro ponto positivo sobre as formulagdes NCAtG e NCAtU ¢é o fato delas nao
alteraram parametros de mortalidade, tamanho e area corporal ou tamanho da ninhada
quando aplicadas sobre um modelo biologico experimental do tipo C. elegans.

Além dos experimentos a cerca da avaliacdo das formulages propostas sobre a
biocompatibilidade em diferentes meios bioldgicos, como sangue, cultura de células e o
modelo bioldgico experimental C. elegans. Queriamos também avaliar se NCAtG e
NCAtU poderiam de modo satisfatorio diminuir os niveis de lipideos no modelo C.
elegans apos inducdo de dislipidemia.

Os resultados obtidos neste caso demonstram que as formulacdes propostas
diminuiram significativamente os niveis lipidico dos nematoides com dislipidemia nas
concentrag@es testadas para NCAtG e NCAtU. Este efeito ndo é maior significativamente
pelo aumento da dose. Neste caso, a NCAtU poderia gerar ainda outras complicacfes
relacionadas a biocompatibilidade

Acreditamos que o potencial destas formula¢bes contendo ATV sdo grandes e
podem realmente aperfeicoar a terapéutica das dislipidemias. Porém, durante o
desenvolvimento destes novos sistemas terapéuticos se deve sempre levar em

consideracdo a biosseguranca da prépria constituicdo da formulagdo. Muitos compostos
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possuem um comportamento bastante diferente quando estdo em escala nanométrica e
isso de maneira alguma deve ser desconsiderado.

A seguranca biologica é peca chave no sucesso da terapéutica. Compostos
promissores mas que muitas vezes estdo relacionados a diversos efeitos adversos ou até
mesmo de toxicidade podem ser incorporados em novos transportadores e terem sua
aplicacdo bastante aperfeicoada. Acreditamos que com a ATV isso nédo foi diferente. A
associacgao dela com 0leos vegetais ainda carece de mais esclarecimentos, principalmente
sobre o papel dos 6leos vegetais incorporados e seus efeitos coadjuvantes em processos
anti-inflamatorios e antioxidantes relacionados ao desenvolvimento e progressdao das

placas de aterosclerose.

7 CONCLUSAO

O presente trabalho foi realizado com intuito de desenvolver
nanoparticulas co-encapsuladas com atorvastatina e 6leos de gengibre ou semente de uva
capazes de reduzir niveis lipideos e ainda demonstrarem seguranca biologica. Ao final do
estudo observamos formulacGes estaveis, com teores adequados e seguras para uso em
meios fisioldgicos e organismos vivos.. Acreditamos que futuramente estes resultados
podem habilitar esta formulacbes a testes em organismos mais complexos. A
aterosclerose por ser um evento fisiopatologico amplo, necessita de varias medidas para
um efetivo tratamento. A associacdo de uma agente capaz de diminuir niveis de colesterol,
como a ATV, e diferentes 6leos vegetais com a¢des antioxidantes e anti-inflamatdrias em
um sistema nanotecnoldgico nos permite acreditar em um tratamento mais eficaz contra

a aterosclerose e suas consequéncias fisiopatoldgicas ao organismo.
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