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RESUMO

A osteoartrite, uma doenca caracterizada por inflamacao localizada da articulagao e
destruicdo da cartilagem, tem sido uma das principais causas de morbidade entre os
idosos. O extrato da fruta de Pterodon pubescens Bent. (PpB), comumente conhecida
como sucupira, tem proporcionado atividades anti-inflamatéria, analgésica e anti-
reumatica em modelos animais de osteoartrite induzida. Seus principais compostos
ativos sao os vouacapanos e os diterpenos nao furanicos de cadeia linear, como o
éster metilico de 6a, 7B-dihidroxivouacapan-17B-oate e geranilgeraniol, que sao
pouco soluveis em agua e propensos a agregagao, restringindo suas atividades.
Portanto, formulacbes adequadas devem melhorar suas propriedades e atividade
fisico-quimicas. Aqui, o extracto de PpB foi carregado em lipossomas elasticos
convencionais e com superficie modificada, compostos por L-a -Fosfatidilcolina (EPC)
e 1,2-dimiristoil fosfatidiletanolamina (DMPE) (razdo molar 80:20 EPC/DMPE). A
modificagao da superficie foi realizada por acoplando do hialurénico (HA) a DMPE via
ativacdo com 4- (4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il) -4-metilmorfolio (DMTMM) numa via
alternativa. Ambos os lipossomas foram preparados por gotejamento num processo
escalavel de alto cisalhamento. As medidas de espalhamento dindmico de luz e
potencial zeta indicaram interagdes favoraveis entre os lipidios e compostos bioativos,
produzindo alta eficiéncia de encapsulacdo (aprox. 90%) e vesiculas
eletrostaticamente estaveis. A elasticidade foi comprovada para lipossomas vazios
(aprox. 150 nm) e carregados (aproximadamente 250 nm) pela sua capacidade de
extrusdo em duas membranas de policarbonato sobrepostas (30 nm) que imitam a
porosidade da pele e pela recuperagao das suas propriedades apoés a extrusao. O AH
beneficiou a recuperacao dos lipossomas apdés a permeacdo. Estes resultados
fornecem bases cientificas para producgao de lipossomas elasticos para entregar PpB
a pele. Além disso, eles sinalizam o potencial destes lipossomas para o tratamento
tépico da osteoartrite.

Palavras-chaves: lipossomas, acido hialurénico, fosfolipidios, Pterodon pubescens
Benth., sucupira.



ABSTRACT

Osteoarthritis, a disease characterized by localized inflammation of the joint and
destruction of cartilage, has been a major cause of morbidity among older people. The
fruit extract of Pterodon pubescens Bent. (PpB), commonly known as sucupira, has
provided anti-inflammatory, analgesic, and antirheumatic activities in animal models of
induced osteoarthritis. Its main active compounds are vouacapans, non-furan linear
chain diterpenes such as 6a, 73-dihydroxyvouacapan-173-oate methyl ester, and
geranylgeraniol, which are poorly soluble in water and prone to aggregation, that
restricts their activities. Therefore, adequate formulations should improve their
physicochemical properties and activity. Herein, the PpB extract was loaded in
conventional and surface modified elastic liposomes composed by L-a-
phosphatidylcholine (EPC) and 1,2-dimyristoyl phosphatidylethanolamine (DMPE)
(80:20 EPC/DMPE molar ratio). Surface modification was performed by coupling
hyaluronic acid (HA) to DMPE via activation with 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-
4-methylmorpholinium (DMTMM) in an alternative route. Both liposomes were
prepared by dripping in a high shear scalable process. Dynamic light scattering and
zeta potential measurements indicated favorable interactions among the lipids and
bioactive compounds, yielding high encapsulation efficiency (90% approx.) and
electrostatically stable vesicles. Elasticity was proved for empty (150 nm approx.) and
loaded liposomes (250nm approx.) by their capability for extrusion in two stacked
(30nm) polycarbonate membranes mimicking skin porosity and recovery of their
properties. HA benefited liposome recovery after permeation. These results provide
scientific foundations to produce elastic liposomes to deliver PpB to the skin. Besides,
they signalize to the potential of these liposomes to the topical treatment of
osteoarthritis.

Keywords: liposomes, hialuronic acid, phospholipids, Pterodon pubescens Benth,
sucupira.
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1. INTRODUCAO

Pterodon pubescens Benth. (PpB) comumente conhecida como sucupira, €
uma arvore nativa da regido central do Brasil, cujo extrato alcodlico dos seus
frutos/sementes é utilizado na medicina popular por suas atividades anti-inflamatérias,
analgésicas e antirreumaticas (PIO CORREA, 1975; LORENZI, 1998; COELHO et al.,
2005; LIMA, 2012). Diversos estudos cientificos tém comprovado a eficacia destas
atividades do extrato em estudos in vivo em modelos animais, tornando ainda mais
atrativa a sua utilizagdo (SABINO et al., 1999"; SILVA et al., 2004; COELHO et al.,
2005; VIEIRA et al., 2008; SPINDOLA et al., 2009; SPINDOLA et al., 2010; SPINDOLA
et al.,, 2011; SERVAT et al., 2012; NUCCI et al., 2012; NUCCI-MARTINS et al., 2015,
SANTOS et al., 2016; LLORET et al., 2016; GRANDO et al., 2017). Além disto,
nenhuma toxicidade aguda, atividade mutagénica ou citotoxicidade foi observada
durante a sua administracgéo intraperitoneal ou oral (SABINO et al., 19992).

Umas das aplicagcdes mais recorrentes na medicina popular do extrato de PpB
€ no tratamento da dor reumatica (COELHO et al., 2005), oriunda principalmente da
artrite reumatoide, uma das formas mais comuns de artrite inflamatéria crénica
(SHRIVASTAVA, PANDEY, 2013). Esta doenca, denominada como disturbio
inflamatorio sistémico e autoimune, acomete principalmente as articulagdes,
provocando rigidez, inchacgo e risco de perda da fungao (MCLNNES, SCHETT, 2007;
IMBODEN, 2009; COLMEGA, OHATA, MENARD, 2012; CHOY, 2012;
SHRIVASTAVA, PANDEY, 2013). As atividades medicinais do extrato de PpB vem
sendo cientificamente comprovadas e descritas na literatura, tais como a reducio nos
indices de artrite induzida em animais que receberam tratamento a base de extrato de
PpB (SABINO et al., 1999"; SPINDOLA et al., 2011; SERVAT et al., 2012; NUCCI-
MARTINS et al., 2015; GRANDO et al., 2017).

A forma de produgéo do extrato, sua manutengéo e veiculagdo sao variaveis
importantes para a eficacia do tratamento com PpB. Devido ao seu perfil hidrofébico,
o0 que o torna menos biodisponivel, da-se énfase a sua encapsulacado para
tratamentos farmacoterapéuticos (PANDIT, AGIL, SULTANA, 2016).

Portanto, a encapsulacdo é uma alternativa para administracdo do extrato de

PpB, possibilitando, além de uma melhor absor¢do, estabilidade, seletividade e
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liberacdo controlada (PANDIT, AGIL, SULTANA, 2016). Nestas vertentes, os
lipossomas aparecem como veiculos promissores para encapsulacao do extrato.

Os lipossomas sao compostos de fosfolipidios, moléculas de carater anfifilico
capazes de se auto agregarem quando em solugdes aquosas, formando estruturas de
bicamada contento um nucleo aquoso. A presenca da bicamada lipidica torna os
lipossomas capazes de incorporar moléculas hidrofébicas (LASIC, 1993;
CROMMELIN, SCHREIER, 1994; SHOMOMURA, SAWADAISHI, 2001; PATTNI,
CHUPIN, TORCHILIN, 2015). Além da veiculacao, a via de administracao é um fator
de importancia para a protecao e liberacdo do composto ativo encapsulado.

Lipossomas vém sendo utilizados para administragcao transdérmica por serem
capazes de atravessar as barreiras fisicas da pele, principalmente a camada mais
externa da epiderme, o extrato corneo, camada esta limitante da taxa da absorgao
percutanea (VERMA et al., 2003).

A associacao do acido hialurénico (AH) com lipossomas, vem sendo estudada
como promovedora do aumento da permeacdo cutdnea. Devido a sua alta
hidrofilicidade, o AH é capaz de hidratar e dilatar o extrato cérneo auxiliando na
penetracao dos lipossomas por via intercelular (HAHN et al., 2014).

O AH ¢é um polissacarideo de ocorréncia natural, biodegradavel, e
biocompativel com caracteristicas favoraveis para aplicagées biomédicas (SCHANTE,
ZUBER, HERLIN, 2011). A presenca de grupos acetamida, carboxilicos e hidroxilicos
na sua estrutura molecular, permite rea¢des quimicas de reticulagdo ou conjugacao,
dando origem a uma ampla gama de compostos derivatizados e/ou com propriedades
fisico-quimicas modificadas (PALUMBO et al.,, 2006; PITARRESI et al., 2006;
SCHANTE, ZUBER, HERLIN, 2011; PITARRESI et al., 2007).

Baseado no exposto, neste trabalho foram desenvolvidos lipossomas com a
superficie modificada por AH, para administracao topica do extrato de PpB. Para isso,
a 1,2-dimiristoil fosfatidetanolamina foi previamente derivatizada com AH, para em
conjunto com a fosfatidilcolina, compor a estrutura dos lipossomas.

Tanto quanto é do nosso conhecimento, ndo ha trabalhos na literatura com o
extrato de PpB encapsulado em lipossomas convencionais ou com a superficie
modificada com AH. Além disso, este trabalho utiliza a ligagdo do AH mediada por
reagente baseado em triazina, até entdo n&o descrita na literatura para derivatizagcéo

de fosfatidiletanolaminas.
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Este trabalho contribuira para o desenvolvimento de novos produtos a base de
lipossomas e AH para administragao tépica, visando o tratamento de inflamacdes das

articulacodes.
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OBJETIVO E METAS

OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de lipossomas

convencionais e com a superficie modificada por &acido hialurénico (AH) para

encapsulacdo do extrato de Pterodon pubescens Benth. para aplicacdo topica,

visando o tratamento de inflamacdes das articulacoes.

2.2,

®.
L4

®.
%

®.
L 4

METAS

Precipitacdo do acido hialurénico (AH) comercial com etanol;

Sintese do ativador de grupos carboxilicos 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinio (DMTMM) a partir da reagdo de 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazina (CDMT) e N-metilmorfolina (NMM);

Derivatizagcédo da 1,2-dimiristoil fosfatidetanolamina (DMPE) com AH mediada
por DMTMM, purificagdo e caracterizagao fisico-quimica do conjugado DMPE-
AH;

Preparacgao e caracterizacio de lipossomas convencionais compostos de L-a-
fosfatidilcolina de ovo (EPC) e DMPE, com e sem extrato de PpB;

Preparacgao e caracterizacao de lipossomas com a superficie modificada com
AH a partir da incorporagdo do conjugado DMPE-AH em lipossomas

convencionais, com e sem extrato de PpB.
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3. Revisao da Literatura

3.1. PTERODON PUBESCENS BENTH.

Pterodon pubescens Benth. (sinbnimo de Pterodon polygaeflorus Benth. e
Pterodon emarginatus Vogel) popularmente conhecida como sucupira, sucupira-
branca, sucupira-lisa, fava-de-sucupira ou faveira, compreendida no género Pterodon
(familia Leguminosae/Fabaceae), € uma arvore nativa da regido central do Brasil. O
extrato alcodlico dos seus frutos/sementes (Figura 1) é utilizado na medicina popular
por suas atividades anti-inflamatdrias, analgésicas e antirreumaticas (PIO CORREA,
1975; LORENZI, 1998; COELHO et al., 2005; LIMA, 2012).

Figura 1. Frutas a) no habitat e b) coletadas.

Fonte — Adaptado de Instituto Brasileiro de Aromatologia/Laszlo, acessado em 2017.

A literatura tem reportado que os vouacapanos presentes no extrato das
sementes de PpB estdo envolvidos na sua atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva
antiproliferativa e antirreumatica (SABINO et al., 1999'; SILVA et al., 2003; COELHO
et al., 2005; VIEIRA et al., 2008; SPINDOLA et al., 2009; SPINDOLA et al., 2010;
SPINDOLA et al., 2011; SERVAT et al., 2012; NUCCI et al., 2012; NUCCI-MARTINS
et al., 2015; SANTOS et al., 2016; LLORET et al., 2016; GRANDO et al., 2017). Com
relagédo aos diterpenos nao furanicos de cadeia linear, alguns autores reportaram suas
atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva e antirreumatica, tanto na sua forma
isolada como quando constituintes do 6leo bruto (Figura 2) (SPINDOLA et al., 2010;
SPINDOLA et al., 2011; GRANDO et al., 2017). Além disto, nenhuma toxicidade
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aguda, atividade mutagénica e citotoxicidade (ensaio in vitro) foi observada para
doses de até 8 g/kg do extrato de PpB, dose esta superior a utilizada na medicina
popular (5 — 50 ug/kg) (SABINO et al., 1999'; SOUZA, 2017).

Figura 2. Estruturas basicas dos diterpenos a) furanicos de esqueleto vouacapano e b) lineares.

B

e

(a) (b)
Fonte — Adaptado de Hoscheid; Cardoso, 2015.

3.1.1. Acao antinociceptiva do extrato de Pterodon pubescens Benth.

Para elucidar se uma amostra a ser avaliada em modelos de nocicepc¢ao
causaria possiveis alteracdbes no comportamento motor, deve ser realizada
previamente a avaliacdo da atividade locomotora através do teste de campo aberto
(open field). Modificagdes no desempenho motor que o animal possa vir a sofrer sao
provenientes de uma agao miorelaxante ou sedativa, podendo induzir a um grande
namero de erros em estudos sobre drogas que atuam na nocicepgdo central e
periférica (MILLAN, 2003). Nos modelos de nocicepgéo o fator comportamental esta
diretamente envolvido, portanto o estudo de extratos que interfiram na locomogao
poderia produzir um resultado falso positivo. Esta acdo nao foi constatada para a dose
de até 300 mg/kg dos extratos obtidos por extracado alcodlica administrados via oral
(NUCCI-MARTINS et al., 2015), diclorometénica por via intraperitoneal (SPINDOLA et
al., 2010) e oral (GRANDO et al., 2017) e aquosa por via oral (GRANDO et al., 2017)
em camundongos Swiss brancos, exceto que, Nucci-Martins et al. (2015) verificaram
a reducéo de 71% da atividade locomotora apds administracdo da dosagem de 600
mg/kg por via oral.

Para os compostos isolados, Spindola et al. (2010) realizaram o teste de campo

aberto com o éster metilico de 6a,7-di-hidroxivouacapan-178-oato e geranilgeraniol
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(Figura 03 a) e b) respectivamente) em dosagem de 300 mg/kg por via intraperitoneal,
nao observando agao sedativa a nivel de jungdo neuromuscular; Servat et al. (2012)
utilizaram uma dosagem de 30 mg/kg dos isbmeros éster metilico de 6a-acetoxi-78-
hidroxi-vouacapan-176-oato e 6a-hidroxi-78-acetoxi-vouacapan-17-oato (Figura 3 c)
e d) respectivamente) por via intraperitoneal também n&o constatando esta agéo.
Estes resultados demonstraram a susceptibilidade do extrato de PpB, assim como de

alguns de seus compostos isolados, para testes em modelos de nociceptividade.

Figura 3. Compostos a) éster metilico de 6a,7B-di-hudroxivouacapan-176-oato, b) geranilgeraniol e os
isdbmeros c) éster metilico de 6a-acetoxi-7B-hidroxi-vouacapan-17-oato e d) éster metilico 6a-hidroxi-
7B-acetoxi-vouacapan-17-oato.

OH

(a) (c)

Fonte — Adaptado de Spindola et al. (2010) e Servat et al. (2012).

Em modelos de dor neurogénica estimulados por acido acético (modelo de
contorgao abdominal), Spindola et al. (2010) e Grando et al. (2017) observaram uma
redugao 62% - 73%, respectivamente, na acdo nociceptiva por administracdo de 300
mg/kg por via oral do extrato diclorometanico de PpB. Além da extragao
diclorometéanica, Grando et al. 2017 realizaram extragdo aquosa, obtendo o extrato
ausente de geranilgeraniol, o que, segundo os autores, pode estar relacionado a
reducdo de 32% da agao antonociceptiva do extrato sobre a dor neurogénica
empregada no modelo.

Com relagéo a agao antinociceptiva dos compostos isolados, geranilgeraniol e
éster metilico de 6a,7B-di-hidroxivouacapan-173-oato, Spindola et al. (2010)
observaram semelhanga com o resultado obtido para o extrato diclorometanico bruto,

com resultados de redugao da agao nociceptiva de 64% e 66% respectivamente (para
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dose de 300 mg/kg por via oral), indicando uma agao sinérgica dos compostos no
extrato onde suas concentragdes sao menores que as administradas na sua forma
isolada (11,56% geranilgeraniol e 34,6% éster metilico de 6a,7B-di-hidroxivouacapn-
17B-oato, ou seja, 4.7 mg/kg de ambos no extrato).

Nucci-Martins et al. (2015) avaliaram a agao antinociceptiva do extrato alcodlico
em modelo de dor neurogénica por administragdo de capsaicina, visando verificar a
acao do extrato de PpB nos receptores transiente potencial vaniloides tipo 1 (TRPV1).
Foi observada diminuigdo na reagao dos animais (0 que indica nociceptividade) que
receberam previamente uma dose de 300 mg/kg por via oral do extrato, em 61%.
Spindola et al. (2010) observaram resultado semelhante para administragdo de
geranilgeraniol e éster metilico de 6a,7B-di-hidroxivouacapan-176-oate na dosagem
de 300 mg/kg por via oral, obtendo redugao na atividade nociceptiva de 67% e 69%
respectivamente, indicando acédo do extrato nos canais nociceptivos TRPV1. Nucci-
Martins et al. (2015) também avaliaram a acao do extrato alcodlico sobre os receptores
transiente potencial TRPA1 (Transient Receptor Potential cation channel subfamily A
member 1) por administragdo de cinamaldeido, obtendo a redugao de 100% na agéo
nociceptiva causada pela droga para as dosagens de 30 e 300 mg/kg por via oral,
indicando a ac&o do extrato nos canais nociceptivos TRPA1.

Em modelos de nocicepgao por administracdo de solugcdo de formaldeido,
Nucci et al. (2012) observaram a agao antinociceptiva do extrato alcodlico de PpB
tanto na fase neurogénica (primeiros 5 min apdés a administracdo de solucao de
formaldeido) como na fase inflamatdria (15 — 30 min ap6s a administragéo da solugéo
de formaldeido), reduzindo 63% e 65% da reagcédo dos animais para as respectivas
fases, via administragdo prévia de dose de 100 mg/kg de extrato bruto por via oral.
Também foi verificada agao antiedematogénica, reduzindo em 52% o edema formado
em relagédo ao grupo controle. Grando et al. (2017) observaram resultado semelhante
quanto a administracdo dos extratos diclorometanicos e aquosos de PpB por via oral
obtendo diminuicdo na acao nociceptiva de 58% e 30% para os respectivos extratos
na dose de 300 mg/kg na fase neurogénica do teste, quanto a fase inflamatoria o
extrato diclorometanico apresentou redugéo de 99%, e o extrato aquoso de 86% para
a dose de 300 mg/kg. Vale salientar que o extrato aquoso, em comparagédo com o
extrato diclorometanico, ndo apresentava o geranilgeraniol em sua constituicdo, o que
esta relacionado com sua menor eficiéncia na redu¢ao da agao nociceptiva na fase

neurogénica do modelo.
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Servat et al. (2012) verificaram a acgao antinociceptiva dos isbmeros éster
metilico de 6a-acetoxi-7B-hidroxi-vouacapan-17B-oato e 6a-hidroxi-7B-acetoxi-
vouacapan-178-oato para a dosagem de 100 mg/kg por via intraperitoneal nas duas
etapas, neurogénica e inflamatoéria, do modelo de formaldeido, obtendo reducao de
aproximadamente 72% e 80% para a reagao dos animais nas respectivas fases,
entretanto, o efeito antinociceptivo na segunda fase do modelo s6 foi alcangado com
a dose de 100 mg/kg, o que indica agdo mais efetiva dos isbmeros para a fase
neurogénica.

A acao hipernociceptiva do extrato diclorometanico e aquoso de PpB foi
avaliada por Grando et al. (2017) mediante modelo mecénico de hiperalgesia induzido
por carrageenina, onde foi observado que ambos os extratos, para todas as doses
testadas (30, 100 e 300 mg/kg por via oral) apresentaram efeitos significativos na
diminuicdo da hipernociceptivididade. Spindola et al. (2011) verificaram a agédo dos
compostos isolados geranilgeraniol e éster metilico de 6a,7B-di-hidroxivouacapan-
173-oato em modelo semelhante ao apresentado por Grando et al. (2017), verificando
efeitos significativo do geranilgeraniol na reducao da hipernociceptividade, entretanto,
o éster metilico de 6a,7(-di-hidroxivouacapan-178-oato ndo apresentou significante
acao anti-hipernociceptiva em comparagédo com o veiculo, ambos foram administrados
na dose de 30 mg/kg por via intraperitoneal. Servat et al. (2012) ndo observaram agao
anti-hipernociceptiva significativa dos isémeros éster metilico de 6a-acetoxi-73-
hidroxi-vouacapan-178-oato e 6a-hidroxi-7B-acetoxi-vouacapan-176-oato
administrados por via intraperitoneal mediante modelo mecanico de hiperalgesia
induzido por carragenina.

A atividade antinociceptiva do extrato alcodlico de PpB foi testada por Nucci-
Martins et al. (2015) nos receptores glutamato e nas citocinas pro-inflamatérias TNF-
a (Fator-a de Necrose Tumoral) e IL-1B (Interlucina 1 Tipo B). Para a dose de 300
mg/kg do extrato por via oral, os autores verificaram inibicdo da nociceptividade dos
receptores glutamato, NMDA (receptor N-metil D-Aspartato), kainate e trans-ACPD
(receptor trans-1-aminocyclopentone-1,3-dicarboxylic acid) em 74%, 45%, 90% e 68%
respectivamente. Quando as citocinas pro-inflamatdrias, para a mesma dose, a
inibicho da agao nociceptiva para o TNF-a e IL-1p foram de 65% e 87%,
respectivamente, indicando assim o efeito antinociceptivo do extrato alcodlico de PpB

sobre os receptores glutamato e nas citocinas pro-inflamatdrias.
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3.1.2. Extrato de Pterodon pubescens Benth. no tratamento da Artrite

Reumatoide

O extrato das sementes de sucupira tem sido amplamente utilizado na cultura
popular da regiao central do Brasil por suas propriedades antirreumaticas (COELHO
et al., 2005). Fato este que é de relevancia por gerar novas pistas para o
desenvolvimento de tratamentos alternativos para a artrite reumatoide, uma vez que
os caminhos atuais de terapéutica podem gerar um enorme numero de efeitos
colaterais nocivos aos pacientes (BULATOVIE et al., 2011; COLMEGNA et al., 2012;
GRANDO et al., 2017).

Artrite pode ser definida como uma inflamacao nas articulagdes que provoca
dor, inchaco e rigidez. A ampla categoria de artrites (o termo artrite inclui mais de 100
tipos de condicbes que afetam as articulacbes e os tecidos circundantes) inclui
doengas que podem ser categorizadas como inflamatérias, degenerativas,
metabdlicas ou infecciosas (SHRIVASTAVA, PANDEY, 2013). A artrite reumatoide
(AR) é a forma mais comum de artrite inflamatdria crénica. Comumente denominada
como um distarbio inflamatério sistémico e autoimune, a AR visa principalmente as
articulagées, provocando rigidez e inchago com risco de perda da fungdo na
articulacdo acometida (MCLNNES, SCHETT, 2007; IMBODEN, 2009; COLMEGA,
OHATA, MENARD, 2012; CHQOY, 2012 SHRIVASTAVA, PANDEY, 2013).

Para verificar a agdo do extrato de PpB no tratamento da artrite, diversos
autores utilizaram o modelo de indice de artrite induzida por CFA (Complete Freund
Adjuvant) (SABINO et al., 1999'; SPINDOLA et al., 2011; SERVAT et al., 2012;
NUCCI-MARTINS et al., 2015; GRANDO et al., 2017).

A administrag&o diaria do extrato diclorometéanico de PpB (300 mg/kg) por via
oral apés o sétimo dia de aplicagao de CFA nos animais (camundongos Swiss e Wistar
fémeas) reduziu significativamente a formacédo do edema de pata em 42% com
relagéo ao grupo controle. O extrato com auséncia do geranilgeraniol ndo apresentou
reducéo significativa na formagdo do edema (GRANDO et al., 2017).

O indice de alodinia (indice de alodinia = pressdo suportada pela pata
inflamada/pressado suportada pela pata ndo inflamada) via estimulo mecéanico nos
animais que receberam a injegao de CFA seguido de tratamento diario apds o sétimo
dia com extrato diclorometanico de PpB (300 mg/kg) por via oral, apresentou o valor

de 90% apods o 10° dia de tratamento. O extrato aquoso (300 mg/kg por via oral)
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apresentou indice de 86% apds o 14° dia de tratamento. O efeito significativo de
ambos os extratos permaneceu até o ultimo dia de tratamento (21°) (GRANDO et al.,
2017). Em estudos com os isbmeros éster metilico de 6a-acetoxi-7B-hidroxi-
vouacapan-173-oato e 6a-hidroxi-7B-acetoxi-vouacapan-173-oato na dose de 30
mg/kg administrados por via intraperitoneal, Servat et al. (2012) ndo observaram
nenhuma reducao significativa no indice de alodinia. Spindola et al. (2011) estudaram
a acao do geranilgeraniol e 6a,7B-di-hidroxivouacapan-17-oato de metila para dose
de 30 mg/kg via intraperitoneal, verificando a agédo anti-alodinica apenas nas primeiras
4 horas apés a injecdo de CFA, nas fases sub-crOnica e crénica nenhum efeito
significativo foi verificado.

As propriedades anti-inflamatérias, analgésicas e antirreumaticas
apresentadas anteriormente estdo ligadas aos compostos presentes no extrato, na
sua forma isolada ou por agao sinérgica no 6leo denominado extrato bruto. A presenca
ou auséncia destes constituintes no extrato de PpB esta ligada ao processo utilizado
para sua obtencao a partir das frutas/sementes da espécie. Existem hoje na literatura

diferentes formas de se obter o extrato de PpB.

3.1.3. Obtencao do extrato de Pterodon pubescens Benth.

A obtencdo do extrato alcodlico é comumente realizada via maceragao dos
frutos/sementes triturados em etanol absoluto com razées que vao de 6,66 — 20,00:1
(etanol absoluto:frutas trituradas) por um periodo de 15 — 30 dias na auséncia de luz.
O solvente da extracao € entédo filtrado e concentrado até secura em evaporador
rotativo com auxilio do vacuo. O rendimento obtido no processo é de
aproximadamente 47% (SANTOS et al., 1999; NUCCI et al., 2012; SILVA et al., 2013;
NUCCI-MARTINS et al., 2015; SANTOS et al,, 2016). As extracdes mediante
diclorometano (extrato diclorometanico) sdo geralmente obtidas via maceragédo das
frutas/sementes trituradas em diclorometano na propor¢cdo de 3 - 5:1
(diclorometano:frutas/sementes trituradas) durante um periodo 1,5 — 2 horas cada
extragao (variam de 1 — 3 extragdes), os procedimentos subsequentes sao idénticos
a da extracao alcodlica. O rendimento do processo € de aproximadamente 35 + 5%
(SPINDOLA et al., 2009; SPINDOLA et al., 2010; SPINDOLA et al., 2011; SERVAT et
al., 2012; LLORET et al., 2016; GRANDO et al., 2017).
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Grando et al. (2017) apresentaram uma rota de extragao utilizando agua em
refluxo na razao de 1:24 (frutas/sementes trituradas: agua) por um periodo de 1 h. O
solvente da extracao foi concentrado e liofilizado para obtengao do extrato bruto. Uma
das desvantagens observada pelos autores nesse processo é a auséncia do
constituinte geranilgeraniol no 6éleo obtido. Outro processo de extragao é apresentado
por Santos et al. (2016), onde o grupo de pesquisa utiliza de COz2 supercritico para
extragdo do dleo, obtendo um extrato com maior teor de geranilgeraniol do que o
obtido pelos outros métodos aqui mencionados. Oliveira et al. (2017) realizaram a
extragao do éleo de PpB na auséncia de solventes utilizando a técnica de prensagem
a frio, obtendo um extrato denominado pelo grupo como éleo-resina.

A hidro-destilagdo das sementes de PpB em aparato do tipo Clevenger é
apresentado por Alvez et al. (2015) e por Dutra et al., (2008) para obtengao de dleos
essenciais de sucupira ricos em componentes sesquiterpenos, entretanto, ausente
dos constituintes diterpenos tanto de cadeia linear como os de estrutura de
vouacapano.

Uma vez isolados, os extratos naturais sdo muito sensiveis ao ambiente e
apresentam facil degradagcao mediante exposicéo ao oxigénio, luz e/ou aquecimento.
Possuem geralmente baixa solubilidade em agua devido ao seu perfil hidrofébico, o
que reduz a sua biodisponibilidade, limitando a sua utilizacdo como candidato para
tratamentos farmacoterapéuticos (PANDIT, AGIL, SULTANA, 2016).

A técnica de encapsulacao € uma alternativa para preservacao e administracido
dos extratos naturais, possibilitando: estabilidade, aumento da dissolucéo, liberacao
controlada, permeabilidade e posterior distribuicdo preferencial nos tecidos de
interesse diminuindo assim possiveis efeitos colaterais (PANDIT, AGIL, SULTANA,
2016).

3.1.4. Formas alternativas de veiculagdao e administracao do extrato de

Pterodon pubescens Benth.

Servat et al. (2012) desenvolveram microcapsulas com o extrato
diclorometéanico bruto de PpB e com os isdbmeros éster metilico de 6a-acetoxi-73-
hidroxi-vouacapan-173-oato e 6a-hidroxi-7B-acetoxi-vouacapan-17-oato, utilizando
a técnica de spray-dryer em uma emulsdo formada por PpB (ou os

isdmeros):maldodextrina:goma arabica (1:2:2) e Tween 80® como emulsificante. O
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extrato de PpB microencapsulado apresentou dose efetiva aproximadamente 60%
menor que a do extrato n&o encapsulado (microencapsulado EDso = 12,8 mg/kg; néo
encapsulado EDso = 32,3 mg/kg; via de administragao intraperitoneal) para diminuigéo
da nocicepgao em modelos de contor¢do abdominal em camundongos. O extrato e os
isdmeros de PpB microencapsulados apresentaram-se estaveis até 180 dias (40 °C)
de estudo. O extrato encapsulado apresentou EDso de 32 mg/kg na diminuigdo da
nocicepgao em modelo de contorcdo abdominal no 180 ° dia, dose efetiva esta
semelhante a do extrato bruto administrado no tempo 0 de estabilidade, indicando
preservacdo das suas propriedades bioativas. O extrato ndo encapsulado nao se
apresentava viavel para ensaio de nonicep¢cao no 180 ° dia. Os isOmeros, tanto
encapsulados como nao encapsulados, mantiveram suas propriedades bioativas
significantemente iguais ao longo do ensaio de estabilidade (SERVAT et al., 2012).

Alves et al. (2014) também utilizaram maldodextrina e goma arabica para
microencapsulagéo do 6leo essencial de Pterodon emarginatus Vogel por técnica de
spray-dryer, produzindo microcapsulas que apresentavam didmetro majoritario entre
0-5 uym, com superficies lisas e homogéneas, eficiéncia de incorporacao de 96,63% e
estabilidade comprovada até o 45° dia.

O processo de encapsulagao por coacervagao complexa da fragao extraida em
hexano do extrato alcodlico de PpB foi proposta por Reinas et al. (2014). Coacervagao
complexa pode ser definida como a separagcao de uma solugdo macromolecular
composta por dois macro-ions com cargas opostas em duas fases liquidas imisciveis
(JONG e KRUYT, 1929). As microcapsulas obtidas por este processo apresentaram
eficiéncia de encapsulacéo de 61% e didmetro médio de 0,6 um, com liberagdo de
53% do extrato (em ensaio in vitro de liberagao) apds 3 h, e 75% apds 24 h (REINAS
et al., 2014).

O desenvolvimento de nanoemulsdes contendo o extrato de PpB foi
apresentado por diversos autores (HOSCHEID et al., 2015; SANTOS et al., 2016;
OLIVEIRA et al.,, 2016; HOSCHEID et al, 2017; OLIVEIRA et al., 2017).
Nanoemulsdes sdo sistemas coloidais cineticamente estaveis que apresentam
goticulas de dimensdes nanométricas (<100 nm) (BURGUERA, BURGUERA, 2012).

Hoscheid et al. (2015) desenvolveram nanoemulsdes da fragdo extraida em
hexano do extrato alcodlico de PpB utilizando Phospholipon 90 G com PEG-40H ou
PEG-40. As nanoemulsdes obtidas apresentaram amostras estaveis com eficiéncia

de encapsulacao do extrato de 94,8% e 95,2%, potencial zeta de -26,7 mV e -17,82
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mV e tamanho de gota de 199 nm e 210 nm, respectivamente para PEG-40H e PEG-
40.

Oliveira et al. (2016) obtiveram nanoemulsdes dos extratos obtidos por
prensagem a frio dos frutos de PpB mediante emulsificagdo com os surfactantes
monoelato de sorbitana e polysorbate 80. As emulsdes desenvolvidas apresentaram
tamanho de gotas de 135,8 + 0,2 nm, PDI de 0,173 + 0,002, potencial zeta de -27,2 +
0,6 mV e estabilidade destas condicdes por até 60 dias.

Tanto quanto € de nosso conhecimento, n&o se verifica na literatura corrente o
desenvolvimento de sistemas lipossomais de entrega de sucupira, sistemas este

proposto para desenvolvimento neste trabalho.

3.2. LIPOSSOMAS

Os lipossomas sao compostos de fosfolipidios, moléculas de carater anfifilico
que compreendem um esqueleto de glicerol que é estereficado nas posigcbes 1 e 2
com acidos graxos e na posicao 3 com fosfato (Figura 4), capazes de se auto
agregarem quando em solugdes aquosas formando estruturas de bicamada, contento
um nucleo aquoso circundado por uma ou varias lamelas concéntricas, estruturas
estas denominadas de unilamelares e multilamelares respectivamente, com didmetro
da ordem de dezenas de nanOmetros a dezenas de micrometros. Devido a presenga
de um nucleo aquoso e uma bicamada lipidica, os lipossomas possuem a capacidade
de incorporar moléculas hidrofilicas e lipofilicas, além disto, a bicamada lipidica
comporta-se como uma membrana semipermeavel com relacdo ao material
encapsulado em seu nucleo aquoso (LASIC, 1993; CROMMELIN, SCHREIER, 1994;
SHOMOMURA, SAWADAISHI, 2001; PATTNI, CHUPIN, TORCHILIN, 2015).
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Figura 4. Estrutura molecular de um fosfolipidio, neste caso a fosfatotidilcolina.
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Fonte — Adaptado de Hoogevest, 2017.

O primeiro relato sobre lipossomas foi realizado por Bangham et al. em 1960,
onde demonstraram que fosfolipidios suspensos em excesso de solugao aquosa eram
capazes de formar estruturas esféricas, semelhantes a pequenas células ou vesiculas
(Figura 5) (BANGHAM, STANDISHM, WATKINS, 1965). Esta descoberta levou a
encapsulacao de uma ampla categoria de drogas nas bicamadas de fosfolipidios com
a finalidade de melhoria no desempenho terapéutico das mesmas (BANGHAM,
STANDISHM, WATKINS, 1965).

Figura 5. a) estrutura padrao dos fosfolipidios, b) bicamada lipidica e c) vesiculas ou lipossomas.
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Fonte — Adaptado de Deleu et al., 2014.

Os fosfolipidios utilizados para preparacdao dos lipossomas podem ser de

origem natural e/ou sintética tais como a fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina
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(PE), fosfatidilserina e fosfatidilglicerol (PATTNI, CHUPIN, TORCHILIN, 2015).
Quando a via de interesse de administragdo da formulagao lipossomal é cutanea, a
utilizacao de fosfolipides de origem natural para obtengao das vesiculas se sobressai,
uma vez que os lipossomas formados por fosfolipidios naturais apresentam uma
permeacao cutanea superior em relagéo as formulagdes lipossomais baseadas em
lipidios sintéticos, este comportamento esta atribuido a baixa temperatura de transicéo
de fase dos lipidios naturais (abaixo de 0 °C) (KITAGAWA, KASAMAKI, ENHANCED,
2006).

A fosfatidilcolina € o principal componente dos lipossomas que atua como
potencializador da entrega de drogas por via cutanea, entretanto, quando nao
associados a outros componentes, apresenta-se na sua forma liquida na temperatura
corpérea (32 °C) levando a desnaturacdo da estrutura da vesicula e liberagao
prematura da droga encapsulada (BENNETT, MACCALLUM, TIELEMAN, 2009; JAIN,
PATEL, MADAN, LIN, 2015). A adigao de colesterol é geralmente realizada visando
conferir rigidez e estabilidade a bicamada lipidica, uma vez que a sua presencga
aumenta a temperatura de transigdo da fase de gel para o estado de liquido cristalino
(BENNETT, MACCALLUM, TIELEMAN, 2009). Entretanto, a adicdo do colesterol
pode impactar na eficiéncia de encapsulacdo de drogas hidrofilicas devido a
diminui¢cao do volume do nucleo aquoso (GLAVAS-DODOV, FREDO-KUMBARADZI,
GOROCINOVA, 2005), além disso, uma vez que a adicao de colesterol aumenta a
rigidez das vesiculas, pode impactar negativamente na permeacao dos lipossomas
por via cutanea (JAIN, PATEL, MADAN, LIN, 2015).

A pele é uma barreira fisica, imunoldgica e sensorial ao nosso meio ambiente.
E estruturada em trés camadas, sendo elas a epiderme, a derme e a camada
subcutanea (Figura 6). A camada externa da epiderme, o extrato cérneo (EC), reveste
toda a superficie externa do corpo. O EC, além de proteger o corpo contra influéncias
do mundo exterior, é a limitante da taxa de absorgédo percutédnea, regulando a agua
presente nos outros tecidos mais internos por evaporagao ou absorcao, e evitando
que substancias estranhas, como o caso dos medicamentos, adentrem ao organismo
(VERMA et al., 2003).
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Figura 6. A pele e suas camadas.
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Fonte — Adaptado de Verma et al., 2003.

Diversos autores tém apresentado os efeitos das variaveis de formulagéo (por
exemplo, a composicédo lipidica, o tipo de lipidio, a razdo farmaco-lipidio, a
concentragao e/ou tipo de revestimento, dentre outros) sobre as propriedades fisico-
quimicas e o comportamento de permeagédo cutanea dos lipossomas (BHATIA,
KUMAR, KATARE, 2004; PUGLIA, BONINA, RIZZA, et al. 2010; RUOZI, RIVA,
BELLETTI, et al. 2010, JAIN, PATEL, MADAN, LIN, 2015).

A associagdo do Acido Hialurénico (AH) com nanocarreadores, como os
lipossomas, vem sendo estudada como promovedora do aumento da permeagao
cutanea destas nanoparticulas. A alta hidrofilicidade e retencdo de agua deste
polimero proporciona, quando em contato com o EC, a hidratagao da regiao dilatando-
a e facilitando a permeacdo intercelular, além disto, os receptores do AH sao
altamente expressos nos queratinocitos da epiderme e nos fibroblastos da derme,
facilitando a penetracao continua dos derivados de AH através da internalizagéo

celular mediada por estes receptores (HAHN et al., 2014).
3.3. ACIDO HIALURONICO

O Acido Hialurénico (AH) é um polissacarido de ocorréncia natural constituido
por unidades repetidas de N-acetil-D-glucosamina e acido D-glucurénico com os

monossacarideos unidos entre si por ligagcbes glicosidicas (-1,3 e (-1,4 em
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alternancia (Figura 7). Foi isolado pela primeira vez por Meyer e colaborares em 1934
do vitreo de olhos bovinos (MEYER, PALMER, 1934).

Figura 7. Estrutura molecular do acido hialurénico.
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Fonte — Adaptado de Meyer, Palmer, 1934.

O AH apresenta uma ampla gama de massas molares, podendo variar de 20
kDa até 4000 kDa (TEIJEIRO et al, 2013; KARBOWNIK, NOWAK, 2013). Em
condigdes fisiolégicas (pH 7) todos os grupos carboxilicos do acido D-glicurénico e da
N-acetilglicosamina estdo completamente ionizadas, tornando a molécula de AH
altamente polar e, consequentemente, altamente soluvel em agua. Esta alta
solubilidade em agua, em associagdo com as elevadas massas molares da cadeia de
acido hialurénico, proporcionam que as solucdes deste polissacarideo apresentem
elevada viscosidade e elasticidade (SCHANTE, ZUBER, HERLIN, 2011).

Na natureza, o AH esta presente em organismos vertebrados, bem como em
bactérias. Sua maior ocorréncia no corpo humano esta na matriz extracelular dos
tecidos conjuntivos, também e especialmente abundante no liquido sinovial das
articulagdes, da derme da pele e do corpo vitreo do olho (FRASER, LAURENT,
LAURENT, 1997; LAURENT, FRASER, 1992; ROBERT, ROBERT, RENARD, 2010).
O AH, devido a sua alta massa molecular e capacidade de reter grandes quantidades
de agua, mantém um espaco extracelular aberto, hidratado e estavel no qual as
células e outros componentes da matriz extracelular, como fibras de colageno e
elastina, sdo firmemente mantidos, além de atuar como lubrificante e amortecedor,
especialmente nas articulacdes (SCHANTE et al, 2011).

Do ponto de vista farmacéutico, o acido hialurbnico € um polimero
biodegradavel e biocompativel (SCHANTE, ZUBER, HERLIN, 2011). Estas
caracteristicas tém tornado favoravel e ampla a sua utilizagdo em aplicagdes
biomédicas, como no tratamento da osteoartrite, na cirurgia plastica e ocular e na
engenharia de tecidos, assim como em varias aplicagcdes em sistemas de entrega de

farmaco (TRIPODO et al., 2015). Este crescente uso em aplicagdes biomédicas atua
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como propulsor para o desenvolvimento de uma ampla gama de derivados de AH, que
apresentam propriedades melhoradas ou moduladas, mediante rea¢cdes quimicas de
reticulacdo ou conjugacio, explorando seus grupos acetamida, carboxilicos e
hidroxilicos (PALUMBO et al., 2006; PITARRESI et al., 2006; PITARRESI et al., 2007;
SCHANTE, ZUBER, HERLIN, 2011).

Os métodos mais comuns de modificagdo do grupo carboxilato sao as
reacoes mediadas por carbodiimida; a esterificacdo e amidacado (PRICE, BERRY,
NAVSARIA, 2007), em contra partida, Bergman et al. (2007) descreveram uma nova
metodologia para a reagdo de amidagao do AH utilizando um reagente de ativagéo a
base de triazina.

As reagdes de amidagao que utilizam reagente a base de triazina apresentam
maior seletividade na obtencdo do AH derivatizado, proporcionando maiores graus de
derivatizagao (expresso em percentual de grupos carboxilicos substituidos) em
comparagao com a reagao comumente mediada pela carbodiimida 1-etil-3-(3-
(dimetilamino)propil)carbodiimide (EDC), sem que ocorra a formagao do intermediario
nao reativo N-acilurea (D’ESTE, EGLIN, ALINI, 2014)

3.3.1. Reagentes baseados em triazina

Triazinas sdo aneéis de benzeno que possuem trés de seus carbonos
substituidos por nitrogénio, comumente nas posi¢des 1, 3 e 5. Outras substituicdes
que também ocorrem nestes compostos estdo nos carbonos de posi¢ao 2, 4 e 6, como
€ o0 caso do cloreto cianurico (Figura 8), com substituicbes realizadas por atomos de
cloro (RYDERGREN, 2013).

Figura 8. Estrutura molecular do cloreto cianurico.
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Fonte — Adaptado de Rydergren, 2013.

Kaminski (1985) apresentou o primeiro estudo tendo como base a utilizagédo do

cloreto cianurico e seus derivados na sintese de amidas e ésteres, demonstrando que
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a substituicdo parcial dos atomos de cloro do cloreto cianurico por grupos metoxi ou
fenoxi, como é o caso do 1,3,5-triazinas 2-cloro-4,6-substituidas (Figura 9),
proporcionaram a formacgao de intermediarios éster altamente reativos para ativagao
dos grupos carboxilicos, intermediarios estes que quando tratados com alcoois ou

aminas geraram seus respectivos ésteres e amidas correspondentes.

Figura 9. Estrutura molecular do 2-cloro-4,6-dissubstituido-1,3,5-triazina, sendo R e R' = OCHs, OCsHs
respectivamente.
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Fonte — Adaptado de Rydergren, 2013.

Dentre as triazinas, a 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (CDMT, ver Figura 10
a), que apresenta em sua estrutura dois atomos de cloro susbtituidos por grupos
metoxi, possui maior eficiéncia de ativagdo de grupos carboxilicos € menor potencial
de formagdo de subprodutos, como os cloretos de acilo (KAMINSKI, 1985). Este
composto € utilizado em conjunto com uma amina terciaria nestas reagdes, como
exemplo a N-metilmorfolina (NMM, ver Figura 10 b) (KAMINSKI, PANETH,
RUDZINSKI, 1998; KAMINSKI, 2000).

Figura 10. Estruturas moleculares do a) 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazine (CDMT) e b) N-
metilmorfolina (NMM).
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Fonte — Adaptado de Rydergren, 2013.

A ativacao dos grupos carboxilicos por CDMT é realizada em dois passos, em
um primeiro momento ocorre a formacido de um sal de aménio quaternario por

substituicdo do cloro presente no CDMT por uma amina terciaria (Figura 11 a), o sal
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de aménio formado substitui sua amina pelo ion carboxilato gerando assim um éster
ativo intermediario de triazina (Figura 11 b) (KAMINSKI, 2000).

Figura 11. a) Reacao entre CDMT e uma amina terciaria e b) reagédo entre o sal de aménio quartenario
de triazina e o grupo carboxilico formando o éster ativo.
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Fonte — Adaptado de Rydergren, 2013.

O primeiro passo da reacdo de ativagao dos grupos carboxilicos pode ser
contornado partindo do 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfololio (DMTMM,
ver Figura 12), reagente atoxico e soluvel em agua originado da reagcéo de um unico

passo de COMT com NMM como apresentada por Kunishima e colabores (1999).

Figura 12. Estrutura molecular do DMTMM.
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Fonte — Adaptado de Rydergren, 2013.

3.3.1.1.  Mecanismo de reagdo de DMTMM

A amidacao ativada por triazina em acido hialurénico ocorre essencialmente
em dois passos, o primeiro passo € a formagdo de um éster ativo (éster capaz de
reagir de novo e formar amidas ou ésteres) por substituicdo aromatrica nucleofilica na
triazina por um acido carboxilico. O segundo passo € o ataque nucleofilico realizado

pela amina (demonstrada aqui com o 1,2-dimiristoil fosfatidetanolamina de forma
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simplificada DMPE) sobre o carbono carboxilico ativado para formar uma ligagao
amida (MONTALBETTI, FALQUE, 2005; BONCEL, WALCZAK, 2009). Os passos
mencionados estdo apresentandos na Figura 13 e 14 para o Passo 01 e 02

respectivamente.

Figura 13. Passo 01: Formagé&o do éster ativo.
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Figura 14. Passo 02: Formagé&o da ligagdo amida.
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Tanto quanto € do nosso conhecimento, ndo existem relatos na literatura de
utilizacao da via de amidacdo com DMTMM em AH, utilizando fosfolipidios como
amida, visando obter uma estrutura anfifilica, reacdo esta que é proposta nesta
dissertagdo. Trabalhos utilizando a rota convencional (EDC como ativadores
carbodiimide) de amidagao para derivatizagao do acido hialurénico com 1,2-dimiristoil

fosfatidetanolamina (DMPE) e 1,2-distearoil fosfatidetanolamina (DSPE) foram
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realizados por Saadat et al. (2014"-2), obtendo grau de derivatizagédo de 10,2% e 8,1%
respectivamente. Os AH derivatizados possibilitaram a incorporagao de Paclitaxel na
porcao lipofilica das particulas obtidas por auto agregacao do polimero derivatizado

em meio aquoso.
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4. MATERIAL E METODOLOGIAS

Este trabalho utilizou cinco etapas principais de processamento, com 0s seus
respectivos materiais e metodologias descritos detalhadamente nos itens

subsequentes:
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4.1. PRECIPITAGAO DO ACIDO HIALURONICO

O Acido Hialurénico (AH) comercial, utilizado como ponto de partida para este
trabalho, apresentava-se na forma de solugdo 1% (m/v) com pureza de 83,78%, a
etapa de precipitagcao com etanol foi aplicada com intuito de proporcionar incremento
na pureza, uma vez que a metodologia empregada ja apresenta resultados
promissores descritos na literatura (CAVALCANTI et al., 2019).

4.1.1. Material

Solugéo 1% (m/v) de acido hialurénico MM = 838 KDa e 83,78% de pureza
obtido da Mapric Ltda. (Brasil), etanol absoluto (99.5%) obtido da Merck KGaA
(Alemanha) e cloreto de sédio (NaCl) obtido da J.T. Baker® (Estados Unidos da
América, EUA).

4.1.2. Procedimento de precipitacao do AH

O processo de purificagao do AH foi adaptado de Cavalcanti et al. (2019).

Em um reator com capacidade para 2 L, munido de agitacdo mecanica de 300
rpm e temperatura de 25 °C, foram adicionados 600 mL de solug¢ao 2,5 mg/mL de AH
e 2,0 mol/L de NaCl em agua MiliQ®. Com auxilio de um funil de adigao foi adicionado
etanol absoluto, de forma lenta para evitar formagdo de aglomerados, até
concentracao final de AH de 0,83 mg/mL, neste momento notou-se a turvagcéo do
meio. O meio reacional foi resfriado para 4 °C em 1 h, seguidos de agitagéo por 1 h a
4 °C. O precipitado foi entao filtrado em membrana 0,45 um com auxilio de vacuo em
campanula de N2.

O AH resultante foi congelado a -60 °C, liofilizado e estocado em recipiente

ambar com atmosfera de N2 a -5 °C até a sua utilizagéo.
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4.2. SINTESE DO 1,2-DIMIRISTOIL FOSFATIDETANOLAMINA
DERIVATIZADO COM ACIDO HIALURONICO

O AH precipitado na etapa 4.1 deste trabalho foi utilizado como material de

partida para sintese do DMPE-AH como apresentado a seguir.
4.2.1. Material

Acido hialurénico precipitado na etapa 4.1 deste trabalho, 1,2-dimiristoil
fosfatidetanolamina (DMPE) obtido da Lipoid (Alemanha), 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazina (CDMT), n-metilmorfolina (NMM), sal hemisodio de acido 2-(N-Morfolino)
etanossulfénico (MES sal hemisddio) obtidos da Sigma Aldrich (EUA), tetraidrofurano
(THF) obtido da Merck (Alemanha) e etanol absoluto (99,5%) obtido da Merck KGaA

(Alemanha).
4.2.2. Procedimento de Sintese do DMPE-AH

4.2.2.1. Sintese do ativador 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio

(DMTMM)

A sintese do DMTMM foi realizada a partir de CDMT € NMM em THF por
metodologia apresentada por Kunishima et al. (1999) com algumas modificagdes.

Em um reator com capacidade de 50 mL munido de agitagdo magnética, foram
adicionadas 10 mL da solugédo 0,57 mol/L de CDMT em THF, a agitagdo e a
temperatura do meio foram ajustadas para 500 rpm e 25 °C respectivamente. Com
auxilio de um funil de adicao foram adicionados lentamente ao meio reacional 0,89
mL de NMM (1 eq), notando-se a formagao de um denso precipitado ainda durante a
adicao, precipitado este que € o DMTMM. A mistura reacional foi agitada por 30 min,
seguidos de filtragdo em membrana 0,45 um com auxilio de vacuo e lavagem do
precipitado com 5 mL de THF. O sdlido obtido foi macerado em 10 mL de THF, para
retirada de possivel material ndo reagido, em reator de 50 mL munido de agitacéo

magnética de 500 rpm, temperatura de 25 °C por 30 min, seguidos de nova filtragao
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em membrana 0,45 pm com auxilio de vacuo e lavagem do precipitado com 5 mL de
THF.

O DMTMM produzido foi seco em evaporador rotativo equipado com banho
térmico a 25 °C até que o sdlido apresentasse percentual de solvente menor que 0,5%,
percentual este verificado em balanga Termogravimétrica Mettler Toledo, Modelo
HR83 Halogen com rampa de 25° até 105°C por 20 min. O DMTMM seco foi

acondicionado em recipiente ambar com atmosfera de N2 a -5 °C até a sua utilizagao.

4.2.2.2. Sintese do DMPE derivatizado com AH (DMPE-AH)

Foi preparada solugéo de acido hialurénico 0,2% (m/v) por dissolugédo do AH
da etapa de Precipitagdo (4.1) em solugdo tampao de MES 100 mmolL" (pH =7
ajustado com solugdo de 1 molL™" de hidroxido de sédio, a solugao foi filtrada em filtro
0,22 um antes da utilizagdo) em agitagédo magnética por 12 h a 20 °C na auséncia de
luz.

Inicialmente 10 mL de solugdo de AH (1 eq., 20 mg, 0,05 mM de grupos
carboxilicos) foram adicionados a um reator de 20 mL munido de agitagcao magnética
e sistema de aquecimento ajustados para 1000 rpm e 30 + 2 °C respectivamente
(Figura 15). Foram adicionadas 7,12 mg de DMTMM ao reator e o meio reacional foi
mantido em agitagcado por 1 h para ativacdo dos grupos carboxilicos seguida de adi¢do
de solugdo de DMPE em etanol absoluto (16,989 mg de DMPE disperso em 1 mL de
etanol absoluto, solubilizado a 65 °C em recipiente fechado para evitar evaporagao do
solvente e mantido em temperatura ambiente até a utilizacdo em ultrassom marca
UNIQUE 40 kHz), pH inicial do meio 7. O meio reacional foi mantido em agitagao por
6 h (pH final = 7), seguidas de armazenamento em recipiente ambar com atmosfera
de N2 a -60 °C e liofilizag&do. As variaveis concentracéo de AH, pH e temperatura foram
tomadas como 0,2%, 7 e 3012 °C respectivamente com base nos resultados

apresentados por Rydergren (2013).
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Figura 15. Esquema utilizado para realizagdo das reagdes de derivatizagdo do DMPE com AH.
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O DMPE-AH obtido foi armazenado em recipiente ambar com atmosfera de N2

a -5 °C até a sua utilizagao.
4.2.3. Purificagao do DMPE-AH

A purificagdo do DMPE-AH obtido na etapa 4.2.2.2 foi realizada por dialise,
visando eliminar materiais de partida que ndo reagiram, assim como o sal de MES

utilizando como tampao e o subproduto da reacao.
4.2.3.1. Material

DMPE-AH obtido na etapa 4.2.2.2, sacos de dialise cut-off de peso molecular
de 12.000 — 16.000 Dalton e porosidade de 25 A constituidos de celulose regenerada
obtidos da INLAB (Brasil), etanol absoluto (99,5%) obtido da Merck KGaA (Alemanha),
dioxido de hidrogénio ortofosfato de potassio obtido da J. T. Baker® (EUA), acido
sulfurico, molibdato de aménio e perdxido de hidrogénio obtidos da Synth (Brasil) e
acido ascorbico obtido da Sigma Aldrich (EUA).
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4.2.3.2. Purificagdo do DMPE-AH

O processo de dialise foi baseado no trabalho apresentado por Saadat et al.
(2014) com algumas modificagdes.

Os pos liofilizados de DMPE-AH foram ressuspendidos em 60 mL de agua Mili
Q® e acomodados em sacos de didlise mantidos em agitagdo constante em meio
contendo 35 volumes de solugdo etanol absoluto/agua ultrapura Mili Q® (30:70 v:v),
(50:50 v:v), (70:30 v:v) e (0:100 v:v) respectivamente, sendo que permaneceram 24 h
em cada solugao a temperatura ambiente. O material dialisado foi entdo refrigerado a
-60 °C e liofilizado para obtencdo do DMPE-AH purificado.

4.2.3.3. Caracterizagbes do DMPE-AH purificado

O produto liofilizado apdés a purificacdo foi analisado por técnicas de
Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier e

Calorimetria Exploratéria Diferencial e determinagao do percentual de fosforo.

4.2.3.4. Espectroscopia na Regiao de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Visando identificar as alteragcbes estruturais ocorridas no DMPE devido a
reacao de derivatizagcao com acido hialurbénico a analise de FTIR foi efetuada. O sélido
oriundo da liofilizagao foi analisado a temperatura ambiente na faixa de comprimento
de onda de 650 — 4000 cm™' com resolugdo de 4 cm™' em equipamento Shimadzu

IRAfinity-1S (Shimadzu Corporation, Japao).
4.2.3.5. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
Aproximadamente 4 mg de amostra foram acondicionados em recipiente

préprio de aluminio e aquecido até 250 °C com taxa de 5 °C/min e fluxo de nitrogénio
de 80 mL/min em equipamento Mettler Toledo DSC (Mettler Toledo, EUA).
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4.2.3.6. Determinacao do Percentual de Fosforo

A determinacéao percentual de fésforo presente nas amostras foi realizada com
o intuito de quantificar o percentual de DMPE acoplado por reagdo de amidagao ao
AH. A metodologia empregada foi baseada em Chen et al. (1956) com algumas
modificagdes. Foi utilizada solugao de diéxido de hidrogénio ortofosfato de potassio
como padrao para constru¢ao da curva de calibracdo, solucao de acido hialurénico
precipitado em agua Mili Q® como branco (para evitar interferéncias de contaminantes
de fosforo) e solugdo de DMPE-AH em agua Mili Q® como solugéo amostra.

Inicialmente 0,45 mL de solugdo 4,5 molL"" de &cido sulfurico em agua foram
adicionados em cada amostra seguidas de aquecimento até 200 — 215 °C por 15 min.
As amostras foram retiradas do aquecimento, resfriadas por 5 min e em cada exemplar
foram adicionados 0,15 mL de perdxido de hidrogénio livre de fésforo, retornando-os
para aquecimento por 30 min (as solugdes devem apresentar-se limpidas apos os 30
min). Apds aquecimento foram resfriadas até temperatura ambiente, adicionados 3,9
mL de agua Mili Q® e 0,5 mL de solugdo 2.5% de molibidato de amonio em agua Mili
Q®, seguido de agitagdo em vortex para homogeneizagdo do meio. Apds
homogeneizacao foram adicionados 0,5 mL de solugado 10% de acido ascérbico em
agua Mili Q® e a solugdo foi novamente homogeneizada em vortex. Os recipientes
foram hermeticamente fechados e acondicionados em banho de agua em ebulicdo
por 7 min. Depois de resfriadas a temperatura ambiente foram realizadas leituras da
absorbancia das amostras no comprimento de onda de 820 nm. Todas as analises
foram realizadas em triplicada, excetuando-se as amostras de AH e DMPE que foram
realizadas nove replicatas.

A quantificacdo do fésforo foi realizada por curva de calibracdo previamente
construida (R? = 0.99, n = 27) (Eq. 1).

Concentration of Phosphorous (%) = 0.0013 x Abs820nm — 0.00005 (Eq. 1)

A diferencga entre a quantidade de fésforo presente no DMPE-AH e AH precipitados
foi comparada com a quantidade de fésforo tedrica presente no AH caso todos os
grupos carboxilicos (-COO-) fossem substituidos por moléculas de DMPE, esta
propor¢cao, em percentagem foi tomada como o grau de derivatizagdo (GD%) do

polimero. A Eq. 2 foi utilizada para esta finalidade.



GD%=

P(DMPE-AH)-P(AH)

P(AH 100% Derivatizado)

x100%
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(Eq. 2)
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4.3. PRODUGAO DOS LIPOSSOMAS CONVENCIONAIS CONTENDO
EXTRATO DE PTERODON PUBESCENS BENTH.

4.3.1. Material

Extrato padronizado de Pterodon pubescens Benth. doado pelo grupo de
pesquisa da Prof. Dra. Mary Ann Foglio da FCF — Unicamp em associagdo com o
CPQBA — UNICAMP, 1,2-dimiristoil fosfatidetanolamina (DMPE), L-a-fosfatidilcolina
de ovo (EPC) obtidos da Lipoid (Alemanha), etanol absoluto (99,5%) obtido da Merck
KGaA (Alemanha).

4.3.1.1. ldentificacdo do extrato de Pterodon pubescens Benth.

A Tabela 1 apresenta os percentuais dos componentes cariofileno, humuleno,
geranilgeraniol e dos compostos com estrutura de vouacapanos presentes no extrato
de PpB. obtidos via cromatografia gasosa com detector por ionizagdo de chama (CG-
FID), coluna HP-5MS (30 m, 0,25 mm, 0,25 ym), temperatura do injetor de 240 °C,
temperatura do detector de 300 °C, rampa de 100 °C, 5 °C/min, 175 °C, 10 °C/mion.

Tabela 1. Percentuais dos componentes cariofiline, humuleno, geranilgeraniol e dos compostos com
estrutura de vouacapanos presentes no extrato de PpB.

Compostos Conceo;ltragéo
(o]
Cariofileno 4,63+0,15
Humuleno 1,00+0,03
Geranilgeraniol 0,37+0,06
Isdmeros éster 6a,76 oato de metila e acetoxi-78-hidroxivouacapano-176-oato 14 6141 24

de metila
Ester 6a,7p-dihidroxivouacapano-178-oato de metila 6,55+0,81
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4.3.2. Preparacao dos lipossomas convencionais

4.3.2.1. Preparacao dos lipossomas vazios

Os lipossomos foram preparados seguindo adaptacao da metodologia de
adicdo de solucéo lipidica em sistema com cisalhamento mecéanico apresentada por
Trevisan (2010) e Lopes et al. (2016) com algumas modificagdes.

Foi preparada solucdo estoque de lipidio EPC:DMPE (80:20 mol:mol) com
concentragdo de 20 mmolL"' em etanol absoluto por dissolugdo dos lipidios em etanol
a 65 + 2 °C (temperatura de transicdo de fase do DMPE 54 °C) em sistema
hermeticamente fechado para evitar perdas de solvente. A solucdo estoque foi
mantida a 65 £ 2 °C e resfriada previamente a temperatura ambiente para utilizacao.
Esta solucdo estoque foi adicionada lentamente por gotejamento em sistema
contendo agua Mili Q® mantida a 65 + 2 °C sob agitagéo por sistema UltraTurrax® de
24.000 rpm até concentragao lipidica de 2 mmolL™', apds adi¢éo o sistema foi mantida
em agitacao por 15 min, armazenado em tubo tipo Falcon e refrigerado a 8 °C por 24
para conformagéo das estruturas. Estes lipossomos foram denominados “0% de

extrato de PpB”.

4.3.2.2. Preparacado dos lipossomas contendo extrato de Pfeordon pubescens
Benth.

Foi utilizada a mesma solugao estoque lipidica apresentada no tépico 4.3.2.1
(EPC:DMPE 80:20 mol:mol, 20 mmolL-"). Uma suspenséo alcodlica de extrato de PpB
40 mg/mL foi preparada por dispersao do extrato em etanol absoluto com auxilio do
vortex, a suspensdo obtida foi mantida em temperatura ambiente e previamente
homogeneizada para o uso.

A solugédo estoque de lipidio foi dopada com a quantidade desejada de
suspensdo de PpB e homogeneizada em vortex até total solubilizagdo, o
procedimento subsequente de preparacao dos lipossomas foi como descrito no item
4.3.2.1. Foram preparados lipossomas por adicao de 10%, 20%, 30%, 40% e 50%
(m/m) de extrato de PpB com relacao a massa lipidica do meio.

O esquema da Figura 16 ilustra o sistema utilizado para obtencédo dos

lipossomas contendo ou néo extrato de PpB.
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Figura 16. Sistema utilizado para obteng&o dos lipossomas contendo ou n&o extrato de PpB.
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4.3.3. Caracterizagoes dos lipossomas convencionais
4.3.3.1. Eficiente e capacidade de encapsulagao

Para determinacao da eficiéncia (EE) e capacidade de encapsulacao (CE) de
extrato de PpB nos lipossomas, 20 mL da solucéo lipidica foram acondicionados em
tubo de didlise cut-off de massa molecular de 3.500 Dalton constituido de celulose
regenerada (Spectrum® — USA) e mantidos em homogeneizag¢ao constante em meio
contendo 20 volumes de solugéo 8:2 agua:etanol (v:v) por 24 h. Apds este periodo a
solucao dialisada foi congelada a -60 °C e liofilizada, o material liofilizado foi dissolvido
em solugdo 7,05:2:0,05 agua:etanol:Tween 80® (v:v) sob vigorosa agitagao para
clivagem das vesiculas e filtrado em filtro seringa 0,22 pm. A quantificagcado do extrato
de PpB foi realizada por técnica de espectroscopia UV/Vis a 220 nm em relagao aos
compostos vouacapanos 6a,7B-diidroxivouacapano-17 oato de metila (m/z 362), 6a-
hidroxi-73-acetoxivouacapano-17B-oato de metila e 6a-acetoxi-73-hidroxi-
vouacapano-17Boato de metila (isbmeros de posicdo m/z 404), utilizando como
referéncia curva de calibracdo previamente obtida para diferentes concentracdes de
extrato de sucupira, tendo como diluente solugao 7,05:2:0,05 agua:etanol:Tween 80®
(v:v) (R?=0,98, n = 3) (Eq. 3).
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Concentration of Sucupira extract (%) = 0.7637 X Abs219nm — 2.2439 (Eq.3)

A EE foi calculada como o percentual de extrato de PpB presente nos
lipossomas apods a dialise em relagdo ao percentual inicial adicionado utilizando a

Equacao 4.
EE (%) = 100 x (C¢/C;) (Eq. 4)

Onde Cr é a concentragédo de extrato de PpB presente nos lipossomas apos a
dialise e Ci a concentragéo de extrato inicial.

A CE foi calculada como o percentual de extrato de PpB presente nos
lipossomas apds a dialise em relagdo a concentracéo de lipidios presente na solugao

utilizando a Equacéo 5.

CE(%) = 100 x (C;/C,) (Eq. 5)
Onde Ci é a concentragao de lipideos presentes na solugéo.
4.3.3.2. Diametro, polidispersividade e potencial zeta

O diametro hidrodindmico médio (expresso em valores de z-avarege), o indice
de polidispersividade (PDI) e o potencial zeta dos lipossomas contendo ou n&o extrato
de PpB foi analisado por método de dispersao de luz dinamica DLS (Dynamic Light
Scattering) em equipamento Zetasizer ZS (Malvern — Reino Unido) com detector em
angulo fixo de 90 ° em temperatura de 25 °C. O potencial zeta foi medido ajustando a
condutividade para 50 uS/cm. As analises foram realizadas pelo software incluido no
equipamento que utiliza a equagao de Stokes-Einstein para didametro hidrodinadmico e
a equacgao de Helmholtz-Smoluchowski para o calculo da mobilidade eletroforética.
Os resultados foram expressos em valores médio (Z-average), indice de
polidispersividade (PDI) e potencial zeta. Todas as amostras foram analisadas em no

minimo triplicata e sem necessidade de diluicbes prévias.
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4.3.3.3. Elasticidade dos lipossomas

O procedimento utilizado para avaliar a capacidade de permeacdo dos
lipossomas produzidos foi adaptado de Trotta et al. (2003), Oliveira (2007) e Zanchetta
(2009).

As solugdes lipossomais foram extrudadas em extrusora de acgo inox aquecida
a 37 °C por circulagao de agua (modelo T.001, Lipex Biomembranes Inc.), para simular
a temperatura corpérea, e equipada com duas membranas de policarbonato (Poretic
Products, USA) sobrepostas (para simular as tortuosidades da pele) com diametro de
poro de 30 nm (aproximadamente a porosidade da pele) a uma pressédo de 2,5 atm
(pressao transepidermal). A elasticidade foi avaliada pela capacidade dos lipossomas
de regressar a estrutura original apés uma unica passagem pelo sistema. Medida do
didmetro hidrodindmico medio, polidispersividade, potencial zeta e concentracdo de

fosfato foram realizadas antes e depois da permeacao através das membranas.

4.3.3.4. Estabilidade de armazenamento

A estabilidade dos lipossomas desenvolvidos foi avaliada pela manutencao do
tamanho médio das particulas (em valores de z-average), o PDI e potencial zeta
armazenados em sistemas fechados a 8 °C, valores estes que foram analisados em

diferentes periodos de tempo apds a obtencéo.
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4.4. PRODUGAO DOS LIPOSSOMAS COM SUPERFICIE MODIFICADA
CONTENDO EXTRATO DE PTERODON PUBESCENS BENTH.

4.4.1. Material

DMPE-AH, extrato padronizado de Pterodon pubescens Benth (CPQBA -
UNICAMP), 1,2-dimiristoil fosfatidetanolamina (DMPE), L-a-fosfatidilcolina de ovo
(EPC) obtidos da Lipoid (Alemanha), etanol absoluto (99.5%) obtido da Merck KGaA

(Alemanha).
4.4.2. Preparagao dos lipossomas com superficie modificada
44.2.1. Lipossomas EPC:DMPE:DMPE-AH

Foi preparada solugcdo estoque de lipidio EPC:DMPE (80:20 mol:mol, 20
mmolL') em etanol absoluto conforme apresentado no tépico 4.3.2.1. Para a
preparagao da solugao estoque de AH-DMPE 6 mg/mL o sélido liofilizado foi disperso
em solugdo agua Mili Q®:etanol absoluto 1:0,1 com auxilio do UltraTurrax® 24.000 rpm
por 15 min a temperatura de 65 £ 2 °C. A solucdo estoque de lipidio foi adicionada
lentamente por gotejamento em sistema contendo agua Mili Q® e a quantidade
desejada de solugao estoque DMPE-AH mantida a 65 + 2 °C sob agitagao por sistema
UltraTurrax® de 24.000 rpm até concentracgao lipidica de 2 mmolL™", apds adi¢éo o
sistema foi mantido em agitagcdo por 15 min, armazenado em tubo tipo Falcon e
refrigerado a 8 °C por 24 para conformagéao das estrutura. Inicialmente foram obtidos
lipossomas com concentragdes de 5%, 10%, 15%, 20% e 25% (m/m) de DMPE-AH

em relacdo a massa de lipidio total do meio.
4.4.2.2. Lipossomas EPC:DMPE:DMPE-AH+Pterodon pubescens Benth.
Foi utilizada a mesma solugcao estoque lipidica apresentada no tépico 4.3.2.1

(EPC:DMPE 80:20 mol:mol, 20 mmolL"") assim como a solugdo estoque de DMPE-
AH (6 mg/mL) e de extrato de PpB apresentada no tépico 4.4.2.1.
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A solugédo estoque de lipidio foi dopada com a quantidade desejada de
suspensao estoque de PpB, homogeneizada em vortex até total solubilizagdo, o
procedimento subsequente de preparagao dos lipossomas foi como descrito no item
4.4.2 1. Inicialmente foram obtidos lipossomas com concentracoes de 5%, 10%, 15%,
20% e 25% (m/m) de DMPE-AH em relagdo a massa de lipidio do meio, contendo
50% (m/m) de extrato de PpB com relagdo a massa total de material anfifilico
(EPC:DMPE:DMPE-AH).

O esquema da Figura 17 apresenta o sistema utilizado para obtencdo dos

lipossomas com e sem extrato de PpB.

Figura 17. Sistema utilizado para obteng&o dos lipossomas contendo ou n&o extrato de PpB.
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4.4.3. Caracterizagoes

Os lipossomas foram avaliados quanto a eficiéncia e capacidade de
encapsulagcado, as caracteristicas da particula, elasticidade e estabilidade de
armazenamento tal qual metodologia de analise apresentada nos tdpicos 4.3.3.1,
4.3.3.2,4.3.3.3 € 4.3.3.4 respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51. SINTESE DO 1,2-DIMIRISTOIL FOSFATIDETANOLAMINA
DERIVATIZADO COM ACIDO HIALURONICO

5.1.1. Espectros na Regido de infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR) do DMPE-AH

Na Figura 18 observa-se o espectro do AH precipitado utilizado na sintese do

DMPE-AH.

Figura 18. Espectro de FTIR do AH precipitado utilizado na sintese do DMPE-AH.
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O espectro de AH obtido esta de acordo com os apresentados por Shimojo,
(2011) e Reddy, Karunakaran, (2013), onde foram observadas bandas vibracionais
nos comprimentos de onda de:

945 — 1150 cm": vibragdes de estiramentos dos grupos C-OH dos alcoois; em

1150 cm* (ombro) relativa as vibragdes das ligagdes C-O-C antissimétricas dos

grupos glicosidicos;

1412 cm: vibragdes correspondentes as ligagdbes C=0 e C-O- do grupo

carboxilato simétrico COO;

1500 — 1700 cm’": vibragdes dos grupos amina | e Il, assim como dos grupos

carbonila e carboxila (C=0);

2876 cm': estiramentos das ligagdes CH,



95

2500 — 3600 cm-1: estiramentos dos grupos NH e OH.

A Figura 19 apresenta o espectro vibracional do DMPE puro.

Figura 19. Espectro de FTIR do DMPE utilizado na sintese do DMPE-AH.
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A amostra analisada condiz com as bandas vibracionais apresentadas por
Deleu et al., (2014) para um fosfolipidio, sendo elas:

1069 cm": ligagbes do tipo O-P-0;

1080 cm™: estiramento simétrico do grupo POy’;

1179 cm": estiramento da ligagédo C-O.

1225 - 1248 cm: estiramento assimétrico do grupo PO>’;

1462 cm™: vibragao das ligagdes CH>;

1564 cm": vibragao do grupo amina I;

1742 cm™: estiramento do grupo C=0 do éster;

2849 — 2916 — 2955 cm': estiramento dos grupos CH> simétrico e assimétrico

e CHs assimétrico respectivamente.

Na Figura 20 encontra-se o espectro obtido por FTIR do DMPE-AH purificado.
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Figura 20. Espectro obtido por FTIR do DMPE-AH purificado.
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Observam-se vibragdes nos comprimentos de onda de:

945 — 1150 cm-1: vibragbes de estiramentos dos grupos C-OH dos alcoois; em
1053 cm-1 ligagbes do tipo O-P-O, 1101 cm-1, estiramento simétrico do grupo PO2-
e 1142 cm-1 (ombro) relativa as vibragdes das ligagbes C-O-C antissimétricas dos
grupos glicosidicos;

1263 cm-1: estiramento assimétrico do grupo PO2-;

1412 cm-1: vibragbes correspondentes as ligagbes C=0 e C-O- do grupo
carboxilato simétrico COO-;

1500 — 1700 cm-1: vibragbes dos grupos amina | e I, assim como dos grupos
carbonila e carboxila (C=0);

2876 cm-1: estiramentos das ligagbes CH;

2500 — 3600 cm-1: estiramentos dos grupos NH e OH.

As novas vibracdes presentes no esqueleto de acido hialurénico em 1053, 1101
e 1263 cm’, que evidenciam vibragdes correspondentes a ligagdes do tipo P-O, sdo
decorrentes da derivatizagdo, uma vez que estas ligagcdes sdo caracteristicas do

DMPE e ausentes no AH, comprovando a formacao do DMPE-AH.
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5.1.2. Termogramas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) do DMPE-
AH

A Figura 21 apresenta os termogramas acido hialurénico, DMPE e do DMPE-

AH sintetizado.

Figura 21. Termogramas dos materiais de partida DMPE, AH e do DMPE-AH sintetizados.
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Observa-se para o termograma do AH a presenga de um pico endotérmico em
65 °C relacionado a perda de agua da amostra e dois picos exotérmicos em 230 °C e
240 °C relacionados a degradacédo térmica do polimero. A amostra de DMPE
apresentou um pico endotérmico 44,76 °C relacionado a sua temperatura de transi¢cao
de fase.

Observa-se no termograma de DMPE-AH a presenca de um pico endotérmico
em 60 °C, correspondente a perda de agua pelo material, seguido de pico exotérmico,
em 242 °C correspondente a sua degradacdao. A auséncia do pico endotérmico
caracteristico do DMPE em 44,76 °C e do pico exotérmico presente no AH puro em
230 °C, no DMPE-AH, evidenciam uma diferenciacéo térmica entre 0 mesmo e seus
materiais de partida, que em conjunto com os dados obtidos por FTIR, confirmam a

ocorréncia de derivatizagao.
5.1.2.1. Grau de derivatizacao
O grau de derivatizacao obtido foi de 41,29 + 0,02% dos grupos carboxilicos

presentes no AH substituidos por DMPE, vale salientar que o experimento

desenvolvido para derivatizagdo do DMPE tinha interesse a derivatizagéo de 50.00%
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dos grupos carboxilicos do AH, desta forma, foi possivel derivatizar 82,64% do total
tedrico previsto.

Saadat et al. (2014) apresentaram pela primeira vez a obtencédo de DMPE-AH
via reacao mediada pela carbodiimida EDC na presencga de NHS, partindo de um meio
com excesso molar de dois para o EDC e NHS e cinco para o DMPE a uma
temperatura de 50 °C, obtendo um GD% de 10,2% do total tedrico ideal. Este valor de
GD% é aproximadamente 8,00 vezes menor que o obtido neste trabalho utilizando o
DMTMM como ativador dos grupos carboxilicos, além disto a reacdo mediada por
DMTMM nao necessitou da utilizagdo de reagentes em excesso e temperaturas
elevadas.

Mojarralli (2011) atribui a baixa derivatizagdo do AH por ativagcdo por
carbodiimide EDC na presenca de NHS a inespecificidade da reacao na formacao do
DMPE-AH, que gera, de forma incontrolavel, o intermediario ndo reativo N-acilurea,
tornando esta rota de amidacdo ndo adequada para o acoplamento de aminas
primaria a estrutura do AH. D’Este et al. (2014) investigaram a reacao de amidagao
via EDC/NHS e realizaram um comparativo com as ativadas por DMTMM na presenca
de diferentes aminas, observando a superioridade das reagdes carreadas com
DMTMM em relagdo as por EDC/NHS no GD% final do AH, assim como em
parametros de processo como por exemplo, a auséncia de corre¢do do pH do longo
da reacao (correcao esta que é inevitavel para as reacdo com EDC/NHS mesmo na
presenca de tampdes), de excessos de ativadores e a reprodutibilidade da reagao,
fator este de importancia por fornecer indicativos do possivel escalonamento do
processo.

O DMPE-AH purificado e caracterizado foi utilizado nas metodologias
apresentadas no topico 4.4.
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5.3. LIPOSSOMAS CONVENCIONAIS CONTENDO EXTRATO DE
PTERODON PUBESCENS BENTH.

As solugdes lipossomais com 2,00 mmolL' de EPC:DMPE (80:20) obtidas com
10%, 20%, 30%, 40% e 50% de extrato de Pterodon pubescens Benth. (percentual
relacionado a massa de lipidio) apresentaram-se, apés 12 h de fabricagédo estocadas
a 8 °C, sem a presenga de segunda fase, indicando que a encapsulagao do extrato

nas condi¢des descritas neste trabalho foi eficiente (Figura 22).

Figura 22. Solugdes lipossomais a 2,00 mmolL-"! obtidas com (da direita para esquerda), 10, 20, 30, 40
e 50% de extrato de PpB.
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5.3.1. Eficiéncia e capacidade de encapsulagao

A estabilidade dos lipossomas na solugcéo de dialise foi avaliada de forma
prévia, uma vez que neste ensaio tem-se como objetivo a retirada apenas do extrato
de PpB néo incorporado aos lipossomas sem que ocorra a lise das particulas. Para
esta finalidade, a solugao controle de lipossomas foi incubada no meio de dialise por
24 h, tendo suas propriedades mensuradas antes e apos o ensaio. A Tabela 2
apresenta os valores de didmetro médio (expresso em z-average), PDI e potencial
zeta, para os lipossomas controle antes e apds terem sido incubados no meio de

dialise.
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Tabela 2. Tamanho médio (expresso em z-average), PDI e potencial zeta dos lipossomas controle antes
e apos a o ensaio de estabilidade no meio de dialise.

Z-Avarege PDI Potencial Zeta
(nm) (mV)
Inicial 1155+1,41 0,22+0,01 -7,93+0,14

Apos dialise  1152+2,12 0,23+0,01 -7,66+0,06

Todas as propriedades avaliadas nos lipossomas, didmetro meédio, PDI e
potencial zeta, apresentaram-se estatisticamente estaveis (p > 0,05) apds 24 h de
incubacao, indicando assim que o meio de didlise € susceptivel para realizacdo do
ensaio sem que ocorra lise das particulas.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para eficiéncia (EE) e capacidade
(CE) de encapsulagao dos lipossomas convencionais obtidos com até 50% de extrato

de sucupira.

Tabela 3. Eficiéncia e capacidade de encapsulagédo dos lipossomas convencionais obtidos com até
50% de extrato de sucupira.

Razao % EE CE
(Extrato/Lipidio) (%) (%)
10%* 81,23 + 8,26 7,30+ 1,35
20% 89,96 +3,80 17,99 +0,76
30% 92,41+265 27,72+0,79
40% 85,84 +2,32 34,33+0,93
50% 71,26 £3,54 3563+1,77

*Os valores de EE e CE para os lipossomas com 10% de extrato de PpB. foram obtidos por dados de
regresséo, uma vez que o percentual de extrato encontra-se abaixo do limite de detec¢cdo do método

empregado.

Observa-se na Tabela 3 a ocorréncia de redugédo na EE apds 30% de extrato
de PpB., fato este que esta relacionado com a estabilizacao na CE observada a partir
deste mesmo ponto, indicando que a EE apresenta esta reducao devido a carga limite
de extrato de PpB suportada pela particula, carga esta, de 34,98% (média das cargas
obtidas para as solugdes com 40 e 50% de extrato de PpB).

Em média, quando se esta abaixo da carga maxima de encapsulagao, apenas
2,33% do extrato de PpB. nao é encapsulado nas particulas, indicando assim que nao
sao0 necessarios excessos de extrato de PpB superiores a 2,33% da carga limite para

obtengao de solugdes lipossomais carregadas com aproximadamente 35% de extrato.
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5.3.2. Propriedades dos lipossomas convencionais

Apos 24 h de preparo e estocagem a 8 °C, as medidas do diametro
hidrodinamico médio das particulas, polidispersividade assim como do potencial zeta
foram realizadas nas solugdes lipossomais. Os resultados obtidos estao apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4. Tamanho médio (expresso em z-average), PDI e potencial zeta dos lipossomas obtidos.

Razdo % Z-Avarege PDI Potencial Zeta
(Extrato/Lipidio) (nm) (mV)

0% 114,43+3,50 0,23+0,01 -7,93+0,34
10% 137,33+2,74 0,21+0,01 -10,37£0,54
20% 160,27 £ 3,60 0,20+0,00 -9,59 % 0,36
30% 214,73+1,36 0,25+0,01 -20,97 +0,28
40% 205,87 £5,20 0,21+£0,01 -22,17+0,28
50% 209,80+2,39 0,24+0,02 -20,47 0,21

Fonte — Préprio autor.

Observa-se na Tabela 4 que os lipossomas obtidos sem adicdo de extrato de
PpB apresentaram diametro médio de 114,43 £ 3,50 nm, didmetro este que sofre
incremento significativo (valor de p < 0,05) até adigdo de 30% de extrato de PpB. Apos
30% de adigéo, o didametro médio torna-se estatisticamente constante (valor de p >
0,05) até o maximo valor de adicao de extrato (50%). Comportamento semelhante &
observado para o potencial zeta, em escala inversa, onde os valores decrescem até
20% de carga de extrato, e mantem-se visualmente constantes, porém n&o
estatisticamente (p < 0,05), entre 30 e 50% de carga. Os valores de PDI demonstram
que as particulas obtidas sdo moderadamente polidispersas (MALVERN, 2014), e
estatisticamente diferentes quanto ao percentual do extrato incorporado (p < 0,05),
porém sempre menores 0,25.

A existéncia do patamar de crescimento dos lipossomas (entre 30% e 50% de
extrato) esta relacionado a saturacdo da sua porgao lipofilica por extrato de PpB,
corroborando com os resultados obtidos para capacidade de encapsulacao, onde a
CE limite observada foi de 34,98%.

A Figura 23 apresenta os espectros de DLS em termos das distribuicoes
populacionais para o diametro (d) em termos de intensidade (1), | x d8, e nimero (N),

N x d. Como observado, ambas as distribuicdes sdo predominantemente unimodais,
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apresentando PDI inferior a 0,25. As distribuicbes de intensidade apresentam
deslocamento para didmetros superiores relacionados ao aumento da carga do
extrato. As distribuicbes numéricas apresentam didmetros predominantemente em
torno de 100 nm. Didmetros inferiores podem ser observados para os lipossomas
vazios, enquanto didmetros mais altos s&o vistos para as amostras com 50% de

extrato/lipidio, o que podem indicar a presenga de outros agregados.

Figura 23. Distribuicdes populacionais em intensidade (lateral esquerda) e numero (lateral direita) para
os lipossomos com a) 0%, b) 10%, c) 20%, d) 30%, e) 40% e f) 50% de extrato de PpB.
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5.3.3. Elasticidade dos lipossomas

O ensaio de elasticidade dos lipossomas teve como finalidade verificar se os
lipossomas desenvolvidos s&o capazes de transpassar barreiras que mimetizam a
estrutura do extrato corneo.

A Tabela 5 apresenta os lipossomas utilizados no ensaio antes de serem

submetidos a extruso.

Tabela 5. Diametro médio (expressos em z-avarege), PDI e potencial zeta dos lipossomas antes de
serem submetidos ao ensaio de permeacao in vitro.

Razéo % Z-Avarege PDI Potencial Zeta
(Extrato/Lipidio+AH-DMPE) (nm) (mV)
0% 102,7 £ 1,31 0,28 + 0,01 -21,03 £+ 0,66
10% 137,77 £1,17 0,29+0,02 -24,07 £0,79
20% 156,53+ 0,82 0,19+ 0,01 -28,13+1,16
30% 230,27 +4,30 0,31 +0,01 -18,37 £ 0,69
40% 2089+1,10 0,26+0,02 -25,50+0,35
50% 210,2+1,46  0,25+0,01 -20,60 + 1,37

Todas as formulagdes lipossomais desenvolvidas foram submetidas ao ensaio
de permeacdo. A manutencao do didametro médio, polidispersividade e potencial zeta,
em conjunto com o percentual de fésforo passante pela membrana, foram utilizados
como parametros que identifiquem a capacidade do lipossoma de sofrer deformagao
sem que ocorra a sua desestruturagao.

A Tabela 6 apresenta os resultados do didmetro meédio, polidiserpersividade,
potencial zeta e percentual de fosforo passante pela membrana das amostras apés

serem submetidas ao ensaio de permeacéo.

Tabela 6. Diametro médio (expressos em z-avarege), PDI, potencial zeta e percentual de fésforo
passante pela membrana para os lipossomas apos terem sido submetidos ao ensaio de permeacgéo in
vitro.

Razéo % Z-Avarege PDI Potencial Zeta Fésforo
(Extrato/Lipidio+AH-
DMPE) (nm) (mV) %
0% 95,04 + 1,29 0,31 £ 0,03 -19,77 £ 0,33 71,57 + 1,50
10% 137,45 £ 0,96 0,28 + 0,02 -22,93 +1,19 83,12+ 1,75
20% 164,83 + 3,22 0,16 + 0,02 -20,20 £ 0,42 81,62+ 1,01
30% 219,17 £ 3,22 0,26 + 0,02 -17,43 £ 0,56 86,90 + 2,05
40% 210,5+ 1,01 0,22 + 0,02 -26,45 + 0,37 85,2 + 1,62
50% 205,2 + 1,06 0,23 + 0,01 -23,80 + 0,47 86,35+2,13
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Apenas os lipossomas controle (EPC:DMPE 80:20) apresentaram variagcao
significativa quanto ao didmetro das particulas (valor de p < 0,05), para as formulagdes
com extrato de PpB o maior desvio observado foi de 5,3% que ocorreu na amostra
com 20% de extrato de PpB, entretanto, este desvio ndo é estatisticamente
significativo. Quanto aos valores de potencial zeta, as amostras com 20% e 50% de
carga apresentaram variagdes significativa, tendo a formulagdo com 20% de extrato
apresentando aumento no valor do potencial zeta de 28,19% e a formulagao com 50%
de extrato diminuicdo de 15,53%, indicando uma reestruturacdo da membrana, as
demais solu¢des nao apresentaram variagao significativa para esta propriedade (valor
de p > 0,05). Para o PDI, verificou-se que a amostra controle foi a unica que
apresentou aumento estatisticamente significativo (valor de p < 0,05), aumento este
de 10,71% em relagdo as amostras antes do ensaio. Este aumento, associado a
variacao significativa do diametro médio, nos leva a crer que as amostras controle
sofreram certa desestruturaram ao passarem pelos poros da membrana. As demais
solugdes, excetuando-se a com 10% de extrato de PpB. apresentaram variagédo
significativa para o valor de PDI, porém estas variagdes atuaram na diminuicdo deste
valor em até 16,13%.

Com relagao ao percentual de fésforo passante, verifica-se que, em média, os
lipossomas contento extrato de PpB, em quaisquer propor¢des, apresentam
percentual de fésforo passante 13,1% maior que as amostras controle (vale salientar
que as amostras a partir de 30% de extrato de PpB apresentam didmetro médio 2,1x
maior que os lipossomas controle), levando-nos a crer que a presenga do extrato no
interior da bicamada lipidica torna as particulas mais deformaveis, o que proporciona
menores desestruturacdes na sua estrutura quando extrudada pelos poros da

membrana, aumentando assim sua susceptibilidade para aplicagao transdérmica.

5.3.4. Estabilidade em armazenamento dos lipossomas convencionais

A estabilidade dos lipossomas convencionais foi avaliada por até 233 dias de
estocagem a 8 °C em recipiente fechado, tendo as amostras preservado sua
aparéncia ausente de precipitados.

Na Figura 24 observam-se os graficos de evolugéo ao longo das medigdes do
diametro médio das particulas (expresso em z-average, ver Figura 24 a) e potencial

zeta (Figura 24 b) até 233 dias de acompanhamento.
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Figura 24. Graficos de evolugéo do a) didmetro médio das particulas (expresso em z-average) e b)
potencial zeta ao longo dos 233 dias de acompanhamento de estabilidade.
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Para os primeiros 40 dias de estabilidade, as amostra controle (0% de extrato
de PpB), 30%, 40% e 50% mantiveram seu didmetro médio estatisticamente
semelhante durante o periodo de estocagem (valor de p > 0,05), ja as amostras com
10% e 20% apresentaram desvio estatisticamente significativo no seu didmetro médio
(valor de p < 0,05), desvio este menor que 6% do z-average. Os valores de potencial
zeta apresentaram variagao estatistica significativa para todas as amostras estudas,
tendo as mesmas apresentado diminui¢cao do potencial em até 62% do seu valor inicial
(valores de p < 0,05), indicando um aumento da estabilidade das amostras neste
periodo. O PDI das amostras ndo apresentou variagao estatistica significativa.

Apds 233 dias de estabilidade, em comparagao com as amostras iniciais, os
lipossomas das formulacdes com 20% e 40% de extrato de PpB mantiveram seu
diametro médio estatisticamente semelhantes (valor de p > 0,05), ja as amostras
controle, 10%, 30% e 50% apresentaram desvio estatisticamente significativo em seu
didmetro médio (valor de p < 0,05), desvio este inferior a 6% (do z-average) para as
amostras 30% e 50% e de até 25,22% (do z-average) para as amostras controle e
10%. As amostras 30% e 40% apresentaram variagéo nao significativa quando ao
valor de potencial zeta medido (valor de p > 0,05), ja as demais amostras, controle,
10%, 20% e 50% apresentaram variagao significativa quanto ao potencial zeta (valor
de p < 0,05). Para os valores de PDI, apenas as amostras controle e 10%

apresentaram variagdes significativas (valor de p < 0,05), variacbes estas de até
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33,33%, as demais amostras, 20%, 30%, 40% e 50% nao apresentaram variacoes
significativas (valor de p > 0,05) indicando que estas amostras mantiveram sua
homogeneidade de tamanho de particulas ao longo do tempo de estocagem
estatisticamente semelhante a apresentada no 1° dia.

A Figura 25 apresenta os resultados de didmetro médio em graficos de
distribui¢des populacionais em intensidade (ver Figura 25, lateral esquerda) e numero

(ver Figura 25, lateral direita) para as amostras ap6s 233 dias de estabilidade.

Figura 25. Distribuigdes populacionais em intensidade (lateral esquerda) e numero (lateral direita) para

os lipossomos com a) 0%, b) 10%, c) 20%, d) 30%, e) 40% e c) 50% de extrato de PpB pds 233 dias
de estabilidade.
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As distribui¢cdes, tanto em intensidade como em numero, do didmetro médio
dos lipossomas apresentados na Figura 25 sdo majoritariamente unimodais, para
todas as propor¢cées de lipidio:extrato desenvolvidas, e semelhantes aos
apresentados para os lipossomas 24 h apds o preparo, evidenciando assim a
estabilidade da solugao lipossomal até 233 dias.

O ponto extremo de carga de extrato (50%) foi escolhido para teste no

desenvolvimento dos lipossomas com superficie modificada.

5.4. LIPOSSOMAS COM SUPERFICIE MODIFICADA CONTENDO
EXTRATO DE PTERODON PUBESCENS BENTH.

Como amostra “branco” a solugdo estoque de DMPE-AH 6 mg/mL, apds
estocagem a 8 °C por 24 h, foi diluida para 10 volumes em agua MiliQ® e analisada
por técnica de DLS com a finalidade de verificar a possivel formacao de particulas,
uma vez que o DMPE-AH apresenta perfil anfifilico. A analise apresentou particulas
de DMPE-AH com didmetro médio (expresso por z-average) de 1090,00 £ 29,50 nm
e potencial zeta de 47,00 £ 1,69 mV, a formacao destas particulas comprova que a
reacao de amidagado ativada por DMTMM foi eficiente na ligagcdo covalente de
moléculas de DMPE ao esqueleto polimérico do AH. Saadat et a (2014"2) também
obtiveram particulas por dispersdo do DMPE derivativatizado com AH em meio
aquoso sem a necessidade de adigdo de outras moléculas anfifilicas. O indice de
polidispersividade das particulas obtidas indicam alta polidispersividade (PDI = 0,75 +
0,69).

A Figura 26 apresenta o resultado das distribuicbes populacionais em
intensidade (Figura 26 a) e numero (Figura 26 b) para as particulas de DMPE-AH.

Figura 26. Perfil das particulas de DMPE-AH em a) intensidade e b) nimero.
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Os lipossomas com superficie modificada com até 10% de DMPE-AH (com
relacdo a massa de lipidio) foram caracterizados, os demais formaram densos
precipitados (Figura 27 a) indicando que o aumento do percentual de DMPE-AH gerou
o desequilibrio entre as forcas de atragdo da parcela lipofilica dos lipossomas e
repulséo entre as cadeias de polimero no recobrimento, levando ao rompimento das

estruturas (Figura 27 b).

Figura 27. Aspecto visual das solugdes lipossomais com percentuais de AH-DMPE maiores que 10%
verificando-se a presencga de a) precipitados e b) esquema ilustrativo das forgas de atragio e repulsado
presentes na estrutura do lipossoma com recobrimento de superficie.
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5.4.1. Eficiéncia e capacidade de encapsulagao

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para eficiéncia (EE) e capacidade
(CE) de encapsulacéo dos lipossomas com superficie modificada obtidos com 50%

de extrato de PpB.

Tabela 7. Eficiéncia e capacidade de encapsulagdo dos lipossomas com superficie modificada por
DMPE-AH obtidos com 50% de extrato de PpB.

Razao % Razao % EE CE
(DMPE-AH/Lipidio)  (Extrato/Lipidio+DMPE-AH) (%) (%)
5% 50% 72,08 £ 1,88 36,04 £ 0,94

10% 50% 69,46 + 0,67 34,73 +0,34
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Observa-se na Tabela 7 que a eficiéncia de encapsulacao foi inferior a 73%,
entretanto, este valor pode estar associado a carga limite de extrato suportado pelo
lipossoma, uma vez que a capacidade de encapsulacao (EC) obtida para ambas as
formulagbes (5 e 10% de DMPE-AH) apresenta valor médio estatisticamente
semelhante (valor de p > 0,05) a CE dos lipossomas convencionais, indicando que a
modificagdo de superficie dos lipossomas nao proporciona maior ou menor
encapsulacao de extrato de PpB., permanecendo assim, a CE do extrato de
aproximadamente 35% tanto para os lipossomas convencionais como para 0s

lipossomas com superficie modificada.

5.4.2. Propriedades dos lipossomas com superficie modificada

A Tabela 8 apresenta os resultados para didametro de particulas, PDI e potencial
zeta das particulas com superficie modificada com DMPE-AH contendo ou nao extrato
de PpB, os valores da amostra sem DMPE-AH, com e sem incorporacao do extrato,

estdo apresentadas como dados comparativos.

Tabela 8. Resultados da analise por método de DLS do didmetro das particulas (expresso em valores
de z-average), PDI e potencial zeta.

Razao % Razao % Z-Avarege PDI Potencial Zeta
(DMPE- (Extrato/Lipidio+DMPE-
AH/Lipidio) AH) (nm) (mV)

0% 0% 114,43 + 3,50 0,23 + 0,01 -7,93+0,34
5% 0% 104,23 + 1,31 0,36 + 0,01 -11,03 £ 0,97
10% 0% 122,80 + 5,30 0,35+ 0,03 -9,65 + 0,68
0% 50% 209,80 + 2,39 0,24 + 0,02 -20,47 £ 0,21
5% 50% 501,53 £ 5,92 0,28 + 0,04 -19,53 £ 0,34
10% 50% 531,57 £ 14,00 0,47 £ 0,09 -23,80 + 0,88

Na Tabela 8 observa-se que os lipossomas com superficie modificada com 5%
e 10% de DMPE-AH (ausentes de extrato de PpB) apresentaram didmetro das
particulas, PDI e potencial zeta semelhantes, porém estatisticamente diferentes (valor
de p <0,05). Os valores de PDI para as particulas com DMPE-AH foram menores que
0,4, o que indica que os sistemas se apresentam moderadamente polidispersos.
Quanto a adigdo da carga de extrato, verifica-se a variagcéo estatistica de todos os
resultados estudados (valores de p < 0,05). O diametro médio das particulas com
extrato de PpB com superficie modificada (tanto 5% quanto 10% de DMPE-AH) diferiu
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aproximadamente 140% em relacao aos lipossomas convencionais, entretanto nao foi
verificada alteragao na capacidade de encapsulacéo. Portando, os efeitos no tamanho
podem ser atribuidos a conformacgao das cadeias de AH (mais esticadas ou mais
deitadas na superficie) como consequéncia do equilibrio de forgas entre a dupla
camada e o recobrimento de AH.

A Figura 28 apresenta os resultados de didmetro médio em graficos de
distribui¢des populacionais em intensidade (ver Figura 38, lateral esquerda) e numero
(ver Figura 38, lateral direita) para os lipossomas como superficie modificada. Nao
foram observadas diferengas substanciais nas distribuicbes da Figura 28 a) e b), bem
como em comparagao com os lipossomas convencionais (Figura 23 a). No entanto,
para lipossomas carregados com 50% PpB e 10% de carga de DMPE-AH (Figura 28
d), as distribuicbes sdo mais dispersas que as observadas nos lipossomas
convencionais (Figura 23 f), evidenciando o desequilibrio de forgas na bicamada
devido a incorporagao de 10% de DMPE-AH.

Figura 28. Distribuigbes populacionais em intensidade (lateral esquerda) e numero (lateral direita) para
os lipossomos com a) 5% de DMPE-AH, b) 10% de DMPE-AH, c) 5% de DMPE-AH + 50% de extrato
e d) 10% de DMPE-AH + 50% de extrato de PpB.
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5.4.3. Elasticidade dos lipossomas

A Tabela 9 apresenta as propriedades dos lipossomas com superficie

modificada antes de serem submetidos ao ensaio de elasticidade.

Tabela 9. Solugbes lipossomais utilizadas nos testes de peameacgao antes do ensaio, expressas em
valores de z-avarege, PDI e Potencial zeta.

Razao % Razéo % Z-Avarege PDI Potencial Zeta
(DMPE-AH/Lipidio) (Extrato/Lipidio+DMPE-AH) (nm) (mV)

5% 0% 140,0+0,30 0,36+0,05 -19,67 1,14

5% 50% 246,43 +12,36 0,41+0,08 -23,27 +0,31

10% 0% 165,12+ 3,12 0,52 + 0,01 -22,75+0,42

10% 50% 448,23 £ 34,27 0,47 + 0,01 -31,93+1,16

Assim como para os lipossomas convencionais, manutencido do didmetro
meédio, polidispersividade e potencial zeta, em conjunto com o percentual de fésforo
passante pela membrana, foram utilizados como parédmetros que identifiquem a
capacidade do lipossoma de sofrer deformagdo sem que ocorra a sua
desestruturacao.

A Tabela 10 apresenta os resultados do diametro médio, polidiserpersividade,
potencial zeta e percentual de fosforo passante pela membrana das amostras apés

serem submetidas ao ensaio de permeacéo.

Tabela 10. Resultados para os lipossomas com superficie modifica apds ensaio de permeacéo in vitro
expressos em z-avarege, PDI, potencial zeta e percentual de fésforo passante em relagédo ao fésforo
inicial.

Razao % Razao % Z-Avarege PDI Potencial Zeta Fésforo
(DMPE- (Extrato/Lipidio+DMPE-
AH/Lipidio) AH) (nm) (mV) %
5% 0% 110,17 £ 1,93 0,32 +£0,03 -18,90 £ 0,78 97,49 £ 1,12
5% 50% 240,56 £ 2,42 0,40 £0,08 -22,37 + 0,41 90,17 £ 1,35
10% 0% 153,01 £ 6,64 0,40 £ 0,01 -20,50 + 0,62 97,12+0,13
10% 50% 350,60 + 9,80 0,40 £0,02 -31,77 £ 0,65 91,52 £2,13

Os lipossomas recobertos com 5% de DMPE-AH, sem carga de extrato e com
50% de PpB, e os recobertos com 10% de DMPE-AH contendo 50% de carga
apresentaram variagao significativa quanto ao didmetro médio (valor de p < 0,05),
variacbes estas de até 21,79%, os lipossomas com 5% de recobrimento e 50% de

carga nao apresentaram variagao significativa para do diametro médio. Quanto ao
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potencial zeta, as amostras com 10% de DMPE-AH apresentaram desvio significativo
de até 17,42% (valor de p de < 0,05), as demais amostras ndo apresentaram desvio
significativo para esta propriedade. As amostras com 5% e 10% de DMPE-AH
apresentaram variagao significativa na polidispersidade, variagéo esta, de até 23,08%,
para as demais amostras o PDI apresentou-se estatisticamente semelhante ao inicial.

Com relagao ao percentual de fosforo passante, as amostras controle (com 5 e
10% de DMPE-AH ausentes de extrato de PpB.) apresentaram resultados
estatisticamente semelhante de, expresso em média, 97,3%, assim como as amostras
contendo extrato de PpB. (independente do percentual de recobrimento)
apresentaram percentual estatisticamente semelhante, expresso em média, de
90,84%, valor este que é 6,46% menor que o percentual do controle. Este menor
percentual de fésforo passante para as amostras com 50% de extrato de PpB. pode
estar relacionado ao tamanho superior destas particulas (entre 240 — 350 nm,
aproximadamente 2x maiores que seus respectivos controles) em relagado aos seus
respectivos controles, tamanho este que n&o esta associado ao percentual de extrato
encapsulado, mas pode estar relacionado a uma nova estruturacdo do DMPE-AH na
superficie da particula devido a interacdo do recobrimento com o extrato de PpB
presente na bicamada lipidica.

Em comparacédo com os lipossomas convencionais, as amostras controle com
superficie modifica apresentaram percentual de fosforo passante 25,73% maior,
mesmo apresentando particulas com didmetro médio superior (1,5x maiores), o que
nos indica o aumento da capacidade de deformacao das particulas sem que ocorra
desestruturacao do lipossoma por incorporacdo do DMPE-AH. Quanto as particulas
com extrato de PpB, os lipossomas com superficie modificada apresentaram
percentual de fosforo passante 6,21% maior que os lipossomas convencionais, além
deste maior percentual, é importante ressaltar que as particulas com superficie
modificada apresentam diametro médio de até 2,1x maior que os lipossomas
convencionais na sua capacidade maxima de encapsulacdo, indicando que a
incorporacao do DMPE-AH nas particulas, com ou sem extrato de PpB, amplifica a
capacidade de deformacéao dos lipossomas, permitindo que os mesmos atravessem

as tortuosidades dos poros das membranas com o minimo de desestruturagao.
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5.4.4. Estabilidade dos lipossomas com superficie modificada

Os lipossomas com superficie modificada foram submetidos a estudo de
estabilidade durante 203 dias. Na Figura 29 observam-se os graficos de evolugao ao
longo das medigdes do didmetro médio das particulas (expresso em z-average, ver

Figura 29 a) e potencial zeta (Figura 29 b) até 203 dias de acompanhamento.

Figura 29. Graficos de evolugdo do a) diametro médio das particulas (expresso em z-average) e b)
potencial zeta ao longo dos 203 dias de acompanhamento de estabilidade.
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Nos primeiros 20 dias do estudo os lipossomas ausentes de extrato de PpB
apresentaram estabilidade quanto a manutengao do didametro médio, PDI (valor de p
>0,05) e potencial zeta (valor de p> 0,05) excetuando-se o potencial zeta para amostra
com 5% DMPE-AH). Os lipossomas com superficie modificada com 5% de DMPE-AH
e carregados com 50% de extrato de PpB apresentaram variagao quanto ao didmetro
médio estatisticamente significativa (valor de p < 0,05), variagéo esta, de 13,80%, o
valor do indice de polidispersividade permaneceu constante (valor p > 0,05), ja o
potencial zeta sofreu alteragdes de 40,14% (estatisticamente significativa, valor de p
< 0,05) indicando aumento na estabilidade coloidal da amostra. Os lipossomas com
superficie modificada com 10% de DMPE-AH e carregados com 50% de extrato de
PpB apresentaram-se estatisticamente estaveis nos 20 dias de estocagem para todas
as variaveis de resposta, diametro médio, PDI e potencial zeta (valor de p > 0,05).

No 203° de estabilidade, apenas os lipossomas com superficie modificada com
10% de DMPE-AH e 50% de extrato de PpB n&o apresentaram variagao significativa

para o didametro médio expresso em valores de z-average (valor de p > 0,05), os
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lipossomas com superficie modifica com 5% de DMPE, com e sem extrato de PpB e
os lipossomas com recobrimento de 10% apresentaram desvios de até 37,17% em
relacdo ao primeiro dia (valor de p < 0,05). Quanto ao potencial zeta todos os
lipossomas apresentaram variagao significativa (valor de p < 0,05), variagcbes estas de
até 138,22%. Apenas os lipossomas com superficie modificada com 10% de DMPE-
AH, sem extrato, e 5% de DMPE-AH com 50% de extrato de PpB, apresentaram
variagéo significativa para o PDI (valor de p < 0,05), variagao esta, de 48,57% em
relagdo ao primeiro dia, indicando um aumento significativo na polidispersividade
destas formulagdes.

A Figura 30 apresenta os perfis das particulas ap6s 203 dias de estabilidade,
onde observa-se, para intensidade, a prevaléncia de distribuicbes multimodais,
corroborando com os resultados de aumento de PDI e variagbes significativas de
diametro médio apresentados anteriormente.

Figura 30. Distribuicoes populacionais em intensidade (lateral esquerda) e numero (lateral direita) para

os lipossomos com a) 5% de DMPE-AH, b) 10% de DMPE-AH, c) 5% de DMPE-AH + 50% de extrato
e d) 10% de DMPE-AH + 50% de extrato de PpB. apds 203 dias de estabilidade.
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6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a técnica
de adicao de lipidios em etanol sob alto cisalhamento € uma tecnologia eficiente e
escalonavel para a preparacdo de lipossomas contendo o extrato de PpB. A
derivatizacao do AH com DMPE via DMTMM proporcionou acoplamento eficiente e
reprodutivel, sem a geragdo de subprodutos toxicos. O extrato foi eficientemente
encapsulado em lipossomas convencionais e com superficie modificada, os quais
apresentaram elasticidade que assegurou a recuperagao de suas propriedades fisico-
quimicas apos a extrusdo através de membranas nanoporosas. Em conjunto, as
propriedades medicinais do extrato para o tratamento da osteoartrite e sua
incorporagao eficiente em formulagdes lipossomais, devem melhorar sua atividade e
possibilitar sua aplicacao topica. Estas descobertas abrem caminho para a producéao
escalonavel de extrato de PpB lipossomal. Pesquisas futuras devem ser realizadas

para determinar os beneficios destas formulagbées em modelos in vivo.
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Abstract Osteoarthritis, a disease characterized by localized inflammation of the joint and destruction
of cartilage, has been a major cause of morbidity among older people. The plant of the genus Pterodon,
commonly known as ‘sucupira,’ has been used in popular medicine for its antirheumatic, analgesic, and
anti-inflammatory properties. The fruit extract of Pterodon pubescens Bent. (PpB), provided
antirheumatic activities in animal models of induced osteoarthritis. lts main active compounds are
vouacapans, non-furan linear chain diterpenes such as 6a, 7p-dihudroxyivouacapan-17§3-oate methyl
ester, and geranylgeraniol, which are poorly soluble in water, thus restricting their activities. Therefore,
adequate formulations should improve its physicochemical properties and activity. Herein, the PpB
extract was loaded in conventional and surface modified elastic liposomes composed by L-a-
phosphatidylcholine (EPC) and 1,2-dimyristoyl phosphatidylethanolamine (DMPE) (80:20 EPC/DMPE
molar ratio). Surface modification was performed by coupling hyaluronic acid (HA) to DMPE via
activation with 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium (DMTMM) in an alternative
route. Both liposomes were prepared by dripping in a high shear scalable process. Dynamic light
scattering and zeta potential measurements indicated favorable interactions among the lipids and
bioactive compounds, yielding high encapsulation efficiency (90% approx.) and electrostatically stable
vesicles. Elasticity was proved for empty (150 nm approx.) and loaded liposomes (250nm approx.) by
their capability for permeation in two stacked (30nm) polycarbonate membranes mimicking skin porosity.
HA coverage benefited liposome recovery after permeation. These results provide scientific foundations
to produce elastic liposomes to deliver PpB to the skin. Besides, they signalize to the potential of these

liposomes to the topical treatment of osteoarthritis.

Keywords: liposomes, phospholipids, Pterodon pubescens Benth, ‘sucupira’

Introduction

Osteoarthritis (OA) is a common degenerative disease that leads to cartilage degradation and
jointinflammation. Clinical manifestations of OA are marked by joint pain, tenderness, stiffness, impaired
movement, crepitus, and effusion3%91425. The knee and hip are common forms of osteoarthritis
worldwide, especially among older people. In general, osteoarthritis is one of the most significant causes
of global disability, with relevant direct and indirect medical costs per patient.

The Pterodon pubescens Benth. (PbB) commonly known as ‘sucupira’, is a tree native to central
Brazil. PbB fruit extract is used in folk medicine for anti-inflammatory, and antirheumatic activities%.13.20,
One of the most recurring applications of the PbB extract is for pain relief*.

The medicinal properties of PpB extract have been previously described, such as the reduction
of inflammation produced by osteoarthritis induced in animals?.11.16.17.21.24.27.28.29  Moreover, no acute
toxicity, mutagenic activity, or cytotoxicity was observed during intraperitoneal or oral administration?.22,

The extract production, stability, and delivery are essential parameters to be considered to attain
efficacy on treatments with PpB.'8. Due to its hydrophobicity, entrapment in hydrophilic supports is a
promising strategy to improve its solubility, bioavailability, and promote controlled release of its

compounds in biological environments.
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The literature reports promising results for microcapsule systems composed of maltodextrin and
gum arabic, on preserving the bioactive properties of the PpB brute extract?*!. Also, the
microencapsulation enhanced the nociceptive action of the main active compounds of the extract in
abdominal contortion animal models. As a consequence, the effective dose decreased by 60% (ED50
= 12.8 mg/kg) compared to the non-encapsulated extract (ED50 = 32.3 mg/kg) when administered by
intraperitoneal?*. This frame prompted to studies on incorporation of the PpB extract in conventional and
hyaluronic acid (HA) surface modified elastic liposomes, which were developed in the present work.
Furthermore, the characterization and evaluation of physical properties and elasticity of the liposomes
were used to determine their potential for use in the topical treatment of osteoarthritis. Topical
administration is an alternative to the enteral and parenteral routes commonly used for the PpB extract
in other vehicles, which presented undesirable systemic effects.

Liposomes are composed of phospholipids, amphiphilic molecules capable of self-aggregation
when in aqueous solutions, forming bilayer structures containing an aqueous core’@.

Elastic liposomes contain phase-transition low-temperature phospholipids such as egg
phosphatidylcholine (EPC), which makes them fluid and flexible at body temperature. Thus, they can
cross the physical barriers of the skin, especially the corneum extract, that limits the percutaneous
absorption3!.

Herein, the liposomes were composed by L-a-phosphatidylcholine (EPC), 1,2-dimyristoyl
phosphatidylethanolamine (DMPE) (80:20 EPC/DMPE molar ratio). The low phase transition
temperature of EPC provides fluidity and elasticity to the liposome structure at body temperature. DPME
contains amine groups which enable covalent attachment with polymers and other compounds, thereby
modifying the surface of the liposomes. Polyethylene glycol (PEG) has been widely used for steric
protection of liposome surface and to evade the immunological system. However, due to side effects
on long-term use, its substitution for non-toxic polymers has been claimed in the literature. Hyaluronic
acid is a promising substitute because it is a highly hydrated natural polymer and the main component
of human joints. Despite their properties, studies on the surface modification of liposomes by HA are
still scarce.

In this article, DMPE-HA coupling was performed via amidation reaction using a triazine base,
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium (DMTMM) for coupling. DMTMM is a
promising alternative because it is cheaper, less toxic, more reactive and does not generate N-acyl urea
by-product’® when compared to 1-ethyl-3-(3-1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC),
currently used for this chemical route.

To the best of our knowledge, this work is the first to attempt entrapping of PpB extract in elastic
liposomes, as well as on coupling of HA to phospholipids by amidation using DMTMM as an activator
agent.

Material and Methods

The standardized extract of Pterodon pubescens Benth. (PpB) was donated by CPQBA —
UNICAMP; The lipids L-a-phosphatidylcholine, (EPC) and 2-dimyristoyl fosfatidyldethanolamine
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(DMPE) were supplied by Lipoid, Germany. Absolute ethanol (99.5%) (Merck KGaA,Germany), and
used for preparation of the liposomes. Hydrogen peroxide, potassium orthophosphate (JT Baker®,
USA), sulfuric acid (Synth, Brazil), ammonium molybdate (Synth, Brazil), hydrogen peroxide (Synth,
Brazil), and ascorbic acid (Sigma Aldrich, USA), used for characterization of the liposomes were analytic
grade. Hyaluronic acid (HA), with a molar mass 8.38x105 Da was purchased from Mapric (Brazil). The
reagents 6-chloro-2,4-dimethoxy-s-triazene (CDMT) (Sigma Aldrich, USA), N-methylmorpholine (NMM),
2-(N-morpholino) ethanosulfonic acid sodium salt (MES) (Sigma Aldrich, USA), Tethahydrofuran (THF)
(Merck, GER), ethanol absolute 99.5% (Merck, GER), and dialysis tube (3,500 Da cut-off), composed

of regenerated cellulose from Spectrum ® - USA, were used for HA-DMPE coupling.

Identification of Pterodon pubescens Benth. extract

Table 1 presents the compounds that identify the standardized extract of PpB used in this work,
also described in terms of percentual composition of geranylgeraniol, humulene, caryophyllene and the
isomers methyl 6a,75-oate and methyl acetoxy-78-hydroxyivouacapan-173-oate ester and the methyl

6a,7B-dihydroxyivouacapan-17-oate ester in a higher proportion.

Table 1. Composition of the compounds that identify the standardized extract of Pterodon pubescens
Benth.

Concentration
Compounds
%
Cariofilene 4.6310.15
Humulene 1.00+0.03
Geranylgeraniol 0.37+0.06

isomers methyl 6a,7B-oate and methyl acetoxy-78-hydroxyivouacapan-178-oateester 14.61+1.24
methyl 6a,7B-dihydroxyivouacapan-173-oate ester 6.55+0.81

Figure 1. Molecular structures of the main compounds of the PpB extract a) 6a, 7B-
dihydroxyivouacapane-17(3-oate methyl ester, b) geranylgeraniol and the isomers c) 6a, 73-oate methyl
ester and d) acetoxy-7p-hydroxyivacapan-17§-oate methyl ester. (Adapted from Spindola et al. (2010)
and Servat et al. (2012)).
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Emphasis is given to methyl 6a,78-dihydroxyivouacapan-17G-oate ester (Figure 1a),
geranylgeraniol (Figure 1b) and isomers methyl 6a,78-oate and acetoxy-7B-hydroxyivouacapan-17(
ester(Fig. 1c) which are responsible for the anti-inflammatory, antinociceptive antiproliferative and

antirheumatic activities of the PpB extract as previously reported?!22.264,32,27,28,29,24,15,16,2,23,11,7

Synthesis of DMTMM coupling reagent

Synthesis of DMTMM was performed from CDMT and NMM in THF using the methodology
described by Kunishima et al. (1999) with some modifications. Firstly, 10 mL of a CDMT solution (0,57
mol/L) in THF was warmed at 25 °C under stirring (~500 rpm) followed by addition of NMN (0,89 mL)
and maintaining the stirring of the resulting suspension for further 30 minutes. The reaction mixture was
then filtered in a membrane (0.45 ym pore diameter) and washed with 5 mL of THF. The obtained solid
was macerated with 10 mL of THF for 30 min, filtered and washed with 5 mL of THF. The obtained
DMTMM was dried at 25 °C under vacuum.

Derivation DMPE-HA

Initially, 10 mL of HA solution (1 eq., 20 mg, 0.05 mM carboxylic groups) were heated at 30 °C
under stirring. Then, 7.12 mg of DMTMM was added, and the system was kept under stirring for 1h for
carboxylic groups activation, followed by addition of DMPE solution (16.99 mg dispersed in 1 mL of
absolute ethanol and solubilized at 65 °C in a hermetically sealed system). The reaction medium was
kept under stirring for 6 h. The resulting mixture was frozen at -60 °C and lyophilized. The lyophilized
powder of DMPE-AH was dialyzed in a 3.200 Da. bag, to remove the uncoupled DMPE, in medium
containing 35 volumes of absolute ethanol/ultrapure water solution in the proportions 30:70, 50:50, 70:30
and 0:100 (v/v), along 24 h each solution at room temperature. The purified DMPE-AH was frozen at -
60 ° C and lyophilized to storage.

Liposome preparation

Conventional liposomes were prepared by dripping in a mechanical high shear scalable process
as described by Lopes et al. (2016) with slight modifications. Briefly, a stock solution 20 mmol/L of EPC
and DMPE lipids at 80:20 EPC: DMPE molar ratio was prepared by dissolving the lipids in absolute
ethanol at 65 + 2 °C, in a hermetically sealed system to avoid losses of solvent. A stock suspension of
40 mg/mL PpB extract was also prepared in absolute ethanol with the aid of vortex. The lipid stock
solution was mixed with the desired amount of PpB extract and vortexed to complete solubilization.
Afterward, the resulting solution was slowly added by dripping to Mili Q® water at 65 + 2 °C (temperature
above DMPE phase transition) under stirring of 24,000 rpm provided by an UltraTurrax® system. The
final concentration of total lipids was 2 mmol/L. After addition, the system was kept under stirring for
further 15 min, stored in Falcon tubes and refrigerated at 8 °C for 24 for conformation of the colloidal

structures.
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Liposomes containing 10, 20, 40, and 50% (m/m) of PpB extract related to the lipids were
prepared and characterized. Empty liposomes (without the addition of PpB extract) were used as a
control.

Surface modified liposomes were prepared from the stock solutions of EPC: DMPE (80:20)
(20mmol/L) and DMPE-HA (6mg/mL). Concentrations were adjusted for 5,10,15,20 and 25% m/m
DMPE-HA, related to the total lipid, and PpB 50% m/m related to the total mass of EPC:DMPE:DMPE-
HA.

Encapsulation efficiency and capacity

Initially, the prepared liposomal dispersion containing PpB (20 mL) was dialyzed under
constant homogenization, in a medium containing 20 volumes of 8:2 water: ethanol (v:v) solution during
24 h, for separation of non-incorporated PpB. Afterward, the dispersion was frozen at -60 °C and
lyophilized. The solid material was dissolved in 7.05:2:0.05 water:ethanol: Tween 80® (v:v) solution
under vigorous stirring for rupture of the vesicles and delivery of the incorporated PpB, which was filtered
in a 0.22 ym membrane coupled to a syringe. The collected extract was analyzed by UV/Vis
spectroscopy (Malvern, IS-MAM 5005; UK) at 220 nm wavelength and quantified using a calibration
curve relating absorbance measurements vs. concentration, previously constructed (Eq. 1). A solution
containing 7.05:2:0.05 water:ethanol: Tween 80 (v:v) was used for dilution of the samples. The

measurements were performed in triplicate.
Concentration (%) = 0.7637 X Abs — 2.2439 (R?=0.98) (Eq. 1)

The PpB encapsulation efficiency (EE) was calculated by the ratio between the concentrations
of the PpB extract incorporated to the liposomes and its initial concentration (Eq. 2).

EE(%) = 100 x (£) (Eq. 2)
Where Cs is the concentration of PpB extract incorporated to the liposomes and Ci is the initial
extract concentration.
The capacity of the liposomes to PpB encapsulation (CE) was calculated by the ratio between

the PpB extract incorporated in the liposomes and its total lipid concentration (Eq. 3).
= &
CE(%) = 100 x (Cl) (Eq. 3)
Where Cs is the concentration of PpB extract incorporated to the liposomes and C, is the total

concentration of lipids.

The same procedure was used for convention and surface modified liposomes.
Particle size, polydispersity and zeta potential

The average hydrodynamic diameter and size distribution of liposomes were determined at 25
°C by dynamic light scattering method in a Zetasizer Nano NS, Malvern, UK equipment with a fixed
detector angle of 90 °. The samples were diluted with Mili Q® water to weaken the opalescence before

size measurements. Zeta potential was measured by adjusting conductivity to 50 uS/cm. The analyses



90

were performed by the software included in the equipment which uses the Stokes-Einstein equation for
the hydrodynamic diameter and the Helmholtz—Smoluchowski equation for calculation of the
electrophoretic mobility®. The results were expressed in terms of Z-average values, polydispersity index
(PDI), and the zeta potential. The measurements were done at least in triplicate, for empty and PpB

loading liposomes, without prior dilution.
Phospholipid concentration

The phospholipid concentration was quantified by mean of phosphate dosage based on Chen
et al. (1956) methodology with modifications. Initially, 0.45 mL of 4.5 mol/L solution of sulfuric acid in
water was added in each sample, followed by heating to 200-215 ° C for 15 min. The samples were
removed from the heating, cooled for 5 min, and 0.15 ml of phosphorus-free hydrogen peroxide were
added to each sample, returning them to heating for 30 min (solutions must be clear after 30 min). After
heating they were cooled to room temperature, 3.9 mL of Mili Q® water and 0.5 mL of 2.5% solution of
ammonium molybdate in Mili Q® water were added, followed by vortexing to homogenize the medium.
After homogenization 0.5 ml of 10%, ascorbic acid solution was added in Mili Q® water, and the solution
was vortexed again. The containers were hermetically sealed and conditioned in a boiling water bath
for 7 min. After cooling to room temperature, absorbance readings of the samples were taken at the
wavelength of 820 nm. All analyses were performed in triplicate. Potassium hydrogen orthophosphate
solutions were used for the construction of the calibration curve (Eq. 4), using Mili Q® water as a blank.

The correlation coefficient R2 = 0.99 for n = 27.
Phosphorous (%) =0.0013 x Abs (R2 = 0.99) (Eq. 4)
The degree of derivatization (DD) of the HA was obtained by Eq. 5.
DD (%) = “oMPE-HAZPHA 10 (Eq. 5)

PHA100%
Where Powpe-ra is the concentration of phosphorus in the derivatized material, Pua is the
phosphorous in the non-derivatized DMPE and Pra1o00% is the maximum phosphorous for theorical 100%
derivatized HA.

Liposome elasticity

The elasticity of empty and PpB loaded liposomes was evaluated according to a protocol
adapted from Trotta et al. (2003), Oliveira (2007) and Zanchetta (2009). Briefly, the liposomal
formulations were extruded through two stacked 30 nm polycarbonate membranes (Poretic Products,
USA), simulating the pore size and tortuosity of the human skin. A single passage was performed at 37
°C and 2.5 atm simulating the transepidermal gradient. The experiments were done in an extruder
working with nitrogen pressure and at controlled temperature (model T.001, Lipex Biomembranes Inc.).
The elasticity was evaluated by the ability of liposomes to return to the original structure after a single
forced passage. Measures of mean hydrodynamic diameter, polydispersity, zeta potential, and

phosphate concentration were performed before and after permeation through the membranes.



91

Storage stability

The stability of liposomes was evaluated by the maintenance of their structural properties

(average hydrodynamic diameter, PDI and zeta potential) along storage in closed flasks at 8 °C.

Results and discussion

Conventional liposomes
Physicochemical properties

Table 2 shows the influence of the PpB extract on the physicochemical properties of the
elastic liposomes, such as the average hydrodynamic diameter, polydispersity index, and zeta potential.

The measurements were performed after 24 hours of preparation and storage at 8 °C.

Table 2. Influence of extract/lipid ratio on the average hydrodynamic diameter (Z-average),

polydispersity index (PDI) and zeta potential of liposomes.

(Extract/Lipid) Z-Average PDI Zeta Potential
(%) (nm) (mV)

0 11443 +3.50 0.23+0.01 -7.93+0.34

10 137.33+2.74 0.21+0.01 -10.37+0.54

20 160.27 +3.60 0.20+0.00 -9.59+0.36

30 21473 +£1.36 0.25+0.01 -20.97 +0.28

40 20587520 0.21+0.01 -22.17+0.28

50 209.80+£2.39 0.24+0.02 -20.47+0.21

Z-avarege=5D\°/5D/®

The data indicate the extract was incorporated preferentially in the lipid bilayer as expected.
Saturation of the membrane was 30% extract/lipid approx., according to Z-average values. Low PDI
(0.25 or lower) was observed for all formulations, even for empty liposomes, indicating the extract
stabilized the membrane. It should be noted that these values were obtained after preparation, without
none further homogenization of sizes. Similar behavior was observed for zeta potential. The extract
loading increased the zeta potential of liposomes, in absolute values, yielding more stable vesicles.

Figure 2 shows DLS spectra in terms of the populational distributions for diameter (d) in terms
of Intensity (1), | a d®, and Number (N), N a d. As observed, both distributions are predominantly
unimodal, supporting PDI lower than 0.25. The Intensity distributions show 50 <d> 1000 nm with
displacement to the higher diameters with the extract loading. Number distributions show the prevalent
diameters around 100 nm close the saturation (10 - 20% extract/lipid). Lower diameters can be observed
for empty liposomes, while the highest diameters for 50% extract/lipid indicate the presence of other

aggregates.
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Figure 2. Diameter distributions in Intensity (left side) and Number (right side) for liposomes with a) 0%,
b) 10%, c) 20%, d) 30%, e) 40% and c) 50% extract/lipid.
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Efficiency and entrapment capacity

Table 3. Shows the results obtained for encapsulation efficiency (EE) and encapsulation capacity (CE)

of conventional liposomes containing 10 - 50% PpB extract.

(Extract/Lipid) EE CE
(%) (%) (%)
10 81.23+826 7.30+1.35
20 89.96 +3.80 17.99+0.76
30 92.41+265 27.72+0.79
40 85.84 £2.32 34.33+0,.93
50 71.26 £3.54 3563 +1.77

EE (%) = 100 x (C/Ci); CE (%) = 100 x (C/C)
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As could be observed, a high encapsulation efficiency was obtained for the extract (EE=92,41
+ 2,65). The maximal encapsulation capacity of the lipid membrane, CE =27.72 £ 0.79 extract/lipid
approx., at the end of the process, that corresponds to the saturation of lipid bilayer, following the

behavior of the average hydrodynamic diameter and zeta potential showed in Table 2.

Elasticity

The recovery of the mean diameter, PDI and zeta potential, together with the percentage of
phosphorus after passage through the two stacked membranes, were used as parameters to identify
the capacity of the liposome to undergo deformation or elasticity. Table 4 shows the percentage of

changes in the parameters after and before permeation.

Table 4 Percentage of changes in average hydrodynamic diameter (Z-average), PDI, zeta potential and
phosphorous of conventional liposomes after undergoing extrusion through two stacked membranes

(30 nm pores).

(PpB/Lipid) Z-Average PDI Zeta potential Phosphorous

(%) (%) (%) (%) (%)

0 -7.46 10.71 5.99 71.57 £ 1.50
10 -0.23 -3.45 474 83.12+1.75
20 5.3 -15.79 28.19 81.62 + 1.01
30 -482  -16.13 5.12 86.90 + 2.05
40 0.77 -15.38 -3.73 85.2+1.62
50 -2.38 -8 -15.53 86.35+2.13

The control liposomes (EPC: DMPE 80:20) were the only ones that showed a significant
variation of the average diameter (p-value < 0.05). For the formulations with PpB extract, the highest
observed deviation of 5.30% (not significant p > 0.05) was observed to 20% PpB extract. The highest
zeta potential changes around 20% PpB indicates re-structuration close to saturation of the membrane.
Except for the empty liposomes, 80% approx. of the original phosphorous content was recovered after
passage through the nanoporous membranes. Although the changes in PDI, it is reasonable to consider
the conventional liposomes have an elastic behavior due to their ability for undergoing deformation from
their original size ~200nm to 30 nm pores and recovery most of their sizes and phosphorous content.

Moreover, the PpB extract stabilized the liposomal membrane.

Storage stability

The conventional liposomes stored along 233 days at 8 °C in a closed container show
precipitate-free appearance. The evolutions of average hydrodynamic diameter (Figure 3a) and zeta
potential (Figure3b) showed the most extensive changes occurred for the empty liposomes and loaded
with 10 and 20% PbB along the first 40 days. For PpB loading corresponding to membrane saturation



(>20%), the liposomes remained stable throughout the storage time. The size-distributions in terms of

Intensity and Number were mostly unimodal (data not shown) confirming the results of Figure 3.

Figure 3. Evolution of the average hydrodynamic diameter (a) and zeta potential (b) along with 233-days

follow-up.
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Derivatization DMPE-HA

Figure 4 a) Shows DSC thermograms for the pure components HA and DMPE before and DMPE-HA
after purification, and b) shows FTIR spectra for A — the pure HA, B — pure DMPE and C — DMPE-HA

after purification.
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Figure 4 (a,b) show DSC thermograms and FTIR spectra for the pure components HA, DMPE,
and also for DMPE-HA coupling via DMTMM. Comparing the thermograms, the coupling can be
identified by the highlighted novel peaks at 1053, 1101 e 1263 cm-1 correspondent to P-O type links in
DMPE-HA, which are absent in HA spectrum, evidence the coupling DMPE-HA. The covalent coupling
in DMPE-HA thermogram (Figure 4) are evidenced by the appearance of a new exothermic peak at
approximately 242 ° C which is absent in the pure HA thermogram.

Derivatization degree was 41.29% approx. of the carboxyl groups of HA, as calculated by Eq.
5. This degree corresponds to 82.64% of the theoretical calculations for 50% derivatization of the total
groups. Comparing with DMPE-HA derivatization mediated by EDC carbodiimide and in the presence
of NHS, described by Saadat et al. (20141,2), the yield was eight times higher with DMTMM as carboxyl
group activator used in this work. It should be highlighted that the reaction route mediated by DMTMM
is advantageous because it does not require an excess of the reagents or high temperatures. D’Este
et al. (2014) compared amination reaction via EDC/NHS or DMTMM, adding the advantages of higher
reproducibility and no requirements of pH control for DMTMM route, besides higher specificity,

derivatization degree, and absence of the N-acyl urea by-product.

Physicochemical properties

The data in Table 5 show the consequences on the physicochemical properties due to the
presence of 5 or 10% DMPE-HA in liposome composition. Higher percentages of DMPE-HA destabilized
liposomal structures and formed dense precipitates. These results clearly show the role of the balance
of attraction forces of the lipophilic moieties and repulsion between the HA chains on the surface of the

liposomes.

Table 5. Influence of DMPE-HA /Lipid ratio on the average hydrodynamic diameter (Z-average),

polydispersity index (PDI) and zeta potential for empty and 50% PpB loaded surface-modified liposomes

(DMPE-HA/Lipid) (PpB/EPC:DMPE-AH) Z-Average PDI Zeta potential
(%) (%) (nm) (mV)
0% 0% 11443 +£3.50 0.23+0.01 -7.93+0.34
5% 0% 104.23+£1.31 0.36+0.01 -11.03+0.97
10% 0% 122.80+£5.30 0.35+0.03 -9.55+0.68
0% 50% 209.80+2.39 0.24+0.02 -20470.21
5% 50% 501.563+5.92 0.28+0.04 -19.53+0.34
10% 50% 531.57+14.00 047+0.09 -23.80+0.88

The main effects were observed on hydrodynamic diameter for the liposomes loaded with PbB,
which had their Z-average doubled in the presence of 5 and 10% DMPE-HA. PDI values were lower
than 0.4, indicating moderate polydispersity for all compositions. Although statistically different at p <
0.05, no substantial changes were observed for zeta potential among the compositions and, in

comparison with the conventional liposomes. Therefore, the effects on size can be attributed to the
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conformation of the HA chains (more stretched or lying on the surface) as a consequence of the
equilibrium of forces between the bilayer and the HA coverage.

Figure 5 shows diameter distributions in Intensity and Number for the surface-modified
liposomes. No substantial differences could be observed in the distributions of Figure 5 a, b and ¢, as
well as compared to conventional liposomes (Figure 2 a,b and c ). However, for 50% PpB loaded
liposomes (Figure 5d), distributions were more disperse than for conventional liposomes (Figure 2d),

evidencing the imbalance of forces in the bilayer due to the incorporation of 10% DMPE-HA.

Figure 5. Diameter distributions in Intensity (left side) and Number (right side) for the empty liposomes
with a) 5%, b) 10% DMPE-HA and c) loaded with 50% PpB and 5%DMPE-HA and d) loaded with 50%
PpB and 10%DMPE-HA.
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Encapsulation efficiency and capacity

The results show no substantial differences in EE and CE for the non-modified or surface-
modified liposomes. Therefore, EE and CE are controlled by the interactions between PpB and the lipids

in the bilayer, which do not appear to be disturbed by incorporation of 5-10% DMPE-HA.
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Table 6. Influence of DMPE-HA content on efficiency (EE) and encapsulation capacity (EC) of the HA
surface-modified liposomes loaded with 50% PbB extract.

EE CE

(DMPE-AH/Lipid)  (PpB/(Lipid +DMPE-AH)) (%) (%)
0% 50% 7126 +354 3563+ 1.77
5% 50% 72.08+1.88 36.04 +0.94
10% 50% 69.46 + 0.67 34.73+0.34

Elasticity

Table 7 shows percentage changes in the physicochemical properties and phosphorous
recovery of the surface-modified liposomes after undergoing extrusion through two stacked membranes

(30 nm pores).

Table 7. Percentage of changes in average hydrodynamic diameter (Z-average), PDI, Zeta potential
and phosphorous for the surface-modified liposomes after undergoing extrusion through two stacked

membranes (30 nm pores).

(DMPE-HA/Lipid)  (PpBl/Lipid)  Z-Average PDI Zeta Potential Phosphorous
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 0 110.17 £1.93 0.32+0.03 -18.90 £ 0.78 9749 +1.12
5 50 240.56 £+ 2.42 0.40+0.08 -22.37 £ 0.41 90.17 £1.35
10 0 1563.01 £6.64 0.40 +0.01 -20.50 + 0.62 97.12+0.13
10 50 350.60 +9.80 0.40+0.02 -31.77 £ 0.65 91.52+2.13

As for the conventional liposomes, the elasticity of the surface-modified liposomes was
evaluated for their ability to recover the mean diameter, polydispersity and zeta potential, together with
the percentage of phosphorus after extrusion in nanopore membranes. Table 7 shows the obtained
results in terms of percentage changes for the evaluated properties.

The incorporation of 5-10% DMPE-HA did not change the extrusion behavior substantially
compared to the conventional liposomes for Z-average, PDI, and zeta potential. However, the major
difference could be observed for phosphorous recovery after extrusion. The percentages increased to
96% for the empty liposomes and were around 90% for the PpB loaded liposomes. These changes are

in consequence of the protection of the surface due to hydration provided by the HA coverage.

Storage stability

The changes in average diameter and zeta-potential during storage of the surface-modified
liposomes along 203 days at 8 °C in a closed container are shown in Figure 6.
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Figure 6. Evolution of average diameter and zeta-potential of the HA surface-modified liposomes along

storage at 8 °C in closed flasks.
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It could be observed that Z-average did not change significantly along with storage for the empty
5 and 10% DMPE-HA liposomes and also for 50% loaded PpB liposomes containing 10 % DMPE-HA.
The changes were similar to those of conventional liposomes. For the same compositions, zeta potential
decreased along with storage, being more smoothly than for the conventional liposomes. The major
changes were observed for 50% loading PpB and 5% DMPE-HA both for average diameter and zeta
potential, with a tendency for aggregation (increment in zeta-potential). Therefore, about 50 days

storage minimal changes can be assured for the surface-modified liposomes.

Conclusions

The development of liposomes entrapping a ‘sucupira’ or PpB extract, shows the preparation of
liposomes by dripping of lipids in ethanol under high shearing proved to be an efficient and scalable
technology for preparation of liposomes containing the vegetable extract. Derivatization of DMPE with
HA via DMTMM provided efficient and reproducible coupling without generation of toxic by-products.
The extract was efficiently entrapped in both conventional and surface-modified liposomes, which
showed elasticity that assured recovery of their physicochemical properties after extrusion through
nanoporous membranes. Taken together, the medicinal properties of the extract for the treatment of
osteoarthritis and its efficient incorporation in elastic liposomes should improve activity for topical
application. This study paves the way for a for scalable production of liposomal PpB extract as well as

for more in-depth in vitro and in vivo investigations on its benefits on the treatment of osteoarthritis.
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