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Desenvolvimento de nanossistemas lipossomais contendo Diosgenina e avaliagdo do
efeito cardioprotetor. MICHELY LAIANY VIEIRA MOURA. Orientadora: Hercilia
Maria Lins Rolim. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P0s-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da Saude. Ndcleo de Tecnologia Farmacéutica, UFPI,
2016.

RESUMO

A presente dissertacdo apresentou como intuito desenvolver uma formulacdo farmacéutica
lipossomal contendo Diosgenina, assim como, investigar a atividade farmacoldgica em
modelos animais de sistema cardiovascular in vivo e verificar a atividade antioxidante in vitro.
O primeiro capitulo apresentou como objetivo realizar uma revisdo sistematica sobre a
Diosgenina, suas aplicacdes farmacéuticas e as perspectivas sobre a aplicacdo em doencas do
sistema cardiovascular. Bases periddicas como ScienceDirect, PubMed e Biblioteca Virtual
em Salde, foram utilizados, bem como as bases tecnoldgicas do Escritério Europeu de
Patentes, Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual, no Escritério Americano de
Patentes e Marcas Registradas e no banco de dados Brasileiro Instituto Nacional de
Propriedade Industrial. As palavras-chave utilizadas foram Diosgenina, sistema
cardiovascular, hipertensdo, aterosclerose e dislipidemias e suas correlagbes em Inglés e
Portugués, com publicacdes de janeiro de 2010 a junho de 2015. A partir dos estudos
analisados a Diosgenina apresenta-se como uma molécula promissora para aplicacdo
farmacoldgica no sistema cardiovascular. O segundo capitulo apresentou como objetivo
encapsular a Diosgenina em lipossomas convencionais e peguilados, os quais foram
caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas e tempo de estabilidade, estes
resultados mostraram-se satisfatorios para utilizacdo destes nanossistemas em testes
experimentais in vivo e in vitro. Depois de verificado as adequadas condi¢des de estabilidade
e eficiéncia de encapsulacéo os lipossomas contendo Diosgenina foram utilizados para avaliar
a acdo no Sistema Cardiovascular em testes experimentais in vivo. No presente estudo 0s
lipossomas contendo Diosgenina ndo apresentaram resposta hipotensora esperada nas doses
utilizadas de 1, 2 e 4 mg/Kg (i.v.). Contudo, traz-se a perspectiva que com o aumento do
rendimento de Diosgenina incorporada em nanossistemas lipossomais, a resposta hipotensora
esperada possa ser verificada. O terceiro capitulo apresentou como objetivo avaliar o
potencial antioxidante in vitro da Diosgenina livre (D) e de Diosgenina incorporada em
nanovesiculas lipidicas, denominada de Diosgenina lipossomal (DL) por meio da eliminacdo
do radical livre estdvel DPPHe, ABTSe+, potencial redutor, radical nitrito e peroxidacao
lipidica (TBARS), assim como, determinar a concentragdo efetiva inibitoria capaz de remover
50% desses radicais dos testes antioxidantes envolvidos nesse estudo. A andlise dos resultados
mostrou baixos percentuais de inibi¢do dos radicais DPPHe, ABTS++ e potencial redutor da
Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal, ndo mostrando diferenca estatistica entre ambos,
qguando comparado ao controle trolox. No entanto, a Diosgenina tanto na sua forma livre
quanto na sua forma lipossomal apresentou significativo potencial antioxidante frente a
peroxidacdo lipidica por formas reativas associadas ao acido tiobarbiturico e ao radical nitrito,
evidenciado pelo célculo de suas concentracGes efetivas medianas (CEsgg). Também € possivel
perceber que a forma nanocarreada exibiu um maior potencial antioxidante em relacdo a sua
forma isolada. Desta forma, se faz necessario avaliar a capacidade antioxidante in vivo no
sentido que esta formulacdo possa ser caracteriza ou ndo com atividade antioxidante e sua
aplicacdo para uso em processos oxidativos.

Palavras-chave: Diosgenina, acdo cardioprotetora, nanotecnologia, lipossomas, antioxidante.



Development of Liposomal nanosystems containing Diosgenin and evaluating the
cardioprotective effect. MICHELY LAIANY VIEIRA MOURA. Advisor: Hercilia Maria
Lins Rolim. Master’s Dissertation. Post-Graduate Program in Pharmaceutical Sciences.

Health Sciences Center. Pharmaceutical Technology Center, UFPI, 2016.
ABSTRACT

This thesis presented the intention to develop a pharmaceutical liposomal formulation
containing Diosgenin, as well as investigate the pharmacological activity in animal models of
cardiovascular system in vivo and verify the antioxidant activity in vitro. The first chapter
introduced aimed at making a systematic review of the Diosgenin, their pharmaceutical
applications and perspectives on the application in the cardiovascular system diseases.
periodic basis as ScienceDirect, PubMed and Virtual Health Library were used as well as the
European Office of the technological bases Patent Office, World Intellectual Property
Organization, the Office US Patent and Trademark Office and the Brazilian database National
Institute of Property Industrial. The keywords used were Diosgenin, cardiovascular system,
hypertension, atherosclerosis and dyslipidemia and their correlations in English and
Portuguese, with January 2010 publications June 2015. From the studies analyzed Diosgenin
is presented as a promising molecule for pharmacological application in the cardiovascular
system. The second chapter presented as objective encapsulate Diosgenin in conventional
liposome and pegylated, which were characterized as their physicochemical properties and
stability time, these results were satisfactory for use of nanosystems in experimental tests in
vivo and in vitro. Once verified the proper conditions for stability and encapsulation
efficiency liposomes containing Diosgenin were used to evaluate the action on the
cardiovascular system in experimental tests in vivo. In the present study Diosgenin-containing
liposomes showed no hypotensive response expected at dosages of 1, 2 and 4 mg/kg (i.v.).
However, it brings up the prospect that with the increase of the yield Diosgenin incorporated
into liposomal nanosystems, the hypotensive response expected can be verified. The third
chapter introduced to evaluate the antioxidant potential in vitro free Diosgenin (D) and
Diosgenin incorporated in nanovesicles lipid, called Diosgenin liposomal (DL) through the
elimination of the stable free radical DPPH +, ABTS ¢ +, potential reducer radical nitrite and
lipid peroxidation (TBARS) as well as determining inhibitory effective concentration capable
of removing 50% of these radicals antioxidants tests involved in this study. The results
showed low percentage of inhibition of DPPH », ABTS « + and potential reducer Diosgenin
free and liposomal Diosgenin, showing no statistical difference between the two when
compared to trolox control. However, diosgenin both in free form and in their liposomal form
showed significant antioxidant potential across the lipid peroxidation by reactive forms
associated thiobarbituric acid and the radical nitrite, evidenced by calculating their median
effective concentrations (EC50). You can also see that the nanocarreada form exhibited
greater antioxidant potential in relation to its isolation. Thus, it is necessary to evaluate the
antioxidant capacity in vivo in the sense that this formulation can be characterized or not with
antioxidant activity and its application for use in oxidation processes.

Keywords: Diosgenin, cardioprotective action, nanotechnology, liposomes, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A Diosgenina é uma saponina esteroide que pode ser obtida de plantas do género
Dioscorea villosa, Costus speciosus e Trigonella foenum greaecum, apresentando-se com um
dos principais constituintes bioativos regulando as fungdes fisiologicas. A Diosgenina tem
sido indicada como tendo potencialmente varias aplicacdes praticas, uma vez que apresenta
um impressionante perfil farmacoldgico, podendo ser utilizada no tratamento de diferentes
patologias como hiperglicemia e hiperlipidemia (OKAWARA et al., 2013).

Na industria farmacéutica tém-se estabelecido como material fonte para a producao de
horménios esterdides e utilizada na terapéutica de reposicdo hormonal em mulheres na
menopausa por apresentar-se estruturalmente semelhante a progesterona e o estrogénio
(OKAWARA et al., 2014; DIAS et al., 2007). E através de diferentes mecanismos apresenta
atividade antifungica, anti-inflamatoria e antitumoral (PATEL et al., 2012). A Diosgenina
como um fitoestrogeno € conhecida por apresentar acdo anti-inflamatdria, controle de
dislipidemias e propriedades antioxidantes (RAJU; MEHTA, 2009).

O sistema de defesa antioxidante tem a funcédo de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicais. Cada vez ha maior
evidéncia cientifica de que o estresse oxidativo desencadeia relevantes implicacdes sobre os
mecanismos que culminam com o desenvolvimento da sindrome metabdlica (BARBOSA et
al., 2010). O excesso de radicais livres no organismo leva ao estresse oxidativo, o que pode
estar associado as causas de doencas cronicas como, infarto do miocérdio, envelhecimento
precoce e cancer (COSTA et al., 2013). As enzimas antioxidantes formam a primeira linha de
defesa contra os danos no tecido cardiaco e um aumento do estresse oxidativo pode ser devido
a deplecdo dos antioxidantes (CHEN et al., 2015).

A administracdo oral da Diosgenina é limitada devido & baixa solubilidade aquosa da
molécula (0,7 ng/mL) e restrita pela biodisponibilidade oral absoluta. Administracdo oral de
farmacos com baixa solubilidade aquosa e baixo perfil de dissolucdo resulta em incompleta
absorcdo (OKAWARA et al.,, 2014). Segundo Chen et al., (2012), a solubilidade da
Diosgenina diminui com o aumento da polaridade dos solventes alcoolicos. Uma opcao
adicional a administracéo oral seria a aplicacdo endovenosa de Diosgenina, no entanto como o
farmaco é pouco soltvel em &gua, ele deveria ser solubilizado em etanol e injecoes de alcool
provocam irritacdes nos vasos sanguineos, inviabilizando a técnica (CHEN et al., 2014).

Uma alternativa para transpor esta limitacdo seria a encapsulacdo da Diosgenina em

nanossistemas carregadores de farmacos, a exemplo dos lipossomas. Lipossomas séo
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vesiculas formadas por uma membrana concéntrica de fosfolipidios com centro aquoso,
representam uma excelente forma de liberagdo controlada de farmacos devido sua
flexibilidade estrutural variando suas caracteristicas fisico-quimicas como o tamanho,
composicdo e fluidez da bicamada lipidica. Devido sua biocompatiblidade sdo utilizados
como ferramentas para liberacdo controlada de farmacos no sitio-alvo especifico melhorando
a farmacocinética e farmacodindmica da molécula encapsulada (KOUDELKA et al., 2015;
GUPTA et al., 2012).

Os lipossomas podem conter uma Unica bicamada lipidica ou bicamadas multiplas em
torno do compartimento aquoso interno e, portanto, sdo classificados em unilamelar e
multilamelar, respectivamente. Quanto ao tamanho, as vesiculas unilamelares podem ser
pequenas ou grandes, sendo caracterizadas como vesiculas unilamelares pequenas - SUV
(small unilamellar vesicles) e vesiculas unilamelares grandes - LUV (large unilamellar
vesicles) (BOZZUTO; MOLINARI, 2015).

Os carreadores de escala nanométrica tém mostrado bons resultados na encapsulagéo
de farmacos insollveis, fotossensiveis e citotoxicos. Os lipossomas sdo considerados
excelentes plataformas para liberacdo de farmacos hidrofobicos (carreados junto a bicamada
lipidica) e hidrofilicos (veiculados no interior da vesicula aquosa), em particular apresentam
tempo elevado no sangue facilitando a entrega do farmaco, de forma eficiente, para o seu sitio
alvo-especifico (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al., 2014; BATISTA et al.,
2007).

No presente estudo a Diosgenina foi encapsulada em lipossomas convencionais
carregados positivamente e lipossomas peguilados, os quais foram caracterizados quanto as
suas propriedades fisico-quimicas, estabilidade e eficacia na encapsulacdo do farmaco. Desta
forma foram avaliados os efeitos da administracdo endovenosa da formulacdo lipossomal
contendo Diosgenina na modulagdo da funcdo cardiaca, através da verificacdo da pressdo
arterial e frequéncia cardiaca, e foram realizados testes in vitro para avaliacdo da atividade

antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma formulacdo farmacéutica lipossomal contendo Diosgenina, assim
como, investigar a atividade farmacoldgica em modelos animais de sistema cardiovascular in

vivo e verificar a atividade antioxidante in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma prospecgédo cientifica e tecnoldgica, atraves de busca nos bancos de
depdsitos de patentes e periodicos em nivel nacional e internacional, da atividade
cardioprotetora de uma saponina esteroidal.

e Encapsular a Diosgenina em nanocarreador vesicular do tipo unilamelar pequeno
(SUV) com parametros de tamanho, homogeneidade, carga de superficie, elevados
rendimento e taxa de encapsulagdo que sejam adequados para a realizacdo de teste in

Vivo.

e Investigar a acdo farmacoldgica de lipossomas contendo Diosgenina em modelos
experimentais no sistema cardiovascular in vivo.

e Verificar o potencial antioxidante in vitro da Diogenina lipossomal com énfase nos
protocolos de DPPH e ABTS, potencial redutor, radical nitrito e TBARS.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Diosgenina

A Diosgenina, membro das saponinas esteroides, pode ser encontrada em algumas
espécies vegetais, apresentando-se como um dos principais constituintes bioativos de plantas,
nomeadamente, leguminosas comestiveis, bem como caracterizada nas sementes de
Trigonella foenum graecum Linn e nas raizes de Dioscorea villosa Linn. As cadeias de agUcar
das saponinas esterdides presentes na Dioscorea, quando do seu isolamento, sofrem hidrolise
acida, entre outras etapas, para produzir a Diosgenina (PATEL et al., 2012).

Déa-se 0o nome de saponinas (do latim “sapon” = sabdo) a um grupo de
glicoconjugados que se dissolvem na agua, diminuindo a sua tenséo superficial de modo que,
ao agitar-se a solucéo, se forma uma espuma abundante e relativamente estavel. A natureza da
aglicona e a porc¢do oligossacaridica da molécula da saponina contribuem, naturalmente, para
as propriedades fisico-quimicas e biologicas desta molécula (WILLIAMS; GONG, 2007).

A estrutura quimica da Diosgenina consiste numa aglicona hidréfobica esteroide
contendo um grupo hidroxilo e uma ligacdo dupla nas posicGes C-3 e C-5, respectivamente e
tem seis anéis na sua constituicdo: A, B, C e D (sistema ciclopentanofenantreno, caracteristico
dos esteroides) e anéis E e F. Estes anéis E (tetrahidrofurano) e F (tetrahidropirano) fundem-
se na posicdo C-22, formando uma estrutura espiral (Figura 1). Estes grupos funcionais,
ligacGes e anéis sdo fundamentais na conversdo estrutural da Diosgenina, originando outros
compostos farmacologicamente ativos. Nas saponinas, nomeadamente as moléculas
precursoras da Diosgenina, a natureza da aglicona e a porcao oligossacaridica da molécula
contribuem para as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, além disso, a conformacéo
estrutural em C-5 e C-25 atomos de carbono se mostram importantes para a atividade
bioldgica da Diosgenina (VINCKEN et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura quimica da Diosgenina.

Este fitoestrégeno possui estrutura semelhante a progesterona e ao estradiol, principal
estrégeno produzido pelo ovario e é utilizada para sintese em escala industrial de diferentes

horménios esteroidais, incluindo progesterona e noretisterona (ALICE et al., 2004).

3.2 Potenciais aplicacdes terapéuticas da Diosgenina

A Diosgenina é indicada como tendo potencialmente aplicagcdes praticas, uma vez que
apresenta um amplo perfil farmacoldgico, podendo ser utilizada no tratamento de diferentes
patologias. Esta saponina esteroide tem despertado aten¢des na inddstria farmacéutica, pois,
desde que foi descoberta, tem sido a principal fonte natural de hormonios esteroides (como
exemplo a progesterona) e precursor na producdo de esteroides sintéticos, como as pilulas
contraceptivas. A Diosgenina tem sido considerada segura ja que ndo consegue ser sintetizada
nem convertida, no organismo, em esteroides. Além disso, estudos relevantes tém
demonstrado que a Diosgenina ndo causa toxicidade sisttmica, nem genotoxicidade e,
possivelmente, também ndo tem atividade estrogénica muito significativa (OKAWARA et al.,
2014; CHEN et al., 2012; XU et al., 2012; GONG et al., 2010; DIAS et al., 2007).

A Diosgenina, uma saponina esteroide natural, regula uma variedade de atividades
bioldgicas, agindo como regulador de processos fisioldgicos em plantas e animais (LIU et al.,
2012). Demonstra atividade bioldgica contra doencas metabdlicas (diabetes e hipertensao),
bem como atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antinflamatoria e antitumoral
(PATEL et al., 2012), através de diferentes mecanismos/alvos (MANIVANNAN et al., 2013;
OKAWARA et al., 2013; XU et al., 2012).
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A Diosgenina apresenta um papel benéfico contra doengas metabdlicas como
hipercolesterolemia, reduzindo significativamente os niveis de colesterol total no plasma,
diabetes, obesidade, inflamacdo e cancer (YUN-CHENG et al., 2015; OKAWARA et al.,
2014; OKAWARA et al., 2013). Em modelos experimentais de obesidade, demonstraram-se
as propriedades hipoglicémicas e anti-inflamatorias da Diosgenina, verificou-se que era
responsavel por diminuir os niveis plasmaticos e hepéticos dos triglicerideos e melhorar a
homeostase da glicose, através da promocdo de diferenciacdo de adipdcitos e inibindo a
inflamacdo no tecido adiposo (PATEL et al., 2012; ESFANDIAREI et al., 2011).

Diabetes mellitus tipo 2 é caracterizado por problemas na secrecdo de insulina e a
resisténcia periférica a insulina ao musculo esquelético, ao tecido adiposo e figado (ESSER et
al., 2014). Estudos apontam para o potencial da Diosgenina na gestdo de diabetes, pela
capacidade de melhorar o estresse oxidativo e a disfuncional do metabolismo lipidico. Nos
ratos diabéticos obesos, o tratamento com feno-grego (planta da qual a Diosgenina pode ser
extraida) melhorou a esteatose hepatica e a hiperlipidemia por supressdo da expressdo de
RNAmM de genes lipogénicos (UEMURA et al., 2011). Do mesmo modo, com a utilizagdo de
aortas de ratos diabéticos foi igualmente demonstrado os efeitos benéficos da Diosgenina em
melhorar estado antioxidante e na regressdo da peroxidacdo lipidica (PARI; MONISHA;
MOHAED, 2012).

Tem sido relatado na literatura que a Diosgenina induziu o relaxamento da artéria
coronéria de ratos, através da proteina G quinase, por meio da cascata de sinalizagdo e
ativacdo dos canais de calcio (ESFANDIAREI et al., 2011). A Diosgenina retardou a
progressao da osteoporose e efeitos anti-inflamatdrios em ratos, além disso, os glicosideos de
Diosgenina vém alterando a modulacdo extracelular de célcio através do fluxo pela membrana
celular (DIAS et al., 2007). Apesar de varios estudos sugerirem a acao positiva da Diosgenina
na musculatura vascular, os efeitos diretos da atuacdo ainda tem que ser mais bem esclarecida.

Mais recente a Diosgenina tem sido estudada com atividade antitumoral e foi
verificado que afeta varias fases de tumorigénese, incluindo a proliferacdo de células de
tumor, apoptose, transicdo epitelial-mesenquimal, a migracdo de célula e angiogénese. A
proliferacdo celular e a apoptose desempenham papéis importantes em manutencdo da
homeostase e a desregulamentacdo destes processos € um processo crucial para o
desenvolvimento do cancer. A utilizacdo da Diosgenina em diversas linhagens de cancer esta
sendo relatada como promissora, como no cancer de mama, osteosarcoma e cancer de pulmao,
por induzir parada no ciclo celular, apoptose por via intrinseca e extrinseca e atividade de

telomerase, respectivamente (CHEN et al., 2015).
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Huang e Colaboradores (2010) verificaram que a Diosgenina melhorou as doencas
alérgicas principalmente através da regulagdo da resposta imunitaria das células T. Aumentou
a produgdo de Th2 intestinal induzida pela sensibilizacdo a ovoalbumina, além disso, esta
associada com atividade antialérgica, pois atua controlando a producéo da Imunoglobulina-E
(IgE), minimizando a infiltracdo de mastdcitos e regulando a desgranulacdo dos fagocitos. A
Diosgenina foi capaz de modular determinados aspectos da imunidade adquirida em ratos
sensibilizados com ovoalbmunina, pois aumentou os niveis de Imunoglobulina-G2a ¢
Interferon-y, expressdo antigénica especifica que sofre regulacéo atraves da diferenciacéo de
Thl (JAN et al., 2007). O tratamento com Diosgenina inibiu a Interleucina-2 (Thl),
Interleucina-10 (Th-2) e producdo de citocinas pro-inflamatérias, sugerindo que este
fitoestrogeno apresenta um potencial anti-inflamatorio por atuacéo de células imunolégicas T
(KU; LIN, 2013).

3.3 Acéo da Diosgenina no sistema cardiovascular

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo um grupo de distarbios do coragdo e vasos
sanguineos, nas quais sdo incluidas doencas coronarianas (ataques cardiacos), acidente
vascular cerebral (AVC), pressdo arterial elevada (hipertensdo), doenca arterial periférica,
doenca cardiaca reumatica, cardiopatia congénita, insuficiéncia cardiaca, hipercolesterolemia,
diabetes, doenca renal cronica, doenca arterial e deméncia vascular (WHO, 2011). Essas
doencas sdo a principal causa de morte prematura em todo 0 mundo, mais pessoas morrem
anualmente de DCV do que qualquer outra causa, e isto também contribui substancialmente
para 0 aumento dos custos com assisténcia médica (WHO, 2011; WHO, 2007). Todos 0s anos
cerca de 17 milhdes de pessoas morrem por DCV no mundo. Esses Obitos compreendem
aproximadamente 29% de todas as mortes, e cerca de 80% ocorrem em paises de baixa e
média renda, muitas vezes em pessoas com menos de 60 anos de idade (NDINDJOCK et al.,
2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a previsdao para 2030 é que o
nimero de mortes por doencgas cardiovasculares pode chegar a 23,3 milhdes, as DCV sdo
distdrbios dos vasos sanguineos, agravados pela aterosclerose, e uma das principais
complicagbes em pacientes idosos (homens e mulheres). Para uma melhor prevencdo dos
riscos de eventos cardiovasculares, diagndstico precoce, a sele¢do de um tratamento adequado
e desenvolvimento de novos medicamentos tém contribuido muito para a explicacdo dos
processos moleculares responsaveis pelo desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(KORDALEWSKA; MARKUSZEWSKI, 2015).
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O endotélio normal morfofuncionalmente é o principal responsavel pela integridade
das artérias, porque participa na regulagdo da vasomotricidade, confere atividade
antimicrobiana e antinflamatoria para o vaso sanguineo intacto. Os fatores de risco
cardiovascular estdo relacionados a disfuncdo endotelial, caracterizado pela reducdo das
propriedades vasodilatadoras, aumento do efeito pré-inflamatoério e um estado pro-trombético.
O papel dos estrogénios, a exemplo do -estradiol, € bem descrito no desenvolvimento sexual
e reproducdo, mas estrogenos também estdo envolvidos em muitos processos fisiologicos,
incluindo o sistema cardiovascular a presenca de receptores de estrogénio em tecido vascular
foi inicialmente demonstrado por ligacdo especifica de estrégenos para células vasculares. O
endotélio macrovascular parece ser um importante alvo direto para os estrogénios. O
tratamento com estrogénio melhora a funcdo endotelial cronica, em um numero consideravel
de danos vasculares. Os estrogenos participam da adequacédo da estrutura e controle de fluxo
de sangue e apresentam acdo vasodilatadora de forma endotélio-dependente (ARNAL et al.,
2010).

Dias (2007), em seus estudos realizados em ratos observou que a Diosgenina induziu
efeito vasorrelaxante dependente de endotélio em anéis de artéria mesentérica superior de rato
normotenso mediado pela liberacdo de Oxido nitrico através de ativacdo de receptores
muscarinicos e uma possivel ativacdo dos canais para K+ sensiveis a voltagem, sensiveis ao
ATP e sensiveis ao célcio de larga condutancia. Assim como, os efeitos relaxantes
independentes do endotélio funcional induzidos pelo fitoestrogeno parecem envolver o
bloqueio dos canais para calcio operados por voltagem nas maiores concentracdes (1 e 2 mM)
e a inibigdo da liberacdo de calcio dos estoques intracelulares sensiveis a trifosfato de inositol
(WILLIAMS; GONG, 2007).

A Diosgenina conferiu efeito relaxante independente de endotélio em artéria coronaria
de porco via sinalizacdo da cascata da proteina quinase G e ativacdo do canal BKcalcio e
efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica superior isolada de rato, dependente e
independente do endotélio vascular (ALICE et al., 2004).

A hiperlipidemia apresenta uma relacdo estreita com danos cardiovasculares, 0s
mecanismos associados incluem a peroxidacao lipidica relacionada ao estresse oxidativo. O
estresse oxidativo tem sido identificado como um principal determinante de dano celular e
contribui para a iniciagdo e progressao da disfuncéo cardiovascular. Em estudos desenhados
para investigar os efeitos protetores vasculares da Diosgenina em ratos alimentados com uma
dieta rica em colesterol, Diosgenina melhorou o perfil lipidico e modulou o estresse oxidativo
pela regulacdo de antioxidantes em ratos hiperlipidémicos (GONG et al., 2010; SON et al.,
2007). Do mesmo modo, a Diosgenina inibiu a insuficiéncia renal crénica (IRC) induzida por
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disfuncdo vascular, impedindo que o estresse oxidativo, através do aumento atividade de
enzimas antioxidantes e suprimindo peroxidacao lipidica (MANIVANNAN et al., 2013).

3.4 Diosgenina e Agdo antioxidante

Os antioxidantes podem ser de grande beneficio para a melhoria da qualidade de vida,
ja que apresentam a capacidade de proteger um organismo dos danos causados pelos radicais
livres, prevenindo ou adiando o inicio de véarias doencas, como cardiovasculares, cronicas
(cancer, aterosclerose, artrite reumatica, hipertrofia muscular) e neurodegenerativas (Mal de
Alzheimer) (OLIVEIRA, 2015). Os antioxidantes sd&o compostos que tém a capacidade de
bloquear ou reduzir o processo de oxidacdo através da inibicdo da iniciacdo de reacdes em
cadeia de oxidacdo (AHMAD; RAB; AHMAD, 2016).

Processos fisioldgicos sdo responsaveis pelo mecanismo de defesa antioxidante que
catalisam a reducdo de O, em &gua, controlando dessa forma a geracdo de radicais livres e

impedindo sua geragdo excessiva na mitocondria (BARBOSA, 2010). Porém, em doengas nas
quais o estresse oxidativo esta envolvido na fisiopatologia muitas vezes 0os mecanismo de
defesa ndo é suficiente, fazendo-se necessario procurar novos compostos antioxidantes como
agentes terapéuticos (NOGUEIRA NETO, 2013).

O estresse oxidativo pode ser descrito como um desequilibrio existente entre
eliminacdo e geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Estas espécies reativas
foram consideradas exclusivamente prejudiciais para as células. A regulacdo da reducao-
oxidacdo envolvendo espécies reativas de oxigénio é de extrema importdncia para a
modulacdo de inimeras funcBes celulares (AGUIAR et al., 2012). As espécies reativas de
oxigénio (ERO), que podem ser radicais livres ou ndo (como os perdxidos), estdo em um
estado mais reativo que o oxigénio molecular. Dentre as espécies radicalares mais importantes
no contexto bioldgico estdo os ions superdxido, hidroxila e o éxido nitrico. As espécies nado-
radicalares principais sdo perdxido de hidrogénio, &cido hipocloroso e oxigénio singlet
(BARBOSA et al., 2010).

A instalacdo e progressdo de diversas doencas degenerativas tém sido relacionadas ao
estresse oxidativo, por meio de mutacbes do DNA, oxidacgdo proteica e peroxidacédo lipidica
com consequentes alteracdes funcionais e prejuizo das fungdes vitais em diversos tecidos ou
orgdos (VALKO et al., 2008; VERMA et al., 2010). No entanto, o efeito deletério do estresse
oxidativo pode variar consideravelmente de um ser vivo para o outro, de acordo com a idade,
o0 estado fisioldgico e alimentacdo (BOLIGON, 2010). As enzimas antioxidantes formam a

primeira linha de defesa contra os danos no tecido cardiaco e cerebral e um aumento do
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estresse oxidativo pode ser devido a deplecdo dos antioxidantes (CHEN et al., 2015). Estresse
oxidativo esta associado ainda ao desenvolvimento de muitas doengas cronicas, como 0
cancer, doencas cardiacas, doencas degenerativas, Alzheimer e Parkinson, bem como pode
estar envolvido no processo de envelhecimento (KO et al., 2012), transtornos mentais (DEAN
et al., 2009; SALUSTRI et al., 2010), artrites, inflamacgdes cronicas, diminuicdo do sistema
imune (PANDE; AKOH, 2009), cirrose, aterosclerose e fibrose (ROESLER, 2007).

A utilizacdo da Diosgenina em protocolos experimentais tem sido associada a sua
capacidade de eliminacdo de radicais livres e captura de moléculas de oxigénio de forma
isolada. A capacidade antioxidante da Diosgenina foi avaliada e a mesma suprimiu a
peroxidacdo lipidica induzida por cristais de oxalato de célcio monohidratado e aumentou 0s
caspases e do estresse oxidativo (SAHA et al., 2014).

O mecanismo molecular da Diosgenina esta diretamente relacionado a sua notavel
capacidade para eliminar a maior parte das espécies reativas de oxigénio, devido a presenca
de um grupo hidroxila na sua estrutura (HAMRITA et al., 2012). Além disso, tem sido
demonstrado que Diosgenina fortalece e regula positivamente defesa antioxidante contra 0s
radicais livres em modelos de estresse oxidativo induzido (CHIU et al., 2011). O elevado
conteudo de glutationa apds tratamento com Diosgenina é um dos principais mecanismos

antioxidante na mediag&o da protecédo cardiovascular (MANIVANNAN et al., 2013).

3.5 Nanotecnologia: Lipossomas

A nanotecnologia esta relacionada as estruturas, propriedades e processos envolvendo
materiais com dimensdes numa escala nanométrica, nessas dimensdes 0s materiais
apresentam novas propriedades como o aumento de forca, resisténcia e condutibilidade
elétrica (SPUCH; NAVARO, 2011; DORNELAS et al., 2008). A nanotecnologia aplicada a
area das ciéncias farmacéuticas € um setor que se encontra em grande desenvolvimento,
sobretudo, para caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos a escala nanométrica
(DELGADO, 2013).

A nanotecnologia farmacéutica surgiu nos anos de 1960 com o desenvolvimento
inicial da microencapsulacao, que serviu de modelo para técnicas mais sofisticadas agora em
escalas nanomeétricas, permitindo o desenvolvimento de nanoparticulas. A descoberta dos
lipossomas nessa mesma época veio aumentar a variedade de ferramentas para o
desenvolvimento da nanotecnologia farmacéutica com sistemas lipidicos para a vetorizagédo de

farmacos, visto que, atualmente grande parte dos sistemas farmacéuticos apresentam
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farmacocinética pobre e propriedades biofarmacéuticas menos desenvolvidas (GUPTA et al.,
2012; PETROS; DE SIMONE, 2010).

Na terapia medicamentosa utilizando formas farmacéuticas convencionais como
comprimidos ndo revestidos, solucdes, suspensdes, emulsdes, capsulas e dentre outros, torna-
se dificil manter concentragcdes plasmaticas de muitos farmacos em nivel terapéutico por
longo periodo de tempo, isto porque, essas apresentacBes liberam todo seu conteudo de
imediato gerando inicialmente um pico méximo de concentra¢do plasmatica que pode atingir
niveis toxicos, e logo apo6s, uma concentracdo insuficiente de acdo, com doses subterapéuticas
(LEE; ROBINSON, 2004).

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos e outras substancias bioativas tém
sido amplamente estudados e tém direcionado ao desenvolvimento de areas inovadoras na
nanotecnologia. As principais formas farmacéuticas de liberacdo controlada sdo bombas
osméticas, adesivos transdérmicos, implantes, microparticulas, nanoparticulas (nanocépsulas),
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas de metais e lipossomas (VERMA; GARG, 2001).

Os lipossomas sao vesiculas que em condi¢Ges balanceadas de osmolaridade,
apresentam formato esférico contendo uma ou mais lamelas compostas por lipidios anfifilicos,
contendo em seu interior um nucleo hidrofilico aquoso. Sua carga superficial pode ser
modificada pela incorporacdo de lipidios carregados positiva ou negativamente, o que pode
influenciar na taxa de incorporacdo de substancias, impedir a agregacdo ou fusdo das
vesiculas e modular seu destino no organismo, e a fluidez alterada através da adicdo de
colesterol. Eles apresentam grande flexibilidade estrutural e tamanhos, variam de 50 nm até
algumas dezenas de micrémetros. S&o bons carreadores de farmacos, pois sdo biocompativeis,
com baixa toxicidade, podem liberar farmacos hidrofilicos e lipofilicos, protegem suas cargas
de degradacdo por enzimas plasmaéticas e transportam sua carga através das membranas
bioldgicas até atingir o 6rgdo alvo-especifico (MORENO et al., 2014; SPUCH; NAVARO,
2011).

A tendéncia dos lipossomas de se acumular no organismo é a propriedade que tem sido
explorada na quimioterapia do céancer, terapia antimicrobiana, vacinas e diagnostico por
imagem. Os resultados tém indicado claramente que alguns lipossomas que encapsulam
farmacos e vacinas exibem superior propriedade farmacoldgica sobre os medicamentos
tradicionais (CONCEICAO; MATOS; MOUTINHO, 2010).

A utilizacdo de nanossistemas apresenta como propriedades favoraveis a elevada
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, manutengdo dos niveis plasmaticos em
concentragdes constantes e eficiente protecdo de farmacos. S&o constituidos por materiais

naturais e tendem a ter uma meia-vida de circulacdo curta, como resultado da fagocitose
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(ALINAGHI et al., 2014; PSARROS et al., 2012). Com a finalidade de melhorar a circulagédo
sanguinea e direcionamento especifico para a célula, a superficie dos lipossomas pode ser
modificada, principalmente por inclusdo de polimeros, peptideos, ou anticorpos (SCHIENER
et al., 2014). Embora estas vantagens sejam significativas, existem desvantagens de uma
possivel toxicidade, auséncia de biocompatibilidade dos materiais utilizados e o elevado custo
de obtencdo dos nanotransportadores comparados com as formulagbes farmacéuticas
convencionais (DELGADO, 2013).

Ap0s administracdo endovenosa os lipossomas interagem com pelo menos dois grupos
distintos de proteinas plasmaticas: lipoproteinas plasmaéticas de alta densidade e opsoninas,
que medeiam & fagocitose dos lipossomas pelos macrofagos. A taxa de depuracdo dos
lipossomas do sangue depende da capacidade das opsoninas de se ligarem a superficie dos
mesmos. Influenciam a depuragdo dos lipossomas: a rigidez da membrana, sendo as mais
rigidas removidas mais lentamente; a carga superficial, vesiculas neutras se mantém na
circulagdo sanguinea por mais tempo; e o tamanho das vesiculas, as maiores sdo mais
rapidamente depuradas. No entanto, independentemente do tempo de circulagdo dos
lipossomas, a maior parte da dose injetada é captada pelos macréfagos do sistema fagocitario
mononuclear do figado, baco e medula 6ssea. Dentro dos lisossomas, as vesiculas sdo
destruidas e seu contetdo liberado localmente e, dependendo da sua natureza, pode
permanecer dentro do lisossoma, ser langado no citoplasma ou difundir para fora da célula
(MOGHIMI; SZEBENI, 2003).

A producdo dos lipossomas pode ser a partir de varios tipos diferentes de lipideos, no
entanto, os fosfolipidios sdo os mais utilizados para gerar lipossomas como transportadores de
farmacos, a composicdo da bicamada lipidica é fator preponderante na preparacdo dos
lipossomas e obtencdo de formulagdes estaveis. Os fosfolipideos mais utilizados sdo os que
apresentam forma cilindrica como a fosfotidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e
esfingomielina, que tendem a formar uma bicamada estavel em solucdo aquosa. As
fosfatidilcolinas sdo as mais empregadas nas preparagdes lipossomais, pois apresentam grande
estabilidade frente a variacdes de pH ou da concentracdo de sal no meio. O colesterol é um
componente lipidico incorporado na composicao dos lipossomas, atua aumentando a rigidez
das membranas no estado “cristal-liquido” e reduz a rigidez e os efeitos estruturais das
membranas no estado gel (BATISTA et al., 2007).

Os lipossomas apresentam-se de diferentes tipos dependendo do método de preparo.
As vesiculas multilamelares sdo formadas por multiplas camadas de lipidios, com até quatorze
camadas, cada uma separa por uma solucdo aquosa (500 — 5000 nm); as vesiculas

unilamelares pequenas apresentam apenas uma camada de lipidio variando de 25 a 100 nm



29

(SPUCH; NAVARO, 2011). Geralmente, os lipossomas sdo produzidos pelo método de
hidratacdo de filme lipidico, seguido de sonica¢do ou extrusdo que visa diminuir o didmetro
das vesiculas lipidicas e conferir uniformidade as mesmas. Esses nanossistemas podem ser
caracterizados de acordo com natureza do material encapsulado, a composi¢do quimica e o
tamanho das vesiculas. Ja sdo comercializados desde os anos 80 para o tratamento de cancer e
infeccbes fungicas sistémicas, no entanto sdo necessarios mais estudos para solucionar
obstaculos de ordem tecnoldgica e bioldgica com o intuito de ampliar suas indicacGes
farmacologicas (ALLEN; CULLIS, 2013; LIU et al., 2010; BATISTA et al., 2007).

Conforme a interacdo que os lipossomas exercem com 0s sistemas biolégicos podem
ser classificados como convencionais, de longa circulacdo e sitio-especificos. Lipossomas
convencionais sdo compostos basicamente por fosfolipideos neutros e/ou carregados, e/ou
colesterol. Para a obtencdo de lipossomas carregados, tipicamente s&o utilizadas as seguintes
substancias: octadecilamina (estearilamina), fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e 4&cido
fosfatidico (BOZZUTO; MOLINARI, 2015).

Os lipossomas de longa circulacdo, também chamados stealth ou furtivos, contém na
sua superficie carboidratos hidrofilicos (ex.: polimeros de potietilenoglicol - PEG) o que
dificulta a opsonizagdo e o reconhecimento pelo sistema reticulo endotelial, aumentando o
tempo de meia-vida das vesiculas em torno 8-10 vezes quando comparados aos lipossomas
convencionais, no entanto, deve-se levar em consideracdo fatores como, tamanho,
comprimento do polimero, densidade e carga geral de superficie (MORENO et al., 2014;
SCHIENER et al., 2014; SANTOS, 2010). O polimero PEG ocupa 0 espa¢o adjacente a
superficie dos lipossomas criando um impedimento estérico e, consequentemente,
prejudicando a interacdo de macromoléculas e células com os lipossomas (TORCHILIN,
2005).

Os lipossomas sdao muito sensiveis ao pH, luz, magnetismo, temperatura, ondas de
ultra som, sdo altamente susceptiveis a destruicdo via absorcdo pelo sistema reticulo-
endotelial; uma alternativa para protecdo dos lipossomas seria aumentar as bicamadas
lipidicas estaveis regulando o perfil de liberacdo do farmaco (SPUCH; NAVARO, 2011).

Utilizando componentes sensiveis a alteracdes de pH, uma nova classe de lipossomas
foi desenvolvida, os lipossomas pH-sensiveis, estas vesiculas sdo estaveis em pH neutro (pH
7,4) e se desestabilizam em pH 4acido, tais como 0s encontrados em tumores, endossomas €
lisossomas. Foram concebidos para liberar seu conteddo no citosol ou no interior do
endossomo. Quatro classes de lipossomas pH-sensiveis foram descritas. A primeira combina
lipidios polimorficos, fosfatidiletanolamina, por exemplo, com moléculas anfifilicas

levemente 4cidas que atuam como estabilizadoras em pH neutro. A segunda inclui lipossomas
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compostos de lipidios cuja hidrdlise 4acida resulta no aumento de componentes
desestabilizantes da membrana e, portanto, no aumento da permeabilidade aos solutos
encapsulados. A terceira utiliza peptideos sensiveis ao pH ou proteinas de fusao reconstituidas
para desestabilizar as membranas em pH acido. A ltima utiliza polimeros titulaveis que
mudam de conformacdo em pH baixo desestabilizando a membrana lipossomal (KELLY;
JEFFERIES; CRYAN, 2010).

Segundo Magalhdes e Mosqueira (2010) o encapsulamento de farmacos em
lipossomas proporciona liberacdo controlada do farmaco, uma vez que aumenta a sua
biodisponibilidade e seu tempo de permanéncia na circulacdo por manter os niveis séricos do
farmaco constante, assim como, favorece maior protecdo ao medicamento contra a
degradacéo extracelular, reduz a frequéncia de administracéo e a duracdo do tratamento, além
de melhorar a seletividade em relacdo ao alvo.

Tém sido demonstrado o envolvimento dos lipossomas no aumento da eficacia
antioxidante dos farmacos testados, protegem células do estresse oxidativo (RENGEL et al.,
2005), reduzem a peroxidacao lipidica (TIAN et al., 2007) e promovem de melhor ativacéo de
enzimas antioxidantes (PENG et al., 2010). Estudo realizado por Oliveira et al., (2013)
sugeriu um positivo potencial antioxidante de lipossomas contendo nimodipina, acéo
verificada pela reducdo de radicais nitritos, remocao de radicais hidroxila e de substancias
reativas com o acido tiobarbiturico.

Devido as caracteristicas da Diosgenina, esta se torna excelente candidata ao
carreamento lipossomal. Além disto, surge a importancia de se realizar estudos que tenham o
objetivo de avaliar a acdo cardioprotetora de lipossomas contendo Diosgenina e seu potencial
para prevenir e tratar doencas que acometem o sistema cardiovascular, visto que, estudos
demonstram promissores resultados referentes as caracteristicas fisico-quimicas e ao bom

direcionamento desses carreadores.
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RESUMO

As doengas cardiovasculares sdo um grupo de disturbios do coracdo e vasos sanguineos e
representam a principal causa de morte prematura em todo o mundo. Diosgenina é uma
saponina esteroide com aplicacdo terapéutica em diferentes contextos clinicos como doencas
do sistema cardiovascular, controle de hiperglicemia e dislipidemia, propriedades
antimicrobiana, anti-viral e anti-inflamatéria. O objetivo do estudo foi realizar uma revisao
sistematica sobre a Diosgenina, suas aplicacbes farmacéuticas voltadas para o sistema
cardiovascular. As bases periodicas ScienceDirect, PubMed e Biblioteca Virtual em Saulde,
foram utilizados, bem como as bases tecnologicas do Escritério Europeu de Patentes,
Organizagdo Mundial de Propriedade Intelectual, no Escritorio Americano de Patentes e
Marcas Registradas e no banco de dados Brasileiro Instituto Nacional de Propriedade
Industrial. As palavras-chave utilizadas foram Diosgenina, sistema cardiovascular,
hipertensdo, aterosclerose e dislipidemias e suas correlagdes em Inglés e Portugués, com
publicacdes de janeiro de 2010 a junho de 2015. Apds a analise das bases tecnoldgica e
cientifica, os resultados mostram que existe um numero reduzido de patentes evidenciando a
acdo da Diosgenina no sistema cardiovascular, com estudo voltados para as areas médicas e
para 0s estudos quimicos da Diosgenina como esteroide. Nas bases cientificas, os resultados
mostram que existe interesse da acdo da Diosgenina no sistema cardiovascular. Portanto, os
estudos com Diosgenina sdo promissores, Visto que, apresenta um alto potencial
farmacoldgico a partir de pontos de vista cientificos e tecnologicos, em busca de transferéncia
de tecnologias para gerar crescimento econdmico e industrial.

Palavras-chave: Aterosclerose, sistema cardiovascular, Diosgenina, dislipidemia,
hipertensao, saponina, tecnologia.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases are a group of disorders of the heart and blood vessels, and constitute
a major cause of premature death worldwide. Diosgenin saponin is a steroid for therapeutic
application in different clinical settings as cardiovascular diseases, hyperglycemia and
dyslipidemia control, antimicrobial, anti-viral and anti-inflammatory. The aim of the study
was a systematic review of the Diosgenin, their pharmaceutical applications and perspectives
on the application in the cardiovascular system diseases. Periodic basis ScienceDirect,
PubMed and Virtual Health Library were used as well as the European Office of the
technological bases Patent Office, World Intellectual Property Organization, the Office US
Patent and Trademark Office and the Brazilian database National Institute of Property
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Industrial. The keywords used were Diosgenin, cardiovascular system, hypertension,
atherosclerosis and dyslipidemia and their correlations in English and Portuguese, with the
January 2010 publication to June 2015. After reviewing the scientific and technological bases,
the results show that there is a reduced number of patents showing the action of Diosgenin on
the cardiovascular system are focused on the areas for chemical studies of Diosgenin as
steroid. In the scientific basis, the results show that there is interest Diosgenin action on the
cardiovascular system. Therefore, studies with Diosgenin are promising, since it presents a
high pharmacological potential from scientific and technological viewpoints, looking for
technology transfer to generate economic and industrial growth.

Keywords: Atherosclerosis, cardiovascular system, Diosgenin,
dyslipidemia,hypertension, saponin, technology.

1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo um grupo de distdrbios do coracdo e vasos
sanguineos, nas quais sao incluidas doencas coronarianas (ataques cardiacos), acidente
vascular cerebral, pressdo arterial elevada (hipertensdo), doenca arterial periférica, doenca
cardiaca reumatica, cardiopatia congénita, insuficiéncia cardiaca, hipercolesterolemia,
diabetes, doenca renal cronica, aterosclerose e deméncia vascular. Essas doengas sdo a
principal causa de morte prematura em todo 0 mundo, mais pessoas morrem anualmente de
DCV do que qualquer outra causa, e isto também contribui substancialmente para o aumento
dos custos com assisténcia médica [1,2].

Diosgenina (3B-hidroxi-5-spirostene) € uma saponina ester6ide que pode ser
encontrada em vérias espécies do género Dioscorea villosa, Costus speciosus, Trigonella
foenum greaecum € estruturalmente semelhante ao colesterol e outros esterodides Fig. (1) [3].
As cadeias de acucar de saponinas esteroidais presentes nas espécies de género Dioscorea
estdo sujeitas a hidrdlise &cida, entre outras etapas, para produzir Diosgenina [4].

Uma caracteristica importante da Diosgenina é a sua aplicacdo terapéutica em
diferentes contextos clinicos. Investigacdes anteriores demonstraram que a Diosgenina foi
eficaz no tratamento de varias doencas do sistema cardiovascular e do seu papel no controle
adequado de hiperglicemia e dislipidemia [5]. Notavelmente diminuiu o nivel de triglicerideos
do soro e colesterol total em camundongos, ratos e coelhos alimentados com uma dieta rica
em colesterol [6]. Tem sido relatado que a Diosgenina apresenta atividade antimicrobiana,
anti-viral, anti-inflamatéria e propriedades antidiabéticas [7].

A propriedade medicinal de Diosgenina foi ampliada recentemente para incluir o
tratamento de doencas que ameagam a vida, tais como a diferenciacéo da linhagem celular

para eritroleucemia humana, a atuacéo desta saponina é alterando a atividade da lipoxigenase,
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a apoptose induzida e a parada do ciclo celular em células da linhagem de osteossarcoma
humano [8].

Como parte da acdo antitumoral Diosgenina, apresenta capacidade anti-inflamatoria,
pois a inflamacao cronica € um mecanismo que ativa o processo de carcinogénese [9]. Além
disso, a Diosgenina demonstrou-se eficaz frente a cancer de co6lon induzida
experimentalmente associada a inflamacéo, em parte, mediada pela alteracdo do metabolismo
dos lipidios (os niveis de triglicerideos no soro por aumento da regulacdo da lipoproteina
lipase) e a modulacdo de genes associados com inflamacdo em mudltiplas vias de sinalizacao
[10].

Estabeleceu-se como principal material para a producdo de hormdnios esteroides, na
indUstria farmacéutica e contraceptivos orais, fornecendo cerca de 50% da matéria-prima para
a producdo de cortisona, progesterona e muitos outros hormdénios esteroides. Derivados
esteroidais de Diosgenina estdo entre os dez medicamentos a base de plantas mais prescritos
no mundo. Diosgenina tem sido aplicado para a terapia de substituicdo hormonal em mulheres
na menopausa [11-12] e tem sido notada como um elemento ativo em suplementos dietéticos
e cosmecéuticos [13].

A Diosgenina possui varias atividades farmacoldgicas relacionadas diretamente para
prevencdo das desordens do sistema cardiovascular, dentre elas: acdo hipocolesterolémica em
ratos, efeito relaxante independente de endotélio em artéria corondria de porco via sinalizacao
da cascata da proteina quinase G (PKG) e ativacdo do canal BKcalcio [14] e efeito
vasorrelaxante em artéria mesentérica superior isolada de rato dependente e independente do
endotélio vascular [15]. A Diosgenina atua em alvos terapéuticos para o tratamento de
enfermidades cardiovasculares tais como: hipertensdo, vasoespasmos, aterosclerose, assim

como, em doengas relacionadas, como a dislipidemias [16].

Fig. (1). Estrutura quimica da Diosgenina (33-hydroxy-5-spirostene).
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Com base nessas informagdes, 0 objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de uma
revisao sistematica, cientifica e tecnoldgica sobre a Diosgenina a respeito das patologias no
sistema cardiovascular, com o objetivo de analisar o nmero de depoésito de patentes em cada
pais através de bancos nacionais e internacionais de inovacdo e tecnologia, bem como

descrever a producao cientifica j& disponivel para este composto.

2 METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi baseada em pesquisas de pedidos de registro de patentes, bem
como artigos cientificos que discutiram sobre a Diosgenina e suas aplicacdes farmacéuticas no
sistema cardiovascular. A pesquisa foi realizada utilizando como referéncia as seguintes
palavras-chave: Diosgenina, sistema cardiovascular, hipertensao, aterosclerose e dislipidemias
e sua associacdo, em Inglés e Portugués. As bases de periddicos utilizados foram
ScienceDirect, PubMed e Biblioteca Virtual em Salde. Na etapa seguinte, os artigos
cientificos foram selecionados com base nos seguintes critérios de inclusdo: artigos
publicados em Inglés e Portugués, com resumo e texto completo, que relatou as atividades
farmacol6gicas propostas pelo estudo. E relevante salientar que os artigos que apresentaram
duplicidade foram excluidos e ndo foram utilizados. O intervalo de tempo foi de janeiro de
2010 a junho de 2015 para as bases de dados cientificas e de janeiro de 2000 a junho de 2015
para as bases de dados tecnologicas.

A busca dos pedidos de depdsito de patentes foram realizadas no banco de dados do
Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (INPI), na World Intellectual Property
Organization (WIPO), European Patent Office (EPO), no United States Patent and
Trademark Office (USPTO). Os dados foram coletados no més de Agosto de 2015 e foram

analisados utilizando o software GraphPad Prism (versédo 6.04).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Patentes

A prospeccéo tecnologica € uma maneira sistematica para mapear o desenvolvimento
cientifico e tecnologico, que é capaz de influenciar significativamente uma inddstria, uma
economia ou uma sociedade. Ela utiliza informacdes de patentes, que é uma ferramenta muito
eficaz que permite a identificagdo de tecnologias relevantes, rotas tecnologicas, inovacdes,
processos, produtos, pesquisa, desenvolvimento e inovacdo [17]. Desta forma apresenta-se

importante para avaliagdes cientificas e tecnologicas, uma vez que ha uma necessidade
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crescente de transferéncia de tecnologias entre academia e industria, com o objetivo de
construgdo de links que podem trazer beneficios para ambos os setores [18].

De acordo com esta perspectiva, a avaliacdo tecnoldgica foi realizada nas bases de
dados especializadas, incluindo patentes depositadas no periodo entre janeiro de 2000 e junho
de 2015. A selecdo das patentes foi com base em critérios de inclusdo: patentes publicadas em
Inglés ou Portugués, que apresentavam as palavras-chaves Diosgenina, sistema
cardiovascular, hipertensdo, aterosclerose e dislipidemias e suas associagdes no titulo, resumo
e corpo do texto. Os resultados para Diosgenina foram os seguintes: 21 (18,75%), 6 (5,36%) e
85 (75,89%) para a solicitacdo de patente depositado nas bases do USPTO, EPO, a WIPO,
respectivamente e nenhuma patente encontrada no INPI. Para os termos "diosgenin and
cardiovascular system"”, “diosgenin and atherosclerosis" e¢ “diosgenin and dyslipidemia”
foram encontradas 5 (62,5%), 2 (25%) e 1 (12,5%) patentes, na base de dados WIPO,
respectivamente. Os dados para a analise de palavras-chave e as suas associagoes,
considerando o nimero de pedidos de patentes apresentados por banco de dados, de acordo

com os termos utilizados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — NUmero de patentes depositadas nos bancos de dados tecnoldgicos INPI, USPTO, EPO e
WIPO por palavras-chave.

Palavras-chave INPI USPTO EPO WIPO
Diosgenina ou Diosgenin 0 21 6 85
Sistema cardiovascular ou cardiovascular system 1 1235 289 2963
Hipertenséo ou hypertension 101 6220 792 4328
Aterosclerose ou atherosclerosis 53 4922 491 1577
Dislipidemia ou dyslipidemia 4 962 97 304
Diosgenina e sistema cardiovascular ou Diosgenin and 0 0 0 5

cardiovascular system

Diosgenina e hipertensao ou Diosgenin annd hypertension 0 0 0 0
Diosgenina e aterosclerose ou Diosgenin and atherosclerosis 0 0 0 2
Diosgenina e dislipidemia ou Diosgenin and dyslipidemia 0 0 0 1

A Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), na qual as patentes séo classificadas
de acordo com a aplicacdo é dividida em: oito (8) secOes, 21 subsec¢des, 120 classes, 628
subclasses e 69.000 grupos [19-20]. Dessa forma, foram analisadas as 8 (oito) patentes

depositadas de Diosgenina com alegacgéo de atividade no sistema cardiovascular conforme a
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CIP Fig. (2) e foi observado que a sec¢éo C, (quimica e metaldrgica) é a mais depositada,

seguida da secdo A (necessidades humanas).
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Fig. (2). Patentes depositadas nos bancos de dados tecnolégicos de acordo com o codigo de classificacdo
internacional. C07J: quimica e metalurgica; A61K: necessidades humanas.

Enquanto a subclasse A61K trata das preparacbes para finalidades médicas,
odontoldgicas ou higiénicas (dispositivos ou métodos especialmente adaptados para dar aos
produtos farmacéuticos formas fisicas determinadas ou para sua administracdo), a subclasse
CO07J refere-se as sustancias alocadas na area de quimica organica na classe de esteroides. As
8 (oito) patentes listas no WIPO by Patent Cooperation Treaty (PCT) relatam a sintese de
Diosgenina através de diferentes mecanismos (sintese acida, hidroalcodlica e métodos
isotérmicos) e as acdes farmacoldgicas descritas foram: acdo anti-inflamatoria, regulacdo de
hormonios esteroidais por acdo no sistema enddcrino, capacidade de controle da aterosclerose
por atuar reduzindo os niveis de colesterol plasmatico, desta forma, atuando como prevencao
e tratamento de doencas cardiovasculares (Tabela 2).

Tabela 2 — Patentes relatando as aplicagdes tecnoldgicas da Diosgenina com aplicagéo no sistema
cardiovascular depositadas nos bancos de dados INPI, USPTO, EPO e WIPO.

Numero da Ano Titulo da Patente Inovacao
Patente

(Ref. #)

CN 1451665 2003 | Carboxylic derivs. Of| Producéo de composto caboxilico com modificacdes
diosgenin and process for| estruturais da diosgenina e processo de preparacao.
[23] preparing same Este composto apresentou agdo terapéutica em
doencas cardiovasculares e cerebrovasculares.

CN 1517361 2004 | Diosgenin  butanedioic acid| A Diosgenina obtida a parti de um derivado de éster
monoester  derivative and its| de monosuccinato foi utilizada para o tratamento de
[24] preparation method  and| doencas cardiovasculares e cerebrovasculares e seu

application processo de preparagdo foram divulgados.



https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=CN82644420&recNum=1&office=&queryString=FP%3A%28FP%3Adiosgenin+AND+EN_AB%3Acardiovascular%29&prevFilter=&sortOption=Relevance&maxRec=5
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=CN82710445&recNum=2&office=&queryString=FP%3A%28FP%3Adiosgenin+AND+EN_AB%3Acardiovascular%29&prevFilter=&sortOption=Relevance&maxRec=5
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CN 1517360

[25]

2004

Diosgenin amino and ester
derivative and its preparation
method and application

A Diosgenina obtida através de derivado de éster e
aminoacidos foi utilizada para o tratamento de
doencas cardiovasculares e cerebrovasculares e seu
processo de preparacdo foram divulgados.

WO 086411

[26]

2003

Compounds and preparation
methods of carboxylate and
monoester succinate
derivative of diosgenin.

A presente invencdo de derivados caboxilatos e
monoester sucsinato de Diosgenina, na qual a
obentc¢do dos derivados se da pela modificacao de
aminoacidos. Os compostos da presente invengao
tém boa solubilidade em agua, e pode ser usado no
tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares

e cerebrovasculares.

CN
101333241

[27]

2008

Process for extracting dioscin,
preparation thereof and use

A invencdo refere-se a um método para extracdo de
Diosgenina a parti da espécie vegetal Dioscorea
zingiberensis, conhecida na medicina tradicional
chinesa  como inhame;apreparacdode
medicamentos e a aplicacdo do Dioscorea
zingiberensis na foram investigadas  para prevencao
e tratamento de doencas cardiovasculares. Os ensaios
clinicos que mostraram que a Diosgenina extraida na
presente invencdo da Dioscorea zingiberensis tem
um efeito significativo sobre a doenga cardiaca
corondria, a hiperlipidemia e outras doencas
cardiovasculares.

CN
102786575

[28]

2012

Diosgenin-3-derivative as
well preparation method and
application thereof

A inovacdo refere-se a Diosgenina-3-derivado, que é
derivada de reacOes de de éster de acido 4-
Diosgenina-6-aminocaproico e o éster de Diosgenina
7-2-amino-15-glutarato, que s&o compostos novos. O
composto é estavel em meio &cido fraco e facil de ser
preparados em sal, a solubilidade da Diosgenina foi
melhorada. A ac¢do da Diosgenina-3-derivado é
superior a Diosgenina na diminuicdo da inflamacéo e
atividade antitumoral. A Diosgenina-3-derivativo foi
utilizada principalmente para diminuir a inflamacéo e
verificar a agéo antitumoral.

CN
102702300

(32]

2012

Compound for preventing or
treating autoimmune diabetes
and preparation method and
application thereof

A invencdo revela um composto para prevenir ou
tratar a diabetes auto-imunes. A inovacdo €
representada pela descricdo de ummétodo para a
preparacdo do composto e sua aplicacdo
farmacol6gica. O composto de farmaco duplo de
Diosgenina e ibuprofeno ou aspirina proporcionado
pela invencéo preveniu e tratou de forma efetiva a
diabetes auto-imune causada pelo dano de células
beta das ilhotas do pancreas, mas também apresentou
melhores efeitos relacionados a anti-inflamacéo,
analgesia e semelhantes, e uma nova escolha é
fornecido para medicago clinica.

WO 030603

[33]

2000

Slimming
containing a
opposita extract

compositions
dioscorea

A invencdo refere-se a utilizacdo de extratos de
Dioscorea opposita, em que foi identificada a
Diosgenina, um andlogo estrutural de colesterol,
capaz de ser usado industrialmente, por apresentar



https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=CN82710444&recNum=3&office=&queryString=FP%3A%28FP%3Adiosgenin+AND+EN_AB%3Acardiovascular%29&prevFilter=&sortOption=Relevance&maxRec=5
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=WO2003086411&recNum=4&office=&queryString=FP%3A%28FP%3Adiosgenin+AND+EN_AB%3Acardiovascular%29&prevFilter=&sortOption=Relevance&maxRec=5
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=CN83528317&recNum=5&office=&queryString=FP%3A%28FP%3Adiosgenin+AND+EN_AB%3Acardiovascular%29&prevFilter=&sortOption=Relevance&maxRec=5
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=CN85409666&recNum=1&office=&queryString=FP%3Adiosgenin+AND+FP%3Ainflammation&prevFilter=&sortOption=Pub+Date+Desc&maxRec=3
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=CN85326738&recNum=2&office=&queryString=FP%3Adiosgenin+AND+FP%3Ainflammation&prevFilter=&sortOption=Pub+Date+Desc&maxRec=3
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docId=WO2000030603&recNum=3&office=&queryString=FP%3Adiosgenin+AND+FP%3Acholesterol&prevFilter=&sortOption=Pub+Date+Desc&maxRec=11

47

elevada atividade de emagrecimento pois 0 composto
foi isolado por meio de uma operacdo original em
adipdcitos humanos; a reducdo de lipideos e
triglicerideos  intra-adipdcitos, nomeadamente
reduzindo o RNAm que codifica a identificacdo dos
receptores de LDL e para enzimas envolvidas no
metabolismo de lipideos (HMG-CoA redutase e
HMG-CoA sintetase). Demonstrando que a
Diosgenina pode atuar regulando o metabolismo de
lipoproteinas e favorecendo o emagrecimento.

mRNA: Acido ribonucleico mensageiro. LDL: lipoproteina de baixa densidade. HMG-CoA: 3-hidroxi-3-mathyl-glutaril-CoenzimaA

A estrutura quimica da Diosgenina consiste em uma aglicona hidréfobica esteroide,
este fitoestrogeno possui estrutura semelhante a progesterona e ao estradiol [21-22]. Liu e
colaboradores [23], Wang e colaboradores [24-25] propuseram em suas inovacdes a
modificacdo estrutural da Diosgenina, na sua por¢édo hidroxila, por incorporagéo de derivados
carboxilicos e ésteres, com aplicacdo clinica voltada para acdo cardiovascular.

A administracdo Diosgenina em protocolos experimentais de forma oral é limitada
devido a baixa solubilidade aquosa da molécula e restrita pela biodisponibilidade oral
absoluta. Administracdo oral de farmacos com baixa solubilidade aquosa e baixo perfil de
dissolugdo resulta em incompleta absorcdo do farmaco [5]. Liu e colaboradores [26]
propuseram a producdo do derivado carboxilado e derivado monoester de Diosgenina, as
substituicdes ocorreram no grupamento alquilo, o resultado obtido foi o aumento da
solubilidade da Diosgenina em agua, e apresentou como aplicacéo terapéutica o tratamento e a
prevencéo de doengas cardiovasculares e cerebrovasculares.

A Diosgenina, membro das saponinas esteroides, pode ser encontrada em diversas
espécies vegetais, apresentando-se como um dos principais constituintes bioativos de plantas
[4]. Ge e colaboradores [27] em sua invencdo modificaram o método de extracdo da
Diosgenina com a utilizacdo de enzimas para remocao de impurezas grosserias e weak-polar
resina macroscopica e como matéria prima o extrato de Dioscorea zingiberensis. Este método
de preparacdo mostrou-se eficiente na conservacdo de Diosgenina durante o transporte e
armazenamento, visto que, essa substancia também pode ser utilizada para preparar
comprimidos revestidos, xarope, solucdo oral, gotas ou capsulas. Os ensaios clinicos
demonstram que a Diosgenina extraida na presente invencdo da espécie Dioscorea
zingiberensis tem um efeito significativo sobre a doenca cardiaca coronaria, a hiperlipidemia
e outras doencas cardiovasculares.

Huang e colaboradores [28] por método de modificacdo estrutural produziram a
Diosgenina-3-derivado, que apresenta a vantagem de ser uma sequencia de ésteres, utilizaram

a metodologia de preparo que aumenta o rendimento da substancia, tornando o composto
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estdvel em meio acido, facil preparacdo de sais e foi possivel melhorar a solubilidade da
Diosgenina. A Diosgenina-3-derivativo foi utilizada principalmente para diminuir a
inflamacao e resisténcia a tumores.

E perceptivel que a China esta na vanguarda como o pais que tém o maior numero de
patentes depositadas sobre a Diosgenina nas Ultimas décadas Fig. (3). Os paises
desenvolvidos, como Estados Unidos, Japdo e China mantém um nUmero crescente de
arquivos de patentes. Além disso, eles possuem os maiores bancos de dados especializados
em patentes comerciais. Esse fato pode ser explicado por uma lacuna no conhecimento entre
paises desenvolvidos e os subdesenvolvidos a respeito do acesso as informages tecnologicas.
A falta de inovacgdo e do uso da propriedade intelectual, a ndo promocdo e investimento em
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (PD&I) em paises subdesenvolvidos pode ser causada
pela auséncia de infraestrutura basica necessaria para o desenvolvimento de conhecimentos e

para transferéncia de tecnologia local [29-30].
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Fig. (3). Paises que apresentaram patentes sobre Diosgenina. CN = China; WO = PCT.

Quando os arquivos de patentes sdo agrupados em um arranjo temporal é possivel
detectar oscilacdo com o0 aumento nos numeros de patentes a partir do ano de 1990. No
entanto, o processo de protecdo tecnoldgica em diversos setores de aplicacdo industrial da
Diosgenina para aplicagdo no sistema cardiovascular é considerado insuficiente quando
comparado com o numero de publicacdes, especialmente quando se considera a relevancia

cientifica deste composto Fig. (4).
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Fig. (4). Distribuicdo do nimero de patentes registradas (depositadas) nas ultimas décadas.

A Diosgenina apresenta um papel benéfico contra doengas metabdlicas (diabetes e
hipertensdo), bem como atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antinflamatoria e
antitumoral [31]. O composto duplo Diosgenina-ibuprofeno e Diosgenina-aspirina proposto
por Huang e colaboradores [32] preveniu efetivamente e se mostrou eficaz para o tratamento
de diabetes auto-imune causada pelo dano das células beta do pancreas e também apresenta
melhores efeitos anti-inflamatorio e analgesia, tornando-se e uma nova escolha a disposi¢ado
para medicacao clinica.

A Diosgenina extraida de Dioscorea opposita quando administrada em adipdcitos
humanos reduziu os lipideos e triglicerideos intra-adipécitos, por diminuir a expressdo de
RNAmM que é o responsavel por codificar os receptores de LDL e para enzimas envolvidas no
metabolismo dos lipideos (HMG-CoA redutase e inibidores da HMG-CoA-sintase),

mostrando que a Diosgenina apresenta potencial farmacéutico industrial [33].

3.2. Artigos

A anélise em referéncias biogréficas virtuais abordaram os beneficios cientificos da
Diosgenina no sistema cardiovascular. A busca foi realizada associando os termos Diosgenina
e sistema cardiovascular ou Diosgenin and Cardiovascular system, foram encontrados 124
(79,48%) artigos na base de dados ScienceDirect, 18 (11,54%) no PubMed e 14 (8,98%) na
Biblioteca Virtual de Saude, com um total de 156 artigos. Esse nimero de artigos demonstra
que a maioria da producdo esta relacionada a publicacbes sem protecdo. De acordo com a
evolucdo temporal, quando o nimero de publicacdo em bases de dados cientificos €

observado, nota-se que tenha ocorrido um gradual aumento da quantidade de artigos sobre



50

Diosgenina ao longo dos anos, com especial atencdo para o ano de 2013, quando havia
27,27% destas publicacbes, em junho de 2015 havia uma quantidade significativa de artigos
16,88 %, o que demonstra 0 aumento do interesse na pesquisa sobre este composto. Esses
artigos foram organizados por ano de publicacéo e esta disposto na Fig. (5).
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Fig. (5). Distribuicao dos artigos por ano de publicagdo nas bases de dados (PubMed, Science Direct e Bireme).

Apbs a exclusdo de artigos duplicados, cada titulo e resumo foram lidos, a fim de
selecionar e classificar aqueles que, de fato, forneciam informacdes sobre Diosgenina e suas
aplicacBes no sistema cardiovascular. Ap6s uma reavaliacdo, o numero de estudos elegiveis
que entrou na revisao sistematica foi reduzido para 12 (7,79%) artigos. A Tabela 3 mostra a

distribuicdo dos artigos selecionados.

Tabela3—-  Publicagdes sobre Diosgenina e aplicacdo no sistema cardiovascular em bancos de dados
Science Direct, PubMed e Biblioteca Virtual de Saude, 2010-2015.
Referéncias Titulos Periodico/Ano Principais Resultados
de Publicacéo
Diosgenin, 4-1 Adv. Nutr, 2015 | Avaliar os efeitos fisiolégicos de trés
Hydroxyisoleucine,  and compostos bioativos do feno-grego no
Fiber from  Fenugreek: contexto da sindrome metabdlica.
Mechanisms  of Actions
[34] and Potential Effects on Por acdo dos componentes bioativos como
Metabolic Syndrome. Diosgenina, 4-hydroxyisoleucine o feno grego
¢ potencialmente Util como parte de novas
estratégias para tratar doenca metabolica.
Role of oxidative stress, EurJ Investigar o efeito protetor da Diosgenina na
inflammation, nitric Pharmacol, hipertenséao pulmonar induzida por
oxide and transforming 2014 monocrotalina em ratos.
[42] growth factor-beta in the ) ) _
protective  effect of O tratamento com Diosgenina proporcionou
uma melhora significativa no sentido de
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diosgenin in preservar as alteracfes hemodinamicas e
monocrotaline-induced minimizou o estresse oxidativo, marcadores
pulmonary  hypertension inflamatérios e de apoptose induzida por
in rats. monocrotalina em ratos.
Anti-arrhythmic effect of J Physiol Sci, | Avaliar os efeitos da Diosgenina sobre a lesdo
diosgenin in reperfusion- 2014 isquemia-reperfusdo do miocéardio, com
induced myocardial mecanismos de acdo envolvendo os canais
injury in a rat model: KATP mitocondriais  (mitoKATP) e 6xido
[41] L Lo o
activation of nitric oxide nitrico (NO).
system and
mitochondrial KATP Os resultados mostraram que a Diosgenina
channel. apresenta efeitos cardioprotetores contra dano
de reperfusdo do miocardio através da
ativacdo dos canais mitoKATP.
Diosgenin attenuates J Physiol Investigar o efeito da Diosgenina sobre a
inflammatory ~ response| Biochem, 2014 | resposta inflamatdria, assim como, avaliar a
induced by myocardial hipotese de que o efeito cardioprotetor da
[43] reperfusion injury: role diosgenina estar associado com a ativagéo dos
of mitochondrial ~ ATP- canais KATP mitocondriais (mitoKATP).
sensitive potassium
channels. Os resultados indicam que o pré-tratamento
com Diosgenina induziu uma melhora na
funcdo cardiaca durante a reperfuséo, através
da reducdo da producdo de mediadores
inflamatorios e pela ativagdo dos canais
mitoKATP.
Efficacy  of natural| Phytomedicine, | Investigar os efeitos da Diosgenina sobre o
diosgenin on 2014 risco cardiovascular, a secre¢éo de insulina e
cardiovascular risk, composic¢ao do pancreas em ratos diabéticos.
insulin secretion,and beta
[35] cells in streptozotocin Os dados obtidos do presente estudo indicam
(STZ)-induced  diabetic que a Diosgenina apresenta efeitos potenciais
rats. sobre o risco cardiovascular induzido por
estreptozotocina.
Diosgenin interferes| Biochimie, 2014 | Verificar o efeito da Diosgenina sobre a
coronary resisténcia do fluxo coronariano e investigar
vasoconstriction and se 0 potencial de calcificacdo antivascular esta
[38] inhibits associado ou ndo com a transdiferenciagdo
osteochondrogenic osteocondrogénica das células do musculo liso
transdifferentiation of vascular (VSMC).
aortic VSMC in CRF
rats. Sugere que a Diosgenina apresenta potencial
na melhora substancial de tais patologias em
ratos com Insuficiéncia renal cronica (IRC).
Derivatives  on the| Biol. Pharm. Analisar e comparar os efeitos de f-
Diosgenin Absorption in Bull, 2014 ciclodextrina (B-CD) na permeabilidade da
Caco-2 Cell Monolayer Diosgenina utilizando como modelo de
[45] and Rats. perfusdo células de jejuno Caco-2.

Os derivados B-CD melhorou
significativamente a baixa solubilidade da
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Diosgenina.

Diosgenin improves| Biochem, 2013 | Avaliar o efeito antioxidante da Diosgenina
vascular  function by em modelos animais com insuficiéncia renal
increasing  aortic eNOS cronica (IRC) e disfuncdo endotelial (ED)

[39] expression, normalize induzida.

dyslipidemia and ACE

activity in chronic  renal A Diosgenina apresenta potencial  para

failure rats Mol Cell. proteger a  vasculatura contra 0 estresse
oxidativo e dislipidemias, além de melhorar a
fungdo vascular em ratos com IRC.

Diosgenin attenuates| Biochem, 2013 | Verificar o efeito antioxidante de Diosgenina

vascular calcification in no processo calcificagdo vascular em ratos

chronic renal failure rats com insuficiéncia renal cronica.

Mol Cell.

[40] A Diosgenina inibiu a IRC induzida,
aumentou os niveis de &xido nitrico,
demonstrando que esta molécula apresenta
beneficios globais contra a insuficiéncia renal
induzida e ao estresse oxidativo vascular
associado a calcificagéo.

Preconditioning with J Physiol Avaliar a fungdo antioxidante e preventiva da
diosgenina and treadmill Biochem, 2013 | Diosgenina em ratos Wistar machos com

[44] exercise preserves  the Infarto agudo do miocardio induzido por

cardiac  toxicity of isoproterenol (ISPO).

isoproterenol in rats.
O estudo mostra que a combinagdo de
tratamento com Diosgenina e exposi¢do a
exercicios fisicos fornecem efeito
cardioprotetor em ratos com Infarto agudo do
miocardio induzida por ISPO, diminuindo a
producdo de peroxidos lipidicos e melhorar a
acdo dos antioxidantes.

Diosgenin ameliorates| Atherosclerosis, | Verificar e confirmar a atividade anti-

palmitate-induced 2012 inflamatoria e a benéfica da Diosgenina na

endothelial  dysfunction modulacdo das a¢fes de insulina no endotélio,

[36] and insulin resistance via em sindromes metabolicas.

blocking IKKbeta and

IRS-1 pathways. A Diosgenina melhorou a disfuncéo endotelial
envolvidos na resisténcia a insulina através da
fosforilagdo do receptor de insulina substrato-
1 (IRS-1), mostrando potencial para aplicacdo
no tratamento de doencas cardiovasculares.

Beneficial role of EurJ Investigar a fungdo protetora da Diosgenina

diosgenin on  oxidative Pharmacol, sobre os marcadores do estresse oxidativo e

stress in  aorta of 2012 verificar as alteragdes histopatoldgicas em

[37] streptozotocin induced aorta de ratos diabéticos induzida por

diabetic rats.

estreptozotocina (ZTC).

Os resultados mostraram propensdo da
Diosgenina em modular a defesa antioxidante
e apresentar capacidade de  diminuir a
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peroxidacdo lipidica na aorta de ratos
diabéticos.

No controle das dislipidemias a Diosgenina atua regulando a sinalizagéo de insulina e
glucagon, como um bom controlador glicémico de diabetes melitus tipo 1 e 2, pois os tecidos
alvos sdo o pancreas, figado e musculo esquelético. E uma substancia capaz de restaurar
lesbes de células B pancreéticas e modula positivamente as células adiposas. Em estudos com
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, os resultados para os testes de glicemia,
hemoglobina glicada, LDL (liproproteina de baixa densidade) colesterol, Colesterol total,
HDL (liproproteina de alta densidade) colesterol, glicose-6-fosfatase e numero de células B
do pancreas, foram restaurados aos valores de referéncia apds 30 dias de tratamento com uma
dose diaria oral de 10 mg/Kg de Diosgenina [34-35].

Dessa forma, estudos corroboram que a Diosgenina tem apresentado um potencial
terapéutico para o tratamento de doencas cardiovasculares. Experimentos com animais nos
altimos cinco anos apresentam resultados positivos que verificaram a Diosgenina como a
responsavel pela melhora da funcdo endotelial com capacidade de inibir a inflamacédo, a
resisténcia a insulina e estresse oxidativo no tecido vascular [36-37]. Em modelos animais
com insuficiéncia renal cronica a Diosgenina favoreceu a protecdo da funcdo vascular
atenuando a calcificacdo, pela sua capacidade de aumentar a expressao e sintese de oxido
nitrico endotelial e por inibir a transdiferenciacdo osteocondrogénica vascular [38-40].

Outras evidéncias para o efeito cardioprotetor da Diosgenina surgiu a partir de estudos
com modelos animais de doencas cardiovasculares, como hipertensdo pulmonar, lesdo de
isquemia e reperfusdo e infarto agudo do miocérdio induzido por isoproterenol. Badalzadeh e
Colaboradores [41] observaram em coragdes de ratos com isquemia induzida a hemodinamica
cardiaca, através das enzimas creatino-fosfoquinase (CK-MB) e Lactato desidrogenase (LDH)
e a Diosgenina foi capaz de diminuir significativamente a concentracdo dessas enzimas e
apresentou efeito cardioprotetor contra danos de reperfusdo do miocéardio através da ativacdo

dos canais Kap mitocondriais (mitoKaTp).

O tratamento com Diosgenina, de forma dose-dependente, reduziu a calcificacdo
adrtica e preveniu a calcificagdo vascular por ser capaz de atuar regulando os marcadores de
estresse oxidativo, diminuindo a producdo de espécies reativas de oxigénio, favorecendo a
acdo antioxidante [42-44]. Estes estudos suportam a conclusdo geral de que a Diosgenina

possui atividade anti-inflamatoria, antioxidante e propriedades vasodilatadoras.



54

Tem sido relatado na literatura que a Diosgenina induziu um relaxamento da artéria
coronéria, através da proteina G quinase, por meio da cascata de sinalizagdo e ativacdo dos
canais de célcio [14].

A hiperlipidemia apresenta uma relacdo estreita com danos cardiovasculares, 0s
mecanismos associados incluem a peroxidacdo lipidica relacionada ao estresse oxidativo. O
estresse oxidativo tem sido identificado como um principal determinante de dano celular e
contribui para a iniciacdo e progressao da disfuncao cardiovascular. Em estudos desenhados
para investigar os efeitos protetores vasculares de Diosgenina em ratos alimentados com uma
dieta rica em colesterol, Diosgenina melhorou o perfil lipidico e modulou o estresse oxidativo
através da regulacéo dos antioxidantes em ratos hiperlipidémicos [31].

A Diosgenina tem sido indicada como tendo potencialmente varias aplicacfes
terapéuticas, uma vez que apresenta um impressionante perfil farmacoldgico, podendo ser
utilizada no tratamento de diferentes patologias, além de ser utilizada na industria
farmacéutica como material fonte para a producdo de horménios esteroides [45]. Dessa forma
muitas das pesquisas desenvolvidas podem ser protegidas e publicadas na forma de patentes,
sendo a Diosgenina bastante promissora para o tratamento e prevencdo de doengas do sistema
cardiovascular.

As necessidades do mercado farmacéutico aliadas ao reconhecimento de que pesquisas
com principios ativos derivados de plantas medicinais usadas na medicina popular
representam uma abordagem compativel com o desenvolvimento de novos farmacos levaram
a um aumento do numero de publicacdes neste campo, em virtude do reconhecimento da
importancia desta area de estudo por parte das instituicbes privadas ou governamentais [46].
Pode ser verificado que é necessario incentivar cada vez mais o desenvolvimento de pesquisas
voltadas para as &reas de tecnologia e inovacdo, aumentando a comunicacdo entre a

comunidade académica e as empresas do setor farmacéutico.

4 DESENVOLVIMENTOS ATUAIS E FUTUROS

Por meio na analise das bases tecnoldgica e cientifica, os resultados mostram que
existe interesse da acdo da Diosgenina no sistema cardiovascular, porém o campo continua
aberto para novas pesquisas serem desenvolvidas, além disso, foi constatada a auséncia de
patentes brasileiras envolvendo a Diosgenina. Nas bases tecnoldgicas o foco esta centrado nas
areas para os estudos quimicos da Diosgenina como esteroide e na cientifica nas preparacoes
para finalidade médica, com acdo no sistema cardiovascular, sendo importante destacar que ha

0 interesse da industria farmacéutica por novos produtos gerados a parti de fontes naturais.
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Considerando que a inovacdo é essencial para a sobrevivéncia das industrias
farmacéuticas, verificou-se com a busca em bases de dados de patentes o potencial
tecnologico deste composto para diversas areas. Foi possivel observar que o numero de
patentes depositadas relacionadas com a Diosgenina é muito menor do que o nimero de
artigos cientificos publicados nos periddicos internacional. Estes resultados mostraram uma
tendéncia mundial onde, tradicionalmente, os grupos de pesquisa preferem divulgar os
resultados encontrados em periddicos internacionais para divulgacdo na comunidade
cientifica.

Portanto, € necesséario para estimular uma cultura que incentiva a protecdo dos
resultados das invencdes atraves das patentes, com o proposito de crescimento cientifico e
tecnolégico com énfase na descoberta de um maior nimero de moléculas derivadas de

produtos naturais.
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RESUMO

A Diosgenina é uma saponina esteroidal que tém sido indicada para diversas aplicacdes
farmacoldgicas, podendo ser utilizada no tratamento de patologias como hiperglicemia e
hiperlipidemia; e através de diferentes mecanismos apresenta atividade antifungica, anti-
inflamatoria e antitumoral. Na industria farmacéutica tém-se estabelecido como material para
a producdo de horménios esterdides e utilizada na terapéutica de reposi¢cdo hormonal.
Entretanto, a administracdo oral da Diosgenina é limitada devido a baixa solubilidade aquosa
e limitada pela biodisponibilidade oral absoluta. Uma alternativa para transpor esta limitacdo
é a utilizacdo de nanossistemas carregadores de farmacos para encapsulacdo da Diosgenina, a
exemplo dos lipossomas. Neste contexto, a Diosgenina foi encapsulada em lipossomas
convencionais e peguilados, os quais foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-
quimicas e tempo de estabilidade. Depois de verificado as adequadas condi¢cbes de
estabilidade e eficiéncia de encapsulacdo os lipossomas contendo Diosgenina foram utilizados
para avaliar a acdo no Sistema Cardiovascular em testes experimentais in vivo. AS

formulagdes (DL e DLpgg) foram produzidas utilizando o método da hidratagédo do filme
lipidico. Os lipossomas convencionais carregados positivamente contendo Diosgenina (DL)
apresentaram tamanho de particulas de 113,3+ 3,20 nm, indice de polidispersdo 0,304 +
0,018, potencial zeta +32,8 + 1,39 mV e pH 7,4. Enquanto que, os lipossomas peguilados
contendo Diogenina (DLpgg) apresentaram tamanho de particulas de 94,7 £ 0,28 nm, indice
de polidispersdo 0,285 + 0,024, potencial zeta -11,6 £ 1,99 mV e pH 7,4. Os resultados

indicam que ambas as formulagdes lipossomais contendo Diosgenina (DL e DLpgg) sé@o
adequadas para a realizacdo de testes in vivo. No presente estudo os lipossomas contendo
Diosgenina ndo apresentaram resposta hipotensora esperada nas doses utilizadas de 1, 2 e 4
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mg/Kg (i.v.), visto que, este fitoestrogeno vem sendo amplamente demonstrado na literatura
como um excelente modulador no sistema cardiovascular. Contudo, traz-se a perspectiva que
com o aumento do rendimento de Diosgenina incorporada em nanossistemas lipossomais, a
resposta hipotensora esperada possa ser verificada.

Palavras-chave: Diosgenina, lipossomas, lipossomas peguilados, acdo cardioprotetora,
hipotensao.

ABSTRACT

Diosgenin is a steroidal saponin that have been used for many pharmacological applications
and can be used in the treatment of diseases such as hyperglycemia and hyperlipemia; and
through different mechanisms has antifungal activity, antiinflammatory and antitumor
activity. In the pharmaceutical industry it has been established as materials for the production
of steroids and hormones used in hormone replacement therapy. However, oral administration
of Diosgenin is limited due to low aqueous solubility and limited by an absolute oral
bioavailability. An alternative to overcome this limitation is to use nanosystems chargers
drugs for encapsulation of Diosgenin, like the liposomes. In this context, Diosgenin was
encapsulated in conventional liposome and pegylated, which were characterized as their
properties and stability time. Once verified the proper conditions for stability and
encapsulation efficiency liposomes containing Diosgenin were used to evaluate the action on

the cardiovascular system in experimental tests in vivo. The formulations (DL and DLpgg)

were produced using the method of hydrating the lipid film. Conventional liposomes
containing positively charged Diosgenin (DL) had particle size of 113.3 £ 3.20 nm,
polydispersity 0.304 + 0.018, zeta potential of +32.8 + 1.39 mV and pH 7.4. While the

pegylated liposomes containing Diogenina (DLpgg) had a particle size of 94.7 + 0.28 nm,
polydispersity 0.285 + 0.024, zeta potential of -11.6 £ 1.99 mV and pH 7.4. The results

indicate that both liposomal formulations containing Diosgenin (DL and DLpgg) are suitable
for carrying out in vivo tests. In the present study Diosgenin-containing liposomes showed no
hypotensive response expected at dosages of 1, 2 and 4 mg / kg (i.v.), whereas, the
phytoestrogen has been amply demonstrated in the literature as an excellent modulator of the
cardiovascular system. However, it brings up the prospect that with the increase of the yield
Diosgenin incorporated into liposomal nanosystems, the hypotensive response expected can
be verified.

Keywords: Diosgenin, liposomes, pegylated liposomes, cardiopotective action, hypotension.

1 INTRODUGCAO

Diosgenina é uma saponina esterdide que ocorre naturalmente em uma variedade de
plantas do género Dioscorea sp. E uma molécula analoga ao colesterol com atividade
comprovada sobre as dislipidemias, por diminuicdo consideravel dos niveis de triglicerideos e
colesterol total, favorecendo a protecdo cardiovascular e o seu potencial terapéutico ocorre

devido a acdo nas atividades de distdrbios cardiovasculares associados a resisténcia a insulina
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e inflamacdo. A Diosgenina melhora o metabolismo do colesterol que é capturado pelos
macrofagos, suprimindo a progressao da aterosclerose. Em estudo realizados em ratos, por
acdo hipolipidémica atua como prevencdo para doengas cardiovasculares (YUN-CHENG et
al., 2015; LIU et al., 2012).

E uma aglicona que apresenta bioatividade anticarcinogénica, imunoestimulante,
atividade antioxidante, atividade antidiabética e propriedades anti-inflamatorias (HAO et al.,
2015; WNAG et al., 2014; XIN et al., 2013). Por ser um fitohorménio a Diosgenina é
utilizada na industria farmacéutica como matéria prima para a sintese parcial de
contraceptivos orais, hormoénios sexuais, como a progesterona e outros esteroides
(KALAILINGAM et al., 2014; WEI et al., 2013). A Diosgenina, uma saponina esteroide, é
efetiva na reducdo dos riscos de aquisicdo de disturbios cardiovasculares. InvestigacGes
anteriores demonstraram que 0s biomarcadores importantes do sistema cardiovascular
relacionadas com disfuncdo endotelial, inflamatdria e estresse oxidativo sdo regulados pela
Diosgenina (YANG et al., 2013; SONG et al., 2012).

A Diosgenina é soltvel em alcool, entretanto, a solubilidade diminui com o aumento
da polaridade do solvente testado (CHEN et al., 2014). Contreras-Pacheco et al., (2013)
realizaram estudo sobre composi¢do quimica, caracterizacdo e quantificacdo de Diosgenina
em tubérculos de Discorea spp colhidos no estado de Jalisco, México, analisando quatro tipos
de solventes empregados no processo de extracdo do ativo: metanol 100%, etanol aquoso
70%, etanol aquoso 80% e 2-propanol aquoso 70%. Os autores verificaram uma maior
eficiéncia no processo de extracdo quando empregaram como solvente o etanol aquoso 80%.
Por ser um farmaco pouco solGvel em agua, para aplicacdo endovenosa a Diosgenina deveria
ser solubilizada em etanol, porém, injecGes de &lcool provocam irritacbes nos vasos
sanguineos, inviabilizando a técnica (CHEN et al., 2012).

Nas Gltimas duas décadas os sistemas nanométricos, com tamanho variando entre 1-
1.000 nm foram introduzidos com sucesso para o tratamento de diversas patologias como
doencas infecciosas, inflamatdrias e o cancer. Essas novas terapias foram possiveis devido as
propriedades especificas dos nanossistemas como melhorar a solubilidade de farmacos,
prolongam a meia-vida, melhoram o indice terapéutico e reducdo da imunogenicidade. A
primeira geracdo de nanossistemas utilizados para tais aplicagcdes foram os lipossomas, que
sdo vesiculas esféricas, compostas por uma bicamada lipidica semelhante as membranas
celulares e centro aquoso, que podem encapsular farmacos hidrofilicos e hidrofobicos.
(PETROS; DE SIMONE, 2010).

Os lipossomas sdo sistemas tecnoldgicos propostos para liberacdo de substancias

biologicamente ativas, tanto in vitro como in vivo. Os lipossomas podem ser classificados em



65

funcéo do método de preparacao (vesiculas de evaporacao de fase reversa, técnica de extrusdo
e hidratacdo do filme lipidico), tamanho (vesicula pequena, intermédia ou grande),
lamelaridade (vesiculas unilamelares e multilamelares) e segundo a interagdo com os sistemas
biol6gicos, como convencionais, de longa circulagdo e sitio-especificos. A formagdo de
vesiculas unilamelares (ULVs) ou vesiculas multilamelares (MLVs) depende dos métodos de
sintese e processamento utilizados apos a sua preparacdo (BOZUTTO; MOLINARI, 2015).

Conforme a interacdo que os lipossomas exercem com os sistemas bioldgicos podem
ser classificados como convencionais, de longa circulacdo (peguilados) e sitio-especificos. Os
lipossomas de longa circulacdo, também chamados stealth ou furtivos, contém na sua
superficie carboidratos hidrofilicos (ex.: polimeros de potietilenoglicol-PEG) o que dificulta a
opsonizacdo e o reconhecimento pelo sistema reticulo endotelial, aumentando o tempo de
meia-vida das vesiculas em torno 8-10 vezes quando comparados aos lipossomas
convencionais, no entanto, deve-se levar em consideracdo fatores como, tamanho,
comprimento do polimero, densidade e carga geral de superficie (MORENO et al., 2014;
SCHIENER et al., 2014; SANTQOS, 2010).

O polimero PEG ocupa o espaco adjacente a superficie dos lipossomas criando um
impedimento estérico e, consequentemente, prejudicando a interacdo de macromoléculas e
células com os lipossomas. Lipossomas peguilados demonstram uma afinidade minima para
os tecidos normais proporcionando uma plataforma biologicamente inerte e segura, como um
sistema avancado de liberacdo de farmacos direcionado com o intuito de melhorar o potencial
terapéutico (KOUDELKA et al., 2015).

O encapsulamento de farmacos em lipossomas proporciona liberacdo controlada, uma
vez gue este aumenta a sua biodisponibilidade e seu tempo de permanéncia na circulacao por
manter os niveis séricos do farmaco constante, além disso, favorece maior protecdo ao
medicamento contra a degradacdo extracelular, reduz a frequéncia de administracdo e a
duracdo do tratamento, além de melhorar a seletividade em relacdo ao alvo (KOUDELKA et
al., 2015; MAGALHAES; MOSQUEIRA, 2010).

No presente trabalho, a Diosgenina foi encapsulada em lipossomas convencionais e
peguilados, os quais foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas, tempo
de estabilidade e eficiéncia de encapsulacdo. Depois de verificado as adequadas condicGes de
estabilidade e eficiéncia de encapsulacéo os lipossomas contendo Diosgenina foram utilizados

para avaliar a acdo no Sistema Cardiovascular em testes experimentais in vivo.

2 METODOLOGIA

2.1 Preparacao da formulacéo lipossomal contendo Diosgenina
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Os lipossomas contendo Diosgenina foram preparados usando o método da hidratacao
do filme lipidico com adaptacdes (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al., 2014).
A Diosgenina utilizada foi Diosgenin SIGMA-ALDRICH com pureza de 95% (Séo Paulo,
Brasil). Inicialmente foram produzidos os lipossomas convencionais carregados positivamente
contendo Diosgenina (DL), utilizando os lipideos fosfatidilcolina de soja (LIPOID S 100),
colesterol (Sigma Pureza > 95%) e estearilamina (Octadecylamine Pureza 97% Sigma -
lipideo catidnico) a fim de conferir carga positiva a formulagdo (proporcdo de 80:10:10) e
concentracdo de Diosgenina de 3,0 mg/mL para a obtencdo de uma formulacdo lipossomal
com concentracdo lipidicas de 80 mM. Esses constituintes foram solubilizados em uma
mistura de cloroférmio:metanol (3:1 v/v), sob agitacdo magnética. Os solventes foram
removidos por evaporagdo a vacuo, utilizando o rotaevaporador por 40 min (37 £ 1°C, 80
rpm), resultando em um filme lipidico. Este filme foi, entdo, hidratado com 10 mL de solucéo
tampdo fosfato pH 7,4 produzindo assim vesiculas multilamelares grandes. A suspenséao
lipossomal foi entdo submetida a sonicagdo por sonda ultrassénica (Vibra Cell, BRANSON,
EUA) a 200 W e 40 Hz para 300 s para a obtencdo de lipossomas unilamelares pequenos,
estes contendo Diosgenina e denominados anteriormente de DL. Os lipossomas peguilados

contendo Diosgenina (DLpgg) foram preparados como descrito acima, sendo na fase organica
a estearilamina foi removida e adicionado o polietilenoglicol (DSPE-PEG-2000), a preparacao
DLpgg continha fosfatidilcolina, colesterol e polietilenoglicol (85:10:5), com concentracéo

lipidicas de 80 mM.

2.2 Caracterizacao das formulacdes

Apbs sua producdo, as formulacdes lipossomais contendo Diosgenina foram
caracterizadas. Os parametros avaliados foram: aspecto macroscopico, pH, tamanho das
particulas (TP), indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (PZ). O pH dos lipossomas foi
aferido utilizando um medidor de pH digital (bioblock Cientifico 99.622, Prolabo, Paris,
Franca) a temperatura ambiente. O tamanho de particulas e indice de polidispersdo dos
lipossomas foi determinado através da espectroscopia de correlacdo de fotons (analisador de
particula Beckman Coulter Delsa ™ Nano S). Nesta analise 300uL da suspensdo lipossomal
foi diluida em 1 mL de &gua ultra-pura. O potencial zeta dos lipossomas, que corresponde a
carga de superficie das vesiculas, foi determinado diluindo 20 pL da suspensao lipossomal em
1 mL de &gua ultra-pura e lendo a solucdo resultante em aparelho Zetatrac NC-148

(Microtrac).
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2.3 Determinacéao do teor de Diosgenina nos lipossomas

A quantificacdo foi realizada em sistema de UHPLC Waters® Acquity (Waters Corp.,
Milford, MA, USA), com metodologia adaptada pelo pesquisadores para quantificacdo da
Diosgenina, consistindo de bomba quaternaria, amostrador automatico e espectrometro de
massas XevoTqD® equipado com fonte de ionizacéo por eletro-spray e analisador tipo triplo-
quadrupolo. Os parametros da fonte foram ajustados como segue: fluxo do gas de
dessolvatacdo a 450 L/h, temperatura de dessolvatacdo a 200 °C, fluxo de gas de colisdo a 1
L/h e temperatura da fonte a 150 °C. A voltagem do capilar foi ajustada em 2,50 V e a
voltagem do cone em 48 V. A deteccdo da diosgenina foi realizada através de multiple
reaction monitoring (MRM), pela transicdo 415 > 271 para quantificacdo e 415 > 253 para
confirmacdo. Os dados foram coletados monitorando os ions pai e filho simultaneamente. Foi
utilizada coluna Waters Acquity XBridge TM BEH C18 2,5um, 2,1x100 mm XP com fase
movel consistindo de A (0,1 % de acido férmico, v/v) e B (metanol), em sistema gradiente: 0—
4 min, 5-100 % A, fluxo de 0,5 mL/min. A coluna foi equilibrada por 2 minutos antes de cada
injecdo. A temperatura da coluna e o volume de inje¢@o foram ajustados para 25 °C e 20 pL,
respectivamente. Todas as analises foram realizadas utilizando o software MassLynx.

A quantificacdo foi realizada pelo método do padrdo externo, sendo construida uma
curva de calibracdo com as concentrac6es de cafeina de 0,38; 0,75; 1,25; 2,5; 5,0 e 20,0 ppm,
em triplicata, e regressdo linear. O valor encontrado para a amostra foi extrapolado na curva
de calibracdo para a obtencdo da concentracdo de Diosgenina. Foi preparada uma curva de
calibracdo para Diosgenina livre com concentracGes que variaram de 0,375 a 20 pg/mL em

metanol grau massas.

2.4 Eficiéncia da encapsulagao

A eficiéncia de encapsulacdo da Diosgenina foi determinada pela técnica de
ultrafiltracdo/ultracentrifugacdo usando unidades Ultrafree® (Millipore, EUA). Uma aliquota
de amostra lipossomal (1 mL) foi transferida para unidades filtrantes (Millipore®) e
submetida a ultracentrifugacdo a 10.000 rpm por 1 h. Apés a centrifugacdo, o filtrado foi
dosado em UPLC Waters®. A quantidade de Diosgenina encapsulada foi obtida por diferenca
entre a quantidade total dosada na formulacdo e o obtido no filtrado por centrifugagdo nesta
etapa experimental (LIRA et al., 2009).

2.5 Avaliacdo da estabilidade preliminar das formulacdes
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Para monitoramento das formulacGes a estabilidade em longo prazo foi iniciada logo
apos as formulacGes foram preparadas e ao longo dos dias. Os parametros avaliados foram:
aspecto macroscopico, variacdo de pH, tamanho das particulas e indice de polidispersdo (PDI)
por um periodo de 21 dias (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al., 2014; LIRA
et al., 2009). Apos esta analise preliminar os lipossomas foram armazenados na forma
liofilizados. Para liofilizacdo foi acrescido na formulacdo 1g de Trealose, que foi solubilizada

junto ao Tampéo fosfato.

2.6 Animais

Foram utilizados em todos os experimentos ratas Wistar (Rattus norvegicus) com peso
entre 230 a 250 gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Piaui, os
animais foram mantidos em condic¢des controladas de temperatura (21 + 2 °C) e fotoperiodo
de 12 horas, tendo livre acesso a alimentacédo e agua.

Todos os experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacio com Animais da UFPI (CEEA/UFPI n° 008/12). Os procedimentos
referentes a eutanasia dos animais foram por superdosagem anestésica (tiopental sédico, 75
mg/Kkg, i.p.) em conformidade com a Resolugdo/Normativa N° 13, 20 de setembro de 2013 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Rozeverter Moreno Fernandes (CFMV-PI NO 0290).

2.7 Experimentos in vivo - Avaliacdo da atividade Cardiovascular
2.7.1 Canulacdo arterial e venosa para registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

A cirurgia para a introducdo da canula arterial e venosa foi realizada ap6s aplicacdo
do anestésico tiopental sodico, 75 mg/kg, i.p. As ratas tiveram os membros fixados e a area
inguinal da perna esquerda tricotomizada, desinfectada com etanol 70% e exposta para a
realizacdo da incisdo na pele de 3 a 4 mm paralelo ao ligamento inguinal. Apos essa abertura
foi possivel visualizar a artéria femoral, veia e nervo. Uma vez identificadas, essa estruturas, a
veia e a artéria foram separadas dos tecidos conectivos por uma fita colocada sob os vasos. O
pequeno orificio foi feito nos vasos e com o auxilio de uma pinca foi possivel & introducao da
canula. Os cateteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10 (didmetro interno e externo
de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente), soldado a um segmento de PE-50 (diametro interno e
externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), foram implantados na artéria e veia femoral

esquerda, respectivamente. Apos a insercao e fixacdo, os cateteres foram tunelizados
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subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical posterior do
animal (scapulae) (SABINO et al., 2013).

2.7.2 Avaliacéo do efeito do lipossoma contendo Diosgenina (DL) sobre a Pressdo Arterial e

Frequéncia Cardiaca em ratas

As medidas de PA e FC foram realizadas 24 h apds o procedimento cirirgico pela
conexao do cateter arterial a um transdutor de pressao pré-calibrado (Statham P23 1D; Gould,
Cleveland, OH, EUA) acoplado a um amplificador (Modelo TBM-4M, WPI, Sarasota, FL,
EUA) e conectado a um micro-computador equipado com placa conversora analdgico-digital
(C10-DAS16/JR, Computer Boards, Inc., Mansfield, MA, EUA) e com o programa AQCAD
versdo 2.3.9 (AVS-PROJETOS-SP). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi
de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calculou os valores de pressdo arterial
sistlica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM), e o intervalo de pulso (referido como
frequéncia cardiaca). O cateter venoso foi implantado para a administracdo das doses do
lipossoma contendo Diosgenina (DL) e do controle positivo (Nitroprussiato) e controle
negativo (lipossoma placebo) (SABINO et al., 2013).

2.8 Analises Estatisticas

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) dos dados.
As diferencas entre os grupos foram determinadas através da Analise de Variancia (ANOVA),
seguida, quando detectada diferenca, pelo teste t-Student- Newman-Keuls com post hoc teste.
O nivel de significancia para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi sempre > a 5%. Toda a

analise foi realizada no Programa estatistico GraphPadPrism 7.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das formulacdes, eficiéncia de encapsulacéo e estabilidade

O encapsulamento de farmacos em sistemas de entrega coloidais € uma abordagem
eficiente para melhorar a farmacocinética de novas moléculas com efeito terapéutico. Séo
utilizados como estratégias terapéuticas as emulsdes, micro e nanoparticulas, micro e
nanocapsulas e lipossomas, estes sistemas atuam protegendo o farmaco contra a degradacéo,
asseguram a liberacdo controlada, aumentam a biodisponibilidade e reduzem os efeitos
colaterais (ELQOY et al., 2014).

Os primeiros medicamentos a base de lipossomas (Myocet e Doxil®) foram aprovados
pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento do cancer em 1995. Desde
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entdo, uma vasta gama de agentes terapéuticos incluindo tanto farmacos hidrofobicos (por
exemplo, paclitaxel) e quanto hidrofilicos (por exemplo, hidroxiureia) a base de pequenas
moléculas tém sido incorporado com sucesso em lipossomas com o intuito de melhorar a sua
eficacia e/ou eficiéncia. Hoje existem cerca de 8 produtos comercializados e mais 53
formulac@es lipossdmicas em diferentes etapas de ensaios clinicos (MOVAHEDI et al., 2015).
Desde a sua descoberta por Bangham et al., em 1965, os lipossomas tornaram-se 0 mais bem
sucedido nanossistema de liberacdo de farmacos, devido o significativo nimero de
medicamentos que atingiu o0 mercado farmacéutico.

Os sistemas lipossomais de distribuicdo de farmacos sdo baseados em tecnologias
industriais bem estabelecidas, com aplicacdes em medicina humana aprovados pelo FDA
(KOUDELKA et al., 2015). Inumeras sdo as aplicagdes dos lipossomas nas areas bioldgicas,
industrial e farmacéutica uma vez servem de veiculo para regular a administracdo de
medicamentos, material genético, proteinas, vitaminas e outras moléculas. Estas aplicaces
conhecidas como sistemas de entrega de farmacos exigem que esses nanossistemas
apresentem tamanho e homogeneidade adequados para atingir seus alvos (ALINAGHI et al.,
2014).

Os lipossomas contendo Diosgenina (DL e DLpgg) exibiram efeito Tyndall (ndo

realizam a dispersdo da luz), caracteristico de particulas em escala nanométrica. Os resultados
apontam que os lipossomas sdo do tipo vesiculas unilamelares pequenas (SUV), com tamanho
(TP), indice de polidispersao (PDI) e carga de superficie (PZ) compativel com aplicacdes em

testes in vivo (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas das formulagGes lipossomais contendo Diosgenina (DL e DLpgg).

DL DLreG
TP 113,3+ 3,20 nm 94,7 +£0,28 nm
PDI 0,304 + 0,018 0,285%0,024
Pz +32,8 +1,39 mV -11,6 £1,99 Mv
pH 7,4 7,4

TP: tamanho de particula, PDI: Indice de polidispersdo, PZ: potencial zeta (carga de superficie), DL: lipossomas
convencionais carregados positivamente contendo Diosgenina, DLpgg: lipossomas peguilados contendo
Diosgenina.
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A composi¢do da bicamada lipidica € um fator preponderante na producdo dos
lipossomas e na obtencdo de formulacfes estaveis. Dentre os varios fosfolipidios que podem
ser utilizados, a fosfatidilcolina foi escolhida para estas preparagdes lipossomais, pois
apresenta grande estabilidade frente a variacdes de pH ou da concentracdo de sais no meio
(GARCIA, 2014).

A adicdo de colesterol na bicamada lipidica dos lipossomas diminui a sua
permeabilidade e aumenta a sua estabilidade in vivo e in vitro, porque a presenca de colesterol
induz um empacotamento denso de fosfolipidios inibindo a sua transferéncia para a
lipoproteina de alta densidade (HDL - high density lipoprotein) e lipoproteina de baixa
densidade (LDL - low density lipoprotein) (ERCOLE et al., 2015). O lipideo de carga positiva
utilizado (estearilamina) tem como finalidade evitar a agregacdo das vesiculas aumentando a
estabilidade em suspensdo. A incorporacdo do polimero polietilenoglicol (PEG) ao
nanocarreador lipidico procurou aumentar o tempo de circulacdo sanguinea, enquanto diminui
a absorcdo pelo sistema reticulo endotelial (RES), melhorando a farmacocinética dos
lipossomas, porque a adicdo de PEG minimiza a agregacdo de vesiculas e melhora a
estabilidade a longo prazo da formulacdo (BOZZUTO; MOLINARI, 2015; SCHIENER et al.,
2014).

O potencial da estabilidade do sistema coloidal foi avaliado analisando a magnitude do
potencial zeta de DL que foi de +32,8 + 1,39 mV e DLpgg que foi de -11,6 £ 1,99 Mv. A

maior magnitude do potencial zeta sugere 0 aumento da estabilidade de sistemas coloidais,
visto que, as forcas repulsivas geradas pela carga de superficie evitam que as particulas
figuem agregadas apds colisdo. O aumento do PZ indica que a repulsdo entre as particulas é
maior, este fendmeno contribui para uma dispersdo coloidal mais estavel (MENON et al.,
2015). Ja é enfatizado que as particulas em suspensdo com grandes potenciais zeta negativos
ou positivos terdo baixa tendéncia para formar agregados, portanto, 0 aumento de magnitude
no valor do potencial zeta, ocasionado pelo revestimento com PEG e incorporacdo da
estearilamina, melhorou a estabilidade dos lipossomas contendo Diosgenina.

O potencial zeta € um parametro de caracterizacdo, estabilidade e estudo do
mecanismo de associacdo do farmaco. E capaz de influenciar na resposta bioldgica, pois
permite que sejam feitas modificacbes na superficie do nanossistema para evitar a
opsonizacao pelo sistema fagocitico mononuclear (SANTQOS, 2010).

A formulagdo de DL apds sua producdo foi avaliada e os resultados mostraram
estabilidade na forma de dispersdo por 15 dias, por consequéncia, ndo apresentou mudancas

NOS Seus aspectos macro e microscopico, assim como ndo ocorreu variagdo brusca de pH neste
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intervalo de tempo. Apos esse prazo, observou-se que a formulacdo (DL) ndo estava mais
homogénea e apresentou precipitados indicativos da formacao de cristais de Diosgenina.

A observacdo da mudanca no pH, aumento no tamanho de particulas e no indice de
polidispersdo, foram outros indicativos que a formulacdo havia tornado-se instavel. O pH
variou de 7,4 (24 horas apds a preparacdo) para 7,8 (21 dias apds a preparacédo), o TP iniciou
em tempo 0 (24h ap6s manipulado) com 113,3 nm variando até 145,7 nm com 21 dias e o PDI
iniciou em tempo 0 (24h apds manipulado) com 0,304 variando até 0,438 com 21 dias

Em contrapartida a formulacdo DLpgg manteve-se estavel em solucdo apresentando
pequenas variacdes numericas nos parametros envolvidos sem perda de estabilidade durante o
periodo de 21 dias de monitoramento.

O comportamento morfolégico dos lipossomas convencionais estd de acordo com o
resultado obtido a partir do teste de estabilidade que avaliou o tamanho de particula e indice
de polidispersdo. O aumento do indice de polidispersdo indica que a formulacdo pode conter
grandes particulas ou os lipossomas estdo se agregando, lentamente estes nanossistemas
maiores tendem a sedimentar.

Apdbs um periodo de armazenamento por 21 dias, os lipossomas convencionais eram
maiores em comparagdo com o tamanho dos lipossomas peguilados sob as mesmas condicoes
de preparacao. Isto explica que o tamanho dos lipossomas convencionais tende a aumentar ao
longo dos dias, sugerindo que a incorporacdo de PEG aos lipossomas minimiza a agregacéao
de vesiculas e melhora a estabilidade a longo prazo da formulacéo.

O armazenamento dos lipossomas na forma de suspensdo aquosa € muitas vezes
incompativel com a estabilidade requerida para os produtos farmacéuticos (de pelo menos um
ano), mesmo se a substancia encapsulada apresenta um baixo coeficiente de permeabilidade
ou se a preparacdo € mantida na forma de sedimento com pequeno volume externo

(BOZZUTO; MOLINARI, 2015). Os problemas com estabilidade de DL e DLpgg foram
solucionados com a liofilizacdo das formulacGes, que passaram a ser armazenadas na forma
liofilizada e resuspensas com tampao fosfato pH 7,4 no momento da sua administracao.

No sistema in vivo a peguilacdo dos lipossomas pode reduzir o efeito opsonizacao e
absorcdo pelos macrdéfagos atenuando a resposta imunitaria do hospedeiro, assim como
potencializa a farmacocinética do farmaco encapsulado (MOGHIMI; SZEBENI, 2003). Para a
realizacdo dos testes in vivo optou-se por utilizar os lipossomas convencionais carregados
positivamente contendo Diosgenina (DL), por vezes intitulado como Diosgenina lipossomal,
por ser um teste de curta duracao e a possivel resposta hipotensora ser observada em poucos

minutos, tornando-se desnecessario a utilizacdo de lipossomas peguilados.
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Os lipossomas sdo pH responsivos, mantendo-se estaveis em condicOes fisiologicas
(pH 7,4) porém se desestabilizam em ambientes &cidos ou alcalinos. Estes sistemas
apresentam grupos &cidos que funcionam como estabilizador no pH neutro, considerando que,
em condigdes acidas (comuns em tecidos patolégicos), grupos carboxilicos estdo protonados e
desestabilizam o nanossistema lipossomal (MOVAHEDI et al., 2015).

A eficiéncia de encapsulacdo foi de 98,82% de Diosgenina em lipossomas
convencionais carregados positivamente, demonstrando uma excelente eficiéncia da
incorporacdo da Diosgenina neste modelo de sistema. Segundo Batista et al., (2007) o
aumento da eficiéncia de encapsulacéo e de liberacdo do farmaco in vivo constitui o principal
alvo das pesquisas envolvendo lipossomas.

Okawara et al., (2014) analisaram e compararam os efeitos de B-ciclodextrina ($-CD)
na permeabilidade da Diosgenina utilizando como modelo de perfusdo células de jejuno Caco-
2, chegaram a conclusdo que a biodisponibilidade de Diosgenina na presenca de derivados de
B-CD foi de 4-11 vezes maior quando comparado com Diosgenina em suspensdo, mostrando
que este nanossistema melhorou significativamente a baixa solubilidade da Diosgenina. Os
resultados apontados por estes autores afirmam a importancia de incorporar a Diosgenina em
nanossistemas lipossomais para aplicacdo in vivo, a fim de melhorar sua solubilidade,

biodisponibilidade e por consequéncia potencializar o efeito terapéutico.

3.2 Avaliacdo da atividade Cardiovascular

Doencas cardiovasculares sdo doencas do coracdo e Vvasos sanguineos mais
comumente diagnosticados em pacientes idosos (homens e mulheres). Este grupo de doencas
inclui a doenca cardiaca corondria, hipertensdo, acidente vascular cerebral,
hipercolesterolemia, diabetes, doenca renal cronica, doenca arterial e deméncia vascular.
Apesar das diferentes sintomatologias que cada transtorno cardiovascular apresenta a
associacdo entre eles refere-se a fatores de risco comuns como o tabagismo, alimentacédo
inadequada, obesidade, pressdo arterial elevada e altos niveis de glicose sanguinea
(KORDALEWSKA; MARKUSZEWISK, 2015).

A doenca cardiovascular é uma das mais prevalentes condi¢des de saude em todo o
mundo e as espécies reativas de oxigénio estdo implicadas na patogénese de varias desordens
do sistema cardiovascular, incluindo a isquemia cardiaca, lesbes de isquemia e reperfusao,

aterosclerose e insuficiéncia cardiaca congestiva (NASH; AHMED, 2015).
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A modulacédo da disfuncdo endotelial € comumente caracterizada por uma alteracdo da
capacidade vasodilatadora do endotélio vascular e desempenha um papel fundamental na
fisiopatologia da hipertensdo, sendo a hipertensdo um fator de risco de doenga cardiovascular
tipica. A atividade biologica do éxido nitrico (NO), um eficaz fator relaxante derivado do
endotélio, esta principalmente associada com a enzima endotelial 6xido nitrico-sintase ou a
sua interacdo com o anion superéxido, que é produzido na parede vascular e pela geracao de
radicais livres (CHOI et al., 2016).

A Diosgenina possui varias atividades farmacoldgicas relacionadas diretamente para
prevencdo das desordens do sistema cardiovascular, atua em alvos terapéuticos para o
tratamento de enfermidades cardiovasculares tais como hipertensdo, vasoespasmos,
aterosclerose, assim como, em doencas relacionadas, como a dislipidemias e desordens
metabolicas (HAO et al., 2015).

Os efeitos da Diosgenina livre (D) e Diosgenina lipossomal (DL) sobre a pressao
arterial e frequéncia cardiaca em ratas normotensas foram avaliados neste estudo. Apds um
periodo de estabilizacdo dos parametros hemodindmicos e dos valores basais das ratas
normotensas (PAM 100 + 10 mmHg e FC 380 + 20) foi administrado o Nitroprussiato de
sodio (NPS) como controle positivo, 10 upg/kg intra venoso (i.v.). As sucessivas
administracdes de D e DL (1, 2 e 4 mg/Kg i.v.) e lipossomas placebo foram realizadas em
intervalos de tempos suficiente para permitir recuperacdo total do parametro basal (15
minutos), a fim de elucidar possiveis mecanismos subjacentes e resposta hipotensora. Os
resultados estdo expressos na Figura 1.

A administracdo de D e DL (1, 2 e 4 mg/Kg iv) apresentou resposta hipotensora néo
significativa em ratas normotensas ndo anestesiadas, assim como, ndo alterou de forma

significativa a frequéncia cardiaca dos animais tratados nos testes realizados in vivo.
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Figura 1: Efeito da Diosgenina livre (D) e Diosgenina lipossomal (DL) sobre a pressdo
arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B) em ratas hormotensas ndo anestesiadas. Valores
para média e desvio padrdo de cinco experimentos. *p< 0,05: Teste t-Student.

A resposta hipotensora apresentada para a Diosgenina lipossomal na dose de 1 mg/Kg
foi de -1,93 + 1,32, para a dose de 2 mg/kg foi de -0,89 + 0,31 e para a dose de 4 mg/kg foi de
-4,42 + 1,05, para a Diosgenina Livre os resultados sobre a presséo arterial foram 1,52 + 0,54,
0,00 £ 0,00 e 1,96 + 0,69 para as doses de 1, 2 e 4 mg/kg, respectivamente. Os valores da
resposta hipotensora para o padrao Nitroprussiato foram de -27,34 + 0,72, com nimero de
cinco experimentos para ambos os testes. Os registros originais estdo demonstrados na Figura

2.
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Figura 2: Tracos originais do efeito produzido por D e DL sobre a pressao arterial em ratas
normotensas ndo anestesiadas.

O nitroprussiato, utilizado como controle positivo, € um vasodilatador de acdo direta
nos masculos lisos vasculares venoso e arterial. O mecanismo de acdo do nitroprussiato é
comum a todos os nitratos. O radical nitroso se decompde, liberando éxido nitrico. O 6xido
nitrico € um composto instavel, fugaz, que ativa a guanilatociclase. Disto resulta um aumento
na concentracdo do monofosfato ciclico de guanosina, que causa relaxamento do masculo
liso. Os efeitos hemodinamicos do nitroprussiato de sodio sdo, principalmente, a reducdo da
pés-carga pela vasodilatacdo arterial e alguma reducdo na pré-carga pelo aumento da
capacitancia venosa. Estes efeitos tipicamente causam um aumento reflexo na frequéncia
cardiaca e na contracdo do miocardio (SANTOS et al., 2015; CASTRO et al., 2011).

No presente estudo a Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal ndo apresentaram
resposta hipotensora esperada, visto que, este fitoestrdgeno vem sendo amplamente
demonstrado na literatura como um excelente modulador no sistema cardiovascular. As doses
escolhidas para administracdo (1, 2 e 4 mg/kg i.v.) foi conforme a taxa de rendimento da
Diosgenina nos lipossomas que foi de 3mg/mL. N&o foi proposto um possivel mecanismo de
acdo hipotensor para a Diosgenina visto que os resultados ndo se mostraram satisfatorios.

Levando em consideracdo que as doses administradas de D e DL nos experimentos in
vivo representam 2%, 4% e 6% respectivamente da dose habitual de Diosgenina livre que a
maioria dos estudos utilizam para experimentacdo in vivo e in vitro (50 mg/Kg), o presente
estudo traz a perspectiva que com o aumento do rendimento de Diosgenina incorporada em
nanossistemas lipossomais, a resposta hipotensora esperada possa ser verificada.

Silva (2014) avaliou o efeito da Diosgenina e do 17-f estradiol em artéria mesentérica
de ratos e investigar se a Diosgenina e o estradiol modulavam o ténus basal de anéis

mesentericos. Foi constatado inicialmente que concentragdes de Diosgenina administradas
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cumulativamente as cubas ndo alteraram o tonus basal dos anéis mesentéricos, tanto na
auséncia como na presenca do endotélio funcional. Resultados similares foram obtidos com a
administracdo cumulativa de concentragdes crescentes de 17- estradiol o que sugere que
Diosgenina ou 17-f estradiol parecem ndo modificar o tonus basal de artéria mesentérica
superior isolada de rato. A administracdo de concentracdes crescentes de Diosgenina ou 17-
estradiol induziu um relaxamento dependente de concentracdo na presenca do endotélio e na
auséncia do mesmo, sugerindo que a Diosgenina, assim como 0 17-B estradiol, apresentam
efeito relaxante dependente e independente de endotélio funcional.

Dias (2007), em seus estudos realizados em ratos observou que a Diosgenina induziu
efeito vasorrelaxante dependente de endotélio em anéis de artéria mesentérica superior de rato
normotenso mediado pela liberacdo de Oxido nitrico através de ativacdo de receptores
muscarinicos e uma possivel ativacdo dos canais para K+ sensiveis a voltagem, sensiveis ao
ATP e sensiveis ao célcio de larga condutancia. Assim como, os efeitos relaxantes
independentes do endotélio funcional induzidos pelo fitoestrogeno parecem envolver o
blogueio dos canais para célcio operados por voltagem nas maiores concentra¢des (1 e 2 mM)
e a inibicdo da liberacao de célcio dos estoques intracelulares sensiveis a trifosfato de inositol
(WILLIAMS; GONG, 2007).

A hipertensao arterial € uma doenca complexa, multifatorial e poligénica dependente
da dieta, fatores demograficos e genéticos, resultante do desequilibrio de vérios sistemas,
sendo considerada um problema de salude publica e um fator de risco para doencas
cardiovasculares, promovendo a insuficiéncia cardiaca, renal e acidente vascular cerebral. A
associacdo entre hipertensdo, obesidade e diabetes é atualmente um importante problema de
salde publica (WATANABE; CASARINI, 2015).

Moraes (2015) investigou o efeito do fitoestrogeno Diosgenina sob a funcéo
cardiovascular em modelo de menopausa induzida por ovariectomia. Este estudo demonstrou
que administracdo subcronica de Diosgenina na dose de 50 mg/Kg por via oral ndo apresentou
toxicidade, essa comprovacao foi através da determinacdo dos parametros bioquimicos
Alanina transaminase, Aspartato aminotransferase, Ureia, Creatinina. Houve também a
reducdo do desequilibrio metabdlico e risco cardiovascular apds verificar os valores para
Glicose, Triglicerides, Colesterol total, Colesterol — LDL, Colesterol — HDL e comparado
com o grupo tratado e o ndo tratado com Diosgenina. A avaliacdo da atividade antioxidante
foi realizada segundo as dosagens de Mieloperoxidase, Malondialdeido e Glutationa no tecido
cardiaco e Superoxido dismutase e Nitrito no plasma e foi notado que ocorreu reducdo de

peroxidacdo lipidica e elevacdo de enzimas antioxidantes. O estudo sugere como alicerce para
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demais pesquisas a cerca da utilizacdo deste fitoestrogeno como terapéutica de reposicdo
hormonal alternativa na menopausa com a finalidade de melhorar a fungéo cardiovascular.

De acordo com o estudo realizado por Gong et al., (2010) o pré-tratamento com
Diosgenina impediu o processo de apoptose em células da musculatura lisa de humanos
induzida por peroxido de hidrogénio em testes realizados in vitro, através do mecanismo de
regulacdo mitocondrial. Desta forma, a Diosgenina é um composto promissor para o controle
da hipercolesterolemia, pois auxilia no controle dos niveis de colesterol melhorando o perfil
lipidico e apresentando a capacidade de modular o estresse oxidativo.

A utilizacéo de lipossomas para incorporacao da Diosgenina apresentou como um dos
propositos melhorar a solubilidade deste fitoestrdgeno em meios aquosos, a fim de facilitar a
interacdo da Diosgenina com fluidos bioldgicos e verificar uma possivel resposta hipotensora.
As possiveis aplicagdes da nanomedicina nas desordens cardiovasculares estdo expandindo
rapidamente, proporcionando opc¢Bes promissoras através da liberacdo especifica de farmacos
favorecendo um tratamento mais eficaz (WINTER et al., 2006).

Dvir et al., (2011) mostraram direcionamento de lipossomas para modelar o infarto do
miocérdio utilizando um ligante especifico para o receptor de tipo 1 da angiotensina Il que s
é sobre-expresso em casos de infarto. Confirmaram a especificidade dos lipossomas para
cardiomidcitos em cultura de células e demonstraram que os lipossomas poderiam atravessar
barreiras endoteliais mais facilmente quando perturbado pelas consequéncias da isquemia, e
que estes lipossomas especificamente marcados para o miocardio lesionado, verificaram 0s
beneficios de uma estratégia de transporte ativo durante o processo do infarto do miocéardio in

vivo. Sugeriram que este modelo pode ser utilizado para veicular diferentes farmacos.

CONCLUSAO

Diosgenina incorporada em preparacfes lipossomais produzidas pelo método da
hidratacdo de filme lipidico apresentaram resultados que apontam que é possivel a
encapsulacdo de Diosgenina em lipossomas convencionais e lipossomas peguilados com
caracteristicas que sdo satisfatorias para testes in vivo, além disso, as formulagdes
apresentaram estabilidade por tempo mais prolongado quando liofilizadas. No presente estudo
a Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal ndo apresentaram resposta hipotensora esperada,
visto que, este fitoestrogeno vem sendo amplamente demonstrado na literatura como um
excelente modulador no sistema cardiovascular. Contudo, traz-se a perspectiva que com o
aumento do rendimento de Diosgenina incorporada em nanossistemas lipossomais, a resposta

hipotensora esperada possa ser verificada.
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RESUMO

A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes é
uma condicéo essencial para o funcionamento normal do organismo. Os agentes antioxidantes
podem prevenir ou diminuir os danos oxidativos nos tecidos humanos. Dessa forma, este
estudo teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante in vitro da Diosgenina livre (D) e
de Diosgenina incorporada em nanovesiculas lipidicas, denominada de Diosgenina lipossomal
(DL) por meio da eliminacdo do radical livre estavel, 2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazil (DPPH),
2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6 acido sulfénico) (ABTS), potencial redutor

(Fe3+/Fe2+), radical nitrito (NO°) e peroxidacao lipidica (TBARS), assim como, determinar a

concentragdo efetiva inibitoria (CEsg) capaz de remover 50% desses radicais dos testes
antioxidantes envolvidos nesse estudo. Para os testes de DPPH e ABTS foi verificada a
atividade antioxidante pela remocdo destes radicais. Para avaliacdo do potencial redutor, foi
preparado uma mistura reacional de ferricianeto de potassio, de acido tricloroacético, agua
destilada e cloreto férrico. Para determinacdo da peroxidacdo lipidica foi quantificado o
conteudo de espécies reativas com o cido tiobarbitarico, ja o 6xido nitrico (NO) formado foi
determinado a partir da decomposi¢do esponténea do nitroprussiato de sédio. Uma vez gerado
NO, ele interage com o oxigénio para produzir ions nitrito, que foram medidas pela reacéo de
Griess. Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M).
Anélise estatistica foi realizada utilizando one way ANOVA, seguido pelo teste Tukey
multiple comparisons como post hoc teste. Os resultados foram considerados estatisticamente
significantes quando p<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando
GraphPad Prism 6.02 (San Diego, CA, USA). A analise dos resultados mostrou baixos
percentuais de inibicao dos radicais DPPHe, ABTSe<+ e potencial redutor da Diosgenina livre
e Diosgenina lipossomal, ndo mostrando diferenca estatistica entre ambos, quando comparado
ao trolox. No entanto, a Diosgenina tanto na sua forma livre quanto na sua forma lipossomal
exibiu significativo potencial antioxidante frente a peroxidacdo lipidica por formas reativas
associadas ao &cido tiobarbiturico e ao radical nitrito, evidenciado pelo célculo de suas

concentragcdes efetivas medianas (CEgg). Também foi possivel perceber que a forma
nanocarreada exibiu um maior potencial antioxidante em relacdo a sua forma isolada. Desta
forma, se faz necessario avaliar a capacidade antioxidante in vivo no sentido que esta
formulacdo possa ser caracteriza ou ndo com atividade antioxidante e sua aplicagdo para uso
em processos oxidativos, como as que acometem o sistema cardiovascular.

Palavras-chave: Diosgenina; Lipossomas; DPPH; ABTS; Potencial Redutor; Peroxidagéo
lipidica; Nitrito; Antioxidante.
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ABSTRACT

Maintaining the balance between the production of free radicals and antioxidant defenses is an
essential condition for the normal functioning of the body. The antioxidants can prevent or
reduce oxidative damage in human tissues. Thus, this study aimed to evaluate the antioxidant
potential in vitro Diosgenin (D) and Diosgenin incorporated in nanovesicles lipid, called
Diosgenin liposomal (DL) through the stable free radical elimination, 2,2 - diphenyl - 1 -
picrylhydrazyl (DPPH), 2,2°- azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6 sulfonic acid) (ABTS),
reducing potential (Fe3+ / Fe2+), nitrite radical (NO ¢) and lipid peroxidation ( TBARS) as

well as determining inhibitory effective concentration (ECgg) able to remove 50% of these
radicals antioxidants tests involved in this study. For DPPH and ABTS tests was checked for
antioxidant activity by removal of these radicals. To evaluate the potential reducing a reaction
mixture of potassium ferricyanide was prepared, trichloroacetic acid, distilled water and ferric
chloride. For determination of lipid peroxidation was quantified content of reactive species
with thiobarbituric acid, as nitric oxide (NO) formed was determined from the spontaneous
decomposition of sodium nitroprusside. Once generated NO, it interacts with oxygen to
produce nitrite ions, which were measured by Griess reaction. All results are presented as
mean = standard error of the mean (E.P.M). Statistical analysis was performed using one-way
ANOVA followed by Tukey multiple comparisons as post hoc test. The results were
considered statistically significant at p <0.05. All statistical analyzes were performed using
GraphPad Prism 2.6 (San Diego, CA, USA). The results showed low percentage of inhibition
of DPPH ¢, ABTS ¢ + and potential reducer Diosgenin and liposomal Diosgenin, showing no
statistical difference between the two when compared to trolox. However, diosgenin both in
form and in their liposomal form exhibited significant antioxidant potential across the lipid
peroxidation by reactive forms associated thiobarbituric acid and the radical nitrite, evidenced

by calculating their median effective concentrations (ECsg). You can also see that the
liposomic form exhibited greater antioxidant potential in relation to its isolation. Thus, it is
necessary to evaluate the antioxidant capacity in vivo in the sense that this formulation can be
characterized or not with antioxidant activity and its application for use in oxidation
processes, such as those that affect the cardiovascular system.

Keywords: Diosgenin; liposomes; DPPH; ABTS; Reduction potential; Lipid peroxidation;
Nitrite; Antioxidant.

1 INTRODUCAO

Os radicais livres apresentam papel fundamental no organismo sendo responsaveis
pela sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes, devido suas
caracteristicas em facilitar a doacdo de seus elétrons para outras moléculas causando reagdes
em cadeia (SUCUPIRA et al., 2012). Uma parte do oxigénio metabolizado é direcionada para
outra via metabolica dando origem aos radicais livres como o superoxido (Oye), hidroxila
(OH*) e perdxido de hidrogénio (Ho07) (ROHENKOHL; CARNIEL; COLPO, 2011). As
espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo importantes na regulacao das funces fisiologicas
celulares normais, mas quando produzida em excesso levam a patogénese de varias doengas
(NASH; AHMED, 2015).
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A geracdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e
fisiologico, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes. A instalacdo do processo de estresse
oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da
velocidade de remocdo desses (BARBOSA et al., 2010). O excesso de radicais livres no
organismo leva ao estresse oxidativo, 0 que pode estar associado as causas de doengas
cronicas como, infarto do miocéardio e demais doencas cardiovasculares, envelhecimento
precoce e cancer (COSTA et al., 2013), aléem de doengas metabdlicas como o diabetes melitus
(JAGADEESAN et al., 2012).

Os antioxidantes sdo compostos que tém a capacidade de bloquear ou reduzir o
processo de oxidacdo através da inibicdo da iniciacdo de reacGes em cadeia de oxidacdo
(AHMAD; RAB; AHMAD, 2016). Desempenham importante papel na melhoria de muitos
danos oxidativos mediada em sistemas bioldgicos e tém sido utilizados para enfrentar os
radicais livres que sdo gerados in vivo (OLIVEIRA, 2015). As enzimas antioxidantes formam
a primeira linha de defesa contra os danos no tecido cardiaco e um aumento do estresse
oxidativo pode ser devido a deplecdo dos antioxidantes (CHEN et al., 2015).

Diosgenina é uma saponina esteroide encontrada no inhame, os tubérculos comestiveis
de espécies do género Dioscorea sp. sendo uma das plantas mais utilizadas no mundo.
Diosgenina demonstrou efeitos favoraveis como atividade anti-inflamatorio, modulacéo do
metabolismo lipidico, diminuicdo da glicose (MCANUFF et al., 2005), e atividades
antioxidantes (SON et al., 2007; HSU et al., 2006). Uma suplementacdo de alimentos ricos em
diosgenina tem apresentado o efeito de protecdo do miocardio em ratos, regredindo lesdes
decorrentes da necrose e apoptose (VASANTHI et al., 2010).

A Diosgenina apresentou-se eficaz na protecdo contra a necrose induzida por
isoproterenol em miocardio de ratos (JAYACHANDRAN; VASANIHI; RAJAMANICKAM,
2009). Além disso, um estudo realizado por Choi et al., (2010), descobriu que a Diosgenina
aumenta a producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio. Outro achado importante
sugere que a diosgenina tem um papel benéfico contra o remodelamento da aorta induzida
pelo estresse oxidativo em estado diabético e diminui a peroxidacéo lipidica em aorta (PARI;
MONISHA; JALALUDEEN, 2012). Os antioxidantes podem também reduzir a toxicidade de
alguns farmacos quando associados com a quimioterapia, a diosgenina ¢ uma molécula
potencialmente antioxidante que possui um efeito util na cardioprotecdo contra doxorrubicina
(CHEN et al., 2015).

Existem inimeras substancias de origens naturais e sintéticas que possuem consagrado

efeito antioxidante. Porém, por vezes, essas substancias apresentam algumas limitac6es nas
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suas propriedades farmacocinética e farmacodinamica que dificultam a expressao desse efeito
terapéutico, como é o caso da baixa disponibilidade oral, da insolubilidade aquosa e do
elevado mecanismo de primeira passagem (ZHAO et al., 2011; PENG et al., 2010; MANDAL
et al., 2008).

Os lipossomas sdo sistemas tecnoldgicos propostos para liberacdo de substancias
biologicamente ativas, tanto in vitro como in vivo. Os lipossomas podem ser classificados em
funcdo do método de preparacdo (vesiculas de evaporacdo de fase reversa ou técnica de
extrusdo), tamanho (vesicula pequena, intermédia ou grande), lamelaridade (vesiculas
unilamelares e multilamelares) e segundo a interacdo com os sistemas bioldgicos, como
convencionais, de longa circulacéo e sitio-especificos. A formacdo de vesiculas unilamelares
(ULVs) ou vesiculas multilamelares (MLVs) depende dos métodos de sintese e
processamento utilizados ap0ds a sua preparacdo (BOZUTTO; MOLINARI, 2015).

Tém sido demonstrado o envolvimento dos lipossomas no aumento da eficacia
antioxidante dos farmacos testados, protegem células do estresse oxidativo (RENGEL et al.,
2005), reduzem a peroxidacao lipidica (TIANG et al., 2007) e promovem uma melhor
ativacdo de enzimas antioxidantes (PENG et al., 2010). Estudo realizado por Oliveira et al.,
(2013) sugeriu um positivo potencial antioxidante de lipossomas contendo nimodipina, acdo
verificada pela reducdo de radicais nitritos, remocao de radicais hidroxila e de substancias
reativas com o acido tiobarbiturico.

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante in vitro de
Diosgenina incorporada em nanovesiculas lipidicas, denominada de Diosgenina lipossomal
(DL) em comparagdo com a Diosgenina livre (D) por meio da eliminacdo do radical livre
estavel, 2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazil (DPPH), 2,2~ azinobis (3-etilbenzotiazolina-6 &cido
sulfénico) (ABTS), potencial redutor (Fe3+/Fe2+), radical nitrito (NO.) e peroxidacao lipidica
(TBARS), assim como, determinar a concentracdo efetiva inibitéria (CE50) capaz de remover
50% desses radicais dos testes antioxidantes envolvidos nesse estudo.

2 METODOLOGIA
2.1 Diosgenina na forma lipossomal

Os lipossomas contendo Diosgenina foram preparados usando o método da hidratagdo
do filme lipidico segundo Anselem, (1993) e modificado (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014;
MORENO et al., 2014). Inicialmente foram produzidos os lipossomas convencionais
contendo diosgenina carregados positivamente (DL), utilizando os lipideos fosfatidilcolina de

soja, colesterol e estearilamina (lipideo catidnico) a fim de conferir carga positiva a
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formulacdo (proporcdo de 80:10:10) e 3,0 mg/mL Diosgenina para a obtencdo de uma
formulacdo lipossomal com concentracdo lipidicas de 80 mM. Esses constituintes foram
solubilizados em uma mistura de cloroférmio:metanol (3:1 v/v), sob agitacdo magnética. Os
solventes foram removidos por evaporacdo a vacuo, utilizando o rotaevaporador por 40 min
(37 £1°C, 80 rpm), resultando em um filme lipidico. Este filme foi, entdo, hidratado com 10
mL de solucdo tampéo fosfato pH 7,4 produzindo assim vesiculas multilamelares grandes. A
suspensdo lipossomal foi entdo submetida & sonicacdo por sonda ultrassénica (Vibra Cell,
BRANSON, EUA) a 200 W e 40 Hz por 300 s para a obtencdo de lipossomas unilamelares

pequenos.

2.2 Capacidade antioxidante contra o radical DPPHe¢ (2,2-difenil-1- picrilhidrazil)

Para a avaliacdo antioxidante in vitro foi preparada uma solucdo estoque da
Diosgenina livre (D), Diosgenina lipossomal (DL) e do padrdo antioxidante trolox, diluidas
em solucdo salina 0,9 % + Tween 0,05 %. Em seguida por diluicdes seriadas, foram obtidas
solugdes cujas concentragdes foram 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 uM. A seguir,
preparou-se o radical DPPHe na concentragio de 40 pg/mL em etanol, e ajustado sua
absorbancia em 1,00 no espectrofotometro em leitura de 517 nm (Figura 1). A avaliagéo
antioxidante foi realizada em triplicata e os valores das absorbancias expressos como

porcentagem de inibi¢cdo da absorbancia da solu¢do de DPPHe pela seguinte equacao:

% de inibigdo do radical DPPHe = {(Acontrole — Amistura reacional) X 100}/ Acontrole

na qual, Acontrole € a absorbancia inicial da solugdo etanolica de DPPH* € Amistura reacional €
a absorbancia da mistura reacional contendo o radical DPPHe e as concentragdes dos

compostos. A concentracdo efetiva (CEsq) de DL, D e trolox necessaria para inibir o radical
DPPHe* em 50% a 517 nm foi determinada (ABDERRAHIM et al., 2013).
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Figura 1. Avaliacdo da capacidade antioxidante da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal
pelo método DPPHe

2.3 Avaliacio da capacidade antioxidante contra o radical ABTSe+ (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico).

Para a determinagdo da capacidade antioxidante pelo método ABTSe+, ¢ formado o
cation radical ABTSe+ a partir da reagdo de 5 mL de uma solu¢do 7 mM de ABTS<+ com 88

pL de uma solugdo 2,45 mM de persulfato de potassio (K»S2Og), incubada a temperatura

ambiente e na auséncia de luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solu¢do de ABTSe+
foi diluida em etanol até obter uma solugdo com absorbancia de 1,00 a 734 nm. Na auséncia
de luz foi transferida uma aliquota de 200 pL de vérias concentracdes da Diosgenina
anteriormente diluida e padrdo para tubos de ensaio contendo 1960 pL do radical ABTSe+. A
leitura da absorbéancia a temperatura ambiente foi realizado no tempo de 6 minutos em um
espectrofotdmetro a 734 nm (Figura 2) e os resultados foram expressos como porcentagem de

inibicao da absorbancia da solu¢cdo de ABTS++ pela seguinte equacao:

% inibi¢do do radical ABTS*+ = (Acontrole — Amistura reacional) X 100 / Acontrole
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na qual, Acontrole € a absorbancia inicial da solugdo etandlica de ABTSe+ e Amistura reacional

¢ a absorbancia da mistura reacional contendo o radical ABTSe+ e as concentra¢des dos
compostos (RE et al., 1999).

Cation Radical ABTSe«+ '

D, DL e Trolox ' )
C )

A

s \ t; ‘
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Figura 2. Avaliacdo da capacidade antioxidante da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal
pelo método ABTS+-

2.4 Avaliagéo do Potencial Redutor

Para avaliacdo do potencial redutor, foi preparada uma mistura reacional contendo
concentracdo Unica da Diosgenina livre, Diosgenina lipossomal e do padrdo antioxidante
trolox, diluidas em solucédo salina 0,9 % +Tween 0,05 %. Em seguida por diluicdes seriadas,
foram obtidas solugdes com concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000
uM. A estas, adicionou-se 0,5 mL de ferricianeto de potéassio 1% e 0,5 mL de tamp&o fosfato
de sodio (0,2 M, pH 6,6). A mistura reacional foi incubada a 50°C durante 20 minutos,
seguido pela adigdo de 0,5 mL de &cido tricloroacético 10 %, 0,5 ml de adgua destilada e 0,125
mL de cloreto férrico (FeClI3) 0,1 %. A absorbancia da mistura reacional foi mensurada a 700
nm contra branco que continham apenas tampédo fosfato (Figura 3). A concentracdo de
Diosgenina livre, Diosgenina lipossomal e trolox que proporcionou um aumento de 0,5 da

absorbéancia (CEsgg) foi calculada (SINGHAL; PAUL; SINGH, 2013).
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Figura 3. Avaliagdo do potencial redutor da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal

2.5 Capacidade antioxidante contra o radical nitrito (NOv)

Nesta avaliacdo, o 6xido nitrico foi produzido a partir da decomposi¢do espontanea de
nitroprussiato de sédio (NPS) em 20 mM de tampdo fosfato (pH 7,4). Uma vez gerado, 0
oxido nitrico interage com oxigénio para produzir ions nitrito, os quais foram medidos pela
reacdo de Griess. A mistura da reacdo (1 mL) contendo 10 mM de NPS em tampéo fosfato e
varias concentragfes Diosgenina livre e nanoencapsulada, além do trolox foram incubadas a
37 °C por 1 hora. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do
reagente de Griess. A absorbancia do croméforo foi medida a 540 nm em espectrofotémetro e

os resultados foram expressos como porcentagem de nitrito formado pelo meio reacional,
conforme Figura 4.



‘ NPS e Tampéo Fosfato ' Reagente de Griess '

93

i
‘ D, DL e Trolox ' ‘/‘_\ 2
)*i' ).
- oo
5 e
/‘\ ' { w
\‘ |
= o {Tor | (e Te rmbimbimipmien
o s ddaedtaadiee 37°C bebhbabbiaprbl bl
- . - - . L ! L L bl T o T Y T \
v . e v, = UREf LD Lal Eil ] IRl T Y Y TR AR
e e b I R A M R lhora  Sewaseh i imiu
————— ‘—*\_“—*\—’\— Smm
625 125 250 500 1000 62,5 125 250 500 1000 62,5 125 250 500 1000
WM P HM

o &)

Figura 4. Avaliagdo da capacidade antioxidante da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal
pelo método do radical NOe

2.6 Capacidade antioxidante contra a peroxidacao lipidica (TBARS)

Para a determinacdo da capacidade antioxidante da Diosgenina livre e lipossomal na
inibicdo da peroxidacdo lipidica, foi utilizado o0 método TBARS (substancias reativas com o
acido tiobarbiturico). Preparou-se uma solucdo estoque da Diosgenina livre, Diosgenina
lipossomal e do padrdo antioxidante Trolox, diluidas em solucéo salina 0,9 % + Tween 0,05
%. Em seguida por dilui¢des seriadas, foram obtidas solugdes com concentragdes de 62,5 uM,
125 uM, 250 uM, 500 pM e 1000 uM. O homogenato da gema de ovo (1% w/v) em 50 mM
de tampado fosfato (pH 7,4) é utilizado como substrato rico em lipidios. A peroxidacao lipidica
foi induzida pela adigdo de 0,1 mL de solugdo de AAPH (dihidrocloridrato de 2,2’-azobis 2-
metilpropinamida 200 mM), Acido tricloroacético (15 %) e acido tiobarbiturico (0,6 %)
(Figura 5). O experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos como

porcentagem de TBARS formadas a partir do AAPH (controle induzido).
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Figura 5. Avaliacdo da capacidade antioxidante da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal
pelo método TBARS-

2.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M).
Analise estatistica foi realizada utilizando one way ANOVA, seguido pelo teste Tukey
multiple comparisons como post hoc teste. Os resultados foram considerados estatisticamente
significante quando p<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando
GraphPad Prism 6.02 (San Diego, CA, USA). Os valores antioxidantes in vitro da CE50
foram obtidos por regressao linear utilizando o software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad,
Inc., Califérnia, EUA).

3. RESULTADOS
3.1 Capacidade antioxidante contra o radical DPPHe

A Diosgenina livre nas concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 uM
produziu a remocdo do radical DPPH (sistema), reduzindo seus niveis em 6,31%, 7,34%,
6,87%, 6,97%, e 6,51% respectivamente. A fracdo lipossomal nas mesmas concentragdes
finais da forma livre produziu a remogéo do radical DPPH (sistema), reduzindo seus niveis
em 7,20%, 7,37%, 7,47%, 8,06%, e 8,26% respectivamente. O trolox, usado como padrdo

antioxidante, nas mesmas concentracdes reduziu os percentuais do radical DPPH em 17,09%,
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24,57%, 55,49%, 73,08% e 84,75% respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre 0s
resultados obtidos para a Diosgenina lipossomal e livre (Figura 6).

Quando se comparam as concentragdes efetivas medianas (CEgg) observa-se que o
potencial antioxidante da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal frente a este radical é

extremamente baixo, quando comparado ao Trolox (Trolox; CEgg = 238,3 UM > DL CEsgg =
1,629 x 1021 UM > D CEgg = 1,745 x 1022 HMM). Embora haja uma pequena diferenga entre as

CEgg da DL e D, esta diferenga ndo é significativa.

:

B Diosgenina Livre
Diosgenina lipossormal
. Trolox

% de inibigdo do radical DPPH™

Figura 6. Efeitos da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal na redugdo do radical DPPHe
Os valores representam a média £ E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 5, experimentos

a
em triplicata. O trolox foi usado como padrdo antioxidante. p<0,0001 controles versus trolox
(ANOVA e Tukey multiple comparisons como post hoc teste).

3.2 Capacidade antioxidante contra o radical ABTSe+

A Diosgenina livre nas concentracdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000
uM produziu a remocdo do radical ABTS, reduzindo seus niveis em 33,13%, 30,70%,
32,90%, 30,04%, e 36,59% respectivamente. A fracdo lipossomal nas mesmas concentragdes
da D produziu a remocgéo do radical ABTS (sistema), reduzindo seus niveis em 35,59%,
36,56%, 35,13%, 36,72%, e 36,65% respectivamente. O trolox, utilizado como padréo
antioxidante reduziu os percentuais do radical ABTS em 43,98%, 52,22%, 91,14%, 95,74% e
96,06% respectivamente. No geral, ndo houve diferenca estatistica entre as versbes da

Diosgenina, lipossomal e livre (Figura 7).
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Quando se comparam as concentracdes efetivas medianas (CEsgg) observa-se que o
potencial antioxidante da D e DL frente a este radical também é extremamente baixo, quando

comparado ao Trolox (Trolox; CEsg = 86,17 uM > DL; CEgg = 4,29 X 109 UM > D; CEgg =

9,49 x 10g HM). Embora haja uma pequena diferenca entre as CEgq das diosgeninas, a mesma
ndo é significativa.

150 -
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Figura 7. Efeitos da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal na redugdo do radical ABTS+e
Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 5, experimentos

a
em triplicata. O trolox foi usado como padrdo antioxidante. p<0,0001 controles versus trolox
(ANOVA e Tukey multiple comparisons como post hoc teste).

3.3 Potencial Redutor

O potencial redutor em diferentes concentracfes da Diosgenina livre e Diosgenina
lipossomal, quando comparado ao padrdo antioxidante Trolox € baixo, nas concentracfes de
62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 uM, ambas as formas, livre e lipossomal
aumentam a absorbancia em 700 nm discretamente, demonstrando fraco a moderado poder
redutor (Figura 8).

De acordo com esses resultados, os valores da CEgg de Diosgenina livre e Diosgenina

. L . .. . 3+, . L
lipossomal necessarias para reduzir ferricianeto de potassio (Fe ) a ferrocianeto de potassio

(Fe2+) em 50% da sua absorbancia inicial foi de 9,976 x 103 MM e 3,849 x 106 UM,
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respectivamente. Ambas baixas, quando comparadas ao Trolox (CEsg = 110,6 uM). Embora

haja uma pequena diferenca entre as CEgg da DL e D, esta diferenca néo € significativa.

B Diosgenina Livre
m== Diosgenina lipossomal
mm Trolox

Potencial redutor (Fe**/Fe?*)

Figura 8. Potencial redutor da Diosgenina livre e Diosgenina Lipossomal. Os valores
representam a média + E.P.M. das absorbancias em 700 nm; n = 5, experimentos em

a
triplicata. O trolox foi usado como padréo antioxidante. p<0,0001 controles versus trolox
(ANOVA e Tukey multiple comparisons como post hoc teste).

3.4 Capacidade antioxidante contra o radical nitrito (NO°)

As diferentes concentracGes da Diosgenina livre e lipossomal exibiram atividade
antioxidante dose-dependente, frente ao radical nitrito quando comparadas ao padrdo
antioxidante Trolox e em relacdo ao controle negativo. A diosgenina livre nas concentragdes
de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 pM inibiu a formagao do radical nitrito em
12,19+0,26%, 25,96+0,79%, 34,92+0,77%, 41,11+0,22%, e 47,85+0,32% respectivamente. A
Diosgenina lipossomal nas mesmas concentragdes inibiu a formacéo do radical nitrito em
24,19+0,68%, 37,51+0,26%, 42,71+0,67%, 49,44+1,28%, e 57,29+0,94% respectivamente.

O Trolox, utilizado como padrdo antioxidante, nas concentracdes de 62,5 uM, 125
uM, 250 uM, 500 uM e 1000 uM inibiu a formagado do radical nitrito em 34,07+1,88%,
43,04+0,79%, 46,45+0,45%, 50,56+0,72% e 63,37+£0,26% respectivamente (Figura 9). Foi
observada diferenca estatistica significativa ante CEgg da DL e D, mostrando um resultado

dose-dependente.
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Figura 9. Efeitos da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal na inibicdo da formacdo do

radical nitrito (NO.). Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibicdo in
vitro, n = 5, experimentos em triplicata. O Trolox foi usado como padrdo antioxidante.

ap<0,05 concentragdes-teste (D e DL) versus Trolox (ANOVA e Tukey multiple comparisons
como post hoc teste) e "p<0,05 Diosgenina livre versus Diosgenina lipossomal.

As concentracdes efetivas medianas (CEgg) obtidas foram: Trolox; CEgg = 372,5 uM
> DL; CEgg = 501,2 uM > D; CEgg = 984,8 uM); quanto menor a CEgg, melhor a atividade
antioxidante uma vez que se necessita de uma menor concentracao efetiva para se obter 50%
da atividade; Pelas CEsgg obtidas observa-se que a Diosgenina livre apresenta uma atividade

antioxidante frente ao radical nitrito menor quando comparada com sua forma lipossomal e
com o Trolox.

3.5 Potencial antioxidante frente as formas reativas associadas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS)

As diferentes concentragfes da Diosgenina livre e lipossomal exibiram atividade
antioxidante dose-dependente, frente as formas reativas ao TBARS quando comparadas ao
padrdo antioxidante Trolox e em relagdo ao controle negativo. A Diosgenina livre nas
concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 puM, 500 uM e 1000 pM inibiu a peroxidacao
lipidica (TBARS) em 10,46+0,44%, 22,82+2,81%, 31,37+0,45%, 42,15+0,50%, e

53,29+0,88% respectivamente. A Diosgenina lipossomal nas mesmas concentragdes inibiu a
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peroxidacdo lipidica em 13,84+1,49%, 25,45+0,82%, 33,73+0,98%, 47,02+1,85%, e
58,47+2,00% respectivamente.

O Trolox, usado como padrao antioxidante, nas concentragdes de 62,5 uM, 125 puM,
250 uM, 500 uM e 1000 uM inibiu a peroxidacao lipidica em 25,37+1,45%, 40,86+0,44%,
43,76x0,12%, 49,69+0,17% e 61,29+0,65% respectivamente (Figura 10). Foi observada

diferenca estatistica significativa ante CEgg da DL e D, mostrando um resultado dose-

dependente.
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Figura 10. Efeitos da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal na reducdo da peroxidacéao
lipidica em decorréncia das formas associadas ao &cido tiobarbitarico (TBARSe). Os valores
representam a média + E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 5, experimentos em

triplicata. O Trolox foi usado como padrdo antioxidante. ap<0,05 concentracdes-teste (D e
DL) versus Trolox (ANOVA e Tukey multiple comparisons como post hoc teste).
As concentracdes efetivas medianas (CEgg) obtidas foram: Trolox; CEgg = 415,6 uM

> DL; CEgg = 607,9 uM > D; CEgg = 788,7 uM); quanto menor a CEgg, melhor a atividade
antioxidante uma vez que se necessita de uma menor concentracao efetiva para se obter 50%

da atividade; Pelas CEs5q obtidas observa-se que a Diosgenina livre apresenta uma atividade

antioxidante menor quando comparada com sua forma lipossomal e com o Trolox.

4 DISCUSSAO

O interesse crescente no estudo dos antioxidantes é decorrente, principalmente, do

efeito dos radicais livres no organismo. A oxidagdo é indispensavel a vida aerdbica e, dessa
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forma, os radicais livres sdo produzidos naturalmente. Essas moléculas geradas in vivo estdo
envolvidas na producdo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizagéo
intercelular e sintese de substancias biologicas importantes (PEREIRA et al., 2009). O
aumento na producdo de radicais livres pode ocorrer devido a hiperoxia e a exposicao das
células ou individuos a certos componentes quimicos, a radiacdo ou a inflamacgéo tecidual
local, resultando em estresse oxidativo, caracterizado por um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, no qual ocorre predominéncia de radicais livres (HAIDA, 2011).

O radical DPPHe possui a cor purpura ou violeta com uma absor¢dao em solugdo de
etanol ou metanol a 515-520 nm. Uma substancia antioxidante pode doar um atomo de
hidrogénio ou transferir um elétron para a molécula de DPPHe, que aceita para se tornar uma
molécula estavel diamagnético originando a forma reduzida DPPH-H com a perda da cor
violeta de acordo com o tempo para amarelo palido ou violeta claro. Mudanca da cor violeta
escuro para violeta claro, que resulta na diminui¢do da absorbancia do radical DPPHe, pode
ser monitorada por um espectrofotdmetro UV/visivel para a determinacdo da capacidade
antioxidante. Esse monitoramento deve que ser realizado sempre na auséncia de luz, por que a
mesma € um fator que interfere diretamente na reagdo do radical DPPHe* com uma substancia,
acelerando a diminuicdo da absorbancia e consequente alterando os resultados finais
(OLIVEIRA, 2015).

O método DPPHe ¢ considerado facil, altamente sensivel, preciso, rapido, simples,
econémico e o radical DPPHe ndo precisa ser gerado e o sistema de reagdo envolve somente o
radical e o antioxidante (KEDARE; SINGH, 2011). Segundo Ferreira et al., (2012) o trolox
(&cido 6-hidroxi-2, 5, 7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico) é utilizado como farmaco
antioxidante padrdo para experimentos in vitro e possui caracteristicas semelhantes a vitamina
E (a-tocoferol).

Com base neste principio, o resultado obtido no presente estudo demonstrou que a DL
apresentou baixa capacidade antioxidante, na remogdo do radical DPPHe como mostrado na
Figura 6 em comparacao ao controle Trolox. Quando se comparam as concentracdes efetivas
medianas (CEgq) observa-se que o potencial antioxidante da diosgenina livre e lipossomal
frente a este radical € extremamente baixo, quando comparado ao Trolox (Trolox; CEgg =
238,3 UM > DL: CEsp = 1,629 x 1021 uM > D; CEsg = 1,745 x 10°2 uM), com diferenca
estatistica ndo significativa para D e DL.

No estudo realizado por Selim e Jaouni (2015), onde se avaliou a atividade anti-
inflamatdria, antioxidante e antiangiogénica de Diosgenina isolado de Costus speciosus
verificou-se que a amostra testada possuia afinidade antioxidante para uma eliminagéo eficaz

contra o radical DPPHe em comparagdo com a atividade antioxidante da vitamina C,
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resultados obtidos a partir do seu baixo valor CEgg que foi de 10,18 pg/ mL, em comparagédo
com a atividade antioxidante do padréo de vitamina C (acido ascorbico) (CEsg 3,47 pg/mL).

O selenourea N-fenil (selenourea 13), um derivado esteroide da Diosgenina,
apresentou-se com um positivo potencial antioxidante, em particular, contra os radicais livres

DPPH- e glutationa peroxidase pela elimina¢do de peréxido de hidrogénio. O valor de CEg

para selenourea 13 foi de CEgg 29,47 + 2,33 uM, sendo notavelmente mais potente do que o

Butilato de hidroxitolueno (70 + 9 puM), um antioxidante sintético amplamente conhecido,
utilizado como um controle positivo (ROMERO-HERNANDEZ et al., 2015).

O radical ABTSe+ produzido por meio da oxidagdo da solugio de ABTS+ pelo
persulfato de potassio apresenta coloracdo azul/verde e a reagdo com um composto
antioxidante é monitorada pela diminui¢do da absorbancia da rea¢do a 734 nm. Desta forma, o
presente estudo demonstrou que a DL apresentou baixo potencial antioxidante na remocéo do
radical ABTSe+ em comparagdo ao trolox. Como ilustrado na Figura 7 a capacidade
antioxidante ndo foi dependente da concentracdo, nas concentracdes testadas produziu a
remogdo do radical ABTS (sistema) reduzindo seus niveis, quando os resultados sdo
comparados com a Diosgenina livre € possivel observar que ndo ha diferencas entre a
capacidade antioxidante da DL contra o radical ABTSe+.

O cétion radical 2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTSe+) ¢é um
composto croméforo quimicamente muito estavel, solivel em &gua e com um méximo de
absorbancia a 414 nm, incluindo medidas secundarias de absorbancia a 645, 734 e 815 nm. E
soltvel tanto em solventes aquosos como organicos e nao € afetado pela forca iénica podendo
entdo ser usado em muitos meios para determinar a capacidade antioxidante de extratos
lipofilicos e hidrofilicos, o que lhe confere vantagem em relacdo a outros métodos
(SUCUPIRA et al., 2012; AWIKA et al., 2003; MAZZA et al., 2002; SCALFI et al., 2000).

O poder redutor da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal foram avaliados pela
transformacdo do ferricianeto de potassio (Fes+) de cor amarela a ferrocianeto de potassio
(Fe2+) de cor verde. Essa mudanca de cor ocorre por meio da capacidade de transferéncia de
elétrons, na qual, serve como um importante indicador da capacidade antioxidante. Processos
como eliminacdo de radicais livres e/ou inibicdo da peroxidacdo lipidica é mediada pela
reacdo redox e de acordo com o resultado obtido no presente estudo (Figura 8), a DL e D
apresentaram baixo potencial redutor quando comparado ao padréo utilizado.

Durante condi¢des patologicas e estresse oxidativo, um desequilibrio no estado

oxidante e antioxidante tem sido bem relatado em ambos os estudos humanos e experimentais.

Reativos intermediarios de oxigénio, incluindo o radical hidroxila (OHe),

anion superoxido (02-), peroxido de hidrogénio (H2O5) e 6xido nitrico (NO), a peroxidagado
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lipidica mediada por eventos de oxidacdo pode danificar biomoléculas, como &cidos
nucleicos, proteinas e hidratos de carbono (RAJALINGAM et al., 2012).

O radical hidroxila (OH¢), por meio da retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados da membrana celular, desempenha importante papel na
lipoperoxidacdo, sendo considerado o principal iniciador de tal processo. Entretanto, a
participacdo do ferro também é considerada fator determinante, ressaltando-se a importancia
da relacdo equimolar entre Fe3+/ Fe2+, para possibilitar a iniciagdo desse processo, por que
os ions ferro agem como catalisadores da conversdo de hidroperoxidos lipidicos (BARBOSA
etal., 2010).

Na avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical nitrito o 6xido nitrico (NO)
foi produzido através da decomposicdo do nitroprussiato de sédio. As diferentes
concentracdes da Diosgenina livre e lipossomal exibiram atividade antioxidante dose-
dependente, frente ao radical nitrito quando comparadas ao padréo antioxidante Trolox e em
relacdo ao controle negativo, conforme Figura 9. Na concentragdo de 1000 uM a Diosgenina
lipossomal inibiu a formacdo do radical nitrito em 57,29 + 0,94%, proximo ao padrdo Trolox
que foi de 63,37+0,26% na mesma concentracdo. E importante ressaltar que embora a
Diosgenina livre tenha exibido um significativo potencial antioxidante, em todas as
concentragdes, esta foi menos efetiva em reduzir a formagdo do radical nitrito quando
comparado ao Trolox e especialmente a DL, atraindo a atencdo para a forma nanotecnoldgica,
que se fez mais efetiva.

O NO é uma molécula sinalizadora envolvida em varios processos fisioldgicos e
patoldgicos, inclusive na sinalizagdo da dor e inflamacdo (KAWANO et al., 2009). O
tratamento realizado com 50 pug/mL de Diosgenina em cultura celular contendo macréfagos
da linhagem RAW 264.7 foi capaz de inibir significativamente a produgdo de 6xido nitrico e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) estimulada por lipopolissacarideo bacteriano. O
tratamento da amostra com Diosgenina reduziu em 38,1% os niveis de 6xido nitrico e foi 3,7
vezes mais eficiente que o controle positivo utilizado, que neste estudo foi o metotrexato
(SELIM; JAOUNI, 2015).

No estudo realizado por Jung et al., (2010), a Diosgenina inibiu a producdo de NO por
meio da diminui¢do da enzima 6xido nitrico sintetase (iNOS) mostrado por uma reducdo na
expressdo dos niveis de RNAm da enzima e da proteina iNOS. Estes resultados excluem a
possibilidade de que a Diosgenina afetada a estabilidade de iNOS pela expressdo de RNAm,
implicando que a acdo da diosgenina é presumivelmente através da inibicdo da transcrigdo do

gene de iNOS. Ficou demonstrado que a Diosgenina inibe a producdo de mediadores
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inflamatdrios, visto que, 0 excesso na producdo de dxido nitrico contribui para inUmeros
processos patoldgicos, incluindo a inflamacéo.

Existem disponiveis na literatura outros relatos de lipossomas que atuam de forma
promissora melhorando a acdo antioxidante de determinadas substancias. Como € o caso do
pré-tratamento de células epiteliais do pulmdo humano com lipossomas convencionais
contendo Cu/Zn superoxido-dismutase que se mostraram eficientes para proteger essas células
contra 0 estresse oxidativo, além de elevar consideravelmente as defesas antioxidantes
celulares (RENGEL et al., 2005).

A peroxidacao lipidica foi analisada pelo método de quantificacdo do TBARS, que é
um ensaio utilizado extensivamente para estimar a peroxidacao dos lipideos nas membranas e
sistemas bioldgicos. As diferentes concentracfes da Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal
exibiram atividade antioxidante dose-dependente, frente as formas reativas ao TBARS quando
comparadas ao padrdo antioxidante Trolox e em relacdo ao controle negativo (Figura 10).
Enquanto a D foi menos efetiva em reduzir a peroxidacdo lipidica quando comparado ao
Trolox, a DL nas maiores concentragdes (500 uM e 1000 uM) exibiu potencial antioxidante
semelhante ao Trolox.

Uma das principais consequéncias do estresse oxidativo que leva a peroxidacao

lipidica, ocorre em &cidos graxos polinsaturados e se inicia com o radical OHe, que ao
capturar um atomo de hidrogénio de um carbono metileno da cadeia polialquil do &cido graxo,

forma um radical. O fato do O» ser mais solivel em meio ndo polar que em meio polar,

permite que as membranas bioldgicas tenham uma elevada concentracdo de Oy na regido
hidrofébica medial, na qual este tem potencial para realizar o0 maior dano aos acidos graxos
polinsaturados da membrana (REED, 2011).

A peroxidagdo lipidica é induzida por estresse oxidativo e pode ser minimizada pelo
uso de antioxidantes (CHENNURU; SALEEM, 2013). Os antioxidantes s&o conhecidos como
um grupo de substancias que em ideais concentracGes podem atrasar ou inibir 0s processos
oxidativos (BOLISETTY; JAIMES, 2013; VICENTINO; MENEZES, 2007).

A administracdo oral de Diosgenina tem sido associada a sua capacidade de
eliminacdo de radicais livres e captura de moléculas de oxigénio de forma isolada. A
Diosgenina foi capaz de inibir a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral-alfa, proteina-1 quimioatrativa de monaocitos e de 6xido nitrico induzido pela
interacdo entre adipdcitos e macréfagos (HIRAI et al., 2010). Saha et al., (2014), verificaram
que a Diosgenina apresenta propriedades antioxidantes,visto que, suprimiu a peroxidagédo

lipidica induzida por cristais de oxalato de calcio monohidratado e aumentou os niveis de
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glutationa peroxidase, assim como, o efeito protetor foi associado a inibicdo de caspases e do
estresse oxidativo.

A administracdo oral de Diosgenina em estudos experimentais in vivo diminuiu
significativamente os niveis de TBARS no plasma e nos eritrocitos de hamsters tratados com
7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA), sugerindo que a Diosgenina apresenta potencial
antioxidante melhorando o estado de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, com
potencial anti-lipidioperoxidativo no processo de carcinogénese oral. Quantificacdo de
TBARS no plasma € considerada como um verdadeiro biomarcador para avaliar a extensdo de
danos nos tecidos durante condi¢des patoldgicas (RAJALINGAM et al., 2012). Do mesmo
modo, um estudo sobre a aorta de ratos diabéticos tem igualmente demonstrado os efeitos
benéficos de Diosgenina em melhorar estado antioxidante e diminuindo a peroxidacao lipidica
(PARI; MONISHA; JALALUDEEN, 2012).

O tratamento com 100 mg/kg com Diosgenina reduziu significativamente os danos
hemodinadmicos, minimizou o estresse oxidativo, inflamatério e apopitéticos provocados em
ratos pela administracdo de monocrotalina. A Diosgenina melhorou significativamente os
niveis de TBARS, glutationa, mieloperoxidase e contelido de TNF-a nos tecidos cardiacos e
pulmonar nos ratos tratados com monocrotalina, visto que, o estresse oxidativo foi associado a
elevacdo dos niveis de TNF-a e mieloperoxidase (AHMED et al., 2014). O mecanismo
molecular da Diosgenina esta diretamente relacionado a sua notavel capacidade para eliminar
a maior parte das espécies reativas de oxigénio, devido a presenca de um grupo hidroxila na
sua estrutura (HAMRITA et al., 2012). Além disso, tem sido demonstrado que Diosgenina
fortalece e regula positivamente defesa antioxidante contra os radicais livres em modelos de
estresse oxidativo induzido (CHIU et al., 2011). O elevado conteldo de glutationa apds
tratamento com Diosgenina € um dos principais mecanismos antioxidante na mediacdo da
protecdo cardiovascular (MANIVANNAN et al., 2013).

Dentro dessa mesma perspectiva, pode ser atribuida a superior capacidade
antioxidante de vesiculas lipossomais carregadas com Diosgenina devido ao menor tamanho
dos carreadores nanométricos, que aumentam a extensdo de contato com o0 meio e
consequentemente, melhoria da solubilidade do farmaco, assim como seu potencial de
interacdo, alem dessas vesiculas poderem promover a liberagdo controlada da Diosgenina.

Em adigdo, foi sugerido a provavel influéncia dos lipideos de membrana,
fosfatidilcolina e colesterol, com a propagacdo do potencial antioxidante desse farmaco. De
modo que quando a Diosgenina foi encapsulada em lipossomas a atividade antioxidante
aumentou nos testes de nitrito e TBARS, indicado haver maior liberacdo e dispersdo do

farmaco nesses meios reacionais. No entanto, o potencial antioxidante frente aos radicais
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DPPHe, ABTS++ e potencial redutor ndo aumentou, sugerindo que neste meio a Diosgenina
liberada pode interagir com moléculas de fosfatidilcolina e colesterol, fazendo ligacbes de
hidrogénio entre os oxigénios destes compostos e os hidrogénios contidos na molécula,
impedindo dessa forma que a Diosgenina exerca sua agéo antioxidante de forma efetiva.

5 CONCLUSAO

A analise dos resultados mostrou baixos percentuais de inibi¢ao dos radicais DPPHe,
ABTSe+ e potencial redutor da Diosgenina livre e da Diosgenina lipossomal, ndo mostrando
diferenca estatistica entre ambos, quando comparado ao trolox. No entanto, a Diosgenina
tanto na sua forma livre quanto na sua forma lipossomal exibiu significativo potencial
antioxidante frente a peroxidacdo lipidica por formas reativas associadas ao acido
tiobarbitarico e ao radical nitrito, evidenciado pelo calculo de suas concentracdes efetivas

medianas (CEsg), também é possivel perceber que a forma nanotecnoldgica exibiu um maior
potencial antioxidante em relacdo a sua forma isolada. Desta forma, se faz necessario avaliar a
capacidade antioxidante in vivo no sentido de esta formulacdo possa ser caracteriza ou nédo

com atividade antioxidante e sua aplicacdo para uso em processos oxidativos, como 0s que
acometem o sistema cardiovascular.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas realizadas em bancos de dados tecnolégicos e cientificos mostraram que
a Diosgenina é uma molécula que vém sendo estudada para diversos fins terapéuticos e no
ambito de acdo no sistema cardiovascular, porém o campo continua aberto para novas
pesquisas serem desenvolvidas, visto que, ndo foram constatadas patentes brasileiras
envolvendo a utilizacdo de Diosgenina. Deve-se destacar que hd o interesse da industria
farmacéutica por novos produtos gerados a parti de fontes naturais.

Portanto, é necessario estimular uma cultura que incentiva a protecdo dos resultados
das invencOes através das patentes, com o propdsito de crescimento cientifico e tecnoldgico
com énfase na descoberta de um maior nimero de moléculas derivadas de produtos naturais
evidenciando suas aplicagdes farmacoldgicas.

A Diosgenina foi incorporada em nanossistemas lipossomais e 0s resultados apontam
que é possivel a encapsulacdo de Diosgenina em lipossomas convencionais e peguilados, com
eficiente taxa de encapsulacdo, através da utilizacdo do método de hidratacdo do filme
lipidico. A caracterizacdo fisico-quimica destes sistemas apresentaram caracteristicas que sao
satisfatorias para testes in vivo, além disso, as formulacdes apresentaram estabilidade por
tempo mais prolongado quando liofilizadas. Quanto a resposta hipotensora esperada ndo foi
verificada.

As analises antioxidantes realizadas com o Diosgenina livre e Diosgenina lipossomal
frente aos radicais DPPHe, ABTSe+ e potencial redutor ndo apresentaram bons efeitos
redutores. Entretanto, a Diosgenina tanto na sua forma livre quanto na sua forma lipossomal
exibiu significativo potencial antioxidante frente a peroxidacdo lipidica por formas reativas
associadas ao acido tiobarbitirico e ao radical nitrito, € possivel perceber através dos
resultados obtidos que a forma nanotecnoldgica exibiu um maior potencial antioxidante em

relacdo a sua forma isolada.
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7 PERSPECTIVAS

A Diosgenina é um fitohormonio com diversas aplicacfes farmacologicas, porém
devido sua baixa solubilidade aquosa foi proposto & incorporacdo desta molécula em um
nanossistema lipossomal, 0s resultados mostraram que é possivel a encapsulacdo de
Diosgenina em lipossomas convencionais e peguilados, com eficiente taxa de encapsulacao,
com caracteristicas satisfatdrias para realizacdo de testes in vivo e in vitro. No entanto, para
aplicacdo no sistema cardiovascular a Diosgenina lipossomal na concentracdo de producdo de
3 mg/mL ndo apresentou resultados satisfatérios, desta forma o estudo traz como perspectivas
aumentar a concentracdo de Diosgenina nos sistemas lipossomais, mantendo a eficiéncia de
encapsulagdo o mais proximo possivel de 100% e avaliar a resposta sobre o sistema
cardiovascular.

Com uma formulacdo estavel, com uma boa resposta farmacoldgica sobre o sistema
cardiovascular o grupo de pesquisa pretende solicitar junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial o pedido de deposito de patente, a fim de proteger a invencdo e
utilizacdo desta formulacdo em variados sistemas bioldgicos, incluindo o sistema

cardiovascular, mecanismos antioxidantes e frente a processos oncogénicos.



