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RESUMO
Os produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel de compostos quimicos com as mais variadas
propriedades biologicas, entretanto, muitos deles tém baixa biodisponibilidade e/ou sé&o
degradados pelas condicdes fisiologicas, o que 0s torna de pouco interesse para uso como
potenciais farmacos. Dentre os varios produtos naturais bioativos as lignanas apresentam um
significativo potencial citotoxico contra varias linhagens de células tumorais, como a (-)-
hinoquinina (HNK), (-)-cubebina (CB) e (-)-6,6’-dinitrohinoquinina (DN), determinado em
outros trabalhos. Entretanto, essa lignanas possuem carater hidrofébico e podem ser
degradadas em condic@es fisioldgicas dependendo do pH. Desta forma, o presente trabalho
teve por objetivo estudar a incorporacdo dessas lignanas em nanoparticulas poliméricas
(NNPs), como forma de melhorar a biodisponibilidade, perdas por degradacéo e os efeitos da
incorporacdo sobre a atividade citotoxica desses compostos. Neste estudo a HNK e CB foram
extraidas da Piper cubeba e a DN foi sintetizada a partir da reacdo de nitracdo da HNK. Essa
lignanas foram submetidas a ensaios de citotoxicidade contra as linhagens tumorais Hep-2 e
Si-Ha. As NNPs com e sem a lignana foram sintetizadas utilizando como matriz polimérica
inicialmente o PLGA (Poli(acido latico-co-acido glicélico). As NNPs sintetizadas foram
caracterizadas quanto ao seu tamanho, morfologia e estabilidade utilizando analises de MEV,
DSC, MET, UV/Vis, FTIR, DLS e potencial zeta. A eficiéncia da incorporacdo foi
determinada através de analises de UV/Vis. Nos ensaios de citotoxicidade todas as lignanas
foram ativas, com destaque para a inibicdo de 98% da HNK sobre a linhagem Hep-2. As trés
lignanas foram incorporadas em NNPs de PLGA utilizando o método de nanoemulsao-
evaporacao com agitacdo mecanica e gotejamento, entretanto a estabilidade dessas NNPs e as
porcentagens de incorporagédo indicaram que apenas as NNPs-PLGA-HNK apresentaram o0s

parametros necessarios para a utilizagdo nos ensaios de citotoxicidade. Portanto, outros



estudos foram realizados com as trés lignanas visando a melhora nos métodos de obtencao e
estabilidade com o uso de sonicador e diferente composicdo do PLGA (50:50) e PLGA-PEG.
As analises fisicas mostraram que as nanoparticulas de PLGA (50:50) obtidas através da
metodologia por sonicacdo foram mais estaveis com menores tamanhos e maior potencial zeta
em valores absolutos, entretanto, a DN e a CB ndo foram encapsuladas de forma eficiente.
Desta forma, somente a HNK prosseguiu no estudo. O uso do PLGA-PEG alterou de forma
significante os parametros fisicos e quimicos das NNPs-PLGA-PEG-HNK em relagdo as de
PLGA-HKN. Os testes de liberacdo mostraram melhores resultados com as NNPs-PLGA-
HNK, principalmente em pH 7,4. O tempo de liberacdo total da HNK em todas as NNPs
avaliadas foi em torno de 30 minutos o0 que sugere que as nanoparticulas obtidas sdo
nanocapsulas. A comparacao dos resultados dos ensaios de citotoxicidade mostraram que 0
Clso das NNPs de PLGA-HNK foi de 29,8 uM sobre as células tumorais Si-Ha, enquanto a
HNK livre apresentou Clsp = 110 pM. Para as outras células tumorais mais agressivas as
NNPs de PLGA(50:50)-HNK foram menos eficazes do que a HNK livre, com cerca de 50%
de perda da atividade. Esses resultados indicam a efetividade das NPPs de PLGA(65:35)-
HNK sobre as células da linhagem Si-Ha, e que o encapsulamento da HNK em NNPs de
PLGA pode ser uma alternativa para diminuir a decomposicdo € aumentar a

biodisponibilidade para a conducdo de em ensaios in vivo.

Palavras-chave: Sistema de entrega de drogas, (-)-6,6’-dinitrohinoquinina, (-)-hinoquinina, (-

)-cubebina, PLGA, PLGA-PEG, materiais biocompativeis.



ABSTRACT
The natural products are inexhaustible source of chemical compounds with the most varied
biological properties; however, many of them have low bioavailability and / or are degraded
by physiological conditions, which makes them less interesting for use as potential drugs.
Among the several bioactive natural products the lignans present a significant cytotoxic
potential against several tumor cell lines, as (-)-hinokinin (HNK), (-)-cubebin (CB) and (-)-
6,6’-dinitrohinokinin (DN), determined in previous works. However, these lignans have a
hydrophobic character and can be degraded in physiological conditions depending on pH.
Thus, the present work aimed to study the incorporation of these lignans into polymeric
nanoparticles (PNPs), as a method to improve bioavailability, avoid losses by degradation and
evaluate as this incorporation affects the its cytotoxic activity. In this study, the HNK and CB
were extracted from Piper cubeba and the DN was synthesized from the nitration reaction of
the HNK. These lignans were submitted to cytotoxicity assays against tumoral cells Hep-2
and Si-Ha. The empty and content lignans PLGA (Poly Lactic-co-Glycolic Acid, 65:35) PNPs
were synthesized using the emulsion-evaporation methodology on mechanical agitation and
dripping. The PNPs were investigated for their size, morphology and stability through SEM,
DSC, TEM, UV/Vis, FTIR, DLS and zeta potential. Encapsulation efficiency incorporation of
the lignan was determined by analysis of UV/Vis. In the cytotoxicity assays all lignans were
active, with emphasis on inhibition of 98% da (-)-hinokinin about the Hep-2 tumoral line. The
three lignans were incorporated into PLGA (65:35) NNPs, however the stability of these
PNPs and the percentages of incorporation indicated that only the PLGA-HNK PNPs had the
parameters required for use in the cytotoxicity assays. Therefore, other studies were
performed with the three lignans aiming to improve the methods of obtaining and stability

from sonicator and different composition in PLGA: (50:50) and PLGA-PEG. The physical




analyzes showed that PLGA (50:50) nanoparticles obtained by sonication were more stable
with smaller sizes and higher zeta potential in absolute values. However, even in this method,
DN e CB were not efficiently encapsulated. In this way, only HNK continued the study. The
use of PLGA-PEG altered the physical and chemical parameters of PLGA-PEG-HNK NNPs
obtained when compared to PLGA-HNK NNPs. Release tests showed better results with
NNPs-PLGA-HNK, especially at pH 7.4. The total release time of HNK in all NNPs
evaluated was around 30 minutes, which suggests that the nanoparticles obtained are
nanocapsules. Comparison of cytotoxicity assay results showed that PLGA-HNK PNPs ICso
was 29.8 uM on the Si-Ha tumor cells, while the free HNK showed ICso = 110 uM. For the
other more aggressive tumor cells PLGA (50:50)-HNK PNPs were less effective than free
HNK with about 50% loss of activity. These results indicate the effectiveness of
PLGA(65:35)-HNK NPPs on cells of the Si-Ha line, and that the encapsulation of HNK in
PLGA NNPs may be an alternative to decrease decomposition and increase bioavailability for

conducting biological assays in vivo.

Keywords: Drug delivery system, (-)-6,6’-dinitrohinokinin, (-)-hinokinin, (-)-cubebin, PLGA,

PLGA-PEG, biocompatible materials.



LISTAS DE ILUSTRACOES

Figura 1. Nanoparticulas de sistemas de entrega de drogas em relacdo a outras escalas..........cc.coceereevrereannen. 25
Figura 2. Escalas do desenvolvimento temporal da area da nanotecnologia associada ao transporte de

farmacos, proteinas, DNA, etc. Destaque de alguns dos acontecimentos marcantes da histéria da

NANOTECNOIOGIA. ...ttt ettt ettt ettt b et e sttt s et e bt te e sesenes 27
Figura 3. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas polimEricas. .........coevvevevevevrevreseeiennns 29
Figura 4. Estruturas quimicas dos 4cidos glicOliCo & [ACLICO. ........ccoveueririeiriiieirieeeeee e 30

Figura 5. Estrutura quimica do PLGA-PEG e representacdo geral de uma particula de PLGA-PEG com uma
MOIECUIA ENCAPSUIAGAL .....cverieeiiieeteee ettt ettt sttt sttt st s et ae e 32

Figura 6. Comparacao do tecido normal e do tecido tumoral em relacdo ao arranjo das células e a a¢do das

NN P S ettt ettt ettt et e et e at ettt eat e ettt bt e ettt e ht e ettt e e ha e e ut e e e hn e ettt e nateenuneenaneenane 36
Figura 7. Figura representativa das administragdes convencional com liberacéo controlada de fArmacos...... 37
Figura 8. SUDCIASSES AAS HHONANAS ......cveevieeiieeieetieteeteee ettt ettt e et e st et e e e e et s sata st e ssaassaeasaenseensens 44
Figura 9. Semente seca da Piper Cubeba e estruturas da CB e HNK.........ccooueieireirinieieerieecreeenieee e 45
Figura 10. Fluxograma da extracéo das lignanas provenientes dos frutos secos da Piper cubeba. .................... 50
Figura 11, ESrULUIA QA CB........cocvieiieeieeiieeeette ettt sttt et e et e et e et et e et e eteassasssaesssassanseassesasenssanseens 51
Figura 12. EStrutura da HNK. ......co.oeieeeeece ettt sttt ettt et e sttt et e e e ssessesnesnennnens 52
Figura 12. EStrULUI 0@ DN ....oveeeieeieeieieieeiese ettt sttt ettt ettt et e e ta st e s se e st e st esansessessesnesnsnnnans 53
Figura 13. Espectro de RMN de TH da HNK €M CDCl3 .....c.cvovevieeieeeeieieeeeceeveeeteeeeeteeee et 59
Figura 14. Espectro de RMN de 3 C da HNK €M CDClg ......ccoovveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeveve e eeeessevesenesenas 60
Figura 15. Espectro de RMN de *H da CB €M CDCl3 ...cucuevieiieeeeeeeeeeeeeeceeveteeeeaeeeeeseteve e esesessssenenenesanas 60
Figura 16. Espectro de RMN de 3C da CB €M CDCI3 c..vcvcuieieiiieeeeeeeeeeeeeeiieeeteteeveeveteeseeassesets e sasssasssseas 61
Figura 17. Reacdo de ObteNGAO da DIN. .......oouiiieiieiieieee ettt sttt ettt 61
Figura 18 Espectro de RMN de *H DN €M CDCl3....c.cucuiuiiiieeeieieieeeeeeeeeeeeteveteeteseaeseaesesesesesesesesesesssssenesasesenas 62
Figura 19. Espectro de RMN de *3C da (-)-6,6 -dinitrohinoquinina €m CDCls.........cccceeveevieeeirrereeereeerennnn, 63
Figura 20. Resultado do ensaio de proliferacéo celular da DN contra células Hep-2.........cccccvevvvievvevrveierninnie. 64
Figura 21. Resultado do ensaio de proliferacéo celular da DN sobre a linhagem Si-Ha...........cccecvevvevvvvrirnns 65
Figura 22. Resultado do ensaio de proliferacdo celular da CB em células Hep-2........ccccoevvvevevevevesvserinnnnns 66
Figura 23. Resultado do ensaio de proliferacéo celular da CB sobre a linhagem Si-Ha..........ccocoeoeevieieenenene 66
Figura 24. Resultado do ensaio de proliferacéo celular da HNK em células Hep-2..........cccocevvevvevevvieienninnie. 67
Figura 25. Resultado do ensaio proliferacdo celular da HNK sobre a linhagem Si-Ha..........ccecvevvevivvvrvrnennns 68
Figura 26. Resultado do ensaio de proliferagéo celular da (-)-podofilotoxina em células Hep-2....................... 68
Figura 27. Resultado do ensaio de proliferacéo celular da podofilotoxina sobre a linhagem Si-Ha................... 69



Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.

Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.

Micrografias das NNPs obtidas por MEV: A) PLGA, B) PLGA-HNK, C) PLGA-CB e D) PLGA-DN.
.............................................................................................................................................................. 71
Micrografias de MEV da CB.......cccocvieiieuieieieiee sttt sttt e e e st ta e e e e sessaerasseenees 72
Eficiéncia de encapsulamento da HNK nas NNPs de PLGA (PLGA-HNK).........cccccevvevvevievesesrenins 74
Resultado do ensaio de viabilidade celular das NNPs PLGA-HNK e da HNK livre sobre a linhagem
.............................................................................................................................................................. 74
Micrografias obtidas das NNPs por MEV: A) PLGA, B) PLGA-HNK, C) PLGA-CB e D) PLGA-DN,
.............................................................................................................................................................. 77
Micrografias das NPPs obtidas por MEV: A) PLGA (50:50) e B) PLGA(50:50)/HNK...........ccoc.u..... 78
Micrografias obtidas por MET: A) NPPs de PLGA (50:50) e B) PLGA (50:50)-HNK ..........ccocc.... 79
Micrografias das NPPs obtidas por MEV. A) PLGA-PEG e B) PLGA-PEG-HNK .........cccccvvvrrnennns 80
Micrografias das NNPs obtidas por MET: A) PLGA-PEG e B) PLGA-PEG-HNK.........cccecvvvvvrnennns 81
Termogramas de TG das NPPs PLGA, PLGA-HNK, PLGA-PEG, PLGA-PEG-HNK e HNK............ 82
Termogramas das NPPs PLGA, PLGA-HG, PLGA-PEG, PLGA-PEG-HNK e HNK..........c.cccene.... 83
Eficiéncia de encapsulagéo das NPPs de PLGA (50:50)-HNK e PLGA-PEG-HNK . .......ccccooevnne. 85
Resultado dos ensaios de liberagcdo com as NNPs de PLGA-HNK e PLGA-PEG-HNK..................... 86
Avaliacdo da HNK livre e incorporada em NNPs contra a linhagem tumoral HCT116..................... 87
Avaliacéo da UNK livre e incorporada em NNPs contra a linhagem tumoral A549..............cc.cc....... 88
Avaliacéo da HNK livre e incorporada em NNPs contra a linhagem tumoral A2780.............cc.c....... 89



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1. Estudos comparativos sobre a eficiéncia de farmacos encapsulados em nanoparticulas e sob a forma
de VEICUIAGAD NOIMAL. ....oviniiiiiiceee ettt sttt sttt sttt ee 38

Tabela 2. Tamanho da distribuicdo das particulas, polidispersidade e potencial zeta ¢ das NPPs PLGA e PLGA-

Tabela 3. Comparacao entre tamanho da distribui¢do das particulas, polidispersidade e potencial zeta ¢ das
NPPs obtidas com PLGA 65:35 € PLGA 50:50. ....c.eeiiiiieiieieeeeieeie ettt sttt 78
Tabela 4. Tamanho da distribui¢do das particulas, polidispersidade e potencial zeta ¢ das NPPs preparada pelo

método de emuls@o/evaporagdo utilizando 0 SONICAUON ............cvvirieiririeieirieieese ettt 81



LISTA DE ABREVIACOES, FORMULAS, TERMOS TECNICOS E SIMBOLOS
A2780 — Células de carcinoma ovariano
A549 — Células de adenocarcinoma pulmonar
CB - (-)-Cubebina
CCD - Cromatografia em camada delgada
DN - 6,6’-Dinitrohinoquinina
Dox - Doxobicina
DRX - Difracdo de raios - X
DSC - Calorimetria exploratoria diferencial
FDA - Food and drug administration
FTIR - Espectroscopia no infravermelho
HCT116 — células de carcinoma colo retal,
Hep-2 - Carcinoma de laringe
HKN - (-)-Hinoquinina
HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
MET - Microscopia eletronica de transmissao
MEYV — Microscopia eletrénica de varredura
MTS - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazio
NPPs - Nanoparticulas poliméricas
PBS - Solucéo tampao de fosfato de sédio
PDI - Polidispersividade indexada
PEG - Polietilenoglicol
PLA - Poli(acido latico)

PLGA - Poli(acido latico-co-acido glicolico)



PVA - Alcool polivinilico

PVM-MA - Poli(vinilmetileter-anidrido maleico)

RMN — Ressonancia magnética nuclear

SFM - Sistema fagdcito molecular

Si-Ha - Linhagem de carcinoma cervical humano infectada pelo HPV-16
TG - Termogravimétrica

UV/Vis- Espectroscopia no ultravioleta e visivel



SUMARIO
MOTIVACGAOD c.eeereeeeicrrtercretessstesesesssssssessssssssssssessssessssessessssessssessessssessssesssssnsas 20
1. INTRODUGAO ...cvcritrreretercsreseresessessesesessssssessssessssssssssssessssessssessessssesssenes 22
1.1 NANOPARTICULAS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE
FARMAGCO....cuiiieeiriiereereseseesessessessesessessessssessessssessessessssessessessasessessessssessesssssssenseseas 23
1.1.1 PerspeCtiva HISIOIICA ......ccueeuieieiiiieitictesie et et et e ste st te ettt e s e be st e sbeebeetae s e s esbesbesbesaeesnessansas 26
1.1.2 Nanoparticulas POHMENICAS (NPPS) .......ccvcieievierieiticiesieeteetestese ettt ser e te v ste e eneaenas 28
1.1.3 Polimeros dos Acidos LACtICO € GIICOICO ..........evueviveereeeeeseeeeseeereessessessenesees s senessnaes 30
1.1.4 PEG COMO CO-POIIMETO ..ottt sttt sttt s 31
1.1.5 Métodos de formagao de nanoparticulas POIIMErICAS .......ccccvrvevrerierirereecereee e 32
1.1.6 Mecanismo de agdo das NNPs sobre células tUmOTais .........coecevereereneieneneeneneeseeene 35
1.1.7 Toxicidade de nanoparticulas POIIMEIICAS .......cccoereererieirireeree e 39
1.1.8 Técnicas para a caracterizagdo fisico-quimica de nanoparticulas...........cccevereeerenecereriencnn 40
1.1.9 BIOOEGIAUAGAD ....c.eeveeirterieeieeitetete sttt ettt st b e eh ettt sb s b sbesbe et e e et saeebesbeene et enean 42
1.2. LIGNANAS EXTRAIDAS DA PIPER CUBEBA ....cooeetiieerereeereresssssesessesnenees 43
2. OBIETIVOS . eeeecereettcesteiiceeseeiacssssseasssesssnssssssssssssssssssssssssnsssssssnnsssnsnns 46
3. PARTE EXPERIMENTAL...cittttttiriiiciiirererieiiincisesneseennnnsssscsssssssssnmnnssssssnsnns 47
3.1 MateriaiS € MELOUOS ...ceeirierrreiriisieeiiisineeinsisteesssssssessssssssessssssnnesssssnsssssssasasssssnnns 47
3.1.1. EQUIPamMENt0OS € REAGENTES ....c.eeveieierieetereeeeiertesteseessesseessesessessesesssesseessessessessessessesseensenes 47
3.1.2 Extracao da lignanas (-)-hinoquinina (HNK) e (-)-cubebina (CB) .......cccceeververvrerreereennnn 50
3.1.3. Sintese da (-)-6,6’-dinitrohinoquinina (DN) .........ccccoieiiieiieriesece e e 52

3.2 Preparacdo de Nanoparticulas Poliméricas (NNPs) pelo método de

nanoemulsificac@o-evaporagdo do SOIVENTE.....cccviiiiiririiniiieeriicrire e saee e s sneeees 53
3.3 Caracterizagdo das Particulas POIIMENICAS ....cccereeerreriiirsnesiissnnnessssssnessssssnesssssnnns 54
3.3.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Potencial Zeta () .......ccvvveereeiecvenineninineennn 54
3.3.2 Morfologia das NPPs - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia
Eletronica de TransSmiSSAO (IMET) ....ccevieiirieireeieieriis e stesteseeeessesaessesaesteseessseseessessessessessessessesssesens 54
3.3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC - Differential Scanning Calorimetry) .............. 55
3.3.4 Eficiéncia de ENCAPSUIAMENTO ......ccuiiuiiiriiriieieieriete ettt sttt s s 55
3.3.5 ENSAI0 08 LIDEIAGAD. ... ciuieteeeieeieieteie ettt st s sb sttt st eae et nee 56
3.3.6 Ensaios de ProliferaG8o CeIUIAr..........cccvevveeieierie st 56



3.3.7. Ensaio de viabilidade celular (CitotoXiCidade) ..........ccoveeererieinerieinerieeeeneceee et 57

4. RESULTADOS E DISCUSSOES......cvrvrrerreerererrerensresessesessssessssssesessssessssssesens 59
4.1, EXracao das HgNANAS. cueeeeeercreereeressieessssenreeeesssssessssssnseesssssssssssanssssesssssssssssannnessesss 59
4.2. Sintese da (-) 6,6°- dinitrohinoquiNiNg (DN) ....cccceerrrereererrrcrcssrsnneeeeeessseeesssennneeeens 61
4.3. Ensaios de citotoxicidade das lignanas HNK, CB € DN. ....ccccevveeeeeererscccrrnnenneeeennns 63

4.4. Sintese das NNPs PLGA-lignanas, caracterizagdo, eficiéncia de encapsulamento,
velocidade de liberacdo e citotoxicidade (Realizado na primeira parte do Projeto na
FEIS-UNESP, BIasil) ccccceceserieseriesersssensssessssesssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnassss 70

4.4.1 Caracterizagdes das NNPs PLGA-Lignanas preparadas pelo método de emulsdo/evaporacao

utilizando agitador mecanico e sistema de gotejamento com PLGA 65:35........ccccevveveveveneneevvenennnn 70
4.4.2. Eficiéncia de encapsulamento da HNK nas NPPS PLGA-HNK ........ccccocvireinineinineenes 73
4.4.3. Ensaios de Proliferacéo celular das NPPS PLGA-HNK .......cccooiiiiiinieie e 74

4.5. Sintese das NNPs PLGA-lignanas, PLGA-PEG-lignanas, caracterizagdo, eficiéncia
de encapsulamento, velocidade de liberacdo e citotoxicidade (Realizado na segunda

parte do Projeto na FCT - Universidade Nova de Lisboa, Portugal)......ccccceeeeeiecerranns 75
4.5.1 Caracteriza¢8es das NNPS PLGA-LIGNANAS .......cccoeereeiiiieniinie sttt 75
4.5.2. Eficiéncia de ENCAPSUIAMENTO .....cceevirieieieriiierie sttt sttt st ene e s nes 84
T = L0l (o I o Lo To TSR 85
4.5.4. Avaliacdo da citotoxicidade das NNPs de PLGA(50:50)-HNK e PLGA-PEG-HNK contra as

linhagens tumorais HCT116, AS49, A2780 .....ccvcciieiieeieiieseerie et et eteeteesteesteetesaesaesaesreesaeeseensenns 87

5. CONCLUSOES GERAIS....cvuevririrrarrriresssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 90
REFERENCIAS .....eeerreereessassssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 92



20

MOTIVACAO

A grande maioria dos farmacos, usados em tratamentos quimioterapicos, causam
muitos e sérios efeitos colaterais devido a grande dosagem necessaria, pois somente parte do
farmaco é absorvida, devido a degradacdo antes da chegada ao alvo desejado (células, tecidos
ou 6rgaos). Muitos desses farmacos possuem baixa seletividade, ou seja, atuam também sobre
as células normais, além de produzirem metabolitos de alta toxicidade. Desta forma, existe a
necessidade de se buscar novos compostos com atividade antitumorais que sejam mais
seletivos do que os principais agentes quimioterapicos atualmente em uso. Neste contexto, 0s
produtos naturais extraidos de plantas sdo sem divida uma fonte de estruturas quimicas com
potencial bioldgico. As lignanas se encontram entre os produtos naturais que apresentam um
grande numero de propriedades bioldgicas, incluindo a atividade antitumoral. Entretanto, o
uso de lignanas como possivel agente quimioterapico esbarra no problema associado a sua
natureza hidrofobica que diminui a absorcdo e com isso a biodisponibilidade no meio
bioldgico, assim como acontece com grande parte dos quimioterapicos em uso. Uma das
alternativas para diminuir os problemas da insolubilidade é o encapsulamento desses
compostos em nanoparticulas poliméricas biodegradaveis como as de PLGA. O
encapsulamento também evita a decomposi¢do e por isso a quantidade do produto natural que
chega inalterado ao alvo (tecidos e érgdos) é maior. Outra vantagem que se pode obter com o
encapsulamento em nanoparticulas é a diminuicdo da dose, pois a libera¢do do principio ativo
é feita lentamente mantendo sua concentragdo constante por um determinado periodo maior,
sem a necessidade da administracdo de outra dose. Desta forma, este trabalho teve por

objetivo estudar a sintese, caracterizacdo e estabilidade de nanoparticulas poliméricas
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contendo lignanas bioativas, além de estudar o potencial citotoxico dessas formulacdes em

comparacdo com as lignanas livres contra diferentes linhagens de células tumorais.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel de compostos quimicos com as mais
variadas estruturas quimicas e propriedades bioldgicas, entretanto muitos desses compostos
ativos sdo degradados pelas condi¢des fisioldgicas o que o0s torna de pouco interesse para uso
como potenciais farmacos®. Tendo presente esta limitagdo, a associacdo de produtos naturais
em nanoparticulas se constitui uma linha de pesquisa de futuro promissor. As nanoparticulas
sdo consideradas como sendo um dos melhores sistemas de entrega de farmacos devido a
natureza quimica e propriedades fisicas que apresentam. Logo introduzir produtos naturais
biologicamente ativos em nanoparticulas € uma forma de evitar a decomposi¢do destes nas
diferentes condicgdes fisiologicas, bem como utilizar dosagens menores o que diminuiu
possiveis efeitos colaterais e toxicidade. Entretanto, um problema frequente inerente ao uso de
nanoparticulas resulta do fato de ser relativamente baixa a porcentagem de incorporacao do
principio ativo. Desta forma, é importante explorar e melhorar 0 uso de nanoparticulas
poliméricas, como uma alternativa para tentar aumentar a biodisponibilidade do principio
ativo e evitar sua degradacéo pelas condicdes fisioldgicas 2.

Dentre os varios produtos naturais bioativos estdo as lignanas que apresentam
diversidade estrutural, grande ocorréncia na natureza e variedade de propriedades
bioldgicas®*. Uma das principais propriedades biologicas desempenhadas pelas lignanas e que
merece destaque é a acdo citotoxica que algumas apresentam contra diferentes linhagens de
células tumorais®®. A hinoquinina’, podofilotoxina® e enterolactona® estdo entre as principais
lignanas citotoxicas. A Piper cubeba tem sido uma importante fonte de lignanas bioativas
como a (-)-hinoquinina e a (-)-cubebina que juntas sdo responsaveis pela publicacdo de mais

de 200 artigos nas ultimas duas décadas’1°3,
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As atividades biologicas atribuidas a (-)-cubebina, assim como a de alguns de seus
derivados sintéticos, aumentaram a importancia desta classe de substancias como alvos na
pesquisa por novas moléculas para o desenvolvimento de farmacos inclusive para o
tratamento de cancer®!*, Em 2015, Graidist et al. determinaram o efeito citotoxico de extratos
bruto de P. cubeba em fibroblastos normais (L929), células de mama normal (MCF-12A) e
trés linhagens de células cancerigenas da mama (MCF-7, MDA-MB-468 e MDA-MB 231)%.
Rajalekshmi et al, em 2016, obteve significativa atividade anticancerigena in vitro usando a (-
)-cubebina e cinco derivados, obtidos a partir dela, contra seis linhagens celulares de cancer
(A549 , K562, Si-Ha, KB, HCT116 e HT29) 6. Entretanto, o uso de lignanas como possivel
agente quimioterapico esbarra no problema associado a sua natureza hidrofébica que diminui
a absorcdo e com isso a biodisponibilidade no meio bioldgico, assim como acontece com
grande parte dos quimioterapicos em uso'4. Atendendo ao elevado potencial destes

compostos, ha necessidade de explorar métodos para ultrapassar este problema.

11 NANOPARTICULAS COMO SISTEMAS DE LIBERAQAO
CONTROLADA DE FARMACO

Aliada a novas tecnologias utilizadas pela industria farmacéuticas existem também
pesquisas para a maior seguranca e eficacia de ativos ja conhecidos, incluindo novos
dispositivos farmacéuticos para a veiculacdo desses ao paciente. A aplicacdo convencional de
drogas é caracterizada por uma eficacia limitada, baixa biodistribuicéo e falta de seletividade,
fazendo com que somente uma fragdo da dose administrada alcance o alvo terapéutico®’.

Desta forma, nas ultimas décadas houve um grande avanco nas pesquisas para
desenvolver sistemas que fossem capazes de transportar o farmaco até seu alvo especifico
(células, 6rgéos e tecidos). A vetorizagdo de farmacos tem grande potencial para solucionar os
problemas enunciados. Este sistema € transportado para o local de acdo, e assim, a sua

influéncia sobre os tecidos vitais e efeitos secundéarios indesejaveis, podem ser minimizados.
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Além disso, a vetorizacdo protege o farmaco de degradacdo rapida e aumenta sua
concentrag&o nos tecidos-alvo, e com isso, torna-se desnecessario o uso de altas doses®®.

A evolucdo da nanotecnologia para a medicina abriu a possiblidade do uso de
materiais em escala nano como sistemas de entrega das drogas'®?°. A utilizacdo das
nanoparticulas proporciona liberdade inigualavel modificando as propriedades fundamentais
do farmaco tais como a solubilidade, difusividade, tempo de meia vida no sangue,
caracteristicas de liberacdo e imunogenicidade®’. Os dispositivos terapéuticos de nanoescala
sdo nanoestruturas funcionais integradas e ndo misturas simples de materiais. Suas
propriedades emergem como resultado da organizacao espacial e/ou temporal, coordenacgéo e
regulacdo da acdo de componentes individuais. Uma questdo-chave no uso de nanossistemas
terapéuticos é a sua capacidade de ter farmacocinética alterada em comparacdo com a
substancia medicamentosa livre e particularmente na penetracdo intersticial e internalizacao
dos nanossistemas (intracelular, organela especifica), seguida de liberacdo intracelular da
substéncia ativa %°.

Os primeiros estudos sobre a entrega controlada de farmacos datam do inicio do
século XX, quando Paul Ehrlich propds o seu modelo, que ficou conhecido por “Bala Magica
de Ehrlich”. Neste modelo, o farmaco ¢ ligado a um agente transportador e tem sua agao
terapéutica apenas no alvo ?2. Atualmente, estes sistemas incluem lipossomas, proliposomas,
microesferas, nanoparticulas, géis, pro-farmacos e ciclodextrinas entre outros 2.

Os tratamentos envolvendo sistemas de liberacdo de farmacos em nanoparticulas
podem ser divididos como passivos e ativos. A maneira de combinar o farmaco com o
nanoportador e a estratégia do seu alvo é muito importante para uma terapia orientada. Uma
droga pode ser adsorvida, covalentemente ligada a superficie de nanoportadores ou entdo
encapsulada®®?*. No caso passivo 0 agente terapéutico € incorporado dentro das

nanoparticulas, que circulam na corrente sanguinea e sdo acumuladas dentro das células
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através do efeito de permeabilidade vascular e retencdo aumentada. O tratamento ativo ocorre
quando o agente terapéutico € conjugado com uma nanoparticula que possui um ligante
(anticorpo). No tratamento ativo a manipulacdo pode ser feita atravées de estimulos fisicos, por
exemplo, temperatura, pH ou magnetismo 2324,

Dependendo do método de preparacao as nanoparticulas podem apresentar diferentes
propriedades e caracteristicas de liberacio do agente terapéutico °.

Varios tipos de nanoparticulas ja foram avaliadas como sistemas de entrega controlada
de farmacos como as lipossomas, nanoparticulas lipidicas sdlidas, dendrimeros,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas magnéticas e nanotubos de carbono (Figura 1)

23,26

Figura 1. Nanoparticulas de sistemas de entrega de drogas em relacéo a outras escalas.
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As nanoparticulas usadas para aplicacdes médicas tém de ser biocompativeis e atdxica

ao sistema bioldgico. Os efeitos indesejaveis das nanoparticulas dependem de varios fatores
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como tamanho hidrodindmico, forma, quantidade, quimica de superficie, rota de
administrago, reacdes do sistema imunitario e tempo de vida na circulacdo sanguinea?’.

Em relacdo ao tamanho é possivel sugerir que particulas menores tém uma maior area
de superficie, com isso, podem ser mais reativas, e, consequentemente, mais toxicas.
Geralmente é aceitavel que as nanoparticulas com diametro hidrodinamico de 10-100 nm
tenham propriedades farmacocinéticas para aplica¢Ges in vivo ideais. Nanoparticulas menores
sdo sujeitas a extravasar os tecidos e a depuracgdo renal, enquanto, as maiores sdo rapidamente
opsonizadas e removidas da corrente sanguinea atraveés dos macrofagos do sistema reticulo-

endotelial®®%’,

1.1.1 Perspectiva Histérica

Em 1857, Michel Faraday foi o primeiro a descrever as propriedades das particulas
com dimensfes na ordem de nanémetros, desenvolvendo um método de sintese baseado na
reducéo dos fons tetracloroaurato 111 em meio basico %. No inicio do século XX, Paul Ehrlich
prop0s o conceito de “Zauberkugeln” traduzido para o inglés como “Magic Bullets”, ou “Bala
Magica”. Este modelo consistia numa particula transportadora de farmacos para um alvo
especifico, com um tamanho suficientemente pequeno para ultrapassar diversas barreiras
fisioldgicas e celulares. Consequentemente, a biodisponibilidade do farmaco seria aumentada,
diminuindo-se os possiveis efeitos colaterais associados a sua forma livre 28, As décadas de
1950 e 1960, foram caracterizadas por enormes progressos na area de farmécia com o
desenvolvimento da biofarmacia e farmacocinética, e como resultado desse desenvolvimento,
a liberacdo controlada tornou-se um grande foco de atencdo. Em 1959, Richard Feynmam foi
o primeiro a discursar sobre nanotecnologia®. Ainda nesta época o Professor Peter Paul foi
um dos pioneiros da nanotecnologia aplicada a biofarmacia. A sua equipe desenvolveu
“contas” de poliacrilamida para administracao oral e, posteriormente, obteve um estudo em

microcapsulas, desenvolvendo, por fim, as primeiras nanoparticulas para transporte de
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farmacos e vacinas®>?8. Todavia, apesar deste rapido desenvolvimento da area, foi apenas em
1974, em Toéquio, que o Professor Norio Taniguchi, usou o termo “Nanotecnologia” para se
referir aos materiais de tamanho menor do que 1jum, na escala nano, inspirado no discurso de
Richard Feynmam. Em 1981, Eric Dexler publicou o primeiro artigo cientifico desta area,
revolucionando toda a nanotecnologia: “An approach to the development of general
capabilities for molecular manipulation”?. O final do século XX e inicio do século XXI
ficaram marcados pelo desenvolvimento de nanoparticulas capazes de transportar farmacos de
forma direcionada, macromoléculas e vacinas, para um determinado tecido ou célula, sempre
com o objetivo de minimizar os efeitos toxicos do componente especifico (Figura 2). Varios
estudos ja foram efetuados para a aplicacdo de nanoparticulas no transporte de substancias
antineoplasicas, farmacos antivirais ou antibacterianos, sendo a aplicacdo mais promissora o
transporte de componentes nano através da barreira hematoencefalica?>%2,

Figura 2. Escalas do desenvolvimento temporal da area da nanotecnologia associada ao
transporte de farmacos, proteinas, DNA, etc. Destague de alguns dos acontecimentos

marcantes da historia da nanotecnologia.
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1.1.2 Nanoparticulas Poliméricas (NPPs)

Dentre as nanoparticulas utilizadas as polimeéricas desempenham um importante papel,
sendo consideradas dentre os sistemas de liberacdo controlada de farmaco um dos mais
estudados®!. As nanoparticulas poliméricas (NPPs) sio particulas coloidais sélidas geralmente
variando de tamanho de 10 a 1000 nm, embora exista algum grau de ambiguidade em relagéo
ao limite de tamanho superior®. Nas aplicagdes médicas, os tamanhos bem definidos séo de
grande importancia, pois desempenham um papel crucial na mediacéo dos efeitos bioldgicos e
do destino in vivo da entrega do farmaco. Portanto, como ja descrito anteriormente, para
garantir o maior potencial de aplicagdes in vivo, as NPPs de tamanho entre 10 a 100 nm tém o
maior potencial, dada a sua capacidade de circular na corrente sanguinea por periodos de
tempo mais prolongados, bem como seus padrdes de biodistribuicio®3,

Consoantes ao processo de preparacdo adotado e as matérias-primas utilizadas sao
possiveis obter dois tipos de nanoparticulas: nanocapsulas e nanoesferas que diferem no modo
de encapsular o farmaco. As nanocapsulas tem morfologia de hibridizacdo com uma cavidade
aquosa ou oleosa na qual os compostos ativos sdo confinados e envolvidos por um involucro
de polimero. As nanoesferas 2** tém uma estrutura semelhante & matriz, na qual 0s compostos
ativos e o polimero sdo dispersos de maneira uniforme (Figura 3). Os métodos de obtencao
sdo semelhantes, com diferencas no mecanismo de polimerizacdo. Existem diferencas
morfologicas entre a forma farmacéutica de nanoesfera (sistema polimérico matricial) e da

nanocapsula (sistema polimérico do tipo reservatorio) *°.
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Figura 3. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas polimericas.
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Fonte: Adaptado Teixeira, 2008 %

As nanocapsulas podem ser comparadas a sistemas vesiculares em que um farmaco é
confinado em uma cavidade que consiste em um nucleo liquido interno cercado por uma
membrana polimérica. Entretanto, visto de um nivel geral, elas podem ser definidas como
sistemas nano-vesiculares que exibem uma estrutura tipica de nudcleo-involucro na qual o
farmaco é confinado a um reservatorio ou dentro de uma cavidade circundada por uma
membrana ou revestimento de polimero. A cavidade pode conter a substancia ativa na forma
liquida ou so6lida ou como uma dispersdo molecular. Da mesma forma, este reservatério pode
ser lipofilico ou hidrofébico de acordo com o método de preparacdo e as matérias-primas
utilizadas. Além disso, tendo em conta as limitacdes operativas dos métodos de preparacdo, as
nanocapsulas podem também transportar a substancia ativa nas suas superficies ou embebidas
na membrana polimérica®’.

As NPPs podem ser obtidas a partir de polimeros sintéticos, tais como, poliacrilamida
e policrato, ou polimeros naturais, por exemplo, albumina, DNA e quitosana. Baseado em
comportamento in vivo, NPPs podem ser classificadas como biodegradaveis, como por

exemplo, os polimeros de poli(isobutilcionacrilato), poli(vinilmetileter-anidrido maleico)
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(PVM-MA), poli(acido latico) (PLA) e poli(acido latico-co-acido glicdico) (PLGA), e nédo
biodegradaveis, por exemplo, poliuretano 238,

Quando encapsulado em NNPs o farmaco pode ser liberado gradualmente por
dessorcio, erosdo ou difusdo nas NNP (no tecido alvo)?>?*. NNPs obtidas por polimeros
biodegradaveis como PLGA sofrem hidrolise no corpo, produzindo metabdlitos monoméricos
biodegradaveis, tais como acido lactico e acido glicolico. Poucos estudos relatam alguma

toxicidade sisttmica minima associada a utilizacdo de PLGA para a entrega de farmacos ou

aplicacbes de biomateriais?®.

1.1.3 Polimeros dos Acidos L&ctico e Glicélico

O poliéster PLGA é um copolimero linear, formado pela polimerizacdo dos
mondmeros de &cido polilatico (PLA), que contém um carbono assimétrico na forma D ou L,
e do 4cido poliglicolico (PGA) (Figura 4)*. Entre os polimeros sintéticos biodegradaveis
presentemente disponiveis, 0s polimeros do acido lactico (PLA) e os seus copolimeros com o
acido glicolico (PLGA) foram os primeiros a receber aprovacdo para uso humano por parte

das autoridades regulamentares®.

Figura 4. Estruturas quimicas dos acidos glicélico e lactico.
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A biocompatibilidade e a biodegradabilidade dos polimeros dos acidos lactico e

glicolico, dependendo dos solventes organicos, possibilitam a extrusdo em diversas formas, e
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possibilitam a preparacdo de sistemas adaptados para a veiculacdo de farmacos, sob a forma

de implantes, fibras e micro e nanoparticulas®.

1.1.4 PEG como co-polimero

A superficie das nanoparticulas pode ser sujeita a modificacbes, através do
acoplamento de polimeros hidrofilos e/ou de elementos de reconhecimento molecular (Figura
5). A presenca de certos tensoativos ou de polimeros hidréfilos, como o polietilenoglicol
(PEG), na superficie das nanoparticulas tem sido referida como um fator de reducéo do grau
de captura pelo SFM (Sistema Fagdcito Molecular), proporcionando, em consequéncia, maior
tempo de permanéncia dos sistemas na corrente circulatdria. A teoria mais aceita para a
explicacdo deste fendbmeno baseia-se no conceito de estabilizacdo estérica, que foi
inicialmente proposto para os lipossomas®®4041,

A hidrofobicidade do PLGA pode ser um problema para alguns farmacos. A liberacdo
incompleta é usual se esses farmacos interagirem com o PLGA. A fixacgdo de cadeias de PEG
ao PLGA pode resolver essas situacfes (Figura 5).

A inclusdo de PEG no material também pode ser conveniente para melhorar a
biocompatibilidade dos sistemas. Se o PEG for ligado ao polimero ou a superficie da NPP fica
mais hidrofilico e com isso ocorre maior hidrolise. No entanto, a alta solubilidade do PEG
pode acelerar a taxa de liberacdo do farmaco, o que, em alguns casos, é um efeito

indesejavel*>*,
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Figura 5. Estrutura quimica do PLGA-PEG e representacdo geral de uma particula de PLGA-

PEG com uma molécula encapsulada.

Molécula Encapsulada

NI \polécula de PEG

Molécula de PLGA

PLGA-PEG

O pLA PGA

Fonte: Adaptado de Almoustafa, 2017 4%,

1.1.5 Métodos de formacao de nanoparticulas poliméricas

Embora varias técnicas de micro e nano encapsulamento tenham sido desenvolvidas e
relatadas até hoje, a escolha da técnica depende da natureza do polimero, do farmaco, do uso
pretendido, do tamanho da particula desejada e da duracdo da terapia. O método de
encapsulamento empregado deve incluir os seguintes requisitos®>*:

(@) A estabilidade e atividade bioldgica do farmaco ndo deve ser alterada durante o
processo de encapsulamento

(b) O rendimento das particulas obtidas deve ser considerado, bem como as faixas de
tamanho adequadas

(c) A qualidade e a velocidade de liberacdo do farmaco
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(d) as particulas devem ser produzidas como um p6 e ndo devem exibir agregacéo ou
aderéncia.
Existem varios métodos para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas sendo 0s

mais comuns o método de emulsdo/evaporagdo e nanoprecipitagao*.

1.1.5.1 Nanoparticulas formada pelo método de emulséo/evaporacéo

Processos deste tipo pertencem 0s métodos classicos para a preparacdo de
nanoparticulas dispersivas em agua com compostos ativos insollveis em agua. A preparacdo
das nanoparticulas € realizada dissolvendo o composto ativo em conjunto com um surfactante
(PVA ou palmitato de ascorbilo), num solvente adequado, por exemplo, cloroférmio ou
diclorometano, em seguida, emulsionando a solugdo com uma solucdo aquosa de um coloide

protetor, e removendo o solvente por evaporagdo®’#°,

A precipitacdo toma o lugar na goticula da emulsdo durante a evaporacdo quando o
limite de solubilidade é atravessado. A distribuicdo do tamanho de particula pode ser ajustada
dentro de amplos limites pela distribuicdo de tamanho de goticula da emulsdo o/w (6leo em
agua) e através da escolha de homogeneizador (moinho coloidal, alta pressao

homogeneizador, sonicador )*.

Existem muitas variantes desse processo, mas todas baseadas na utilizacdo de
solventes que tém uma fraca miscibilidade em agua e sdo capazes de formar uma emulsdo
espontanea (por exemplo, carbonato de propileno, alcool benzilico, acetato de etila). Este
método oferece a vantagem da utilizacdo de solventes farmaceuticamente aceitaveis e ndo
requer a utilizacdo de homogeneizadores de alta pressdo para a formagéo da emulsdo o/w
como fase preliminar de formacéo de nanoparticulas. A fase de solvente saturado com &gua

(polimero e composto ativo) e a fase aquosa saturada com solvente, que esta, em equilibrio
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termodinamico, é primeiramente emulsionada por agitacdo intensiva. Com a adicdo da agua
para dispersar a emulsio (o/w) o equilibrio de difusio é perturbado *°.

Isto ocorre pelo desenvolvimento de flutuagdes de concentracdo na camada limite,
regido causada por difusdo do solvente, quando o limite de solubilidade é estreitamente
excedido localmente a precipitacdo do polimero e do material ativo sdo induzidos. A interacdo
das moléculas de coloides protetores presentes na fase aquosa com estas proto-nanoparticulas
suprime a sua outra aglomeracao e assim determina a distribui¢do do tamanho de particula da

nanodispers&o, a qual é obtida ap6s remogéo do solvente por evaporagéo *°.

1.1.5.2 Nanoparticulas formada pelo método de nanoprecipitagdo

O método de nanoprecipitacdo foi desenvolvido por Fessi et al. (1989)*, sendo um
dos procedimentos mais faceis de preparacdo de nanoesferas. Além de sua simplicidade, este
procedimento é reproduzivel, rapido e econémico e usa polimeros pré-formados como

materiais de partida em vez de mondmeros*’.

O principio béasico desta técnica é semelhante ao descrito para a preparacdo de
emulsGes por emulsificacdo espontdnea. A nanoprecipitacdo € realizada utilizando trés
ingredientes basicos: a matriz polimérica, o solvente do polimero e agua (mas pode ser outro
solvente como etanol). O solvente do polimero é escolhido entre solventes organicos sendo
miscivel em agua e de facil remocdo por evaporagdo, a acetona é um dos solventes mais
utilizados. Para produzir as nanoparticulas, a solucdo de polimero € adicionada a agua. As
nanoparticulas se formam instantaneamente durante a rapida difusdo do solvente da solucéo
de polimero a agua. A suspensdo coloidal resultante contém particulas de polimero com
tamanho aproximado de 200 nm de didmetro. As particulas obtidas por esse método sdo
menores do que as produzidas pelo procedimento de emulsificacdo e evaporacdo do

solvente*’.
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1.1.6 Mecanismo de acdo das NNPs sobre células tumorais

O céncer é a doenca mais letal dos seres humanos. A estimativa mundial, realizada em
2012, pelo projeto Globocan/larc apontou 14,1 milhdes de novos casos de cancer por ano no
mundo, com estimativa de 19,3 milhdes de novos casos de canceres por ano até 2025.
Cirurgia, radiacdo, quimioterapia e imunoterapia sdo 0s quatro principais métodos usados
globalmente para terapia do cancer. No entanto, a alta toxicidade, a baixa biodisponibilidade
oral, baixos indices terapéuticos, inconsisténcia na circulacdo e baixa especificidade do
medicamento antineoplasico as células cancerigenas sdo as principais deficiéncias do
tratamento convencional. Portanto, tratamentos imediatos e mais eficientes sdo imediatamente
necessarios para restringir essas estatisticas de alta mortalidade e morbidade*®. Atualmente, o
desenvolvimento de terapias contra o cancer tem se tornado um desafio multidisciplinar,
necessitando da colaboracdo da area clinica com as areas de ciéncias bioldgicas, ciéncias dos

materiais e engenharia biomédica.

As NNPs contendo farmacos encapsulados agem mais seletivamente sobre as células
tumorais do que sobre as células normais, pois o tecido tumoral tem vascularizacdo diferente
daquela dos tecidos normais. O tecido tumoral é mais heterogéneo na distribuicdo, maior em
tamanho, tem maior densidade vascular e é mais permeavel e gotejante, com tamanhos de 100
nm a 2 um de distancias entre as células, dependendo do tipo de tumor, ao contrario do
endotélio endurecido dos vasos sanguineos normais. Além disso, a producdo extensiva de
mediadores vasculares facilita o extravasamento. Isso, juntamente com a drenagem linfatica
prejudicada de macromoléculas em tumores sdlidos, permite maior acimulo e retencdo de
drogas de alto peso molecular em tumores sélidos. Isso € popularmente conhecido como

“efeito de permeacdo e retengdo aprimorado”, que permite o extravasamento de
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nanoparticulas poliméricas circulantes dentro do intersticio do tumor e também aumenta as

concentragdes do agente quimioterapico dentro do tecido tumoral (Figura 6).

Figura 6. Comparacao do tecido normal e do tecido tumoral em relacdo ao arranjo das

células e a acdo das NNPs.
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Fonte: Adaptado Dinarvand,et al., 20114

Muitos sdo os farmacos ja encapsulados em NNPs, mas somente alguns foram
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em quimioterapia como o
Doxil® e Daunoxome® que sdo liposomas peguilados contendo, respectivamente,
Doxorubicina e Daunorubicina, para o tratamento do sarcoma de Kaposi, 0 Abraxane® cujo
principio ativo é o Paclitaxel (100 a 200 nm) incorporado em nanoparticulas associadas a
albumina " que é aplicado na terapia de cancer da mama metastatico.

Os exemplos citados acima sdo farmacos ja em uso na forma de NNPs, entretanto,

muitos outros estudos ja foram realizados e outros em estudos em curso visam a otimizacao



37

para a obtencdo dessas formulacdes a fim de determinar a eficacia, toxicidade desses sistemas
e possiveis aplicagdes®.
Comparando as nanoparticulas com os farmacos na forma usual pode-se observar que

a utilizacdo do farmaco incorporado a nanoparticula produz um efeito farmacologico mais

potente e com menores efeitos colaterais (Figura 7).

Figura 7. Figura representativa das administracdes convencional com liberagédo

controlada de farmacos
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Fonte: Adaptado Wang e colaboradores, 2005 °2.

Em formulagbes convencionais, as concentracdes plasmaticas de farmacos sao
diretamente proporcionais a dose administrada 2°. Nessas formulagbes é dificil manter
constante a concentragdo do farmaco durante periodos mais prolongados, requerendo desta
forma, administra¢cGes multiplas para obter um efeito terapéutico. Além disso, a circulacdo
sistémica de altas concentracfes de farmaco, frequentemente, induz o efeito adverso, porque
neste caso, a entrega do farmaco depende unicamente da difuséo simples ou particdo do fluxo
de sangue para direcionar o local. Além disso, a pequena solubilidade de farmacos

hidrofobicos nos fluidos orgéanicos e a toxicidade sistémica de medicamentos sdo dois dos
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problemas adicionais que comprometem a eficiéncia terapéutica da administracdo

convencional de farmacos convencionais. A grande vantagem do uso das formulacdes

convencionais € que o custo do desenvolvimento é mais baixo do que das formulacGes

envolvendo NNPs, entretanto apesar do custo o sistema de entrega controlada de farmaco foi

desenvolvido para contornar as deficiéncias apresentadas pelas formulacdes convencionais.

26

Alguns exemplos de farmacos ja administrados via nanoparticulas estdo apresentado na

Tabela 1.

Tabela 1. Estudos comparativos sobre a eficiéncia de farmacos encapsulados em

nanoparticulas e sob a forma de veiculagcdo normal.

Ativo e alvo | Veiculagdo | NNPs Comparacdo dos sistemas de veiculacao
Praziquantel | Oral/Compr | Lipossoma Maior eficiéncia do lipossoma com aumento da
/Esquistosso | imido concentracdo do farmaco na circulacdo; reducdo do
mose nimero de ovos; morte dos parasitas®?.

Teniposide/ | Intravenoso | Polimérica Maior eficiéncia na biodisponibilidade da droga,
cancer menores efeitos colaterais >,

Etoposide/ | Intravenoso/ | Lipidicassol. | Melhoria da atividade antitumoral e taxa de
cancer sobrevivéncia dos animais®®.

Daunoxome | intravenoso | liposomas Mais eficiente com reducdo significativa da
®/cancer toxicidade cardiaca da droga °°.

Paclitaxel/ | intravenoso [NNPs-albumina | 13 vezes mais eficiente do que a droga livre *°.
cancer
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1.1.7 Toxicidade de nanoparticulas poliméricas

Os materiais biocompativeis sdo utilizados em dimensdes convencionais e quando
utilizados em escala nano podem provocar reagdes completamente adversas. Isso ocorre
porque, nesta escala, a superficie, as forcas de repulsdo e atracdo e as especificidades
quimicas, estdo muito mais pronunciadas. Segundo Mahmoudi e colaboradores (2004)°’, a
razoavel mudanca de carga das particulas no organismo deve ser ponderada, pois as cargas
podem afetar o ciclo normal de células por provocar interacdes diretas ou indiretas com o
DNA. Além do mais, as particulas com dimens6es nano podem atingir células e organelas que
as particulas de maior tamanho ndo atinge, de maneira que nao é possivel afirmar que um
material seguro nas macrodimensdes continuara seguro na escala nano °’.

Para a avalicdo da toxicidade das nanoparticulas, sdo feitos ensaios de viabilidade
celular inicialmente in vitro, sendo os ensaios mais utilizados MTT e MTS, ambos sdo sais de
imidazol. Esses ensaios sdo fotométricos, onde a medida da absorbéancia esté relacionada a
viabilidade celular. A viabilidade celular é quantificada através da reducdo do MTT ou MTS
(de coloracdo amarela) a formazan (sal de coloracdo azul-violeta) pelo NADH gerado pelo
metabolismo celular a partir da acdo das desidrogenases mitocondriais das células durante o
periodo de exposicdo dessas as NNPs. Dessa forma, a reducdo do MTT ou MTS a formazan, é
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular ®’. Portanto, quanto
mais células viaveis maior é a producdo de NADH e, assim haverd maior formacdo de
formazan, resultando em maior coloragdo azul-violeta e aumento na absorbancia.

A maioria dos ensaios iniciais sobre citotoxicidade sdo realizados utilizando linhagens
de células tumorais provenientes de tecido neoplasico cultivadas in vitro. Se for possivel
estabelecer estas células como linhagem celular tumoral, elas podem se propagar

indefinidamente em cultura de células®®.
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A cultura de células animais (cultura de tecidos ou de células
sanguineas/hematopoiéticas ou outras) inicia-se pela dispersdo das células obtidas a partir de
um fragmento de tecido (hematopoiético, muscular, epitelial ou outro) num meio nutritivo
apropriado, colocado em frasco ou placa de cultura, apds o que se verifica que a maioria das
células adere a superficie sélida e cresce em monocamada ou em suspensdo. A obtencao de
uma populacao ou cultura de células é possivel de vérias formas, das quais se indicam duas:

— Crescimento ou migracao de células de um fragmento de tecido — onde a selecao se
baseia na capacidade virtual de as células migrarem da amostra de tecido;

— Disperséo celular — cuja selecédo resulta da capacidade de as células sobreviverem a
metodologia aplicada e que pode ser a desagregacdo enzimatica ou mecanica do tecido.
Comparativamente ao primeiro método, a dispersao celular, apesar de mais trabalhosa,
permite obter, em menos tempo, um maior numero de células representativas de todo o
tecido®.

As linhagens de células tumorais escolhidas para este trabalho foram escolhidas a

partir de estudos previamente realizados>16°,

1.1.8 Técnicas para a caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas

A caracterizacdo fisica das NNPs é um pré-requisito importante para se determinar a
estabilidade, tamanho e possivel aplicacdo. Atualmente, ndo ha metodologias padronizadas ou
protocolos regulatérios de agéncias governamentais ou de pesquisa para a caracterizacao de
nanoparticulas®®. No entanto, as interacdes fisiologicas dependem das propriedades fisico-
quimicas das particulas.

As avaliacdes morfologicas podem ser observadas através das microscopias
eletronicas de varredura (MEV) ou de transmissdao (MET). Outra técnica para verificar a
morfologia € a microscopia de forga atdbmica, a qual fornece informac6es com alta resolucéo

em trés dimensbes, em escala nanometrica, sendo capaz ainda de resolver detalhes de
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superficie em nivel atdmico. Informacdes importantes sobre a estabilidade de suspensdes de

nanoparticulas podem ser obtidas utilizando o monitoramento do pH, em fung&o do tempo .

A maioria das particulas dispersas em um sistema aquoso adquirem carga na
superficie, principalmente por ionizacdo de grupos ou adsorcdo de espécies carregadas. As
cargas das superficies modificam a distribuicdo dos ions na interface, resultando em uma
camada ao redor da particula da solucdo. O potencial Zeta € uma das principais forcas que

medem as interacdes interparticulas®.

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (CED) é uma técnica de andlise térmica que
mede a energia calorifica absorvida ou liberada durante o aquecimento ou resfriamento de
uma substancia, em relacdo a uma amostra de referéncia. Estas medidas fornecem dados
qualitativos e quantitativos de processos endotérmicos e exotérmicos permitindo obter
informacdes referentes a alteragcbes de propriedades fisicas e/ou quimicas, como, por
exemplo, temperaturas de fuséo, cristalizagdo e transicéo vitrea®?.

Técnicas empregadas para a determinacdo da forma de associacdo do farmaco a
nanoparticula incluem a calorimetria exploratdria diferencial, a difracdo de raios X (DRX) e a

espectroscopia no infravermelho (FTIR).

As anélises de calorimetria exploratéria também sdo de grande utilidade para verificar
a estabilidade térmica das NNPs e tém sido utilizados também para investigar interagdes entre

os polimeros e os farmacos em diversas formulagdes de microesferas e nanoparticulas®.

As analises por FTIR permitem avaliar a associa¢cdo do farmaco as nanoparticulas.
Pelas analises é possivel visualizar as bandas de absor¢do de grupos quimicos especificos

(funcgdes organicas) da matriz polimérica e do fa&rmaco antes e depois do encapsulamento.
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1.1.9 Biodegradagéo

A velocidade de degradacdo depende de varios fatores, como as propriedades
intrinsecas do polimero (propor¢do de acidos lactico e glicdlico na cadeia polimérica, peso
molecular, temperatura de transicao vitrea e cristalinidade), as caracteristicas das particulas
(forma e dimensdes) e a presenca de compostos de baixo peso molecular (como mondmeros e
catalisadores)®®. Em regra, o tempo de degradacdo ¢ menor para os polimeros de baixo peso
molecular e maior hidrofilia, para os polimeros amorfos e para 0s que possuem maior
contetido em &cido glicdlico®.

Os mecanismos de liberacdo controlada sdo sistemas fundamentados normalmente no
controle por difusdo, grau de inchamento, erosdo ou estimulos como pH, temperatura e
presenca de biomoléculas. A conjugacdo entre o material (normalmente polimérico) e o
farmaco também pode resultar em sistemas que aumentam o tempo de circulacdo e a
estabilidade do farmaco na corrente sanguinea. Neste caso, a ativacdo do farmaco pode
ocorrer quando ha degradacdo do material ou das ligacdes entre polimero e o farmaco
conjugado quimicamente em sitios especificos?®.

E essencial reconhecer que a degradacdo do polimero é um processo quimico, ao passo
que a erosdo € um fendbmeno fisico dependente de processos de dissolucdo e difusdo. Dois
mecanismos de erosdo do polimero podem ser identificados: superficie e erosdo da parte
volumosa. Para a maioria dos polimeros biodegradaveis, ambos 0s mecanismos ocorrem, mas
a extensdo relativa de superficie ou de erosdo em massa varia radicalmente com a estrutura
guimica da cadeia principal do polimero. Ap6s um encapsulamento eficiente de um farmaco,
a sua liberacdo pode efetuar-se de diversas formas, sendo a solubilidade, modo de
encapsulamento (por conjugacdo quimica ou encapsulamento fisico) e a constituicdo do
sistema transportador (polimeros biodegradaveis, co-polimeros anfifilicos ou lipidos, etc.),

fatores importantes na determinac&o do seu perfil de liberag&o®*,
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Para o0 PLGA a biodegradacdo ocorre por hidrélise abidtica das ligacdes éster da
cadeia polimérica, ocorrendo homogeneamente em toda a matriz polimérica. O envolvimento
de enzimas neste processo ainda ndo se encontra devidamente esclarecido. Os produtos
resultantes (acido lactico e/ou acido glicolico) sdo metabolizados no organismo via ciclo de
Krebs e eliminados sob a forma de diéxido de carbono e agua ¢

Raghuvanshi e colaboradores (1993)% propuseram um mecanismo constituido por trés
fases para a degradacéo destes polimeros. Na fase inicial, ocorre uma diminuicéo significativa
do peso molecular do polimero, devida a cisdo aleatéria das cadeias poliméricas, sem
apreciavel perda de massa do sistema nem formacdo de monomeros sollveis. Na fase
intermédia, verifica-se uma diminuicdo significativa do peso molecular do polimero,
acompanhada por perda de massa do sistema e formacdo de oligdmeros e mondmeros
solGveis. Na fase final, ocorre a formacdo de mondémeros sollveis a partir de fracGes de

oligdbmeros, conduzindo & degradacéo total do polimero®.

1.2. LIGNANAS EXTRAIDAS DA PIPER CUBEBA

Lignanas sdo metabolitos especiais produzidos pelas plantas e desempenham as mais
variadas funcdes nesses organismos como defesas contra fungos, insetos e em resposta a
ferimentos mecanicos. Essa diversidade de propriedades bioldgicas que apresentam nos
vegetais chama a atencdo para uma possivel aplicacdo no controle de algumas enfermidades
que afetam também humanos e animais®.

A grande variedade de propriedade biologicas atribuidas as lignanas esta diretamente
relacionada a diversidade estrutural que esses compostos apresentam. As lignanas sao
formadas pelo acoplamento de duas unidades fenilpropanoides através dos carbonos 8 da
estrutura carbonica de cada uma dessas unidades. Devido a grande variedade estrutural as

lignanas foram divididas em oito subclasses de acordo com o nivel de oxidag&o do carbono 9
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em furofurano, furano, dibenzilbutano, dibenzilbutirolactona, ariltetralina, arilnaftaleno,
dibenzociclooctadieno e dibenzilbutirolactol (Figura 8) 767:68,

Figura 8. Subclasses das lignanas
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Fonte: Adaptado Marcotulio,2014 ’

Dentre as principais propriedades bioldgicas desempenhadas pelas lignanas merece
destaque a acdo citotdxica que algumas delas apresentam contra diferentes linhagens de
células tumorais. >®8 A podofilotoxina foi uma das primeiras lignanas naturais a se tornar um
farmaco para o tratamento de cancer, assim como, seus derivados semissintéticos etoposideo e
tenoposideo®® despertando o interesse farmacoldgico para outras lignanas. Uma fonte de
grande variedade de lignanas é a Piper Cubeba uma pimenta de origem Asiatica (Figura 9),
1670 ytilizada na medicina tradicional para tratar doencas associadas a problemas

inflamatorios, distarbios renais, gonorreia, sifilis, dor abdominal, enterite e asma’>"2. Além de
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seu uso medicinal a Piper cubeba ainda contém em seus frutos quantidades significantes de (-
)-hinoquinina (HNK) e a (-)-cubebina (CB) duas lignanas que nas ultimas décadas tem
merecido a atencdo de varios grupos de pesquisa.

As atividades bioldgicas atribuidas a CB e HNK, assim como a de alguns de seus
derivados sintéticos, aumentaram a importancia dessa classe de substancias como alvos na
pesquisa por novas moléculas para o desenvolvimento de farmacos inclusive para o
tratamento de cancer.®> Entretanto, um dos problemas associados as estruturas dessa lignanas,
assim como de grande parte dos farmacos utilizados como quimioterapicos, é sua
insolubilidade e com isso baixa disponibilidade, além de possivel degradacédo antes de chegar
ao alvo.

Figura 9. Semente seca da Piper Cubeba e estruturas da CB e HNK

(-)-Cubebina (-)-Hinoquinina

Fonte: Resende, 2016 "
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2. OBJETIVOS

Gerais:

Sintetizar nanoparticulas poliméricas contendo lignanas, caracteriza-las e avaliar suas

citotoxicidades contra diferentes linhagens de células tumorais.

Especificos

Avaliacdo citotdxica de lignanas naturais (extraidas da Piper cubeba) e sintéticas
sobre diferentes linhagens celulares tumorais.

Encapsulamento das lignanas mais ativas em NNPs.

Caracterizacdo das nanoparticulas obtidas através das técnicas de MEV, MET, AFM,
DRX, DSC, FTIR, UV, RMN, TG-DTA, DLS e Potencial Zeta.

Determinacdo da eficiéncia do encapsulamento e da cinética de liberagdo in vitro.
Determinagdo da citotoxicidade in vitro das lignanas incorporadas nos sistemas

nanoparticulados sobre as diferentes linhagens celulares de carcinoma.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Métodos

3.1.1. Equipamentos e Reagentes

Os frutos secos da Piper cubeba foram importados de Floral Seed Company,
Dehradun. Todos os reagentes e solventes foram adquiridos de fontes comerciais (Alfa Aesar,
Sigma-Aldrich e Synth) e usados sem purificacdo adicional. Foram utilizados copolimeros
pré-formados de PLGA com a razdo &cido lactico: acido glicolico: 65:35 (Mw = 45000 —
70000), 50:50 (Mw = 7,000 — 17,000) e PLGA-PEG 10%-diblock (Mw ~ 600000) todos
adquiridos da Sigma-Aldrich. O surfactante Mowiol® 18-88 foi adquirido da Sigma Aldrich
(Mw = 130000). As extracOes, purificacOes e reacdes foram monitoradas por cromatografia
em camada delgada (CCD) utilizando placas de silica gel Merck 60 F2s4 € visualizada por
deteccdo por UV com auxilio de uma lanterna de emisséo de radiacdo UV 254 nm e 365 nm
BOITTON ou por revelagdo com solucdo de vanilina sulfdrica seguida de revelacdo em chapa
de aquecimento. Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN de *H e *C) foram
obtidos em espectrdmetro Bruker DRX-400 e 500 MHz, alocado no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (USP). Os deslocamentos quimicos (8) estdo relatados em
parte por milhdo (ppm). Nos espectros de RMN de hidrogénio a multiplicidade dos sinais é
colocada entre parénteses de acordo com as normas recomendada pela AUREMN (2011)" (s
= simpleto, sl = simpleto largo, d = dupleto, dl = dupleto largo, dd = duplo dupleto, t =
tripleto, m= multipleto). O ndmero de hidrogénios foi deduzido da integral relativa e a
constante de acoplamento (J) dada em Hertz (Hz). Para as analises de RMN de H e ** C foi

utilizado como padrdo interno o CDClz. A numeragdo dos compostos foi realizada para
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facilitar a atribuicdo dos a&tomos de carbono e hidrogénio a partir dos espectros de RMN e néo
obedeceu a nenhuma regra da IUPAC.

As rotacdes oOpticas foram medidas em um polarimetro de atividade optica AA-1000 a
589 nm e os valores sdo dados em unidades de 101deg.cm®.g* a 26 °C.

Os solventes das reacdes foram removidos em rotaevaporador BUCHI, modelo R210,
acoplado a uma bomba de vacuo Brinkmann, modelo B-169. Todos os pontos de fusdo foram
realizados no equipamento Fisatom modelo 431, com temperatura maxima de 300 °C. As
analises de UV-Vis foram realizadas em um espectrofotometro Ultravioleta-Visivel
Shimadzu, modelo UV-1800. Todos esses equipamentos se encontram alocados no
Laboratorio de Sintese Organica localizado no Departamento de Fisica e Quimica da
Faculdade de Engenharia de llha Solteira (FEIS-UNESP). As analises de MEV foram
realizadas com os equipamentos ZEISS modelo EVO LS15 e JEOL 7001F FEG-SEM -SEM-
FIB — Zeiss Auriga CrossBeam alocados, respectivamente, no Departamento de Fisica e
Quimica da Faculdade de Engenharia de llha Solteira (FEIS-UNESP), no Microlab do
Instituto Superior Técnico de Lisboa (IST) e no Departamento de Ciéncia dos Materiais da
Faculdade de Ciéncia e Tecndloga da Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL). As analises
de MET foram realizadas num equipamento Hitachi H8100 TEM alocado no Microlab do
Instituto Superior Técnico de Lisboa (IST). As analises de DSC foram realizadas nos
equipamentos SDT Q600 TA e TGA-DSC-STA 449 F3 Jupiter da Netzch, alocados,
respectivamente, no Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Engenharia de llha
Solteira (FEIS-UNESP) e no Laboratério de Materiais Eletrénicos, Optoeletrbnicas e
Nanotecnologia do Departamento de Ciéncia dos Materiais da Faculdade de Ciéncia e
Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL). As medidas de espalhamento de luz
dindmico (DLS) e potencial Zeta (&) foram realizadas através do instrumento de disperséo de

laser (SZ-100 nanopartica, Horiba) alocados no Laboratorio Fotoquimica e Quimica
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Supramolecular do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL). Para as sinteses das NNPs foram utilizados um
agitador mecéanico FISATOM Mod-713D e um sonicador Sonifer® BRANSON SFX550,
alocados respectivamente no Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Engenharia
de Ilha Solteira (FEIS-UNESP) e no Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncia e
Tecndloga da Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL).

A execucdo dos experimentos deste trabalho foi realizada em duas localizacGes
diferentes. A primeira etapa do trabalho foi realizada na Universidade Estadual Paulista-FEIS.
Onde a separacdo das lignanas da Piper cubeba e sintese das NNPs foi realizada no
Laboratorio de Produtos Naturais-DFQ, as caracterizacdes das NNPs foram realizadas em
equipamentos alocados no Departamento de Fisica e Quimica e as avaliagfes da proliferacédo
celular sobre as linhagens tumorais Si-Ha e Hep-2 foram realizadas no Laboratorio de
Genética no Departamento de Biologia e Zootecnia. Nesta primeira parte do trabalho as
nanoparticulas foram obtidas através do método de emulsdo-evaporacao do solvente usando
agitacdo mecanica (5000 rpm) e a adicdo da fase orgénica a fase aquosa por meio de seringa
(gota a gota). Essas NNPs foram caracterizadas e o resultado dessas carateriza¢cdes motivaram
outros estudos que foram entdo realizados nos Laboratorio de Pesquisa da Universidade Nova
de Lisboa (FCT/UNL) em colaboracdo com varios pesquisadores. A pesquisa realizada na
Universidade Nova de Lisboa envolveu a sintese das NNPs contendo as lignanas utilizando o
mesmo método de emulsdo-evaporacdo do solvente, mas utilizando a adicdo total da fase
orgénica a fase aquosa numa unica aliquota e agitacdo magnética seguida de sonicag&o,
utilizando como matrizes poliméricas o0 PLGA(50:50) e PLGA-PEG. Também foram
realizadas as caracterizagdes, 0s ensaios de liberacdo e avaliagdo da viabilidade celular sobre
as linhagens de células tumorais HCT116 - carcinoma colorretal, A549- adenocarcinoma

pulmonar e A2780 - carcinoma ovariano dessas NNPs.
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3.1.2 Extracéo da lignanas (-)-hinoquinina (HNK) e (-)-cubebina (CB)

As lignanas CB e HNK foram extraidas a partir dos frutos secos e pulverizados da
Piper cubeba de acordo com metodologia escrita por Silva et al. (2005)** . As sementes de P.
cubeba foram secas em estufa de circulacdo de ar a 40° C e pulverizadas em moinhos de facas
(Marconi). Foram utilizados 2,0 Kg do material pulverizado para o0 processo de extracdo o
quais foram imersos em 6L de etanol a temperatura ambiente em um frasco de vidro durante 7
dias utilizando o método de extracdo por maceracdo exaustiva de acordo como fluxograma
descrito na Figura 10. Ap0s este periodo, o extrato foi filtrado e concentrado em vacuo.

Figura 10. Fluxograma da extracdo das lignanas provenientes dos frutos secos da

Piper cubeba.

Pipér Cubeba
.l.
Etanol 70%
P
Extrato etandlico
Bruto Particio com N-Hexano
S~
N N
Extrato
Fraglo Hexano Hidroalcodlico
M M .
- T Sequendas de colunas cromatogrificas
7N
Hinoquinina e
Cubebina
e

O extrato etanolico bruto foi submetido a sucessivas colunas cromatograficas de silica
gel utilizando gradiente de solventes iniciando com hexano, elevando lentamente a polaridade
com acetato de etila até o uso somente de diclorometano puro. Foram obtidas dez fracGes
contendo a HNK e oito fragGes contendo a CB. As fragbes contendo a HNK foram juntadas e

submetidas novamente a separacdo e purificacdo por cromatografia em coluna. O mesmo
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procedimento descrito para a HNK foi realizado para as fracdes contendo a CB. A CB ainda
foi recristalizada em metanol e apresentou, assim como a hinoquinina pureza, determinada
por HPLC, superior a 98%. CB e HNK tiveram suas estruturas confirmadas por RMN de 'H e

13C.

3.1.2.1. Dados de caracterizagéo da CB

Figura 11. Estrutura da CB

Pf. 130-132 °C e [0]4®® = -2,09 (c 0,008, CHCI3) (lit™. Pf. 130-131 °C e [o]¢®® = —8.12 (c
0.46, CHCl5).

'H RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm) 6,8-6,5 m (H aromaticos); 6,6 (sl, H7 e H15); 5,2 (sl,
H2);4,1 (dd, H5a do epimero em menor propor¢éo, J=7,1 Hz e J = 14,4 Hz); 4,0 (dd, H5a, J
=7,1HzeJ=8,6 Hz); 3,8 (dd, H5b, J =7,8 Hz e J = 8,4 Hz); 3,6 (dd, H5b do epimero em
menor proporg¢éo, J =7,1 Hz e J = 8,4 Hz); 2,7-2,2 (m, OH, H8, H3, H6,); 2,0 (m, H4).

13C RMN (75 MHz, CDCls): & (ppm) 148,0; 147,9; 143,6; 146,1; 134,9; 134,5; 122,1; 121,8;

109,7, 109, 5; 108,6; 108,5; 101,3, 101,2; 99,2; 72,6; 53,5; 46,2; 39,6; 34,0.
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3.1.2.2. Dados de caracterizagdo da HNK

Figura 12. Estrutura da HNK.

[a]a?® = -30 (¢ 0,99, CHCI3) (lit. [o]a?® = -30 (c 0,99, CHCl3)

'H RMN (300 MHz, CDCls): § (ppm) 6,8-6,4 (m, H arom); 5,9 (sl, H 7 e H 15); 4,15 (dd,
H5a, J=7,1Hz e J=9,3 Hz); 3,85 (dd, H5b, J =7,1 Hz e J = 9,1 Hz); 3,0 (dd, H8a, J = 5,1
Hz e J = 14,2 Hz), 2,85 (dd, H8b, J = 7,3 Hz e J = 14,2 Hz); 2,6 (d, H6a ou H6b, J = 7,1 H2);
2,55 (m, H3); 2,45(d, H6a ou H6b, J = 8,6 Hz); 2,4 (m, H4).

13C RMN (75 MHz, CDCls): & (ppm) 178,4; 147,9; 147,8; 146,5; 146,4; 131,6; 131,3 (C6’);

122,2; 121,55; 109,4; 108,8; 108,4; 108,3; 101,0; 71,2; 46,4, 41,3; 38,4, 34,8.

3.1.3. Sintese da (-)-6,6’-dinitrohinoquinina (DN)

A DN foi sintetizada a partir da reacdo da HNK com acido nitrico como descrito por
Silva et al, (2005)'*. Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,3561 g (1 mmol) de HNK e
20 mL de diclorometano. A mistura foi agitada e resfriada a -10 °C e entdo 6 mmol de acido
nitrico foram adicionados gota a gota por um periodo de 1 h. A reacdo foi acompanhada por
CCD e agitada por mais 4 horas a temperatura ambiente. A DN foi submetida a analises de

RMN de *H e *3C e os dados obtidos estdo de acordo com os publicados na literatura 4.



53

3.1.3.1. Dados de caracterizacdo da DN

Figura 13. Estrutura da DN

O,N

Pf. 192-193 °C e [o]e® = -29 (c 0,008, CHCls) (lit'. Pf. 191-193 °C)

IH RMN (300 MHz, CDCls):  (ppm) 7.5 (s, 1H5°); 7.49 (s, 1H5); 6.8 (s, 1H2); 6.6 (5, 1H2");
6.1 (M, 4H); 4.32 (dd, 1H9’a, J = 7.1 Hz e J = 9.2 Hz); 4.0 (dd, 1H9’b, J = 7.2 Hz e J = 9.2
Hz); 3.26 (m, 2H7, J = 6.8 Hz); 3.2 (dd, 1H8, J = 6.3 Hz e J = 13.6 Hz); 3.0 (dd, 1H7’b, J =
7.8 Hz e J =13.5 Hz); 2,8 (m, 2H, H8’ ¢ H7b"). 13C RMN (75 MHz, CDCla): & (ppm) 178.00,
152.3, 152.2, 147.6, 143.0, 130.9, 130.7, 112.4, 111.2, 106.5, 106.1, 103.6, 103.5, 71.4, 45.7,

41.6,37.1, 34.2.

3.2 Preparacdo de Nanoparticulas Poliméricas (NNPs) pelo método de
nanoemulsificacéo-evaporacao do solvente

As nanoparticulas poliméricas foram preparadas utilizando um método modificado de
nanoemulsificagdo-evaporagdo de solvente o/w (6leo/agua)’®. O polimero e a lignana foram
dissolvidos em CH2Cl fornecendo uma solucéo a 10% (w/v) do polimero e com proporgéo
polimero:lignana de 10:1. Essa solucéo foi entdo adicionada a uma solucéo aquosa 2,2% (w/v)

de alcool polivinilico (PVA). Foram utilizados dois métodos de adi¢cdo da fase organica a fase
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aquosa: por meio de uma seringa com a fase aquosa sendo agitada por agitador mecanico a
5000 rpm e pela adicdo total em uma Unica aliquota com agitacdo por 5 minutos a 1000 rpm e
depois aplicacdo de sonicador Sonifer® Branson SFX550 por 90 segundos em 70% A, e
vibracdo continua com ponta de 1/2" de diametro. A suspensdo das NPPs resultante foi
deixada sob agitacdo durante 24 h a temperatura ambiente para evaporar completamente o
solvente organico. As NPPs foram centrifugadas (15 minutos a 14000 rpm) e lavadas trés
vezes com agua Millipore. Em seguida, a suspensdo de NPPs obtida foi congelada em
nitrogénio liquido e liofilizada a -55 °C e 0,5 kPa. As NPPs em p6 foram armazenadas a-10°C

até serem usadas.

3.3 Caracterizacdo das Particulas Poliméricas

3.3.1 Espalhamento de Luz Dinédmico (DLS) e Potencial Zeta (&)

O tamanho médio e distribuicdo de tamanho de particula foram medidos por
espalhamento de luz dinamico (DLS) usando um instrumento de dispersdo de luz em um
angulo de espalhamento de 90°. O indice de refracdo foi de 1,330 e a temperatura foi mantida
a 25 °C durante as medidas. A média ponderada da intensidade foi registrada como a média de
trés medidas. As nanoparticulas estavam liofilizadas em solucéo e dispersas em agua Mili-Q.

As medidas de potencial zeta (§) das NPPs foram determinadas pela técnica de
eletroforese do laser Doppler. As medidas de potencial zeta (§) refletem 0 potencial de

superficie das particulas, verificando a estabilidade dos sistemas.

3.3.2 Morfologia das NPPs - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)
As avaliagBes morfoldgicas das NPPs foram efetuadas em um microscopio eletronico

de varredura (MEV) e microscopio eletrdnico de transmissdao (MET). As imagens de MEV
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foram obtidas com um aumento de 5000 vezes, as NPPs analisadas foram depositadas, ap0s
liofilizacdo, num stub de metal, no qual foi pulverizada uma pelicula fina de um metal
condutor na superficie das amostras. Uma gota de solucdo aquosa de nanoparticulas (0,1
mg/mL) foi depositada na grelha de cobre revestida com carbono para ser visualizada pelo
MET. Para cada amostra, o diametro médio foi calculado com base nas medi¢cdes de 100

particulas escolhidas aleatoriamente utilizando o Programa ImageJ’’.

3.3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC - Differential Scanning
Calorimetry)

Esta técnica foi utilizada para caracterizar o estado fisico das lignanas nas
nanoparticulas e para elucidar a existéncia de eventuais interaces entre as lignanas e 0s
polimeros.

Para essas analises foram utilizados suportes de alumina com intervalos de
temperaturas de varrimento compreendido entre 25 °C a 500 °C, a velocidade de aquecimento

foi fixada em 10°C/min.

3.3.4 Eficiéncia de Encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada através da medida da absorbéancia de
uma solucdo da NNPs contendo a lignana (3 mg em 3 mL de diclorometano) e comparando
com uma curva de calibragdo da lignana (absorbancia x concentragdo) em cinco diferentes
concentragfes. Os comprimentos de ondas utilizados foram especificos para cada lignana
incorporada.

A eficiéncia de encapsulamento foi medida em termos de porcentagem de acordo com

a formula (%) de encapsulamento = quantidade total de determinada da lignana em NPPs
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(através da absorbancia) x 100 / quantidade total da lignana teoricamente associada com

NNPs.

3.3.5 Ensaio de Liberacgéo

Com o objetivo de estudar os perfis de liberacdo das lignanas foram efetuados testes in
vitro em dois meios aquosos distintos durante um maximo de 12 h onde as NNPs contendo as
lignanas foram submetidas as condi¢es que simulam os pHs fisioldgicos: solucao de 0,15 M
HCI em pH=1,2 simulando o fluido gastrico e solucdo tampéo de fosfato (PBS) em pH 7,4
simulando o fluido intestinal e também préximo ao pH do sangue (6,8 a 7,2). Para os testes 5
mg de NPPs-Lignanas foram adicionadas a 200 mL de cada uma das solugfes, pH=1,2 e
pH=7,4, em frasco hermeticamente fechado, em uma estufa com agitacdo uniforme em 160
rpm e a temperatura de 37°C. Foram retiradas aliquotas de 1 mL de cada uma dessa misturas
durante intervalos de 3 min aumentando gradativamente durante 12 h. A fim de manter
constante a razdo massa de particulas/volume do meio, ao longo do ensaio de liberacdo foi
adicionado 1 mL de meio fresco por cada 1 mL de amostra recolhida. Para extrair as lignanas
do meio aquoso cada aliquota de 1 mL foi misturada com 800 pL de CHCl, através de um
vortex. A parte orgénica dessa mistura foi removida com seringa e analisada através do
espectrofotdmetro de UV-Vis. O valor obtido de absorbéncia foi comparado a uma curva de

calibracdo da lignana pura (absorbancia x concentracéo).

3.3.6 Ensaios de Proliferacao Celular
Para analisar o indice de proliferacdo foi realizada uma curva de crescimento para cada
concentracdo a ser testada, com contagem de células cultivadas em placas de cultura de 6
pocos, semeadas na concentragdo de 5x10* em 2mL de meio MEM com 10% de soro fetal

bovino e mantidas a 37°C em camara Umida e atmosfera com 5% de CO., por 24 horas, até se
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fixarem no substrato. Apos esse periodo, 0 meio de cultura foi substituido por meio de cultura
sem soro (MEM 0%), a fim de deixar todas as celulas na mesma etapa celular. Ap6s 24 horas
foi trocado o meio de cultura, substituido de acordo com os experimentos referidos acima.
Nesse dia zero do experimento, o meio sem soro foi substituido pelo meio completo
adicionando as lignanas nas concentracoes desejadas.

Apdbs 4 h de experimento, as células dos primeiros pocos da placa foram tripsinizadas,
coradas com Azul de Tripan e contadas no contador de células Countess Automated Cell
Counter 1l (Life Technologies). As células das outras placas foram tripsinizadas e contadas
apos 24, 48 e 72 h do experimento, o qual foi realizado em triplicatas. O contador de células
Countess Il utiliza 1aminas especificas e o corante vital Tripan blue, no qual ele distingue as
células viaveis das celulas mortas, gerando assim trés contagens para cada tempo, uma de
células totais, outra de células viaveis e outra de células mortas, no proprio visor.

A partir das curvas de crescimento se calculou a porcentagem de inibicdo da
proliferacdo celular de cada composto nas diferentes concentracbes em relacdo ao controle
negativo o qual é constituido pelas células, o solvente usado para solubilizar 0s compostos
avaliados e 0 meio de cultura.

As linhagens de células utilizadas neste ensaio foram a Hep-2 (carcinoma de garganta)

e a Si-Ha (carcinoma de colo de Utero).

3.3.7. Ensaio de viabilidade celular (citotoxicidade)

A viabilidade celular das células avaliadas (10° ou 10%) na presenca e auséncia de cada
lignana e das NNPs-Lignana foi realizada utilizando o Kit CellTiter 96 AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, EUA) usando o 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazio (MTS) como

indicador de viabilidade celular. Este método colorimétrico homogéneo determina o numero
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de células viaveis apds exposicdo por 24 das células aos compostos avaliados onde o0 MTS
(roxo) é bio-reduzido pelo NADH produzido pelas células viaveis em um produto que possui
uma coloracdo amarela. A absorbancia desse composto a 490 nm foi medida diretamente a
partir de placas de cultura de 96 pocos por um leitor de microplacas Bio-Rad Modelo 680
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), uma vez que a absorvancia € diretamente proporcional ao
numero de células viaveis em cultura € possivel determinar a viabilidade celular ou a
porcentagem de inibicao da proliferacéo celular.

As linhagens de células utilizadas foram Si-Ha (carcinoma de colo de Gtero) HCT116
(arcinoma colorretal), A549 (adenocarcinoma pulmonar) A2780 (carcinoma ovariano).

Doxobicina e podofilotoxina foram utilizadas como controles positivos.
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4.1. Extracdo das lignanas.

As lignanas HNK e CB forma extraidas dos frutos da P. cubeba em rendimento de 1 e

1,5%, respectivamente, considerando a massa de 100g de extrato bruto submetida a

purificacdo em coluna de silica gel. A estruturas das duas lignanas foram confirmadas por

analises de RMN de 'H e *3C (Figuras 13 a 16) e estido em acordo com os dados publicados

por Silva et al., (2005),

Figura 14. Espectro de RMN de *H da HNK em CDCls;
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Figura 15. Espectro de RMN de *C da HNK em CDCls
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Figura 16. Espectro de RMN de *H da CB em CDCls
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Figura 17. Espectro de RMN de *C da CB em CDCls
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4.2. Sintese da (-) 6,6’- dinitrohinoquinina (DN)
A seguir a HNK foi utilizada como material de partida para a sintese da DN que foi
obtida em rendimento de 92% ap0s a reagdo de nitracdo (Figura 17).

Figura 18. Reacdo de obtencdo da DN.

(-) Hinoquinina (-)6,6'-Dinitrohinoquinina
A estrutura da DN foi confirmada por analises de RMN de *H (Figura 18) e *3C

(Figura 19). A confirmacdo da nitracdo dos anéis aromaticos da HNK foi evidenciada no
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espectro de RMN de *H pelo surgimento de singletos na regido de hidrogénios aromaticos
com integral de um hidrogénio cada, além da constatacdo de que os hidrogénios ligados aos
carbonos 5 e 5’ apresentaram singletos em campo mais baixo indicando a presenca de
substituintes sacadores de elétrons ligados proximos a essas posi¢cGes. Os dados estdo de

acordo com os descritos por Silva et al., (2005).

Figura 19 Espectro de RMN de *H DN em CDCls
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Figura 20. Espectro de RMN de *C da (-)-6,6’-dinitrohinoquinina em CDCl3
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4.3. Ensaios de citotoxicidade das lignanas HNK, CB e DN.

As lignanas HNK, CB e DN foram submetidas inicialmente a ensaios de proliferacdo
celular utilizando as células tumorais da linhagem Si-Ha e Hep-2. Os ensaios mediram a
proliferacdo celular dessas linhagens de células quando expostas as lignanas em trés
diferentes concentracdes e periodos (variando de 24 a 72 h). Os resultados dessas avaliacGes
sdo apresentados separadamente para cada lignana contra as duas linhagens tumorais. A

lignana (-)-podofilotoxina foi usada como controle positivo.
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Figura 21. Resultado do ensaio de proliferacdo celular da DN contra células Hep-2
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A DN apresentou inibicdo da proliferacdo celular sobre a linhagem tumoral Hep-2 nas
primeiras 24 h de exposicdo em relacdo ao controle (Figura 20). O maior valor em
porcentagem de inibig&o do crescimento celular em relagéo ao controle foi na concentragéo de
224 uM em 72h de exposicdo (86%), mas ndo houve diferenca estatistica em relacdo a dose
de 112 uM. Em relagdo ao tempo de exposicdo de 48h e 72h nas mesmas doses também nao
houve diferenca estatistica. Esse resultado demonstra que a partir da concentracdo de 112 uM
a dose passa a ser suficiente para a obtengdo de uma porcentagem de inibi¢ao da proliferacdo
celular maior do que 80%.

O mesmo comportamento foi observado para a linhagem Si-Ha onde somente nas
maiores concentracdes foi observada consideravel inibi¢do da proliferacéo celular apos 48h de
exposicao (86%), mas ndao houve variacdo do nivel de inibicdo quando o tempo foi de 72h
entre as concentragbes de 112 pM e 224 uM. Para ambas as linhagens tumorais a DN

manteve 0 mesmo nivel de inibicdo da proliferacdo celular (Figura 21).
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Figura 22. Resultado do ensaio de proliferacdo celular da DN sobre a linhagem Si-Ha
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A CB apresentou 96% de inibic&o da proliferacdo celular sobre a linhagem Hep-2, em
relagdo ao controle, na concentragdo de 280 M em 72h de exposicao (Figura 22), porém nao
houve diferenca estatistica em comparacdo com a dose de 140 uM. Em relagdo ao tempo de
48h e 72h também ndo houve diferenca estatisticas entre as porcentagens de inibicdo nessas
duas concentragoes.

Desta forma, a partir de 120 uM ap6s 48 h de exposicdo das células a CB o nivel de

inibicdo da proliferacdo celular foi maior do que 90%.
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Figura 23. Resultado do ensaio de proliferacdo celular da CB em células Hep-2

Proliferagao celular

CB-Hep-2
150
Controle
B 28 uM
100+ 3 140 pM
3 280 uM

Numero de células x 10*

Para linhagem Si-Ha a CB foi menos ativa com 81% de inibigdo na concentracdo de
140 pM (Figura 23) em 72h de exposigdo. Desta forma, é possivel afirmar que as celulas

tumorais Hep-2 foram mais sensiveis a CB do que as células da linhagem Si-Ha.

Figura 24. Resultado do ensaio de proliferacéo celular da CB sobre a linhagem Si-Ha
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O modo de acdo de um mesmo composto pode diferir sobre diferentes linhagens de

células tumorais, por isso € importante a avaliacdo de um mesmo compostos sobre diferentes
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linhagens. Esse comportamento é observado também para diferentes quimioterapicos que
geralmente apresentam acdo especifica apenas sobre um ou poucos tipos de célula tumorais.®
Em relacdo a HNK, a avaliacdo mostrou resultados mais promissores na concentracao

de 140 uM onde a inibicdo da proliferacdo das células Hep-2 foi de 98% (Figura 24).

Figura 25. Resultado do ensaio de proliferacdo celular da HNK em células Hep-2.
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A inibicdo da proliferacdo das células Si-Ha pela HNK foi de 73% em relacdo ao
controle (Figura 24), na concentracdo de 280 uM, indicando menor seletividade dessa lignana

para as células Si-Ha do que para Hep-2.
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Figura 26. Resultado do ensaio proliferacdo celular da HNK sobre a linhagem Si-Ha
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A linhagem Hep-2 também foi exposta a podofilotoxina (controle positivo) e no tempo
de exposicdo de 48h foi possivel observar que na concentracdo de 120 uM o indice de
inibicdo da proliferacdo celular foi de 97%, esse indice sobre para 99% na concentracdo de

240 uM apo6s 72h de exposicao (Figura 26).

Figura 27. Resultado do ensaio de proliferacdo celular da (-)-podofilotoxina em células
Hep-2.
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Em relacdo a linhagem Si-Ha a podofilotoxina foi menos ativa com inibicdo da
proliferacdo celular de 77% (Figura 27) sem diferenca estatistica entre as trés concentragdes

no tempo de 72h, apresentando um comportamento tempo-dependente.
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Figura 28. Resultado do ensaio de proliferacédo celular da podofilotoxina sobre a linhagem Si-

Ha.
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A comparacdo dos resultados das lignanas avaliadas com os obtidos com o controle
podofilotoxina mostram que o modo de acdo possivelmente é semelhante para esses
compostos, pois todas mostraram resultados mais promissores sobre a linhagem Hep-2. De
forma geral os resultados dos ensaios realizados apontam um comportamento tempo-
dependente para essas lignanas.

Apesar da acdo antiproliferativa desses compostos ser mais seletiva para a linhagem
tumoral Hep-2, todas essas lignanas apresentaram potencial citotoxico, também sobre a

linhagem Si-Ha.



70

4.4. Sintese das NNPs PLGA-lignanas, caracterizacdo, eficiéncia de
encapsulamento, velocidade de liberacéo e citotoxicidade (Realizado na primeira parte

do Projeto na FEIS-UNESP, Brasil)

4.4.1 Caracterizagbes das NNPs PLGA-Lignanas preparadas pelo método de
emulsdo/evaporacéo utilizando agitador mecanico e sistema de gotejamento com PLGA

65:35.

4.4.1.1 Estudo da Morfologia das NPPs de PLGA

Ap0s as sinteses por emulsdo-evaporacdo do solvente as NNPs foram obtidas como
p6s com rendimentos massa/massa (PLGA inicial /NNPsPLGA final) de 10%, 11% e 9%,
respectivamente, para as NNPs PLGA-HNK, PLGA-CB e PLGA-DN. O estudo da
morfologia das NPPs (vazias e contendo as lignanas) foi realizado atraves de analises de
MEV. Nas micrografias (Figura 28) foi possivel observar que as NNPs-PLGA (Figura 28A)
vazias e as NNPs-PLGA-HNK (Figura 28B) possuem forma esférica quase perfeita com
didmetro variando de 500 nm a 4 um. A micrografia referente as NNPs-PLGA-CB mostra a
presenca de CB na forma de agulhas sobre as NNPs esféricas também com didmetros
variando no intervalo acima citado (Figura 28C). Essa micrografia indica que a CB néo foi
incorporada as NNPs de PLGA ou apenas parcialmente incorporada. Este fato pode estar
relacionado com a baixa solubilidade da CB aliada a uma possivel interacdo entre as
moléculas de cubebina (ligacGes de hidrogénio) e os grupos carboxilas finais do polimero
impossibilitando essa molécula de ser incorporada de forma eficiente nesta matriz polimérica.
Para confirmar a morfologia da CB foi feito uma micrografia (Figura 29) das lignanas
dissolvida em diclorometano. A micrografia das NNPs-PLGA-DN mostram que as
nanoparticulas de PLGA, de menor tamanho em relagdo as outras, envolveram os cristais da

DN néo permitindo avaliar se houve ou ndo encapsulamento, ainda que parcial (Figura 28D).
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Para que o encapsulamento de um farmaco nas NNPs aconteca de forma eficiente a emulsao
primaria formada no processo de sintese deve ser suficientemente estavel para reter o farmaco
na fase interna. A presenca dos grupos nitro na DN (fortemente eletronegativo) pode ter
contribuido para a instabilidade da emulsdo, pois € o Unico fator que diferencia essa

substancia da HNK cujas moléculas foram incorporadas as NNPs de PLGA.

Figura 29. Micrografias das NNPs obtidas por MEV: A) PLGA, B) PLGA-HNK, C)

PLGA-CB e D) PLGA-DN.
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Figura 30. Micrografias de MEV da CB.

4.4.1.2 Caracterizacdo do tamanho e estabilidade das particulas

As caracteristicas medias de tamanho da particula e distribuicdo de tamanho das
suspensdes coloidais obtidas foram determinadas por experimentos de espalhamento de luz.
Como as particulas apresentaram tamanho de didmetro heterogéneo, o aparelho de DLS
apresenta um erro devido a grande diferenga entre as particulas em tamanho médio e o
tamanho de uma Unica particula. A estabilidade das NPPs foram investigadas por medidas do
potencial zeta & Observou-se que os polimeros de PLGA produzem NPPs com potencial
negativo devido as carboxilas terminais do PLGA na superficie das particulas™. A
estabilidade aumentou com a incorporacdo da HNK (Tabela 2). No caso das NNPs PLGA-CB
e PLGA-DN a presenca da lignana na forma de solido sem incorporagdo ndo permitiu a
medida do potencial zeta.

Diante desses resultados somente as NNPs PLGA-HNK deram sequéncia ao trabalho
em relacdo a porcentagem de incorporacdo, velocidade de liberacdo e avaliacdo da
citotoxicidade, todos esses procedimentos realizados na primeira etapa do trabalho na FEIS-

UNESP.
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Tabela 2. Tamanho da distribuicdo das particulas, polidispersidade e potencial zeta &

das NPPs PLGA e PLGA-HNK

Tamanho médio Tamanho das
Polimero- Potencial Zeta &
das particulas P.D.I. particulas
Lignana (mV)
(nm) (nm)
PLGA 8789 0,768 336,4 -15,4
PLGA-HNK 7482 0,254 220,2 -18,5

4.4.2. Eficiéncia de encapsulamento da HNK nas NPPs PLGA-HNK

A eficiéncia de encapsulamento foi obtida a partir dos espectros de refracdo do
UV/Vis no comprimento de onda variavel, ajustado no comprimento de 288 nm para a HNK.
O solvente utilizado foi o diclorometano, para rampa foram utilizadas 5 concentracGes
diferentes da HNK. As NNP de PLGA vazio ndo apresentam pico de absor¢do em 288 nm. A
porcentagem de HNK encapsulada no PLGA (65:35) foi representada pela equacao: eficiéncia
de encapsulacdo (%) = quantidade total de determinada HNK em NPPs x 100 / quantidade
total de HNK teoricamente associada com NPPs, usando a equacdo linear y =
24,43615x+0,09851 com coeficiente de correlacdo, r?=0,99943, obteve-se o valor de
porcentagem de incorporacdo de 84% (Figura 30).

A eficiéncia de encapsulamento foi muito boa em relagdo a muitos outros farmacos ja
encapsulados como o Docetaxel (quimioterapico)®, onde as porcentagens de encapsulamento

variam de 5 a 73% dependendo das condigdes empregadas na sintese das NNPs.
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Figura 31. Eficiéncia de encapsulamento da HNK nas NNPs de PLGA (PLGA-HNK)
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4.4.3. Ensaios de Proliferagdo celular das NPPs PLGA-HNK

O ensaio de viabilidade celular das NNPs PLGA-HNK foi realizado com a linhagem
Si-Ha para a qual a HNK livre foi menos seletiva, a fim de verificar se o encapsulamento
melhora a ag&o antiproliferativa da HNK sobre essa linhagem (Figura 31).

Figura 32. Resultado do ensaio de viabilidade celular das NNPs PLGA-HNK e da

HNK livre sobre a linhagem Si-Ha
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As nanoparticulas de PLGA ndo apresentaram citotoxicidade sobre as células em

comparagdo com o controle negativo. A HNK livre ndo apresentou diferenca estatistica entre
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as trés concentragcdes avaliadas com méaximo de inibicdo da viabilidade celular de 63%
(Figura 30) em relacdo ao controle negativo. Em relacdo as NNPs-PLGA-HNK houve
diferenca estatistica (P<0,05) entre as trés concentracdes avaliadas e o controle negativo,
porém ndo houve diferenca estatistica significante entre a concentracdo de 29,8 UM e o
controle positivo podofilotoxina (Figura 31). A maior porcentagem de inibicdo da viabilidade
celular das NNPs-PLGA-HNK avaliadas foi de 50% na concentracao de 29,8 uM.

Em comparacdo com a HNK livre as NNPs PLGA-HNK foram mais toxicas as células
da linhagem Si-Ha, pois, a concentracdo da HNK livre necessaria para uma inibicdo de 50%
das células foi muito superior aquela da HNK encapsulada (Figura 31), ou seja, 0 ICso para a
HNK livre foi 110 uM e para a encapsulada foi de 29,8 uM.

Esses resultados demonstram que o encapsulamento aumentou a acdo citotoxica da

HNK sobre a linhagem Si-Ha.

4.5. Sintese das NNPs PLGA-lignanas, PLGA-PEG-lignanas, caracterizacgao,
eficiéncia de encapsulamento, velocidade de liberacdo e citotoxicidade (Realizado na

segunda parte do Projeto na FCT - Universidade Nova de Lisboa, Portugal)

4.5.1 Caracterizactes das NNPs PLGA-Lignanas

4.5.1.1 Estudo da Morfologia das NPPs de PLGA

Apds as sinteses por nanoemulsdo-evaporacdo do solvente utilizando o sonicador as
NNPs foram obtidas como p6s com rendimentos massa/massa de 26%, 23%, 30% e 24%
respectivamente, para as NNPs PLGA-HNK, PLGA-CB e PLGA-DN. Essas NNPs foram
obtidas em formas esféricas, mas agora com tamanhos menores variando de 320 nm a 150 nm
(Figura 32). Para as NNPs PLGA-HNK o método de sonicagdo forneceu NNPs com menores
tamanhos sem aparente interagdo externa da lignana com as NNPs de PLGA (Figura 32B).

Entretanto, mesmo utilizando o sonicador as micrografias mostram novamente que parte da
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CB (Figura 32C) e da DN (Figura 32D) ndo foram encapsuladas adequadamente restando
muito composto livre misturado as NNPs do PLGA. A CB se apresenta na forma de longas
agulhas sobre as NNPs de PLGA, enquanto para DN a micrografia (Figura 32D) indica que as
NNPs de PLGA envolvem a DN sélida formando aglomerados que se parecem com pele de
cobra. A lavagem e centrifugacdo das NNPs apds a sintese, justamente para eliminar o
polimero, o surfactante e o farmaco ndo encapsulado nao foi eficaz, provavelmente devido a
insolubilidade desses compostos aliadas a uma possivel interacdo fisica com as NNPs de
PLGA. Desta forma, o excesso dessas lignanas ndo incorporadas torna dificil a realizacdo do
teste de eficiéncia do encapsulamento e ensaios bioldgicos para as NNPs de PLGA-CB e
PLGA-DN

A partir da obtencdo das NNPs de PLGA:HNK foi comprovada a eficiéncia do uso do
sonicador em relagdo a agitacdo mecénica. Bilati et al. (2005) %%studaram a influéncia do
processo de sonicacdo sobre as caracteristicas das nanoparticulas de PLGA obtidas pelo
mesmo método e comprovou que a duracdo e a intensidade da sonicacdo tem a capacidade de
modificar o tamanho e a distribuicdo da populacdo de nanoparticulas. Esse autor demonstrou
que a duracdo do segundo passo de mistura, que conduz a emulsdo a / o / a, tem uma
influéncia maior no tamanho médio final das particulas do que no primeiro passo para a
emulsdo de agua em Oleo. Este estudo sugeriu que existe um limiar para a intensidade de

sonicac&o levando a um tamanho de particula controlado com uma distribuicao estreita®!.
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Figura 33. Micrografias obtidas das NNPs por MEV: A) PLGA, B) PLGA-HNK, C)

PLGA-CB e D) PLGA-DN,
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A constatacdo de que a incorporacdo da CB e DN ndo ocorreu mostrou que
independentemente do método de agitacdo essas duas lignanas ndo sdo facilmente
incorporadas o que novamente indica o efeito de suas estruturas no processo de formacao e
estabilidade da emuls&o.

Com base nos resultados obtidos para essa trés lignanas, todas as etapas posteriores de

continuacédo do estudo foram conduzidas apenas com a HNK.

4.5.1.2 Caracterizagdo do tamanho e estabilidade das particulas
Os tamanhos e a estabilidade das NNPs de PLGA-HNK na proporcdo PLA: PGA de

50:50 foram comparados a aqueles obtidos com as NNPs de PLGA 65:35 (Figura 28A e 28B)
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com o objetivo de avaliar a influéncia da constituicdo do PLGA sobre a estabilidade das
NNPs formadas. As caracteristicas médias de tamanho de particula, determinadas pelo DLS
realizadas com as NNPs com os dois tipos de PLGA (Tabela 3) condizem com o observado
nas micrografias de MEV (Figura 28A e 28B para 0 PLGA 65:35 e Figura 33A e 33B para o
PLGA 50:50)

Figura 34. Micrografias das NPPs obtidas por MEV: A) PLGA (50:50) e B)

PLGA(50:50)/HNK

Os valores numéricos de potencial zeta indicam que para as NNPs vazias de PLGA a
proporgdo de PLA e PGA tem pouca significancia, entretanto quando ocorre a incorporagdo
da HNK as particulas obtidas com o PLGA 50:50 foram mais estaveis com valores de

potencial zeta muito superiores (Tabela 3).

Tabela 3. Comparagdo entre tamanho da distribuicdo das particulas, polidispersidade e

potencial zeta & das NPPs obtidas com PLGA 65:35 e PLGA 50:50.

Tamanho das
Tamanho médio Potencial Zeta
Polimero-Lignana P.D.I. particulas
das particulas (nm) & (mV)
(nm)
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PLGA (65:35) 2423 0,087 230,7 53,7
PLGA(65:35)-HNK 221,8 0,083 315 -65,6
PLGA (50:50) 238,8 0,130 252,1 57,3
PLGA (50:50)-HNK 249,8 0,123 258,2 -85,9

Em relacdo ao tamanho das particulas, 0 PLGA 50:50 forneceu NNP valores menores
nas NNP vazias e naquelas onde a HKN foi incorporada. As particulas de PLGA 50:50
apresentaram maior polidispersividade o que significa um maior numero de particulas com
tamanhos diferentes em relacdo ao PLGA 65:35. A polidispersividade esta relacionada com a
distribuicdo do tamanho de particulas na solugdo. Particulas com PDI menores do que 0,1 a
0,4 sdo consideradas com média polidisperdividade, acima de 0,4 sdo consideradas muito
polidispersivas®®.

As micrografia obtidas por MET mostram que antes (Figura 34A) e depois da
incorporacdo com a HNK (figura 34B) as NNPs se encontram em aglomerados. 1sso ocorre
guando o PVA é retirado, pois diminui a estabilidade das particulas ocasionando a

aglomeracao.

Figura 35. Micrografias obtidas por MET: A) NPPs de PLGA (50:50) e B) PLGA

(50:50)-HNK
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4.5.1.3 Estudo da Morfologia das NPPs de PLGA-PEG e PLGA-PEG-HNK

Além dos PLGA 65:35 e 50:50 também foi utilizado o PLGA-PEG 10% a fim de
avaliar como a introducdo de um maior grau de hidrofilicidade afeta a estabilidade das NNPs
guando a HNK é incorporada. As micrografias obtidas por MEV mostraram as NNPs PLGA-
PEG-HNK com valores de diametros variando de 270 a 230 nm e as NPPs de PLGA-PEG
com diametros de 125 a 200 nm (Figura 35). Portanto, houve aumento no tamanho da
particula com a incorporacdo da HNK assim como relatado na literatura para alguns farmacos,
entretanto, o tamanho da NNPs com o farmaco depende das condicdes empregadas nas
sinteses®L.

Essas micrografias mostraram particulas esféricas indicando que a introducdo do PEG
aparentemente ndo alterou a forma das NNPs e nem a aglomeracdo entre elas, mas mostra
uma camada aparentando um filme fino sob as particulas, que pode ser a peguilacdo do
PLGA, que forma uma cadeia em torno de suas particulas*.

Figura 36. Micrografias das NPPs obtidas por MEV. A) PLGA-PEG e B) PLGA-

PEG-HNK
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Esta camada também pode ser observada nas micrografias de MET (Figura 36). Ao
observar os resultados de potencial zeta é posivel observar maiores valores absolutos para as

NNPs PLGA-PEG em relacdo as NNPs PLGA (50:50) (Tabela 4) e na comparacdo entre as
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NNPs de PLGA(50:50)-HNK (Tabela 3) e PLGA-PEG-HNK esses valores foram muito
maiores, ou seja, com base nos valores obtidos, a incorporacdo do PEG aumentou
significativamente a estabilidade da NNPs contendo a HNK.

Figura 37. Micrografias das NNPs obtidas por MET: A) PLGA-PEG e B) PLGA-

PEG-HNK

Tabela 4. Tamanho da distribuicdo das particulas, polidispersidade e potencial zeta &

das NPPs preparada pelo método de emulsao/evaporacéo utilizando o sonicador.

Tamanho das Tamanho das Potencial Zeta &
Polimero-Lignana P.D.I.
particulas (nm) particulas (nm) (mV)
PLGA-PEG 266 0,078 278,5 -69,5
PLGA-PEG-HNK 268,7 0,119 293,4 -114,3

4.5.1.4 Analises térmicas
A estabilidade térmica da HNK e das NNPs com e sem a HNK foi avaliada através da
termogravimétrica (TG) que mede a variacdo de massa de uma substancia como uma funcao

da temperatura e/ou do tempo®.
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Na figura 37 pode-se observar o inicio da perda de massa da HNK a partir dos 50°C e
outra perda significativa a 220 °C indicando decomposi¢do do composto. As NPPs PLGA
vazias e as de PLGA-HNK e PLGA-PEG-HNK apresentaram comportamento semelhante,
mas a PLGA-HNK apresentou perda de massa mais significativa do que as NNPs de PLGA
vazias indicando que a HNK tem influéncia sobre o comportamento térmico da particula. Em
relacdo as NNPs de PLGA-PEG e PLGA-PEG-HNK pode-se observar que as NNPs contendo
a HNK sdo mais estaveis termicamente, pois a perda de massa acontece em maior
temperatura. Na comparacdo entre as duas NNPs contendo a HNK, a presenca do PEG
contribui para o aumento da estabilidade térmica, pois as for¢as que mantem a estabilidade

das particulas sdo mais fortes e por isso as particulas mais estaveis*.

Figura 38. Termogramas de TG das NPPs PLGA, PLGA-HNK, PLGA-PEG,

PLGA-PEG-HNK e HNK.
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A Calorimetria Diferencial de Varredura € uma técnica utilizada para medir a
temperatura e a entalpia associadas a transicdo de fase dos materiais em funcdo do tempo e da
temperatura. Os termogramas (Figura 38) foram feitos para a comparacdo entre NPPs PLGA,
PLGA-HNK, PLGA-PEG-HNK e a HNK. A trasicdo vitrea (Tg) do PLGA (46°C)%, foi
observada em todas as NPPs. O pico endotérmico aos 83°C da HNK € observado nas NPPs
incorporadas, assim como o pico endotérmico caracteristico desse composto em torno de 191
°C. As NPPs PLGA-PEG e PLGA apresentam comportamentos diferentes na degradacéo
devido cada um a sua constituicéo.

Figura 39. Termogramas das NPPs PLGA, PLGA-HG, PLGA-PEG, PLGA-

PEG-HNK e HNK.
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4.5.2. Eficiéncia de Encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento da HNK foi avaliada para as NNPs de PLGA (50:50)-
HNK e PLGA-PEG-HNK gue se mostraram mais estaveis. As analises foram realizadas como
descrito anteriormente através um detector de UV de comprimento de onda variavel, ajustado
no comprimento de 288 nm (Figura 39). A porcentagem de HNK encapsulada nas NPPs de
PLGA (50:50) e nas NNPs de PLGA-PEG foi representada pela equacdo: eficiéncia de
encapsulacdo (%) = quantidade total de determinada HNK em microparticulas x 100 /
guantidade total de HNK teoricamente associada com NPPs, usando a equacdo linear y =
19,13579x+0,06363 e o coeficiente de correlagio, r’=0,99286, podendo-se afirmar que a
porcentagem de incorporacdo foi de 88% para as de NPPs de PLGA(50:50)-HNK e de 83%
para as NNPs de PLGA-PEG-HNK. Comparando-se as duas NNPs analisadas a menor
porcentagem de incorporacdo da HKN nas NNPs de PLGA-PEG pode ser devido ao processo
de peguilacdo que reduz a capacidade de incorporacdo de composto hidrofébicos como a
HNK. Na peguilacdo ha a formacédo de micelas onde as cadeias do PEG ficam orientadas para
fora na parte externa da particula e com isso repelem as moléculas dos compostos mais

hidrofébicos*.
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Figura 40. Eficiéncia de encapsulacdo das NPPs de PLGA (50:50)-HNK e PLGA-
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4.5.3 Ensaio de Liberacdo

Os ensaios de liberacdo foram realizados em dois pHs diferentes que simulam os
encontrados no estomago (1,2), intestino e sangue (7,4).

Em relacdo ao pH 1,2 as NNPs PLGA-PEG-HNK atingiram seu maximo de liberacédo
apos 30 minutos, caindo para 75% ap6s 3h de ensaio, essa queda pode estar relacionada a
decomposicdo da HNK neste pH acido. As NNPs de PLGA-HNK atingiram o maximo de
liberacdo mais rapido com tempo de 18 minutos e depois caiu para 75%, provavelmente pelo
mesmo motivo acima (Figura 40).

No pH 7,4 as NNPs de PLGA-HNK apresentaram maxima liberacdo (100%) apo6s 30
minutos, depois ocorre uma diminui¢cdo muito provavelmente devido a precipitagdo da HNK
no meio aquoso o que dificulta a sua obtencédo a partir da coleta para a anélise de UV. Neste
mesmo pH as NNPs de PLGA-PEG-HNK liberaram mais rapidamente a HNK (15 minutos)
(Figura 39), sendo que a taxa de liberagdo com o passar do tempo caiu drasticamente,

diferente do observado para o outro pH (1,2), este fato pode indicar que além da precipitacgéo,
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apos liberacdo, a HNK pode estar interagindo com as moléculas dos polimeros e com isso ndo

foi detectada livre detectada quando a analise de UV foi realizada.

Figura 41. Resultado dos ensaios de liberacdo com as NNPs de PLGA-HNK e PLGA-

PEG-HNK
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De forma geral, as NNPs de PLGA-PEG-HNK foram as mais estveis, entretanto no
ensaio de liberacdo da essas NNPs ndo apresentaram resultados promissores no pH que faz
analogia ao pH do intestino e do sangue e que corresponde a principal via de administracdo de
NNPS contendo farmacos: a intravenosa®. Entretanto, ambas as NNPs de PLGA(50:50)-
HNK e PLGA-PEG-HNK foram avaliadas contra as células tumorais das linhagens HCT116,

A549, A2780.
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4.5.4. Avaliacdo da citotoxicidade das NNPs de PLGA(50:50)-HNK e PLGA-
PEG-HNK contra as linhagens tumorais HCT116, A549, A2780

Os ensaios in vitro foram realizados usando os ensaios colorimeétricos com MTS como
descrito no procedimento experimental com tempo de exposicao das células as NNPs de 24h
A analise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism v6.01 (GraphPad Software, La
Jolla, California, EUA). Para as células HCT116 de cancer colo-retal as NNPs com a HNK
apresentaram resultados semelhantes, mas com inibicdo da viabilidade celular abaixo do 20%
em relacdo ao controle negativo (PLGA e PLGA-PEG vazias). A HNK livre apresentou
inibicdo da proliferacdo celular de 36%, ou seja, maior do que quando incorporada e menor do
que o controle doxorubinicina que apresentou 60% de inibicdo (Figura 41). A doxorubicina é
um agente quimioterapico muito utilizado, entretanto, neste ensaio ndo apresentou
consideravel eficacia indicando o potencial agressivo desse tipo de célula®®®,

Figura 42. Avaliacdo da HNK livre e incorporada em NNPs contra a linhagem

tumoral HCT116
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Para a linhagem tumoral A549 de cancer de pulmé&o os ensaios foram feitos em trés
diferentes concentragdes (Figura 42). A HNK livre foi a que apresentou maior inibicdo dessas
células na concentracdo de 50 UM (20%), enquanto as NNPs com e sem HNK, assim como o
controle doxorubicina apresentaram valores inferiores de inibicdo da viabilidade celular.
Esses valores atestam a ineficiéncia de todos as formulacbes avaliadas bem como do controle
positivo doxorubicina sobre essa linhagem de célula.

Figura 43. Avaliacdo da UNK livre e incorporada em NNPs contra a linhagem

tumoral A549
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No ensaio contra as celulas A2780 novamente a HNK livre se mostrou mais ativas do
que quando incorporada nas NNPs (Figura 43). Na concentracdo de 75 uM a HNK inibiu 50%
a viabilidade celular enquanto o controle doxorubicina inibiu 70%, mas na concentracdo de
0,4 UM, ou seja, possui maior atividade. Entre as NNPs as de PLGA-PEG-HNK foram mais
ativas do que as PLGA-HNK com inibicdo da proliferacdo celular de 22%. As NNPs de
PLGA e de PLGA-PEG vazias ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes quando

comparadas ao controle negativo, portanto ndo foram tdxicas as células.
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Figura 44. Avaliacdo da HNK livre e incorporada em NNPs contra a linhagem

tumoral A2780.
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Nestes ensaios as NNPs incorporadas com a HNK ndo apresentaram o comportamento
tipico de farmacos encapsulados que apresentam maior citotoxicidade do que o farmaco livre.
O tipo de célula avaliada também deve ser observado, pois as trés linhagens avaliadas séo de
tumores de células de rapida multiplicacdo e com alto grau de comprometimento do 6rgdo ou
tecido em que ocorrem.

Contra a linhagem Si-Ha somente as NNPs de PLGA(65:35):HNK foram avaliadas e

sobre essa linhagem essas NNPs foram mais ativas do que a HNK livre.
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5. CONCLUSOES GERAIS

As lignanas CB e (-)-HNK foram extraidas da Piper cubeba, caracterizadas com
sucesso apresentado a pureza adequada para 0s ensaios bioldgicos;

A reacéo de nitracdo da HNK foi eficiente na obtencdo da DN em 92% de rendimento

As trés lignanas foram avaliadas em ensaios in vitro contra células tumorais Hep-2 e
Si-Ha e apresentaram boas porcentagens de inibicdo da proliferacdo celular para ambas as
linhagens mas em elevadas concentragdes;

O método de emulsdo e evaporacdo do solvente com uso do sonicador foi mais eficaz
em fornecer nanoparticulas de menores tamanhos e maior estabilidade;

A proporcao entre PLA e PGA no PLGA (65:35 ou 50:50) ndo tem significancia em
relacdo a particula vazia, mas quando a HNK foi incorporada as NNPs de PLGA 50:50 foram
mais estaveis;

O uso de PLGA-PEG na incorporacdo da HNK quase dobrou o valor do potencial zeta
para essas NNPs em relacdo ao obtido para as NNPs de PLGA(50:50)-HNK o que mostra a
importancia do PEG para a estabilidade da nanaoparticula.

As técnicas utilizadas para a determinacdo da morfologia mostraram que todas as
NNPs contendo a HNK apresentaram forma esférica com tamanhos variando de 150 a 350 nm
sendo as de PLGA-PEG-HNK as de menor tamanho;

A HNK foi encapsulada com 84% de eficiéncia nas NNPs de PLGA(65:35)-HNK,
88% no PLGA(50:50)-HNK e com 83% no PLGA-PEG-HNK;

Nos ensaios de velocidade de liberagdo as NNPs de PLGA-HNK tiveram seus
méaximos de libera¢do apds 30 minutos em pH 7,4 e 18 minutos em pH 1,2. Para as NNPs de
PLGA-PEG-HNK os méximos de liberacdo foram apds 30 minutos para pH 1,2 e 15 minutos

para o pH 7,4 o que pode indicar que a HNK foi incorporada em nanocapsulas;
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Em relacdo a atividade citotoxica das NNPs é possivel afirmar que as NNPs de
PLGA(50:50)-HNK e PLGA-PEG- HNK ndo foram mais ativas do que HNK livre contra as
células de tumores mais agressivos, entretanto as NNPs de PLGA(65:35)- HNK apresentaram
acao antiproliferativa bastante satisfatoria em comparacdo com a HNK livre contra as células
da linhagem Si-Ha;

Os resultados comprovaram a eficiéncia das NNPs PLGA(65:35)-HNK somente

contra as células da linhagem Si-Ha.
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