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RESUMO

ESTUDOS FITOQUIMICOS E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE
EXTRATOS VEGETAIS DE CASEARIA SYLVESTRIS NANOENCAPSULADOS. O
termo cancer refere-se a neoplasias que sao caracterizadas pelo crescimento
desordenado de células que apresentam algum tipo de mutagao genética. O cancer
de préstata € a neoplasia com maior incidéncia em homens. Em sua fase inicial, a
neoplasia de préstata € horménio dependente, dessa forma a terapia atual é
baseada no bloqueio da biossintese de horménios, porém apos o periodo inicial do
tratamento as células neoplasicas voltam a crescer desordenadamente se tornando
resistente ao tratamento. Apesar de existirem farmacos em triagens clinicas, ainda
se faz necessaria a procura de moléculas que exibem atividade contra células
neoplasicas prostaticas. Os produtos naturais possuem grande importancia no
tratamento do cancer. Devido ao seu antigo histérico de efeitos benéficos a saude
humana e principalmente a sua atividade citotoxica sobre células neoplasicas a
planta estudada foi a Casearia sylvestris. Porém a insolubilidade e biodisponibilidade
baixa em meios aquosos dificulta a utilizagdo destes compostos. Na tentativa de
diminuir essa limitag&do, sistemas nanoestruturados de liberagdo de farmacos tém
sido reconhecidos como veiculos promissores. As nanoparticulas poliméricas tém
sido utilizadas para superar problemas de solubilidade, biodisponibilidade e
direcionamento para células alvo (tumor). O objetivo desse trabalho foi o preparo de
formulagbes de nanoparticulas poliméricas contendo extrato vegetal de C. sylvestris
e avaliagédo da atividade citotoxica em linhagens de células sadias e carcinoma de
prostata. Para isso, foram desenvolvidos 3 planejamentos fatoriais 22 | para analise
dos parametros: estabilidade em solugdo, eficiéncia de encapsulameto e
recuperacao. As nanoparticulas foram preparadas pelo método de nanoprecipitagao,
e a estabilidade a eficiéncia de recuperacao e eficiéncia de encapsulamento foram
satisfatdrias. Nos ensaios biolégicos em células, as formulagdes de nanoparticulas
apresentaram seletividade de até 23 % entre células sadias e neoplasicas,
diminuindo a viabilidade de células de carcinoma de préstata em 45 %. Dessa forma,
extratos vegetais de C. sylvestris mostraram ser ativos em células neoplasicas, e
nanoparticulas poliméricas podem ser sistemas de liberacdo promissores no
tratamento de carcinoma de prostata.

Palavras-chave: cancer de prostata, Casearia sylvestris, nanoparticulas poliméricas.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDIES AND EVALUATION OF THE ANTITUMORAL
ACTIVITY OF NANOENCAPSULATED VEGETABLE EXTRACTS OF CASEARIA
SYLVESTRIS. The term cancer refers to neoplasias that are characterized by
uncontrolled growth of cells that have some kind of genetic mutation. Prostate cancer
is the cancer with the highest incidence in men. In its initial phase, the prostate
cancer is hormone dependent, so current therapy is based on blocking the
biosynthesis of hormones, but after the initial treatment, neoplastic cells grow back
inordinately becoming resistant to treatment. Although there are drugs in clinical
trials, it’s still necessary the search for molecules that exhibit activity against prostate
cancer cells. Natural products have a great importance in cancer treatment. Due to
its past history of beneficial effects on human health and especially its cytotoxic
activity on cancer cells, the plant Casearia sylvestris was studied. However, the
insolubility and low bioavailability in aqueous media hamper the use of these
compounds. In an attempt to reduce this limitation, nanostructured systems for drug
delivery have been recognized as promising vehicles. Polymeric nanoparticles have
been used to overcome problems of solubility, bioavailability and aiming the target
cells (tumor). The purpose of this work was the preparation of formulations of
polymeric nanoparticles containing plant extract of C. sylvestris and evaluation of
cytotoxic activity in cell lines and healthy prostate carcinoma. Thus, 3 factorial 22
designs were developed, and parameters as solution stability, recovery and
encapsulation efficiency were considered. The nanoparticles were prepared by the
method of nanoprecipitation, and the stability, recovery and encapsulation efficiency
were satisfactory. In biological tests, the nanoparticles formulations showed
selectivity up to 23 % on healthy and neoplastic cells, decreasing the viability of
prostate carcinoma cells by 45%. Therefore, plant extracts of C. sylvestris shown to
be active in cancer cells, and polymeric nanoparticle delivery systems may be
promising in the treatment of prostate carcinoma.

Keywords: prostate cancer, Casearia sylvestris, polymeric nanoparticles.
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1 - INTRODUGAO
1.1 - Neoplasias (Cancer)

As neoplasias, popularmente conhecidas como cancer, sdo patologias
antigas, com relatos em humanos datados de 3.000 a.C em papiros egipcios se
referindo a tumores de mama. Séculos depois na Grécia antiga 360 a.C, Hipdcrates
diferenciou os tumores malignos de benignos (REDDY et al., 2003).

Atualmente, o termo cancer se refere a neoplasias que sao
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que apresentam algum tipo
de mutagao genética, podendo ser também chamadas de células transformadas ou
células que sofreram carcinogénese (Figura 1.1). As neoplasias correspondem a um
conjunto de mais de 100 doengas associadas a varios sistemas do corpo humano.
Essas células transformadas podem adquirir caracteristicas metastasicas,
assumindo a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes do seu
local de origem (ALMEIDA et al., 2005).

O céncer é a segunda principal causa de morte no mundo, tendo um
numero anual de aproximadamente 6 milhdes de casos, perdendo apenas para
doencgas cardiovasculares (SRIVASTAVA et al.,, 2005). Estima-se que no Brasil
somente no ano de 2012, 520 mil novos casos de neoplasias foram diagnosticados.
Entre elas, as neoplasias de pele ndo melandmica, préstata, mama e pulmé&o foram
os mais comuns (INCA, 2012).

Citoplasma

Membrana

Ndcleo Citoplasmatica

Celular

Carcinogénese
2
Agente
Carcinégeno
Célula Normal Célula Neoplasica

FIGURA 1.1: Transformacdo de uma célula normal em célula neoplasica (ALMEIDA
et al., 2005)



1.2 - Neoplasia de Préstata

O cancer de prostata é a neoplasia com maior incidéncia em homens,
sobretudo na faixa etaria acima dos 40 anos. De acordo com levantamentos do
DATASUS-INCA, entre 2002 a 2010 esta patologia afetou aproximadamente 13% da
populagcdo masculina (INCA, 2012). O quadro atual tende a crescer, devido ao
aumento da expectativa de vida da populagdo. O mesmo levantamento descreve um
aumento no numero de casos de neoplasia na populagéo brasileira no periodo de
1980 a 2010. Entre os diferentes tipos de neoplasias diagnosticadas neste periodo o
cancer de préstata apresentou o maior aumento percentual geral variando de 7,3
para 13,8% (INCA, 2012).

A prostata € um 6rgao importante para a fertilidade masculina, sendo
responsavel pela produgdo de partes dos componentes do liquido seminal. A
prostata se torna disfuncional aumentando seu tamanho, sendo este um quadro
clinico conhecido como hiperplasia prostatica benigna (TIWARI et al.,2005). Em
geral, essa patologia é de facil tratamento, podendo ser realizada por meio da
farmacoterapia ou intervencgéo cirurgica. Além disso, o quadro patoldgico deve ser
constantemente monitorado observando algumas alteragdes malignas, que configura
o cancer de prostata. Em sua fase inicial, a neoplasia de prostata € horménio
dependente, isto €, multiplica-se a partir da agdo dos horménios testosterona e
principalmente, diidrostestoterona no receptor andrégeno (GAO et al., 2005). Dessa
forma a terapia atual € baseada no uso de finasterida, a fim de bloquear a
biossintese de diidrotestoterona e de antagonistas do receptor andrégeno, com
alguns farmacos nao esteroidais como flutamida, nilutamida, bicalutamida (TRAN et
al., 2009) ilustrados na Figura 1.2.

Apesar de existir centenas de farmacos em triagens clinicas, como
MDV3100 e YM155, que ja apresentaram resultados prévios promissores, ainda se
faz necessaria a procura de moléculas que exibem atividade contra células
neoplasicas prostaticas (CLINICAL TRIALS, 2012).
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FIGURA 1.2: Farmacos utilizados no tratamento de carcinoma de prostata (1)
finasterida, (2) flutamida, (3) nilutamida e (4) bicalutamida.

1.3 - Agentes Carcinégenos e Fatores de Risco

A vulnerabilidade do material genético as agressdes impostas pelo
ambiente tem motivado um aumento significativo no numero de estudos sobre
lesbes e alteragdes genéticas, induzidas por substancias quimicas, fisicas e
biolégicas (BRAMBILLA & MARTELLI, 2009).

Nos seres vivos, o material genético € definido por uma ordem
especifica de nucleotideos na molécula de DNA. Porém, as bases nitrogenadas que
compdem esta molécula frequentemente estdo expostas a agentes naturais ou
artificiais, que podem provocar alteragcdes estruturais ou composi¢cao quimica,
denominadas mutacdes (ZAHA et al., 2003). A maior parte dos agentes mutagénicos
exibe um espectro de mutagdes caracteristico, que depende de varios fatores como:
modificacdes de bases, quebra de filamentos e incorporagcdes de bases modificadas.
Essas alteragcbes provocam respostas por parte do organismo. Algumas dessas
modificagdes podem ser corrigidas, mas outras sao irreversiveis, onde o material
genético é duplicado gerando fitas de DNA alteradas. (PRESTON et al., 1987).

Alteracdes irreversiveis no DNA sdao o ponto de partida da

carcinogénese, ou seja, a conversao de uma célula normal em uma célula maligna.



Este processo é geralmente lento, podendo demorar anos para que uma célula
modificada de origem a um tumor clinicamente detectavel. O inicio da carcinogénese
se da através da exposigcdo de células a agentes carcindgenos repetidamente,
sendo que a progressao clinica é caracterizada pela proliferagdo descontrolada e
continua de células modificadas ou malignas, evoluindo para manifestagdes clinicas
e metastase (LOUREIRO et al., 2002).

Atualmente diversas substancias potencialmente mutagénicas ou
carcinogénicas estdo presentes no cotidiano em diferentes contextos, como:
radiacao, virus, habitos alimentares e sociais, medicamentos, agrotdxicos, além da
poluicao tipica de grandes centros urbanos (DOLL & PETO, 1998). A maioria dos
carcindégenos apresenta uma propriedade em comum, sdo eletrofilicos altamente
reativos que reagem em regides nucleofilicas na célula, ou seja, regides ricas em
elétrons. Evidéncias apontam o DNA como alvo primario. Nessas ligagdes sao
formados os adutos de DNA sendo que a base de DNA mais suscetivel a esse tipo
de ataque é a guanina. Tais adutos podem levar a mutagdes iniciando o processo de
carcinogénese (CALVIELLO, 2006). Os carcinégenos podem ser divididos em varias
classes, como mostrados na Tabela 1.1. Os genotoxicos sdo aqueles que alteram a
estrutura primaria do DNA, os pro-carcindgenos sao compostos que necessitam de
ativagdo metabdlica para manifestar seus efeitos téxicos. Por ultimo os carcindbgenos
epigenéticos nao alteram a sequéncia primaria do DNA, e sim os eventos
relacionados a proliferacéo e diferenciagao celular (REDDY et al., 2003).

Evidéncias demonstram que os canceres humanos resultam da
exposicao a fatores ambientais como fumo e dieta, comportamento sexual e
reprodutivo, infecgbes e exposi¢gdes ocupacionais, além de fatores genéticos. Pelo
menos 35% dos canceres sdo causados pela dieta. Porém, nos casos de cancer de
célon, habitos alimentares chegam a ser responsaveis por 80% dos casos. Quando
se adiciona alcool e tabagismo a essa dieta a percentagem sobe drasticamente.
Além disso, a predisposigdo genética é responsavel por 20% da incidéncia de
cancer. Logo, a grande maioria dos casos de cancer estd associada a fatores
ambientais, somados a comportamentos de risco adquiridos pelo individuo (REDDY
et al., 2003).



TABELA 1.1: Classes de agentes carcinégenos.

Classe

Exemplos

Carcinégenos Genotoéxicos

Primarios, agentes alquilantes diretos

Pré-carcinégenos

Hidrocarbonetos aromaticos
Policiclicos

Nitrosaminas
Hidrazina

Inorganico

Carcinégenos Epigenético

Promotores
Hormonios
Imunossupressores

Cocarcindgenos

Nao-classificados

Proliferadores de Peroxissoma

Dimetilsulfato, [(-propiolactonel, etileno
imina, safrol

Benzo[a]pireno

Dimetilnitrosamina
1,2-Dimetilhidrazina

Cadmio, plutdnio

Esteres de forbol, sacarina, acidos biliares
Estrogenos
Analogos da purina

Catecol

Esteres de ftalato

Fonte: REDDY et al., 2003



1.4 - Produtos Naturais

E considerado produto natural todo composto gerado essencialmente
pela biossintese de determinada planta, micro-organismo ou animal, sendo fonte de
inspiracéo para diversas areas da quimica e da ciéncia de um modo geral. Usando,
copiando ou modificando as moléculas biossintetizadas pelos seres vivos, 0 homem
tem obtido inovacbes em seu beneficio préprio em muitas areas, entre elas, na
producao de farmacos. Do analgésico morfina ao antibiético penicilina, passando
pelo anticancer paclitaxel (Taxol®), estima-se que 80% dos farmacos em uso s&o
produtos naturais ou derivados (COSTA-LOTUFO et al.,2009).

Entre 1981 e 2010, das 1.130 novas substancias quimicas aprovadas
como farmacos (US Food and Drug Administration, FDA), 27% foram produtos
naturais ou derivados destes. Ainda, no mesmo periodo, outros 22% foram
derivados de moléculas sintéticas que mimetizam os produtos naturais. Mesmo com
o grande interesse em modelagem molecular, quimica combinatéria e técnica de
sintese quimica por instituicbes de pesquisa e industria farmacéutica, os produtos
naturais, particularmente, as plantas medicinais, permanecem como uma importante
fonte de novos agentes terapéuticos contra doengas infecciosas, cancer,
imunomodulagao, dislipidemias, e etc. (NEWMAN & CRAGG, 2012).

Aproximadamente 74% dos principais produtos medicinais obtidos de
produtos naturais foram descobertos através da orientagdo baseada em resultados
revelados pela medicina popular. A utilizacdo de diversas plantas na medicina
popular representa uma investigacdo pré-clinica que nédo pode ser ignorada ou
desprezada. O Brasil dispbée de uma imensa biodiversidade, que contém grande
potencial quimico e relativa facilidade de coleta (BRAZ FILHO, 2010).

A biodiversidade dos biomas brasileiros pode e necessita ser estudada
para a descoberta de novas plantas medicinais. A interacdo entre plantas e seus
predadores naturais também pode ser utilizada como suporte para a descoberta de
substancias ativas e, por sua vez, orientar as investigacdes farmacolégicas. Portanto
a investigagdo, isolamento e determinacdo estrutural de substancias organicas
produzidas pelo metabolismo vegetal representam importancia fundamental para o
desenvolvimento da propria quimica de produtos naturais e contribuem para o
avanco de outras atividades cientificas e tecnolégicas no pais. A diversidade

estrutural de substancias isoladas da flora brasileira, e o potencial relevante desse



arsenal quimico podem se revelar como solugao para inumeros problemas de saude
publica (BRAZ FILHO, 2010).

Ainda hoje a elucidagdo de componentes ativos presentes nas plantas,
€ seus mecanismos de agao, continua sendo um dos maiores desafios para quimica
de produtos naturais e ciéncias farmacéuticas (GEBHARDT, 2000). As plantas
contém inumeros constituintes que, quando testados, podem apresentar efeitos
sinérgicos entre os diferentes principios ativos devido a presenga de compostos de
classes e estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade
(WATTENBERG, 1985).

Os produtos naturais também possuem grande importancia no
tratamento do cancer e, de fato, muitas das novas aplicagdes clinicas de metabdlitos
secundarios oriundos de plantas e seus derivados tém sido relacionadas ao combate
do cancer (BUTLER, 2004). De todas as drogas antitumorais disponiveis entre 1940
e 2010, 41% sao produtos naturais ou derivados e outros 22% sao substancias
sintéticas inspiradas em moléculas naturais (NEWMAN & CRAGG, 2012).

O alcaldide natural camptotecina (Figura 1.3), foi primeiramente
isolado do caule da planta ornamental Camptotheca acuminata (Nyssaceae) (WALL
et al.,1966). Com uma excelente atividade citotoxica, a camptotecina inibe a
topoisomerase |, agindo inicialmente contra tumores de pancreas e de colon
(STAKER et al., 2002). Todavia a camptotecina apresentou efeitos adversos severos
(SRIVASTAVA et al., 2005). A manipulagdo estrutural produziu analogos da
camptotecina soltiveis em agua, incluindo o Topotecano (Hycamptin®) (Figura 1.3) e
o Irinotecano (Camptosar®) (Figura 1.3), aprovados para o uso clinico (ORMROD &
SPENCER, 1999).

FIGURA 1.3: Estrutura quimica da Camptotecina (A) e seus analogos Topotecano
(B) e Irinotecano (C)



O Paclitaxell (Taxol®) (Figura 1.4), um diterpendide complexo
polioxigenado, isolado da casca de Taxus brevifolia (Taxaceae), apresentou
resultados promissores em canceres de pulm&o, ovario, mama e carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco, sendo aprovado pelo FDA para tratamento
de metastase de carcinoma de ovario (EISENHAUER & VERMORKEN, 1998).
Porém, apresenta uma baixa biodisponibilidade devido a sua pouca solubilidade em
meio aquoso (HORTWIZ, 2004). Posteriormente um analogo estrutural conhecido
como Docetaxel (Taxoterel®) (figura 1.4) com propriedades farmacolégicas
melhoradas foi disponibilizado no mercado (BISSERY, 1991), sendo usado no

tratamento de pacientes com metastase avancada de cancer de mama e de pulmao

(PADZUR et al.,1993).
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FIGURA 1.4: Estrutura quimica do Paclitaxel (D) e do Docetaxel (E).

As Combretastinas A-1 e a A-4 (Figura 1.5), encontradas na casca da
arvore africana Cobretum caffrum, sdo derivadas de estilbeno possuindo dois anéis
separados por uma ligagao dupla de carbono, sendo que a mais potente a CA-4[cis-
1-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-(3’-hidroxo-4’-metoxifenil)eteno], apresentou alta atividade

contra uma variedade de linhagens celulares de cancer (EL-ZAYAT et al.,1993).
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FIGURA 1.5: Estrutura quimica da Combretastina A-1 (F) e Combretastina A-4 (G).
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A Phodophyllum peltatum (Berberidaceae), foi usada inicialmente por
indios no tratamento de canceres de pele e verrugas venéreas. Seu principal
constituinte, a podofilotoxina (Figura 1.6), € um lignano bioativo, efetivo contra
tumores de Wilms, pulméo, linfoma n&o-Hodgkin e varios canceres genitais
(SUBRAHMANYAN et al.,1998). Apesar disso, a sua aplicagao foi frustrada por
causar inumeros efeitos colaterais. Posteriores modificagcdes estruturais resultaram
em duas drogas semi-sintéticas mais potentes e menos toxicas: o etoposideo
(vepeside®) e o tenoposideo (Vumon®) (Figura 1.6), que sdo prescritas no mundo
inteiro para o tratamento de linfomas, leucemias agudas, teratomas, canceres de
ovario, pulmao, bexiga e cérebro (SCHACTER, 1996).

Como quimioterapicos eficazes derivados de produtos naturais ainda
pode-se citar a vimblastina (Velban®) e a vincristina (Oncovin®), que s&o derivadas

da Catharantus roseus e Vinca rosea , respectivamente (BRANDAO et al., 2010).
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FIGURA 1.6: Estrutura quimica da Podofilotoxina (H) e seus derivados semi-
sintéticos Etoposideo (I) e Tenoposideo (J).

1.5 - Casearia sylvestris Swarts

Casearia sylvestris Swarts (Figura 1.7), planta anteriormente
pertencente a familia Flacourtiaceae e mais recentemente reclassificada como
integrante da familia Salicaceae, € composta por 89 géneros e 1300 espécies,
sendo encontrada por toda a América Latina, tendo ocorréncia em toda extensao
brasileira (SILVA et al., 2009).
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No territorio brasileiro o género Casearia € comumente encontrado nos
estados de Amazonas a Sao Paulo (MAISTRO et al., 2004).

Suas estruturas vegetais sdo descritas pela presenga de inclusdes
cristalinas e células glandulares repletas de 6leos essenciais. Suas folhas sao
assimétricas, glabras ou asperas, pecioladas, lanceoladas, serreadas e alternas. As
flores sdo pequenas e numerosas, de coloragcdo esverdeada, actinomorfas,
diclamideas e hipdginas. Os frutos sé&o capsulas septicidas com sementes
envolvidas por arilo vermelho, florescendo nos meses de junho a agosto. Seus frutos
amadurecem a partir de setembro, permanecendo até novembro (ABSY &
SCAVONE, 1973). A Figura 1.7 ilustra a planta Casearia sylvestris encontrada no
cerrado brasileiro, assim como suas flores e frutos.

A Casearia sylvestris no Brasil € popularmente conhecida como “erva
de bugre”, “erva de lagarto”, “cha de bugre”, “guacatonga”, sendo este ultimo,
originado do tupi-guarani, que significa madeira ou cerne com riscos pretos,
sugerindo o antigo uso desta planta por comunidades indigenas brasileiras
(HOEHNE, 1939).

FIGURA 1.7: Casearia sylvestris Swarts, encontrada no cerrado brasileiro, assim
como suas flores e frutos (TABAGIBA, 2012).
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Ha relatos do uso de Casearia sylvestris por povos indigenas no
tratamento de lepra e outras doengas de pele (HEGNAUER, 1966). Diversas outras
aplicagbes medicinais s&o atribuidas a Casearia sylvestris, algumas delas ja
comprovadas pela sociedade cientifica (BORGES et al,2000).

Partes da planta exibem acado antipirética, anti-diarréica e contra
herpes de contato. Na medicina popular € comum encontrar relatos do uso de
extrato das folhas como antisséptico, cicatrizante e até mesmo anestésico topico.
Investigagdes clinicas apresentam cicatrizagdo de lesao intra e extraorais causadas
por herpes depois da aplicagcdo de extrato de folhas de Casearia sylvestris
(CAMARGO, 1993). Outros estudos mostraram acado antimicrobiana contra
Staphyloccoccus aureus e Escherichia coli, justificando o uso popular no tratamento
de pequenas ulceragdes de pele e diarréia (HOEHNE, 1939).

ALMEIDA et al. (2000), relataram que o extrato alcodlico inibe a difusao
do azul de Evans para a cavidade peritoneal e prolonga a fase aguda do processo
inflamatério quando administrado na dose 300mg.kg™”. Varias pesquisas tém
afirmado a atividade anti-inflamatoéria de extratos preparados a partir de folhas de
Casearia sylvestris. Estes extratos sao fontes de inumeros compostos inibidores de
fosfolipase A, sendo efetivos nas classes | e Il de fosfolipases A, Estudos também
demonstram a inibicdo de atividade miotoxica de venenos de cobras do género
Bothrops sp e outras miotoxinas, além de prevenir parcialmente a formacao de
edema (BORGES et al, 2000).

Folhas de Casearia sylvestris auxiliam no reparo de defeito femural
preenchido com matriz 6ssea, provavelmente devido a presenga de compostos
fitoquimicos com acao anti-inflamatéria, acdao semelhante aos farmacos anti-
inflamatérios nao esteroidais, que promovem a inibicAo da sintese de
prostaglandina, causando a diminuigdo da ativacdo de macrofagos, fibroblastos e
formagdo de fibras de colageno, com efeito inibitorio sobre a osteogénese
(SASSIOTO et al., 2004).

O grande interesse em Casearia sylvestris por parte da comunidade
cientifica e, sobretudo da industria farmacéutica, surgiu apdés o isolamento e
identificacdo dos diterpenos clerodanicos. ITOKAWA et al. (1988) relataram a
possivel acdo destes diterpenos no tratamento de cancer. Estudando as
propriedades anticancerigenas destes compostos, estes autores observaram uma

alta atividade antitumoral em ratos. A atividade antitumoral foi relacionada aos
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diterpenos conhecidos por casearinas (Figura 1.8) (ITOKAWA et al., 1988,
ITOKAWA., 1989, ITOKAWA et al.,1990, MORITA et al.,1990). Ao longo de todos
esses anos, inumeros compostos de Casearia sylvestris, foram descobertos e
descritos na literatura. Atualmente existem 23 casearinas denominadas de acordo
com as letras do alfabeto de A a X, e ainda outros diterpenos clerodanicos
conhecidos como casearvestrinas (Tabela 1.2) e ainda outros 2 diterpenos
conhecidos por 15-hidréxi-3-clerodan-2-ona e acido Hardiwickiic mostrados na
Figura 1.8 (SANTOS et al., 2008).

E importante ressaltar que as diferentes casearinas apresentam
diferentes graus de atividade. Por exemplo, as casearinas A-F, apresentam atividade
citotoxica em linhagens de células de sarcoma e fibroblastos. Porém a que se
mostrou mais ativa foi a casearina C (ITOKAWA et al.,1990). De acordo com
FERREIRA (2006), a casearina U apresentou maior potencial antitumoral que as
casearinas L e O. Ja as casearinas G, S, e T mostraram acgao citotoxica seletiva em
cepas mutantes de Sacharomyces cerevisiae (CARVALHO et al.,1998).

Do ponto de vista farmacoldgico, a gama de variagdes em torno de um
esqueleto basico encontrado nos diterpenos de Casearia sp, fornece modelos
interessantes para o estabelecimento de relagdes entre estrutura e atividade destas
substancias (SANTOS et al.,, 2008). BALUNAS et al., 2006, aponta o género
Casearia como um dos mais promissores na descoberta de compostos com

atividade anticancerigena.
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FIGURA 1.8: Estrutura quimica basica da casearina (K) e outros diterpenos isolados
de Casearia sylvestris,15-hidroxi-3-clerodano-2-ona (L) e acido Hardiwickiic (M).



TABELA 1.2: Grupos substituintes das casearinas e casearvestrinas
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Casearinas R, R, R, R, R,
A (10) a-OMe OAc OAc a-OH OBu
B (11) a-OMe OAc OAc a-OAc OBu
C(12) a-OH OAc OAc a-OAc ODc
D (13) a-OH OBu OAc a-OH OBu
E (14) a-OH OEt OAc a-OH ODc
F (15) a-OH OEt OAc a-OH OBu
G (16) a-OMe OAc OAc H OBu
H (17) a-OH OAc OAc H OBu
1(18) a-OH OAc OBu H OBu
J (19) a-OMe OBu OAc a-OH OBu
K (20) a-OAc OAc OAc a-OH OBu
L (21) OBu OBu OAc a-OAc OH
M (22) a-OH OBu OBu a-OAc OH
N (23) a-Ome OAc OBu a-OAc OBu
O (24) a-OMe OBu OAc a-OAc OBu
P (25) a-OMe OAc OAc a-OAc OAc
Q (26) a-OH OAc OAc a-OAc OBu
R (27) =0 OAc OAc a-OH OBu
S (28) a-OMe =0 OAc H OBu
T (29) a-OMe OAc OAc B-OAc OBu
U (30) a-OMe OMe OAc a-OH OBu
V (31) a-OH OMe OAc a-OH OBu
X (32) a-OBu OBu OAc a-OH H

Casearvestrinas R, R, R, R, R,
A (33) B-isoOBu OAc OAc a-OH H
B (34) B-OMeBu OAc OAc a-OH H
C (35) B-OHex OAc OAc a-OH H

Fonte: BANDEIRA et al., 2005

Anexo |: estruturas dos grupos funcionais das casearinas.
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1.6 - Nanoparticulas Biopoliméricas

A nanotecnologia tem desempenhado um papel importante em
diversas areas do conhecimento cientifico, entre elas, na industria farmacéutica com
advento das nanoparticulas biopoliméricas. As nanoparticulas podem ser definidas
como particulas solidas coloidais, com tamanho inferior a 1um, que carreiam
substancias ativas. Podem ser obtidas por diferentes métodos e geralmente
apresentam tamanho entre 100 e 500nm (QUINTANAR-GUERREIRO et al.,1998).

No inicio da década de 70 foram desenvolvidos os principais métodos
para a preparacao de nanoparticulas. As nanoparticulas podem ser classificadas,
segundo a sua composigdo e organizagao estrutural em nanoesferas e
nanocapsulas. As nanoesferas nado apresentam 6leo em sua composicdo e sao
constituidas por uma matriz polimérica estando a substéncia ativa retida ou
adsorvida na matriz polimérica; ja as nanocapsulas s&o constituidas por um
involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, onde a substancia ativa
pode estar dissolvida no ndcleo e/ou adsorvida na parede polimérica
(SCHAFFAZICK et al.,2003).

Nas duas dultimas décadas houve um aumento consideravel na
pesquisa e desenvolvimento de sistemas coloidais poliméricos, buscando novas
propriedades e uma maior eficiéncia de farmacos. Entre as novas propriedades se
procura aumento da especificidade, cinética de liberagdo controlada, aumento da
biodisponibilidade, redugao da toxicidade, etc (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Atualmente ja existem mais de vinte terapias empregando
nanoparticulas ja aprovadas clinicamente e muitas outras em desenvolvimento
clinico e pré-clinico. J& € muito bem estabelecido que nanoparticulas tém uma
propriedade Unica, a biodistribuicido. As nanoparticulas, assim como as
macromoléculas, preferencialmente  acumulam-se em areas altamente
vascularizadas, através de efeitos de permeabilidade e retencdo; isto permite que
terapias de nanoparticulas alcancem os alvos, como células de cancer e patologias
inflamatorias. Outra propriedade favoravel é o fato das nanoparticulas serem
capturadas pelo sistema fagocitario e entdo os residuos séo eliminados pelo sistema
hepatico, diferente do que acontece com a maioria das pequenas moléculas, que
sao eliminadas pelos rins. Essa caracteristica de eliminacdo hepatica pode ser

favoravel, uma vez que é potencialmente de baixa toxicidade. Além disso, é



16

importante observar que a baixa funcdo renal é relativamente comum entre
enfermos e idosos. A nefrotoxicidade induzida por farmacos tem sido um limitador de
muitas terapias, inclusive terapias antitumorais (NAUGHTON, 2008).

Outra propriedade das nanoparticulas € a sua baixa distribuicdo em
o6rgaos normais como coracao e pulmdes. Para farmacos com alta toxicidade para
estes 6rgaos, a liberacdo desses compostos via nanoparticulas pode diminuir o perfil
toxico concomitante com uma liberacdo continua e controlada (O’'BRIEN et al.,
2004).

Na literatura sdo descritos alguns métodos para a preparagdo de
nanoparticulas. Esses métodos podem ser classificados mais amplamente em
polimerizagao interfacial de mondmeros dispersos ou dispersao de um polimero pré-
formado ou macromolécula. Nos métodos de polimerazacdo estdo as técnicas
emulsdo (organica e aquosa) e polimerizagao interfacial. Essas técnicas apresentam
como desvantagens o emprego de polimeros nado biodegradaveis, os quais geram
subprodutos nao totalmente biocompativeis, além de residuos toxicos provenientes
de mondmeros, tensoativos e catalizadores empregados na reagao (QUINTANAE-
GUERREIRO et al., 1998).

Na classificacdo de polimeros pré-formados encontram-se quatro
principais métodos: emulsificacdo-evaporacao, salting-out, emulsificagao-difusdo e
nanoprecipitagdo. Comumente, essas técnicas empregam durante a preparagao
uma solugdo organica que constitui a fase interna das nanoparticulas e a fase
aquosa externa. Ambas as fases apresentam agentes estabilizadores da dispersao
das nanoparticulas. Outra similaridade entre as técnicas de polimero pré-formado é
a baixa taxa de encapsulacdo de substancias hidrossoluveis, sendo um sistema
preferencialmente empregado para farmacos lipofilicos (SOPPIMATH et al., 2001).
Para garantir o sucesso do método é de extrema importancia a escolha do sistema
polimero/solvente/ndo-solvente, ja que este governa a formagao das nanoparticulas
e consequentemente a eficiéncia de encapsulamento. O solvente e o nao-solvente
do polimero devem ser mutuamente misciveis (FESSI et al.,1989).

O método baseado na precipitacdo de polimeros biodegradaveis pré-
formados que mais se destaca € o de nanoprecipitagdo proposto por FESSI et al.
(1988). Este € considerado um método simples, que tem a vantagem de nao formar
mondémeros, evitando a presenca de residuos dos mesmos na formulacido. Outra

vantagem desse método é a obtencdo de nanoesferas sem prévia emulsificagao.
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Este método foi aplicado com sucesso para inUmeros materiais poliméricos como o
poli(acido latico), poli(acido latico-co-acido glicélico), poli(E€-caprolactona),
polimetiimetacrilato e poliestireno. Essas nanoparticulas sédo extensivamente
estudadas para liberacao de farmacos, devido a sua habilidade de “prender e liberar”
uma alta gama de farmacos a varios tecidos e 6rgaos (MATTHEOLABAKIS et al.,
2012).

1.7 - Nanoparticulas Biopoliméricas em Terapias de Cancer

Os sistemas de liberagdo por nanoparticulas poliméricas tem o
potencial para superar limitagdes de drogas quimioterapicas como a baixa
solubilidade, baixa seletividade, efeitos citotéxicos e desenvolvimento de resisténcia
multidrogas (KONING & KRIJGER, 2007).

A biodistribuicdo de nanoparticulas poliméricas pode também conduzir
a novas aplicagcbes terapéuticas como, por exemplo, o acumulo preferencial de
nanoparticulas em células tumorais com minima absor¢gdo de nanoparticulas em
tecidos normais que o circundam, sendo uma propriedade ideal para a quimio ou
radioterapia (WERNER et al., 2012). Outra vantagem de nanoparticulas poliméricas
estd em seu tamanho extremamente pequeno e a sua cobertura superficial
apropriada para escapar do reconhecimento pelo citocromo P450 e/ou P-
glicoproteina (P-gp), evitando assim a degradacdo do composto ativo pelo sistema
fagocitico antes de chegar ao tumor alvo. Assim, nanoparticulas poliméricas podem
oferecer uma solugdo alternativa para liberacdo de farmacos anticancer via oral
através da barreira gastrointestinal (MU & FENG, 2002).

Os lipossomas foram as primeiras nanoparticulas desenvolvidas como
carreadores de farmacos anticancer. Os primeiros estudos reportam lipossomas
carregados com doxorrubicina a fim de melhorar a os perfis de biodistribui¢ao,
farmacocinética e a cardiotoxicidade do farmaco livre. Os lipossomas carregados
com doxorrubicina aumentaram a atividade antitumoral, diminuindo a
cardiotoxocidade (BYRNI et al., 2008).

Alguns farmacos antitumorais estdo sendo nanoencapsulados,
apresentando resultados promissores em avaliagdes pré-clinicas como, por

exemplo, paclitaxel que quando nanoencapsulado em um copolimero (poli-acido-
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latico-metoxi-polietilieno glicol , ou PLA-mPEG), aumentou a sua dose maxima
toleravel em trés vezes comparado ao farmaco livre e resultou em uma regresséo
tumoral em modelos animais (MATTHEOLABAKIS et al., 2012). Experimentos in vivo
demonstraram que nanoparticulas de acido latico-co-acido glicélico e D-a-tocoferol
succinato polietileno glicol 1000 (PLA-TPGS) exibiu uma meia-vida de 20,6 vezes
maior que a meia-vida do docetaxel quando administrada intravenosamente. A
biodisponibilidade oral pode ser aumentada de 3,59% do docetaxel livre para 91,3%
quando administrado via nanoparticulas poliméricas PLA-TPGS (MAZZAFERRO et
al., 2013).

A nanoparticula é vista como um dos grandes avangos da engenharia e
criou grandes expectativas para melhorias na medicina, influenciando na maneira
como as doengas sdo abordadas, especialmente para diagnostico, monitoramento e
tratamento. Isso é atribuido aos sistemas multifuncionais, devido a sua habilidade
em detectar células cancerosas, carrear agentes citotoxicos e monitorar a resposta
do tratamento. Essa habilidade dos nanosistemas em serem multifacetados guarda
grande potencial para aplicagdes médicas. Havendo uma evolugdo no conceito de
tratamento, onde anteriormente as terapias nao eram especificas, sendo toxicas e
com efeitos em todo o organismo, para terapias altamente especificas com deteccao
do alvo e liberagdo localizada do agente quimioterapico e tratamento personalizado
(GONCALVES et al., 2012).

Com o avango da nanotecnologia, os efeitos dos tratamentos
anticancer tendem a diminuir e promover uma melhor qualidade de vida aos

pacientes e aumento a expectativa de vida (GONCALVES et al., 2012).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliacdo da atividade de metabdlitos secundarios de Casearia
sylvestris nanoencapsulados sobre células de carcinoma de prostata DU 145 e

células sadias Balb-c.

2.2 - Objetivos Especificos

e Coleta e preparo de extratos de Casearia sylvestris;

¢ Fracionamento, isolamento e identificacdo de constituintes quimicos de

Caseatria sylvestris;

e Desevolvimento e validacdo de método analitico por CLAE para controle de
qualidade de extratos de Casearia sylvestris submetidos ao

nanoencapsulamento e ensaios bioldgicos.

e Desenvolvimento do método analitico para caracterizagdo de nanoparticulas
quanto a taxa de recuperacdo, eficiéncia de encapsulamento e estudos de

cinética de liberagéo;

e Preparagdo e caracterizagdo e nanoparticulas poliméricas pelo método de

nanoprecipitagdo do polimero pré-formado;

e Estudos de atividade antitumoral contra células das linhagens Balb-c (células
normais) e DU145 (células de carcinoma de prostata);



PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - Estudo Fitoquimico

3.1.1 - Materiais

3.1.1.1 - Material Cromatografico

e Cromatografia em coluna aberta por adsorgao (CCAA)

v’ Silica gel 60 (70-230 mesh) — Merck.

v’ Silica gel 60 (230-400 mesh) — Merck.

e Cromatografia em coluna aberta por exclusdo (CCAE)

v' Sephadex LH-20- Amershan Pharmacia Biotech AB.

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

v" Coluna Phenomenex Gemini, C18,( @ 5um; 150 x 4,6 mm).

e Cromatografia em camada delgada analitica (CCD)

v Suportes de folhas de aluminio com silica gel 60 Fzs4, = 0,2mm — Merck.

e Extracdo em Fase Sdlida (SPE)

v' Cartucho Phenomenex C18, modelo SPE-Strata C18-E, 100mg e 1cm3.



3.1.1.1.1 - Reveladores

Solucéo de vanilina acida

Cémara de luz UV (A= 254 e 365 nm)

3.1.1.1.2 - Solventes

Solventes destilados do Departamento de Quimica da UFSCar

v Metanol;

v" Etanol;

v" Acetato de etila;

v" Acetona;

v Hexano;

v" Diclorometano;

v' Agua destilada e MilliQ.

Solventes grau HPLC (Merck, J.T. Becker e Pancreac)

v" Metanol;

v' Acetonitrila;

v' Isopropanol;

23
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Solventes deuterados Merck e Aldrich

v" Metanol, (CD3;0D);

v" Cloroférmio, (CDCls)

3.1.1.2 - Equipamentos

v" Moinhos de tritura e homogeneizagédo (Moinho TECNAL TE-631).

Extrator por turbdlise, fabricante IKA® e modelo RW20.

Camara de UV, cabine tipo Spectroline modelo CM-10 com luz tipo
Spectroline modelo ENF-260C.

Balancga analitica, Sartorius Modelo BP210S

Evaporador rotativo BUCHI, R-215 equipado com banho BUCHI modelo B-
490 e recirculador de agua refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a
4°C.

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia modular da Agilent série 1200,
equipado com um degaseificador (G1322A), uma bomba quaternaria
(G1311A), um autoinjetor (G1329A), forno da coluna (G1316A) e detector UV
(G1314B).

Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear Bruker DRX 9,8T, 400MHz
e 100MHz para 'H e *C respectivamente — DQ/UFSCar.

Centrifuga Eppendorf, 5810R.
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v Bomba de Vacuo FISATOM, 825T.

v Estagao de processamento (manifold a vacuo), AGILENT Technologies.

v' Espectrdbmetro de massa com analisador por triplo quadrupolo API™ 2000
(AB/MDS Sciex, Framinghan, MA, USA), ionizagdo por electrospray através
de uma fonte turbolonSpray® (ESI-MS).

v Estufa para esterilizacdo e secagem, GEHAKA, G4023D.

3.1.2 - Coleta do Material Vegetal

As amostras vegetais foram coletadas no cerrado da UFSCar, campus
Sao Carlos-SP. Todas as amostras foram obtidas coletando somente folhas. Este
procedimento visa nao destruir a planta e a sustentabilidade do projeto. O ponto de
coleta foi devidamente registrado através de dados de localizagdo geografica por
satélite (Sul: 21°58’ e 22°00’; Oeste: 47°51’ e 47°54). Uma exsicata da amostra foi
depositada no herbario do Departamento de Botanica da UFSCar sob os cuidados
da Profa. Dra. Maria Inés salgado Lima. Este procedimento contribuira para
rastreabilidade dos dados bem como assegurar a reprodutibilidade de ensaios

futuros.

3.1.3 - Preparo e Fracionamento dos extratos

3.1.3.1 - Extrato Etanodlico

As folhas de Casearia sylvestris, logo apos a coleta, foram
encaminhadas ao Laboratério de Produtos Naturais (Departamento de Quimica
UFSCar), sendo imediatamente secas em estufa de ar circulante a 40°C por 7 dias,

sendo trituradas apds este periodo, em um moinho tipo Willey.
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Posteriormente, 492 g de material seco e triturado, foram submetidos a
um processo de turbdlise e deixado para macerar em solvente organico (alcool
etilico P.A) a uma proporgéo de 5:1 entre solvente e massa seca. O procedimento foi
realizado por 5 vezes sendo no final todo o extrato etandlico em solugao agrupado e
rotaevaporado, rendendo 132,8 g de extrato de aspecto semi solido (pastoso). Entre
cada etapa de maceracao, o solvente era retirado por filtracdo e um novo solvente
adicionado ao precipitado. O rendimento da extragao foi calculado com base na
diferenga entre as massas de material seco utilizado e do extrato obtido.

O extrato etandlico (30 g) foi fracionado em coluna de silica, sob vacuo,
com eluicdo de solventes em ordem crescente de polaridade: Hexano, Acetato de

Etila e Metanol como representado na FIGURA 3.1.

Folhas secas e moidas
492,0g

l

Extrato Etandlico
132,8g

l

Extrato Etandlico submetido ao fracionamento
30,0g

v v ¢

Fracdo Hexano Fracdo Ac. etila Fracdo Metanol
0,6g 3,1g 143¢g

FIGURA 3.1 : Fracionamento do Extrato Etandlico das folhas de Casearia sylvestris.

A fragcdo aceto de etila foi separada para uso futuro no preparo de

nanoparticulas poliméricas.
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3.1.3.2 - Extrato Rico em Casearinas

O método seletivo para a extragdo de diterpenos descrito por
BANDEIRA et al. (2005), foi modificado para o preparo de um extrato de Casearia
sylvestris rico em casearinas.

As folhas secas e trituradas de Casearia sylvestris, (50 g), foram
submetidas a um processo de turbdlise por 2 minutos sob a presenca de 750 mL de
solucao extratora composta por acetato de etila/hexano/isopropanol 91:08:01 (v/v),
saturada com hidroxido de amoénio. Posteriormente a turbdlise extratora, a mistura
permaneceu em repouso por 1 minuto e repetiu-se o processo de turbdlise por 3
vezes. Em seguida a solugdo contendo o material vegetal foi submetida a
centrifugacédo a 10.000 rpm, por 30 minutos. Por ultimo o sobrenadante foi coletado
e colocado em frasco aberto para secar. Apds a eliminagcdo do solvente extrator, o
extrato seco foi solubilizado em 50 mL de cloroférmio e particionado por extragao
liquido-liquido em 300 mL de agua para a retirada do hidréxido de aménio. Em
seguida, a fragao organica foi coletada e seca, rendendo 1,5 g de extrato com
aspecto semi solido.

O extrato rico em casearinas foi submetido a cromatografia em coluna
aberta (Sephadex LH-20) rendendo 18 fra¢des, que foram agrupadas apds analise
por cromatografia de camada delgada (CCD) (FIGURA 3.2).

Extrato rico
em casearinas

d

1-5 6-9 10-12 13-15 16-18

FIGURA 3.2: Fracionamento do Extrato rico em casearinas proveniente das folhas
de Casearia sylvestris.

Simbologia:
a. Cromatografia em Sephadex LH-20, coluna de vidro ( sephadex ultima h=90cm @ =4,5cm ), sistema isocratico de eluigéo:

metanol 100%.
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3.1.4 - Isolamento de Metabodlitos Secundarios de Casearia

sylvestris

3.1.4.1 - Fracionamento do extrato etanodlico

Inicialmente foi realizada uma analise do perfil quimico das fragcdes
obtidas do extrato etandlico (3.1.3.1) através de anadlises por cromatografia em
camada delgada (CCD) e por RMN 'H. As analises por CCD indicaram a fragdo
Acetato de etila como a mais rica em metabdlitos secundarios e analises
espectroscopicas de RMN 'H mostraram sinais caracteristicos de diterpenos. Com
isto, no presente trabalho foi escolhida a fracdo Acetato de etila para o estudo,
visando o isolamento de metabdlitos secundarios para serem empregados como
marcadores de referéncia garantindo o controle de qualidade. Um resumo dos
diversos fracionamentos para a fracdo Acetato de etila se encontra descrito nas
Figuras 3.3 e 3.4.

Fragao acetato (2,59)

d
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FIGURA 3.3: Fluxograma do fracionamento da fracao Acetato de etila e isolamento
do diterpeno utilizado como marcador de referéncia (M.Ref.).
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Simbologia:

a. Cromatografia emSephadex LH-20, coluna de vidro ( sephadex 6 , h = 45cm @ = 1,5cm ), sistema isocratico de eluigdo:
metanol 100%.

b. Cromatografia por adsorgéo, silica gel 60 (230-400 mesh), coluna de vidro (h = 30 cm , @ = 3,5cm ), sistema gradiente de
eluigdo: Hexano 100%; Hexano/Acetona 9:1.

c. Cromatografia em Sephadex LH-20, coluna de vidro ( sephadex 8, h = 45cm @ = 1,5cm ), sistema isocratico de eluigéo:
metanol 100%.

d. Cromatografia em Sephadex LH-20, coluna de vidro ( sephadex 13, h =90cm @ = 4,5cm), sistema isocratico de eluigéo:
metanol 100%.

e. Extracdo em fase solida, cartucho C-18, sistema gradiente de eluigdo: agua/ acetonitrila/metanol 45:28:27 (v/v); agua/
acetonitrila/metanol 30:35:35 (v/v); agua/ acetonitrila/metanol 25:38:37 (v/v); agua/ acetonitrila/metanol 20:40:40 (v/v); agua/
acetonitrila/metanol 15:42:43 (v/v); agua/ acetonitrila/metanol 10:45:45 (v/v); metanol 100%.

Fracao Acetato
1,59

d

1-101 [ Cateq. ] [ 103-106

FIGURA 3.4: Fluxograma do fracionamento da fragdo Acetato de etila e isolamento
do composto catequina (Cateq.).

Simbologia:

a. Cromatografia por adsorgao, silica gel 60 (230-400 mesh), coluna de vidro (h = 23 cm , @ = 4,5cm ), sistema gradiente de

eluicdo: hexano/aceto de etila 7:3 (v/v); hexano/aceto de etila 6:4 (v/v); hexano/aceto de etila 1:1 (v/v); hexano/aceto de etila
3:7 (v/v); acetato de etila 100 %; acetato de etila/metanol 7:3 (v/v); acetato de etila/metanol 1:3 (v/v).

3.1.5 - Desenvolvimento e validagao do método analitico via
CLAE

Um método analitico foi desenvolvido e validado, a fim de garantir o
controle de qualidade dos extratos de Casearia sylvestris e das nanoformulacgoées.

Para este fim foi utilizado o marcador de referéncia isolado a partir do
extrato etandlico de folhas de Casearia sylvestris, mencionado no item 3.1.4.1. O
marcador de referéncia foi quantificado através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em um cromatégrafo Agilent série 1200 (3.1.1.2). Utilizando o modo
reverso de eluicdo, o gradiente da fase movel ternaria, composto de agua,

acetonitrila e metanol. Inicialmente, a propor¢cado dos solventes foi de 34:44:22 (v/v)
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respectivamente, até atingir a proporcao de 0:53:47 (v/v) em 42 minutos,
permanecendo nessas condigdes por 10 minutos antes de retornar as condi¢cdes
iniciais. A fase estacionaria empregada foi uma coluna de fase reversa C18, Gemini
(Phenomenex), (5 pm; 150X4,6mm), a qual foi acoplada uma pré-coluna
Phenomenex C18 (5um; 4x3mm). O volume injetado foi de 20 ul, e a vazao de 1
mL.min”" e o comprimento de onda utilizado de 220 nm. As anélises foram realizadas

em temperatura controlada de 25,0 + 1,0 °C.

3.1.5.1 - Validagao analitica

Para a validacdo do método foram avaliados os paradmetros de
desempenho seletividade, linearidade, limites de detecgao e quantificacéo, preciséo
e exatiddo, seguindo as especificagbes da ANVISA e recomendagdes do ICH -
Harmonised Tripartite Guideline.

A seletividade foi considerada como a capacidade do método analitico
em detectar os analitos de interesse na presenga de outros componentes da
amostra. A linearidade é definida como a capacidade do método analitico em
fornecer resultados proporcionais a concentracdo do analito presente na amostra,
dentro de uma faixa de concentragao, na qual se pode correlacionar o valor de uma
variavel dependente (medida) por meio de uma variavel independente
(concentragao) , como consta no ICH - Harmonised Tripartite Guideline. O limite de
detecgao foi considerado como a menor concentragdo do analito de interesse
presente na amostra, que quando submetido a todo o processo analitico, produz um
sinal definido como o limite de deteccao do método. O limite de quantificagao foi
estabelecido como sendo a menor concentragdo do analito de interesse que pode
ser medido. Ja a precisdo e a exatiddo de um método analitico sdo os parametros
que avaliam a proximidade entre varias medidas efetuadas em uma mesma amostra
(CHASIN et al. 1998).

3.1.5.2 - Preparo das Solugdes de Trabalho

A curva de calibracdo foi construida através de diferentes
concentragbes de marcador de referéncia em metanol; todas as concentragdes

foram feitas em triplicata. Estas diluicbes foram preparadas a partir de uma solugao
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de trabalho de 100 pg.mL™(m/v) de marcador de referéncia em metanol. Ainda a fim
de garantir a precisdo e exatiddo do meétodo, trés outras concentragbes foram
utilizadas, sendo elas: 6, 50 e 90 pg.mL'1; cada solucgao foi feita em quintuplicata, a
partir da solugdo trabalho de 100 pg.mL'(m/v) de marcador de referéncia em
metanol.

A solucéo de trabalho foi feita da seguinte forma: uma massa de 1 mg
de marcador de referéncia foi precisamente pesada e transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL. O marcador de referéncia foi solubilizado em metanol e
armazenado em freezer, a temperatura de - 20 °C.

A partir da solugdo de trabalho foram preparadas, em triplicata, os
pontos da curva de calibragdo nas seguintes concentragdes: 5, 10, 20, 40, 60, 80 e
100 pg.mL™.

3.2 - Preparacao e caracterizagao das Nanoparticulas Poliméricas

em Suspensdes Coloidais

3.2.1 - Materiais

3.2.1.1 - Material para preparagao de nanoparticulas

v" Polimero Poli-E-caprolactona, tamanho 60000 Da (PCL — 704105), obtido
da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

v" Monoestearato de Sorbitano (Span® 60, S-7010), obtido da Sigma-Aldrich
Brasil Ltda.

v Oleo mineral caracteristico, obtido da LAPON.

v Polissorbato 80 (Tween® 80, P1754), obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

3.2.1.2 - Solventes

v Agua ultrapura.
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Solventes grau HPLC (Merck, J.T. Becker e Pancreac)

v" Metanol;

v' Acetonitrila;

v Acetona.

3.2.2 - Equipamentos

v

Balancga analitica Sartorius Modelo BP210S

Evaporador rotativo BUCHI, R-215 equipado com banho BUCHI modelo B-
490 e recirculador de agua refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a
4°C.

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia modular da Agilent série 1200,
equipado com um degaseificador (G1322A), uma bomba quaternaria
(G1311A), um autoinjetor (G1329A), forno da coluna (G1316A) e detector UV
(G1314B).

Centrifuga Eppendorf, 5810R.

Prancha de aquecimento IKA, modelo: R10 power
Bomba peristatica Pump Pro, modelo: TPM.
Potencial Zeta Microtrac, modelo: Zetatrac.

Potenciémetro Metrohm, modelo: 827 pH Lab.

Purificador de agua Milli-Q system (Millipore Corporation, Watford, UK)

Speedvac composto por Bomba Labconco, Modelo: Cetrivap Cold Trap,

concentrador Labconco, Modelo: Cetrivap
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3.2.3 - Preparagao de Nanoparticulas em Suspensao Coloidal

3.2.3.1 - Planejamento Fatorial

Foram desenvolvidos 3 planejamentos fatoriais 22, com o objetivo de
otimizar o preparo das nanoformulagdes. Planejamentos fatoriais s&o comumente
adotados em pesquisas farmacéuticas, com o intuito de analisar os efeitos das
variaveis nas formulagdes e suas interacbes sobre as variaveis de resposta,
retrando o0 maximo possivel de informagbées de um numero reduzido de
experimentos.

Em cada planejamento fatorial foram estudados 2 variaveis em dois
niveis diferentes (baixa e alta) que foram representados pelos valores -1 e +1
respectivamente.

No planejamento fatorial A as variaveis independentes foram:
quantidade de polimero (PCL) sendo o nivel baixo representado por 0,08 gramas e o
nivel alto representado por 0,2 gramas e a presencga ou ndo de 6leo na formulagao
onde 0,620 gramas e auséncia de Oleo representaram os niveis alto e baixo
respectivamente. No plajamento fatorial B as variaveis independentes foram:
quantidade de polimero (PCL) sendo o nivel baixo representado por 0,08 gramas e o
nivel alto representado por 0,2 gramas e tipo de extrato vegetal, onde o nivel mais
alto (+1) é representado pelo extrato rico em casearinas e o nivel mais baixo (-1) é
representado pela fracdo acetato de etila proveniente do extrato etandlico de folhas
de Casearia sylvestris. Ja no planejamento fatorial C, as variaveis independentes
foram: quantidade de polimero (PCL) sendo o nivel baixo representado por 0,08
gramas e o nivel alto representado por 0,2 gramas e a quantidade de extrato vegetal
onde 0,1 e 0,2 gramas representaram os niveis baixo e alto respectivamente. As
variaveis independentes e os niveis alto (+1) e baixo (-1) para os trés planejamentos

fatoriais estao descritos na Figura 3.5.
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Planejamento Fatorial A

Variaveis Nivel Baixo {-1) Nivel Alto (+1)
Polimero (X;) 0,08¢g 0,20g
Oleo Mineral (X,) 0 0,62¢g

Planejamento Fatorial B

Variaveis Nivel Baixo (-1) Nivel Alto (+1)

Polimero (X;) 0,08g 0,20g

Tipo de E);txr:)to Vegetal Fragdo acetato de etila Extrato rico em casearina

Planejamento Fatorial C

Variaveis Nivel Baixo {-1) Nivel Alto (+1)

Polimero (X;) 0,08¢g 0,20g

Fragdo acetato de etila

(X,) 019 0,2g

FIGURA 3.5: Variaveis utilizadas nos planejamentos fatoriais A, B e C.

3.2.3.2 - Método Experimental de Producdao de Nanoparticulas

Poliméricas

Para a obtencdo das suspensdes coloidais de nanoparticulas
poliméricas carregada ou ndo com a fragdo acetato proveniente do extrato etandlico
descrito no item 3.1.3.1. e extrato rico em casearinas descrito no item 3.1.3.2, que
foram provenientes de folhas de Casearia sylvestris, foi utilizado o método de
dispersdo de polimero pré-formado, nanoprecipitacdo descrito por FESSI et al.
(1989). O método de nanoprecipitagdo consiste em primeiramente preparar uma
fase organica de acetona contendo polimero, o extrato vegetal (composto ativo),
o0leo mineral (nanocapsula) ou nédo (nanoesfera) e um tensoativo de baixo peso
molecular (Span® 60) previamente solubilizados, sob temperatura (45°C) e agitacdo
na sequéncia a fase orgénica foi vertida numa vazao constante com o auxilio de

uma bomba peristaltica sob uma fase aquosa constituida de agua e Tween®80,
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mantida sob agitacdo constante durante 10 minutos. Apds a dispersao da fase
organica sob a fase aquosa a suspensao foi mantida em repouso por 30 minutos.

Por ultimo o solvente orgénico e parte da agua foram eliminados por rotaevaporagao
a 40°C e o volume final ajustado para 50 mL. A FIGURA 3.6. ilustra o procedimento

empregado.

Polimero
ol o b,
SV L
Tensoativo baixo EHL
Composto ativo

Oleg”
Bomba peristéltica

®©

Suspensao
coloidal

Melo aquoso

Tensoativo Alto EHL i
[

= R Drocipitacho e SR
(_ (_ Evaporacéo do Solvente

e excesso de agua

FIGURA 3.6: Esquema do método de nanoprecipitagcio.

*presenca de 6leo (formagdo de nanocapsulas)
Auséncia de 6leo (formagao de nanoesfera)

Foram preparadas 13 formulacbes de nanoparticulas, sendo 10
formulagbes preparadas para controle (sem extrato vegetal), como descritas nas
Tabelas 3.1 € 3.2.
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TABELA 3.1:Formulagdo de nanoparticulas, contendo Fragcdo Acetato de etila
proveniente do extrato de folhas de Casearia sylvestris

Oleo  Fragdo

B Acetona Tween® Agua

Polimero Span

Formulagao Mineral A. etila
PCL(9) 60(g) (mL) 80(g) (mL)
(9) (9)

1 0,080 0,154 0,620 0,1 53,4 0,154 106
2 0,200 0,154 0,620 0,1 53,4 0,154 106
3 0,080 0,154 0,620 0,2 53,4 0,154 106
4 0,200 0,154 0,620 0,2 53,4 0,154 106
12 0,200 0,154 0,620 0 53,4 0,154 106

TABELA 3.2: Formulagcdo de Nanoparticulas, contendo extrato rico em casearinas
proveniente do extrato de folhas de Casearia sylvestris

] o Oleo Extrato o &
_ Polimero Span . . Acetona Tween™ Agua
Formulagao Mineral Casearinas
PCL (g) 60 (g) (mL)  80(g) (mL)
(9) (9)
5 0,080 0,154 0,620 0,1 53,4 0,154 106
6 0,200 0,154 0,620 0,1 53,4 0,154 106
7 0, 080 0,154 0,620 0,2 53,4 0,154 106
8 0,200 0,154 0,620 0,2 53,4 0,154 106
9 0,080 0,154 0 0,2 53,4 0,154 106
10 0,200 0,154 0 0,2 53,4 0,154 106
11 0,200 0,154 0 0 53,4 0,154 106

13 0,080 0,154 0 0 53,4 0,154 106
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3.2.4 - Caracterizagao fisico-quimica das suspensoées coloidais

de nanoparticulas poliméricas

3.2.4.1 - Determinacao do Potencial Zeta

O Potencial Zeta foi determinado, utilizando um Microtrac (Zetatrac). As
amostras pra analise foram preparadas diluindo 0,1mL de suspensdo coloidal em
10,0mL de uma solucdo de NaCl 10 mM. As leituras foram feitas em ftriplicata e s

resultados apresentados constam a média dos 3 valores.

3.2.4.2 - Determinacao do pH

Os valores de pH foram determinados diretamente nas suspensodes
coloidais, em ftriplicata através de um potencidmetro, previamente calibrado com

solugdes tampao pH 4,0 e pH 7,0.

3.2.4.3 - Analise quantitativa das suspensoées coloidais

A quantificacdo do marcador de referéncia nas suspensdées coloidais foi

realizada por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia em duas analises distintas:
a. Quantificacao total do marcador de referéncia na suspensao coloidal,

b. Quantificagao do teor do marcador de referéncia encapsulado;

Para cada analise foi necessario desenvolver técnicas especificas de
preparo de amostra. Os parametros instrumentais utilizados foram os mesmos
desenvolvidos e validados (3.1.5). Entretanto, para a quantificagdo do marcador de
referéncia nas suspensdes coloidais a recuperacdo do método foi avaliada
preparando suspensdes coloidais com duas concentracdes diferentes de marcador
de referéncia. Depois de preparadas, as suspensdes foram submetidas a todos os
procedimentos de preparacdo para analise por CLAE. A recuperacdo foi
determinada comparando o valor obtido experimentalmente com o valor nominal do

marcador de referéncia.
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3.2.4.3.1 - Determinagao do teor total do marcador de

referéncia nas suspensodes coloidais

As suspensdes coloidais (100 pL) foram tratadas com acetona (900 L)
para promover a dissolugdo das nanoparticulas. Apés homogeneizagédo em agitador
de tubos (tipo Vortex) e repouso por 2 horas, foi retirada uma aliquota de 500 uL da
solucao, transferida para tubo eppendorf de 2 mL e centrifugada por 30 minutos a
14.000 rpm. ApoOs término da centrifugagdo, uma aliquota de 200 pL do
sobrenadante foi retirada e seca. O material seco foi entdo resuspendido em 200 uL
de metanol e analisado por CLAE. O procedimento operacional padrao do preparo

da amostra pode ser resumido como:

Homogeneizar a suspenséo e transferir 100 yL para tubo eppendorf;
Adicionar 900 pL de acetona;

Homogeneizar a suspensédo em Vortex;

Deixar em repouso por 60 minutos;

Homogeneizar novamente a suspensao em Vortex;

Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm;

Retirar 200 pyL do sobrenadante;

Evaporar o solvente;

Ressuspender com 200 uL de metanol;

Transferir para Vial e analisar por Cromatografia Liquida.

T S@meoooTy

Os resultados foram expressos em pg.mL™" de marcador de referéncia

e correspondem a média de trés amostras.

3.2.4.3.2 - Determinacao do teor de marcador de referéncia

encapsulado

Para avaliar o teor de marcador de referéncia encapsulado, foi
necessario quantificar seu teor livre, ndo encapsulado no meio de dispersado (meio
aquoso). Através da técnica de centrifugagéo, promove se a separagdo do material
disperso (nanoparticulas) e do meio de dispersdo em duas fases heterogéneas.
Assim, ap6s a homogeneizagao da suspensao coloidal, transfere um aliquota de 500
ML para tubo de centrifuga Spin (2,0 mL) com filtro Acetato de celulose 0,22 pm

centrifugando por 40 minutos a 3.000 rpm. Apds a separagao das fases, uma
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aliquota de 200 uL da fase aquosa é seca e ressuspendida com 200 uL metanol e
analisado por CLAE sob parametros instrumentais descritos no item 3.1.5. O

procedimento operacional padrao do preparo da amostra pode ser resumido como:

o

Homogeneizar a suspensao e transferir 500 mL para tubo de centrifuga Spin
(2,0 mL) com filtro Acetato de celulose 0,22 ym;

Centrifugar por 40 minutos a 8.000 rpm (20 °C);

Retirar uma aliquota de 200 pL da fase aquosa e secar;

Ressuspender o material seco com 200 uL de metanol.

Transferir para Vial e analisar por Cromatografia Liquida.

cooo

O teor de marcador de referéncia nanoencapsulado pode ser obtido
subtraindo do total de marcador de referéncia quantificado na suspensao coloidal, o
teor demarcador de referéncia encontrado na fase aquosa. Os resultados foram
expressos em pg.mL™"' de marcador de referéncia e correspondem a média de trés

amostras.

3.2.4.4 - Analise morfolégica por Microscopia Eletrénica de

Varredura

A analise morfologica, superficie e forma, das nanoparticulas foram
realizadas através de microscopia eletronica de varredura (Philips XL 30, 247 FEG).
As amostras foram submetidas a analise morfolégica apds serem previamente
metalizadas com ouro. As fotomicrografias foram obtidas utilizando uma voltagem
de 5kV e aumentos entre 1000 a 50000 vezes. As analises foram realizadas no

Departamento de Materiais da UFSCar.
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3.3 - Ensaios Biologicos

3.3.1 - Materiais

3.3.1.1 - Linhagens de Células

v' Linhagens DU145 e Balb-c, ambas células aderentes correspondendo a
carcinoma de prostata e fibroblasto sadio respectivamente, foram obtidas no
Banco de Células do Rio de Janeiro BCRJ/UFRJ. A linhagem DU145
corresponde a células metastasicas isoladas de um homem caucasiano de 70
anos, e a linhagem Balb-c foi isolada a partir de fibroblastos de camundongos da

raca Balb.

3.3.1.2 - Meio de Cultura

v" Meio Dulbecco DMEM em p6, com Glutamina (D0017), Cultilab Mat. Cultura
Celular Ltda, Campinas S.P.

3.3.1.3 - Reagentes

v" Dimetilsulféxido (DMSO), D2650, 5 x 10mL, obtido da Sigma-Aldrich Brasil
Ltda.

v" Soro Fetal Bovino (FBS), F2442, obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.
v' Tampao Fosfato Dubelco (PBS), com Cloreto de sdédio, antibidtico e
antimicético, sem calcio e magnésio, 001059, Cultilab Mat. Cultura Celular

Ltda, Campinas S.P.

v" Glucose, D9434, obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.
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v Bicarbonato de Sédio, S5761, obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

v' Solugdo de Tripsina com 25% de EDTA, T4049, obtido da Sigma-Aldrich
Brasil Ltda.

v" Azul de Tripan, T6146, obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

v" Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), 98,5% de pureza, L3771, obtido da Sigma-
Aldrich Brasil Ltda

v Acido Acético, 99,7% de pureza, 320099, obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda
v Doxorrubicina, 97,5% de pureza, M5655, obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

v" Guava ViaCount® Reagent, Lote 12-0125, obtido da Merck-Millipore.

3.3.1.4 - Materiais Diversos

Frascos para cultura celular com filtro T25 e T75 (25 cm® e 75 cm’,
respectivamente), obtidos de TECNOPLASTIC PRODUCTS, Suiga.

Placa de 96 pogos para cultura de tecidos (Microtest™ 96), obtidos de BD
FALCON, USA.

Camara de Neubawer, (0,0025 mm? ), OPTIK-LABOR, Brasil.
Sistema de filtragdo a vacuo, 500 mL (Stericup®), Millipore, USA.

Membrana de filtracdgo em PVDF, 0,22 ym de poro, 47mm de diametro,
GVWPO4700, Millipore, USA.
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3.3.2 - Equipamentos

v' Citdémetro de Fluxo, Guava Easycyte 8HT, Millipore, Alemanha.
v" Microscépio Invertido, Motik AE21, Quimis, Brasil.

v' Capela de Fluxo Laminar, PA420, PACHANE, Brasil.

v" Incubadora de CO,, MCO-20AIC, SANYO SCIENTIFIC, Canada.
v Fluorimetro, multi mode (microplate reader) Synerg HT, Biotek.

v Bomba de vacuo, Prismatec.

3.3.3 - Preparo do Meio de Cultura — DMEM (10%FBS)

Para a preparagcao do meio de cultura foi utilizado meio Dulbecco
DMEM em po6 (Cultilab Mat. Cultura Celular Ltda Campinas-SP), 3,5 g de glucose e
1,5 g de bicarbonato de sodio, em 900 mL de agua ultrapura. A mistura foi colocada
em agitacdo, e apds a diluicdo de todos os componentes verificou-se o pH da
solugédo ajustando os valores entre 7,2 e 7,4. Na sequéncia o meio de cultura foi
esterilizado através de filtracdo a vacuo com filtro de 0,22 um. Posteriormente 100
mL de FBS foram adicionados e homogeneizados ao meio de cultura. Manteve-se o

meio de cultura sob refrigeracao, entre (6 £ 2 °C), até sua utilizagao.

3.3.4 - Crescimento celular

Inicialmente foi adicionado 1 mL de disperséo celular (1x10° cel.mL™)
em um frasco para cultura celular T75, juntamente com 10 mL de meio de cultura
DMEM-10% FBS, na sequéncia os frascos de cultura foram encubados a 37°C numa
atmosfera de 5% de CO,. Todos os ensaios celulares foram realizados somente

apos o crescimento celular atingir entre 60-80% de confluéncia na superficie do
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frasco. Todos os procedimentos envolvendo manipulagao de células foram feitos em

capela de fluxo laminar.

3.3.5 - Ensaios Celulares

Foram utilizados 2 protocolos distintos para os ensaios celulares sendo

eles: ensaios de MTT e determinacao da viabilidade celular por citometria de fluxo.

3.3.5.1 - Ensaio de Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT)

Para determinar os valores de viabilidade nas células Balb-c e DU145,
frente a diferentes compostos, primeiramente foi realizado o processo de incubacao
e crescimento de células como descrito no item 3.3.4. Posteriormente as células
foram ressuspendidas com tripsina e submetida a centrifugacédo a 1000 rpm por 5
minutos. Apds ressuspencdo, determinou-se o numero de células por mililitro
utilizando uma camara Neubawer e microscépio. Apos a contagem celular, a
suspensao de células foram diluidas para 1x10° cel.mL™" e adicionada a placa de 96
pocos e deixando incubar a 37°C e 5% CO; durante 24 horas. Adicionou-se 100 pL
do meio de cultura sem células aos po¢os que ficam no extremo da placa de 96
pocos (coluna 1 e 12) e (fila A e H) para diminuir o efeito de borda.

Apos a incubacgao, o meio de cultura foi retirado por sucg¢do, usando
uma bomba de vacuo. Em seguida 100 pL do meio de cultura contendo diferentes
concentragdes dos compostos foram adicionados em cada pocgo, e a placa incubada
a 37°C e 5% CO, por 24 horas. Apds o periodo de incubacéo, cada pogo recebeu 20
uL de uma solugdo de PBS com 5 mg.mL™ de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazélio) deixando a placa novamente por 3 horas na incubadora de
CO; ao abrigo da luz. Em seguida o sobrenadante contido nos pocos foi retirado e
100 pL de agente solubilizante (10 g SDS, 100 mL DMSO e 0,6 mL de acido acético
glacial) adicionado. Novamente as placas foram incubadas por 1 hora, com a

subsequente leitura de absorbancia a 570 nm.
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3.3.5.1.1 - Dose-Resposta do Dimetilsulféxido (DMSO)

Devido a baixa solubilidade dos extratos e fragdes de origem vegetal
em meio aquoso, foi necessaria a busca por um veiculo para auxiliar na solubilidade
dos mesmos no meio de cultura. Optou-se por utilizar o DMSO estéril, ja que os
extratos e fragbes vegetais apresentaram excelente solubilidade neste solvente.
Todavia, foi necessaria a analise de tolerancia das linhagens de células (DU145 e
Balb-c) frente ao DMSO. As seguintes concentragdes foram avaliadas: 0,25; 0,5;
0,75; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 % (v/v). Este ensaio seguiu o protocolo descrito no item
3.3.5.1.

3.3.5.1.2 - Dose-Resposta da Doxorrubicina (DOX)

O quimioterapico Doxorrubicina foi utilizado como controle positivo do
bioensaio. Desse modo, a analise da dose-resposta da doxorrubicina frente as duas
linhagens celulares estudadas no presente trabalho também foi necessaria.

Neste ensaio, a Doxorrubicina foi diluida em meio DMEM-0,5% de
DMSO, e as seguintes concentragbes foram preparadas: 0,1; 1,0; 10,0 e 100,0
UM.mL" em massa correspondendo a 0,054; 0,543; 543 e 54,3 ug.mL"’. O

experimento seguiu 0 mesmo protocolo descrito no item 3.3.5.1.

3.3.5.1.3 - Dose-Resposta da fragdo acetato de etila, extrato

rico em casearinas e catequina

As células da linhagem DU145 e Balb-c foram aderidas em placas de
96 pocos e apos 24 horas, como descrito no item 3.3.5.1, foram tratadas com fragao
acetato de etila, proveniente de um extrato etandlico de folhas de Casearia
sylvestris, um composto isolado também da mesma fragdo denominado catequina e
ainda com o extrato rico em casearinas proveniente da mesma planta. Para todos os
experimentos as células foram tratadas com diferentes concentragcées dos produtos
em investigacao, procurando avaliar o efeito dose-resposta para citotoxicidade. Para

a Fracdo acetato de etila, as concentracdes testadas foram: 0,3; 3,0; 33 e 333
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ug.mL'. A Catequina e extrato rico em casearinas foram avaliadas nas

concentragdes de: 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 pg.mL™.

3.3.5.2 - Determinacgao de Viabilidade Celular por Citometria de

Fluxo

A determinagao de viabilidade celular por citometria de fluxo seguiu o
seguinte protocolo: Primeiramente realizou-se o processo de incubacdo e
crescimento de células conforme descrito no item 3.3.4. Em seguida, as células
foram ressuspendidas com tripsina e submetidas a centrifugacdo a 1000 rpm por 5
minutos. Apds a ressuspencdo, determinou-se o numero de células por mL
utilizando um microscopio e contagem em cadmara Neubawer; e realizou-se uma
diluicdo da suspensdo celular para 1x10° cel.mL™". Em seguida, 100 uL do meio de
cultura contendo 1x10° cel.mL™" foram adicionados em cada pogo. Posteriormente, a
placa foi incubada a 37 °C e 5 % CO; durante 24 horas. Com o objetivo de reduzir o
efeito de borda, 100 pL do meio de cultura sem células foram adicionados aos pog¢os
que ficam no extremo da placa de 96 pocgos (coluna 1 e 12) e (fila A e H).

Apos o periodo de incubagao, o meio de cultura foi retirado por sucgao
usando uma bomba de vacuo. Em seguida, 100 yL do meio de cultura contendo
diferentes concentragcdes dos compostos em estudo foram adicionados em cada
poco, sendo a placa novamente incubada a 37 °C, 5 % CO; por 24 horas. Apds este
segundo periodo de incubacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado dos
pocos e 75 L de tripsina foram adicionados. Novamente a placa foi incubada por 10
minutos a 37 °C e 5 % CO,, promovendo a liberagdo das células aderidas ao fundo
do pogo. Apés a perda da aderéncia celular, 25 yL de PBS com 20% (v/v) de FBS
foram adicionados aos pogos, com o objetivo de bloquear a agao da enzima tripsina.
Em seguida, foram adiconados 100 pL de reagente Guava ViaCount® e a placa foi
incubada por mais 5 minutos a 37 °C e 5 % CO». Por ultimo a viabilidade celular foi
determianda por citometria de fluxo.

O reagente Guava ViaCount®, foi utilizado por promover a contagem
celular absoluta e dados de viabilidade em suspensodes celulares. O ensaio Guava
ViaCount® distingue entre células viaveis e ndo viaveis, baseado na permeabilidade

diferencial de corantes que se ligam ao DNA. A fluorescéncia de cada corante
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permite distinguir tanto células viaveis quanto n&o viaveis em uma suspensao
(Guava Technologies).

Para a determinacdo da viabilidade celular, as solu¢cbes preparadas
com a fracdo acetato de etila, extrato rico em casearinas e catequina foram
incorporadas no experimento seguindo o protocolo ja descrito acima. Todos os
experimentos foram realizados com diferentes concentragdes de amostra, avaliando
o efeito citotoxico. Para a Fracdo acetato de etila as concentracbes testadas foram
0,03; 0,3; 3,0; 33 € 333 ug.mL'1. Por sua vez as solugado de Catequina e extrato rico
em casearinas foram ensaiadas nas concentragdes 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 pg.mL™".

As células da linhagem DU145 e Balb-c também foram tratadas com
diferentes concentracdes das 13 nanoformulagdes poliméricas. As concentracdes de

nanoparticulas utilizadas foram 0,5; 1,0 e 3,0% (v/v).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Estudo Fitoquimico

4.1.1 - Substancias isoladas e identificadas

O estudo fitoquimico da Fragdo acetato de etila das folhas de Casearia
sylvestris levou ao isolamento e identificacdo de 2 substéncias, sendo um flavondide

e um diterpeno (Figura 4.1).
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FIGURA 4.1: Metabdlitos secundario isolados de folhas de Casearia sylvestris,
Catequina (A), marcador de referéncia (B).
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4.1.1.1 - Determinagao Estrutural

4.1.1.1.1 - Flavonoéide

O flavondide Catequina foi isalado da fracdo acetato de etila,
proveniente do extrato etandlico de folhas de Casearia sylvestris. Esta substancia foi
isolada como um sélido amorfo amarelo, e caracterizado através de espectros de
RMN de C e 'H e pela comparacdo com dados na literatura (NEBO, 2008;
NAHRTEDT et al., 1987).

O modo de oxidacdo do anel A foi definido através da analise do
espectro de RMN de 'H (Tabela 4.1), devido a presenca de dois dupletos em & 5,85
e 5,92 relativos a H-8 e H-6 com deslocamento quimico e constante de acoplamento
tipico de acoplamento meta, em aneis aromaticos.

Os H-2’, H-3' e H-6" foram atribuidos aos valores de deslocamento
quimico de sistemas aromaticos em 6 6,71 (dd; 1,8 e 8,1 Hz), 6 6,75 (d; 8,08 Hz) e &
6,82 (d; 1,88 Hz) respectivamente. A analise das constantes de acoplamento se
refere a um anel aromatico C meta e para substituido. O H-2' (& 6,71) apresenta
uma constante de acoplamento orto de J= 8,1 HZ, referente ao acoplamento com o
H-3'. O H-3’ (0 6,75 Hz) apresenta a mesma constante de acoplamento (J= 8,1 Hz).
Contudo, o H-2’ ainda apresenta uma segunda constante de acoplamento de J= 1,8
HZ caracteristico de uma constante de acoplamento meta que ocorre com o H-6’ (&
6,82).

O anel B foi caracterizado pela presenca de um dupleto em 6 4,56 (d;
7,5 Hz), atribuido a H-2, que acopla com H-3 (& 3,97,m). A configuragao 2,3-trans foi
determinada pela constante de acoplamento J = 7,5 Hz observada, entre H-2 e H-3
C-2 e pelo deslocamento quimico de C-2 em 6 82,8. A presenca do sinal referente a
H-2,indicou a auséncia da dupla ligagdo entre C-2 e C-3, e o sinal em & 68,7 no

espectro de RMN de *C (Tabela 4.2) foi atribuido ao carbono carbinélico em C-3.
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Para os hidrogénios diasterotopicos H-4a e H-4[3 se observou um duplo
dubleto em & 2,84 (dd; 16,1 e 5,4 Hz), correspondente a H-4a, devido ao seu
acoplamento geminal com H-43 (J = 16,1 Hz) e um acoplamento pseudo-equatorial-
axial com H-3 (J = 5,4 Hz). O duplo dupleto em &6 2,50 (J = 16,1 e 8,2 Hz) foi
atribuido ao H-4f3, devido ao seu acoplamento pseudo-diaxial com H-3 (J = 8,2 Hz).

Os sinais abservados nos espectros de RMN de 'H e *C estdo de
acordo com os dados da literatura para catequina (NAHRTEDT et al., 1987), como

descritos nas Tabelas 4.1 e 4.2., respectivamente.

TABELA 4.1: Dados de RMN de 'H da catequina e comparagdo com dados da
literatura.

Catequina (Figura 4.1) NAHRTEDT, 1987
" (400MHz, CDCI3) (400MHz, acetona-dg)
2 4,56 (d,J = 7,52 Hz) 4,54 (d,J = 7,8 Hz)
3 3,97 (m) 3,98 (m)
4 2,84 (dd, J=16,1e 5,4 Hz) 2,86 (dd, J= 16,0 e 5,4 Hz)
4 2,50 (dd, J = 16,1 e 8,2 Hz) 2,52 (dd, J=16,0 e 8,5 Hz)
6 5,92 (d, J=2,1Hz) 6,02 (d, J = 2,1 Hz)
8 5,85 (d, J = 2,2 Hz) 5,87 (d, J = 2,2 Hz)
2 6,71 (dd, J= 8,1 e 1,8 Hz) 6,7 a 6,9 (m)
3 6,75 (d, J = 8,0 Hz) 6,7 a 6,9 (m)

6 6,82 (d, J = 1,8 Hz) 6,7 a 6,9 (m)
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TABELA 4.2: Dados de RMN de "*C da catequina e comparagdo com dados da
literatura.

Catequina (Figura 4.2) NAHRTEDT, 1987
¢ (100MHz, CDCI3) (100MHz, acetona-dg)
2 82,8 82,9
3 68,7 68,5
4 28,4 28,5
5 157,7 157,9
6 96,2 96,4
7 157,5 157,6
8 95,5 95,6
9 156,8 156,9
10 100,8 100,9
1 131,7 132,3
2 120,0 120,1
3 116,0 116,2
4 146,2 146,2
5 146,1 146,2
6’ 120,1 120,1

4.1.1.1.2 - Diterpendide

O composto diterpénico isolado foi utilizado como marcador de
referéncia e controle de qualidade dos extratos e nanoformulacbes submetidos a
ensaios celulares. Este composto foi isolado da fragdo acetato de etila proveniente
do extrato etandlico das folhas de Casearia sylvestris. O composto correspondeu a
um solido oleoso amarelado ocre. Sua estrutura elucidada através da comparacao
com dados da literatura, dados espectrométricos de massas e espectroscopicos por
RMN "H (WHISTSON et al., 2010; DOS SANTOS et al., 2008).

Na Figura 4.2 esta representado o espectro de RMN de 'H total do

marcador de referéncia.
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FIGURA 4.2: Espectro de RMN de "H do marcador de referéncia (CDCls, 400 MHz).

Na Tabela 4.3 estdo demonstrados os sinais obtidos no espectro de
RMN de "H do marcador de referéncia, e a comparacdo do mesmo com dados da
literatura. O composto da literatura utilizado para comparacéao foi isolado do mesmo
género em estudo, a Casearia sp, no entanto, foi utilizada outra espécie de planta, a

Casearia arguta.
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TABELA 4.3: Dados de deslocamentos de RMN de 'H do marcador de referéncia e
comparagao com a literatura com um composto similar - argutin D - (WHISTSON et
al., 2010).

Marcador de
WHISTSON et al., (2010)
referéncia
H (400MHz, CDCl5)
(400MHz, CDCl;)

1 2.06 m 2.07m

2.00 m 1.98 m
2 4.58 dl 447t
3 6.03 d/ 6.01d
4 - _
5 - -
6 4.37 dI 5.08d
7 5.04 d/ 3.66 t
8 1.62 m 1.77dd
9 - -
10 2.35 dd 2.3T m

1.61m
11 1.25 m (se B) fg: z

2.30 dd (se a) '

12 5.04d 5.38d
13 - -
14 6.44 dd 6.26 dd
15 520d 5.07d

517 d 491d
16 1.89 s/ 164 s
17 0.89d 1.04 d
18 6.58 s/ 6.40t
19 6.57sl 6.55s
20 0.87 s/ 0.88s
2’ 5.01d(11.2) 5.63d(11.2)
3 5.03 d (10.6) 6.631t(11.2)
4 6.60 dd (15.5e 11.0) 7.30 dd (15.2 e 11.2)
5 6.03 m 6.09 ddd (15.2, 7.7 € 7.2)
6’ 2.29m 214 ddd (14.7,7.7 e 7.3)
7 1.61m 1.38 ddd (14.8, 7.6 e 7.3)
8 1.25m 1.23m
9 1.27Tm 1.26 m
10’ 0,84 m 084t
2” - -
37 5.60s -
4” 2.06 s -
5” 2.05s -

18-OAc - 2.04 s
19-OAc 2.00 s 1.91s
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Através de comparagdao com dados da literatura (WHITSON et al.,
2010), referentes a trabalhos com o mesmo género Casearia sp e apos analises dos
espectros de RMN 'H e massas obtidos, foi possivel atribuir uma proposta estrutural
para o marcador de referéncia (Figura 4.3 — A).

A Figura 4.3 representa a proposta estrutural do marcador de
referéncia. A numeracao atribuida a estrutura esta de acordo com os sistemas
padrées para terpendides da classe dos clerodanos, sendo os grupos substituintes

numerados de acordo com a literatura (Figura 4.3-B).

FIGURA 4.3: Proposta estrutural do marcador de referéncia (A) e o composto
descrito na literatura (B) (Argutin D).

Pela analise dos espectros de RMN "H (Figura 4.4), se observou a
presenca de sinais caracteristicos a hidrogénios olefinicos, em 6y 6,44 (dd; 12,5 e
7,0) (carbono 14), 84 5,19 (d; 12,5) e 5,20 (d; 7,0) (C-15), 4 5,04 (d; 10,6) (C-12), dn
6,03 (dl; 3,7) (C-3) e do grupo tigloil 64 5,59 (s/). Além disso, visualiza-se os
hidrogénios carbindlicos, apresentando sinais em &y 4,38 (d; 11,0) (C-6) e 6y 5,04
(dl; 10,6).
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FIGURA 4.4: Ampliagdo dos sinais referentes aos hidrogénios olefinicos e
carbindlicos.

Um sinal referente ao hidrogénio da hidroxila da posi¢cao 2 pode ser
visualizado em 03,64 como um singleto largo, caracteristico deste grupamento,
conforme destacado na Figura 4.2.

Observando a estrutura proposta, nota-se a presencga de grupos cetais,
com deslocamentos quimicos de hidrogénios semelhantes a hidrogénios aromaticos
(66,59 e 066,57), sendo estes desblindados em fungdo dos grupos vizinhos

(oxigénios) que atuam atraindo a densidade eletronica (Figura 4.5).
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FIGURA 4.5: Ampliagao da regido dos hidrogénios das posigcbes 18 e 19.

Considerando as metilas existentes no composto, pode se deparar com
a existéncia de trés tipos: metilas de grupo acetato, metilas olefinicas e metilas
ligadas a carbono tetraédrico (sp’). Tais grupos metilicos podem ser claramente
observados no espectro de RMN de "H do composto (Figura 4.2).

Na ampliagcao representada da Figura 4.6— A, pode-se observar sinais
em oy 1,98 (s) e o4 (2,01) (s) referentes as metilas ligadas a grupos acetil, ainda
sinas em dy (2,07) (s), don (2,06) e on 1,90 (13), referindo-se as metilas olefinicas;
sinais referentes & metilas ligadas a carbonos sp®, podem ser observadas na
ampliagao do espectro de RMN de 1H na regido de 6H 0,85-1,01, Figura 4.6 B. As
metilas presentes no composto podem ser confirmadas pelo sinal em 6H 0,90 (d;
6,8) referente a posicdo 8 do sistema decalinico e outra metila com deslocamento
em &H 0,88 (s/).

De fato, o grupo funcional alceno conjugado referente aos carbonos 11
a 15, pode apresentar dois isdmeros constitucionais (Figura 4.7). O sinal de metila

on 1,89 (s/) confirma a presenga do isdmero constitucional e a estrutura proposta.
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FIGURA 4.6: Ampliacédo da regido de metilas olefinicas, ligadas a grupos carboxila e
a carbonos sp°.
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FIGURA 4.7: Estrutura do isémero constitucional (A) e estrutura proposta do
marcador de referéncia (B).

Ainda com o proposito de confirmar a estrutura, foi realizada uma
analise por espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray (ESI-). No
espectro de massas obtido pode-se confirmar a massa molecular através da

molécula deprotonada, sendo observada a molécula deprotonada [M-H] 681 Da.
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Desse modo, foi possivel propor a massa molecular de 682 g.mol”' compativel com a
féormula molecular C39Hs4040. Para esta formula molecular pode ser calculado um

indice de instauracao de 13, condizente com a estrutura apresentada (Figura 4.8).
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m/z, Da

FIGURA 4.8: Espectro de massa tipico, no modo negativo, com destaque para o
marcador de referéncia, correspondendo a m/z 681.

4.1.2 - Desenvolvimento e validagcado do método analitico por
CLAE

Para desenvolvimento do método analitico por CLAE para controle
qualiativo de extratos e nanoparticulas, o composto isolado (diterpeno) foi usado
como marcador de referéncia. Este composto apresentou um grau de pureza
espectrométrica de aproximadamente 90 %. Diferentes fases moveis e colunas de
separacao foram previamente testadas a fim de alcancar uma boa separacao e
resolugdo do composto de interesse. Nas amostras de extrato, fracdo vegetal e
nanoparticulas poliméricas, foi observado que a coluna cromatografica
Phenomenex®, Gemini C18, (5um; 150 x 4,6 mm), possibilitou uma boa separagéo
do composto a ser quantificado com um fator de separacdo a=1,05 e uma resolugao
Rs=1,33.

Com o propésito de alcangar a resolugdo cromatografica necessaria
para o marcador de referéncia foi preciso utilizar uma fase movel ternaria gradiente,

sendo o melhor sistema inicial composto de agua, acetonitrila e metanol, na
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propor¢cao de 34:44:22 (v/v), garantindo a simetria do pico do marcador de
referéncia. O tempo de eluicdo foi detectado em 20,7 minutos (Figura 4.9).

O comprimento de onda escolhido foi 220 nm, pois no espectro de DAD
o A maximo de absorgdo foi nesta regido. A vazdo escolhida foi de 1 mL.min™,

volume de injecao 20 ul e temperatura 25 °C.

80 4

60 4

mAbs

404

20 4
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FIGUR,?\ 4.9: Cromatograma de eluicdo gradiente do marcador de referéncia (1,0
mg.mL").

4.1.3 - Validacao Analitica

O desenvolvimento do método analitico envolve a otimizagao de varios
estagios como preparacdo da amostra, a separagdo cromatografica e a
quantificacdo. Paramétros como fase movel, vazdo, coluna cromatografica e o
comprimento de onda de detec¢ado devem ser pré-estabelecidos criteriosamente.

A validagdo do método analitico é importante, pois garante o sucesso
da utilizacdo do método desenvolvido, além de detectar erros de procedimento
analitico e oferecer evidéncias comprovadas da eficiéncia do método (CAUSON,
1997).

4.1.3.1 - Seletividade

Para validacdo do método analitico foi realizado o ensaio de

seltividade, garantindo que o pico da resposta seja exclusivamente do composto de
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interesse. Como pode se observar na Figura 4.10, ndo ha co-eluicdo de nenhum
composto no tempo 20,7 minutos, refente a banda cromatografica do marcador de

referéncia em nenhuma das matrizes.
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FIGURA 4.10: Cromatogramas tipicos do marcador de referéncia (A),
nanoparticulas vazias (B), fracdo acetato de etila (C) e extrato rico em casearinas
(D).

4.1.3.2 - Linearidade, Limite de Deteccao e Quantificagcao

A curva de calibragdo analitica (n=3) foi linear na faixa de
concentracdo de 5,0 a 100,0 ug.mL'1. A linearidade foi avaliada através do calculo
da equacao de regressao (y= axtb) e o coeficiente de correlagédo (r?, pelo método
dos minimos quadrados, onde y = (14,1).x + 4,1 e r* = 0,9997 como ilustrado na
Figura 4.11 A. O “a@” ¢é a inclinacdo da reta, “b” é o valor da area do pico

cromatografico para a amostra, e “x” é a concentragdo da solugdo de marcador de
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referéncia em pg.mL™. O valor r2 é maior que 0,999, indicando uma boa linearidade
para o intervalo de trabalho. A linearidade também foi avaliada através da analise do
fator de resposta como ilustrado na figura 4.11 B. O fator de resposta revelou uma

inclinagdo de -0,008, valor muito préximo a zero entre todos os niveis de

concentracgao.
1400
1200 -
@ 1000
<
£ 800
3 600 A
S
< 400
200 A
0 . r r . .
0 20 40 60 80 100
[ 1 Marcador de Referéncia (ug mi-)
20 1
80 1
s 16 60
[7/] 122 o) =\ o)
a 12 0
g o 7 4
by 3 8 °
g 8 = o0 188—% ; -
s & 20! 20 40 @ 80 100
S 4 B
5 -40
0 r r r . . 60 c
0 20 40 60 80 100 -80 - . .
[ 1 Marcador de Referéncia (ug ml) [1Marcador de Referéncia (g mI”)

FIGURA 4.11: Curva de calibracdo do marcador de referéncia (A), grafico do fator de
resposta (B) e grafico de analise de residuo (ANOVA) (C), para todos os niveis de
concentracido da curva de calibracao.

A Tabela 4.4 mostra a ANOVA do modelo de regresséo linear, o que
confirma a linearidade do modelo, o desvio nao significativo do coeficiente angular
(valor-P < 0,05) e o valor da intersecgao que estastiticamente nao é diferente de

zero (valor-P >0,05). O grafico pode ser observado na Figura 4.11 C.
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TABELA 4.4: ANOVA do modelo de regressao linear para curva de calibracdo do
marcador de referéncia.

"

4,73x 10° 473x% 10° 70778.0

/2]
[#]

— [

Regressao

Residuo 16 1,07 x 10° 6.68x 10!

Tota! 17 473x 10°

Intersecio 1,33 0,20 245 10,71
Coeficiente angular 14,11 266,04 1,34x 10% 14,00 14,22

4.1.3.3 - Exatidao e precisao

As amostras para avaliagdo de precisdo e exatiddo foram preparadas
como descrito no item 3.1.5.2. Os guias do ICH e ANVISA preconizam que a
precisdo e exatiddo devem ser investigadas pela analise de, no minimo, trés
controles de qualidade em 5 replicatas de preparo de amostras com niveis de
concentracdes baixas, média e alta em relagcdo ao intervalo de contragao da curva
de calibracdo. As amostras com concentracio tedrica referente a 6,0; 50,0 e 90,0
ug.mL™ foram preparadas em quintuplicata (n=5), injetadas pelo método proposto. A
exatiddo foi expressa pela relagdo entre concentragdo média determinada
experimentalmente e concentracao tedrica correspondente em termos percentuais.
As mesmas solugdes foram usadas para calcular a precisao a partir do coeficiente
de variagao (CV %). Os resultados da determinagao da precisao e exatiddo podem

ser observados na Tabela 4.5.

TABELA 4.5: Resultados estatisticos obtidos no ensaio de precisao e exatidao para
determinacdo do marcador de referéncia provenientes de folhas de Casearia
sylvestris.

) Concentracao obtida do ) )
Concentracgao tedrica de . Precisdo | Exatidao
. . 1 marcador de referéncia
diterpendide (ug.mL™) P (CV%) (%)
(ng.mL"™)
6,0 6,02 1,60 0,33
50,0 50,61 1,57 1,20
90,0 90,74 0,51 0,77
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A precisao e exatiddao expressam a importancia que o erro aleatorio
tem sobre o desempenho do método. A ANVISA e o ICH recomendam que os
valores deses parametros ndo excedam 2 %. Assim os valores encontrados
atendem aos limites estabelecidos, indicando boa precisdo e exatiddo do método

analitico.

4.1.3.4 - Limite de Deteccao e Quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacao foram calculados de acordo com
a relacao sinal/ruido, sendo de 10 e 3 vezes para limite de quantificagao e limite de
deteccdo respectivamente. Os valores obtidos estavam dentro da faixa de
linearidade, obedecendo a lei de Lambert-Beer, correspondendo a 1,6 pg.mL'1 para

o limite de deteccgao e 4,9 pg.mL'1 para o limite de quantificacao.

4.1.4 - Quantificagao do marcador de referéncia nos extratos

vegetais

Os extratos vegetais provenientes de Casearia sylvestris, foram
quantificados a fim de verificar a quantidade de marcador de referéncia em 1 mg de
fracao acetato e extrato rico em casearinas. A analise foi realizada por CLAE, apos a
injecdo da solugdo contendo 1 mg.mL™" dos extratos vegetais nas condigdes ja
citadas no item 3.1.5.1. A area do pico referente ao marcador de referéncia
(20,07min) foi determinada nos cromatogramas como mostrado na Figura 4.12; esse
valor foi entdo submetido a equacédo da reta ja descrita acima. As massas do
marcador de referéncia disponiveis em 1 mg de fracdo acetato e extrato rico em

casearinas encontram-se disponiveis na Tabela 4.6.
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FIGURA 4.12: Cromatograma tipico da fragao acetato de etila, com destaque pra o
marcador de referéncia em 20,7minutos.

TABELA 4.6: Massa do marcador de referéncia contida em 1mg de extratos vegetais
de Casearia sylvestris.

Tipo de extrato vegetal Massa do marcador de referéncia
(1 mg.mL") (ug. mg™)
Fracao acetato de etila 65,3

Extrato rico em casearinas 55,5
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4.2 - Suspensoes Coloidais de Nanoparticulas Poliméricas

4.2.1 - Preparacao das suspensoes coloidais de nanoparticulas

poliméricas

Através da metodologia de nanoprecipitagdo proposta por FESSI et al.,
1989), foram preparadas 13 suspensdes de nanocapsulas (sistemas vesiculares
circundado por uma membrana polimérica) e nanoesferas (nanoparticulas
poliméricas “macicas”) (Figura 4.13), contendo fracdo acetato ou extrato rico em
casearinas, ambos provenientes de folhas de Casearia sylvestris, utilizando como
polimero poli(€-caprolactona) (PCL). A justificativa para a escolha deste polimero
sao suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e auséncia de
toxicidade. O PCL €& um poliéster alifatico sintético, que €& completamente
biodegradavel no interior do organismo, sendo que os produtos de degradagao
podem ser absorvidos pelo corpo humano ou removidos pelo sistema metabdlico
(KIBBE, 2000).

Nanocapsula Nanoesfera

FIGURA 4.13: Esquema do sistema vesiculado da nanocapsula e matriz polimérica
macica da nanoesfera.
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No caso das nanocapsulas foi empregado para a formagao do nucleo
oleoso, o 6leo mineral com o objetivo de formar sistemas vesiculados contendo
ambiente hidrofébico circundado por membrana polimérica.

Todas as nanoformulacdes usaram tensoativos. A finalidade dos
tensoativos em sistemas nanoméricos € proporcionar estabilidade aos sistemas
nanoparticulados. Assim o tensoativo de elevado EHL tende a formar emulsdo do
tipo Oleo/agua evitando a sedimentagdo das particulas e a difusdo da substéncia
nanoencapsulada. Por sua vez o tensoativo de baixo EHL tende a formar emulséo
agual/éleo sendo necessario para a obtengdo de nanoparticulas pequenas e
homogéneas (GUTERRES et al., 1995).

O procedimento de nanoprecipitagao geralmente consiste na mistura
de uma fase organica miscivel em agua contendo ou ndo Oleo e ainda um
surfactante lipofilico, com uma fase aquosa contendo surfactante hidrofilico.

Nos ensaios realizados neste trabalho, o polimero (PCL) foi
solubilizado em solvente orgénico (acetona). Depois da adigdo da fase organica a
fase aquosa, o polimero se difundiu com o solvente organico e foi retido na interface
entre o Oleo e a agua. Nas formulacbes que nao continham oleo, ocorreu a
deposigcao e precipitacdo do polimero formando nanoesferas macigas constituidas
de uma rede polimérica. Conforme relatado por GALLARDO et al., 1993, para
polimerizagao interfacial o principal fator para a formagcdo de nanocapsulas € a
difusdo do solvente organico no meio aquoso. Com a completa miscibilidade da fase
organica na fase aquosa, o polimero torna-se insoluvel na fase aquosa, precipitando
na interface agua/dleo (w/0) levando a formagao das nanocapsulas. Na auséncia de
Oleo ocorre a precipitagdo do polimero formando nanoesferas macigas constituidas
de rede polimérica.

Apos a difusdo do solvente organico em um meio aquoso para todas as
formulagdes, foi visualizado uma mudanca no aspecto da solugdo, onde o meio
aquoso passou a ter um aspecto branco “leitoso”, com reflexo esbranquicado
mediante a observagdo a luz natural, decorrente do efeito Tyndall, tipico das
suspensdes coloidais (MAGENHEIN & BENITA, 1991) indicando a formacédo das
nanoparticulas.
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4.2.2 - Planejamento Fatorial

Em cada planejamento fatorial foram estudadas 2 variaveis em dois
niveis diferentes (baixa e alta) que foram representados pelos valores -1 e +1
respectivamente.

No planejamento fatorial A, as variaveis independentes foram:
quantidade de polimero (PCL) sendo o nivel baixo representado por 0,08 gramas € o
nivel alto representado por 0,2 gramas e a quantidade de extrato vegetal onde 0,1 e
0,2 gramas representaram os niveis baixo e alto, respectivamente. No planejamento
fatorial B as variaveis independentes foram: quantidade de polimero (PCL) sendo o
nivel baixo representado por 0,08 gramas e o nivel alto representado por 0,2 gramas
e a presenca ou nao de 6leo na formulagao onde 0,620 gramas e auséncia de 6leo
representaram os niveis alto e baixo, respectivamente. Ja no planejamento fatorial C
as variaveis independentes foram: quantidade de polimero (PCL) sendo o nivel
baixo representado por 0,08 gramas e o nivel alto representado por 0,2 gramas e
tipo de extrato vegetal, onde o nivel mais alto (+1) é representado pelo extrato rico
em casearinas e o nivel mais baixo (-1) & representado pela fragdo acetato de etila
proveniento do extrato etandlico de folhas de Casearia sylvestris.

As variaveis dependentes do planejamneto fatorial foram: pH, potencial
zeta (PZ), recuperagédo do extrato vegetal (%Rec), e eficiéncia de encapsulamento
(%EE). A quantidade de solvente organico, tensoativos, e agua foram mantidas em
todas as formulagdes, sendo os valores empregados, ja pré-definidos anteriormente
(SANTOS, et al., 2011).

Cada planejamento fatorial gerou 4 formulagbes, totalizando 10

formulacdes distintas.

4.2.3 - Caracterizagao fisico-quimica das suspensoées coloidais

de nanoparticulas poliméricas

A analise experimental revelou uma boa reprodutibilidade. No
desenvolvimento das formulagdes as quantidades de polimero (PCL), éleo, tipo de
extrato vegetal e quantidade dos extratos vegetais foram avaliadas a fim de obter a

melhor estabilidade e dispersao coloidal.
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As variaveis dependentes utilizadas para investigar os efeitos de

interagcdo foram pH, potencial zeta, eficiéncia de recuperagcdo e eficiéncia de

encapsulamento, esses resultados para cada formulacdo encontram-se ilustrados na

Figura 4.14.

Planejamento Fatorial A
= Variaveis e
Formulagéo Independentes Varidveis Dependentes
X Xz pH PZ % Rec % EE
8 q 4 7.0£0,08 -18,5210,7 49407 0,041,1
10 1 4 712005 -19,2011,2 3110,9 0,020,7
7 1 1 8,641,1 -20,03+05 31+1,¢ €1,7+1,3
8 1 1 8,210,6 -20,24+09 32+1,3 ©7,640,9
Planejamento Fatorial B
x Variaveis P
Formulagao Independentes Variaveis Dependentes
X X3 pH PZ % Rec % EE
1 4 1 6,310,07 -42,62£0.5 79+1,3 43,9404
2 1 1 6,24¢0,04 -35,98:0,8 75423 979412
5 1 1 6,5¢0.06 -13,941+0,7 37+1,1 100,0+1,8
8 1 1 68,1£0,09¢ -18,68+0,5 35+1,5 100,0+1,6
Planejamente Fatorial C
= Variaveis P
Formulagéo Independentes Variaveis Dependentes
X, X, pH PZ % Rec % EE
1 -1 -1 6,3+0,07 4282405 79+1.3 439+04
2 +1 1 6,240,04 -35,88109 75123 97,9+1,2
3 -1 +1 6,3+0,12 -28,01+1,1 97109 47,6108
4 + +1 8,0+0,8 -21,1710,8 82+1,7 81,410,9

FIGURA 4.14: Valores obtidos das variaveis dependentes (pH, potencial zeta,
eficiéncia de recuperacao e eficiéncia de encapsulamento) referente as suspensdes

coloidais.

O efeito de cada variavel e suas interagcdes foram calculados de acordo

com a seguinte equacao: Efeito da Variavel= . - ., onde + e - sdo os valores de pH,

PZ, %Rec e %EE, os valores mais altos obtidos foram representados por +1 e 0s

valores mais baixos foram representados por -1, tendo assim o efeito de cada

variavel sobre as formula¢des de nanoparticulas.

Uma das variaveis independentes utilizadas foi presenca ou nao de

6leo mineral. O 6leo mineral foi escolhido para formar os sistemas vesiculados por
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ser amplamente utilizado em formulagdes comerciais, apresenta caracteristicas
neutras e é insolivel em agua. E muito utilizado como emulsionante e favorece a
inclusdo de substancias lipofilicas bem como melhora a estabilidade do ativo (extrato
vegetal). Além disso, tem acdo emoliente e ndo provoca irritagdo quando utilizados
em formulacgdes para pele (LACERDA et al., 2011).

Dois extratos vegetais distintos foram utilizados nos planejamentos
fatoriais sendo eles, extrato rico em casearinas e ainda fracdo acetato de etila
proveniente do extrato etandlico. Ambos foram obtidos de folhas de Casearia
sylvestris. Ainda duas quantidades especificas dos extratos vegetais foram
investigadas sendo elas 0,1 e 0,2 gramas. Estas variaveis foram selecionadas com a
finalidade de avaliar a estabilidade, eficiéncia de recuperacdo e eficiéncia de
encapsulamento durante a preparacido das formulagdes de nanoparticulas.

O planejamento fatorial A foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
de interagdo da presencga do 6leo sobre a eficiéncia de encapsulamento. Observou-
se que quando a concentragdo de polimero passa do nivel baixo (-1) para o nivel
alto (+1) a eficiéncia de encapsulamento aumenta 18,4%, e ainda em relacédo ao
6leo mineral quando passa do nivel -1 para o nivel +1 ha um ganho na eficiéncia de
encapsulamento de 81,6%. Notou-se também ao analisar o grafico de efeito (Figura
4.16) que ha uma interacao significativa entre as variaveis independentes cujo valor
€ 19,4%. A analise destes resultados deixou claro que a presenca de 6leo mineral
com o objetivo de formar sistemas vesiculados é extremamente importante para a
eficiéncia de encapsulamento nas nanoparticulas poliméricas. Isso acontece devido
a pouca solubilidade do extrato vegetal em meio aquoso e grande afinidade por
parte do extrato com o nucleo oleoso, fazendo com que grande parte do extrato
vegetal contido na formulagdo de nanoparticulas fique localizado no nucleo
constituido de O6leo e quase nada adsorvido na rede polimérica, aumento
consideravelmente a eficiéncia de encapsulamento em formulagdes constituidas de

nucleo oleoso.
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FIGURA 4.15: Grafico de efeito de interagdo da quantidade de polimero e presenca
do 6leo sobre a eficiéncia de encapsulamento.

Como ilustrado na Tabela 4.7, o efeito de interacdo sobre o pH,
potencial zeta e eficiéncia de recuperagdo também foram avaliados, porém
mostrando interagcdes bem menos substanciais, quando comparados a eficiéncia de
encapsulamento.

TABELA 4.7: Efeito de interagcdo sobre pH; potencial zeta e eficiéncia de
recuperacao para o planejamento fatorial A.

Variavel Efeito (%) Efeito (%) Efeito (%)
dependente x1 x2 x1.x2
pH -2:1 '9,2 '3,5
Potencial zeta 16,9 19,8 14,8
Efic. Rec. -17.3 17,3 19,4

O pH das formulagdes coloidais esta diretamente relacionado com os
compostos da formulacéo. O tipo de polimero e o 6leo utilizado pode causar efeitos
no pH. No entanto, os efeitos de interacdo avaliados quanto ao pH foram muito
pouco significativos, como mostra a Tabela 4.7.

A carga da superficie das nanoparticulas € um parametro importante
para avaliagdo da estabilidade das suspensdes coloidais e da interacdo entre as

nanoparticulas. A superficie eletrostatica das nanoparticulas pode ser consequéncia
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da adigao de substancias ibnicas da suspensdo ou da dissociagao de grupamentos
do polimero. Quando nanoparticulas sao preparadas, a formacado de uma dupla
camada elétrica ocorre em torno das nanoparticulas quando em solucdo. Este
potencial eletrostatico € chamado de potencial zeta (MAGENHEIM & BENITA, 1991).

Consequentemente o potencial zeta indica o grau de repulsao entre as
particulas carregadas, sendo um parametro muito utilizado para prever a
estabilidade da suspensdo coloidal. Nanoparticulas com um potencial zeta maior do
que +20mV ou -20mV, sdo consideradas como sendo muito estaveis (WU et al.,
2011).Todas as suspensdes coloidais apresentaram valores de potencial zeta
negativo variando de -18,52 a - 42,62 mV. Estes valores estdo de acordo com a
literatura que descreve valores negativos para o polimero poli(€-caprolactona)
(PCL), (MULLER et al., 2000).

Para o planejamento fatorial A, observou-se que quando a
concentracao de polimero passa do nivel baixo (-1) para o nivel alto (+1) o efeito
sobre o potencial zeta € de 16,9%, e ainda em relacdo ao 6leo mineral quando
passa do nivel -1 para o nivel +1 ha um efeito de 19,8% sobre o potencial zeta e
ainda ha um efeito de 14,6% na interacdo entre a variavel x1 e x2 (x1.x2). Ou seja
da concentracido do polimero e adigdo de 6leo aumenta a negatividade do potencial
zeta em 16,9 e 19,8% respectivamente. Essa pequena diferenca no efeito se da
pelas interagdes intermoleculares, onde a presenga de 6leo aumenta a negatividade
do potencial zeta resultando em maior estabilidade nas formulagcbes de
nanoparticulas.

As analises do planejamento fatorial A mostraram que grandes
quantidades de polimero, ou auséncia de 6leo mineral nas formulagdes, causam
uma perda da eficiéncia de recuperagcdo de 17,3% nas formulagdes coloidais. A
diminui¢cdo da recuperagcdo em altas concentragdes de polimero provavelmente se
da pelas interagbes extrato vegetal-polimero, onde a presengca de grandes
quantidades de polimero nas formulacdes dificulta a abertura das nanoparticulas em
solvente organico, ndao sendo possivel a liberacdo de todo o extrato vegetal,
consequentemente dificultando sua quantificacdo e diminuindo a eficiéncia de
recuperacao. Ja a diminuicdo da eficiéncia de recuperagdo em formulagdes de
nanoparticulas sem a presenca de Oleo, provavelmente se explica pela baixa
solubilidade do extrato vegetal, tendo maior afinidade pelo nucleo oleoso. Sendo

assim, em formulagcées sem 6leo mineral o Unico modo de “aprisionamento” do
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extrato vegetal é através das redes poliméricas, sendo muito pouco eficiente para
compostos hidrofobicos, ocorrendo a perda da eficiéncia de recuperagdo em
formulagdes a formagéao de vesiculas oleosas.

Levando em consideragao a importancia da presenca de dleo mineral
nas nanoformulagdes, iniciou-se um segundo planejamento fatorial onde todas as
formulagbes apresentavam oOleo mineral. O planejamento fatorial B foi realizado
como objetivo de avaliar o efeito de interagdo do tipo de extrato vegetal (fracéo
acetato de etila e extrato rico em casearinas) em relacéo a estabilidade (potencial
zeta) das nanoformulacdes. Observou-se que quando a concentragao de polimero
passa do nivel baixo (-1) para o nivel alto (+1), ha um efeito irrisério sobre o
potencial zeta, sendo esse efeito de -2,2 %. Entretanto em relac&o ao tipo de extrato
vegetal, quando passa-se do nivel -1 (fracao acetato de etila) para o nivel +1 (extrato
rico em casearinas), notou-se efeito de 53,9 % no potencial zeta, ou seja, o extrato
rico em casearinas aumenta potencial zeta em 53,9 % em relacéo a fragdo acetato
de etila. Isso pode ser explicado pelo fato do extrato rico em casearinas conter
majoritariamente uma classe de composto (as casearinas), e provavelmente esses
compostos dificultam a formagdo da dupla camada elétrica na superficie das
nanoparticulas, favorecendo a diminuicdo da negatividade do potencial zeta e
consequentemente dificultando a estabilidade da suspensdo coloidal. Ainda
analisando o grafico de efeito (Figura 4.16), notou-se a interacédo de 13,4 % entre as

variaveis independentes (x1.x2).
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FIGURA 4.16: Grafico de efeito de interacdo da quantidade de polimero e tipo de
extrato vegetal sobre o potencial zeta.

TABELA 4.8: Efeito de interagcdo sobre pH; potencial zeta e eficiéncia de
recuperacao para o planejamento fatorial B.

Variavel Efeito (%) Efeito (%) Efeito (%)
dependente x1 X2 x1.x2
pH '3,8 0,8 '213
Efic. Rec. -3,8 -51,9 1,3
Efic. Encap. 27,0 29,1 -27,0

Como ilustrado na Tabela 4.8, o efeito de interacdo sobre o pH,
eficiéncia de recuperacéo e eficiéncia de encapsulamento também foram avaliados.
Novamente, os efeitos de interagdo avaliados quanto ao pH foram muito pouco
significativos.

No planejamento fatorial B, quando a concentragéo de polimero passa
do nivel baixo (-1) para o nivel alto (+1) a um efeito pouco significativo de -3,8 %.
Porém, quando observado o efeito de interacdo para o tipo de extrato vegetal,
partindo do nivel -1 (fracdo acetato de etila) para o nivel +1 (extrato rico em
casearinas), observa-se um efeito de -51,9 %. Isso provavelmente acontece devido

a interagdes moleculares entre polimero e o extrato rico em casearinas dificultando a



74

liberagdo do mesmo, consequentemente diminuindo drasticamente a eficiéncia de
recuperacgao.

Os efeitos de interacdo em relagao a eficiéncia de encapsulamento
mostraram que, quando a concentragao de polimero passa do nivel baixo (-1) para o
nivel alto (+1) , ha um efeito de 27 %. Quanto ao tipo de extrato vegetal, partindo do
nivel -1 (fragdo acetato de etila) para o nivel +1 (extrato rico em casearinas),
observa-se um efeito de 29,1 %. Observa-se ainda que a interagdo entre as
variaveis independentes é de -27 % (x1.x2).

Partindo do principio que nanoformulagdes contendo fracdo acetato de
etila séao 53,9 % mais estaveis que nanoformulagbes contendo extrato rico em
casearinas, e ainda levando em conta que a recuperagcdo para nanoformulagcdes
contendo fragdo acetato de etila é 51,9 % mais eficiente, deu-se inicio ao
desenvolvimento do terceiro e Uultimo planejamento fatorial onde todas as
formulagcbées continham a fracdo acetato de etila. O planejamento fatorial C foi
realizado com o objetivo de avaliar o efeito de interacdo da quantidade de extrato
vegetal (fracdo acetato de etila) sobre a eficiéncia de encapsulamento.

Observou-se que quando a concentracao de polimero passa do nivel
baixo (-1) para o nivel alto (+1), ha um efeito sobre a eficiéncia de encapsulamento
de 44,8 %. Ainda, em relagcdo a quantidade de extrato vegetal, quando passa do
nivel -1 para o nivel +1, ha um efeito de apenas -6,5 %. Notou-se também ao
analisar o gréfico de efeito (Figura 4.17), que existe uma interagcéo entre as variaveis
independentes de -10,3 %. Isso acontece provavelmente porque altas
concentragdes de polimero forma uma rede polimérica mais efetiva, “aprisionando” o
extrato vegetal de forma mais eficiente, aumentando assim a eficiéncia de

encapsulamento.
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FIGURA 4.17: Grafico de efeito de interagdo da quantidade de polimero e
concentracdo do extrato vegetal (fracdo acetato de etila) sobre a eficiéncia de
encapsulamento.

TABELA 4.9: Efeito de interagdo sobre pH; potencial zeta e eficiéncia de
recuperagao para o planejamento fatorial C.

Variavel Efeito (%) Efeito (%) Efeito (%)
dependente x1 X2 x1.x2
pH -3,2 -1,6 -1,6
Potencial zeta -15,8 -34.5 0.2
Efic. Rec. 98 12,8 5,7

Como ilustrado na Tabela 4.9, o efeito de interacdo sobre o pH,
eficiéncia de recuperacéo e eficiéncia de encapsulamento também foram avaliados.

Como observados nos planejamentos fatoriais anteriores o efeito de
interacdo em relagcédo ao pH foi insignificante.

Para variagdes na quantidade de polimero partindo do nivel -1 para o
nivel +1 foi constatado um efeito de -15,8 % sobre o valor do potencial zeta, ou seja,
quantidades maiores de polimero diminuem em 158 % a estabilidade das
nanoformulagdes. Para variacdes na quantidade de fragao acetato de etila, partindo

do nivel -1 para o nivel +1 foi constatado um efeito de -34,5 %, portanto quantidades



76

maiores de fracao acetato de etila diminuem a estabilidade das nanoformulagdées em
34,5 %. E sabido que valores 6timos de potencial zeta estdo acima de 20 mV, tanto
negativo, quanto positivo (isto €, >+20 ou >-20 mV). Uma vez que os valores obtidos
para o potencial zeta variaram de -42 a -21 mV, essa diminuicdo da estabilidade nao
€ significativa, ja que os valores de potencial zeta para estas formulagdes estéao
acima de -20mV.

Observou-se ainda que a quantidade de polimero partindo do nivel -1
para o nivel +1 causa um efeito de -9,8 % sobre a eficiéncia de recuperacéo,
enquanto que a quantidade de fracdo acetato de etila partindo do nivel -1 para o
nivel +1 causa um efeito de 12,9 %. Constatou-se ainda um efeito de interagao entre
as variaveis independentes de -5,7 %. Concentragdes mais altas de polimero
diminuem a recuperacdo em 9,8 %, enquanto que concentragcdes mais altas de
extrato vegetal aumentam a recuperagao em 12,9 %. A diminuigdo da recuperagao
em altas concentragcdes de polimero provavelmente se da pelas interagdes extrato
vegetal-polimero, onde a presenga de grandes quantidades de polimero nas
formulagdes dificulta a abertura das nanoparticulas em solvente orgéanico, ndo sendo
possivel a liberagcdo de todo o extrato vegetal, consequentemente dificultando sua
quantificacdo e diminuindo a eficiéncia de recuperagao. Ja formulagdes com altas
concentragdes de extrato vegetal, as interagdes polimero e extrato sdo amenizadas
favorecendo entdo a liberagdo de grande parte do extrato vegetal, aumentando
assim a eficiéncia de recuperacao.

Analisando todos os planejamentos fatoriais desenvolvidos neste
trabalho, constatou-se que a melhor formulacdo de nanoparticulas é aquela constituida
de alta quantidade de polimero, alta concentragao de fracdo acetato de etila e presenca
de dleo. Dentre as formulagcdes de nanoparticulas preparadas, a que apresentou
melhor resultado quanto a caracterizagao fisico-quimica foi a formulagao 4. No entanto
deve-se ressaltar que uma otimizacdo do procedimento de preparo por meio de
técnicas quimiométricas, como por exemplo, a metodologia de superficie de resposta

poderia levar a resultados ainda mais promissores.
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4.2.3.1 - Andlise morfolégica das nanoparticulas por

Microscopia Eletrénica de Varredura

A investigacdo morfolégica das nanoparticulas foi realizada por
Microscopia eletrénica de Varredura. As fotomicrografias foram obtidas a partir de
nanoparticulas em solugdo, secas em suporte metalico ao ar. Porém esse método
de secagem forneceu imagens de baixa resolugdo, nao sendo possivel detectar a
presenca de estruturas nanométricas bem definidas, e sim apenas superficies
irregulares como mostra a Figura 4.18.

Tendo como base trabalhos descritos na literatura (MULLER et al.,
2000), que descrevem a obtencao de formas secas de nanoparticulas através da
secagem por Spray-Drying, utilizando um suporte como diéxido de silicio coloidal
(Aerosil® 200), realizou-se a secagem das nanoparticulas utilizando 3 % (m/v) de
Aerosil® 200.

A presencga de nanoestruturas foi claramente evidenciada, em todas as
formulagbes em que se utilizou Aerosil® 200 como adjuvante. Porem ja é bem
conhecido na literatura (MULLER et al., 2000), que a utilizagdo de adjuvantes
provocam aglomeragdo das nanoestruturas formando estruturas maiores
(micrométricas), onde estas estruturas sdo constituidas por particulas bem menores

com tamanho que varia de 300 a 600 nm como mostra a Figura 4.19.

.
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FIGURA 4.18: Imagem de nanoparticulas, ndo sendo possivel detectar a presenga
de estruturas nanométricas bem definidas e sim apenas superficies irregulares.
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FIGURA 4.19: Fotomicrografias de nanoparticulas, secas sobre a presenga do
adjuvante Aerosil® 200, onde se observa particulas micrométricas, constituidas por
particulas bem menores com tamanho que varia de 300 a 600nm.
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4.3 - Ensaios Bioldgicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados com duas linhagens de células
distintas, sendo elas Balb-c (linhagem de fibroblasto sadio de camondongo, utilizada

como controle) e a linhagem DU145 (linhagem de carcinoma de prostata).

4.3.1 - Avaliacao da atividade citotoxica

A avaliacido da atividade citotoxica da fracdo Acetato de etila e extrato
rico em casearinas em suas correspondentes formulagdes de nanoparticulas, foi

realizado pelo uso duas técnicas diferentes:

- Método colorimétrico com 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium
(MTT), j4 bem descrito na literatura (MOSMANN, 1983). O ensaio de MTT é
considerado um método rapido, sensivel e de baixo custo. Analisando a viabilidade e
os estado metabdlico da célula, este método se basea na coversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazélio (um sdlido com coloragado amarela
palida) em formazan (com cor azul), a partir de redutases mitocondriais presentes

somente em células metabolicamente ativas (Figura 4.20).

/@ Reducdo enzimatica
N
©_</ H"'I‘ (oxidorredutases) _NH
+ H _ N
NN N | H

CH,

3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo .
Formazan (Cristais purpura)

(MTT-Amarelo)

FIGURA 4.20: Coversdao do sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil
tetrazolium em azul de formazan.
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- Citometria de fluxo com o uso de compostos fluorogénicos. Esses ensaios tém um
custo mais elevado em relacdo aos ensaios de MTT, porém esta técnica permite
detectar as mudancas na forma e conteudo celular a partir do padrao de dispersao
de um feixe de laser que incide na amostra. As células da amostra sao analisadas
individualmente, a partir de um fluxo continuo que passa pelo equipamento,
diferentemente de outros métodos que determinam somente uma resposta média do
conjunto em analise. Assim se obtém a caracterizacdo da heterogeneidade de uma
populacdo celular, descricdo quantitativa da viabilidade e do fendtipo de forma mais
rapida do que a analise por microscopia. Filtros sdo usados para selecionar o
comprimento de onda do laser. Desta forma tem-se a selegcado da faixa de emisséao
de fluorescéncia que sera captada e quantificada a partir de compostos
fluorogénicos. A partir da analise do espalhamento da luz € possivel afirmar se
houve ou ndo a formagdo de granulos citoplasma ou alteragdo no tamanho da
célula, que sao alteracdes fenotipicas relevantes no processo de morte celular.

Neste trabalho, as alteragdes celulares a serem observadas por
citometria de fluxo sdo: (a) alteragbes no tamanho da célula, que foram
determinadas pela intensidade de luz incidente no fotomultiplicador que nao sofre
desvio apds passar pela amostra (forward scattering - FSC); (b) morte celular,
distinguindo entre células viaveis e nado viaveis baseados na permeabilidade
diferencial de compostos fluorogénicos que interagem com o DNA como, por
exemplo, o iodeto de propideo. A descontinuidade da membrana celular € um
fenoméno caracteristico em células que estdo em processo de morte, sendo
possivel a permeagao dos compostos fluorogénicos até o nucleo celular e interagao
com o DNA.

Uma analise de tolerancia das linhagens de células (DU145 e Balb-c)
previamente aos testes com os extratos de interesse foi realizada frente as
seguintes concentragdes de DMSO: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 % (v/v),
uma vez que este solvente € comumente utilizado nas triagens in vitro devido a
baixa solubilidade das amostras em meio aquoso.

Observou-se que a concentracdo maxima de DMSO toleravel pelas 2
linhagens de células, sem que este veiculo interferisse efetivamente nos resultados
de viabilidade, é 0,5 % (v/v) de DMSO, como mostra a Figura 4.21, pois nessa

concentragdo de DMSO tem-se ainda aproximadamente 100 % de células vivas.
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FIGURA 4.21 : Curva de analise de tolerancia de DMSO para as linhagens Balb-c e
DU145.

Devido a baixa solubilidade dos extratos vegetais e farmaco utilizado
como controle positivo em meio aquoso, foi necessario o uso de um veiculo (DMSO)
para auxiliar a solubilizacdo dos mesmos no meio de cultura. Optou-se entdo em
utiizar o DMSO estéril, j@ que os extratos vegetais apresentaram excelente
solubilidade neste solvente.

Os ensaios iniciais foram realizados por meio do método de MTT, com
a determinagdo da dose-resposta, do quimioterapico Doxorrubicina (farmaco
amplamente utilizado em tratamento de cancer), utilizado como controle positivo,
como mostra a Figura 4.22. Observou-se que o ICso de 1,2 pmol.L™" obtido para a
linhagem Balb-c esta de acordo com os dados descritos na literatura (NANA et al.,
2012). Porém, como esperado, nao se observou bons resultados deste
quimioterapico frente a linhagem de carcinoma de prostata DU145, ja que esta
linhagem se trata de um carcinoma resistente. Os quimioterapicos atualmente em
uso clinico sdo muito pouco eficazes contra esse tipo de neoplasia, ndo sendo

possivel determinar uma curva dose-resposta para a DU145 (Figura 4.22).
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FIGURA 4.22: Determinacdo da curva dose-resposta do quimioterapico
Doxorrubicina, utilizado como controle positivo.

Posteriormente foi feito o estudo de dose-resposta frente a fracéo
acetato de etila (i), extrato rico em casearinas (ii) e composto isolado e identificado
como catequina (iii), utilizando o método de MTT, a fim de avaliar suas atividades

citotéxicas sem a influéncia das nanoparticulas.
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FIGURA 4.23: Curva de dose —resposta da fragcao acetato de etila para as linhagens
Balb-c e DU145.

Para a fracdo acetato de etila, observou-se um ICso de 9,4 ug.mL'1 para
a linhagem Balb-c (células normais) e um ICso de 4,9 pg.mL™ para linhagem de
carcinoma de préstata como mostra a Figura 4.23. Os valores de ICsp obtidos para
ambas as linhagens estdo de acordo com os dados descritos na literatura.
FERREIRA et al, (2007) relatou que casearinas isoladas apresentam ICsode 0,5 a 10

ug.mL™, em diferentes linhagens de células para leucemia.
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FIGURA 4.24 : Curva de dose-resposta do extrato rico em casearinas para as
linhagens Balb-c e DU145.

Para o extrato rico em casearinas, observou-se um ICso de 150 pg.mL"™"
para a linhagem Balb-c (células normais) e um ICsy de 50 ug.mL™" para linhagem de
carcinoma de prostata como mostra a Figura 4.24. Apesar de os valores de ICs
obtidos para ambas as linhagens serem valores extremamente altos, quando
comparados a controles positivos como, por exemplo, a Doxorrubicina e até mesmo
casearinas isoladas que apresentam ICsy de 0,5 a 10 pyg.mL™" (FERREIRA et al,
2007) é necessario levar em conta que o trabalho foi realizado com um extrato
vegetal, onde existe uma mistura de compostos em baixas concentragdes.

Ainda é valido observar que houve uma diferenga relevante entre o ICsg
obtido para Balb-c e DU145, tanto para a fracdo acetato de etila quanto para o
extrato rico em casearinas, indicando uma seletividade entre células normais e
células neoplasicas. Também é importante ressaltar que nas concentragdes mais
altas da fragao acetato de etila observa-se 20 % de células vivas para a linhagem
Balb-c (células sadias). O mesmo n&o ocorre para as células cancerigenas, estando
mortas em sua totalidade (Figura 4.23). Estes resultados s&o bastante promissores,
ja que a linhagem DU145 é uma linhagem de carcinoma de préstata resistente, onde
0S quimioterapicos usuais sao muito pouco efetivos, como observado para o
quimioterapico doxorrubicina.

Ja citado anteriormente, o outro composto testado foi a catequina. As
propriedades bioldgicas da catequina tém sido amplamente reportadas na literatura,
mostrando que sao responsaveis pelos efeitos benéficos de muitos alimentos e

bebidas. A catequina apresenta atividade sequestradora de radicais livres 10 vezes
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maior que o L-ascorbato (vitamina C) e B-caroteno (AYRES & CHAVES, 2009),
justificando a avaliagdo do seu potencial citotdéxico no presente trabalho.

A catequina foi isolada e identificada a partir da fracdo acetato de etila,
proveniente do extrato de folhas de Casearia sylvestris. Este composto foi avaliado
através do método de MTT para determinar sua atividade citotdéxica, nas duas
linhagens celulares (Balb-c e DU145).

Apoés analise dos dados (Figura 4.25), constatou-se que houve uma
resisténcia muito maior por parte da linhagem de carcinoma de prostata (DU145) em
relagdo a Balb-c. Na concentragdo mais alta de catequina testada (1 mg.mL™), foi
observado que 40% de células neoplasicas estavam vivas, indicando uma baixa

eficacia da catequina sobre células de carcinoma de prostata.
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FIGURA 4.25: Analise da atividade do composto identificado como catequina para
as linhagens Balb-c e DU145.

Apesar do método de MTT apresentar boa reprodutibilidade e menores
custos, foram observados alguns interferentes relacionados a composi¢do das
nanoparticulas, dificultando a avaliagdo da viabilidade celular na presencga destas.
Devido a interferéncias na analise optou-se por avaliar a citotoxicidade das
formulagdes de nanoparticulas por citometria de fluxo.

Inicialmente foram testadas 5 concentragbes de nanoparticulas, sendo
elas 0,5; 1,0; 3,0; 50 e 10 % (v/v), porém notou-se que concentragbes de
nanoparticulas acima de 3,0 % (v/v), quando em contato com o meio de cultura,
passavam a formar aglomerados, fendbmeno observado por citometria de fluxo. Isso

provavelmente é resultado da presenca de ions de Ca®* e Mg2+ no meio de cultura,
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que alteram a dupla camada elétrica na superficie das nanoparticulas favorecendo a
formacao de aglomerados. Portanto deve-se trabalhar com concentragdes até 3,0 %
(v/v) de nanoparticulas.

No ensaio de toxicidade, as formulacbées 11, 12 e 13 (Tabelas 3.1 e
3.2) correspondendo a formulagcbes de nanoparticulas vazias, observou-se uma
reducao da viabilidade celular para a linhagem Balb-c em apenas 9,8; 10,9 e 9.4 %
respectivamente em relagdo ao controle quando utilizado a maior concentragcdo de
nanoparticulas referente a 3 % (v/v). Para a linhagem DU145, na presenga da
mesma concentracdo de nanoparticulas (3 % v/v), os resultados obtidos foram 15;

6,7; 7,7 % em relagao ao controle como mostra a Figura 4.26.
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FIGURA 4.26: Atividade citotoxica das formulagbes 11, 12 e 13 (formulagbes de
nanoparticulas vazias) utilizadas nas linhagens celulares Balb-c e DU145, onde
controle representa células sem presenca de formulacdes de nanoparticulas.

Esses valores confirmam a baixa toxicidade desse sistema de
liberacdo, evidenciando a biocompatibilidade n&o somente do polimero, mas
também dos outros constituintes das nanoparticulas (ZEISSER-LABOUEBE et al.,
2006).

As formulagbes de nanocapsuas 1; 3; 5 e 7 (Tabelas 3.1 e 3.2), ndo
apresentaram citoxicidade relevante nas concentragdes referentes a 0,5 % (v/v) em
comparagao ao controle (células sem a presenca de nanoparticulas) tanto para a
linhagem Balb-c quanto para a linhagem DU145 (Figura 4.28). Ja a segunda
concentragao testada (1,0 % v/v) a formulacéo 7, apresentou uma citotoxicidade de
19,5 % para Balb-c e uma citotoxicidade de 26,8 % para DU145. A formulagdo 3
apresentou uma citotoxicidade de 15 % e 37,5 % para Balb-c e DU145

respectivamente, mostrando uma seletividade por parte das nanoparticulas entre
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células sadias (Balb-c) e células de carcinoma de prostata (DU145). Para a
formulacdo 5 observou-se uma citotoxicidade de 34 % e 17,3 % para Balb-c e
DU145 respectivamente, mostrando que houve maior poténcia para células sadias
em relagdo a células de carcinoma de préstata, resultado muito pouco favoravel ja
que atualmente o grande desafio para o tratamento de cancer é a busca por uma
farmaco que exerga seletividade entre células neoplasicas e células sadias. Tendo
em vista que os efeitos colaterais sdo um dos principais limitantes para o sucesso do
tratamento quimioterapico, a redugao da citotoxicidade para células normais € o
principal objetivo a ser alcangado na busca de novos tratamentos anticancer
(BRANDAO et al., 2010).

Para a formulagéo 7, foi observado uma citotoxicidade de 24,6 % para
Balb-c e 45 % para DU145 (Figura 4.27). Apesar de observar uma atividade contra
células sadias, notou-se uma maior poténcia contra células de carcinoma de
prostata. Levando em consideragao que a DU145 € uma linhagem resistente de
carcinoma de préstata e atualmente ndo existe nenhum quimioterapico comercial
totalmente efetivo contra esse tipo de carcinoma (RAI et al., 2010), os resultados
obtidos para esta formulagcao de nanoparticulas mostraram-se promissores.

Os resultados mostraram que as formulagées com maior concentragao
de extrato vegetal (formulagdes 3 e 7), sdo mais potentes que as formulagdes com a
metade da concentracdo (formulagdes 1 e 5). Além disso, vale ressaltar que a
formulagcdo 7 (extrato rico em casearinas) foi equipotente a formulagdo 3. Isto
demonstra que sistemas nanoparticulados alteram as propriedades farmacocinéticas
como biodispersao, desorgédo do extrato vegetal adsorvido na superficie da particula
e difusdo do extrato vegetal pela matriz polimérica, que refletem a maior poténcia
deste extrato vegetal nanoencapsulado em relagdo ao extrato livre. Estudos mais
aprofundados relativos a solubilidade e dispersdao no meio e permeabilidade na
membrana celular serdo necessarios para auxiliar na investigagdo de quais fatores
sao mais alterados quanto ao uso de formulagdes de nanoparticulas. De tal modo
que a formulagdo com extrato rico em casearinas é equipotente a formulagdo com
fracdo acetato de etila, embora esta ultima tenha sido 10 vezes mais potente em

relagdo ao extrato rico em casearinas quando testado na forma livre.
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FIGURA 4.27: Atividade citotoxica das formulagdes 11; 1; 3; 5 e 7, nas linhagens
celulares Balb-c e DU145.

Onde np vazias, significa formulagdo de nanoparticulas vazias, e controle corresponde a células sem
a presencga de formulagéo de nanoparticulas.

As formulagbes de nanocapsulas 2, 4, 6 e 8 (Tabelas 3.1 e 3.2), ndo
apresentaram citoxicidade relevante nas concentragdes referentes a 0,5 e 1,0%
(v/v) em comparagao ao controle (células sem a presenga de nanoparticulas) tanto
para a linhagem Balb-c quanto para a linhagem DU145 (Figura 4.28). Ja a terceira e
mais alta concentragao testada 3,0 % (v/v) para a formulagdo 2, apresentou uma
citotoxicidade mais baixa que as formulagdes 4, 6 e 8. As formulagdes de
nanocapsulas 2, 4, 6 e 8, apresentaram seletividade entre células sadias e células
neoplasicas para a concentragdo de 3 % (v/v). As formulagdes 6 e 8 (formulacdes
com extrato rico em casearinas) apresentaram resultados equipotentes as
formulacoes 2 e 4 (fragcao acetato de etila), confirmando mais uma vez que sistemas
nanoparticulados alteram as propriedades farmacocinéticas do extrato vegetal. Em
ultima analise, a formulacdo com extrato rico em casearinas € igualmente potente a
formulagcdo com fracdo acetato de etila, embora esta ultima tenha sido 10 vezes

mais potente em relacdo ao extrato rico em casearinas quando testado na forma
livre.
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FIGURA 4.28: Atividade citotoxica das formulagdes 12; 2; 4; 6 e 8, nas linhagens
celulares Balb-c e DU145.

Onde np vazias significa nanoparticulas vazias, sendo o controle correspondente a células sem a
presencga de nanoparticulas poliméricas.

As formulagbes 9 e 10 (Tabela 3.2), correspondem a formulag¢des de
nanoesferas (sem a presenga do nucleo oleoso). Para as duas linhagens celulares a
concentragdo mais baixa de nanoparticulas referente a 0,5 % (v/v) ndo apresentou
citotoxicidade relevante. Ja nas concentracdes 1,0 % e 3,0 % (v/v) , a citotoxicidade
apresentada pela linhagem Balb-c para a formulagdo 9 foi de 31 % e para a
formulac&o 10 foi aproximadamente de 23 % (Figura 4.29).

Para células de carcinoma de prostata (DU145) as formulagbes 9 e 10
na concentracao de 1,0 % (v/v) ndo apresentaram citotoxicidade relevante. Ja para a
concentragao de 3,0 % (v/v), a citotoxicidade foi de 39 % e 27 % respectivamente.
Levando em consideracio o efeito citotoxico dessas formulagdes em células sadias,
€ possivel considerar que a atividade dessas formulagbes ndo é satisfatoria, ja que a
mortalidade de células normais &€ muito préoxima da mortalidade de células
neoplasicas, mostrando pouca ou nenhuma seletividade (Figura 4.29). Portanto é
possivel afirmar neste estudo que sistemas nanoparticulados com vesiculas oleosas
sao mais eficazes que sistemas sem nucleo oleoso.

Os resultados descritos acima ja eram esperados, considerando que as
formulagbes 9 e 10 obtiveram uma eficiéncia de encapsulamento nula (% Rec=0);
dessa forma, o ativo (extrato vegetal) se manteve livre em solugéo, estando sujeito
a degradagéao e consequentemente diminuindo sua atividade citotdxica para células
neoplasicas e possivelmente se tornando toxico para células sadias (FERREIRA et
al., 2006).
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FIGURA 4.29: Atividade citotoxica das formulagbes 13; 9 e 10, utilizadas nas
linhagens celulares Balb-c e DU145.

Onde np vazias significa nanoparticulas vazias, sendo o controle correspondente a células sem a
presencga de nanoparticulas poliméricas.

A diferenca de citotoxicidade das formulagdes de nanoparticulas esta
diretamente ligada a liberagdo do ativo das nanoparticulas, que por sua vez esta
relacionada a diversos fatores, como a desor¢dao do extrato vegetal adsorvido na
superficie da particula, a difusdo do farmaco pela matriz polimérica, a velocidade de
erosao da matriz polimérica e os processos de erosdo e difusdo combinados
(SOPPIMATH et al., 2001).

Quando o farmaco esta disperso na nanoparticula, a sua liberagao
ocorre gradativamente da matriz polimérica por difusdo. E, quando ele encontra-se
conjugado com a matriz polimérica, a erosdo ou a degradagdo do polimero é
responsavel pela sua liberagao (PARK et al., 2008). Sendo assim, as formulagdes 2;
3; 4; 6; 7 e 8 apresentaram uma maior poténcia em um periodo de 24 horas,
provavelmente devido a uma quantidade maior de extrato vegetal adsorvida na
superficie da particula. Quando essas formulagdes estdo no ambiente de liberacgao,
esta ocorre quase que imediatamente e posteriormente, ha a liberagdo lenta e
gradativa do extrato vegetal contido no nucleo oleoso pela difusdo e erosdo da
matriz polimérica. Possivelmente se os ensaios fossem realizados por um periodo
maior que 24 horas, uma quantidade maior de extrato vegetal seria liberada,
aumentando assim sua poténcia.

As formulacdes 2; 3; 4; 6 e 8 apresentaram resultados satisfatérios com

3 % (v/v) de nanocapsulas, sendo esses valores na ordem de 30 % para a linhagem
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de carcinoma de prostata. Todas essas formulagdes apresentaram seletividade

entre células normais e células neoplasicas.
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5- CONCLUSAO

A coleta e preparo dos extratos vegetais foram realizados com
sucesso, garantindo o isolamento e identificacdo de constituintes quimicos da Casearia
sylvestris, sendo eles, o flavondide catequina e o diterpeno da classe dos clerodanos,
utilizado neste trabalho como marcador de referéncia.

Um método analitico usando CLAE foi desenvolvido e validado a fim de
padronizar os extratos vegetais garantindo o controle de qualidade e reprodutibilidade
de ensaios futuros. Este mesmo método analitico foi utilizado para caracterizagado das
nanoparticulas quanto a eficiéncia de recuperacédo e encapsulamento nas formulagdes
de nanoparticulas desenvolvidas através dos planejamentos fatoriais 22.

O planejamento fatorial possibilitou avaliar simultaneamente quais das
variaveis realmente eram significativas através das interagbes entre elas. Além disso,
possibilitou reduzir o numero de experimentos. Sendo assim foi possivel avaliar as
variaveis dependentes pH, potencial zeta, eficiéncia de recuperacao e eficiéncia de
encapsulamento em relacdo as variaveis independentes quantidade de polimero,
quantidade de extrato vegetal, presenga ou ndo de oleo e tipo de extrato vegetal. Apds
a analise dos efeitos das variaveis independentes sobre as variaveis dependentes,
determinou-se que a melhor formulagdo de nanoparticulas seria aquela que é
constituida de alta quantidade de polimero, alta concentragdo de extrato vegetal e
presenca de Oleo. Estas caracteristicas permitiram concluir que a formulagdo mais
otimizada foi a 4 contendo fragdo acetato de etila proveniente do extrato etandlico de
folhas de Casearia sylvestris.

Todas as formulagdes de nanoparticulas desenvolvidas foram
ensaiadas em duas linhagens celulares, Balb-c e DU145 por citometria de fluxo, a fim
de avaliar sua atividade citotoxica. Nestes ensaios as formulacdes 2; 3; 4; 6 e 8
apresentaram resultados citotoxicos satisfatérios na concentragdo 3 % (v/v) para
linhagem de carcinoma de préstata. Todas essas formulagbes apresentaram
seletividade entre células normais e células neoplasicas, demonstrando que ha grande
potencial de aplicagdo para os sistemas nanoparticulados para modular propriedades
do extrato vegetal proveniente de Casearia sylvestris, conforme observado nos ensaios

comparativos entre extratos vegetais livres e suas respectivas nanoformulagdes.
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ANEXO |

As casearinas pertencem a uma classe de compostos conhecida como
diterpenos clerodanos. O que diferencia as casearinas entre si sdo alguns grupos

funcionais, descritos na tabela abaixo.

Radical Estrutura

Acetato {OAc) \n/O
(o)

Butanoato (OBu) o\r(\/ CH,

0]
Etoxila (OEt) HiC O
Decanoato (ODc) o\n/\/\/\/\/ CH;

Hexanoato (OHex) H, C/\/\)ko

Metoxila (OMe) H3C-—0

2-metilbutanoato (OMeBu) HsC\)YO




