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APRESENTACAO



De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de Pos-Graduacédo em
Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente
tese foi redigida na forma de capitulos, para uma melhor organizagdo e discussao
dos resultados obtidos. Assim, esse exemplar est4 organizado da seguinte maneira:

Capitulo 1: Introducéo e objetivos gerais do trabalho.

Capitulo 2: Sintese de derivados aminados do limoneno e avaliacdo in vitro frente a

leishmania amazonensis.

Capitulo 3: Polarimetry as an analytical method to quantify limonene-loaded

nanoemulsions.

Capitulo 4: Desenvolvimento de sistemas nanoestruturados contendo derivados

aminados do limoneno para o tratamento de leishmaniose.

Capitulo 5: Avaliacédo da atividade antitumoral do limoneno livre e nanoencapsulado

frente a cancer cervical.
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RESUMO

O limoneno é um terpeno presente no 6leo essencial de plantas citricas. E
relatado na literatura como um composto com atividades farmacoldgicas
interessantes tais como: atividades antimicrobiana, antifingica, citotoxica e
nociceptiva, e antileishmanial. A presente tese relata a funcionalizacdo do limoneno
utilizando Sintese Orgéanica Classica (em solucéo) através das reacfes de amindlise
e tosilagdo. Obtiveram-se seis compostos que foram testados para avaliar uma
possivel atividade antileishmania. Dentre esses derivados, os compostos tosilados
apresentaram maior citotoxicidade frente a formas promastigotas de L.
amazonensis. Porém, os compostos LaSOM 08 e LaSOM 28 apresentaram
atividade mais pronunciada em estudos desenvolvidos anteriormente, assim, foram
os derivados escolhidos para o desenvolvimento das nanoestruturas. Nanoparticulas
contendo limoneno e dois derivados mais ativos, LaSOM 08 e LaSOM 28 foram
desenvolvidas. Dentre os nanossistemas, nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdo
foram o0s dois sistemas contemplados nesse estudo. Foi possivel obter
nanoestruturas com caracteristicas monomodais, nanométricas, com diametro
desejado para a finalidade proposta, além de serem estaveis no periodo de 30 dias.
Nanocapsulas de nucleo lipidico foram incorporadas em hidrogéis e apresentaram-
se estaveis nessas formulagdes. Com a nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
limoneno, ensaios in vitro em células de céancer cervical humano (SiHa) foram
realizadas e demonstraram que o limoneno apresentou interessante atividade
antitumoral potencializada quando esse terpeno estava contido na nanocapsulas

poliméricas.






ABSTRACT

Limonene is a terpene present in the essential oil of citrus plants. It is reported
in the literature as a compound with interesting pharmacological activities such as:
antimicrobial, antifungal, cytotoxic nociceptive and antileishmanial activities. This
thesis, reports the functionalization of limonene using Classical Organic Synthesis (in
solution) especially through aminolysis and tosylation reactions. Six compounds were
obtained and tested for a possible activity Leishmania. Among these derivatives,
compounds tosilados showed higher cytotoxicity against promastigotes of L.
amazonensis. However, the compounds LaSOM 08 and LaSOM 28 showed activity
more pronounced in studies conducted previously. Thus, the derivatives were
selected for the development of nanostructures. Nanoparticles containing limonene
and two most active derivatives (LaSOM 08 and LaSOM 28) were developed. Among
the nanosystems, polymeric nanocapsules and nanoemulsion were the two systems
included in this study. Was possible to obtain characteristics nanostructures with
monomodal, nanometric, diameter desired and stable over 30 days. Core lipid
nanocapsules were incorporated into hydrogels and were stable in these
formulations. In vitro assays with human cervical cancer cells (SiHa) and ore lipid
nanocapsulas containing limonene, demonstrated that terpene has interesting
antitumor activity that was potentiated when the limonene polymer was contained in

the nanocapsules.
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1. REVISAO DE LITERATURA

A quimica dos produtos naturais para o processo de desenvolvimento de
novos farmacos nas ultimas décadas é expressiva: estima-se que 40% dos novos
farmacos aprovados nesse periodo tenham a sua origem em algum produto natural.
Em funcdo desse percentual pronunciado, as empresas farmacéuticas estiveram, ao
longo desta década, em busca de novas substancias ativas. Paralelo a isso, outras
alternativas, como o0 uso da nanotecnologia para potencializar a atividade biolégica
de compostos biologicamente ativos esta sendo muito utilizada pelas empresas
farmacéuticas objetivando a inovacao tecnoldgica nesse setor produtivo. Espera-se
que, num futuro bem préximo, novos medicamentos sejam lancados no mercado
para tratar doencas que ainda ndo apresentam cura. Para isso, as areas de
Produtos Naturais, Sintese Organica e Nanotecnologia se unem a fim de responder

aos novos desafios implantados.

1.1 O limoneno

Os terpendides constituem uma grande variedade de compostos de origem
vegetal. Esse termo é empregado para designar todas as substancias cuja origem
biossintética deriva de uma unidade do isopreno, ordenados em cadeia, com
rearranjos posteriores, sendo derivada do &cido mevalbnico. Os esqueletos
carbonados dos terpenos sédo formados pela condensacdo de um numero variavel
de unidades pentacarbonadas (isoprénicas). Os compostos terpénicos mais comuns
nos Oleos volateis sdo os monoterpenos (cerca de 90% dos Oleos) e os

sesquiterpenos.’

O limoneno 1 (figura 1) pertence a classe dos terpenos e estad presente
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majoritariamente na composicdo do 6leo essencial de plantas citricas.’® Ele é
abundante no pais, o que o torna um produto de facil obtencdo e baixo custo,’
utilizado igualmente como produto de partida para a sintese de compostos naturais e
derivados.® Além disso, seus derivados tém sido estudado com a intencéo de se

obter novos candidatos a farmacos. Por apresentar um carbono assimétrico, o



mesmo existe na forma de dois estereocisbmeros R(+) la a partir do limédo e da

laranja e o isbmero S(-) 1b do capim-liméo (figura 1).

1b

Figura 1: Limoneno e seus isbmeros R e S.

1.1.1 Limoneno como material de partida

Na literatura séo relatadas diversas utilizacdes do limoneno 1 como composto-
protétipo, ou mesmo, varias atividades farmacoldgicas desse terpeno e de seus
derivados. Apresenta uma vasta aplicacdo na industria de quimica fina, industria
cosmética para confeccdo de aromas e esséncias® também vem atraindo muita

atencao dos quimicos medicinais na pesquisa de novos candidatos a farmacos.

O Laboratorio de Sintese Orgéanica Medicinal (LaSOM) trabalha com produtos
naturais almejando o desenvolvimento de novas substancias que apresentem
atividades bioldgicas interessantes, agregando valor aos seus derivados, uma vez
gue séao sintetizados a partir de uma fonte natural barata e abundante em nosso
pais, como é o caso do limoneno. Visando a sintese de B-aminodalcoois, um grupo
funcional com grande importancia farmacolégica e sintética por ser um precursor da
sintese de varios compostos®, Limberger sintetizou a partir do 6xido de limoneno 2
(comercializado como uma mistura dos isdmeros cis/trans) em reacdo de amindlise
com alilamina e anilina, dois aminodlcoois 3 e 4 (esquema 1). Nas condicGes
reacionais foi possivel obter-se apenas o aminoalcool oriundo da amindlise do
epoxido trans, permanecendo o O6xido cis inalterado. A partir do derivado
alilaminoalcool em presenca de PPh3Br,, sintetizou-se a aziridina 5. Os produtos

inibiram o crescimento da bactéria Micrococcus luteus na concentracdo de 15
4



mg/mL. O limoneno 1, testado nas mesmas concentragdes, ndo apresentou

atividade.®®
0 agua/alumina, ? @] PPhsBr,, NR
amina, 80°C, NEts,
39% : :
R PN PN
6xido de limoneno 3 5

oxido cis
(mist. cis trans)
2  éagua/alumina,

\?&T’I\iﬂ(., 80°C, 18-
2

19%

oxido cis

Esquema 1: Sintese de derivados do limoneno por Limberger. Condicdes: i) 6xido de
limoneno, agua destilada/alumina, amina, 80°C, 18-24 horas; ii) PPh3Br,, NEt;, MeCN. iii)
Co/MeOH, Pd(PPhj),Cl,/SnCl,, benzeno, 100°C, 16h.

Posteriormente, Ferrarini°® expandiu esta familia sintetizando 11 aminoalcoois
6-16 a partir de 11 diferentes aminas em reagdo com o oxido de limoneno 2 (figura
2). Alguns desses aminoalcoois apresentaram atividades marcantes como agentes
anti-leishmania numa faixa de 0,408 a 17,2 pM. Destes, dois p-aminodlcois
revelaram-se os mais ativos LaSOM 28 8 (0,408 = 0,01 uM) e LaSOM 08 12 (0,71 *
0,095 uM), com um deles, o LaSOM 28, apresentando agéo cerca de 100 vezes
superior ao farmaco de referéncia usado nos ensaios a pentamidina 20 (48,5 + 28,7
uM). Frente a esses resultados, a tese envolve o desenvolvivemto de nanoestruturas

contendo os derivados mais ativos, LaSOm 08 e LaSOM 28.



agua/alumina/ ac.

Lewis, amina,

80°C, 18-24 h
—_—

WOH
NHR

+ NHJR
13,8-48% y
X S
o6xido de limoneno 6-16

mist. cis/trans
2

6 LaSOM 13 R= putrescina

7 LaSOM 36: R= etanolamina
8 LaSOM 28: R= n-propilamina
9 LaSOM 26: R= isobutilamina

10 LaSOM 10: R= morfolina
11 LaSOM 17: R= piperazina
12 LaSOM 08: R= anilina

13 LaSOM 12: R= benzilamina
14 LaSOM 20: R= toluidina

15 LaSOM 21: R= furfurilamina
16 LaSOM 29: R=amina

Figura 2: Sintese de derivados do limoneno por Ferrarini.

Visto as dificuldades encontradas na purificacdo de alguns B-aminoalcoois
durante a sintese, Canto desenvolveu estudos de amindlise com diaminas em Fase
Sélida (SOFS)®’, um ramo da Sintese Organica de interesse crescente.’ Nela,
utiliza-se um polimero inerte (resina) que se liga covalentemente ao produto de
partida (acoplamento) gerando o intermediario reacional sem impurezas. Outro fator
importante € a facilidade na purificacdo desse intermediario; com uma simples
lavagem esta pronto para a préxima etapa. A clivagem, processo de separacao do
produto e polimero, € a ultima etapa da sintese. Visto ser uma boa alternativa para
contornar a limitagdo, a sintese foi desenvolvida por SOFS, contudo, apos inUmeras
tentativas, nao foi possivel obter o produto clivado da resina. Para que essa etapa
de liberacdo do aminodlcool da resina ocorresse com sucesso foi necesséria a
utilizacdo da clivagem &acida, assim acreditou-se que todas as alternativas foram

destrutivas para a estrutura dos derivados do limoneno (esquema 2).
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Esquema 2: Sintese de derivados de limoneno por SOFS.

Mais recentemente Cedric Graebin realizou reacbes de hidroaminometilacéo
da porcéo isoprenila do limoneno (Esquema 3).°> Na primeira, utilizou alquilaminas,

aminas ciclicas e diaminas gerando 7 derivados 17-23, com bons rendimentos.

a) RhHCO (PPhy),, CO (20
R;  bar), Hz (20 bar), THF,

_ * HN 100°C, 5h; _ .
/E\ R, b) H (40 bar), 100°C, 5-19h. r“’E\/\N/Rl
la 17-23 \
R,

17 R,= n-propil, R,=H
18 Ry= i-propil, Ry=H
19 R4= benzil, R,=H
20 R4,/ Ry=piperidina
21 Ry/Ro=morfolina
22 R4/R,=piperazina
23 Ry=fenila, R,=H

Esquema 3: ReacgOes de hidroaminometilacdo da porgao isoprenila do limoneno por

Graebin.



Em diversos estudos, o limoneno e seus derivados apresentaram
interessantes atividades farmacoldgicas tais como: atividades antimicrobiana do
6xido de limoneno, derivados do limoneno e 6leo essencial contendo limoneno,®®
atividade antifangica de anélogos sintéticos, do Oxido de limoneno e Oleo

| 8,9 10-14
)

essencia atividade antitumoral do limoneno, do 6xido e derivados entre outras

gue serdo mencionadas no decorrer deste trabalho.

1.1.2 Atividade antimicrobiana e antifungica

Oleos essencias de plantas contendo, entre outros, o limoneno, s&o capazes
de inibir o crescimento de bactérias e fungos.**** E importante ressaltar que, uma
vez gque o limoneno é o componente majoritario dos Oleos essenciais de algumas
plantas citricas (podendo chegar & proporcédo de 96%)** ndo deve-se descartar a
possibilidade de que a atividade antimicrobiana desses Oleos possa estar
relacionada com um provavel sinergismo entre 0s varios terpenos existentes nos
6leos. Kim e colaboradores’ testaram varios terpenos isolados contra
microorganismos contaminantes de alimentos e certificaram-se que nas
concentracgdes utilizadas (5 a 20% em 1% de tween 20) o limoneno n&o inibiu o
crescimento de nenhum dos microorganismos,’ podendo indicar sinergismo entre os

compostos.

O 6bleo essencial das folhas de Sesuvium portucastrum demonstrou, além de
atividade antioxidante, atividade antifungica para Candida albicans, atividade
antibacteriana para Acetobacter calcoacetica, Bacillus subtillis, Clostridium
sporogenes, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella typhii,

Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica.

Arruda e colaboradores®® avaliaram a atividade do 6leo essencial de Mentha x
villosa Hudson e de quatro analogos sintéticos de seu componente majoritario,
rotundifolona, sendo um deles o epéxido de limoneno e observaram a presenca de
atividade contra bactérias gram-positivas, fungos e a auséncia de atividade para

gram-negativas.®



1.1.3 Atividade anti-leishmania

Leishmaniose € um grupo de desordens causado por parasitas do género
Leishmania, um problema grave de saude publica. As principais organizacdes
governamentais mundiais estdo preocupadas devido ao numero significativo de
casos e mortes em todo o mundo, principalmente em areas subdesenvolvidas como
Africa, Asia e América Latina e surgimento em novas areas™. Tem-se observado um
crescente interesse em terapias alternativas e no uso de produtos naturais,
especialmente os derivados de vegetais.’” Um estudo realizado in vitro por Rosa e
colaboradores em 2003 com o 6leo essencial das folhas da Croton cajucara (rico
em linalool), frente a Leishmania amazonensis forneceu novas perspectivas
sobre o desenvolvimento de farmacos com atividade contra esse protozoario®. Esse
Oleo essencial apresentou potente efeito leishmanicida, ja que inibiu o crescimento
de formas promastigotas de L. amazonensis em concentragdes muito baixas (MIC =

85,0 pg/mL) sem apresentar efeitos citotoxicos em células de mamiferos.

Arruda realizou uma série de experimentos in vitro e in vivo com parasitas do
género Leishmania e dois terpenos: nerolidol e limoneno. Nesses experimentos,
detectou-se a atividade anti-leishmania dos dois compostos, onde o limoneno foi
capaz de reduzir as lesbes em 60-80% dos animais tratados por via tépica ou
intraretal, além de diminuir a carga parasitaria nas lesfes. Investigacbes sobre o
mecanismo de acdo do limoneno indicam que o mesmo inibe a sintese do
mevalonato (um precursor da biossintese de esterdis como ergosterol, lanosterol e
colesterol), através da inibicdo da enzima f-hidroxi-B-metilglutaril-coenzima A (HMG-

CoA) sintase ou da enzima HMG-CoA redutase®®.

O dleo extraido da casca do limdo, uma fruta que apresenta o limoneno como
seu componente majoritario, mostrou atividade antiparasitaria para mais de um
parasita como T. gallinarum e H. meleagridi, e o 6leo galico isolado apresentou
amplo espectro de acdo para Leishmania, Plasmodium, Giardia e Tripanossoma.*®
Com isso, tendo um composto de baixo custo e facil aquisicdo o interesse na

pesquisa de substancias com atividade antiparasitaria é crescente.



1.1.4 Atividade citotéxica e antitumoral

Vérios estudos demostraram que 0S monoterpenos apresentam atividade
antitumoral e sugerem que esses compostos sejam uma nova classe de agentes
quimiopreventivos do cancer.”®> O R-(-)- limoneno 1a é o principal componente da
casca de frutas citricas e tem sido identificado como um agente ndo toxico com

potencial para terapia do cancer.®*

Ele serve de precursor para outros
monoterpenos monociclicos oxigenados como o carveol 24, carvona 25, mentol 26,

alcool perilico 27 e peril aldeido 28 (figura 3).

HO, @)

A /24\
la
OH HO (0]
CHO
27 /28\ /2-9\

Figura 3: Monoterpenos monociclicos oxigenados onde o limoneno serve de
precursor.
Esse monoterpeno 1 é extensivamente metabolizado in vivo. Em ratos, os
dois metabdlitos evidentes sdo o acido perilico 29 e o &cido dihidroperilico 30.%
Humanos produzem esse dois metabdlitos além do limoneno 1,2-diol 31.** Ele inibe
o desenvolvimento de tumores espontaneos e quimicamente induzidos em glandulas

2521 e pancreas de roedores,'

mamadrias, figado, pele, pulmao, estémago
bloqueando o crescimento de células cancerigenas, tanto in vivo quanto in vitro.*> O
limoneno possui eficacia quimiopreventiva quando administrado a 5% na dieta
durante a fase de promocdo e progressdo do tumor. Seu Uunico efeito adverso
constatado é a perda de peso. Além disso, observou-se que a quimioterapia para

tumores de mama induzidos por nitrosometiluréia (NMU) em ratos é mais efetiva
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quando  utilizada juntamente com o inibidor de aromatase @ 4-

hidroxiandrostenediona.*?

O mecanismo de acdo do limoneno 1 para a atividade quimiopreventiva e
guimioterapéutica parece envolver alteragbes no metabolismo do isopreno. O efeito
na proteina de isoprenilacdo € especifico para espécies ou tipos de células. Desta
maneira, poderia entdo inibir seletivamente a isoprenilagdo da proteina Ras, assim
como a da proteina G in vivo, enquanto que ndo exerce efeito na isoprenilacdo de
muitas outras proteinas. Essa inibicao poderia alterar a localizacdo intracelular das
proteinas e por isso interromper sua atividade biolégica. A sua eficacia na inibicdo
de vérios tipos de tumores in vivo deve-se ao fato de que o composto inibe a

isoprenilacdo da proteina 21 a 26-kDa , incluindo a proteina Ras.?®%

O paclitaxel, utilizado no tratamento de céancer, ligado a um polimero de
albumina — Abraxane — ja se encontra em uso clinico para o tratamento de cancer de
mama metastatico.>*> O mesmo farmaco, quando encapsulado em nanoparticulas de
polioxido de etileno e poli-e-aminoéster (PEO-PbAE) e de PEO e poli-e-caprolactona,
revelou atividade anti-tumoral em células de adenocarcinoma do ovario, o tipo de

cancer do ovario mais comum.®!

A utilizacdo de cisplatina ligada a nanoparticulas de acido poli-lactico e
polietileno glicol (CDDP-PLA-PEG-NP) na terapia do cancer de boca foi também
objeto de estudo, tendo este sistema sido considerado eficaz.®* Muitos agentes
guimioterapéuticos largamente utilizados tém sido testados em conjugados com
acido poli-glicolico, tendo mostrado resultados promissores. Exemplos destes
agentes quimioterapéuticos conjugados com &cido poli-glicélico sdo, novamente, o

paclitaxel e a camptotecina, que se encontram em ensaios clinicos.>?

1.1.5 Atividade antileishmania versus antitumoral

Muitos grupos de pesquisa buscam por farmacos multifuncionais, farmacos
esses que apresentam mais de uma atividade biolégica. Por exemplo, farmacos que
apresentam atividade antitumoral e sdo testados ou utilizados no tratamento de

outras doencas.
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Diversas substancias estdo sendo testadas como quimioterapicos para
leishmaniose, sendo que as principais estdo direcionadas para a inibicdo de vias
metabolicas vitais do parasita. Entre estes incluem inibidores da sintese de
poliaminas (as poliaminas atuam regulando o crescimento e diferenciacao celular.
Na sintese destas, encontra-se a acdo de duas enzimas de fundamental
importancia, que sao a ornitina descarboxilase e S-adenosil-L-metionina
descarboxilase). Inibidores do metabolismo de folatos, inibidores da via do Oxido
nitrico®® (dentre as vias potenciais estudadas para a acdo de farmacos
leishmanicidas, existe a via do 6xido nitrico). Inibidores da biossintese de esteroides:
0s parasitas do género Leishmania sintetizam esterdides especificos e
indispensaveis para o crescimento e viabilidade celular, os quais sao do tipo

ergostanos (ergosterol).

Para a quimioterapia oncol6gica®®, uma variedade de compostos estdo sendo
utilizados e pesquisados, apresentando diferentes pontos de interferéncia no
mecanismo de acdo das diferentes etapas da sintese do DNA, transcricdo e
transducdo. Temos os inibidores da sintese de TPM (substancias antimetabdlicas
que inibem os desoxiribonucleotideos), antagonistas purinicos, inibidores da sintese

protéica, inibidores da ribonucleosideo redutase, entre outros.

O mecanismo de acdo antileishmania do limoneno envolve a inibicdo da
sintese do mevalonato (um precursor da biossintese de esteréis)®®. Enquanto que
sua acao antitumoral parece envolver alteracées no metabolismo do isopreno. O
efeito na proteina de isoprenilagdo é especifico para espécies ou tipos de células,
podendo assim, inibir seletivamente isoprenilacdo da proteina Ras e
consequentemente alterar a localizacdo intracelular das proteinas e por isso

interromper sua atividade biolégica.

Medicamentos como diamidinas aromaticas, especialmente a pentamidina,
apresentam atividade antitripanossomatidea, antifingica, antibacteriana, antiviral e

antitumoral®*

. A miltefosina € uma alquilfosfocolina desenvolvida originalmente para
o tratamento do cancer. O farmaco vem sendo utilizado na india para o tratamento

de pacientes com leishmaniose refrataria ao tratamento convencional com
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antimoniais, apresentando resultados bastante promissores e atualmente desponta
como a melhor alternativa para o tratamento da leishmaniose visceral, uma vez que
o farmaco pode ser administrado por via oral apresentando excelentes resultados,
ao contrario de outros. O mecanismo de acdo da miltefosina € bastante controverso,
uma das propostas na qual explica a atividade desse farmaco ndo esté relacionada
com uma resposta imune dependente de célula T, visto que este farmaco apresenta

2
IG

atividade antitumoral®™ e leishmanicida em camundongos imunodeficientes.

Divanovick e colaboradores em 2011 comprovaram que um farmaco
comercialmente disponivel e desenvolvido para terapia do cancer, Ontak
(Denileucina diftitox), apresentou atividade de relevancia para infeccdo de L. Major.
Esse farmaco foi aprovado pelo FDA para o tratamento de linfoma de célula T
cutaneo. Nesse estudo verificou-se a eficacia terapéutica do farmaco administrado
sozinho nos modelos animais, bem como em associacdo terapéutica em

combinacado com terapia antimicrobiana padréo.

Produtos naturais e derivados sintéticos de plantas tém demonstrado extrema
importancia na busca de compostos multifuncionais, como € o caso do limoneno que
apresenta atividade potencial em diversas doencas. Além dele, outros produtos
naturais nao terpénicos atuam como protétipos usados para originar novos
compostos, como 6-Cantinonas, uma subclasse dos alcaldides [-carbolina.
Atividade antileishmanial de 6-Cantinonas, isoladas da planta Zanthoxylum
chiloperone (Rutaceae) foi observado em camundongos Balb/c infectados com L.
amazonenses. Atividade antitumoral da 1-Metoxi-6-cantinona (isolada da planta
Ailanthus altissima SWINGLE) foi justificada pelo mecanismo de apoptose em
leucemia humana, carcinoma tiroidiano e carcinoma hepatocelular (N-alquil-6-
oxobenzo-4,5-cantina-2-carboxamida, derivado sintético de 6-Cantinona apresentou
atividade antitumoral em sete tipos de células distintas, atividade frente a
Tripanossoma cruzi e Leishmania amazonensis, ou seja, as modificagdes estruturais

desse protétipo melhorou grandiosamente a atividade biolégica®®.
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1.2 Sistemas de Liberacdo nanoestruturados

Nos ultimos anos, estudos mostraram que uma abordagem eficaz para
otimizar a acdo farmacoldgica dos farmacos é associar a molécula ativa com um
sistema de liberacdo submicrométrico. A nanotecnologia tem sido aplicada no
desenvolvimento desses novos sistemas de liberacdo, que muitas vezes sao
estratégias eficientes para veicular os farmacos ao seu local de acdo em aplicacdes
no tratamento de doencas como, leishmaniose e o cancer. Entre esses sistemas,
estdo nanoparticulas poliméricas, lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas,

nanoemulsoes.

Esses novos sistemas de liberacdo tém o potencial de aperfeicoar o indice
terapéutico de diversos farmacos ja disponiveis, aumentando a sua eficacia,
diminuindo a sua toxicidade e mantendo niveis terapéuticos constantes na faixa
desejada por periodos prolongados. Dessa mesma forma, atuam 0s compostos
ativos que ainda ndo se tornaram farmacos.* Além disso, os nanocarreadores
podem aumentar a estabilidade do farmaco, permitindo o desenvolvimento de novas
entidades quimicas potencialmente efetivas que ndo haviam ultrapassado as fases

pré-clinica e clinica por causa de suas propriedades farmacocinética e bioquimica.

A escolha de um sistema de liberacdo de farmacos depende principalmente
da estrutura quimica do farmaco/composto ativo e do alvo a ser atingido. Os
carreadores particulados representam a classe mais variada e tém a habilidade de
incorporar farmacos dentro do sistema de liberagdo, melhorando tanto sua

estabilidade quanto sua eficacia.

O sistema de liberacéo ideal deve permitir o acumulo de farmaco no sitio alvo,
com baixo ou nenhum acumulo nas células normais. O carreador também deve
incorporar a substancia ativa sem que ocorra perda ou alteracdo de sua atividade,
pelo contrario, de preferéncia que potencialize a atividade farmacolégica. Se néo
bastasse isso, devido a grande maioria dos tratamentos serem desenvolvidos com
doses repetidas, o sistema também deve ser biodegradavel e ndo apresentar

imunogenicidade.

14



1.2.1 Nanocarreadores- nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas podem ser definidas como sistemas coloidais ou
como carreadores solidos de farmacos com diametro inferior a 1000 nm e sé&o

preparados a partir de polimeros naturais ou sintéticos.**’

As importantes propriedades que um polimero biodegradavel deve apresentar
sdo: ndo causar reacdo inflamatéria ou resposta toxica quando administrado,
apresentar tempo de vida relativamente longo, possuir tempo de degradacdo de
acordo com o0 processo em que estd sendo utilizado, gerar produtos de
degradacdo atdoxicos e que sejam biotransformados e eliminados do
organismo.*® Os polimeros sintéticos tém sido mais utilizados na area bioldgica,
uma vez que 0s naturais apresentam variacdo na pureza e normalmente requerem
reacOes de ligacdo cruzada que podem desnaturar os farmacos encapsulados. Os
polimeros sintéticos mais utilizados sdo os poliésteres alifaticos (ex: poli (acido
latico), PLA e seus copolimeros, poli (acido latico-co-acido glicélico), PLGA). O
sucesso desses primeiros polimeros em aplicacdes farmacéuticas levou ao estudo
da poli(e-caprolactona) (PCL),* que é um poliéster alifatico semicristalino de grande

interesse.*

A PCL difere dos demais polimeros sintéticos por apresentar uma degradacao
mais lenta®® e por ser mais hidrofébica do que o PLGA,** por exemplo. Além disso,
tem a vantagem de apresentar um custo mais baixo do que os demais poliésteres
alifaticos. Devido a sua degradacao lenta e auséncia de toxicidade, a PCL tem sido
investigada para uso em sistemas de liberacdo de farmacos e compostos ativos,
além de ser utilizada®® na preparacdo de nanoparticulas de diversos farmacos

lipofilicos como, griseofulvina,*? espironolactona,*® entre outros.

Esses sistemas coloidais podem ser obtidos por diversos métodos distintos.
Qualquer que seja o0 processo, eles permitem obter de forma eficiente uma grande
variedade de coléides com aplicacdo terapéutica. Tanto na pesquisa académica
guanto na industria farmacéutica, a condicao para o uso in vivo de um polimero € a
auséncia da toxicidade macromolecular como um todo, bem como dos constituintes

utilizados durante o processo de desenvolvimento. Para esse trabalho, serdo
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discutidos os métodos utilizados na preparacdo das nanoestruturas, nanocapsulas e
nanoemulsdes. Sendo, o método de deposicdo interfacial de um polimero preé-

formado para o desenvolvimento de nanocapsulas de nudcleo lipidico.

O desenvolvimento de nanoparticulas coloidais por um polimero pré-formado
em fase aquosa continua requer que as interacfes &agua-polimero sejam
minimizadas para formar as particulas desejadas. Isso pode ser alcancado utilizando
macromoléculas ndo-hidrossoluveis, como é o caso da PCL, e com o favorecimento
de interacdes das cadeias inter-poliméricas ao invés de interacbes com a fase

dispersante.

Dois meétodos principais sdo utilizados para desenvolver nanoparticulas
coloidais a partir de uma solucdo contendo polimero pré-formado. No primeiro
processo, essas particulas sdo formadas com o auxilio da etapa de emulsificacédo da
fase organica em meio aquoso, que posteriormente, com a evaporacao do solvente
organico ocorre a precipitacdo do polimero formando as particulas. O segundo
processo, ndo faz uso da emulsificacéo para desenvolver as nanoparticulas. Fessi e
colaboradores desenvolveram em 1989 um método de preparacdo de
nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros pré-formados sem a formagéo
prévia de uma emulsdo para obter uma dispersdo de particulas coloidais em fase
aquosa (figura 4).** Essa é uma técnica simples e reprodutivel, que vem sendo
utilizada por diversos grupos de pesquisa. Nesse método, também chamado de
nanoprecipitacdo, o polimero é dissolvido em um solvente miscivel em gua (etanol
ou acetona) e essa fase € injetada a uma solucdo aquosa contendo um tensoativo,
sob agitacdo magnética.®” A deposicdo do polimero na interface entre a 4gua e o
solvente orgéanico é causada pela rapida difuséo do solvente no ndo-solvente (agua).
Assim, o polimero, insollivel tanto no 6leo quanto na agua, é dessolvatado na
interface dos dois componentes imisciveis, resultando na formacédo instantanea da

suspensdao coloidal 3"°.
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agua nucleo lipidico

“Ausente na preparacéo de nanoemulséo;
"Ausente na preparagéo de nanoesferas.
Figura 4: Desenho esquematico da preparacdo de nanocapsulas, nanoesferas e

nanoemulsdes pelo método de deslocamento de solvente (adaptado da referéncia 46).

Apés o desenvolvimento, o estudo de caracterizagcdo das nanoparticulas é
uma importante etapa para assegurar as propriedades tecnoldgicas dos
nanocarreadores. Caracteristicas da composicao polimérica das nanoparticulas,
como potencial de carga superficial, hidrofobicidade e perfil de biodegradacédo das
substancias adjuvantes e propriedades do farmaco associado, como peso molecular,
carga e localizagdo nas nanoestruturas por adsor¢cao ou incorporacao, tém grande
influéncia na farmacocinética, em processos de absorcdo do farmaco, biodistribuicéo
e eliminac&o.®’ As principais caracteristicas que devem ser avaliadas sdo: tamanho
e o potencial de carga superficial (potencial zeta) das nanoparticulas, a eficiéncia de

encapsulacao e o perfil de liberacdo do farmaco encapsulado.*®*’

1.2.2 Nanoemulsdes

Nanoemulsdes consistem em uma dispersdo de dois ou mais liquidos
imisciveis estabilizados por um sistema tensoativo. Ainda, alguns autores as definem
como sendo constituidas de pequenas goticulas (envoltas por um sistema
tensoativo) dispersas em uma fase continua na qual sdo imisciveis. O tamanho

goticular médio das nanoemulsfes tem sido definido variando de 20 a 600 nm. O
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tamanho e a distribuicdo das goticulas, por sua vez interferem nas propriedades do

sistema, como estabilidade, reologia, cor e aparéncia.*®

A nanoemulsdo é constituida de uma fase oleosa, uma fase aquosa
estabilizadas com tensoativos. O desenvolvimento das nanoemulsdes requer um
cuidado especial na escolha dos componentes como 6leo e tensoativos, pois eles
influenciam diretamente no tamanho da goticula, no indice de polidisperséao,
viscosidade e tens&o interfacial.*® Os constituintes da fase oleosa normalmente s&o
selecionados com base na solubilidade do composto ativo/farmaco a ser veiculado,
na sua estabilidade, bem como na establidade da formulacdo desenvolvida. Dessa
forma, a avaliacdo da solubilidade entre a fase oleosa e o farmaco € a etapa de pré-
formulacdo que deve ser cumprida. Diversos O6leos tém sido utilizados na
composicdo de emulsdes, como os triglicerideos de cadeia longa (TCL) e os
triglicerideos de cadeia média (TCM), derivados de fontes vegetais, como oleos de
soja, ricino e oliva. A capacidade de solubilizacdo de alguns farmacos nos 6Oleos é
afetada pelo tamanho da cadeia hidrocarbonada, bem como o grau de saturacéo de
suas ligacbes. Dessa forma, muitas vezes misturas de 6leos sao utilizadas para se

alcancar boas solubilizacdo e emulsificacéo.

Um dos principais fatores relacionados a estabilidade do sistema de liberacao
estd vinculado com a selecdo de agentes emulsionantes adequados. Sendo eles,
capazes de formar mono ou multicamadas em torno das goticulas oleosas, de forma
a reduzir a tensao interfacial e/ou aumentar a repulsdo entre as goticulas. Os
fosfolipidios mais utilizados no desenvolvimento de sistemas de liberacdo lipidicos
podem ser de origem natural (animal ou vegetal) como as lecitinas, que sé&o
biocompativeis e biodegradaveis ou semissintéticos, como dioleilfofatidiletanolamina
(DOPE) e diestearilfosfatidilcolina (DSPC). Apesar dos tensoativos de origem natural
serem preferidos aos sintéticos, por apresentarem resultados adequados de
emulsificacdo, agentes emulsionantes auxiliares tém sido empregados para conferir
maior estabilidade a emulsdo. Tensoativos ndo iénicos do grupo dos poloxameros e
polioxietileno-sorbitanos (Tweens) tém se mostrado promissores em combinagao
com os fosfolipideos, pois levam a formacao de filmes mistos compactos, conferindo

maior estabilidade a formulacgéo.
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Diversos métodos para preparacdo de nanoemulsdes estdo descritos na
literatura e envolvem alta ou baixa energia de emulsificacdo®®. O método de
interesse nesse trabalho utiliza alta energia de emulsificagcdo: a homogeneizacao a
alta pressdo. A preparacdo de nanoemulsdes por esse método ocorre em duas
etapas, primeiramente as fases aquosa e oleosa sdo aquecidas separadamente até
a fusdo dos constituintes e emulsionadas com o auxilio de um agitador tipo rotor
estator (Ultra-turrax®) formando assim uma emulsdo primaria com tamanho de
particula micrométrico. A segunda etapa envolve um equipamento chamado
homogeneizador a alta presséo, responsavel pela reducédo progressiva do diametro
de goticula até valores submicrométricos, compreendidos entre 100 e 300 nm.
Nessa fase, existem dois mecanismos principais, chamados de cavitacdo e
cisalhamento durante o fluxo laminar e turbulento. Inicialmente a dispersao é forcada
a passar sob alta pressao e velocidade por um orificio anular estreito. A segunda
fase ocorre paralelamente com a primeira: a uma alta velocidade de fluxo, a pressao
estética no fluido é alterada. Se esta atingir valores proximos da presséo de vapor,
surgirdo bolhas cheias de vapor ou gas que aumentardo até que haja a implosao
das mesmas. Dessas implosdes, resulta uma alta tenséo local que provoca a quebra
e 0 rompimento das gotas, gerando a formacédo de novas gotas com tamanhos
menores. Nos homogeneizadores de alta pressdo, o tamanho das particulas e as
suas distribuicdbes de tamanho classificam-se segundo o numero de ciclos,

temperatura e pressdes usadas durante a homogeneizacéo.

As nanoemulsdes sdo biocompativeis, biodegradaveis, de facil producéo e um

1 como é o caso do

otimo veiculo para farmacos lipofilicos propensos a hidrdlise,
limoneno. Esse sistema é um importante veiculo para a entrega de compostos
bioativos hidrofébicos em uma gama de produtos com atividades distintas. A
associacdo de Oleos essenciais em nanoemulsées é muito observada em Varios
grupos de pesquisa, visando a potencializagdo da atividade, aumento da
estabilidade e/ou reducéo da toxicidade. Como € o caso do 6leo essencial extraido
da planta Curcuma zedoaria, 6leo de acafrdo. E uma mistura de diversos compostos
volateis, instaveis em temperatura ambiente e apresentam efeitos colaterais

guando administrados. Porém, estudos farmacoldgicos e clinicos indicaram uma
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ampla gama de atividades terapéuticas, como hepato-protetora, anti-oxidante, anti-

bacteriana.>?

Recentemente, a investigacdo do efeito dos sistemas nanoemulsionados na
atividade antimicrobiana foi relatado.>® As nanoemulsées foram preparadas com
diferentes 6leos essenciais (carvacrol, limoneno e cinamaldeido) juntamente com o
6leo de girassol estabilizadas com lecitina, proteina de ervilha, éster de aclcar e a
combinagédo de tween 20 e monooleato de glicerol. A atividade antimicrobiana foi
analisada frente a Escherichia coli, Lactobacillus delbrueckii e Saccharomyces
cerevisiae. Nesse estudo, observou-se que a atividade biologica foi
significativamente melhorada com as formulagcbes. O efeito demonstrou ser
dependente da formulagdo da nanoemulsdo, baseada em sistemas de entrega. Em
particular, a atividade antimicrobiana foi correlacionada com a concentragao na fase

aguosa do ativo, regidos pela capacidade emulsificante.

Em 2009, nanoemulsées contendo 20% de 6leo de citronela preparadas
pelo método de homogeneizacdo a alta pressdo com diferentes quantidades de
tensoativo e glicerol foram estudadas em termos de tamanho, estabilidade, liberacao
in vivo frente a acao repelente de fémeas de Aedes aegypti. Destaca-se que esse
6leo natural contém como componentes majoritarios além da citronela, o d-limoneno.
A concentracéo ideal escolhida dentre as formulagbes foi de 2,5% de tensoativo e
100% de glicerol. A presenca de glicerol melhorou muito a estabilidade devido sua
acao de co-solvéncia e sua viscosidade. O comportamento de liberacdo pode ser
atribuido ao efeito do tamanho das gotas e a concentracdo do tensoativo e do
glicerol. A presencga deles resultou na liberacdo lenta da citronela, aumentando o

tempo de acéo frente aos mosquitos.

Por fim, demonstrou-se que o sistema nanoestruturado € uma abordagem
eficaz para otimizar a atividade farmacologica de farmacos ou compostos ativos
associados, além de reduzir significativamente sua toxicidade. A nanotecnologia
tem sido aplicada no desenvolvimento desses novos sistemas de liberacdo, que
muitas vezes sdo veiculos de farmacos/ substancias ativas para aplicacbes no
tratamento de doencas que apresentam alto indice de mortalidade como o cancer e

leishmaniose. Os nanossistemas possibilitam o desenvolvimento de novas classes
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guimicas potencialmente ativas. Entdo, a associa¢cdo do limoneno, um composto de
origem natural, de baixo custo, 6timo material de partida para sintetizar derivados,
além de apresentar varias atividades farmacolégicas, a nanossistemas e avaliacao

biologica & um trabalho potencial.
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2. OBJETIVOS DA TESE

Conforme apresentado anteriormente, trabalhos anteriores do nosso grupo
de pesquisa mostram que modificacbes estruturais introduzidas no limoneno 1,
revelaram atividades farmacologicas dos derivados mais pronunciadas que o
proprio terpeno. Para atividade antileishmania, observou-se que quatro derivados
aminados foram ativos in vitro contra formas promastigotas numa faixa de 0,408 a
17,2 uM, apresentando acgédo cerca de 100 vezes superior ao farmaco de referéncia
usado nos ensaios, a pentamidina (48,5 £ 28,7 uM). Frente a esses resultados, a
tese envolve o desenvolvivemto de nanoestruturas contendo os derivados mais
ativos, LaSOm 08 e LaSOM 28.

Com isso, 0s objetivos dessa tese envolvem:

o Sintetizar derivados do limoneno 1 e avaliar a atividade biologica;

o Desenvolver um método analitico simples e rapido por espectropolarimetria para

guantificacdo de limoneno em nanoemulsdes;

o Desenvolver sistemas nanotecnologicos contendo limoneno e seus derivados,
compostos sintetizados que apresentaram atividade biolégica mais pronunciada
durante o mestrado, bem como bases semissoélidas contendo essas nanoestruturas

para leishmania;

o Avaliar a atividade antiproliferativa (in vitro) do limoneno livre e

nanoencapsulado.
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CAPITULO 2






SINTESE DE DERIVADOS AMINADOS DO LIMONENO E AVALIACAO IN VITRO
FRENTE A LEISHMANIA AMAZONENSIS.

1. INTRODUCAO

O limoneno 1 é chamado quimicamente de 4-isopropenil-1-metilcicloexeno ou
p-menta-1,8-dieno (IUPAC). Por apresentar um carbono assimétrico, pode ser

obtido como o isdmero R(+) 1a a partir do liméo e da laranja e o isémero S(-) 1b do

g

Figura 5: Estrutura e isdmeros do limoneno

capim-limao (figura 5)*.

N\

VR4

1b

Os estereoisdbmeros (R) e (S) do limoneno sao encontrados na literatura como
versateis materiais de partida para a sintese de diversos compostos. Também
demonstraram uma vasta aplicacdo na industria de quimica fina e industria

cosmética para confeccdo de aromas e esséncias®

Visto que o limoneno é encontrado comercialmente como uma mistura de
isbmeros, é possivel utilizar a polarimetria para identifica-los. A polarimetria se
baseia na medicéo da rotagdo Optica produzida, quando um feixe de luz polarizada
passa por uma substancia opticamente ativa. A rotacdo Optica € alterada com as
modificaces de temperatura, o comprimento de onda da luz incidente (quanto
maior, menor o angulo), a natureza quimica e a concentracao da substancia. Para
fazer uso dessa metodologia, é necessario ter moléculas opticamente ativas, como
€ 0 caso do limoneno. O limoneno é encontrado na natureza de duas formas

enantioméricas, (R) e (S).
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Epdxidos enantiomericamente puros sdo sintetizados usualmente para a
producdo de muitos compostos quirais®*. O 6xido de limoneno é comercialmente
disponivel e relativamente barato, sendo encontrado em uma mistura de epoxidos

cis e trans na proporc¢do de aproximadamente 1:1. Conforme a Figura 6, os epoxidos

podem ser:

2a (+)-(4R): com a porcao isoprenila em relacdo trans com a metila 7.
2b (+)-(4R): com a porcéao isoprenila em relacdo cis com a metila 7.
3a (-)-(4S): com a porcao isoprenila em relagdo trans com a metila 7.

3b (-)-(4S): com a porgao isoprenila em relagéo cis com a metila 7.

>

2a 2b 3b
trans cis trans cis
(+)- (4R)-6xido de limoneno (-)- (4S)-6xido de limoneno

Figura 6: Isbmeros do oxido do limoneno disponiveis comercialmente.

7

A abertura do epdxido com amina, a aminodlise, é reconhecida como uma
importante rota para se obter aminodalcoois com estereoquimica 1,2 trans>>°.
Frente a isso, foram desenvolvidas algumas alternativas para reverter as
limitacdes’ que incluem: a utilizacdo de alumina®, amidas metélicas®, metais
alcoxidos®, sais metélicos™, silica sob alta pressdo®, sob irradiacdo de
microondas com K10, entre outros. Recentemente Ferrarini sintetizou
estereoseletivamente diversos 3-aminoalcoois com menor tempo reacional e menor
quantidade de amina utilizada*, quando comparada com a literatura.>® Além disso,
as amindlises foram realizadas empregando agua como promotor da reacdo, ndo

havendo a necessidade de utilizac&o de catalisadores danosos ao meio ambiente.

Diversas substancias de origem naturais biologicamente ativas possuem

atomos de nitrogénio em suas estruturas. Essas sdo empregadas na preparacao e
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formulacdo de diversos produtos e bens de consumo, como farmacos, artigos de
higiene, insumos agricolas e materiais de uso domeéstico ou industrial. A importancia
de compostos nitrogenados em sintese vem motivando o desenvolvimento de novas
estratégias. Essas estratégias visam introduzir  seletivamente  grupos
funcionalizados, a partir de metodologias simples envolvendo condi¢des reacionais
brandas, alta economia atbmica, reagentes e produtos pouco ou atoxicos, geracao

minima de residuos e reduzido impacto ambiental.

1.1 Estudos anteriores do Grupo de Pesquisa em Sintese Organica
Medicinal (LaSOM)

O LaSOM emprega produtos naturais como material de partida na sintese de
novos compostos almejando o desenvolvimento de novas moléculas, isto é,
substancias que apresentem atividades bioldgicas promissoras. Esta estratégia visa
agregar valor aos seus derivados, uma vez que sdo sintetizados a partir de uma

fonte natural de baixo custo e abundante no pais, como € o caso do limoneno 1.

Na tese de doutorado realizada por Graebin® foram realizadas modificacdes
na porcdo isoprenila do limoneno, podendo-se ser citadas as reagbes de
metoxicarbonilacdo catalitica, utilizando paladio como catalisador. Esta reacao foi
realizada com o enantidbmero la e o éster formado 32 foram obtidos com rendimento
de 25%. Este foi hidrolisado para a obtencdo de 33 (esquema 1) com 85% de
rendimento. Embora a reacédo tenha ocorrido com sucesso em algumas tentativas,

nao se apresentou reprodutibilidade.

HaCO

Esquema 1: Reac¢Bes de metoxicarbonilagdo catalitica, utilizando paladio como
catalisador por Graebin. Condicdes: i) PdCl, (PPHs), (cat.) PPH; p-TsOH, CO, metanol,
tolueno, 100°C, 24h; ii) a) NaOH 3M, T.A., 16h, b) HCI 1M.
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Os melhores resultados foram obtidos com a reacdo de hidroaminometilagao
da porcéo isoprenila do limoneno®. Para tanto, o limoneno foi hidroaminometilado
com algumas aminas alifaticas, aliciclicas, aromaticas e diamina, obtendo-se sete

aminas.

Ferrarini em sua dissertacédo de mestrado', expandiu a familia de derivados
aminados do limoneno, sintetizando aminoalcoois, a partir do 6xido de limoneno 2

sem formacéao de diol como subproduto.

O
agua/alumina/ ac. | WOH NHR
Lewis, amina, 80°C,
+ NHyR 18-24 h
: 13,8-48% ;
oxido de limoneno 6-16

mist. cis/trans
2

6 LaSOM 13 R= putrescina

7 LaSOM 36: R= etanolamina
8 LaSOM 28: R= n-propilamina
9 LaSOM 26: R= isobutilamina
10 LaSOM 10: R= morfolina
11 LaSOM 17: R= piperazina
12 LaSOM 08: R= anilina

13 LaSOM 12: R= benzilamina
14 LaSOM 20: R= toluidina

15 LaSOM 21: R= furfurilamina
16 LaSOM 29: R=amina

Figura 7. Compostos sintetizados por Ferrarini.

Além da sintese de derivados do limoneno, o trabalho de Ferrarini envolveu a
avaliacdo de atividades biologicas do limoneno e dos compostos gerados: atividade
inseticida, acaricida e anti-leishmania. Na literatura, uma gama de estudos envolvem

1921 inseticida®?°

plantas e suas atividades bioldgicas como, acaricida,* repelente, e
pesticida. Segundo Jaenson® a atividade inseticida do limoneno esté no controle de
ectoparasitas e em plantas sensiveis a insetos e no controle de &caros e
microorganismos. Com isso, foram testadas as atividades acaricidas do limoneno, do
oxido do limoneno e dos derivados B-aminoalcoois em ovos e larvas do artrépode da
ordem dos &caros bovino, Rhipichephalus (Boophilus) microplus® e se observou que

as derivatizagOes foram cruciais para a melhora da atividade acaricida.
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Nos testes da avaliacdo larvicida também se observou que o Oxido de
limoneno 2 foi um dos compostos menos ativos, significando que as modificacdes
estruturais realizadas foram essenciais para essa atividade. A mortalidade maxima
dessas larvas foi observada com a minima concentracdo de 2,5 pg/mL, as
substancias com concentragfes menores nao apresentaram atividade significativa,
0s compostos com melhor atividade acaricida foram os compostos com substituintes
furfurilamina (LaSOM 21) 15 e benzilamina (LaSOM 12) 13.

Ainda nesse trabalho®, avaliou-se a atividade anti-leishmania de alguns B-
aminodlcoois sintetizados. Foram desenvolvidos ensaios in vitro frente a formas
promastigotas de Leishmania (Vianna) braziliensis. Dentre os sete (B-aminoalcoois
testados dois deles foram mais ativos que o farmaco de referéncia, a pentamidina 34
(48,5 = 28,7 uM) e cinco foram mais ativos que o limoneno 1. O Limoneno 1 nesse
teste se mostrou inativo (876,2 + 216 uM) demonstrando que este terpeno isolado
ndo é um bom antiparasitario contra formas promastigotas de Leishmania (Vianna)
braziliensis .Os resultados revelaram uma excelente atividade para o LaSOM 08 12

e LaSOM 28 8, sendo o primeiro até 100 vezes mais ativo que a pentamidina 34.

Graebin também testou as aminas do limoneno 17-23 contra formas
promastigotas de Leishmania (Vianna) braziliensis. Observou-se nos resultados
obtidos com os compostos sintetizados que as modificacdes realizadas a partir do
limoneno agregaram valor a este terpeno, pois apenas um dos derivados apresentou
atividade inferior a ele (21, 1Cso = 1027 +138,6 uM). Igualmente, de uma maneira
geral, pode-se afirmar que substituintes amino anilina e propilamina, além da
sulfonamida foram mais eficazes que carbonilas e carboxilas, ou seja, esses

compostos foram mais ativos que o limoneno e que o farmaco pentamidina.

1.2 A Leishmaniose

A leishmaniose é considerada uma dos maiores problemas de saude publica
do mundo, afetando cerca de 1,5 milhdes de novos casos de leishmaniose cutanea

e 500.000 novos casos de leishmaniose visceral a cada ano em todo o mundo®>%.
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A diversidade genética do parasita em combinacdo com caracteristicas do
sistema imunoldgico do hospedeiro contribuem muito para a diversidade dos
guadros clinicos na leihmaniose. Assim, a infeccdo pode se manifestar de quatro
formas comuns: leishmaniose visceral, endémica principalmente na Asia, Europa e

2627 As duas

América®, leishmaniose cutanea, cutanea difusa e mucocutanea
tltimas formas podem causar lesées permanentes nos pacientes e, se nao tratadas,
podem evoluir para a forma visceral da doenca, a qual é fatal ao paciente pela

gueda da resposta imune com a morte dos macrofagos infectados.

1.2.1 O parasita e o ciclo de transmisséao

Os parasitas responsaveis pela leishmaniose sdo cerca de 20 espécies da
ordem  Kinetoplastida, familia  Trypanosomatidae, @ género  Leishmania.
Morfologicamente as principais caracteristicas dos protozoarios da ordem
Kinetoplastida s&o: a presenca de um ou dois flagelos oriundos da mesma bolsa
lagelar e a presenga de uma uUnica mitocondria contendo o cinetoplasto (organela
celular autoreplicavel que contém DNA extranuclear e esta ligada ao flagelo)***. Os
protozoarios do género Leishmania sdo dimorficos, apresentando-se nas formas
promastigota e amastigota. A forma promastigota apresenta um corpo celular
alongado, com aparéncia fusiforme e um flagelo livre. A forma amastigota apresenta
um aspecto oval. Os parasitas nas duas formas reproduzem-se assexuadamente,
em divisao binaria. O vetor e hospedeiro principal dos protozoarios sao cerca de 30
espécies de flebotomineos hematofagos dos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e
Lutzomya ou Psychodopigus (Novo Mundo), conhecidos popularmente no Brasil

como “mosquito palha” ou “birigui”®>**

. O ciclo de vida do parasita (Figura 8) se
inicia quando os vetores se alimentam de sangue contaminado de um hospedeiro
vertebrado, ingerindo formas amastigotas do parasita. Dentro do intestino do vetor
esses amastigotas transformar-se-ao na forma promastigota, a qual migra para o
es6fago do vetor. Quando o inseto alimenta-se novamente, inocula saliva com
promastigotas que passam para a corrente sanguinea do hospedeiro. Os parasitas
sobrevivem aos mecanismos de defesa do mesmo e infectam macréfagos ao serem

fagocitados. Dentro dos macrofagos ocorre a fusdo do vacuolo parasitofago com
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lisossomos, formando o fagolisossomo e dentro deste fagolisossomo, o parasita

transforma-se em amastigota. Apos essa transformacdo, multiplica-se, rompe a

membrana do macréfago e infecta outros macréfagos 2.

Flebotomines alimenta-se de . _
sangue (injetando o Promastigotas sio
pramastigotas no hospedeira) fagocitados por

Divisdo no intestino — macrofagos
@) migracéc para o /-—”
esofago do inseto =

A ENG

—

o

Amastigotas
transformam-se
em promastigotas

Promastigotas
transformam-se em
amastigotas dentro
dos macréfagos

no intestino do '&5 e
inseto L *I —
. ﬁ _'.I'- ) . o
- i el Amastigotas multiplicam-se
I S AN nag células (incluindo
rrenun W —.| = M s Mmacrofagos) de varios tecidos
Ingestae da 1.’1‘;,

célula infectada L .

e Flebotomineo alimenta-se de
sangue (ingerinde macrofagos
infectados com amastigotag)

Figura 8: Ciclo de vida do parasita responsavel pela leishmaniose. Fonte: Center for
Disease Control (EUA).

No Brasil essa doenca esta tradicionalmente relacionada com a invasédo do
homem em florestas onde ocorre a derrubada de arvores para o plantio, construcédo
de estradas, ferrovias, hidrelétricas e implantacdo de povoados facilitando o contato

humano com os reservatoérios e vetores da leishmania?®.

1.2.2 Tratamento

A cura da leishmaniose depende de vérios fatores como sistema imune do
hospedeiro, a cepa adquirida, a forma clinica da doenca e o tratamento utilizado®.
Os tratamentos de primeira escolha (figura 9) ainda s&o o0s antimoniais
pentavalentes (Sh"), utilizados a mais de 80 anos e que podem apresentar efeitos

adversos, alguns dos quais bastante graves como: arritmias cardiacas,
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nefrotoxicidade, pancreatotoxicidade e hepatotoxicidade®. Os compostos dessa
classe utilizados séo stibogluconato de sddio 35 (Pentostam®, GlaxoSmithKline) e

2930 Ambos sdo

antimoniato de meglumina 36 (Glucantime®, Sanofi-Aventis)
administrados via parenteral, sendo o stibogluconato de sédio via intravenosa (i.v.) e

0 antimoniato de meglumina via i.v. ou intramuscular®".

\
3 Na NH
9 H,0 oH
O e
/Sb+
HO o \o OH
: - HO
Stibogluconato de Sédio OH
35 oH HN\

Antimoniato de meglubina’
36
Figura 9: Farmacos leishmanicidas de primeira escolha.

Quando os antimoniais ndo sédo efetivos no tratamento dessa doenca,
utilizam-se farmacos de segunda escolha, como: a pentamidina 34 e anfotericina B
37 (figura 10). Entretanto,seu mecanismo de acéo, assim como o dos antimoniais, é

incerto.

Acredita-se que a pentamidina 34 atue diretamente no DNA da mitocondria do
parasita, dado corroborado pela observacdo de que é nesta organela do parasita
gue ocorre a acumulagéo do farmaco>. E ativa também contra a forma promastigota
do parasita. Apesar de sua efetividade os efeitos adversos graves como
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e inducdo de diabetes insulino-dependente ou
insulino-independente irreversivel, fazem com que a Anfotericina B 37 seja usada

preferencialmente?® 27 3> 4

A anfotericina B 37 € um macrociclo poliénico. A razdo para esta acao é que
parasitas do género Leishmania apresentam ergosterol como lipidio de membrana.
Por isso, esse composto é capaz de interagir com a membrana do parasita, abrindo
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poros na mesma, causando o fluxo livre de ions para dentro e fora da célula,
levando a morte do parasita. Entretanto, todos esses farmacos apresentam
problemas em termos de vias de administracdo, duracdo do tratamento
(normalmente 3-4 semanas), alta toxicidade e custo, limitando o uso destes nas
areas endémicas da doencga, 0 que torna a busca por novos agentes leishmanicidas

N s
H2N NH

Pentamidina Pentamidina
8 NH;

uma prioridade®.

34

Anfotericina B
37

Figura 10: Farmacos de segunda escolha utilizados para leishmania.

1.2.3 Tratamento da leishmaniose no Brasil

No Brasil, de acordo com as recomendacdes do Ministério da Satude*’, para o
tratamento da leishmaniose tegumentar recomenda-se como farmaco de primeira
escolha o antimoniato de meglumina 36 na dose de 10-20 mg ShV/dia, aplicado de
forma intravenosa ou intramuscular, entre 20-30 dias. O farmaco de segunda
escolha é a Anfotericina B 37, utilizado em pacientes refratarios aos antimoniais e de
primeira escolha em gestantes, sendo indicada a dose de 1-4 mg/kg/dia até se
atingir a dose total administrada de 1-3g. Para o tratamento da leishmaniose visceral
recomenda-se como farmaco de primeira escolha o antimoniato de meglumina 36 na
mesma dose usada para leishmaniose tegumentar. Assim como na forma

tegumentar, anfotericina B 37 é o farmaco de segunda escolha em pacientes
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refratarios aos antimoniais e de primeira escolha em gestantes, sendo indicada a

dose de 1mg/kg/dia, em dias alternados, até atingir-se a dose total de 3g.

1.2.4 Terpenos e derivados candidatos a farmacos anti-leishmania

O reino vegetal é claramente uma fonte potencial de novos agentes
antiprotozoarios. A atividade de extratos e compostos isolados tem sido atribuida a
diferentes grupos quimicos, incluindo terpendides, alcaldides, flavondides,
fenilpropandis e esteréides®*®, Para obter um farmaco de origem vegetal, diferentes
estratégias de pesquisa podem ser utilizadas, dentre elas a investigacdo do uso
tradicional, a composicdo quimica do composto ativo, a toxicidade da planta ou a

combinac&o dos critérios®*

Recentemente, Arruda® realizou uma série de experimentos in vitro e in vivo
com parasitas do género Leishmania e terpenos: nerolidol 38 e limoneno 1 (figura
11). Nesse estudo, foi mostrado que esses terpenos apresentaram atividade contra
promastigotas e amastigotas de Leishmania in vitro. Nerolidol 38 foi capaz de inibir o
crescimento de formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) chagasi com ICsy em
torno de 74 a 85uM. O tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. (L.)
amazonensis com nerolidol por via parenteral ou topica resultou em diminuicdo no
tamanho das lesdes somente durante o periodo de tratamento. O limoneno foi ativo
contra L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.) chagasi com Cls, na faixa de
147 a 252uM. Camundongos C57/BI-6 infectados com L. (L.) amazonensis tratados
por via topica e intra-tecal com limoneno tiveram reducdo significativa no tamanho
das lesbes e diminuicdo da carga parasitaria. Porém, o tratamento de camundongos
BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis com nerolidol por via parenteral ou
topica resultou em diminuigdo no tamanho das lesdes somente durante o periodo de

tratamento.
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Figura 7: Terpenos avaliados para atividade anti-leishmania.

InvestigacBes sobre o mecanismo de acédo de 1 indicam que o mesmo inibe a
sintese do mevalonato, um precursor da biossintese de esterbéis como
ergosterol, lanosterol e colesterol. Através da inibicdo da enzima [B-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) sintase ou da enzima HMG-CoA redutase,

como esquematizado na figura 12.

Portanto, os resultados obtidos por Arruda, Graebin e Ferrarini aqui relatados,
indicam que o limoneno pode ser um composto protétipo para o desenvolvimento de
novas moléculas ativas, objetivando o planejamento e a sintese de novos candidatos

a protétipos de farmacos para o tratamento de leishmaniose.

45



Acido

Acetil- Coa Leucing ——*
+ A-quetoisocaproico
Acetoacetato
. HMG-CoA
Limoneno intetase

HMG-CoA 3-Metilglucaconil-CoA «<——  Dimetilcrotonil-CoA

HIMG-CoA
redutase

MEVALONATO Alcool

Dimetilalilico

Mevalonato-5
Fosfotransferase

Fosfomevalonato

Fosfomevalonato

Quinase Isopentenil
Pirofosfomevalonato Pirofosfato
descarboxilase isomerase

5-Pirofosfomevalonato ———» Isopentenil-PP «——»  Metilalil-PP

Dimetilalil
Trans-transferase

Geranil-PP

Farnesil Pirofosfato
Sintetase

Farnesil-PP

Farnesilagao
de proteinas
Geranilgeranil-PP

/ / Dolicol Ergosterol

Ubiquinona Geranilgeranilagao

de proteinas

Figura 8: Mecanismo de acdo do limoneno 1 para a atividade antileishmania.®
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desse capitulo € prosseguir com os trabalhos iniciados por Ferrarini
em seu Mestrado e sintetizar derivados do limoneno 1, visando a potencializagao da
atividade biolégica. Para isso, busca-se sintetizar f-aminoalcoois com configuracéo
(R) e (S), e derivados tosilados (Esquema 2) e, posteriormente, prosseguir com a
avaliacdo da atividade desses compostos frente a cepas de Leishmania
amazonensis, cepas essas, ainda nao testadas com esses derivados. E, a partir
destes resultados, realizar uma possivel correlacdo entre a estrutura dos mesmos e
a atividade farmacolégica observada.

0 OH R1= aminas
Ry --» primarias e
sulfonamida
—_—
Esquema 2
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese de B-aminoalcoois

Para a sintese de B-aminoalcoois partiu-se do (+)-(4R)-6xido de limoneno 2a
e 2b e (-)-(4S)-oxido de limoneno 3a e 3b para obtencédo de diastereoisdbmeros com
configuracbes diferenciadas a fim de investigar possiveis diferencas na atividade
biol6gica, conforme serd abordado posteriormente (esquema 3). Nesta figura pode
ser observado que os aminoalcoois sintetizados séo codificados genericamente

como LaSOM, e este é o codigo de todos os aminodlcoois obtidos.

(0]
Amina, agua,
. 100°C, 18-24h
: 13,8-48%
2a 2b LaSOM 28
8
: 0 Z_OHH
Amina, agua, .\\\\N\/\
100°C, i18-24h
13,8-48%
3a LaSOM 121 LaSOM 122
39 40

Esquema 3: Esquema geral de amindlise a partir de éxido de limonenao. i) éxido de

limoneno, amina, 4gua, 100°C, 18-24h.

A sintese de [3-aminoalcoois foi baseada nos trabalhos desenvolvidos por
Chrismann® e por Singaran®®, os quais demonstraram eficacia na utilizacdo de agua
como promotor reacional na abertura diastereosseletiva do 6xido de limoneno trans
com aminas secundarias. Assim como o descrito na literatura®®, observou-se
seletividade para o isdmero trans do oxido de limoneno. Esta seletividade manteve-
se, mesmo com a utilizacdo de aminas primarias, jA que Singaram descreve esta

reacdo apenas para aminas secundarias. A seletividade destas reacfes pode ser
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explicada pelas diferencas conformacionais entre os diastereoisbmeros cis e trans
(figura 13). Devido as restricbes estéricas, o grupamento isopropenila “prefere” a
orientacdo equatorial tanto no isémero cis quanto no isémero trans. Para o isbmero
trans ocorre a abertura do epdxido através de um mecanismo “SN; like” por aminas
nucleofiicas no C-2 menos impedido, via um estado de transicao
termodinamicamente estavel tipo cadeira. Por outro lado, para que ocorresse 0
mesmo ataque no C-2 do isdbmero cis, este deveria passar por um estado de
transicdo energeticamente desfavoravel tipo bote. Com as condi¢fes utilizadas, o
isbmero cis é recuperado intacto ao final da reacdo, obtendo-se um rendimento

maximo de 50%.

NH2R Isbmeros

4
H,O
1 O

FORMA CADEIRA OH

o)
N O H,0 o
- - ——> REACAO MUITO LENTA Cis

1
NHR
FORMA BARCO

NH,R

Figura 9: Representacédo da diasterosseletividade para o isdmero trans do oxido de
limoneno na amindlise por aminas primarias.

3.1.1 Amindlise do 6xido de limoneno com amina alifatica.

Nesse trabalho foram desenvolvidas aberturas de epoOxidos utilizando a
anilina e a propilamina, sob refluxo em banho de 6leo e mesmo protocolo para
ambos os isébmeros (R) e (S) do 6xido de limoneno. Ndo se observou diferenca

significativa nos rendimentos reacionais entre eles e nem no aspecto fisico, que se
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manteve na forma oleosa e viscosa. Os produtos dessas reagdes Sdo 0S
aminoalcoois 8 (LaSOM 28) e 39 (LaSOM 120) com rendimentos excelentes de 48 e

43%, respectivamente (figura 14).

/E\

LaSOM 28 LaSOM 121
8 39

Figura 10: Estruturas quimicas do LaSOM 28 e LaSOM 120

O acompanhamento destas reacdes foi realizado por cromatografia gasosa
acoplado a espectrometria de massas (CG-MS) mostrando um rendimento de 48%,

0 que coloca esse resultado como um dos melhores ja relatados com esse terpeno.

Caracterizacédo de 2-(propilamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol —
LaSOM 28

Na Figura 15 é apresentado o espectro na regido do infravermelho do LaSOM
28. Destaca-se a banda alargada referente ao estiramento da ligacdo O-H em 3.394
cm™, e a banda que indica o estiramento da ligacédo C-N observada em 1.095 cm™,

ambas ausentes no produto de partida, indicando a formacao do aminoalcool.
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Figura 11: Espectro de absorcéo na regiao do infravermelho do LaSOM 28.
realizado em filme liquido, com 16 varreduras e resolucéo de 4 cm™.

Na Figura 16 observa-se o espectro de massas do mesmo aminodlcool.
Destacam-se os picos em 211 u.m.a. (4,8%), que é referente ao ion molecular; 164

u.m.a. (3,50%), que pode representar a perda do grupamento isopropenila e 138

u.m.a., que € o pico majoritario (100%).

%

100.0 138
75.04
50.0 e \/\é Q/H\/\

—
25.04 56 72 .

96
ol f’l{h bl Bl s e ) w ow P e |
40 50 60 70 80 9% 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

Figura 12: Espectro de massas do LaSOM 28.

O espectro de H* RMN do LaSOM 28 é apresentado na Figura 17. S&o importantes

para a verificacdo da formacao do produto desejado os sinais adicionais em 2,4 ppm
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(CH2-9), 1,4 ppm (CH,-10) e 0,8 ppm (CHs-11) referentes a propilamina. O
aparecimento do pico alargado do hidrogénio ligado ao nitrogénio em 2,18 ppm (H-
8).

H-1’
H-3’

H-11

Figura 13: Espectro de *H RMN do LaSOM 28.

O espectro de 3C APT desse aminoalcool (figura 18) mostra que todos os
picos estdo de acordo com o deslocamento calculado para esta molécula e de
acordo com os estudos de Ferrarini'* e Limberger*. Observa-se que em relacéo aos
carbonos C-2 e C-1 houve modificacdo do deslocamento em funcdo do nitrogénio
proximo, além disso, passa de um epoxido para aminoalcool. Os carbonos
referentes a propilamina em 50 ppm (C-9), 23,4 ppm (C- 10) e em 21,5 ppm (C-11)
estdo presentes, confirmando o produto reacional. O &tomo de carbono em & = 72
ppm por ele estar bastante desblindado, provavelmente represente o Unico carbono
guaternario ligado a hidroxila (C-1’). O carbono primario C-2, ligado ao nitrogénio,
esta representado em & = 62 ppm, esse atomo faz com que este carbono esteja

bastante desblindado.
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Figura 14: Espectro de C** APT de LaSOM 28.

3.1.2 Amindlise do 6xido de limoneno com amina aromatica.

Foi observado que a formacdo dos aminodlcoois aromaticos LaSOM 08 12 e
LaSOM 122 40 (figura 19) foi menos efetiva quando comparada com o0s
aminoalcoois alifaticos 8 e 39. Trata-se de um resultado esperado, pois se sabe que,
em funcdo de seu carater aromatico, anilina é considerada menos nucleofilica que
as alquilaminas tipicas. A amindlise dos compostos 12 e 40 foi otimizada com
tempo méximo de 18h com rendimento de 13,8%, visto o inicio de reatividade do

isbmero cis do 6xido de limoneno em tempo subsequente.

ZT

S

LaSOM 08 LaSOM 122
12 40

Figura 15: Estruturas quimicas do LaSOM 08 e LaSOM 122.
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Caracterizacédo de 2-(anilino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol —LaSOM 8.

Na Figura 20 é apresentado o espectro de massas de LaSOM 8. Séo
relevantes para caracterizacdo do produto em questdo os picos em 2455 u.m.a
(14,4%), referente ao ion molecular; 173 u.m.a. (82,1%), referente a perda de metila,
hidroxila e isopropenila; 119 u.m.a. (42,6 %) e 118 (45,6%), referentes a fragmentos
em que houve rompimento do anel cicloexano; 106,3 u.m.a que representa o
fragmento com maior estabilidade (100%) e 93 u.m.a (30,1%) referente a anilina.
Detalhes mais precisos sobre a estrutura de cada fragmento s&o demonstrados no
espectro abaixo.

o S

80

40 |

OH

Intensidade Relativa

20 —

o - . JI|| Ly L. Wby o " |I|
G0 80 100 120 140 160 180 200 220 240

miZ

Figura 16: Espectro de massas do LaSOM 8, com a representacéo da estrutura de
alguns fragmentos.

A figura abaixo representa o *H RMN do aminoélcool 8 (LaSOM 08), onde
pode-se observar, novamente, 0 sucesso reacional. Nesse momento ser&o
discutidas as analises do LaSOM 08. Em & = 6,6 e 7,1 ppm observa-se a presenca
do anel aromético representando parte da estrutura da anilina. O sinal alargado do
hidrogénio ligado ao nitrogénio € observado em 2,4 ppm. Os sinais do hidrogénio do
CH ciclico (H-2) ligado a NH em & = 3,49 ppm. A metila exociclica (H-1") ligada ao
anel do terpeno é encontrada como um singlete em & = 1,2 ppm.
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std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
Bolvent: cdel3

Temp. 22.0 C / 295.1 K 9 11

Operator: jairton 4 12

INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.bz" l;i///

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

Width 4799.3 Rx

32 repetitions
OBSERVE  H1, 299,9566496 Mix
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hxz
FT size 65536 =
Total time 1 min, 43 sec H 4a e
H4a
H-10, H-12
e H-14
H-11e
Jr
— —
I | T T T T AR T
10 9 8 7 6 5 4

Figura 21: Espectro de *H RMN do LaSOM 8.

H-2

H-3°

H-1°

L

2
e e
3.22 7.64

LI B B I B B S

1 ppm

17.09

5.95 35.69

O espectro de *3C (figura 22), mostra que em & = 148,2 ppm, que é o carbono

tetrassubstituido da fenila (C-9), esta bastante desblindado, pois além de ser

olefinico esta ligado a um atomo de nitrogénio. Em & = 118,6 ppm, representa 0s

carbonos em posi¢cao meta da fenila. A posicéo para da fenila é representada em & =

116,5 ppm, ja a posicdo orto em & = 112,4 ppm. O carbono ciclico (C-1) ligado a

hidroxila esta em & = 72,4 ppm, e em & = 57,6 ppm representa-se o carbono ligado

ao nitrogénio (C-2), que é bastante desblindado como no caso anterior.
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512 repe ons
OBSERVE C13, 75.4356354 MHz
DECOUPLE H1, 300.0037237 MHz
Power 33 dB.

FT 5536
Total time 19 min, 42 sec

11 e 13 10e 14

| 435
12 |
6| 1 ed |
|
|
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Figura 17: **C RMN do LaSOM 8 com atribuicdo em cada pico relacionada ao
respectivo atomo de carbono.

3.1.3 Sintese de derivados tosilados a partir dos aminodlcoois.

As N-tosilacdes de 8 (LaSOM 28) e 39 (LaSOM 121) ocorreram com SUCesso
(esquema 4), obtendo-se os tosilados 42 (LaSOM 123) e 43 (LaSOM 124) com
rendimentos entre 49-53%. Ambos diastereoisémeros dos aminoalcoois contendo n-
propilamina foram tosilados para investigar a ocorréncia de possiveis diferencas na
atividade bioldgica entre eles. O grupamento tosila € reconhecidamente um grupo

farmacoférico presente em diversos antibacterianos e antiparasitarios, sendo que a

literatura relata a atividade anti-leishmania in vitro de sulfonamidas®*°, além de
conferir modificagbes na polaridade dos compostos.
OH cl
NHR ~_&_
0=s=0 WNTs
p-TSCI, ELN, BN NN
. CH Cl TA3h
49 53% E
X /_\
aminoalcool LaSOM 123 LaSOM 124
40 a1 42

Esquema 4: Sintese de derivados tosilados a partir dos aminodlcoois.

57



O mecanismo reacional proposto nessa reacdo € uma substituicdo

nucleofilica (esquema 5).

(of OxJ9 NV ]
/—\ S—0 S
OH oXs—0 / i OH / e

.. OH
@

T\/\/ N _~_" N®\/\/ _
H . - = |L —_— |L i»

Ox

N ON
OH é o} OH \/\O
N —_ ®
‘\/\/ ELN N _~_— + Et;N—H

Esquema 5: Mecanismo reacional proposto para a tosilacao.

Caracterizacao de N-propil-N-(2-hidroxi-5-isopropenil-2-metilciclohexil)4-
metilbenzeno-1-sulfonamida — LaSOM 123

A andlise do infravermelho do produto (figura abaixo) mostra em 3.515 cm™ a
banda correspondente ao OH. Em 3064 cm™ observa-se a deformagao axial de C-H
de aromético. Em 1454 e 1378 cm™ encontram-se bandas correspondentes ao
estramento C=C aromatico. Em 1336 cm™ observa-se o estiramento S=O
assimétrico (forte) e em 1159 cm™ corresponde ao estiramento simétrico (forte) de
S=0.
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Figura 18: Espectro de absorcéao na regido do infravermelho do LaSOM 123.

O espectro de massas do LaSOM 123 esta representado na figura 24.

Destacam-se as seguintes fragmentacfes: 365 u.m.a. (0,67%) referente ao ion

bY

molecular; 292 u.m.a (8,4%), referente a perda da porcdo exociclica contendo o
grupamento isopropenila; 210 u.m.a (39,78%) referente a perda do grupamento p-

toluenosulfonila; 155 u.m.a. referente a perda do grupamento aminoalcool e 43

u.m.a gque € o pico base (100%).
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Figura 19: Espectro de massas do produto 41, com a representacdo da estrutura de

alguns fragmentos.
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O espectro de *H RMN do LaSOM 123 esta apresentado na figura 25.
Observa-se em 7,3 e 7,5 observamos dois dubletos correspondente a 4H,
representando o anel aromatico com substituicdo na posicdo para. Além
disso, o aparecimento do singlete em 2,4 representando os hidrogénios da
metila (H-7") ligada ao anel aromatico fazendo parte do grupamento
sulfonamida. Outro dado que demonstra a formacéo do produto sdo os efeitos
gue o0 grupamento p-toluenossulfonila apresenta sobre os hidrogénios
vizinhos ao Nitrogénio. Observa-se no espectro que houve um deslocamento
quimico consideravel, o pico referente a H4 deslocou de 2,0 ppm para 3,2
ppm, além do H2, que passou de 2,6 ppm para 3,6 ppm. Se ndo bastasse
isso, nota-se em 4,5 ppm e 4,7 ppm dois singletos dos sinais referentes aos
atomos de hidrogénio olefinicos (H10a e H10b), esses hidrogénios sao
desblindados pelo efeito anisotropico dos elétrons 1 da ligagcdo dupla, além
de ndo serem equivalentes magneticamente, como € observado no espectro
do produto de partida. Acredita-se que isso ocorra também pela compresséo

estérica e pela eletronegatividade do grupamento p-toluenossulfonila.
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Figura 20: Espectro de '"H RMN do produto 41
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O 3C RMN do produto acima mostra os sinais referentes a todos os carbonos

do produto em questdo. Na figura 26 estdo atribuidos os numeros referentes aos

carbonos.

File: Diogo-Maraisa865-M850

Pulse Sequence: s2pul

Relax. delay 1.000 mec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.301 sec

width 18115.9 Hz

1728 repetitions

OBSERVE C13, 75.4356311 MH
DECOUPLE H1, 300.0037237 MH=z

Power 23 dB

Line broadening 0.5 Hx
FT size 65536
Total time 3 hr, 12 min, 27 sec

"

A

LI e e e e e e e

180 160

Figura 21: **C RMN do LaSOM 123, com atribuicdo em cada pico relacionada ao

respectivo atomo de carbono.

3.2 Atividade anti-leishmania

Os ensaios foram realizados sob a coordenacdo da Professora Silvia R. B.

Uliana, do Laboratério de Parasitologia no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP-

Séao Paulo. Dentre os testes utilizados para essa finalidade, optou-se por fazer o

microteste MTT j& que o grupo de pesquisa da USP ja havia demonstrado com

Nascimento® uma comparacéo entre a eficiéncia desse microteste e a contagem

celular como métodos de avaliagdo de viabilidade celular. Concluiu-se que o

microteste MTT modificado se mostrou eficaz na avaliagdo da sensibilidade in vitro

de promastigotas de Leishmania em 24 horas de tratamento. Os produtos

sintetizados nessa tese tiveram sua atividade anti-leishmania testada in vitro contra

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Os resultados de ICsy e ICgo

calculados com o programa Origin 7.5 estdo expressos na Tabela 1.
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Tabela 1: Atividade anti-leishmania de compostos sintetizados e do limoneno 1
(LaSOM 11)

Compostos ICso (MMY) ICgo (MMY) Compostos ICso (M) ICgo (MMY
Sintetizados Sintetizados
N
2992 +2,5 821 \© 232,6 +4,49 688,7
1
LaSOM 11 LaSOM 122
40
OH
Y1012 Y1012 b’ 82,1 + 9,47 168,5
LaSOM 28 Laso 123
8
2 OH OH
3 H Z 1|\'ls
S Y1012 Yy 1012 NS 9014191 160,3
LaSOM 121 LaSOM 124
39 42
N
\© 26921+ 154 4594
P
LaSOM 08
12

*Os valores de ICsy estdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos com L.
amazonenses por 24h.

Os resultados expressos mostram que a excecao dos derivados 8 e 39 todos
0s compostos foram mais ativos que o limoneno, apresentando valores de ICso que
variaram de 82,1 + 9,47 a 269,21 + 15,4 uM e ICqy entre 168,5 a 688,7 uM. Observa-
se, a partir dos resultados obtidos, que ndo houve diferenca significativa através, de
analise de variancia ANOVA, no potencial de atividade entre os isémeros. Também

se pode verificar que os derivados contendo como substituinte o grupamento
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sulfonamida foram mais eficazes que os aminados. E possivel observar que as
modificacbes estruturais realizadas nos compostos causaram diferencas na
atividade anti-leishmania in vitro dos mesmos. Embora néo seja possivel estabelecer
uma regra geral, devido ao pequeno numero de compostos testados, pode-se tracar

um paralelo entre eles.

Os substituintes introduzidos no limoneno séo tanto de natureza aromatica
guanto alifatica. Isto foi planejado, objetivando-se detectar possiveis influéncias na
atividade em fungé@o do carater hidrofobico dos derivados. Nota-se que o aumento
do volume espacial do substituinte em torno do atomo de nitrogénio parece ser
responsavel pelas alteracdes na atividade dos derivados. Isso € observado quando
comparamos LaSOM 28 8 e LaSOM 121 39 aos demais derivados do limoneno,
tosilados ou ndo. Também, comparando-se os derivados de n-propilamina (ICso
»1012), com os derivados da anilina LaSOM 8 e LaSOM 122 40 (ICsg 269,21 £ 15,4 €
232,6 +4,49) nota-se uma diferenca significativa na atividade desses compostos.

Isso mostra que a lipofilicidade parece ter influéncia na atividade detectada.

Os resultados dos ensaios permitem constatar que os derivados mais ativos
sdo sulfonamidas LaSOM 123 41 (ICso 82,1 + 9,47; ICqy 168,5) e LaSOM 124 42
(ICso 90,1 + 19,1; ICye 160,3). Verifica-se que introdugcdo dos grupamentos
sulfonamida e hidroxila resultaram em beneficios quando comparados aos demais

derivados testados e com o precursor 1 (ICs0299,2 + 2,5; ICg 821).
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4 EXPERIMENTAL
4.1 Materiais

Os oxidos de limoneno (R) e (S) foram utilizados apos interacdo com alumina
ativada para retirada de perdxidos. As aminas, quando necessario, foram destiladas
para manter a pureza e mantidas sob KOH. Em relacdo aos gases, o argonio (White
Martins, 99,999%) foi passado por 3 traps contendo catalisador BASF R3-11, KOH e
peneira molecular de 3A ativada. O mondxido de carbono (AGA, 99,5%) e o
hidrogénio (White Martins, 99,999%) foram utilizados sem nenhum tratamento
prévio. A solucdo de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) a 20% foi preparada para cada
teste.

Os solventes utilizados neste trabalho foram previamente purificados
conforme PERRIN, D. D.; ARMAREGO, W. L. F. Purification of Laboratory
Chemicals, 3 Ed. New York: Pergamon Press, 1988, 391 p.

4.2 Protocolos sintéticos
4.2.1 Procedimento geral para sintese de B-aminoalcoois

Em uma ampola de vidro, foram adicionados de Oxido de limoneno 2 ou 3
(ImL, 6,10 mmol), agua destilada (0,3 mL ) e propilamina (0,84mL, 10,21mmol) ou
anilina (0,5mL, 6,2mmol). O bruto reacional foi imerso em banho de 6leo a 100°C por
18 ou 24 horas, sob intensa agitacdo. O aminodlcool obtido foi purificado por
destilacdo horizontal e cromatografia em coluna (usando como eluentes: hexano e
acetato de etila). Os produtos foram analisados por CG-MS, *H RMN, *C RMN.

LaSOM 28 (8): 2-(propilamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol
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Tempo de amindlise: 24 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo
fracionada. Rendimento (CG_FID): 48% e o rendimento reacional obtido foi de
43,2%. [a] p?°= + 40 (c=1.1, Etanol). *H RMN (300 MHz, CDClz, ppm): & 0,9 (3H, t,
J=7,4 Hz, H-11), 1,2 (3H, s, H-1"), 1,5 (4H, m, H-5-6), 1,7 (3H, s, H-3’), 1,98 (2H, m,
H-4), 2,45 (1H, m, H-9), 2,6 (4H, m, H-2), 4,8 (2H, s, H-4’). *C RMN (75,5 MHz,
CDCl3, ppm): 4 11,7 (C-1" E C-3’), 21,5 (C-11); 23,4 (C-10), 25,5 (C-5), 30,2 (C-6),
34,4 (C-3), 37,9 (C-4), 50,0, (C-9); 61,7 (C-2), 71,9 (C-1), 109,2 (C-4’), 148,4 (C-2)).

LaSOM 121 (39): 2-(propilamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

Tempo de amindlise: 24 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo
fracionada. Rendimento (CG_FID): 44% e o rendimento reacional obtido foi de
39,9%. [a] p?°=- 49 (c=1.17, Etanol) *H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): & 0,88 (3H, t,
J=7,38 Hz, H-11), 1,18 (3H, s, H-1°), 1,7 (4H, m, H5-6), 1,7 (3H, s, H-3’), 1,91 (2H, m,
H-4), 2,4 (1H, m, H-9), 2,6 (2H, m, H-2), 4,7 (2H, s,H-4"). 3C RMN (75,5 MHz, CDCls,
ppm) 4 12,0 (C-1’ e C-3’), 21,5 (C-11); 23,4 (C-10), 25,9 (C-5), 30,2 (C-6), 34,5 (C-3),
37,9 (C-4), 50,0 (C-9); 61,7 (C-2), 72,0 (C-1), 109,3 (C-4’), 148,3 (C-2)).

LaSOM 8 (12): 2-(anilino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

Essa amindlise teve o tempo reacional reduzido para 18h. A purificacédo foi
feita por destilacdo fracionada. O rendimento (CG-FID) foi de 17% e o rendimento
reacional obtido foi 13,8%. [a] p?°= + 52 (c=1,14 Etanol). *H RMN (300 MHz, CDCl5,
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ppm): 1,2 (3H, s, H-1"), 1,65 (4H, m, H-5-6); 1,7 (3H, s, H-3’), 1,95 (2H, m, H-3), 2,0
(1H, m H-4); 3,49 (1H, t, H-2); 4,7 (2H, s, H-4’); 6,65 (6H, m, H-10, 12, e 14); 7.1 (2H,
sex, H-11 e 13). 3C RMN (75,5 MHz, CDCls, ppm) & 21,3 (C-1" e C-3'), 26,1 (C-5),
31,3 (C-6), 34,4 (C-3), 38,9 (C-4), 57,6 (C-2), 72,4 (C-1), 110,0 (C-4’), 112,6 (C-10-
14), 116,9 (C-12), 118,8 (C-11e C-13), 147,6 (C-2'); 148,8 (C-9).

LaSOM 122 (40): 2-(anilino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

Essa aminodlise teve o tempo reacional reduzido para 18h. A purificacdo foi
feita por destilacdo fracionada. O rendimento (CG-FID) foi de 21% e o rendimento
reacional obtido foi 16,2%. [o] p?°= - 42 (c=1,02 Etanol). *H RMN (300 MHz, CDCls,
ppm): 1,2 (3H, s, H-1’), 1,64 (4H, m, H-5-6); 1,69 (3H, s, H-3’), 1,95 (2H, t, H-3), 2,0
(1H, m H-4); 3,49 (1H, t, H-2); 4,7 (2H, s, H-9); 6,68 (3H, m, H-10, 12, e 14); 7,1 (2H,
sex, H-11 e 13). **C RMN (75,5 MHz, CDCls, ppm) & 21,39 (C-1’ e C-3’), 26,0 (C-5),
31,2 (C-6), 34,0 (C-3), 38,8 (C-4), 57,5 (C-2), 72,2 (C-1), 110,1 (C-4’), 112,4 (C-10-
14), 116,5 (C-12), 118,6 (C-11 e C-13), 147,26 (C-2’); 148,2 (C-9).

4.2.2 Procedimento geral para sintese de derivados tosilados.
Em um baldo de duas bocas com agitador magnético sob atmosfera inerte

com argbnio, foram colocados 3 ml de diclorometano, 0,47 mmol do aminodlcool
(LaSOM 28 8 ou LaSOM 121 39) e trietilamina (0,47 mmol, 2 equiv.). O balédo foi
colocado em um banho de gelo e adicionado cloreto de p-toluenosulfonila (0,47
mmol, 1 equiv.) lentamente, num um intervalo de tempo de 10 minutos. Trinta
minutos apos o inicio da adicdo o banho de gelo foi retirado e o baldo continuou

sob agitacdo vigorosa durante mais 2:30 horas a temperatura ambiente. Apds esse
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tempo o solvente foi removido em evaporador rotatério, o residuo foi retomado com
acetato de etila e extraido com agua destilada. A fase organica foi seca com sulfato
de sodio e filtrada. O solvente foi removido em evaporador rotatério e o residuo
bruto foi purificado com cromatografia em coluna com eluente 1:1 hexano e acetato

de etila.

LaSOM 123 (41): N-propil-N-(2-hidroxi-5-isopropenil-2-metilciclohexil)4-

metilbenzeno-1-sulfonamida

NN
S N .
oy
8
9/,\,,\10

41

Essa reacdo foi desenvolvida num tempo total de 3 h. A purificacédo foi feita
com cromatografia em coluna (usai. ~ como eluentes: hexano e acetato de etila). O
rendimento (CG-FID) foi de 55% e o rendimento reacional obtido foi 53,2%. [a] p>°=
+ 25 (c=1,06 Etanol). *H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): & 0,86 (3H, t, J=7,2Hz, H-3"),
1,26 (3H, s, H-7), 1,43 (3H, s, H9), 1,6 (4H, m, H5-6), 1,7 (4H,m, H3 e H2" ), 1,83
(1H, m, H4), 2,41 (3H, s, H7"), 3,2 (2H,m, H4), 3,6 (1H,q, J= 7,2Hz e J= 4,2Hz, H2),
4,5 (1H,s, H10a), 4,78 (1H,s, H10b), 7,3 (2H, m, H3"+ H5”), 7,75 (2H, d, H2” + HE").
13C RMN (75,5 MHz, CDClg, ppm) § 11,4 (C-3°), 21,3 (C-7 e C-9), 22,0 (C-7"), 24,4
(C-2Y), 24,9 (C-5), 29,7 (C-6), 37,5 (C-3), 38,9 (C-4), 47,4 (C-1"), 60,8 (C-2), 72,5 (C-
1), 111,0 (C-10), 127,4 (C-2"" e C-6"), 129,9 (C-3" e C-5"), 137,0 (C-1"), 143,3 (C-
4), 145,2 (C-8).

LaSOM 124 (42): N-propil-N-(2-hidroxi-5-isopropenil-2-metilciclohexil)4-

metilbenzeno-1-sulfonamida

68



Essa reacédo foi desenvolvida num tempo total de 3 h. A purificagao foi feita
com cromatografia em coluna (usando como eluentes: hexano e acetato de etila). O
rendimento (CG-FID) foi de 50% e o rendimento reacional obtido foi 49,5%. [a] p*°= -
29 (c=1,12 Etanol)."H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): & 0,89 (3H, t, J=7,2Hz, H-3"),
1,2 (3H, s, H-7), 1,4 (3H, s, H9), 1,44 (2H, m, H3), 1,59 (4H,m, H 2" e H3), 1,7 (4H,
m, H5-6), 1,73 (1H, m, H9), 2,48 (3H, s, H7"), 3,2 (2H,m, H4), 3,6 (1H,q, J= 7,2Hz e
J= 4,2Hz, H2), 4,5 (1H,s, H10a), 4,73 (1H,s, H10b), 7,2 (2H, m, H3"+ H5")7,66 (2H,
d, H2” + H6”). *3C RMN (75,5 MHz, CDCls, ppm) § 11,4 (C-3°), 21,3 (C-7 e C-9),
22,0 (C-7%), 24,4 (C-2°), 24,9 (C-5), 29,7 (C-6), 37,5 (C-3), 38,9 (C-4), 47,4 (C-1"),
60,8 (C-2), 72,5 (C-1), 111,0 (C-10), 127,4 (C-2"" e C-6"), 129,9 (C-3" e C-5"),
137,0 (C-1"), 143,3 (C-4™), 145,2 (C-8).

4.3 Avaliacdo da atividade biolégica dos compostos contra formas
promastigotas de Leishmania sp.

Para avaliacdo da sensibilidade de isolados de Leishmania dos compostos
(limoneno e seus derivados), foram utilizadas as formas promastigotas de isolados
obtidos dos pacientes e das cepas referéncia de L. amazonensis
MHOM/BR/1973/M2269.

4.3.1 Microteste de MTT com limoneno e derivados sintetizados

O teste de MTT foi modificado a partir do método descrito por Moreira em
1996%. Os parasitas foram mantidos in vitro em meio Schneider's Drosophila

medium (pH 7,2) suplementado com 10% de soro fetal bovino a 26 °C em estufa
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biolégica, sendo utilizados somente até a quinta passagem para garantir a
infectividade dos parasitas nos ensaios. Promastigotas em fase logaritmica tardia (3
a 4 dias de cultura) foram coletados por centrifugacdo a 1000 x g/10 min e
ressuspensos em meio 199 para concentracdo de 2x10’/mL. Em uma placa de 96
pocos foi distribuido em triplicata 150uL da suspensdo contendo 3x10° parasitas.
Concentragfes crescentes dos compostos foram adicionadas (5, 15, 45, 135, 405 e
1012 pM) e a placa foi incubada a 25°C por 24h ou 48h. Apdés o periodo de
incubacdo foi acrescentado 30uL da solucdo de MTT 5mg/mL. A suspensao foi
incubada por 2h. A reacéo foi interrompida adicionando-se 50uL da solugéo de SDS
20% e homogeneizando-se o conteddo a cada poco. A leitura foi realizada em leitor
de ELISA medindo-se a densidade oOptica (DO) a 595 nm, usando como referéncia
690 nm. A mitocondria do parasito vivo converte o MTT em um produto corado
denominado formazan, que pode ser medido espectrofotometricamente®”. Os

experimentos com cada isolado foi feito em triplicata.

4.4 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada através de analise de variancia ANOVA. Os
resultados sdo considerados significativos quando a probabilidade € inferior a 5%
(p<0,05 e intervalo de confianca de 95%). Para as analises dos dados de Clsy € Clgg
(concentracdo da droga que inibe 50 e 90% da viabilidade celular) foi utilizado o

programa Origin 7.5.
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5 CONCLUSOES

O oxido de limoneno se mostrou um 6timo material de partida para a geracao
de B-aminodlcoois e derivados tosilados. As reacles efetuadas com métodos
convencionais se mostraram reprodutiveis e com rendimentos bons a excelentes.
Foi possivel entdo, usando o limoneno 1 como produto de partida, sintetizar
através de protocolos simples e escalonaveis, uma familia de aminas derivadas

do terpeno.

Através do ensaio da atividade anti-leishmania observou-se que das
moléculas testadas, a grande maioria apresentou valores de ICsy inferior ao do
limoneno (prototipo). Foi observado também que ndo houve diferenca significativa
na atividade biolégica entre os derivados dos diferentes diastereoisdémeros (R) e (S)

do 6xido de limoneno.

Além disso, as modificacdes introduzidas no limoneno conduziram a
compostos com atividade anti-leishmania promissora, pelo menos contra as formas
promastigotas, comprovando a hipotese de que substituintes sulfonamida podem
levar a compostos biologicamente ativos. Também, observa-se que o volume e a

natureza hidrofébica do derivado parece ser importante na atividade dos compostos.

Finalmente, de acordo com a literatura, é provavel que os compostos
apresentem essa atividade através da inibicdo da biossintese de esterdis do
parasita. O mecanismo propriamente dito ndo é conhecido, sendo necessarios mais
estudos farmacolégicos para elucida-lo. Outros ensaios devem ser realizados contra
formas amastigotas de leishmania, bem como in vivo, a fim de que estes compostos
possam ser modulados objetivando sua transformacdo em candidatos a farmacos

contra leishmania.
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CAPITULO 4






DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS CONTENDO
DERIVADOS AMINADOS DO LIMONENO PARA O TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE.

1 INTRODUCAO

Dentre os sistemas carreadores, destacam-se 0s sistemas nanomeétricos
coloidais ou nanoparticulas poliméricas. Dentre os sistemas carreadores, temos as
nanocpsulas, nanoesferas e nanoemulsdes, que sao organizacbes moleculares
distintas. Isso conduz a arquiteturas especificas para cada tipo, influenciando o

comportamento in vivo e, consequentemente, a aplicabilidade de cada sistema.

Nanocapsulas e hanoemulsdes sdo os dois tipos de nanossistemas de maior
interesse nesse trabalho. As nanocapsulas sao sistemas reservatérios envoltos por
uma parede polimérica disposta ao redor de um nucleo lipofilico. O farmaco pode
estar disperso ou dissolvido no nucleo lipofilico e/ou adsorvido a parede polimérica
(Figura 31). J4& as nanoemulsdes sdo emulses submicrométricas, nas quais uma

dispersdo liquido-liquido é estabilizada por agregados de tensoativo™?*

¢ € ¢«

°
& .

® dp e

Dissolvido encapsulado adsorvido
ou disperso

Figura 22: Modelos de mecanismo de encapsulacdo de nanocépsulas. Adaptado de
Guterres, 2007".

Nas trés ultimas décadas foi feito um grande investimento no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos para o tratamento de
doengas, como cancer e doencas negligenciadas como a leishmaniose, doenca
discutida no segundo capitulo dessa tese. Esses sistemas funcionam como

estratégias eficientes para transportar o farmaco a seu local de acdo através da
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escolha de um carreador e da rota adequada. A escolha do sistema depende

principalmente do seu alvo e da estrutura quimica do ativo a ser transportado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A pele integra

Tendo como principais funcbes a protecdo contra agentes externos, a
regulacdo térmica, a defesa orgénica, o controle do fluxo sanguineo, a protecéo
contra agentes externos. A pele € o maior 6rgado do corpo e também atua como
receptora de estimulos sensoriais. E formada por duas camadas, epiderme e derme
(figura abaixo) e logo abaixo da derme, um tecido de sustentagéo formado por tecido

adiposo chamado de hipoderme (figura 32)**

Epiderme

Figura 23: Estrutura esquematica das camadas
da pele. fonte: www.fotosearch.com.br/ ilustracao.html

Derme

A funcéo barreira da pele integra € atribuida principalmente ao estrato corneo,
Ele atua como uma protecéo fisica e quimica prevenindo a perda transepitelial de
agua e mantendo os niveis de hidratacdo adequados®. O extrato cérneo é formado
de cornedcitos circundados por lipidios formando uma estrutura rigida e compacta’.
Essa barreira formada é essencialmente lipofilica. Por essa razdo, moléculas
lipofilicas séo aceitas mais facilmente pelo estrato corneo. Idealmente, um farmaco
deve possuir ambas solubilidades em lipidios e em &gua. Se ele for muito hidrofilico
ndo sera capaz de penetrar por essa camada e se for muito lipofilico tendera a

permanecer no estrato cérneos.

2.2 A pele lesionada pela leishmaniose cutanea

A leishmaniose assume diferentes formas clinicas, classicamente divididas
em: forma tegumentar, que atinge a pele, linfonodo e mucosa. E a forma visceral
gue ocorre comprometimento do figado, baco e medula 6ssea, podendo levar a

9,10

morte se o individuo ndo for tratado Os mecanismos que determinam as
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diferencas na migracdo do parasita para as visceras ou para a pele, dependendo da
espécie, ainda permanecem desconhecidos. Uma explicacdo para a diferenca no
tropismo poderia ser a temperatura, pois na infeccdo de macrofagos com as
espécies que causam leishmaniose visceral, os parasitas crescem a 37°C e na
infeccdo de macréfagos com as espécies que causam leishmaniose tegumentar a

temperatura utilizada para o crescimento intracelular dos parasitas é 34°C**2,

A leishmaniose cutanea é uma doenca no qual a funcdo da pele é
comprometida. As manifestagdes clinicas se iniciam com pequenas papulas
eritematosas que aumentam vagarosamente de tamanho, transformando-se em
nodulos e posteriormente em lesdes (figura 33). A anormalidade da pele causada
pela patologia ndo é apenas um fendmeno secundério, mas critico que pode
acarretar alteracdes inflamatérias de maior gravidade. Quando a superficie externa
da pele (extrato cérneo) € danificada, uma série de eventos inflamatorios se iniciam.
O periodo de incubacéo da leishmaniose cutanea varia conforme a espécie dessa

doenca, estando entre duas semanas a trés anos™®.

Figura 24: Pele lesionada. Fonte: N.C. HEPBURN, 2000"°

7

Tratar topicamente essa doencga € muito interessante, pois 0s pacientes na
maioria das vezes vivem em areas distantes, com poucos cuidados médicos e
medicamentos injetaveis sao dificeis de serem obtidos, mantidos e administrados.
Além disso, sabe-se que diferentes veiculos ou formulacbes para administracdo
topica pode potencializar a absor¢éo e a concentragdo do ativo.
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2.3 Sistemas de liberacdo nanoestruturados

Diversas pesquisas vém demonstrando o grande potencial da nanotecnologia
farmacéutica no tratamento, prevencao e diagnostico de inUmeras patologias, dentre
elas o cancer e doencas parasitarias. Nesse contexto, técnicas inovadoras também
estdo sendo aplicadas na obtencdo de novas formas farmacéuticas de liberagéo
controlada de farmacos capazes de potencializar a acdo de agentes ativos**. Esses
carreadores coloidais de farmacos, como as nanoemulsdes, nanoesferas,
nanocapsulas, lipossomas e complexos lipidicos, tém atraido um crescente interesse
nos Ultimos 20 anos como veiculos principalmente de farmacos lipofilicos™®®. As
propriedades que os materiais exibem podem ser Unicas e € consequéncia do seu
pequeno tamanho e grande area superficial®’.

Como estratégia de formulacdo, a nanoencapsulagédo propicia uma série de
vantagens, varias delas de interesse & terapéutica’. A incorporacdo de substancias
em nanocarreadores pode modular e/ou controlar seus perfis de entrega (imediata

ou sustentada)'®*®

. Outros beneficios decorrentes da nanoencapsulacdo sao: o
aumento da estabilidade de moléculas ldbeis e a melhoria das caracteristicas
oclusivas de formulagbes (efeito hidratante) devido ao tamanho nanométrico dos

sistemas?®?!,

2.3.1 Nanoparticulas poliméricas e sua atividade antileishmania.

As nanoparticulas poliméricas apresentam grande importancia na area
farmacéutica em virtude de serem sistemas coloidais que possuem interessantes
propriedades fisico-quimicas, tais como o tamanho reduzido, ampla area superficial,
carga superficial, que as tornam eficientes sistemas para aplicagcdo na liberacdo

controlada de farmacos.

As nanoparticulas sdo constituidas a partir de polimeros naturais ou
sintéticos. Os nanosistemas constituidos por polimeros biodegradaveis tém atraido
maior atencdo dos pesquisadores devido as suas potencialidades terapéuticas, a

maior estabilidade nos fluidos biolégicos e durante o armazenamento.® As
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nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais, carreadores de farmacos, que

apresentam diametro inferior a 1000 nm?%?3,

O termo nanoparticula inclui as
nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a organizagao
estrutural e composicdo. As nanocapsulas sdo sistemas reservatorios, constituidos
por um nucleo oleoso envolto por um invollucro polimérico. Por outro lado, as
nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composi¢ao, sdo sistemas matriciais
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou

adsorvido™.

Um dos primeiros trabalhos envolvendo a nanotecnologia e leishmania foi
publicado em 1994. Avaliou-se o potencial de nanocapsulas de acido poli-lactico
(PLA) contendo primaquina in vivo, no tratamento com camundongos infectados.
Essas nanoparticulas foram trés vezes mais ativa, reduzindo significativamente a
carga parasitaria em relacdo ao farmaco livre. Além disso, estudos com as
nanocapsulas sem o ativo demonstrou auséncia de atividade bioldgica.

Demonstrando a importancia da matriz polimérica na eficacia da nanocapsula®*.

J4, sistemas nanoparticulados baseados em polimeros biodegradaveis como
a Poli (e-caprolactona) foram desenvolvidos para melhorar a atividade anti-
leishmania e reduzir a toxicidade da anfotericina (AmB). As nanoesferas com AmB
foram até trés vezes mais eficazes na reducdo da carga parasitaria de camundongos
guando comparada a AmB livre. Nesse estudo, observou-se importantes alteragdes
fisiologicas, como a auséncia de TNF-alfa e inibicdo da producado de éxido nitrico por
macrofagos quando utilizou-se nanoesferas. Sendo que se sabe que a atividade
leishmanicida de macréfagos depende da producdo de radicais livres como O, e

NO, em resposta ao interferon gama (IFN-gama)?>.

A nanotecnologia também foi aplicada para avaliar a atividade anti-leishmania
com agentes de origem natural. O 2,6-di-hidroxi-4- metoxichalcona (DMC), obtido da
planta Piper aduncun foi encapsulado em nanoparticulas de PLA e avaliada
atividade in vitro e in vivo. In vitro a nanocépsula contendo DMC se mostrou mais
eficaz. E in vivo, na concentracdo de 200ug foi capaz de reduzir 90% da carga
parasitaria, enquanto que o DMC livre em concentracdo de 400 pug ndo apresentou

atividade?®.
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Recentemente Ludwig e colaboradores desenvolveram nanoparticulas de
PLGA contendo B-easina, uma saponina de origem natural presente na semente de
castanha-da-india. As NPs foram preparadas pelo método de emulsificacdo (A/O/A)
e evaporacao do solvente. A atividade anti-leishmania ex vivo frente a L. infantum

demonstrou seletividade para formas amastigotas e promastigotas sendo atoxicas.

2.4 Estudo anterior do grupo de pesquisa

Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido estudos que visam buscar novos
derivados do nucleo limoneno com atividade antiparasitaria, especificamente
atividade anti-leishmania, discutido no capitulo 1 desse trabalho. Ferrarini e
colaboradores em 2008%’ sintetizaram estereoseletivamente diversos B-aminoélcoois
e avaliaram suas atividades contra parasitas isolados. Nesse trabalho observou-se
gue a acao inibitéria contra promastigotas foi maior do que o padrdo (pentamidina)
sendo que dois dentre os compostos sintetizados apresentaram atividade 100 vezes
maior. Compostos esses (figura 34) que estdo sendo utilizados para o

desenvolvimento das nanoparticulas.

OH OH
\Y H N H
\@ N
N s N
LaSOM 11 LaSOM 08 LaSOM 28

Figura 25: Limoneno e derivados aminados utilizados para a preparacdo de
nanoestruturas

Dessa forma esse capitulo versa sobre o desenvolvimento tecnolégico de
nanocapsulas contendo limoneno e derivados (LaSOM 08 e LaSOM 28), além de um
composto chamado chalcona, com uma parceria com UFRJ. As nanocapsulas foram

escolhidas como vetores para administragdo de compostos e potencializadores da
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atividade. Também como abordagem inovadora dessa tese encontra-se o
desenvolvimento de veiculo semissolido, na qual as nanoestruturas sao
incorporadas para aplicacdo tOpica para leishmaniose. Paralelamente, ensaios in
vivo e in vitro foram desenvolvidos com essas formulacdes frente a Leishmania

amazonensis.
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3 HIPOTESE DO TRABALHO E OBJETIVOS

Considerando o exposto, 0 presente trabalho tem como objetivo a obtencéo e
caracterizacao fisico-quimica de nanocapsulas poliméricas contendo limoneno, seus
derivados aminados (LaSOM 08 e LaSOM 28) e chalcona (CH8) (obtida da UFRJ).

A hipétese do trabalho desse capitulo

Verificar a possibilidade de aumentar a concentracdo de limoneno e de CHS,
individualmente, nas formulacdes e verificar a possibilidade de co-encapsulamento.
Adicionalmente, outra hipotese € verificar a possibilidade de ter nanoformulacdes de
derivados aminodlcoois do limoneno tecnologicamente vidveis com perfil de
distribuicio monomodal, nanoscépico e com caracteristicas fisicoquimicas

satisfatérias para incorporacao em formas farmacéuticas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

% Substancias ativas: Limoneno, aminoalcoois sintetizados: (1S,2S,4R)-2-(anilino)-

4-isopropenil-1-metilciclohexanol 2, (1S,2S,4S)-2 propilamino)-4-isopropepil-1-
metilciclohexanol 3 e chalcona (CH8), obtida ap6s uma parceria com a prof.

Bartira Bergman-UFRJ.

% Polimero biodegradavel: Poli(¢e-caprolactona) (PCL) |Ww = 65000 g.mol™* (Sigma-

Aldrich, Francga).
% Tensoativos: lipofilico: Span 60° (Monoestearato de sorbitano) (Sigma-Aldrich,

Brasil) e hidrofilico: Tween 80® (Polissorbato 80) (Delaware, Brasil).

% Fase oleosa: Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (Brasquim, Brasil).

% Semissolidos: Carbopol ULTREZ, trietanolamina

4.2 Aparelhos e Equipamentos
 Evaporador rotatério (Buchi - Alemanha);

% Bomba de vacuo V-500 (Biichi Vac® - Alemanha);
< Potenciémetro Denver® Instrument VB-10 (Nova lorque);
% Agitador Certomat MV (Vitaris — Alemanha);
% Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Laboratério K213- Instituto de
Quimica- UFRGS):
- Injetor S-200 (Perkin-Elmer — Estados Unidos);
- Detector UV-VIS S-200 (Perkin-Elmer — Estados Unidos);
- Bomba S-200 (Perkin-Elmer — Estados Unidos);
+ Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas eficiéncia (Central
Analitica- Instituto de Quimica- UFRGS):
- CG Agilent modelo 6890;
- MS Agilent modelo 5973,
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- Injetor automatico modelo 7683;
+« Difratometria de laser (Mastersizer 2000®, Malvern, UK)
« Espectrémetro de correlacédo de fétons - Zetasizer nanoseries - modelo ZEN 3600
(Malvern Instruments — Reino Unido);
% NanoSight LM10 & NTA 2.0 Analytical Software, NanoSight Ltd.
+ Banho Termostatizado (Ika - Brasil);
+« Banho de ultrassom TransSonic T460 (Elma - Brasil );
% Turbiscan LAb (Formulaction - Franca);
% Viscosimetro vibracional (MODELO AED-SV 10 Série)
+ Cromatografia gasosa (CG-MS, Shimadzu QP 2010- Estados Unidos).

4.3 Solventes e outros materiais

¢ Acetonitrila grau CLAE (Tédia, Brasil);

+ Acetona (Nuclear e Quimex, Brasil);

% Agua destilada;

% Alcool etilico absoluto;

< Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q® - Millipore, EUA);

«» Membrana 0,45 um (Millipore, EUA);

% Pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, Alemanha); Coluna LiCrospher® 100
RP-18 (Merck, Alemanha);

4.4 Métodos

4.4.1 Sintese dos B-aminodalcoois

A sintese dos derivados do limoneno, chamada de amindlise, foi descrita
minuciosamente no capitulo 1 desse trabalho. Em uma ampola de vidro, foram
adicionados 1mL (6,10 mmols) de 6xido de limoneno 1, 0,3 mL (3eq) de agua
destilada e amina. O bruto reacional foi imerso em banho de 6leo entre 18 a 24
horas a 100°C, sob intensa agitacdo. Os aminoalcoois foram purificados por
cromatografia em coluna e destilacdo horizontal. Os produtos foram analisados por
CG-MS, 'H RMN, ®C RMN e IV.
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4.4.2 Etapa de pré-formulacéo

4.4.2.1 Teste de inchamento de polimero

Os filmes de poli(e-caproplactona) e Eudragit RS® foram obtidos através da
dissolugdo completa de 650mg do polimero em 30 mL de acetona num béquer de
60mL. Na sequéncia procedeu-se a evaporacdo total do solvente organico a
temperatura ambiente, dentro da capela de exaustdo. Com o filme polimérico obtido,
cortou-se pequenos pedacos pesando em torno de 100mg. Esses pequenos filmes
foram colocados em frascos ambar que continham o limoneno 1, 0 LaSOM 08 2 ou 0
LaSOM 28 3. Foram fechados e protegidos da luz. Os filmes foram retirados dos
Oleos, secos suavemente com papel absorvente e pesados em balanca analitica nos

tempos 0, 15 e 30 dias.

4.4.3 Preparacdo das suspensdes de nanocapsulas

Além das suspensdes de nanocapsulas contendo limoneno, LaSOM 08 e
LaSOM 28, foram desenvolvidas suspensdes de nanocapsulas em uma parceria
com a prof. Bartira Bergman-UFRJ. Foi fornecida pela parceria, um composto ativo
sintetizado chamado de chalcona, o qual sera referido como CH8. Para a
preparacdo das suspensfes de nanocapsulas poliméricas foi utilizado o método
descrito previamente? baseado na deposicéo interfacial de polimero pré-formado *°
(FESSI et al., 1988 apud GOVENDER,1999). Inicialmente obteve-se suspensdes de
nanocpsulas através da preparacdo da fase orgéanica, dissolvendo o polimero
poli(e-caproplactona) (100 mg), monoestearato de sorbitano (40 mg), a substancia
ativa (0,5 mg/mL, com excec¢ao da chalcona (0,05-0,5 mg/mL) e do limoneno 25
mg/mL) e o TCM (120 mg) em 25 mL de acetona em banho-maria a 37°C. Na
suspensao de nanocapsulas de limoneno foram adicionados na fase organica 25mg
de sandalo e almiscar para atuarem como ancora molecular. Separadamente, na
fase aquosa, dissolveu-se o polissorbato 80 (90 mg) em 53 mL de agua Milli Q®, a
temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida, a fase organica foi vertida
lentamente com o auxilio do funil sob agitacdo moderada. Apds 10 minutos

procedeu-se a evaporacdo do solvente orgénico em evaporador rotatorio sob
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presséo reduzida e concentracdo da suspensao para aproximadamente 9 mL para
ajuste do volume final de 10 mL em baldo volumétrico. As formulacfes foram
preparadas em triplicata e apresentaram concentracdo final teérica de 0,5 mg/mL.
As suspensdes foram armazenadas em frasco fechado de vidro ambar. Foram
preparadas, para fins comparativos, suspensdes de nanocapsulas de poli(e-
caproplactona) sem conter ativos. Nessa formulacdo a quantidade de TCM utilizada
foi de 160 mg.

Posteriormente formula¢cdes contendo limoneno, LaSOM 08, LaSOM 28, CH8,
co-encapsulados limoneno+CH8 e LaSOM 08+CH8 foram desenvolvidas com a
mesma metodologia citada anteriormente, porém com o dobro da fracdo volumétrica.
Todo o processo realizado envolvendo CH8 empregou-se vidraria ambar visto que

esse composto é fotossensivel.

4.4.4 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas

As nanocdapsulas foram caracterizadas quanto ao seu teor de ativo, diametro
médio da nanoparticulas, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta, pH,
viscosidade e morfologia. As formulacées foram armazenadas a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz por 30 dias. Os experimentos foram realizados em

triplicatas de lotes.

4.4.4.1 Determinacdo do tamanho da particula por difratometria de laser

As formulagdes foram avaliadas quanto ao didmetro meédio de esfera
equivalente (d43) e distribuicdo de tamanho de particula (Span) por difracdo de laser
empregando o equipamento Malvern Mastersizer 2000®. As analises foram obtidas
a 25°C com um pequeno volume da amostra para detectar a presenca de
microparticulas, em aproximadamente 100 mL de agua destilada como meio

dispersante.
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Os valores de Span sao calculados matematicamente (equacdo 1), e é um
parametro importante para avaliar a distribuicdo dos diametros caracteristicos da

amostra denotados como do 1, doo € dos -

d,, —d
Span = % Eq. (1)
0,5

Onde d o1 é o didmetro cumulativo em volume de 10% da fase dispersa da
nanoestrutura analisada. Do mesmo modo, d o9 € 0 didmetro cumulativo em volume
de 90% da populacdo total. Finalmente d o5 € o parametro que divide a distribuicao
percentual de volume obtida exatamente na metade, ou seja, 50% do volume total
das nanoestruturas da fase dispersa encontra-se abaixo do valor de dso e 50%

encontra-se acima dele.

4.4.4.2 Determinacdo do tamanho da particula por espectroscopia de
correlacdo de fotons.

O diametro cumulante médio (Z-average) e o indice de polidispersao (PDI),
resultantes da aplicacdo do método dos cumulantes, foram medidos num angulo de
deteccdo de 173° (25°C), por andlise de espectroscopia de correlagdo de fétons
(Zetasizer® NanoZS modelo ZEN 3600, Malvern Intruments, Reino Unido) a 25°C.
As nanocapsulas em suspenséao foram diluidas 500 vezes (v:v) em agua ultrapura e
filtrada através de membrana 0,45 um e analisadas através de média de 3

repeticoes.

4.4.4.3 Andlise de rastreamento de nanoparticulas

A determinacdo do diametro por rastreamento do movimento das particulas
(NTA) foi realizada empregando-se o equipamento NanoSight LM10, equipado com
camara porta-amostra acoplada a laser de 640 nm. As formulacdes foram diluidas
em agua ultrapura 10.000 vezes (v:v). A amostra diluida foi inserida na cAmara com
auxilio de uma seringa de vidro e analisada. As imagens de video do movimento

browniano das particulas individuais sao identificadas e rastreadas em tempo real
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através de camera CCD pelo Software Analytical 2,0 NTA. O sistema de
dimensionamento da particula € baseado na dispersdo de luz, onde o software
identifica e rastreia todas as particulas visiveis e cada centro de espalhamento de
luz sdo vistos como uma particula individual durante as filmagens e entdo,

relacionadas ao raio hidrodinamico.

4.4.4.4 Anélise do pH e viscosidade

A determinacdo do pH foi realizada em potenciémetro (Denver® Instrument
VB-10, Nova lorque) previamente calibrado com padrées pH 4,0 e 7,0 diretamente
nas suspensdes coloidais. Os resultados representam a média de trés

determinacgdes.

4.4.45 Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado apés diluicdo das nanocapsulas de 500
vezes em solucéo de NaCl 10mM.L™" previamente filtrada através de membrana 0,45
pum e as medidas foram efetuadas em triplicata analisando a amostra pela sua

mobilidade eletroforética.

4.4.4.6 Estabilidade fisico-quimica

Para estudar a estabilidade das formula¢cdes foram monitorados diametro, pH
e teor total dos ativos presentes nas suspensdes de nanocapsulas nos tempos 0, 15
e 30 dias. As amostras foram armazenadas em temperatura ambiente, ao abrigo da

luz e do calor.

As formulac¢des também foram avaliadas através do método de espalhamento
multiplo de luz (Turbiscan Lab, Formulation Co. Franca). Nesse equipamento, a
amostra (20 mL) foi submetida a verificacdo por um feixe de luz na regidao do
infravermelho (850 nm) a 25°C por 1 hora. A aquisi¢cdo dos dados foi repetida a cada

5 minutos, totalizando 13 varreduras. Dois sensores Opticos detectam a luz
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transmitida através da amostra e a luz retroespalhada pela amostra®. O perfil obtido
durante a analise para detectar fendbmenos de migracdo de nanoestruturas e a
tendéncia de desestabilizacdo do sistema se baseia na variagdo nos sinais obtidos a

partir da luz retroespalhada ou transmitida.

4.4.4.7 Avaliacdo morfolégica por microscopia eletrénica de transmissao
(MET).

A morfologia das amostras foram analisadas em MET JEOL operacional no
Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS em 120 kV. As suspensfes foram
diluidas em &gua MilliQ® na proporcdo de 1:10 (v:v) e depositadas diretamente
sobre os grids de carbono formando um filme. A solucdo de contraste negativa
utilizada foi acetato de uranila 2%. Apos 24h no dessecador as amostras foram

analisadas.

4.4.5 Doseamento dos ativos nas suspensdes coloidais

A guantificacdo do limoneno e da chalcona foram efetuadas por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com deteccdo UV (CLAE-UV, Perkin Elmer®) e o
doseamento dos derivados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS Agilent modelo 6890).

4.4.5.1 Doseamento do limoneno nas suspensdes coloidais (taxa de
recuperacdo)..

As suspensbdes coloidais foram tratadas com acetonitrila para ocasionar a
dissolucéo parcial do polimero, liberacdo e dissolucdo do ativo contido no interior
das nanocapsulas. A quantificacdo do limoneno foi efetuada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detec¢cdo UV (CLAE-UV, Perkin Elmer®) por uma

metodologia desenvolvida nessa tese.
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A validagdo analitica foi, entdo, realizada por cromatografia de alta eficiéncia
(CLAE) em cromatografo Perkin Elmer Series 200, equipado com detector
ultravioleta a 213 nm. O sistema consiste numa coluna de aco inoxidavel LiChrosorb
100 RP-18 (5 um, 250x 4 mm), uma pré-coluna com fase estacionéaria LiChrosorb
RP-18 (5 um). A fase mdvel foi constituida de uma mistura de acetonitrila:agua
(90:10 v/v) e o fluxo utilizado foi de 0,7 mL/min. O doseamento das formulacdes foi

realizado em triplicata.

O método foi validado segundo Harmonization of Technical Requirements of
Registratio of Pharmaceutical for Humane Use* e Resolucdo n° 899 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria®>. A metodologia foi validada em termos de

especificidade, linearidade, precisao, exatidao, limites de deteccéo e quantificacéo.

A curva de calibracdo foi preparada por analise, em CLAE, a partir de
solucbes de concentracdes crescentes dos compostos em acetonitrila. A solucéo-
mae foi preparada a partir de 125 mg de ativo diluidos em 25 mL de acetonitrila. A
partir da solugdo-méae foram preparadas solu¢gdes com as seguintes concentracoes:
5a 75 ug/mL.

4.4.5.2 Doseamento da chalcona nas suspensfes coloidais (taxa de

recuperacao)®’.

O doseamento da CH8 nas formulacdes foi determinada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) ap0s dissolucao das nanocpsulas em acetonitrila e
subsequente filtracédo (0,45 pm). O sistema consistiu de uma bomba e um autoinjetor
Perkin-Elmer® S200 Perkin-Elmer e uma coluna Merck® LiChrospher 100 RP-18. A
guantificacdo de CH8 nanoencapsulada foi determinada, empregando-se uma fase
mével contendo acetonitrila:dgua (90:10 v/v), fluxo de 0,8 ml/min e deteccao em 337
nm. O tempo de retengdo do pico foi de cerca de 5 min. O doseamento das

formulacdes foi realizado em triplicata.

O método foi validado segundo Harmonization of Technical Requirements of

Registration of Pharmaceutical for Humane Use* e Resolugéo n° 899 da Agéncia

98



Nacional de Vigilancia Sanitaria®®. A metodologia validada envolveu fatores como

especificidade, linearidade, precisao, exatidao, limites de deteccao e quantificacao.

4.45.3 Doseamento dos derivados de limoneno nas suspensdes coloidais

(taxa de recuperacéo)*.

As suspensbes coloidais foram tratadas com metanol em banho de gelo
para a precipitacdo do polimero. Na sequéncia, esse material num ependorf foi
levado ao vortex por 2 minutos e centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm para a
separacao efetiva do polimero com os demais constituintes da formulagéo. Utilizou-

se 0 eugenol como padréo interno na concentracdo de 2,5 pg/mL.

A quantificacdo dos LaSOMs nanoencapsulados foi efetuada em
cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (CG-MS) Agilent e a
aquisicdo dos dados foi feita através do software Agilent MSD Chem Station. No
cromatégrafo empregou-se um injetor tipo splitless e uma coluna capilar de silica
fundida com fase estacionaria quimicamente ligada de poli (5% de difenil e 95%
dimetilsiloxano) com 60m de comprimento, 0,25mm de diametro e 0,25 pm de
espessura do filme.

Inicialmente desenvolveram-se analises de varredura (modo scan) para
identificacdo, avaliacdo da amostra na sua totalidade, e determinacédo do ion que
apresentasse alta ou maior intensidade (ion base) para cada composto de interesse.
Para isso, diversas programacoes de temperatura foram testadas a fim de obter a
melhor resolugcdo possivel na andlise. Para as determinagBes, amostras foram
acondicionadas em vial e inseridas no equipamento com o injetor automatico Agilent
modelo 7683. A rampa de aquecimento do forno do cromatégrafo foi de 90 a 250°C,
iniciou em 90°C permanecendo nessa temperatura por 1 minuto, seguida da taxa de
aquecimento de 10°C/min e permanéncia de 10 minutos. O volume de injecdo da

amostra foi de 1 pl com fluxo de gés hélio de 1 ml/min.

O doseamento do LaSOM 08 e LaSOM 28 nesse equipamento foi

desenvolvido no modo SIM (selected ion monitoring) utilizando um detector seletivo
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de massas nas mesmas condi¢cdes cromatogréaficas ja citadas. A analise no modo
SIM propicia maior seletividade e sensibilidade do sistema GC-MS, dessa forma,
foram monitorados os ions 164, 172 e 138 (m/z) caracteristicos do eugenol, LaSOM

08 e LaSOM 28, respectivamente.

As curvas de calibragdo foram feitas utilizando os compostos isoladas e o
padrdo interno. Determinou-se assim, o fator de resposta para os produtos em
funcdo do padréo interno. A analise quantitativa foi baseada nas correlacdes entre

as areas do padréo interno e dos LaSOMs.

4.4.5.4 Determinacéo das taxas de associacdo™

A concentracdo de ativo associado as nanocapsulas foi desenvolvida por
CLAE, levando em consideracao a diferenga entre a concentragéo total de limoneno
na suspensao coloidal e a concentracao presente na fase aquosa da suspensédo. A
determinacao do ativo livre, presente na fase aquosa da suspensao, foi determinada
através do método de ultrafiltracdo-centrifugacdo das suspensdes. Para isso fez-se
uso de membranas Microcon®, Millipore 10.000 Da, durante 15 minutos a 5000 rpm,
obtendo-se 40ul de ultrafiltrado, no qual o ativo foi quantificado de acordo com o

método analitico ja descrito.

Assim, o teor de farmaco é a concentracdo total do mesmo na formulacao.
Uma vez que a quantidade experimental de ativo e a concentragdo de farmaco
dissolvido na fase continua foram determinadas, a eficiéncia de encapsulamento
(EE) pode ser calculada usando a equacéo abaixo:

Ct _Cf

%%EE = =100 Eq (2)

t

Onde:

Ct é a concentracdo total do farmaco na formulagdo e Cf é a concentracdo do

farmaco dissolvido em a fase continua.
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4.4.6 Preparacdo das bases semissélidas contendo nanocapsulas

Para a incorporacdo dos hidrogéis, utilizou-se 20 ml de formulacdo de
nanocapsulas desenvolvidas de acordo com o método descrito acima (item 4.4.3),
adicionou-as em 0,100 g de carbémero (Carbopol® Ultrez, lote 0100E48898). Apds
homogeneizacgéo, o pH foi ajustado a 6,5 com trietanolamina. O hidrogel formado foi
mantido sob agitacdo manual por 1 min e acondicionado em frascos protegidos da
luz. Para fins de comparacédo, preparou-se um hidrogel contendo 20 ml de agua
destilada e 0,100 g de carbomero (Carbopol® Ultrez, lote 0100E48898), preparado
de acordo com método descrito acima.

4.4.7 Caracterizacao dos hidrogéis contendo nanocapsulas

As bases semissélidas foram caracterizadas quanto ao pH, diametro médio

das nanoestruturas e comportamento reolégico.

4.4.7.1 Determinacdo do diametro ap0s a incorporacdo das suspensdes de

nanocapsulas nas bases semissolidas.

A determinacdo do diametro médio e distribuicdo do tamanho das particulas
contidas nos veiculos sélidos foram avaliadas por difracdo de laser empregando o
equipamento Malvern Mastersizer 2000®. As amostras foram diluidas em 10 mL de
agua ultrapura e as solucfes adicionadas no dispositivo do equipamento contendo

agua destilada como a fase dispersante.

Além disso, a avaliacdo do didametro e da polidispersdo dessas amostras
foram realizadas através do espalhamento de luz dindmico (Zetasizer® NanoZS). As
amostras dos hidrogéis foram diluidas 500 vezes (m:v) em agua ultrapura
previamente filtrada através da membrana 0,45 um. As solucdes obtidas foram
filtradas em membrana 1,2 ym para eliminar particulas com didametro superior que
poderiam interferir na analise. Amostra de HG foi tratada conforme descrito
anteriormente e submetidas a andlise de diametro para determinar se as
formulacdes nao interferem nas medidas de diametro. Os resultados foram obtidos
através da média de trés repeticoes.
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4.4.7.2 Determinac¢des de pH

Para determinar o pH, os hidrogéis foram diluidos a 10% (m/v) em agua
ultrapura obtendo-se solugdes. As medidas de pH foram desenvolvidas em
potenciometro calibrado com solugbes-tampéo 4,0 e 7,0. As determinacGes foram
obtidas em triplicata.

4.4.7.3 Analise reoldgica das bases semissolidas contendo as suspensdes de

nanocapsulas.

Esses parametros foram determinados em viscosimetro rotacional Brookfield
LVDV-II+ Pro, empregando spindle SC4-25 e adaptador SSA. Para as avaliacfes as
amostras foram acondicionadas em dispositivo Brookfield acoplado ao banho de

agua termostatizado circulante a 24,9 °C.

As velocidades de rotacdo do spindle foram selecionadas respeitando os
valores de limite de torque (entre 10 e 100%). Sessenta segundos apés ajustar a
velocidade de rotacdo foram efetuadas as leituras da viscosidade, tensdo de
cisalhamento e velocidade de cisalhamento. Os valores foram obtidos pelo software
do equipamento (Rheocalc®) e graficos construidos com a representacdo grafica da
taxa de cisalhamento em funcéo da tensdo de cisalhamento. A analise foi realizada
a 24,9 + 3 °C. Reogramas foram analisados para o melhor ajuste usando modelos
de Binghan, Casson e Ostwald (tabela 5), a fim de determinar o comportamento

reoldgico, indices de consisténcia e plasticidade do formulagdes.
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Tabela 2: Diferentes modelos matematicos que descrevem fluidos nao
newtonianos*.

Modelo Equacéo Comportamento
Bingham T=15+ Ny Fluxo plastico perfeito
Casson 0% =10% + ™%y "° Fluxo plastico
Ostwald 7= Ky" Fluxo pseudoplastico
(n<1)
Herschel-Bulkley T=15+ Ky" Fluxo pseudoplastico

Com valor de cedancia

onde Tt é atensao de cisalhamento, 1, 0 limite de elasticidade aparente, n a viscosidade, n o
indice de fluxo, k o indice de consisténcia e ¥ a velocidade de cisalhamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Etapa de pré-formulacéo
5.1.1 Teste de inchamento do polimero

O teste de inchamento do polimero foi desenvolvido com uma metodologia
simples e confiavel para avaliar a adequacdo das matérias-primas (polimeros e
oleos) na obtencéo de suspensao de nanocapsulas. Ou seja, se os polimeros poli(e-
caproplactona) e Eudragit® RS 100 selecionados para as formulacbes de
nanocapsulas seriam afetados pelos constituintes do nucleo da nanocapsula. A
determinacao do teste de inchamento do polimero com os componentes lipidicos do
nicleo da formulagéo foi proposta por GUTERRES em 2000*°. Como se pode
observar no gréfico abaixo, a variacdo do peso do polimero poli(e-caproplactona) em
contato com 0S compostos variou muito pouco, menos de 5%, confirmando assim a

viabilidade da sua utilizagdo como revestimento sélido das nanocapsulas.
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Figura 26: ModificacBes na massa do filme polimérico de poli(e-caproplactona) apos
imersao no limoneno e seus derivados por 30 dias.

Nos primeiros dias de estudo, os filmes de poli(e-caproplactona) imersos com
LaSOM 08 e LaSOM 28 sofreram um pequeno incremento (5,37%), porém nao
significativo (figura 35). Acredita-se que seja devido a quantidade residual de 6leo
aderido ao filme que ndo pbde ser totalmente retirado com papel absorvente. A partir

de 15 dias, ndo houve variagdo na massa do filme polimérico indicando a
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possibilidade de ser utilizado esse polimero para a formacdo da parede polimérica

das nanocapsulas.

Contudo, com as andlises desenvolvidas utilizando o polimero Eudragit® RS
100, puderam-se observar resultados muito diferentes. Na figura 36, esta
demonstrado que esse filme polimérico em 15 dias de imersdo com o LaSOM 08
perdeu 41,43% da sua massa e se nao bastasse isso, aos 30 dias de estudo
existiam apenas 21,3% de filme polimérico imersos no Oleo. Implicando que o
polimero é afetado pelo LaSOM 08 ocorrendo uma dissolu¢gdo do mesmo nédo sendo,
portanto, indicado para a formulacdo dessa nanocapsula. Os dados que se referem
a variacdo da massa do filme polimérico de Eudragit® RS 100 imersos no LaSOM
28, demonstrou que o polimero foi totalmente dissolvido em 15 dias inviabilizando

seu uso como parede polimérica das nanocapsulas.
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Figura 27: Modificacdes na massa do filme polimérico de Eudragit® RS 100 apds
imerséo no limoneno e seus derivados por 30 dias.

Sabe-se que o Eudragit® RS 100 apresenta na sua estrutura quimica
grupos funcionais como ésteres e aminas terciarias, enquanto que 0s compostos
sintetizados (LaSOMSs) contém funcfes: alcoois e aminas secundarias (alifaticas
e aromaticas). Acredita-se que essa solubilizacdo seja resultado de uma reacao
quimica de ésteres (Eudragit® RS 100) com aminas secudérias (LaSOM 08 e 28)
ocorrendo uma substituicdo nucleofilica no grupo acila. Normalmente a formacéao

de amidas pela acilacdo de aminas com ésteres ocorrem sob aquecimento por
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algumas horas, porém esses materiais permaneceram a temperatura ambiente
por varios dias o que pode ter sido uma reacdo mais lenta. Isso esta de encontro
com o resultado, visto que o filme polimérico imerso no 6leo LaSOM 08
solubilizou mais lentamente quando comparado com o resultado obtido com a
imersdo em LaSOM 28. Relembra-se que anilina € considerada menos
nucleofilica que as alquilaminas tipicas e o deslocamento do par eletrénico do
nitrogénio para o anel aromatico justifica o motivo pelo qual as aminas
aromaticas sdo bases mais fracas que as aminas alifaticas. Corroborando com
isso, observa-se que o limoneno ndo modifica a massa do filme polimérico de
EUDRAGIT® RS 100 em 30 dias de estudo e também, relembramos que ele ndo

apresenta grupos aminado na sua estrutura.

5.2 Validacdo do método de quantificacdo por CLAE

A necessidade de demonstrar a qualidade do doseamento de compostos esta
cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem gerar
resultados errbneos e prejuizos irreparaveis, sejam eles financeiros ou biolégicos.
Para garantir que o novo meétodo analitico gere informacdes interpretaveis e
confiaveis da amostra, deve-se proceder o processo de validacao. Validacao tem por
objetivo demonstrar que o método analitico desenvolvido pode ser aplicado para a
finalidade pretendida. A quantificagdo do limoneno foi realizada por CLAE-UV.

O método analitico validado para o composto 1 foi considerado linear na faixa
de 5 a 75 pg/mL (r=0,9992). Um método analitico linear indica que o aumento da
concentracdo do analito € diretamente proporcional com os resultados obtidos
experimentalmente dentro de um intervalo definido®®. O método se mostrou
especifico (uma vez que ndo foram observados picos no mesmo tempo de retengéo

no cromatograma da nanocapsula branca).

A precisdo intra-dia demonstra a concordancia entre os resultados obtidos
pelo mesmo analista e mesma instrumentacdo em um curto espaco de tempo, ja a
precisdo inter-dia avalia a concordancia dos resultados obtidos em dias diferentes.
As andlises de exatiddo indica a proximidade dos resultados obtidos em comparacao

com o verdadeiro. Andlises de precisdo e exatiddo demonstraram desvio padrao
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relativo abaixo de 2% e o percentual de recuperagédo variou entre 97,4 + 1,34 a
103,7 £ 0,22.

O resultado do doseamento de teor de limoneno nas formulac¢des, obtido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, correspondeu a 0,488 + 0,7 mg/mL,
demonstrando que houve uma retencao significativa do limoneno na nanoestrutura,
passando de 2 para 20%, com a adicdo do sandalo e almiscar, A seguir serdo

discutidos os possiveis fatores que influenciaram nesse resultado.

5.3 Validacdo do método de quantificagcdo por CG-MS

A cromatografia gasosa foi a primeira técnica a ser interfaceada com o
detector de massas, visto a facilidade do manuseio do efluente gasoso no
cromatografo. E uma ferramenta muito Gtil na identificacdo de compostos de origem
vegetal gracas a disponibilidade de bibliotecas espectrais, com detector de massas
operando sob condicdes de impacto. A quantificacdo é possivel com o uso de
padrdo interno, que compensa a variagdo na resposta instrumental de elétrons. No
desenvolvimento desses doseamentos, fez-se uso do eugenol como padrao interno
(P). O método de padronizacdo interna consiste na preparacdo das solucdes-
padrdo de concentracBes conhecidas da substancia de interesse, as quais se
adiciona uma quantidade pré-determinada e constante de um composto conhecido.
Esse terpeno foi selecionado, visto que ndo apresentou sobreposicdo de picos no
espectro e nem influéncia na deteccdo ou separacdo dos compostos de interesse.
Idealmente, a substancia usada como padrao interno deve ser similar a substancia a
ser quantificada, ndo reagir com a substancia ou outro componente da matriz, ndo
fazer parte da amostra e, quando cromatografada, ficar separada de todas as

demais substancias presentes na amostra.*®*’

A faixa linear desenvolvida nesse meétodo analitico foi de 1 a 30 pg/mL
contendo 2,5 pug/mL de eugenol em cada ponto. Apds analises dessas solucdes
construiu-se curvas de calibracdo relacionando a razdo das é&reas (areas das
concentracbes variadas dos LaSOMs/ areas do Pl em concentracdo constante).
Através desse célculo matematico, obteve-se no cromatograma a concentracdo da

substancia nas amostras. Porém, observou-se que além do teor, importantes
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parametros analiticos como exatiddo e precisdo apresentaram resultados
incoerentes com os dados obtidos até o momento. Entdo, as fontes de erro foram
investigadas e concluiu-se que estava havendo efeito da matriz durante as analises
dos LaSOMs. Esse efeito € também chamado de “aumento da resposta
cromatografica induzida pela matriz®, foi utilizada em diversos trabalhos para explicar
os resultados erréneos de taxas de recuperacdo, precisdo e exatiddo*®*°. Dessa
forma, optou-se por construir a curva-padréo utilizando o método de superposicéo
da matriz, que é uma das formas de minimizar esse efeito>®. Esse método consiste
na adicdo dos ativos a serem doseados em diferentes concentragdes a uma matriz
semelhante a da amostra, isenta da substancia, a construcéo do grafico relaciona as
areas obtidas com a padronizacdo interna. Este método é usado para compensar o
efeito da matriz ou de possiveis interferentes e € de suma importancia em
determinacdes quando a matriz interfere na pré-concentracdo, separacao ou

deteccado da substancia de interesse.

O efeito de matriz € mais pronunciado em analises de amostras complexas
como nanoestruturas. Os problemas gerados pelos componentes endogenos da
matriz nas respostas do detector ndo dependem apenas das caracteristicas dos
compostos, mas também das proprias condi¢cbes cromatograficas, particularmente

no injetor, na coluna cromatografica e no detector do CG**

No injetor, a amostra é exposta a alta temperatura e com tempo de residéncia
suficiente para que sitios ativos do insertor (liner) do injetor adsorvam ou induzam a
degradacdo térmica de alguns analitos, antes de serem transferidos para a coluna'.
Dessa forma quando séo preparadas solucbes-padrdo em solvente puro e injetadas,
elas podem ficar retidas nos sitios ativos do insertor e consequentemente a
proporcdo de amostra que € transferida para a coluna e quantificada € menor. O

aumento da temperatura no injetor pode reduzir esse efeito.

Segundo Poole, as conexdes entre o injetor e a coluna e entre a coluna e o
detector podem promover o efeito da matriz. Isso é observado apos algumas
semanas de uso do equipamento, em razdo das sucessivas injecbes e
consequentemente da contaminacdo do sistema cromatogréfico. Além disso, de
forma geral, as colunas cromatograficas com maior didmetro interno apresentam

resultados discutiveis em relacéo as de menor diametro®2.
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A figura 37 mostra as curvas-padrbes para quantificacdo do LaSOM 08 e
LaSOM 28 a partir de nanocapsulas poliméricas. As curvas de calibracdo
apresentaram os coeficientes de correlacao superiores a 0,99, que € o valor minimo
preconizado pelos cédigos oficiais®**. Foi verificado através da construgdo das
curvas de calibracdo que os valores de LD e LQ encontrados para 0S compostos

permaneceram em torno de foram respectivamente 0,2 e 0,7 ug/mL.

Pode-se observar também nessa figura, os cromatogramas dos perfis do
padrao interno e dos analitos demonstrando seletividade da andlise, ou seja, ndo
houve interferéncia de espécies garantindo que o pico de resposta tenha sido
exclusivamente dos compostos de interesse. Se a seletividade ndo fosse
assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estariam seriamente
comprometidas. O eugenol, como padr&o interno, ndo reagiu com as substancias ou
outro componente da matriz, ndo faz parte da amostra e, quando cromatografado,
ficou separado de todas as demais substancias presentes na amostra,

caracteristicas essas, necessarias para determinar um bom padrao interno.
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Figura 28: a)Curvas-padrdes para a quantificacdo de derivados de limoneno em
nanocapsulas poliméricas. A) LaSOM 08; B) LaSOM 28. b) Cromatogramas com os perfis
dos picos durante a validacéo.

A precisdo do método foi determinada a nivel de precisédo intermediaria e
repetibilidade (tabela 6). As variacbes dos DPR das andlises com LaSOM 08 e
LaSOM 28 foram menores que 2% em todos os dias de experimento, sendo inferior

ao limite maximo de 5% estabelecido pelos cédigos oficiais®*>2,
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Tabela 3: Avaliacdo das precisdes inter e intra-dia do método analitico para o
doseamento dos derivados de limoneno em nanocapsulas. concentracao teorica de

10 pg/ml.
LaSOM 08 LaSOM 28
Precisédo Conc. Exp. DPR (%) Conc. Exp. DPR (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)

Intra-dia (n=6) 9,73+0,04 0,5 102 + 0,05 1,22
Inter-dia

Dia 1 (n=3) 9,93+0,01 0,3 102 £ 0,01 0,35
Dia 2 (n=3) 10,28 + 0,3 0,7 98 + 0,03 0,33

No que diz respeito a exatidao (tabela 7), o método permitiu a recuperagéo de

limoneno entre 97 e 101 % demonstrando um método exato, segundo os preceitos

da ICH. O teor encontrado de LaSOM 08 na nanocapsulas polimérica foi de 100,2

%, enquanto que teor de LaSOM 28 encontrado foi de 98,9 %.

Tabela 4: Avaliacdo da exatiddo do método analitico para o doseamento dos
derivados de limoneno em nanocapsulas.

LaSOM 08 LaSOM 28
Conc. Teodrica Conc. Exp. Exatidao Conc. Exp. Exatidao
(Hg/mL) (Hg/mL) (%) (Hg/mL) (%)
2 1,9+0,3 95,0 2,03+0,8 101,2
10 9,9+0,2 99,3 9,81+0,3 98,2
30 30,3+0,4 101,1 29,18 +0,4 97,3
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5.4 Estratégias para encapsulacdo de limoneno

O método analitico em CLAE com o limoneno demonstrou que estava
havendo uma grande perda do ativo durante a preparacdo, possivelmente por
arraste de vapor no momento da evaporacdo do solvente. Visto isso, foram
desenvolvidas suspensdes de nanocapsulas com dois diferentes solventes
organicos, acetona e associacdo da mesma com alcool etilico absoluto, para avaliar
uma possivel diferenca de arraste do terpeno. Observou-se que quando utilizou-se
acetona a perda do terpeno foi maior quando comparado a associagéo, isso pode
ser devido a diferenca de polaridade dos solventes orgéanicos, ou seja, a interagao
entre o limoneno e a acetona € maior do que com o etanol. Por isso que a acetona é

o principal solvente utilizado na extracéo de 6leos vegetais por destilacao.

Paralelamente, buscou-se solugdes para o problema em questdo com a
possibilidade de utilizar ancoras moleculares como o almiscar e sandalo (fixadores
de perfume) com o objetivo de reter o limoneno no interior das nanocapsulas.
Baseado nisso, desenvolveu-se nanocapsulas com adicdo desses compostos
(almiscar e sandalo), concomitantemente ou ndo. O resultado foi muito importante,
obtendo-se um aumento na retencdo do terpeno na nanoestrutura de 2 % para
aproximadamente 20 %, ou seja, com essa estratégia aumentou-se em 10 vezes a

concentragdo de limoneno na nanocapsula.

Para investigar como esses compostos diminuem a taxa de evaporagao do
limoneno, desenvolveu-se andlises em cromatografia gasosa. Essas analises tém
por objetivo identificar os constituintes das ancoras moleculares e, além disso, se
houvesse uma possivel interacdo covalente entre eles poderiamos observar a

presenca de complexos estaveis.

A identificacdo dos constituintes das ancoras moleculares demonstrou que os
compostos mais abundantes demonstrados na tabela 15 sdo: etanonas também
denominados Musk (6,7-dietil-1,2,3,4-tetrahidro-1,1,4,4-tetrametil naftaleno) etanona,

2,4,6-trinitro-5-tertbutil xileno), cariofilenos e linalool.

Esses compostos apresentam na sua estrutura grupos doadores ou
receptores de prétons que podem estar interagindo entre si e reduzindo a

113



volatilizagdo do limoneno. Na tabela abaixo, observa-se os compostos e suas

caracteristicas estruturais.

Tabela 5: Compostos majoritarios presentes nos “fixadores de perfume”.

Nome Estrutura Nome estrutura
Musk 36 Linalool HO
O
Musk Xilol Cariofileno O
O,N NO,
NO,

Observou-se nos resultados dos cromatégrafos a auséncia de complexos,
indicando que uma interacdo covalente € pouco provavel, mas isso ndo exclui a
possibilidade de haver uma interacdo ndo covalente, ou seja, interacdo fisica ou
pontes de hidrogénio formando um complexo entre eles. A figura 15 representa as
andlises qualitativas com os cromatégrafos dos fixadores do limoneno, almiscar e
sandalo, destacam-se 0s principais constituintes desses compostos: cariofileno,
etanonas (musks), também foi observado nesses cromatogramas dietilftalato
(plastificante), um frequente contaminante presente nos septos dos vials (figura 38).
O cromatograma da LNC-Blank demonstrou a presenca de TCMs (trigliceridios de
acido caprilico, triglicerideo monocaprilico e triglicerideos de acido céprico).
Cromatogramas da LNCLim confirmaram a presenca de limoneno, cariofileno,
etanonas (musks) e TCMs como constituintes majoritarios. Analises do liquido
recolhido no baldo coletor do evaporador rotatério durante a preparacdo da
suspensao de nanocapsulas demonstrou a presenca de linalool, geraniol, além de

musk e limoneno em pequenas concentracées. Pode-se observar eugenol que € um
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contaminante do sistema, mesmo ele sendo limpo incansavelmente e dietilftalato

presente nos septos dos vials.
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Figura 29: Cromatogramas gasosos dos componentes da formulacéo

5.5 Desenvolvimento das nanocapsulas

A técnica de nanoprecipitacdo do polimero pré-formado ndo requer a
formacé&o anterior de uma emulsdo para obter uma dispersao de particulas coloidais
na fase aquosa. Ela se baseia na emulsificacdo espontanea de uma solucéo de
polimero em um solvente semi-polar como acetona. Essa solucéo é adicionada, sob
agitacdo moderada em um meio aquoso contendo um estabilizante e as particulas
sao formadas instantaneamente por rapida difusdo do solvente na agua. O método
utilizado nesse trabalho para o desenvolvimento de nanocépsulas poliméricas esta

baseado na proposicéo de JAGER em 20092,

As nanocapsulas de nucleo lipidico com fracdo volumétrica simples que
contém os compostos: limoneno (LaSOM 11), chalcona (CH8) e co-encapsulados
limoneno+chalcona foram cognominadas a partir desse momento como LNC-Lim
LNC-CH8 e LNC-LICH respectivamente, sendo que a sigla das formulagbes que
contém CH8 séo seguidas de um valor representante da concentragdo de CH8 em
phg/mL, a concentracdo de limoneno é mantida em todas as formulacBes. A
nanocapsula de nucleo lipidico sem qualquer um dos ativos foi cognominada LNC-
blank. As suspensfes de nanocdpsulas formadas com fragcdo volumétrica dobrada
sem ativos, contendo limoneno, LaSOM 08, LaSOM 28, chalcona (CH8) e co-
encapsulados limoneno+chalcona e LaSOM 08+chalcona foram denominadas de
LNC-Blankyy, LNC-Limy, LNC-LO8,, LNC-L28,,, LNC-CH8,, LNC-LICH,,, LNC-
LO8CH..
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5.6 Caracterizacao das suspensdes de nanocapsulas

Sob analise macroscopica, apdés a preparacdo, as suspensdes de
nanocapsulas resultaram em formulagcdes com aparéncia macroscopica homogénea,
aspecto leitoso, branco e opalescente. As suspensfOes apresentaram reflexo
azulado, resultante do movimento browniano das nanoparticulas em suspenséo. O
aspecto visual das suspensfes de nanocapsulas foi semelhante ao descrito na
literatura para diferentes sistemas de nanocapsulas preparadas pelo método de

deposicao interfacial de polimero pré-formado®®*’.

Inicialmente serdo discutidos os resultados das nanocapsulas contendo
limoneno e CHS8, posteriormente discutirse-do os resultados das suspensfes de

nanocapsulas desenvolvidas com os derivados do limoneno.

5.6.1 Suspensao de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo limoneno,
ou CHS8, ou limoneno e CHS.

5.6.1.1 Distribuicdo de tamanho de particula

Nos estudos de caracterizagdo das nanoestruturas, analises feitas por
difratometria de laser demonstraram que as formulagbes contendo limoneno e
limoneno+CH8 até a concentracdo de 0,3 mg/mL apresentaram distribuicdo de
tamanho monomodal e nanométrica nos trés lotes, sem a presenca simultanea de
microparticulas. Esses resultados indicam que as nanocapsulas apresentam-se
homogéneas quanto a distribuicdo do tamanho, assim como observado pelo baixo
valor de Span (figura 39).
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Figura 30: Distribuicdo do tamanho de particula das formulagfes. A) LNC-LIM, B)
LNC-CHspy, C) LNC-LICHsy, D) LNC-LICH75, E) LNC-LICH300, F) LNC-LICH159, G) LNC-
LICH300, H) LNC-LICH,00 E 1) LNC-LICHsq, por difracdo de laser (meio dispersante:
agua).

Porém havia necessidade de que a suspensdo de nanocapsulas contendo
CH8 contivesse no minimo 0,5 mg/mL para apresentar aplicabilidade nos ensaios
farmacoldgicos antileishmania. Suspensfées de nanocapsulas contendo CH8 (0,5
mg/mL) foram desenvolvidas e observou-se um sistema com distribuicdo bimodal,

micromeétrico.

Visto que existia um grande interesse na co-encapsulacdo de limoneno e
CH8, desenvolveram-se formulagcbes co-encapsulando esses ativos em
concentragcbes crescentes da chalcona (50-500 pg/mL) para avaliar a maxima
concentracdo encapsulada com perfil de distribuicdo monomodal da LNC. Observou-

se que em concentracdo acima de 0,3 mg/mL obtinha-se um sistema com
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distribuicdo bimodal e micrométrico, ou seja, nao foi possivel obter uma formulagéo
contendo CH8 ou CH8 co-encapsulada na concentracdo desejada. As andlises por
difratometria de laser esta representada na figura 37, o indice de refracao utilizado

foi 1,59, referente ao poliestireno latex.

O diametro de esfera equivalente (ds3) em percentual de volume das
formulacdes variou de 0,139 um (LNC-LICHsg) a 0,183 um (LNC-LICH;50) € 27,35
um referente a LNC-LICH400 € 21,2 pm da LNC-CHsgo. Os didmetros cumulativos em
volume de 50 % da populacéo total (dos) para todas as formulacdes mantiveram-se
aproximadamente na mesma faixa de tamanho para as formula¢cdes contendo até
0,3 mg/mL de CHS8, 0,257 um para a formulacdo contendo 0,4 mg/mL de CH8 e
0,215 pm para a formulacdo LNC-LICHsg € 0,199 pum para LNC-CHsg. Os valores
de Span foram inferiores a 2,0 para as formulacbes com populacdo nanométrica e
para LNC-LICHz00, LNC-LICHs500 € LNC-CHso9 325,2, 215,5 e 378,3, respectivamente.
Conforme demonstrado, observa-se o0 aumento do diametro da esfera equivalente
com o aumento da quantidade de chalcona CH8 encapsulada (Tabela 9). O
resultado de LNC-LICHszoo
caracteristicas bimodais na formulacdo LNC-CHsgo.

era esperado, visto que haviamos observado

Tabela 9: Distribuicdo de tamanho de particula das nanocapsulas por difracdo de
laser.

Formulagéo d43 (um) dog (um) dos (um) do1 (um) (adimseela;r;onal)
LNC-Lim 0,166+0,006 0,294+0,0011 0,140+0,004 0,081+0,002  1,6+0,10
LNC-CHsoo 21,340,012 69,58+0,0017 0,199+0,006 0,101+0,006  378,3+0,20
LNC-LICHs, | 0,13940,005 0,225+0,0010 0,127+0,006 0,069+0,002  1,2+0,12
LNC-LICH;s | 0,149+0,008 0,244+0,0020 0,139+0,004 0,072+0,003  1,240,11
LNC-LICH;00 | 0,15240,010 0,260+0,0009 0,132+0,005 0,067+0,004  1,4+0,09
LNC-LICH;5, | 0,183+0,004 0,335+0,0015 0,152+0,004 0,072+0,002  1,7+0,10
LNC-LICHs0 | g 168 +0,006 0,299+0,0008 0,142+0,003 0,069+0,003  1,6+0,18
LNC-LICHw0 | 57 440,000 83,57+0,0011 0,257+0,005 0,091+0,001  325,2 +0,12
LNC-LICHso | 14,140,005 46,5:0,0012 0,215+0,006 0,091+0,005  2155+0,14
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A andlise de rastreamento do movimento das particulas (NTA), obtida com o
equipamento NanoSight®, foi utilizada para verificar se nanocristais de chalcona
CH8 néo-encapsulada estariam presentes nas formulacbes. Analisa-se a
intensidade de luz espalhada, detectada ao longo dos varios frames captados pela
camera do equipamento. Observou-se uma variagdo com a presenca de chalcona
CHS8, nas concentracdes testadas. Na figura 38 estd demonstrado LNC-LICHso €
LNC-LiCHzq. Observou-se o aumento da intensidade relativa sem aumentar
significativamente o tamanho das particulas, & medida que aumenta a concentracao
de chalcona CH8. O aumento da intensidade relativa pode indicar presenca de
nanocristais e para complementar esse estudo, analisou-se as formulacdes em

microscopia Optica de luz polarizada e num prazo de 10 dias e havia presenca de
cristais.

R&WE st

QeS|
200 T e

Particia Siva | Rdalive Iriisasily

Figura 31: Intensidade de luz captada pela camera ao longo de 60s em funcéo do
didmetro de particula, a partir da técnica de rastreamento do movimento das
particulas (nanosight®), para as formulagdes (A) LNC-LICHsp, (C) LNC-LICH3. NoO

detalhe, é demonstrada a distribuicdo de didmetro da particula por intensidade relativa em
3d e em 2d.

Buscando melhorar a capacidade de encapsulacdo das suspensdes de

nanocapsulas, desenvolveram-se formulagbes contendo o dobro da fragcéo
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7

volumétrica. Visto que é possivel aumentar a eficiéncia de encapsulacdo de
farmacos com o aumento do niimero da densidade de particula na formulacdo®. Ha
influéncia da agregacao critica dos materiais sobre o tamanho médio final de
particula e polidispersdo de lipidos poliméricos de nucleo nanocapsulas. Essa é
uma valiosa ferramenta na producdo de formulacbes de nucleo lipidico de

nanocapsulas com capacidades de carga diferentes destinados a terapéutica®.

Dessa forma, suspensfes de nanocapsulas de nudcleo lipidico contendo o
dobro da fracdo volumétrica foram desenvolvidas e obtiveram-se resultados
positivos no que diz respeito ao aumento da eficiéncia de encapsulacdo, mantendo a
distribuicdo nanométrica e unimodal. No grafico abaixo, observa-se as analises
desenvolvidas por difragcdo de laser das LNCs. Nota-se que as suspensdes de
nanocpsulas apresentam caracteristicas nanométrica e unimodal com resultados

reprodutiveis (figura 41).
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Figura 32: Distribuicdo do tamanho de particula das formulagdes. A) LNC-BLANK, B)
LNC-LIM,x, C) LNC-CH8,x E D) LNC-LICHsq, por difracao de laser (meio dispersante: agua).

O diametro de esfera equivalente (ds3) em percentual de volume dessas
formulacdes foi de 0,152 pm a 0,208 um . Os diametros cumulativos em volume de
50 % da populagéo total (dos) encontrado foram em torno de 0,150 um e o valor de
Span inferior a 2,0 em todas as amostras. Caracteristicas essas, importantes para

confirmar a obtengé@o de uma nanocapsula com distribuicdo monomodal (tabela 10).
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Tabela 10: Distribuicdo de tamanho de particula das nanocéapsulas por difracdo de
laser

- Span
Formulagdo | das(um)  dog(um)  dos(um)  doy(um) oy oBET
NC.Blank | 0-15240,010 0,26040,0009 0,132+0,005 0,067+0,004 14401
LNC-Limac | §168:0003 0,288+0,0008 0,139+0,001 0,070+0,002 16401

LNC-CH8y 0,208+0,003 0,393+0,0007 0,173£0,004 0,076+0,002 1,8340,1

LNC-LICHsq | 0,157£0,007  0,261+0,006 0,140+0,003 0,074+0,003 1,310,1

Essas formulacdes também foram avaliadas através de espalhamento de luz
dindmico. A andlise da luz espalhada, aplicando-se o0 método dos cumulantes,
resultou em valores de diametro (Z-average) na faixa de 170 nm com PDI menor que
0,12. (tabela 11).

Tabela 11: Distribuicio de tamanho de particula das nanocapsulas por
espalhamento de luz dinamico.

PCS
Formulacéo (método dos cumulantes)
d, (Z-average) (nm) PDI (adimensional)
LNC-blank 154 + 09 0,12 £ 0,01
LNC-Lim 175 £ 08 0,10 £ 0,01
LNC-CH8y 230 +£10 0,10 £ 0,04
LNC-LICH5090 174 +03 0,13 £ 0,02

As formula¢gdes também foram analisadas quanto a outras caracteristicas
fisico-quimicas como pH, viscosidade, potencial {, teor e taxa de associagdo. Os
valores de pH em torno de 5,5 foram condizentes com o método de preparacao e
matérias-primas utilizadas no estudo (tabela 12). Esses dados estdo de acordo com
valores previamente reportados, quando desenvolveram-se nanocapsulas

preparadas com poliésteres pelo método de nanoprecipitacdo™. A viscosidade das
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suspensfes apresentou um valor proximo a viscosidade da agua pura, esse
resultado estd de acordo com estudos anteriores sobre suspensfes aquosas de

nanocéapsulas poliméricas®

As andlises do Potencial C refletem o potencial de superficie das particulas, os
valores obtidos foram cerca de -85 mV. Esses valores préximo a zero sao
adequados evitar a agregacdo das goticulas ja que séo revestidas com tensoativo
nao-idnico, como o polissorbato 80 através do mecanismo de impedimento

estéreo?®.

Tabela 12: Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas apés a
preparacao (n = 3).

- Viscosidade Potencial { Teor Taxa.l de~
Formulacéo pH (mg/mL) associacao
(mPas) (mV)

(%)
LNC-blank 551+0,12 1,01+0,013 -8,13+0,09 - -
LNC-Lim 5831211 0,98+0,01 -845+0,11 0,488 +0,7 98,90
LNC-CH8, 598 +2,0 1,01+0,02 -854+0,09 0,501+0,02 99,99
LNC-LICHsq 5,67 +1,8 1,02+0,01 -8,25+0,07 0,499 +0,01 100

A andlise de rastreamento do movimento das particulas (NTA), obtida com o
equipamento NanoSight, foi utilizada para verificar se nanocristais de chalcona CH8
nao-encapsulada estariam presentes nas formulagcdes. A intensidade de luz
espalhada, detectada ao longo dos varios frames da formulacdo LNC-LICHsqg
captados pela camera do equipamento, ndo variou com a presenca de chalcona
CHS8 (Figura 40). Isso indicou que estruturas anisotrépicas nao estiveram presentes
nas formulagdes, em destaque LNC-blank e LNC-LICHsq. Portanto, nanocristais de

chalcona CH8 néo teriam sido formados concomitantemente com as nanocapsulas.
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Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity

Figura 33: Intensidade de luz captada pela camera ao longo de 60 s (900 frames)
em funcdo do didmetro de particula, a partir da técnica de rastreamento do
movimento das particulas (nanosight®), para as formulagdes (A) LNC-blank e (B)
LNC-LICHsq. no detalhe, é demonstrada a distribuicdo de diametro por
concentracdo de particulas em cada amostra.

Microscopio 6ptico com luz polarizada

Apos 45 dias da preparacao das formulagdes, analises no microscopio optico
foram desenvolvidas, com o objetivo de observar a presenca de cristais na amostra.
Conclui-se que nao foi observado cristais nas suspensdes de nanocapsulas de

nacleo lipidico.

5.6.1.2 Suspensdo de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo derivados do

limoneno.

5.6.1.2.1 Distribuic&o de tamanho de particula

O diametro de esfera equivalente (ds3) em percentual de volume das
formulacdes variou de 0,143 pm (LNC-L28) a 0,196 pm (LNC-L08). Os diametros
cumulativos em volume de 50 % da populacao total (dos) para todas as formulagdes
mantiveram-se aproximadamente na mesma faixa de tamanho, de 0,126 um (LNC-
blank) a 0,165 pum (LNC-LaSOM 08). Os valores de Span foram inferiores a 2,0
(Tabela 13).
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Tabela 7: Distribuicdo de tamanho de particula das nanocapsulas por difracdo de
laser (n = 3).

~ Span
FormUIaQaO d4.3 (llm) d0.9 (I—lm) d0.5 (llm) dO.l (llm) (adimenSional)
LNC-Lim 0,166+0,006 0,294+0011 0.140+0,004 0,081:+0,002 1.640,1
LNC-LO8 01960,001 0,363+0.001 0,165+,001 0,075+0,001 1,740,1
LNC-L28 0,143+0,04 0,240+0,013 0,126+0,009 0,063+0,009 1.4+0,1

E o didmetro médio encontrado foi compativel aos relatados em outros
trabalhos para nanocapsulas preparadas com poliésteres e pelo método de

nanoprecipitacdo de polimeros pré-formados*®**,

Foi verificada diferenca nos
didmetros das nanocapsulas contendo as amostras, demonstrando que a
viscosidade da fracdo oleosa influencia no tamanho das nanoparticulas. Ha
diferenca macroscopica na viscosidade dos compostos encapsulados que estdo de

acordo com os resultados dos diametros obtidos.

As formulagBes foram avaliadas também através de espalhamento de luz
dindmico (tabela 14). A analise da luz espalhada, aplicando-se o método dos
cumulantes, resultou em valores de diametro (Z-average) na faixa de 158 + 14 nm

(LNC-Lim) 2 189,9 + 10 nm (LNC-LaSOM 08), com PDI inferior a 0,1.

Tabela 8: Caracterizacao fisicoquimica das nanocépsulas de nucleo lipidico (n= 3).

PCS
Formulaco (método dos cumulantes)
dy (Z-ave) (nm) PDI (adimensional)
LNC-Lim 174 £ 14 0,08 £ 0,01
LNC-LO8 190 + 10 0,10 + 0,04
LNC-L28 158 + 11 0,04 + 0,02
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A analise de rastreamento do movimento das particulas (NTA) foi investigada
pelo Software Analitico NTA 2.0 (NanoSight). Esse equipamento fornece
informacfes quantitativa e visual da distribuicdo do tamanho das nanocapsulas,
além de verificar a presenca de possiveis nanocristais dos derivados de limoneno
nao-encapsulados que pudessem estar presentes nas formulagcdes. A intensidade
de luz espalhada, detectada ao longo dos vérios frames captados pela camera do
equipamento, ndo variou com a presenca dos derivados. Os ensaios desenvolvidos
no Nanosight® demonstraram em tempo real o0 movimento browniano das particulas
gue é influenciado diretamente pelo diametro das mesmas. A quantidade de luz
dispersa indica o diferente tamanho das particulas, ponto luminoso maior se refere a
nanoestruturas maiores®. Observa-se nesse trabalho, que a luz dispersa no campo
do microscopio é semelhante, indicando homogeneidade no tamanho das particulas
(figura 43).

Particle Size / Relative Intensity Particie Size / Relative intensity 3D plot

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Figura 34: a) Distribuicdo do tamanho das particulas em relagdo a intensidade
(esquerda superior) e distribuicdo do tamanho das particulas em 3d (direita superior)
referente a LNC-L28. b) Diametro médio das particulas baseado na concentracéo
(esquerda inferior) e uma foto do video que analisa as particulas pelo movimento
browniano (direita inferior).
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5.6.2.2 Demais caracterizacbes das suspensdes de nanocapsulas
desenvolvidas

A tabela 15 demonstra as caracteristicas de pH, viscosidade, potencial
¢, teor e taxa de associacdo das formulagdes desenvolvidas com limoneno,
LaSOM 08 e LaSOM 28. Os valores de pH entre 5,51 a 6,37 é condizente
com o meétodo de preparagdo e matérias-primas utilizadas no estudo e néo
diferiram significativamente ap6s 30 dias de armazenamento das formulaces
(tabela 8). Esses dados estdo de acordo com valores previamente
reportados®®.

Quando foram desenvolvidas nanocapsulas com concentracdes maiores de
LaSOM 08 e LaSOM 28 (1 - 2,5mg/mL) observou-se que o pH das suspensdes
aumentava, estando neutro a basico, aumentando com o passar dos dias. Além
disso, as andlises de difratometria de laser mostraram aparecimento de populagéo
micrométrica em poucos dias de preparo. Acredita-se que isso se deva ao
grupamento amina presente na estrutura dos compostos, que em maior quantidade
poderia estar sendo ionizada e transferida para a fase aquosa, visto que o polimero
€ uma rede porosa. Outra suposicdo embasada na literatura envolve a degradacao
acelerada do polimero poli(e-caprolactona) em meio alcalino, visto que a integridade

do mesmo é dependente do pH.

A PCL, assim como o0s outros poliésteres alifaticos sintéticos, com a presenca
das moléculas de agua, o processo de degradacao da-se por meio da hidrolise das
ligacbes ésteres, originando produtos na forma de oligbmeros, ou monémeros,
soliveis e nado toxicos. A degradacdo prossegue entdo por processos
biologicamente ativos ou pela clivagem hidrolitica passiva*’. Duek em 2006*
avaliaram por meio da degradacéo in vitro amostras de PCL (Mw 100.000 g/mol) e
PLGA 50 (Mw 65.000 g/mol) em solu¢gbes de NaOH, buscando predizer de forma
acelerada o comportamento da variagdo de massa, das propriedades térmicas e
morfologicas em pH fisiolégico, 7,4. Puderam observar nesse trabalho que o PLGA
apresentou uma velocidade de perda de massa maior que a PCL, mas ambas

perderam massa em pH alcalino.
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Essas suspensfes também apresentaram valor de viscosidade proximo a
viscosidade da agua pura, esse resultado estd de acordo com estudos anteriores

envolvendo LNCs®°.

Por fim, a analise do Potencial {, que reflete o potencial de superficie das
particulas, na LNC-Lim o valor obtido foi de -8,45mV. Os valores de LNC-L08 e LNC-
L28 foram um pouco maiores em maédulo, -20,5mV e -14,7mV. O valor do potencial {
obtido foi proximo de zero para as formulacbes LNC-blank e LNC-Lim, sendo
adequado para evitar a agregacdo das goticulas j& que foram preparadas com
tensoativo néo-idnico, como o polissorbato 80, com mecanismo de impedimento
estéreo?®. Ou seja, obteve-se potencial zeta com valores (em médulo) menores, mas
isso ndo representa instabilidade do sistema®. Para as formulacdes contendo os
derivados do limoneno, mesmo utilizando o0 mesmo tensoativo néo-ionico para a
estabilizacdo, observou-se um aumento (em maodulo) do potencial {. A partir desse
resultado e dos dados de pH, pode-se propor um mecanismo pelo qual os
compostos (LaSOM 08 e LaSOM 28) e o polimero interagem. Acredita-se que 0s
ativos estejam parcialmente dissolvidos no ndcleo oleoso das nanocapsulas e
também adsorvidos a parede polimérica das nanocapsulas. Ou seja, esses indicios
gue nos faz pensar que as estruturas podem estar com sua por¢cao apolar voltada
para o nucleo oleoso e a porcédo polar para a parede polimérica. Sugerindo que

ocorra uma interacdo eletrostatica entre o farmaco e o polimero™.

TABELA 9: Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas apés a
preparacao (n = 3).

~ Viscosidade Potencial { Teor Taxg de:
Formulagao pH (mg/mL) associacao
(mPas) (mV) 0
(%)
LNC-Lim 6,10+2,1 0,96 +0,03 -819+0,10 0,470 +0,10* 98,00
LNC-L08 598 +4,3 1,01+0,02 -20,5+0,20 0,501 +0,03 99,99
LNC-L28 6,37 £0,8 1,03+0,011 -14,7+0,11 0,495 +0,01 99,80

*Teor correspondente a 20% de limoneno na nanoestrutura.
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5.6.2.3 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade efetuado com analise de pH e diametro esta
representado nos graficos abaixo. O pH da formulagcdo LNC-Lim n&o variou durante
os dias, j& o pH das demais formulagbes apresentaram uma leve tendéncia ao
aumento, porém sem diferenca significativa (p<0,05) entre o tempo zero e 30 dias
(figura 44).
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Figura 35: Diametro e pH médio das suspensdes durante 0 armazenamento.

Andlise por espalhamento multiplo de luz € capaz de demonstrar possiveis
fendbmenos de desestabilizacdo reversiveis (cremagem e sedimentacdo) e
irreversiveis (coalescéncia e segregacédo) sem diluicdo da amostra. Nesse estudo, 0
grafico de transmissdo apresentou variagdo de transmisséo inferior a 0,2% devido a
isto, somente o gréfico do retroespalhamento sera apresentado. Na figura 45 é
possivel ver as analises gréaficas referente a variacdo de backscattering das
formulacdes. A parte esquerda do gréafico refere-se a base da cubeta de anadlise e a
direita ao topo.

Na analise por espalhamento mdltiplo de luz das nanocapsulas pode-se
observar, de maneira geral, que os fendmenos de instabilidade na base e no topo da
célula de vidro foram inferiores a 2% e dentro dessa faixa de variacdo ha
estabilidade fisica no sistema. Ja, variacdes acima de 10% sao representativos de
1,

uma formulacéo instave O pico negativo no topo da cubeta e o positivo na base

corresponde a uma ligeira cremagem ou processo de sedimentacdo. Sabe-se que
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essas suspensfes coloidais apresentam intrinsecamente instabilidades fisicas

consideradas aceitaveis e caracteristicas.
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Figura 36: Analise por espalhamento mdltiplo de luz das suspensdes de
nanocapsula. A) LNCLim; B) LNC-L08; C) LNC-L28.

5.7 Avaliacdo morfolégica

As analises por Microscopia Eletdnica de Transmissédo (MET) efetuadas com
as formulacdes LNC-Lim, LNC-L0O8 e LNC-L28 estdo expostas na figura 46. A MET
tem sido muito empregada para a obtencdo de informacdes relativas a forma e ao
tamanho das nanoestruturas> As andlises por MET demonstraram nas
fotomicrografias, nanocapsulas com tamanho esférico ou quase esférico com
aproximadamente 200 nm de diametro. A LNC-LaSOM 08 demonstrou apresentar a
parede polimérica espessa, possivelmente isso possa indicar que o LaSOM 08 se
encontre entre 0 nucleo oleoso e a parede polimérica, corroborando com o dado
encontrado no ¢ zeta. Isso também é observado na fotomicrografia de LNC-L28.
Ressalto também, que essas nanocdpsulas estdo revestidas de polissorbato 80 e
isso também pode representar a presencga desse tensoativo na interface entre a fase

dispersante e a particula.
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Figura 37: Fotomicrografias obtidas por MET das suspensfes de nanocapsulas: A)
LNC-Lim (100K); B) LNC-L08 (200K) E C) LNC-L28 (100K).

5.8 Desenvolvimento de formulacdes semissolidas para tratamento topico
de leishmaniose.

Como estratégia de formulacdo, a nanoencapsulagdo propicia uma série de
vantagens, vérias delas de interesse para a administracdo cutanea’. A incorporacao
de substancias em nanocarreadores pode modular e/ou controlar seus perfis de

1819 Outros

entrega (imediata ou sustentada) e permeacdo através da pele
beneficios decorrentes da nanoencapsulacdo sao: o aumento da estabilidade de
moléculas labeis e a melhoria das caracteristicas oclusivas de formulagfes (efeito

hidratante) devido ao tamanho nanométrico dos sistemas?’.

Dentre as diversas espécies de leishmania, destaca-se a leishmania
amazonensis como uma importante causadora de lesdes cutaneas e muitas dessas
lesbes causam deformacdes irreversiveis. As manifestacfes clinicas se iniciam com
pequenas papulas eritematosas que aumentam vagarosamente de tamanho,
transformando-se em nddulos e posteriormente em lesGes. A anormalidade da pele
causada pela patologia ndo é apenas um fenébmeno secundério, mas critico que
pode acarretar alteracfes inflamatérias de maior gravidade. Quando a superficie
externa da pele (extrato corneo) é danificada, uma série de eventos inflamatérios se
iniciam. O periodo de incubacao da leishmaniose cutanea varia conforme a espécie

dessa doenca, estando entre duas semanas a trés anos™.

As formulacfes semissélidas desenvolvidas foram caracterizadas quanto ao
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seu aspecto visual, pH, didmetro médio das nanocapsulas incorporadas e

propriedades reoldgicas.

5.8.1 Caracterizagdo dos hidrogéis contendo nanocapsulas

5.8.1.1 Aspectos visuais

As formulacbes de nanocépsulas sem os compostos ativos (HGBr) e
contendo os ativos (LNC-Lim, LNC-LaSOM 08 e LNC-LaSOM 28) foram
incorporadas em geéis hidrofilicos compostos por carbémero, denominados de
HGLNCLim, HGLNCLO8 e HGLNCL28. Para fins de comparacado, foi preparado
também um hidrogel contendo apenas carbdmero e agua (HG), esse hidrogel
apresentou-se transparente enquanto que o0s hidrogéis formados com as
suspensfes de nanocapsulas apresentaram coloracdo esbranquicada, brilhosa e
homogénea. Essas caracteristicas se devem a presenca de nanoparticulas pouco

polidispersas em que seu diametro nanométrico espalha luz.

5.8.1.2 pH e diametro médio das nanocapsulas incorporadas

Os valores de pH para os diversos hidrogéis permaneceram em torno de 6,5 e
ndo foi observado diferenca nos valores de pH dos hidrogéis contendo as
suspensdes de nanocapsulas quando comparados ao HG. Esses valores de pH sao
ideais para aplicagdo cutanea das formulacGes, valores de pH entre 3 e 10 nao

interferem nas caracteristicas de permeacéo de substancia lipofilicas.

A distribuicdo do tamanho das particulas obtida pela analise das suspensdes
de nanocapsulas, por difratometria de laser, antes da incorporacdo a base
semissolida demonstrou similaridade a distribuicdo do tamanho das particulas apés
a incorporacéo na base. Na figura abaixo, estao representados os perfis de LNCLIim
e HGLNCLim, eles servirdo como representantes das demais formulagdes, visto que
esse perfil foi comum entre todas as suspensfes de nanocapsulas e hidrogéis
contendo as suspensdes. Segundo Verma e colaboradores®®, o diametro
recomendado de nanoestruturas para aplicacdo topica é inferior a 600nm. Ressalta-

se entdo que as nanocapsulas desenvolvidas contendo limoneno ou seus derivados
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apresentam diametro médio menor que 200nm, sendo adequadas para aplicacdo

topica.
= =
[+}] [+}]
£ £
2 —e—LNCLim 2 —e—Hidrogel
[=] [=]
= =
001 01 1 10 100 1000 10000  0.01 T 100 10000
Diametro (um) Diametro (um)
= =
B\ —
- @
g £ —s—HGLNCLIm
=2
3 2
-
0,01 1 100 10000 0,01 1 100 10000
Diametro (pm) Diametro (um)
—_ =
B"\o —
— [+}]
o ——HGLNCL08 £
E 3 —o—HGLNCL28
G 2
-

0,01 1 100 10000

a 0,01 1 100 10000
Diametro (um)

Diametro (um)

133



[+] [+]
£ =
_g ——HGLNCCH8 3 —o— HGLNCLICH
> 2
0,01 1 100 10000 0,01 1 100 10000
Diametro (um) Didmetro (um)

Figura 47. Distribuicdo de tamanho de particula dos hidrogéis. a) LNCLim; b) HG; c)
HGLNCDbr; d) HGLNCLim; e) HGLNCLOS8; f) HGLNCL28; g) HGLNCCH8 e h)
HGLNCLICH (n = 3).

A distribuicdo do diametro das particulas e a polidispersdo dessas amostras,
LNCLim e HGLNCLim, por espectrometria de correlacdo de fétons, também
demonstrou proximidade na distribuicdo do tamanho das particulas antes e apos a
incorporacdo na base semi-sélida. O didmetro médio das particulas antes da
incorporacdo em base semi-soélida foi de 174 nm, enquanto que apos a incorporagao

no hidrogel, o diametro médio foi de 189 nm (Figura 48).
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Figura 48: Distribuicdo do tamanho das particulas por espectrometria de correlacéo
de fétons. a) LNCLim; b) HG; c¢) HGLNCbr; d) HGLNCLim; e) HGLNCLO0S8; f)
HGLNCL28; g) HGLNCCHS e h) HGLNCLICH (n = 3).

5.8.1.3 Propriedades reoldgicas das bases semissdlidas contendo as

suspensdes de nanocapsulas

Avaliar o comportamento reoldgico das formulacbes semissolidas para uso
topico € essencial para determinar seus efeitos, controle de qualidade,
espalhabilidade e consequente aceitagdo pelo paciente, além da estabilidade dessa

forma farmacéutica™.

A viscosidade de um liquido mede a resisténcia de um liquido em fluir ou
escoar e ndo esta diretamente relacionada com a densidade do liquido. Os hidrogéis
foram avaliados quanto ao seu comportamento reoldgico através de viscosimetro
rotacional. Os reogramas das formula¢des semi-sélidas da tensdo de cisalhamento
em funcdo da taxa de cisalhamento ndo apresentaram linearidade, ou seja, a
viscosidade nao foi constante ou igual ao coeficiente angular da reta, caracterizando
os hidrogéis como sistemas ndo-newtonianos. Visto que, segundo a Lei de Newton
para os liquidos ideais a tensdo de cisalhamento é diretamente proporcional a
velocidade de cisalhamento. As principais causas do fluxo ndo-newtoniano em

sistemas coloidais séo a formagcdo de uma estrutura organizada através do sistema
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e a orientacdo de particulas assimétricas na direcdo do fluxo provocadas pelo

gradiente de velocidade.

Diferentes tipos de comportamentos nao-newtonianos podem ser identificados,
dentre eles destacam-se os fluxos dilatantes, plasticos e pseudoplasticos. Materiais
em que a viscosidade aparente aumenta com o aumento da taxa de cisalhamento é
chamado de dilatante. A equacéo que representa esse modelo é semelhante a que
descreve o modelo pseudoplastico, sobretudo, o valor de n (indice de fluxo) € maior

gue 1 e aumenta com o aumento da dilatancia.

O material com comportamento plastico se comporta como um sélido quando
em repouso devido as interacfes interparticulares e apresentam escoamento a partir
de uma tensdo minima. A tensdo critica minima deve ser maior que interacdes
interparticulares destruindo a estrutura do material. Essa forca € chamada de tenséo
de cedéncia. Subsequentemente, exibe uma relacdo linear entre tensdo e taxa de

deformacéo, se comportando como um material newtoniano.

O comportamento pseudoplastico € o oposto da dilatancia, nesse caso ocorre
a reducao da resisténcia do material com o aumento da taxa de cisalhamento. Esse
comportamento obedece o modelo de Ostwald, com n menor do que 1. O indice de
fluxo € um pardmetro importante nessas analises, pois indica o grau de
pseudoplasticidade de formulacBes semissolidas, sendo que quanto mais proximo

de zero mais pseudoplastico o material.

Para determinar o comportamento dos hidrogéis desenvolvidos, modelos
matematicos foram propostos. O modelo de Bingham representa o modelo de
plastico perfeito mostrando relacdo linear entre tensdo de cisalhamento e taxa de
deformacéo, apos vencer a tenséo de cisalhamento inicial (1, ). O modelo de Casson
mostra caracteristicas plasticas, calcula-se pela raiz quadrada da tensdo de
cisalhamento é plotada em relacdo a raiz quadradao da taxa de cisalhamento. O
modelo de Ostwald representa um modelo pseudoplastico para valores de n<l e é
obtido pelos valores de log da tensao e taxa de cisalhamento. Esses modelos
seguem a lei das poténcias e informam valores de consisténcia e indice de
escoamento.O modelo de Herschel-Bulkley representam o comportamento do tipo lei

da poténcia com tenséo de cisalhamento inicial.
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Os hidrogéis desenvolvidos nessa tese representaram formulagdes
semisdlidas com comportamento nao-newtoniana e caracteristicas plasticas.
Resultado coerente com Mildo e comlaboradores em 2003, que obtiveram
formulacdes semi-solidas do mesmo carbémero, gel de carbopol, com
caracteristicas plasticas®®. Dentre os quatro modelos, as curvas do fluxo desses géis
foram melhor ajustadas pelo modelo de Casson, apresentando maiores valores de
coeficientes de determinacdo. Esses valores permaneceram entre 0,990 a 0,996
para os hidrogéis desenvolvidos. Sistemas complexas que contém tensoativo,

polimero e outros excipientes, como € 0 caso das emulsfes ou suspensdes

apresentar caracteristicas reoldgicas dependentes do sistema reticular formado.

Os hidrogéis foram avaliados quanto ao seu comportamento reologico através
de viscosimetro rotacional (figura 49). Os géis mostraram-se com comportamento
nao-newtoniano, pois a viscosidade variou com o aumento da taxa de cisalhamento
em todas as amostras. A viscosidade do hidrogel preparado com agua variou de
221353 a 109143 cP com o aumento da taxa de cisalhamento de 0,18 a 0,77 s™, e
passou a 220153 cP com a reduc¢ao subsequente da taxa de cisalhamento para 0,18
st. Tal resultado indicou auséncia de histerese. Comportamento semelhante foi
encontrado para os hidrogéis contendo nanocapsulas. No entanto, os valores de
viscosidade foram levemente superiores na amostra HGLNCBr, correspondendo a
variacdo de 310734 a 103384 cP com aumento da taxa de cisalhamento, passando
a 288538 cP com reducgédo subsequente desse parametro. Por sua vez, a amostra
contendo LNC-Lim apresentou valores levemente inferiores, variando de 302935 a
95020 cP com aumento da taxa de cisalhamento, o qual passou a 258545 cP com
aumento subsequente da mesma. Por sua vez, a amostra contendo LNC-CHS8
apresentou valores levemente inferiores, variando de 176924 a 87204 cP com
aumento da taxa de cisalhamento, o qual passou a 165565 cP com reducéo
subsequente da mesma. A amostra HGLNCLO8 apresentou valores inferiores as
demais amostras, com variacao entre 158966 e 91729 cP e com o0 aumento da taxa
de cisalhamento, passando a 127173. O hidrogel HGLNCL28, que apresentou
resultados semelhantes aos demais, os valores de viscosidade variou de 273542 a
98859, aumentando com o aumento da taxa de cisalhamento, passando a 221953.
Por fim, o HGLNCLICH apresentou valores variando de 176898 a 85130 cP com

aumento da taxa de cisalhamento, o qual passou a 169544 cP com reducédo
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subsequente da mesma.
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Figura 49: Perfil reoldégico dos géis. a) HG; b) HGLNCbr; ¢) HGLNCLim; d)
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6 CONCLUSOES

Nesse estudo inovador com o limoneno, seus derivados e chalcona,
nanocpsulas de nucleo lipidico foram preparadas e caracterizadas para aplicagdo

topica no tratamento de leishmaniose cutanea.

Suspensfes de nanocapsulas desenvolvidas com o dobro da fracéo
volumétrica contendo limoneno, seus derivados e/ou chalcona preparadas pelo
método de deposicao interfacial do polimero pré-formado apresentaram diametro

menor que 210 nm, indices de polidispersao abaixo de 0,13.

Andlises por espalhamento multiplo de luz das nanocapsulas demonstraram,
de maneira geral, que os fendbmenos de instabilidade foram inferiores a 2% e dentro

dessa faixa de variagdo demonstrando que ha estabilidade fisica nos sistemas.

As suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico com distribuicdo
nanometrica e unimodal em analise na difracdo de laser demonstraram estabilidade
guanto ao didametro médio, polidispersdo, pH durante 30 dias armazenadas a
temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Foi possivel obter nanocapsulas com um aumento expressivo nha
concentracdo de limoneno com o auxilio de fixadores de perfume. Esse compostos
atuaram como ancoras moleculares, aumentando a permanéncia desse terpeno na
nanoestrutura. As nanocapsulas demonstraram ser estaveis por 30 dias, na

concentracdo maxima encapsulada de 0,5mg/mL de ativo.

O método analitico de quantificacdo dos derivados aminados encapsulados
foi desenvolvido por CG-MS, demonstrando ser um método linear, preciso,

exato,especifico e com limites de quantificacdo e deteccdo abaixo da curva padréo.

Formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidico desenvolvidas com o dobro
da fracdo volumétrica contendo 0,5 mg/mL de chalcona CH8 foram preparadas sem
evidéncia de formacdo de populacdo micrométrica. Nanocristais de flavondide néo

se formaram concomitantemente as nanocapsulas nessa concentracao.

Foi possivel incorporar as formulacbes em hidrogéis de carbdmero, os quais

apresentaram perfil reoldgico ndo-newtoniano e caracteristicas plasticas. Dentre os
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guatro modelos, as curvas do fluxo desses géis foram melhor ajustadas pelo modelo

de Casson, apresentando maiores valores de coeficientes de determinacéo.
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CAPITULO 5






AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO LIMONENO LIVRE E
NANOENCAPSULADO FRENTE A CANCER CERVICAL.

1 INTRODUCAO

Cancer é a denominacdo comum para todos os tumores malignos. Apesar
das origens antigas desse termo serem relativamente incertas, provavelmente deriva
do termo em latim caranguejo, presumidamente porque o cancer “agarra-se de uma

maneira obstinada a qualquer parte do que se apodera, como um caranguejo”.

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA)? o cancer é o nome dado a
um conjunto de doencgas que tém em comum o crescimento desordenado de células
invadindo tecidos e 6rgdos. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacédo de tumores malignos,
0S quais podem espalhar-se para outras regides do corpo. Porém, a definicao
bioquimica para esta doenca é uma perda do controle dos mecanismos de

proliferacéo, diferenciacéo e morte celular®.

Mundialmente, o cancer cervical constitui o segundo tipo de cancer mais
comum entre as mulheres. Sua incidéncia torna-se evidente na faixa etaria entre 20
a 29 anos e o risco aumenta gradualmente com a idade. O cancer do colo do utero €
uma doenga que pode ser prevenida. No Brasil, a classificacdo das lesdes
intraepiteliais e cancerosas do colo do Utero é utilizada em laudos citopatoldgicos,
preconizada pelo Ministério da Saude e as lesdes identificadas no exame de
Papanicolau devem ser tratadas e acompanhadas de acordo com o recomendado
pelas Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero*°. O
exame de Papanicolau é primordial para o diagndstico do cancer do colo do utero,
pois este apresenta evolucdo lenta com longo periodo entre desenvolvimento das
lesbes precursoras e o0 aparecimento do cancer. Portanto, um dos mais altos
potenciais de prevencao e cura, chegando perto de 100% quando diagnosticado nas
fases pré-invasivas podendo ser tratado em nivel ambulatorial em cerca de 80% dos

casos®’.
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A etiologia deste tipo de cancer esta associada a infeccao pelo Papilomavirus
Humano (HPV), transmitido sexualmente, e a interacdo entre diversos fatores de
risco. A infeccao pelo virus HPV precede o desenvolvimento de lesdes malignas e

tem sido associada a lesbes precursoras de cancer cervical.

O tratamento dessa doenca € efetuado com quimioterapia ou radioterapia.
Estudos tém mostrado que a quimioterapia baseada em cisplatina administrada
concomitantemente com a radiacdo proporciona um melhor tratamento. Porém,
melhorias nos tratamentos terapéuticos ndo tem diminuido significativamente a taxa
de mortalidade por esse tipo de cancer em pacientes com doenca avancada,
recorrente ou metastatica que ainda tem um prognéstico ruim®. Assim outras
alternativas tém sido propostas, levando em consideracdo os mecanismos naturais
de defesa do hospedeiro e que constitui a melhor compreensdo dos mecanismos

basicos de defesa antitumoral®®

A necessidade de agentes ndo-invasivos e antitumorais mais eficientes e
menos onerosos tem levado a busca de novos compostos com acdo farmacologica
no controle do crescimento das células tumorais, bem como na modulacdo nas
moléculas que permitem as metastases. Novos avancos através da intensificacdo do
tratamento padrao séo limitados pela resisténcia inata e adquirida do tumor e pelos
efeitos colaterais de curto e longo prazo. Nesse sentido, alternativas sao
necessarias e podem prolongar o efeito antitumoral, com baixos efeitos téxicos. Uma
das alternativas muito promissoras € a utilizacdo de compostos de origem natural na

busca de terapias mais eficazes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Céncer
2.1.1 Aspectos gerais e ciclo celular

As neoplasias malignas representam quase 17% dos Obitos de causa
conhecida, notificados em 2007 no Sistema de Informacdes sobre Mortalidade®.
Essa doenca é considerada um importante problema de saude publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo ainda importante causa de morte no

Brasil e no mundo.

De fato, existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolucdo de
uma célula normal para uma célula potencialmente maligna’®, mas a maior parte
deles interferem na divisdo celular por isso, o conhecimento do ciclo celular ou dos
seus mecanismos é importante para que haja a compreensdo da etiologia do

cancer'?.

Grande parte das células eucaridticas passam por uma serie de eventos
ordenados que constituem o ciclo celular, o qual as células duplicam (replicam) seu
DNA e, posteriormente, entram em divisdo (mitose). J4, as células neoformadas néao
se comportam de forma coordenada,podendo continuar a se dividir, ou sair do ciclo
celular, entrando no estado quiescéncia. A regulacéo do ciclo celular é critica para o

desenvolvimento normal dos organismos multicelulares™?.

De acordo com a oncologia molecular, o cancer é o resultado de um acumulo
de alteracdes genéticas, algumas das quais podem ser adquiridas e outras
herdadas. Os genes que sdo alterados sdo aqueles envolvidos nos processos
celulares normais e fundamentais, como regulagao do ciclo celular, a sinalizacéo, e

a diferenciacdo™®.

Na figura abaixo, esta representado o ciclo de replicacao celular com as fases

de desenvolvimento. Na fase Gg, que ocorre entre a fase mitética e a fase G1, a
célula que nao estéa replicando. Nesta fase, o DNA apresenta-se super-enovelado,
com atividade nuclear baixa. Este estagio evolui para a fase G;, onde a célula é
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preparada para a multiplicagéo, com a producao de constituintes celulares que seréo
essenciais para a nova célula que sera gerada, além da preparacdo para a sintese

de DNA, que ocorrera na fase S.

Nas fases G; e S existem diversos mecanismos reguladores que iréo afetar a
multiplicagéo celular. Os fatores de crescimento, como os produtos de oncogenes,
ativam a multiplicacdo celular, enquanto que os controles de retroalimentacao
("feedback™ sé&o inibidores da multiplicacdo celular. Estes controles sao, por
exemplo, genes mutados (oncogenes, proto-oncogenes e genes supressores
tumorais). Oncogenes trata-se de um grupo de genes cuja presenca e/ou
hiperatividade podem predispor ao desenvolvimento de cancer. Visto que esse
grupo codifica proteinas que estimulam excessivamente a proliferacdo celular**. O
oncogene c-myc € fundamental para o processo tumorigénico em diversos canceres
humanos. A proteina codificada pelo gene c-myc em geral atua inativando os
supressores tumorais, embora algumas vias associada a esta proteina ndo tenham
sido totalmente elucidadas. A atividade desse gene em células normais € regulada
por sinais externos, como fatores de crescimento e componentes da matriz
extracelular. Células diferenciadas normalmente expressam baixos niveis de c-
myc'®. J&, proto-oncogenes é uma familia de genes normais que codificam as
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular normal. Por fim, genes supressores
tumorais, tratam-se de genes que codificam proteinas que inibem o crescimento de

células tumorais®®?’.

Outro mecanismo regulador € a apoptose (morte celular
programada), que provoca a morte da célula em detrimento da possibilidade da
célula tornar-se alterada, podendo levar ao cancer'®, Na fase G, ha a sintese de
proteinas para a mitose (divisdo celular com manutencdo do numero de
cromossomos especifico da espécie). Apds a divisdo do material nuclear ha a
citocinese (que é a separacao da célula mée, formando as duas células filhas com
suas organelas e demais constituintes celulares), finalizando o ciclo de replicagéao
celular (retorna a fase Gg). A célula tumoral ou transformada néo finaliza o ciclo de

replicacdo celular (ndo retorna a fase Gy), assim passa da fase M para nova fase Gj.

154



Interfase

Fase S
Sintese do DNA
e duplicagéo dos

G
Sintese do RNA
e de proteinas

Sintese de
proteinas

Figura 38: Ciclo de replicacao celular para célula em mitose. Adaptado de cientic.com.

2.1.2 Apoptose

A apoptose (morte celular programada) ocorre nas mais diversas situacoes,
como por exemplo, na reposicdo fisiologica de diversos tecidos maduros, na
resposta inflamatdria e na eliminagdo de células apdés o dano celular por agentes
genotoxicos™®. A apoptose pode ser desencadeada por estimulos externos através
de receptores de superficie (ditos receptores de morte) ou por estimulos internos de
estresse intracelular ou nas vias metabdlicas. Essas vias culminam com a ativacao
de proteases conhecidas como caspases, as quais exercem papel central no
processo de morte celular®.

O processo de apoptose pode ser dividido em uma fase de ativacéo, na qual
as caspases se tornam cataliticamente ativas, e uma fase de execugao, na qual as

enzimas atuam provocando a morte celular (figura 51).

O inicio da apoptose ocorre por sinais de duas vias distintas, porém
convergentes: a via extrinseca ou iniciada por receptores e a via intrinseca ou
mitocondrial. Resumidamente, a via extrinseca pode ser ativada por receptores de
morte (membros da familia de receptores do fator de necrose tumoral-TNF) que
contém um dominio citoplasmatico, envolvido nas interacdes proteina-proteina,
chamado de dominio de morte. Na via intrinseca a permeabilidade mitocondrial

aumenta e sao liberadas moléculas pré-apoptéticas no citoplasma, sem a
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participacdo de receptores de morte’?. A esséncia da via intrinseca é o equilibrio

entre as moléculas pré-apoptéticas e proteinas que regulam a permeabilidade

mitocondria.
Via Intrinseca Via Extrinseca
l [ |
<" Retirada de fatores de y i Interagdes receptor-ligante
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\>/ crescimento, horménios as
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Figura 39: Diagrama representativo dos mecanismos de apoptose. Adaptado de
Robbins & Cotran®’.

As caspases sao divididas em dois grupos basicos: iniciadoras (caspase-8 e a
caspase-9) e efetoras (caspase-3 e a caspase-6), dependendo da ordem em que
sdo ativadas durante a apoptose. Depois que uma caspase iniciadora é ativada, o
programa de morte enzimatica € iniciado pela ativacdo rapida e sequencial das
outras caspases. Uma vez ativada, a caspase-3 induz a clivagem de ligacGes
peptidicas em substratos importantes tais como: proteina quinase, proteina do
citoesqueleto, proteinas relacionadas com o reparo do DNA, subunidades inibitorias
de endonucleases. Estes eventos que finalmente levam a destruicdo das funcbes
celulares vitais, acarretando consequentemente ao aparecimento das modificacdes

morfologicas caracteristicas nas células em processo apoptotico, tais como:
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contragdo do citoplasma, condensacédo da cromatina, fragmentacdo do DNA e
formacdo dos corpos apoptéticos?*?*. E, finalmente as células apoptdticas s&o
fagocitadas, geralmente por macréfagos. Os corpos apoptoticos sdo rapidamente
degradados nos lisosssomos e as células saudaveis adjacentes migram e proliferam

para substituir o espaco ocupado pela célula apoptética.

2.2 Cancer Cervical

Cancer do colo do utero é a segunda neoplasia mais frequente na populacéo
feminina, detendo o Brasil, o terceiro lugar em incidéncia e a quarta causa de
mortalidade. Por ano, faz 4.800 vitimas fatais e apresenta 18.430 novos casos.
Prova de que o pais avangcou na sua capacidade de realizar diagndstico precoce €
gue na década de 1990, 70% dos casos diagnosticados eram da doenca invasiva.
Ou seja: 0 estagio mais agressivo da doenca. Atualmente 44% dos casos sdo de
lesdo precursora do céancer, chamada in situ, esse tipo de lesdo é localizada.
Mulheres diagnosticadas precocemente, que se tratadas adequadamente tém
praticamente 100% de chance de cura. De acordo com os dados do Instituto
Nacional de Cancer (INCA), estimou-se 17.540 novos casos em 2012 e 4.986
desde 2010%.

A incidéncia de cancer cervical torna-se evidente na faixa etéria entre 20 a 29
anos e o risco aumenta gradualmente com a idade. A etiologia deste tipo de cancer
esta relacionada a infeccéo por certos tipos de Papilomavirus Humano (HPV) e a

interacdo entre diversos fatores de risco?®?" %,

O papilomavirus humano (HPV) é um agente infeccioso transmitido
principalmente por via sexual e sua vinculagdo com o desenvolvimento de uma
variedade de lesdes pré-malignas e cancer cervical ja4 é bem estabelecida®. Tém
sido identificado mais de 100 subtipos de HPV*® e seus subtipos sdo classificados
em trés grupos, de acordo com o potencial oncogénico: de baixo, médio e alto risco.
Na carcinogénese cervical por HPV, uma fracdo significativa de HPV de alto risco
integra o0 seu DNA ao cromossomo do hospedeiro, com perda de E2,
superexpressdo de oncogenes virais E6 e E7 e instabilidade genOmica. Estes
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canceres sao tratados com quimioterapia, radioterapia e cirurgia, porém com

sucesso limitado (Figura 52).

Embora o HPV seja essencial para a transformacgédo das celulas epiteliais
cervicais, sua presenca ndao é suficiente. Uma grande variedade de eventos
moleculares e co-fatores podem influenciar neste processo como por exemplo:
cigarro, disfuncfes no sistema imunolégico, nUmero de parceiros, inicio precoce da
atividade sexual, alto numero de paridade (relativo a partos normais), uso

prolongado de contraceptivos orais e infecgdo por outro agente transmitido
26,27

sexualmente como Chlamydia trachomatis

FIGURA 40: Carcinogénese cervical pelo HPV. Infeccdo dos queratinécitos pelo
HPV e replicacdo do DNA viral. Adaptado de Goodman, a. & Wilbur®.

Os HPVs de alto risco séo ligados ao surgimento de 95% dos carcinomas
cervicais, tais como os HPV 16 e 18, que sdo os mais frequentemente detectados®.
Fatores genéticos, como 0s genes E6 e E7 estdo relacionados as propriedades
transformantes dos HPVs de alto risco. Em les6es malignas, associadas ao HPV 16
e 18, o DNA viral permanece integrado ao cromossomo do hospedeiro. Para

possibilitar tal integracédo, ocorre uma quebra no genoma viral, geralmente, nas
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regibes E1 e E2 do virus, com perda das funcbes destes genes e aumento da
expressdo das oncoproteinas E6 e E7**. As proteinas codificadas por estes genes
interferem na atividade inibitéria do crescimento celular exercido pelos genes
supressores de tumor®. A oncoproteina E6 leva & degradacdo e inativacdo do
produto do gene supressor de tumor p53, inibindo apoptose, e a oncoproteina E7 se

liga & proteina do retinoblastoma (pRb), a qual inibe a progresséo do ciclo celular®.

O mecanismo pelo qual o HPV induz a tumogénese foi sugerido devido a
habilidade da proteina E6 de se associar com o supressor de tumor p533’. Porém,
essa degradacao da proteina p53 parece ndo ser o Unico mecanismo pelo qual a
proteina E6 inibe a apoptose. Howie e colaboradores em 2009*® avaliaram em seu
estudo outro mecanismo no qual o HPV induz a tumogénese. Para isso, foram
utilizadas células que ndo expressam a proteina p53 e observou-se que EG6 inibe
esse processo por uma via independente, bloqueando e degradando proteinas
chaves das vias intrinsecas e extrinsecas das caspases. Sendo assim, a proteina E6
€ responsavel por prevenir a morte celular, blogueando outros mediadores

intrinsecos envolvidos na apoptose além da p53.

O processo de apoptose € muito importante para eliminar dano celular,
crescimento aberrante e células infectadas por virus, que poderiam ser uma ameaca
a sobrevivéncia de um organismo. Acredita-se que defeitos neste processo, tem
uma funcdo tanto no desenvolvimento de malignidade quanto na resisténcia a
quimioterapia®. Enquanto a reducéo da apoptose estéa relacionada com o carcinoma
cervical, seu aumento tem sido observado em lesdes intra-epiteliais precursoras

desta patologia®.

Tem sido descrita em cultura de células que a proteina E6 do HPV apresenta
atividade anti-apoptotica, esta proteina pode também induzir ou sensibilizar as
células a apoptose®’. Esse efeito contraditério parece estar relacionado com a
presenca de isoformas da proteina E6, conhecidas por E6* que apresentam uma
cadeia proteica menor e que podem interagir com E6 e formar complexos com novas
funcdes. Os principais fatores que irdo determinar o efeito final na célula, protecao
ou sensibilizacdo a apoptose sdo, o nivel da expressdo da proteina E6 e a relacéo

entre E6 e suas isoformas (E6*). O mecanismo pelo qual a célula se torna sensivel a
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apoptose parece ser devido a ligacdo entre E6* e E6, inibindo, desta forma, a

degradacao da p53*.

A proteina E6 promove alteracfes na adesao, polaridade e diferenciacao celular
das camadas epiteliais da epiderme, além de inativar a p53 e bloquear a apoptose.
Durante esse processo, a proteina E6 degrada uma série de proteinas importantes
para o processo de diferenciacdo terminal celular a fim de permitir a proliferacao

celular e consequente replicacao viral®.

2.2.1 Diagnéstico e tratamento do cancer cervical

As alteracdes das células que podem desencadear o cancer sao descobertas
facilmente no exame preventivo (Papanicolou), por isso € importante a sua
realizacdo periodica. Papanicolou € o teste mais comum e mais aceito para ser
utilizado para deteccédo precoce do cancer de colo do utero. Esse teste que examina
as células coletadas do colo do utero. O objetivo do exame é detectar ceélulas
cancerosas ou anormais. O exame pode também identificar condicbes nao
cancerosas como infeccdo ou inflamagdo. Quando essas alteracbes sao
identificadas e tratadas, € possivel prevenir a doenca em praticamente 100% dos

casos.

7

Outra estratégia de prevencdo € a vacinacdo contra HPV. Duas vacinas
estdo, atualmente, registradas no Brasil, ambas prevenindo contra a infeccéo pelos
dois subtipos oncogénicos mais prevalentes no Brasil e no mundo, os tipos 16 e 18.
A vacina tetravalente, que teve seu registro publicado em 2006 que esté indicada
para mulheres de 9 a 26 anos e previne contra HPV tipos 6, 11, 16 e 18. E a vacina
bivalente teve seu registro publicado em 2008 e esta indicada para mulheres de 10 a
25 anos de idade para a prevencéao contra dois tipos de HPV, 16 e 18. H& evidéncias
de que ambas sdo seguras e eficazes na prevencdo da infeccdo pelos subtipos
incluidos em suas formulacdes, entretanto, esta eficacia € reduzida quando a mulher
ja teve contato com o virus. Apesar de existirem essas vacinas profilaticas
(preventivas) contra as formas mais perigosas do HPV, elas ndo conseguem tratar
infeccdes pre-existentes e outras lesfes associadas ao micro-organismo, por isso a

160



necessidade da pesquisa de uma terapéutica que combata o tumor ja existente e

lesBes pré-cancerosas.

O cancer cervical apresenta varias etapas de evolu¢do, e em coeréncia, 0S
tratamentos sdo definidos levando em consideracdo alguns fatores como:
classificacdo das lesdes do colo, estadiamento dessas lesdes, idade das pacientes,
desejo de manter fertiidade e condicdo clinica. O tratamento das pacientes
portadoras desse cancer baseia-se na cirurgia, radioterapia e quimioterapia, sempre
dependente das condic¢des clinicas da paciente, do tipo de tumor e de sua extensao.
Quando o tumor € inicial, os resultados da cirurgia radical e da radioterapia sao

equivalentes.

O tratamento cirdrgico consiste na retirada do Utero, porcdo superior da
vagina e linfonodos pélvicos. Os ovarios podem ser preservados nas pacientes
jovens, dependendo do estadiamento do tumor; quanto mais avancado, mais
extensa € a cirurgia. O tratamento radioterapico pode ser efetuado como tratamento
exclusivo, pode ser feito associado a cirurgia (precedendo-a) ou quando a cirurgia €
contra-indicada. Entretanto, apesar do aumento no nimero de ac¢des de controle do
cancer de colo de utero, ainda ndo estdo sendo capazes de interferir no indice de
mortalidade. O que indica que o tratamento para o0s casos diagnosticados
precocemente ainda esta aquém do se poderia esperar. Assim, ressalta-se a
relevancia de estudos baseados em ativos vegetais e nanotecnologia para o

desenvolvimento de novas terapias antitumorais.

2.2.2 Produtos naturais como fonte de compostos bioativos.

Produtos naturais e seus derivados representam mais de 50% dos farmacos
em uso clinico no mundo, além disso, aproximadamente 1/3 dos farmacos
aprovados pela Food Drugs Administration (FDA) utilizados na medicina
convencional tem sua origem de plantas*’. O fator limitante para a utilizacdo
terapéutica dos fitomedicamentos no tratamento convencional das diversas doencas

€ a falta de dados cientificos que comprovem sua eficacia e a seguranca, frente a
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isso, a busca por essas informagdes aumentou consideravelmente*®. Apesar das
grandes industrias farmacéuticas darem preferéncia pelo desenvolvimento de
medicamentos sintéticos, observa-se, nas Ultimas décadas, um grande interesse do
mercado pelo potencial terapéutico das plantas medicinais*. O crescente interesse
na pesquisa de produtos naturais para atividade farmacologica tem demonstrado
gue plantas representam uma fonte potencial de novos agentes. A terapia tradicional
estd se encaminhando para uma crise devido ao rapido desenvolvimento de
resisténcia ou inatividade aos agentes existentes, o que aumenta consideravelmente

a procura por novas e eficazes substancias com atividade e baixa toxicidade.

A busca por agentes antitumorais a partir de fontes vegetais comegou em
1950 com a descoberta dos alcalbides da vinca (vimblastina e vincristina). Com isso,
em 1960, o United State National Cancer Institute (NCI) deu inicio a um amplo
programa de coleta de plantas. Nesse contexto, essa busca por novos compostos
bioativos vém apresentando grandes dimensdes, e apresentando resultados
positivos. Como resultado dessa busca incessante de novos farmacos, pode-se
mencionar medicamentes originarios de plantas mais promissores no tratamento de

cancer, os taxanos e camptocinas®.

Dentre os produtos naturais, daremos enfoque ao limoneno, um terpeno
abundante em paises tropicais e reconhecido como um potencial agente
quimioterapéutico. Estudos que avaliaram a atividade do limoneno e seus
metabolitos, o efeito sobre o ciclo celular e a viabilidade em vérias linhas de células
cancerosas demonstraram que esses terpenos tém o efeito de reduzir a regulacdo
da expressao de Bcl-2 (um regulador importante da via de apoptose mitocondrial),
que impedem a formacé&o de poros em apoptose mediada pela proteina BAX. Bcl-2 é
frequentemente superexpressa em células cancerosas. A regulacdo negativa da
expressao de Bcl-2 e a regulacéo positiva de BAX conduz a liberagao de citocromo ¢
no citosol ativando assim o mecanismo apoptoético regulado pela caspase-9 e

caspase-3, esta serie de eventos resulta em apoptose.

Dados recentes relatam outro possivel mecanismo que permite D-limoneno

7

para induzir a via de morte mitocondrial. O composto € relatado por inibir a via
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PI3K/Akt/mTOR (frequentemente mais ativada no cancer, permitindo a proliferagéo e
prevenindo a apoptose) levando assim a ativacdo da BAD (Bcl-2, associada a
promotor de morte celular), uma proteina que promove a apoptose e bloqueia
proteinas anti-apoptéticas*®. A inibicdo da via PI3K/Akt/mTOR por D-limoneno é
relatado para ser dependente da dose. Este mecanismo de acdo tem sido relatada
em diferentes tipos de cancer, em particular em células de leucemia, em células de
cancer de colon (LS174T) e mesmo em células de cancer de mama. Além disso, o
limoneno diminuiu os niveis de p-Akt (Ser473), p-Akt (Thr308) e p-GSK-3B (Ser9),
sugerindo que a apoptose induzida pelo terpeno ocorreu através da via mitocondrial

e morte a supresséo da via PI3K/Akt*.

Os fendmenos acima relatados sao principalmente devido aos efeitos do
limoneno sobre a activagcdo da via de sinalizacdo RAS. O processamento da
proteina RAS requer uma farnesilacao final ou geranilgeranilacdo em um residuo de
cisteina para obtencédo de uma proteina funcional. Mutacdes desse bloco do residuo
da cisteina influenciam na atividade de RAS. Tal reacdo de farnesilacdo ou
geranilgeranilacdo € feito por duas enzimas: farnesiltransferase (FT) e
geranylgeranyltransferase 1 (GGT1). Ambas as enzimas partilham uma subunidade
funcional chamado FNTa, tal proteina é clivada pela caspase-3 durante a apoptose,
sugerindo que um tipo de sinal pode induzir apoptose por indiretamente inibir a

prenilacdo de proteinas envolvidas na sobrevivéncia e proliferagéo celular.

O limoneno e o acido perilico tém sido referidos como sendo inibidores de
farnesiltransferase e geranylgeranyltransferase 1 impedindo assim a prenilacédo e
subsequente ativacdo da RAS e suas cascatas de sinalizacdo relacionadas*’*®. Um
grupo de pesquisadores do Hospital Infantil St. Jude Research em Memphis, EUA,
esta trabalhando sobre a hipétese de que esses compostos ocupam uma bolsa
hidrofébica das enzimas preniltransferases, consequentemente, bloqueando a sua
actividade. Além disso, € relatado que esses dois terpenos afetam a via do
mevalonato de diferentes maneiras: interferindo na producdo de farnesil-PP e
geranilgeranil-PP e, por conseguinte, na producéo de proteinas preniladas (ndo soé
RAS). Na realidade os dados recentes propde que o acido perilico e também o

limoneno tem a capacidade de modular a expressdo dos genes, a eficiéncia da
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traducdo e também processamento pdés-traducional da coenzima A redutase 3-
hidroxi-3-metilglutaril (HMG-CoA redutase)*’. Ha evidéncias de uma reducdo da

atividade HMG-CoA redutase em células expostas ao acido perilico e limoneno.

Porém, as terapias para o tratamento de cancer sdo de um modo geral, as
mesmas que se utilizam desde ha 40 anos e consistem basicamente em dissec¢éo
cirdrgica, radioterapia e/ou quimioterapia. Estas terapias tém uma eficacia limitada,
altos niveis de citotoxicidade e varios efeitos secundarios indesejados.
Adicionalmente, a natureza da doenca é tal que, a menos que se destruam todas as
células do céancer, as hipbteses de reincidéncia sdo elevadas e normalmente estéao
associadas a tumores mais agressivos e resistentes a terapia. Na literatura
encontram-se um vasto numero de trabalhos envolvendo as nanoparticulas
poliméricas e as doencas em questdo, sendo eles com o intuito de tratamento
baseados na capacidade que esses nanossistemas apresentam em reduzir a

toxicidade e potencializar a atividade biolégica.

2.3 Nanoparticulas poliméricas e suas aplicacdo antitumoral.

As nanoparticulas poliméricas apresentam grande importancia na area
farmacéutica em virtude de serem sistemas coloidais que possuem interessantes
propriedades fisico-quimicas, tais como o tamanho reduzido, ampla area superficial,
carga superficial, que as tornam eficientes sistemas para aplicacdo na liberacao

controlada de farmacos.

As nanoparticulas sdo constituidas a partir de polimeros naturais ou
sintéticos. Os nanosistemas constituidos por polimeros biodegradaveis tém atraido
maior atencdo dos pesquisadores devido as suas potencialidades terapéuticas, a
maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e durante o armazenamento. As
nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais, carreadores de farmacos, que
apresentam diametro inferior a 1000 nm “**°. O termo nanoparticula inclui as
nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a organizagao
estrutural e composicdo. As nanocapsulas sdo sistemas reservatorios, constituidos
por um nudcleo oleoso envolto por um invllucro polimérico. Por outro lado, as
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nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composi¢do, sdo sistemas matriciais

formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido.

Muitos farmacos antitumorais apresentam sua eficacia comprometida pela
baixa especificidade e toxicidade apresentada. A fim de abordar essas questdes,
pesquisadores tém explorado o uso de &cido folico como alvo especifico para
aumentar a especificidade da quimioterapéutica, visto que as células carcerosas
superexpressam os receptores de folato. Foi desenvolvido para isso hanoparticulas
poliméricas de L-tirosina polifosfato decoradas com PLGA-PEG conjugado com
acido félico e testadas sob fluxo fisioldgico simulado. As nanoparticulas decorados
com acido folico apresentaram uma fixacdo 10 vezes maior em ceélulas HelLa, uma
linha celular de cancer cervical, em relacdo ao controle de nanoparticulas e em
fibroblastos dérmicos humanos. Os autoras acreditam que essas interagdes do alvo
nanoparticulas para HelLa sédo provavelmente o resultado de uma ligacdo ligante-
receptor. Para comparar foi desenvolvido um estudo de competicdo com o &cido

félico livre e observou-se que inibiu a fixacdo de nanoparticulas®".

Muitos agentes quimioterapéuticos largamente utilizados tém sido testados
em conjugados com acido poli-glicolico, tendo mostrado resultados promissores.
Exemplos destes agentes conjugados com acido poli-glicélico sdo, o paclitaxel e a

camptotecina, que se encontram em ensaios clinicos.

Mei e colaboradores em 2012% sintetizaram um copolimero dibloco
biodegradavel, TPGS-b-(PLA-ran-PGA). O succinato de D-a-tocoferil polietilenoglicol
(TPGS) é um PEG solavel em agua, de origem natural, derivado da vitamina E. As
nanoparticulas desenvolvidas com esse copolimero contendo docetaxol foram
testadas in vitro em células HelLa. Os resultados demonstraram que as
nanoparticulas TPGS-b-(PLA-ran-PGA) foram biocompativeis e o0 docetaxol
nanoencapsulado apresentou citotoxicidade significativa contra as células
cancerosas. A citotoxicidade contra as células HeLa com nanoparticulas (TPGS-b
PLA-ran-PGA) foi tempo e concentracdo dependentes. Em conclusdo, o copolimero
TPGS-b-(PLA-ran-PGA) pode ter atuado como uma matriz polimérica biocompativel

potencial aplicaveis em sistemas nanoestruturados para a quimioterapia do cancer.
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Esse mesmo grupo de pesquisa desenvolveu outras nanoparticulas com
copolimeros, como (PCL-PLA-TPGS) para avaliar também a atividade citotéxica do
docetaxol in vitro em células HelLa. A absorcéo celular e citotoxicidade in vitro das
formulagbes de nanoparticulas foram comparadas com a formulagdo comercial
Taxotere®. Nos experimentos de viabilidade celular observou-se pelo ICsg, que a
formulacdo de nanoparticulas PCL-PLA-TPGS foi mais eficaz na reducdo do nimero

de células do que o Taxotere ® apos 48 h (p <0,05) e 72 h (p <0,05) de tratamento.

Dessa forma esse capitulo versa sobre o desenvolvimento tecnoldgico e
avaliacdo biologica in vitro de nanocapsulas contendo limoneno frente ao cancer
cervical. As nanocapsulas foram escolhidas como vetores para administracdo de

compostos e potencializadores da atividade.

166



3. HIPOTESE DO TRABALHO E OBJETIVOS

Considerando o exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade bioldgica do limoneno livre e nanoencapsulado em ensaios in vitro com

células cancerosas SiHa, linha celular de cancer cervical.

A hipétese do trabalho desse capitulo

A incorporacao de limoneno em nanoparticulas poliméricas potencializaria a
atividade antitumoral.

_ @&
Yuu® ™ G50
CELULAS

TUMORAIS
\_/ MORTAS

Figura 41: Hipo6tese de trabalho desse capitulo envolve a incorporacéo de limoneno

em nanoparticulas poliméricas que potencializa a atividade antitumoral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

+ Substancias ativas: Limoneno

% Polimero biodegradavel: Poli(s-caprolactona) (PCL) My = 65000 g.mol™ (Sigma-

Aldrich, Franca).
% Tensoativos: lipofilico: Span 60® (Monoestearato de sorbitano) (Sigma-Aldrich,
Brasil) e hidrofilico: Tween 80® (Polissorbato 80) (Delaware, Brasil).

% Fase oleosa: Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (Brasquim, Brasil).

4.2 Aparelhos e Equipamentos

+ Evaporador rotatoério (Buchi - Alemanha);
< Bomba de vacuo V-500 (Biichi Vac® - Alemanha);
% Potencidmetro Denver® Instrument VB-10 (Nova lorque);
+ Agitador Certomat MV (Vitaris — Alemanha);
% Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Laboratorio K213- Instituto de
Quimica- UFRGS):
- Injetor S-200 (Perkin-Elmer — Estados Unidos);
- Detector UV-VIS S-200 (Perkin-Elmer — Estados Unidos);
- Bomba S-200 (Perkin-Elmer — Estados Unidos);
+ Difratometria de laser (Mastersizer 2000®, Malvern, UK)
“ Espectrémetro de correlagdo de fotons - Zetasizer nanoseries - modelo ZEN 3600
(Malvern Instruments — Reino Unido);
% NanoSight LM10 & NTA 2.0 Analytical Software, NanoSight Ltd.
% Banho Termostatizado (Ika - Brasil);
¢+ Turbiscan LAb (Formulaction - Franca);
% Viscosimetro vibracional (MODELO AED-SV 10 Série)
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4.3 Solventes e outros materiais

+» Acetonitrila grau CLAE (Tédia, Brasil);

+ Acetona (Nuclear e Quimex, Brasil);

< Agua destilada;

< Alcool etilico absoluto;

< Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q® - Millipore, EUA);

+ Membrana 0,45 pum (Millipore, EUA);

% Pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, Alemanha); Coluna LiCrospher® 100
RP-18 (Merck, Alemanha);

4.4 Métodos
4.4.1 Preparacéao das suspensdes de nanocapsulas

Para a preparacdo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas foi utilizado
o método descrito previamente®® baseado na deposicéo interfacial de polimero preé-
formado (FESSI et al., 1988 apud GOVENDER,1999).

Preparou-se uma fase organica contendo 100 mg de poli(epsilon-
caprolactona) CAPA, 120 mg de triglicerideos de cadeia média (TCM), 40 mg de
monoestearato de sorbitano, limoneno, 25mg almiscar + sandalo e 27 ml de
acetona, a 40 °C. A fase organica foi injetada, sob agitacdo, em uma fase aquosa
contendo 90 mg de polissorbato 80 e 53 ml de agua MilliQ®, a 40 °C. Apds 10 min
sob agitacdo moderada, a acetona foi removida e a suspenséao foi concentrada a 10
ml em evaporador rotatério, a 40 °C. Formulagdo sem limoneno e sem fixadores foi
preparada para fins de comparacao e formulagcdo contendo fixadores na mesma

concentracao utilizada na preparacdo de LNC-Lim.

4.4.2 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas

As nanocdapsulas foram caracterizadas quanto ao seu teor de ativo, diametro

médio da nanoparticulas, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta, pH,
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viscosidade e morfologia. As formulacdes foram armazenadas a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz por 30 dias. Os experimentos foram realizados em

triplicatas de lotes.

4.4.2.1 Determinacédo do tamanho da particula por difratometria de laser

As formulacdes foram avaliadas quanto ao diametro médio de esfera
equivalente (d43) e distribuicdo de tamanho de particula (Span) por difracédo de laser
empregando o equipamento Malvern Mastersizer® 2000 e agua como meio
dispersante. O valor de Span foi obtido conforme a equacgéo 1,

Span = oo —do, (1)
d0.5
onde dgg, dos € do1 S80 0s didmetros cumulativos em volume de 90, 50 e 10 % da

populacao total.

4.4.2.2 Determinacdo do tamanho da particula por espalhamento de luz

dinamico.

As formulacGes foram avaliadas através do equipamento Malvern ZetaSizer
ZS apos diluicdo de 500 vezes (v:v) em agua MilliQ® previamente filtrada (0,45 um).
O diametro cumulante médio (Z-average) e o indice de polidispersdo (PDI),
resultantes da aplicacdo do método dos cumulantes, foram medidos num angulo de
deteccao de 173° (25°C).

4.4.2.3 Andlise de rastreamento de nanoparticulas

A determinacdo do diametro por rastreamento do movimento das particulas
(NTA) foi realizado empregando-se equipamento NanoSight LM10, equipado com
camara porta-amostra acoplada a laser de 640 nm. As formula¢des foram diluidas

10000 vezes (v:v) em agua MilliQ® e injetadas na camara com seringa de vidro. As
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amostras foram medidas durante 30 s empregando ajuste automatico de ganho e
shutter. Os dados foram capturados através de camera de video e analisados com
software NTA 2.2 Build 0380. O software identifica e rastreia nanoparticulas
individuais sob movimento browniano e relaciona o0 movimento com o0 raio

hidrodinamico.

4.4.2.4 Anélise do pH e viscosidade

A determinacdo do pH foi realizada logo apos a preparacdo das formulacées
e apos 15 e 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente. Empregou-se
potencidmetro (Denver® Instrument VB-10, Nova lorque) previamente calibrado com
padrées pH 4,0 e 7,0 as analises foram conduzidas em triplicata de lotes. As
viscosidades das formulacdes foram realizadas no viscosimetro vibracional
(MODELO AED-SV 10 Série). As analises foram desenvolvidas em triplicata de
medidas e de lotes em temperatura 24,7+0,5 °C.

4.4.2.5 Potencial zeta

O potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas foi obtido através de
eletroforese. Essa determinacgdo foi realizada apos diluicdo de 500 vezes (v:v) das
suspensfes de nanocapsulas em solucdo de NaCl 10mM previamente filtrada

através de membrana 0,45um. As medidas foram efetuadas em triplicata.

4.4.2.6 Estabilidade fisico-quimica

Para estudar a estabilidade das formula¢cées foram monitorados diametro e
pH dos ativos presentes nas suspensfes de nanocdpsulas nos tempos 0, 15 e 30
dias. As amostras foram armazenadas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz e

do calor.
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4.4.3 Doseamento dos ativos nas suspensfes coloidais

A concentragcdo de limoneno nas formulacbes foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ap0s dissolu¢do das nanocapsulas
em acetonitrila e subsequente filtracdo (0,45 [1m). O sistema consistiu de uma
bomba e um autoinjetor Perkin-Elmer® S200 Perkin-EImer e uma coluna Merck®
LiChrospher 100 RP-18. Empregou-se uma fase movel contendo acetonitrila:dgua
(90:10 v/v), fluxo de 0,7 ml/min e deteccdo em 213 nm. A metodologia foi validada
em termos de especificidade, linearidade, precisédo, exatidao, limites de deteccéo e

quantificacdo de acordo com os cédigos oficiais®®®*.

4.4.4 Determinacdo das taxas de associagdo>*

A concentracdo de ativo associado as nanocapsulas foi desenvolvida por
CLAE, levando em consideracao a diferenca entre a concentracao total de limoneno
na suspensao coloidal e a concentracdo presente na fase aguosa da suspensao. A
determinacao do ativo livre, presente na fase aquosa da suspenséao, foi determinada
através do método de ultrafiltracao-centrifugacao das suspensdes. Para isso fez-se
uso de membranas Microcon®, Millipore 10.000 Da, durante 15 minutos a 5000 rpm,
obtendo-se 40ul de ultrafiltrado, no qual o ativo foi quantificado de acordo com o

método analitico ja descrito.

4.4.5 Antividade antitumoral do limoneno livre e nanoencapsulado

4.4.5.1 Linhagem celular e condi¢fes de cultivo

As linhagem celular de carcinoma cervical humano, SiHa (HPV 16-positivo)
(ATCC - American Type Culture Collection Rock-ville, MD) foi mantida em meio de
cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e com 0,5 U/ml
dos antibidticos penicilina/estreptocicina. As culturas celulares foram mantidas em

atmosfera umidificada a 5% de CO, a temperatura de 37 °C.
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4.4.5.2 Preparacdo das amostras

O limoneno e as suspensdes de nanocapsulas (LNCs) foram preparados com
1% de DMSO, obtendo-se uma concentragdo final maxima de DMSO por poco de

0,2% durante os tratamentos.

4.4.5.3 Avaliacao da Viabilidade Celular- Ensaio de MTT

A linhagem celular SiHa (5 x 10°) foi cultivada em placas de 96 pocos, em um
volume final de 200 pl, e apds atingir semiconfluéncia, foi tratadas com limoneno e
LNCs, nos tempos de 24 e 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do
MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), o qual foi
adicionado ao meio de incubacdo a concentracao final de 0,5 mg/ml. As células
foram incubadas por 180 minutos a 37 'C em atmosfera de 5 % de CO,. O meio foi
entdo removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO, sob agitacéo
por 10 minutos. A densidade Optica foi medida em leitor de placas Envision
(PerkinElmer), nos comprimentos de onda de 630 nm e 560 nm. Como substancias
de referéncia, foram utilizadas a cisplatina, na concentragdo de 100 puM. Foram
realizados dois experimentos independentes. Os resultados foram expressos em
percentual de viabilidade em relacdo ao controle negativo contendo o veiculo
DMSO, representando a viabilidade de cada tratamento. Esta absorbancia foi
proporcional ao numero de células vivas com mitocbndrias ativas.

A viabilidade celular foi calculada usando a equacéo.

VIABILIDADE CELULAR (%) = (Abss/AbS controie). 100 (Eq. 1)

onde Abs; é a absorbancia das células tratadas com diferentes concentracdes de
ativos ou formulagdes e Absconirole € @ absorbancia das células de controle

(incubadas apenas com meio de cultura celular).
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4.4.5.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo e analisados
estatisticamente por Analise da Variancia (ANOVA) seguidos de post test Tukey. P<
0,05 foram considerados como indicativo de significancia. Os valores de ICsy foram
calculados por analise de regresséo linear de logl0 viabilidade de células versus
log10 da concentracdo. Os valores foram comparados utilizando-se analise e teste

de Tukey para simultdanea comparacdes entre grupos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3 Validacdo do método de quantificacdo por CLAE

A necessidade de demonstrar a qualidade do doseamento de compostos esta
cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos ndao confiaveis podem gerar
resultados errbneos e prejuizos irreparaveis, sejam eles financeiros ou bioldgicos.
Para garantir que o novo meétodo analitico gere informacdes interpretaveis e
confiaveis da amostra, deve-se proceder o processo de validacao. Validacao tem por
objetivo demonstrar que o método analitico desenvolvido pode ser aplicado para a

finalidade pretendida. A quantificacdo do limoneno foi realizada por CLAE-UV.

O método analitico validado para o composto 1 foi considerado linear na faixa
de 5 a 75 pg/mL (r=0,999). Um método analitico linear indica que o aumento da
concentracdo do analito € diretamente proporcional com os resultados obtidos

€061 O método se mostrou

experimentalmente dentro de um intervalo definido
especifico (uma vez que ndo foram observados picos no mesmo tempo de retencéo

no cromatograma da nanocapsula branca).

A precisdo intra-dia demonstra a concordancia entre os resultados obtidos
pelo mesmo analista e mesma instrumentacdo em um curto espac¢o de tempo, ja a
precisdo inter-dia avalia a concordancia dos resultados obtidos em dias diferentes.
As andlises de exatiddo indica a proximidade dos resultados obtidos em comparacao
com o verdadeiro. Andlises de precisdo e exatiddo demonstraram desvio padrao
relativo abaixo de 2% e o percentual de recuperagédo variou entre 97,4 + 1,34 a
103,7 £ 0,22.

O resultado do doseamento de teor de limoneno nas formulagdes, obtido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, correspondeu a 0,488 + 0,7 mg/mL,
demonstrando que houve uma retencéo significativa do limoneno na nanoestrutura
com a adicdo do sandalo e almiscar. A seguir serdo discutidos os possiveis fatores

que influenciaram nesse resultado.
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5.1 Desenvolvimento das nanocapsulas

As nanocapsulas de nucleo lipidico foram desenvolvidas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado, contendo limoneno, apenas fixadores
e nenhum ativo. Essas formulacdes serdo cognominadas a partir desse momento

como LNC-lim LNC-Fix e LNC-Blank, respectivamente.

5.2 Caracterizacdo das suspensdes de nanocapsulas

Andlise visual das suspensdes de nanocapsulas ap6s a preparacao,
demonstrou formula¢cées com aparéncia macroscopica homogénea, aspecto leitoso,
branco e opalescente. Além de reflexo azulado, resultante do movimento browniano

das nanoparticulas em suspensao.

5.2.1 Distribuicdo de tamanho de particula

Nos estudos de caracterizacdo das nanoestruturas, analises feitas por
difratometria de laser demonstraram que todas as formulagbes apresentaram
distribuicdo de tamanho monomodal e nanométrica nos trés lotes, sem a presenca
simultanea de microparticulas. Estes resultados indicam que as nanocapsulas
apresentam-se homogéneas quanto a distribuicdo do tamanho, como observado
pelo baixo valor de Span. As andlises por difratometria de laser esta representada

na figura 54, o indice de refracéo utilizado foi 1,59, referente ao poliestireno latex.

Volume (%)
jai)

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Diametro (nm)

Figura 42: Distribuicdo do tamanho de particula das suspensdes de nanocépsulas.
A) LNC-BLANK; B) LNC-LIM; C) LNC-FIX
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O diametro de esfera equivalente (ds3) em percentual de volume das
formulacdes foi de 0,143 um. Os diametros cumulativos em volume de 50 % da
populacéo total (dos) para todas as formulagcdes mantiveram-se aproximadamente
na mesma faixa de tamanho, de 0,126 um (LNC-Fix) a 0,127 pm (LNC-Lim). Os
valores de Span foram inferiores a 2,0 (Tabela 16).

Tabela 10: Distribuicdo de tamanho de particula das nanocépsulas por difracdo de
laser (n = 3).

~ Span
FormUIaQaO d4.3 (Hm) d0.9 (I—lm) d0.5 (Um) dO.l (Hm) (adimenSionaI)
LNC-blank | 01434002 0,239+0,013 0,127+0,009 0,065+0,009 1.640,1
LNC-Fix 0143+0,04 024040013 0,126+0,009 0,063+0,009 1.4+0,09

E o didmetro médio encontrado foi compativel aos relatados em outros
trabalhos para nanocapsulas preparadas pelo método de nanoprecipitacdo de
polimeros pré-formados®>’. Pode-se afirmar que a variacdo dos diametros das
nanocapsulas em suspensdo é também, influenciado pela viscosidade da fragéo
oleosa, visto que os resultados sdo coerentes com a diferenca macroscopica na

viscosidade dos compostos encapsulados.

As formulacbes foram avaliadas também através de espalhamento de luz
dindmico (tabela 17). A andlise da luz espalhada, aplicando-se o método dos
cumulantes, resultou em valores de diametro (Z-average) na faixa de 155 nm com
PDI inferior a 0,12.
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Tabela 11: Caracterizagdo fisicoquimica das nanocapsulas de nucleo lipidico (n= 3).

PCS
Formulacdo (método dos cumulantes)
dn (Z-ave) (nm) PDI (adimensional)
LNC-blank 154 + 09 0,12+ 0,01
LNC-Fix 158 + 11 0,04 + 0,02

A analise de rastreamento do movimento das particulas e a distribuicdo do
tamanho também foram investigadas pelo Software Analitico NTA 2.0 (NanoSight).
Esse equipamento fornece informacdes quantitativa e visual pelo monitoramento em
tempo real das mudancas sutis nas caracteristicas das populacdes de
nanoestruturas. No método NTA, o sistema de dimensionamento da particula é
baseado na dispersdo de luz, onde todas as particulas visiveis e cada centro
individual de espalhamento de luz é vista como uma particula individual durante as
filmagens. Nesse equipamento, visualiza-se a distribuicdo das particulas em relacdo
a intensidade, concentracdo, em 3D e ainda é possivel obter um video do

movimento browniano das particulas.

5.2.2 Demais caracterizacbes das suspensfes de nanocapsulas
desenvolvidas

A tabela 18 demonstra as caracteristicas de pH, viscosidade, potencial
zeta, teor e taxa de associacdo das formulagdes desenvolvidas com

limoneno, fixadores e sem ativos.

Os valores de pH entre 551 a 6,37 é condizente com 0 método de
preparacao e matérias-primas utilizadas no estudo e nao diferiram significativamente
apos 30 dias de armazenamento das formulacdes (tabela 3). Esses dados estdo de
acordo com valores previamente reportados, quando desenvolveram-se

nanocapsulas preparadas com poliésteres pelo método de nanoprecipitagéo58.
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A viscosidade das suspensfes apresentou um valor proximo a viscosidade

das formulacdes ja desenvolvidas pelo autor.

Por fim, a andlise do Potencial ¢, que reflete o potencial de superficie das
particulas. Os valores de LNC-Fix e LNC-blank foram proximos, em modulo, - 8,32
mV e - 8,19 mV. O valor do potencial { obtido foi proximo de zero, valores
adequados para evitar a agregacdo das goticulas ja que foram preparadas com
tensoativo n&o-idbnico, como o polissorbato 80, com mecanismo de impedimento
estéreo>®. Ou seja, obteve-se potencial zeta com valores (em médulo) menores, mas

isso ndo representa instabilidade do sistema™®.

Tabela 12: Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas apos a
preparacgao (n = 3).

, : , Teor Taxa de
Formulagéo pH Viscosidade  Potencial ¢ (mg/mL)  associagéo
(mPas) (mV) (%)
LNC-blank 551+0,1 1,01+0,013 -8,13 + 0,09 - -
LNC-Fix 6,37+0,8 1,03+0,011 -8,32 £ 0,11 - -

5.2.3 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade efetuado com andlise de pH e diametro esta
representado nos graficos abaixo. O pH da formulacdo LNC-Lim n&o variou durante
os dias, j& o pH das demais formulacées apresentaram uma leve tendéncia ao
aumento, porém sem diferenca significativa (p<0,05) entre o tempo zero e 30 dias
(figura 55).
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Figura 43: Diametro e pH médio das suspensdes durante o armazenamento.

Andlise por espalhamento mdultiplo de luz € capaz de demonstrar possiveis
fendbmenos de desestabilizacdo reversiveis (cremagem e sedimentacdo) e
irreversiveis (coalescéncia e segregacdo) sem diluicdo da amostra. Nesse estudo, 0
grafico de transmisséo apresentou variacdo de transmissao inferior a 0,2% devido a
isto, somente o grafico do retroespalhamento sera apresentado. Na figura 56 é
possivel ver as analises gréficas referente a variacdo de backscattering das
formulacdes. A parte esquerda do grafico refere-se a base da cubeta de analise e a

direita ao topo.

Na analise por espalhamento mudltiplo de luz das nanocapsulas pode-se
observar, de maneira geral, que os fendémenos de instabilidade na base e no topo da
célula de vidro foram inferiores a 2% e dentro dessa faixa de variagdo ha
estabilidade fisica no sistema. Ja, variagbes acima de 10% sao representativos de
uma formulacédo instavel. O pico negativo no topo da cubeta e o positivo na base
corresponde a uma ligeira cremagem ou processo de sedimentacdo. Sabe-se que
essas suspensdes coloidais apresentam intrinsecamente instabilidades fisicas

consideradas aceitaveis e caracteristicas.
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Figura 44: Andlise por espalhamento mdltiplo de luz das suspensbes de
nanocapsula. A) LNC-FIX; B) LNC-BLANK.

5.4 Avaliacdo da viabilidade celular em células tumorais humanas-SiHa
tratadas com limoneno livre e carreado em nanocapsulas de nucleo
lipidico.

Para investigar o efeito de nanocapsulas contendo limoneno sobre a
viabilidade das células, utilizou-se o ensaio de MTT, que mede a atividade
mitocondrial e, indiretamente, a viabilidade celular das células tratadas com estas
formulacdes/ativo. As células em cultura foram tratados com varias concentracdes
(0,5, 1,0, 10, 50, 100 e 200 pM) de limoneno em solucédo ou (0,5, 1,0, 10 e 50 uM)
nanoencapsulado por 24 e 48h. Para abordar o efeito de exposicdo de longa
duracdo de formulacdee de nanocépsulas, as células foram tratadas com a solucao
ou formulagbes de nanocapsulas nos periodos de 24 e 48h. Os resultados
mostraram que nesses periodos, os efeitos foram significativamente semelhantes,
ou seja, nao houve diferenca significativa entre os resultados de proliferacéo celular,
visto isso, 0s ensaios foram continuados com o periodo menor, 24h. Os tratamentos
efetuados foram denominados da seguinte forma, um cédigo (letra) referenciando o
tratamento, seguido de um numero que diz respeito a concentracdo utilizada, por
exemplo: tratamentos com a solugbes de limoneno foram chamados de LO,5, L1,
L10, L50, L100 e L200. Formulacdo de nanocapsulas contendo limoneno foram
chamadas de LNCO0,5 a LNC50, e as formula¢c6es de nanocapsulas sem ativos, NB
0,5 a NB50.
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Analise do ensaio de MTT mostrou que ndo houve diferenga significativa entre
os resultados da viabilidade celular obtidos com o controle (células sem tratamento)
e tratamento efetuado com DMSO 1,0%, denominado a partir desse momento de
CDMSO 1% (figura 57).

HiH HitH

100 -

40 -

Viabilidade (%)

*k%k

20 A

Tratamentos

Figura 45: Efeito do limoneno em solucdo ou das formulacdes de nanocépsulas
sobre a proliferacéo de células de cancer cervical. Os valores sdo representados pelas
médias + dp de dois independentes experimentos efetuados em quintuplicata. o nimero
médio de células no controle cdmso 1% (100%) foi de aproximadamente 200 células (SIHA).
Os dados foram analisados por anova seguido de post-hoc de comparacdes (teste de
tukey). *** Significativamente diferente do grupo controle cdmso 1% (p<0.05); #
Significativamente diferente do respectivo grupo tratado com o composto em solugdo
(p<0,05). ## Significativamente diferente da solugdo de limoneno 0,5 uM (p<0.05); ###

Significativamente diferente da solugcédo de limoneno 50 uM (p<0.05); . Significativamente

diferente da LNC 10 uM (p<0.05) e .. Significativamente diferente da LNC 10 e 50 uM
(p<0.05).

DMSO na concentracdo de 1,0% foi utilizado como solvente para a
preparacao das amostras a serem testadas. Além disso, os demais resultados foram
calculados com base no valor da viabilidade obtido com CDMSO1%,
correspondendo 100%. O resultado de CDMSO1% demonstrou diferenga
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significativa quando comparado a viabilidade celular da cisplatina, farmaco de
referéncia e esse resultado mostrou coeréncia com os dados encontrados na
literatura. Além disso, concentracdes de 0,5 a 50 uM de limoneno em solucédo nao
apresentaram diferenca significatica em relacdo ao controle de DMSO. J4, nas
concentracdes de 100 e 200 uM uma diferenca significativa foi observada.

A relacdo entre o CDMSO1% e as LNCs contendo limoneno demonstrou que
nao houve diferenca significativa nos resultados obtidos entre as concentracdes 0,5
a 1,0 uM do terpeno, ou seja, a inibicdo da proliferacdo celular foi consideravel na
concentracdo acima de 10 uM de limoneno nanoencapsulado, demonstrando assim,
0 pronunciamento da atividade com o aumento da concentracdo de nanocapsulas

contendo limoneno.

E importante notar que a concentracéo de 10 yM de nanocépsulas contendo
limoneno ja € suficiente para provocar um efeito antiproliferativo de forma
significante em células de céancer cervical. Um achado importante do presente
estudo € que o efeito das nanocépsulas contendo limoneno foi mais evidente do que
o limoneno em solucdo nas mesmas concentracfes (figura 58 A e B). Observa-se
nesse grafico que a LNC50 apresentou maior atividade no estudo, inclusive quando
comparada a cisplatina, o farmaco padrdo. Nessa concentracdo, uma significativa
reducdo da viabilidade celular foi obtida, comparando-se com todos os tratamentos,
inclusive com o L50, uma solugdo de limoneno na mesma concentracdo. Estes
resultados sdo muito interessantes, indicando aplicacdo da nanotecnologia

apresenta um efeito mais significativo.

A formulacdo de nanocapsula de limoneno também continha fixadores
(almiscar e sandalo), desenvolveu-se ensaios com nanocapsulas contendo apenas
fixadores para avaliar se o efeito antiproliferativo era devido a presenca dos mesmos
na nanoestrutura. Assim, ficou comprovado que esses compostos nao apresentam
esse efeito, demonstrando que os resultados de viabilidade celular sdo mérito desse
terpeno. As concentracOes avaliadas nesse estudo entre a o limoneno livre e as
nanoestruturas foram diferentes e isto se deve ao fato que as LNCs foram muito
mais ativas que o protoétipo, ndo havendo necessidade de utilizar concentractes

mais altas. Todas as concentracbes de limoneno contido nas nanocapsulas
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causaram reducao na viabilidade celular em comparagdo com os tratamentos livres
em cultura de células, sendo que a diferenca significativa foi observada nas maiores

concentracoes, 10 e 50 uM.

O grafico demonstra a reducdo da viabilidade celular com o aumento da
concentracdo de limoneno nos tratamentos. Também observamos uma leve reducéao
na proliferacdo celular com os tratamentos LNC-Blank. Isso € mais evidente quando
relata-se os dados dos tratamentos contendo o terpeno, resultado ja esperado, visto
a atividade antitumoral desse composto ja comprovada em outras linhagens

celulares®?.

Os valores de ICsy revelou que nanocapsulas de limoneno aumentou 8,8
vezes a citotoxicidade em células SiHa em comparag¢éo com o limoneno em solucao

na mesma linhagem celular (Tabela 19).

TABELA 13: Valores de ICsp de limoneno em solugdo, formulacdes de
nanocapsulas contendo limoneno e formulagdes brancas (livres de qualquer ativo)
em linhagem de células de cancer cervical (SiHa).

ICso SiHa
Limoneno 189 + 2,2 uM
LNCLIim 21,5+15uM
LNCBlank > 50 uM*

*Concentracdo maxima testada com NB= 50uM.

A média dos valores de ICso (UM) durante 24 h de tratamento com limoneno,
nanocapsulas contendo limoneno e nanocapsulas sem ativos por ensaios de MTT,
tal como descrito em Materiais e Métodos. Os dados foram analisados por ANOVA
seguida pelo post-hoc comparacdes (teste de Tukey).
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6 CONCLUSOES

Nesse estudo com o limoneno e nanocapsulas de nucleo lipidico foram
preparadas e caracterizadas para avaliar a viabilidade celular em células tumorais

humanas-SiHa.

As suspensdes de nanocapsulas de poli (e-caprolactona) contendo limoneno
preparadas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado
apresentaram perfil manométrico, baixo indice de polidispersdo, concentracdo
aceitavel de limoneno com o auxilio de fixadores (almiscar e sandalo), além de

apresentarem estabilidade fisico-quimica num periodo de 30 dias.

Os resultados dos ensaios in vitro demonstraram que o limoneno em solucéo
apresentou atividade antiproliferativa em concentracdo menor que 200 um, resultado

coerente com a literatura para outras células tumorais.

Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo limoneno demonstraram
potencializar a atividade a atividade desse terpeno, demonstrando IC50 8,8 vezes
menor do que o ativo livre. Aléem disso, a suspensdo de nanocapsulas contendo
fixadores ndo apresentou atividade antiproliferatica consideravel, implicado que a

atividade é de responsabilidade do limoneno.

Embora o limoneno ndo seja um medicamento, e sim um protétipo para, 0s
resultados sugerem que esse terpeno nanoencapsulado seja um potencial candidato
para o tratamento de cancer cervical, sendo mais potente do que o ativo em solucao.
Além disso, é importante notar que os estudos in vitro s&o iniciais e que futuras
investigacdes podem ser Uteis para confirmar a efeitos distintos de nanocépsulas

contendo limoneno em células normais versus células tumorais.
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CONCLUSOES DA TESE

O O6xido de limoneno se mostrou um importante material de partida para a
sintese de derivados aminados. As reac¢des quimicas se mostraram reprodutiveis e
foi possivel sintetizar através de protocolos simples e escalonaveis, uma familia

de aminas derivadas do terpeno.

Ensaios da atividade anti-leishmania demonstraram que dentre as moléculas
testadas, a grande maioria apresentou valores de ICsy inferior ao do limoneno
(protétipo). Além disso, os derivados tosilados, gerados a partir de 3-aminoalcoois
da propilamina, foram o compostos mais ativos, apresentando trés vezes maior
citotoxicidade que o protétipo. Foi observado também que ndo houve diferenca
significativa na atividade biolégica entre os derivados dos diferentes
diastereoisdmeros (R) e (S) do 6xido de limoneno.

As modifica¢cdes introduzidas na estrutura quimica do limoneno conduziram a
compostos com atividade anti-leishmania promissora, pelo menos contra as formas
promastigotas, comprovando a hipétese de que substituintes sulfonamida podem
levar a compostos biologicamente ativos. Também, observa-se que o volume e a

natureza hidrofébica do derivado parece ser importante na atividade dos compostos.

Um método analitico alternativo com o uso da polarimetria para quantificar
limoneno em nanoemulsdes foi proposto. Essa técnica apresentou ser especifica,
linear, precisa e exata na faixa de 0,7 a 10 mg/mL. Além disso, a polarimetria € uma
técnica com baixo custo, analise rapida e facil sem necessidade de pré-tratamento

da amostra.

Suspensfes de nanocapsulas contendo limoneno, seus derivados (LaSOM 08
e LaSOM 28) e/ou chalcona, desenvolvidas com o dobro da fracdo volumétrica e
preparadas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado

apresentaram diametro menor que 210 nm, indices de polidispersao abaixo de 0,13.

As suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico com distribuicdo

nanomeétrica e unimodal em analise na difracdo de laser demonstraram estabilidade
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guanto ao diametro médio, polidispersdo, pH durante 30 dias armazenadas a

temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Utilizando fixadores de perfume foi possivel obter nanocdpsulas com um
aumento expressivo na concentracdo de limoneno. Essas ancoras moleculares

aumentaram de 2 a 20% a permanéncia desse terpeno na nanoestrutura.

O método analitico de quantificacdo dos derivados aminados encapsulados
foi desenvolvido por CG-MS, demonstrando ser um método linear, preciso, exato,

especifico e com limites de quantificacdo e deteccao abaixo da curva padréo.

Foi possivel incorporar as formulacées em hidrogéis de carbédmero, os quais
apresentaram perfil reologico ndo-newtoniano e caracteristicas plasticas. Dentre os
guatro modelos, as curvas do fluxo desses géis foram melhor ajustadas pelo modelo

de Casson, apresentando maiores valores de coeficientes de determinagéo.

Nesse estudo, nanocapsulas de nucleo lipidico contendo limoneno foram
preparadas e caracterizadas para avaliar a viabilidade celular em células tumorais
humanas-SiHa. As suspensfes de nanocapsulas de poli (e-caprolactona) contendo
limoneno apresentaram perfil nanométrico, baixo indice de polidisperséao,
concentracdo aceitavel de limoneno com o auxilio de fixadores (almiscar e sandalo),

além de apresentarem estabilidade fisico-quimica num periodo de 30 dias.

Os resultados dos ensaios in vitro demonstraram que o limoneno em solugéo
apresentou atividade antiproliferativa significativa em concentragdo menor que

200uM, resultado esse, coerente com a literatura para outras células tumorais.

Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo limoneno demonstraram
potencializar a atividade a atividade desse terpeno, demonstrando ICsy 8,8 vezes
menor do que o ativo livre. Além disso, a suspensdo de nanocapsulas contendo
fixadores ndo apresentou atividade antiproliferatica consideravel, implicado que a

atividade é de responsabilidade do limoneno.
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