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RESUMO

O interesse no uso de antioxidantes na prevencao e tratamento de diferentes patologias
vem ganhando espaco nos Ultimos anos, uma vez que a desregulacdo do estado redox no
organismo estd associada ao envelhecimento cutdneo e varias doengas, principalmente
relacionada a idade. Dois antioxidantes que vém sendo muito estudados nos altimos anos com
finalidade terapéutica sdo acido lipoico (LA) e resveratrol (RSV). O LA possui a habilidade
direta de sequestrar espécies reativas de oxigénio (ERO) e interagir com outros antioxidantes,
ja o RSV possui inimeros efeitos farmacol6dgicos, seja tanto na prevencdo de doencas bem
como no seu tratamento. A nanotecnologia vem sendo muito utilizada na estabilizagdo de
compostos, e como carreador de farmacos ao seu local de acdo. Este trabalho teve como
objetivo desenvolver uma metodologia de identificacdo simultanea do RSV e LA em HPLC-
UV, conanoencapsular o LA e o RSV em uma nanocéspsula de nucleo lipidico e avaliar o
potencial antioxidante e a estabilidade frente a radiacdo UVA da formulacdo. Objetivou-se
ainda avaliar o efeito antiproliferativo do RSV-LNC contra as células K562 de leucemia
mieldide cronica (LMC). Foi possivel desenvolver um método de identificacdo e
quantificacdo simultanea do RSV e LA no HPLC-UV. Os antioxidantes foram incorporados
em uma nanocépsula de ndcleo lipidico. A conanoencapsulacdo aumentou a atividade
antioxidante bem como a estabilidade dos compostos contra a radiacdo UVA. Ainda, a
conanoencapsulacdo melhorou o controle da liberacdo e permeacdo dos antioxidantes, em
modelo de pele de cobra. Na avaliacdo do tratamento com o0 RSV-LNC de células K562 de
LMC sensiveis e resistentes ao imatinibe, 0 RSV-LNC foi mais eficiente em comparacéo ao
RSV em solugéo na redugdo da viabilidade celular. Também, o0 RSV-LNC em associagdo com
o Imatinibe mostrou ter efeito sinérgico, com potencial para terapia da LMC. Em conclusao, a
nanoencapsulacdo do RSV e do LA melhorou sua atividade antioxidante e estabilidade.
Adicionalmente, a nanoencapsulacdo do RSV demonstrou efeito antiproliferativo em células
K562 de LMC, em sinergismo com imatinibe.

Palavras-chave: Resveratrol, Acido Lipdico, Nanocapsulas, Antioxidantes, Leucemia

Mieldide Cronica.






ABSTRACT

The interest in the use of antioxidants in the prevention and treatment of different
pathologies has been intensified in the recent years, since deregulation of the redox state in
the organism is associated with aging skin and several diseases. Two antioxidants have been
studied in recent years with therapeutic purposes are lipoic acid (LA) and resveratrol (RSV).
LA has the ability to sequester reactive oxygen species (ROS) and interact with other
antioxidants, while RSV has numerous pharmacological effects, in disease prevention or
treatment. Nanotechnology has been widely used in stabilizing compounds and drug delivery.
This research aimed to develop a methodology for the simultaneous identification of RSV and
LA in HPLC-UV, to conanoencapsulate LA and RSV in lipid core nanocapsules, to evaluate
the antioxidant potential and stability of the developed formulations under UVA radiation.
This study also aimed to evaluate the antiproliferative effects of RSV-LNC against K562 cells
from chronic myeloid leukemia (CML). It was possible to develop a method of simultaneous
identification and quantification of RSV and LA in HPLC-UV. The antioxidants were
incorporated in lipid core nanocapsules. The conanoencapsulation increased the antioxidant
activity as well as the stability of the compounds against UVA radiation. Furthermore, co-
nanoencapsulation improved the release and controlled the permeation of the antioxidants, in
snake skin model. In the evaluation of treatment of K562 cells from CML sensitive and
resistant to imatinib, RSV-LNC was more efficient compared to RSV solution considering
cell viability reduction. Also, RSV-LNC in combination with Imatinib presented a synergistic
effect, with potential for CML therapy. In conclusion, the nanoencapsulation of RSV and LA
improved its antioxidant activity and stability. In addition, the nanoencapsulation of RSV

demonstrated antiproliferative effect on K562 CML cells, in synergism with imatinib.

Key words: Resveratrol, Lipoic Acid, Nanocapsules, Antioxidants, Chronic Myeloid

Leukemia.
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A desregulacdo do estado redox no organismo estd associada a varias doencas,
principalmente as relacionadas ao envelhecimento (Dreher e Junod, 1996), por exemplo
doencgas neurodegenerativas (Halliwell, 2001), cardiovasculares (Steinberg et al., 1989), bem
como no controle da resposta inflamatéria (Crimi et al., 2006). O uso de antioxidantes para o
tratamento destas doencas é emergente. Um grupo de antioxidantes que muitas vezes é
sugerido em terapias devido ao seu potencial papel na saiude sdo os flavonoides. Estudos
epidemioldgicos realizados nas Ultimas décadas indicaram que uma alta ingestdo de
flavonoides estaria associada a um risco significantemente menor de doencas cardiovasculares
e cancer (Knekt et al., 1996; Hertog et al., 1997; Arts e Hollman, 2005).

A exposicdo a radiacdo UV esta associada ao aumento na producédo de radicais livres,
sendo responsavel por alteragdes cutaneas. As formulacGes contendo filtros quimicos nédo
proporcionam total protecdo, principalmente quando relacionado ao aumento dos radicais
livres e seu efeitos crénicos como: fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese (Velasco et al.,
2008). Desta forma os antioxidantes podem complementar a protecdo dos filtros quimicos
neutralizando os radicais livres produzidos na pele apos exposi¢cdo solar (Chiu e Kimball,
2003). Os protetores solares que estdo entrando atualmente no mercado ja contém
antioxidantes além dos filtros UV para proteger a pele dos danos causados pela radiagédo solar

e também na recuperacgdo do sistema de defesa antioxidante (Meinke et al., 2013).

Além da protecdo da pele, os antioxidantes também sédo utilizados no tratamento pela
via oral de diferentes patologias, sendo uma delas o cancer. Os beneficios do uso de
antioxidantes sdo o controle no crescimento tumoral e a diminui¢do dos efeitos colaterais de
farmacos citotoxicos. Assim, quando antioxidantes sdo associados aos farmacos antitumorais
consegue-se um efeito aprimorado com menores doses. Os antioxidantes possuem a
capacidade de potencializar os efeitos de farmacos antitumorais, podendo assim diminuir a
dose administrada desses medicamentos, sem prejudicar o efeito terapéutico, proporcionando,
consequentemente, a reducdo dos efeitos colaterais (Weijl et al., 1998; Lamson e Brignall,
1999).

Um dos antioxidantes mais estudados é o resveratrol (RSV) (figura 1). A sua
descoberta ocorreu na década de 40, mas foi apenas nos anos 90 que se iniciaram 0s primeiros

estudos mostrando os efeitos benéficos do RSV a salude humana, quando foi atribuido a este
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composto, a0 menos em parte, alguns dos efeitos do “Paradoxo Francés” (Kopp, 1998). Este
paradoxo resultou da observacdo de que a mortalidade por doencas cardiovasculares era
relativamente baixa na Franca, apesar do alto consumo de gorduras saturadas. A Unica
correlacdo encontrada foi 0 maior consumo de vinho tinto (2-3 copos/dia). Como o RSV esta
presente no vinho tinto e o consumo desta bebida protege contra doencas cardiovasculares
(Renaud et al., 1998) foi sugerido que o RSV seria o responsavel por estes efeitos. Desde
entdo, dezenas de trabalhos sdo publicados anualmente mostrando que o RSV pode prevenir
ou diminuir a progressao de diversas doengas, incluindo o cancer (Jang et al., 1997), doencas
cardiovasculares (Bradamante et al., 2004), neurodegenerativas (Zamin et al., 2006) e na
reducdo de danos causados pela radiagdo UV na pele. Em leucemia miel6ide cronica (LMC),
ja foi demonstrado que o RSV induz processos celulares como apoptose e autofagia, por
diferentes vias bioquimicas, em diferentes estudos realizados in vitro na linhagem celular
K562 (Puissant et al., 2008). O potencial de tratamento do RSV em diferentes doencas pode

ser ainda mais potencializado pela sua veiculagdo em nanocarreadores.

Figura 1. Estrutura quimica do resveratrol

Outro antioxidante também muito estudado é o acido lipoico (LA) (figura 2). O
mesmo apresenta efeito bioldgico antioxidante, o qual ¢ mediado principalmente por sua
habilidade direta de sequestrar espécies reativas de oxigénio (ERO), interagir com outros
antioxidantes (como acido ascorbico, a-tocoferol e GSH), regenerando-os, e quelar metais
(Packer e Cadenas, 2011). Trabalhos e estudos clinicos apontam para a utilidade do LA como
agente terapéutico para diversos disturbios, como isquemia cerebral e do miocérdio,
intoxicagdo por metais pesados, diabetes, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e disturbios
neurodegenerativos, como mal de Alzheimer e deméncias relacionadas (Packer et al., 1995;
Holmaquist et al., 2007). Sua aplicacdo tdpica tem capacidade de sequestrar radicais livre na
pele (Podda et al., 1994).
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Figura 2. Estrutura quimica do acido lipdico.

Dentre os desafios do uso de antioxidantes, destaca-se sua instabilidade quimica,
provocada principalmente por oxidagdo. No caso do RSV, esse composto é facilmente
oxidavel e extremamente fotossensivel (Trela e Waterhouse, 1996; Pifieiro et al., 2006). Essa
instabilidade frente & luz, ao ar e as enzimas oxidativas reduz a sua viabilidade e a sua
biodisponibilidade para o uso clinico (Kim et al., 2009). O LA é outro composto de uso
terapéutico cuja instabilidade quimica pode dificultar sua aplicabilidade. Este antioxidante
estd sujeito a fendbmenos de instabilizacdo por degradacdo térmica, fotoquimica, degradacao
em meio acido e por oxidacgdo (Segall et al., 2004; Souto et al., 2004). Estes fatores dificultam
a veiculacdo destes compostos em formas farmacéuticas para administracédo tanto oral quanto

topica. Desta forma, faz-se necessario a busca por estratégias para contornar estas limitagdes.

Como estratégia para estabilizacdo de substancias, a veiculagdo em particulas
nanotecnoldgicas surge como uma oportunidade. A nanotecnologia pode ser usada
principalmente para a protecdo de compostos, especialmente para substancias sensiveis a
oxidagdo em meio aquoso, por variagdo de pH ou efeito de luz ultravioleta (Miller et al.,
2002; Guterres et al., 2007). Tanto RSV quanto o LA ja foram incorporados em nanocapsulas
poliméricas, apresentando melhora da estabilidade fisico-quimica e de suas propriedades
antioxidantes. (Kim e He, 2013; Kulkamp et al., 2009).

A juncdo de ativos quimicamente labeis (por exemplo, RSV e LA) em
nanocarreadores pode oferecer preservacdo contra degradacdo com liberacdo controlada dos
ativos (Daudt et al., 2013). Uma estratégia ainda pouco explorada € a co-encapsulacdo de
antioxidantes em nanoestruturas. A incorporacdo simultdnea em niossomas, de &cido
galico/curcumina e &cido ascérbico/quercetina promoveu aumento da estabilidade quimica em
relacdo as formulacdes contendo um Unico antioxidante. Foi observado que a associacao
melhorou a capacidade de reduzir radicais livres, devido a uma a¢do antioxidante sinérgica

(Tavano et al., 2014). A coencapsula¢do do RSV com curcumina em nanocéapsulas de ndcleo
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lipidico aumentou a fotoestabilidade do RSV e melhorou a sua atividade antioxidante
(Coradini et al., 2014). O LA foi coencapsulado em nanocapsulas de nucleo lipidico com
melatonina (Kulkamp et al., 2011). Os beneficio da combinacéo entre o LA e 0 RSV ja foram
demonstrados, apresentando efeitos principalmente na neuro e cardioprotecdo (Saleh et al.,
2014; Cheserek et al., 2016). Porém, nenhum estudo utilizou a associagdo em

nanocarreadores.

Ainda, outra possivel aplicacdo potencial da nanotecnologia é a veiculacdo de
antioxidantes no tratamento do cancer em associacdo a farmacos antitumorais. Os
antioxidantes possuem capacidade de potencializar a a¢do de farmacos antitumorais e, em
associacdo, também diminuir a dose necessaria dos farmacos antitumorais, proporcionando
assim uma reducao nos efeitos colaterais (Weijl et al., 1998; Lamson e Brignall, 1999). Os
antioxidantes, além de controlarem o crescimento tumoral, podem ainda ser usados em
associacao a farmacos antitumorais com o objetivo de reduzir seus efeitos adversos (Antunes
e Takahashi, 1998).

Desta forma, a justificativa deste trabalho, € a utilizacdo dos antioxidantes, RSV e LA,
e sua veiculacdo em nanocéapsulas de ndcleo lipidico, visando a aplicabilidade em diferentes
patologias. A hipotese de trabalho consiste na nanoencapsulacdo simultdnea de RSV e LA
explorando o potencial desta associacdo em uma formulacao para uso topico. Adicionalmente,
o efeito antitumoral do RSV contra as células K562, sera investigado visando ampliar a

aplicabilidade da tecnologia proposta.



TEMA E OBJETIVOS
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O tema desta tese contempla as aplicacbes biolégicas de RSV e do LA
nanoencapsulados, isoladamente ou em associacdo. Desta forma o objetivo geral desta tese
estd dividida em duas areas de investigacdo, sendo a primeira delas o desenvolvimento de
nanocéapsulas de nucleo lipidico contendo a associacdo do RSV e LA, a avaliacdo de sua
atividade antioxidante e sua seguranca. Na segunda area de investigacdo, o objetivo geral € o
desenvolvimento de uma nanocapsula de nucleo lipidico contendo RSV para o tratamento da
LMC, utilizando a linhagem celular K562.

Para que seja possivel alcancar os objetivos gerais deste trabalho propdem-se os
seguintes objetivos especificos.

Parte 1:

e Desenvolver uma metodologia analitica por HPLC-UV para a quantificagdo simultanea do
RSV e LA;

e Produzir e caracterizar suspensdes de nanocapsulas de nicleo lipidico contendo RSV e LA
e sua associagao;

e Avaliar a atividade antioxidante das suspens@es de nanocapsulas contendo RSV e LA e sua
associacdo em comparagdo com 0s compostos livres;

e Avaliar a estabilidade quimica contra a radiacdo UVA das suspensdes de nanocapsulas
contendo RSV e LA e sua associagcdo em comparagdo com 0s compostos em solucao.

e Avaliar a permeacdo e liberacao das suspensdes de nanocapsulas contendo RSV e LA e sua
associacao.

e Avaliar a atividade antioxidante das suspensdes de nanocéapsulas contendo RSV e LA e sua
associacao.

e Auvaliar a toxicidade das suspensdes de nanocapsulas em células BALB-C 3T3 contendo
RSV e LA e sua associagao.

Parte 2:

e Reuvisar na literatura estudos sobre o efeito antiproliferativo do RSV em células de LMC;

e Produzir e caracterizar suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo RSV;

e Avaliar a viabilidade celular na linhagem K562 de LMC tratadas com o RSV em solucdo e
a suspenséo de nanocapsulas contendo RSV;

e Avaliar o mecanismo de morte da linhagem celular K562 de LMC tratadas com a
suspensdo de nanocapsulas contendo RSV;

e Avaliar a viabilidade celular da linhagem K562 de LMC resistente ao mesilato de

imatinibe tratadas com a suspenséo de nanocapsulas contendo RSV.
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Para atingir os objetivos, a condugdo deste trabalho iniciou com uma etapa de

validacdo de metodologia analitica e posteriormente foi dividida em duas linhas de trabalho

como citado anteriormente. Cada um dos capitulos desta tese possui objetivos especificos

necessarios para alcancar o objetivo geral. A estrutura da tese, com seus capitulos, objetivos e

metodologias esta organizada em duas partes, com dois capitulos cada, estes organizados em

artigos cientificos, e um apéndice, resumidamente descrito na figura 3.

Artigo 2

(Antioxidante e
fotoestabilidade)

Artigo 1
(Validacdo de
metodologia analitica) Anexo A
(Avaliacdo da associagédo do
. . RSV e LA)
Apoio experimental
4 __________________
Artigo 3
(Revisdo)
\ 4
(O Conclusdes Artigo 4

(Avaliacéo antitumoral)

(O Conclusdes

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura da tese.
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Pele

A pele constitui 0 maior 6rgdo do corpo humano e representa mais de 15% do peso
corporal. Tem funcdo de protecdo sendo esse o primeiro contato do nosso organismo com o
meio externo. Ela age protegendo o organismo contra forgas mecanicas, contra a radiagdo UV
e substancias quimicas. Além disso, ainda possui funcdo de regulacdo da manutencdo da
temperatura corporal e sintese de vitamina D, que ocorre na pele através da exposicdo a
radiacdo UVB. Adicionalmente, a pele também possui terminaces nervosas que convertem o
seu contato com 0 meio externo em sensacdes de toque, pressdo, dor e temperatura (Obagi,
2004; Souza e Vargas, 2004).

A pele esta dividida em epiderme, derme e hipoderme. A epiderme, a camada mais
externa da pele, subdivide-se em camada cérnea, camada granulosa, camada espinhosa e
camada basal. A camada coOrnea, a mais externa da epiderme, formada por células mortas e
queratinizadas denominadas de cornedcitos, constitui a principal barreira a penetracdo de
substancias na pele (Kalia e Guy, 2001). Na epiderme viavel, além dos cornedcitos, estdo
também presentes os melandcitos (Shai et al., 2009). Esses tém a funcdo de produzir
melanina, substancia que protege a pele dos danos provocados pela radiacdo ultravioleta
através da absorcdo, difracdo ou reflexdo dessas radiagfes (Obagi, 2004; Souza e Vargas,
2004).

A derme, por sua vez, € o tecido situado logo abaixo da epiderme, tendo como fungéo
fornecer o aporte nutricional. Nessa camada estdo presentes as fibras de colageno e elastina,
glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas dispersas na substancia fundamental. Os
fibroblastos, as principais células da derme, sdo responsaveis pela producdo de colageno.
Abaixo da derme ha ainda a hipoderme, formada por tecido adiposo, atuando como
reservatorio de energia e como isolante térmico em situagdes de baixas temperaturas (Shai et
al., 2009).

O envelhecimento cutaneo é um processo complexo que esta associado tanto a fatores
extrinsecos como também intrinsecos, os quais incluem as alteragdes hormonais (EI-Domyati
et al., 2002). A exposicao cronica ao sol é o principal responsavel pelo envelhecimento

extrinseco, também chamado de fotoenvelhecimento, o qual ainda aumenta os riscos de
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desenvolvimento de cancer. A sensibilidade aos raios solares é dependente da pigmentacdo da
pele, ou seja, individuos com pigmentacdo elevada sdo geralmente menos sensiveis que
individuos com pigmentacdo diminuida (Biesalski e Obermueller-Jevic, 2001). Além desses
efeitos, a radiacdo UV também esta relacionada com os carcinomas basocelular, espinocelular
e com o melanoma, cancer de pele mais invasivo. No Brasil, a radiagdo UV é responséavel por

cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no pais (Inca, 2018).

Efeitos da radiacgao solar sobre a pele

A radia¢do UV foi subdividida pela primeira vez no congresso internacional da luz em
1932 em UVA, UVB e UVC (Lim e Draelos, 2009). A radiacdo UVA se estende de 320-400
nm, recentemente dividida em UVA-I (340-400 nm) e UVA-II (320-340 nm) (Gonzélez et al.,
2008), a UVB de 290-320 nm e a UVC de 100-290 nm. A radiagdo UVA curta, assim como a
radiacdo UVB, pode levar ao aparecimento de mutagdes celulares (Ichihashi et al., 2003). Por
sua vez, a radiacdo UVA longa € absorvida por cromdforos endogenos, como o acido

urocanico dando origem a radicais livres (Menon, 2002).

O acumulo destes radicais livres estd envolvido no processo de envelhecimento. As
defesas do organismo, compostas principalmente por enzimas antioxidantes, sdo ativadas
quando a pele € exposta a radiacdo UV, em resposta ao acumulo de radicais livres,
responsaveis pelo aumento no estresse oxidativo. Ainda, na pele envelhecida existe uma
diminuicdo das defesas antioxidantes, seja ela enzimatica ou ndo-enzimética, resultante do
préprio envelhecimento cutaneo, deixando assim a pele mais exposta a acdo dos radicais
livres (Longstreth et al., 1998; Kohen, 1999; Bokov et al., 2004). Deste modo o uso de

antioxidantes em produtos cosméticos é importante no controle destes radicais livres.

Antioxidantes

Na pele, os principais problemas relacionados com o desequilibrio redox sdo: o
envelhecimento cutaneo e o céncer de pele (Pinnell, 2003; Ratnam et al., 2006). Os
antioxidantes atuam protegendo as células do estresse oxidativo enddgeno e exdgeno evitando
a formacdo de radicais livres ou eliminando os radicais livres jA formados antes que eles

atinjam seus alvos especificos. Os antioxidantes podem ser divididos em duas grandes classes,
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antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos. Na pele, ambos interagem para promover a
protecdo intra e extracelular. Grande parte dos antioxidantes é produzida endogenamente,
como enzimas, moléculas de baixo peso molecular e cofatores enzimaticos (Ratnam et al.,
2006).

Os antioxidantes enzimaticos que predominam nas células sdo a catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). A CAT, presente nos
peroxissomos, é capaz de decompor perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua, sem gerar
radicais livres. Assim como a CAT, a enzima glutationa peroxidase (GPx) também decompde
peroxido de hidrogénio. A SOD ¢ capaz de catalisar a dismutacéo do superoxido em peroxido
de hidrogénio e oxigénio molecular. CAT e SOD estdo entre os mais potentes agentes

antioxidantes conhecidos na natureza (Marks et al., 1996; Pinnell, 2003).

Os antioxidantes ndo-enzimaticos envolvem um amplo nimero de substancias, sendo
eles na maioria de origem natural e alguns desses sintetizados pelo homem. Os principais
antioxidantes ndo-enzimaticos fisiologicos sdo moléculas de baixa massa molecular como:
vitaminas C e E, ubiquinol e glutationa. Antioxidantes endogenos sofrem deplecdo durante
periodos de estresse oxidativo, responsaveis pela manutencao do equilibrio redox na pele. A
reposicao destes antioxidantes para protecdo da pele pode ser feita através de suplementagdo
via oral, porém essa via é dependente de absorcdo, solubilidade e transporte, que podem
limitar a quantidade que sera liberada na pele. Desta forma, os produtos de uso topico sao
uma opgao de escolha (Pinnell, 2003; Casagrande et al., 2007). N&o obstante as suas
habilidades individuais, existem evidéncias crescentes de que alguns antioxidantes funcionam
de forma mais eficaz quando associados. Este efeito sinérgico pode ajudar no combate aos
radicais livres (Graf, 2010).

Nanotecnologia

O emprego de antioxidantes para reduzir os efeitos causados pela exposicdo solar teve
um aumento nos Gltimos anos. E desejado que seu efeito seja local, assim é importante que
estes permanecam na pele, penetrando, mas sem serem absorvidos via sistémica. Desta forma,

a selecdo de um veiculo adequado, a liberacdo da molécula de interesse na pele e a extensao
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da penetracdo através do estrato corneo sdo importantes na sua eficacia (Benita, 1999; Muller
et al., 2002).

A nanotecnologia, definida como o desenvolvimento, a producéo, a caracterizagéo e a
aplicacdo de estruturas ou dispositivos na escala hanométrica, surge como uma possibilidade
de veiculagdo promissora no uso de antioxidantes via topica. As nanoparticulas poliméricas
sdo definidas como sistemas coloidais que incluem nanoesferas e nanocapsulas. As
nanocapsulas sdo estruturas do tipo parede-nucleo, sendo que a substancia ativa, na forma
liquida ou sélida na forma de dispersdo molecular, pode estar dispersa no ndcleo, na parede
ou em ambos (Schaffazick et al., 2003; Dumitriu e Popa, 2013).

Diferentes sistemas nanométricos, como lipossomas, niossomas e nanoemulsées sao
utilizados na cosmetologia para veiculacéo de ativos (Patravale e Mandawgade, 2008). Estes
sistemas de liberagdo tém sido aplicados em cosméticos com o intuito de aumentar a
fotoestabilidade (Perugini et al., 2002), melhorar a efetividade de filtros solares (Alvarez-
Roman et al.,, 2001; Alvarez-Roméan et al., 2004) e permitir a liberacdo controlada e
prolongada de ativos (Almeida e Souto, 2007; Hoffmeister et al., 2012). Também podem
facilitar a incorporacdo de substancias em produtos dermatoldgicos e propiciar confortavel
aplicacdo cuténea (Alves et al., 2007; Guterres et al., 2007).

A utilizacdo de nanotecnologia no mercado de produtos cosméticos € presente. A
primeira empresa a inserir um cosmético em dominio internacional, com base
nanotecnoldgica, foi a Lancdme (divisdo da L Oréal) em 1995, com a apresentagdo de um
creme para a face contendo nanocapsulas de vitamina E, para o tratamento
antienvelhecimento. No Brasil, a empresa pioneira a colocar no mercado um nanocosmético
foi O Boticario em 2005, com um creme anti-sinais contendo nanocéapsulas para a area dos
olhos, testa e l&bio (Baril M.B. et al., 2012).

Resveratrol
O Resveratrol (RSV; 3,5,4'-trihidroxiestilbeno) é um polifenol que ocorre

naturalmente em mais de 70 tipos de plantas como uvas, amendoim, amoras, mirtilo, entre

outras. Esta substancia é sintetizada pelas plantas em resposta as agressdées ambientais como
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exposicao a radiacdo UV e ataques de microorganismos (Aggarwal et al., 2004; Harikumar e
Aggarwal, 2008). Os efeitos benéficos do RSV estdo relacionados ao tratamento de patologias
relacionadas com a idade, como diabetes tipo 2, aterosclerose, doencas cardiovasculares,
doengas neurodegenerativas e o cancer (Aggarwal et al., 2004; Pearson et al., 2008; Miller et
al., 2011) além de possuir atividade antifungica (Lee e Lee, 2015). O efeito do RSV sobre o
cancer foi descrito primeiramente em cancer epitelial, sendo capaz de inibir processos de
génese tumoral nas suas 3 etapas: iniciacdo, promocao e progressdo tumoral (Jang et al.,
1997).

Com base nas propriedades quimicas do RSV, uma vez que este desempenha um papel
de protecdo em muitas condi¢Oes cutaneas, incluindo cancer de pele (Packer e Valacchi, 2002;
Nichols e Katiyar, 2010), uma grande quantidade de estudos in vivo e in vitro sobre o efeito
da RSV na pele vem sendo realizados. Em geral, 0 uso tépico de compostos naturais tem sido
sugerido, podendo evitar problemas principalmente de toxicidade. No estudo de Alonso e
colaboradores, a permeacdo cutanea do RSV foi avaliada, demostrando que o RSV aplicado
topicamente penetra na pele em uma forma gradiente, e que, ap6s a sua penetracdo, 0 mesmo
foi capaz de manter sua eficiéncia antioxidante (Alonso et al., 2017). O composto RSV em
testes in vitro com a linhagem celular HaCaT expostas a radiacdo UVA demonstrou uma
diminuicdo da formacéo de radicais livres e manutencdo da morfologia celular (Baxter, 2008;
Bastianetto et al., 2010). Em fibroblastos cutaneos tratados com RSV houve um aumento,
dose-dependente, na taxa de proliferacdo celular e inibicdo da atividade da colagenase
(Giardina et al., 2010).

Nos ultimos anos, varias formulacGes topicas de RSV estdo sendo desenvolvidas, tais
como cremes, Oleos e emplastros de hidrogel ou microparticulas de RSV que parecem
prolongar sua liberacdo na pele (Hung et al., 2008). Além disso, 0 uso de uma nano-
suspensdo estavel de RSV melhora o seu transporte através das membranas assim como
aumenta a solubilidade e estabilidade do RSV. Nanoformulacdes baseadas em vesiculas
fosfolipidicas foram desenvolvidas para fornecer RSV como fonte antioxidante para a pele
(Caddeo et al., 2015).

O RSV é um composto fotossensivel, desta forma a veiculagcdo em nanocarreadores é

uma estratégia para sua protecdo. A veiculacdo do RSV ja foi realizada em diferentes
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estruturas. Lucas-Abellan e colaboradores trabalharam com a formacdo de complexos de
inclusdo entre B-ciclodextrina e RSV, onde a adi¢éo dessas ciclodextrinas no meio reacional
demonstrou um efeito inibitério sobre a oxidacdo do RSV por lipo-oxigenases (Lucas-Abellan
et al., 2007). Das e Ng (2010) desenvolveram formulagfes para a liberacdo prolongada do
RSV, como granulos de célcio-pectina (Ca-pectina), para proteger o ativo durante a sua
passagem através do trato gastrointestinal (TGI) superior e garantir a sua liberacdo na regido
do célon. Kim e colaboradores encapsularam RSV em nanoparticulas de poli(e-caprolactona),
polimero muito utilizado, obtidas pelo método de emulsdo simples e evaporacdo do solvente
(Kim et al., 2009). Frozza e colaboradores, visando preservar a atividade bioldgica do RSV e
melhorar a sua biodisponibilidade cerebral, prepararam nanocéapsulas de RSV com nicleo
lipidico (Frozza et al., 2010). Além destes, um trabalho envolvendo nanocapsulas de nicleo
lipidico demonstrou ser viavel a co-encapsulacdo do RSV com outros compostos, neste caso a
curcumina, onde destacou-se 0 aumento da fotoestabilidade de ambos e a melhora da
atividade antioxidante desses polifendis associados (Coradini et al., 2014).

Além da veiculacdo em nanoparticulas, a combinacdo de antioxidantes é uma idéia
muito interessante a ser estudada. O RSV € um composto que apresenta bons efeitos no uso
combinado com outros antioxidantes ou farmacos. Khandelwal e colaboradores mostraram
gue o RSV combinado com a quercetina reduz sinergicamente a extensdo da restenose (uma
complicacdo critica da angioplastia), possivelmente pela inibicdo da proliferacéo e inflamacéo
das celulas do masculo liso vascular (Khandelwal et al., 2012). Além disso, um estudo de
Zhou e colaboradores mostrou melhora no perfil transcriptomico e metabolémico, com efeitos
sinérgicos do RSV combinado com a quercetina, em ratos com dieta rica em gordura (Zhou et
al., 2012). Kiskova e colaboradores evidenciaram recentemente que a combinacdo de RSV
com melatonina exerce efeitos quimiopreventivos na carcinogénese mamaria de rato induzida
por N-metil-N-nitrosoureia (NMU). Na carcinogénese mamaria induzida por NMU,
combinacgéo resultou em uma diminuicdo significativa da incidéncia do tumor demonstrando,
assim, uma resposta quimiopreventiva (Kiskova et al., 2012). Ainda Malhotra e colaboradores
avaliaram que o RSV associado a curcumina também proporciona melhor resposta
qguimiopreventiva, neste caso em carcinogénese pulmonar induzida por benzopireno
(Malhotra et al., 2011).
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A associacdo do RSV com outros farmacos ja foi evidenciada também em
nanocarreadores. A combinacdo de farmacos anticancerigenos em nanocarreadores € uma
estratégia terapéutica promissora contra tumores resistentes. Meng e colaboradores
demonstraram que a co-encapsulacdo de RSV e Paclitaxel em um lipossoma reverteu a
resisténcia ao paclitaxel em células de cancer de mama MCF-7, melhorando a eficicia contra
células sensiveis e resistentes ao paclitaxel in vivo. (Meng et al., 2016). Ainda, conforme
relatado anteriormente, a co-encapsulacdo do RSV com a curcumina melhorou a atividade

antioxidante dos compostos (Coradini et al., 2014).

Acido lipoico

O écido lipoico (LA; 1,2-ditiolano-3-acido pentanoico) € um composto dissulfeto
sintetizado enzimaticamente na mitocdndria a partir do &cido octandico (Liu et al., 1995;
Packer et al., 1995). Diversos alimentos contém LA, 0s mais ricos sdo o espinafre, brécolis e
tomate (Lodge et al., 1997). Uma vez absorvido pela dieta, o LA é transportado para dentro
das células onde é reduzido a éacido diidrolipdico (ADHL) no citoplasma pela enzima
glutationa-redutase e na mitocondria pela enzima diidrolipoamida desidrogenase (Moini et al.,
2002).

O efeito bioldgico descrito para LA € o antioxidante, o qual é mediado principalmente
por sua habilidade direta de sequestrar espécies reativas de oxigénio, interagir com outros
antioxidantes (como acido ascorbico, a-tocoferol e GSH), regenerando-os, e de quelar metais
(Packer e Cadenas, 2011). Trabalhos e estudos clinicos apontam a utilidade do LA como
agente terapéutico em diversos distdrbios, como isquemia cerebral e do miocérdio,
intoxicacao por metais pesados, diabetes, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e disturbios
neurodegenerativos, como mal de Alzheimer e deméncias relacionadas (Packer et al., 1995;
Holmaquist et al., 2007).

O LA é um antioxidante que pode ser utilizado via topica, sua eficacia é atribuida ao
seu subproduto ADHL, um antioxidante extremamente poderoso que inativa radicais livres. O
ADHL ¢ instavel e ineficaz em poucos minutos apos a aplicagdo. O LA, no entanto, é mais
estavel e facilmente absorvido, portanto, € uma maneira efetiva de obter o ADHL na pele

(Podda et al., 1994). O LA aplicado via topica a 3% reduz o eritema induzido via exposicdo a
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radiacdo UV em animais, com tempo de exposicdo a radiagdo de 4hs reduzindo os efeitos do
fotoenvelhecimento (Podda et al., 1996). Outro estudo, de 12 semanas, usando um creme a
5% também teve resultados efetivos no tratamento do fotoenvelhecimento contra radiacao
UVB (Beitner, 2003; Rijnkels et al., 2003).

O LA, porém, ndo apresenta boa estabilidade quimica, desta forma uma possivel
alternativa é o emprego da nanotecnologia. Killkamp e colaboradores demonstraram que o LA
nanoencapsulado com o emprego de poli(e-caprolactona) como polimero e triglicerideos de
cadeia média como nudcleo das nanocapsulas, aumentam a estabilidade fisico-quimica em
comparagdo com formulagdes contendo LA em solugdo (Kulkamp et al., 2009).
Posteriormente, 0s mesmos autores demonstraram gque a nanoencapsulacdo melhora o efeito
antioxidante do LA in vitro, pelo teste de protecdo contra a peroxidacdo lipidica (Kulkamp et
al., 2011). Além disso estudos ja demonstraram que a aplicacdo do LA nanoencapsulado em
formulagdes semi-sdlidas melhoram as caracteristicas sensoriais das formulagdes (Kilkamp-
Guerreiro et al., 2013; Silva Martins et al., 2018). Adicionalmente, o LA nanoencapsulado em
uma formulacdo semi-solida apresentou perfil de liberacdo sustentada, baixa toxicidade em
fibroblastos de ratos L929 sugerindo que as nanocapsulas poderiam ser um sistema promissor

para a administracdo topica do LA (Xia et al., 2017).

Como mencionado anteriormente, a combinacdo de antioxidantes e sua associacdo a
outros farmacos é uma ideia muito interessante a ser estudada. Abdelkarem e colaboradores
demonstraram que carnitina e LA quando associados podem melhorar a resisténcia a insulina,
aumentando o nivel de adiponectina na sindrome metabdlica, tendo um papel benéfico para a
prevencdo da sindrome metabdlica e a evolucao da diabetes tipo 2 (Abdelkarem et al., 2016).
Zhao e colaboradores associaram o LA com o antioxidante coenzima Q10 co-encapsulados
em lipossomas, ndo apresentando citotoxicidade em fibroblastos de ratos L929, mantendo as
atividades antioxidantes e ainda apresentando atividade antimicrobiana. Desta forma, este
sistema de entrega de antioxidantes tem potencial uso em cosméticos ou medicamentos,
apresentando baixa citotoxicidade e necessidade de baixas concentracdes de conservantes

sintéticos na formulacéo (Zhao et al., 2017).

A combinagdo do RSV e LA tem sido estudada nos altimos anos. Saleh e

colaboradores demonstraram que a combinacdo de doses sub-limitrofes de RSV e LA
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proporciona neuroprotecdo significativa, provavelmente resultante dos efeitos sinérgicos
(Saleh et al., 2014). Esta associacdo também protege o neurénio do granulo cerebelar exposto
a amonia, surgindo assim como uma estratégia terapéutica interessante para o gerenciamento
de encefalopatia hepéatica (Bobermin et al., 2015). Além da neuroprotecdo, Cheserek e
colaboradores evidenciaram que a associacdo de RSV e LA tem efeito cardioprotetor
diminuindo o estresse oxidativo no coragéo e auxiliando na reducéo da obesidade, restaurando
assim os niveis plasmaticos de hormonios tireoidianos (Cheserek et al., 2016). Porém, a
associacdo de RSV e LA apresenta potencial para o desenvolvimento de uma formulagéo para

uso topico, ainda ndo explorado na literatura.
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ARTIGO 1: VALIDATION OF A SIMPLE METHOD FOR LIPOIC ACID AND
RESVERATROL SIMULTANEOUS DETERMINATION BY HIGH PERFOMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY

Apresentacao

O conteudo presente no capitulo 1 foi publicado, porem foi excluido nesta versao
parcial da tese respeitando os direitos de divulgacdo do periodico. Entretanto, foram inseridas
a seguir as principais consideracdes dos conteudos retirados. No total, foi suprimido o
contetdo presente entre a pagina 45 até a pagina 64.

A associacdo do RSV e do LA aparece como potencial tanto para uso oral quanto para
utilizacdo em cosméticos. Na literatura, ndo foi encontrado nenhuma metodologia de
doseamento simultdneo do RSV e LA, assim foi desenvolvido um metddo para a identificacdo
e quantificacdo simultanea destas substancias. A utilizacdo do HPLC-UV € uma alternativa
em potencial para a identificacdo e quantificacdo de duas substancias sem separagdo prévia.

Assim, este estudo contempla a validacdo metodoldgica para a associacao entre RSV e
LA, tomando como base a resolucdo da ANVISA 166/2017 e o ICH. Este manuscrito foi
publicado no periodico Drug Analytical Research.
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VALIDATION OF A SIMPLE METHOD FOR LIPOIC ACID AND RESVERATROL
SIMULTANEOUS DETERMINATION BY HIGH PERFOMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY

Abstract

A high-performance liquid chromatography-ultraviolet (HPLC-UV) method was
developed and validated for simultaneous determination of Resveratrol (RSV) and Lipoic
Acid (LA). A C18 column was used with a mobile phase consisting of acetonitrile and 0.01M
phosphoric acid (60:40). The detection wavelength was at 235 nm. The method was specific
in the presence of pharmaceutical excipients widely used in solid dosage forms or lipid-core
nanocapsules. The results demonstrated linearity between 5 and 50 pg/mL for RSV and 30
and 120 pg/mL for LA. The method presented precision and accuracy (RSD <5%). In
addition, the developed method was considered robust. Therefore, the developed method can
be applied successfully for simultaneous determination of RSV and LA in the proposed

conditions, with a potential application to assay both drugs in several dosage forms.

Keywords: Lipoic acid, resveratrol, high performance liquid chromatography,

validation, simultaneous determination.
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ARTIGO 2: Development of lipid core nanocapsules co-encapsulating resveratrol and

lipoic acid with improved antioxidant properties

Apresentacao

O conteudo presente no capitulo 2 ainda ndo foi publicado, foi excluido nesta versao
parcial da tese. Entretanto, foram inseridas a seguir as principais considera¢des dos contetdos
retirados. No total, foi suprimido o contedo presente entre a pagina 68 até a pagina 96.

Neste capitulo 2 foi desenvolvida nanocapsulas de nucleo lipidico contendo a
associacdo de RSV e LA. Estd formulacdo foi caracteriazada apresentando propriedades
tecnoldgicas satisfatorias.

A formulacdo com a associacdo do RSV e LA demostrou melhroar o efeito
antioxidante comparada com os antioxidantes em solucdo. Aumentou a estabilidade fisico-

quimica das substancias alem de melhorar o controle de liberagdo e permeacédo do LA.
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Leucemia miel6ide cronica (LMC)

Os primeiros relatos clinicos sobre a LMC foram publicados em 1845 com detalhes
microscopicos precarios e caracteristicas macroscopicas observadas em autdpsias de pacientes
que apresentavam acentuada hepatoesplenomegalia associada com ‘“sangue purulento”
(Geary, 2000). Porém, o primeiro indicio importante sobre a patogénese veio somente em
1960, quando técnicas desenvolvidas para estudar as células em mitose permitiram detectar
uma anormalidade cromossomal especifica nas células do sangue de 7 pacientes com LMC.
Esta anormalidade posteriormente recebeu o nome de cromossomo Philadelphia (Ph), sendo a
primeira anormalidade cromossdmica relacionada a uma neoplasia humana (Nowell, 1962). O
cromossomo Ph pode ser identificado através de andlises citogenéticas, onde o resultado é a
translocacdo reciproca, t(9:22) (q34;911), entre o proto-oncogene ABL localizado no brago
longo do cromossomo 9 e o gene BCR localizado no bragco longo do cromossomo 22. O
cromossomo Ph pode ser identificado em cerca de 95% dos pacientes, sendo um marcador
caracteristico desta doenca (Cortes et al., 1995; Faderl et al., 1999).

A LMC apresenta clinicamente trés fases diferentes: uma fase crbnica, uma fase
acelerada (de metamorfose ou de transformacéo) e uma fase aguda (blastica). A fase cronica é
a fase em que aproximadamente 85% dos diagndsticos sdo realizados, apresenta um alto
numero de células mieldides, células eritrdides e plaguetas no sangue periférico e hiperplasia
da medula 06ssea, caracterizada por sintomas inespecificos tais como: fadiga, anorexia, suor,
fraqueza, perda de peso e desconforto abdominal. E uma fase de facil controle terapéutico,
com uma sobrevida média de 3 a 6 anos sob terapia convencional (Faderl et al., 1999). A fase
acelerada é uma transicdo gradual da fase cronica para a fase blastica, tem uma duracédo de 2 a
15 meses e € caracterizada pela perda progressiva do controle clinico e hematoldgico. Cerca
de 75 a 80% dos pacientes passam por esta fase antes de evoluir a fase blastica (Kantarjian et
al., 1988; Kantarjian et al., 1993; Hill e Meehan, 1999). Na fase blastica, o paciente adquire
caracteristicas de uma leucemia mieldide aguda (LMA) ou linféide aguda (LLA), dependendo
do tipo de diferenciacdo celular. O surgimento de numerosos blastos durante a progressdo da
LMC é devido a perda gradual do potencial de diferenciacdo das células malignas, que
coincide com o surgimento de novas alteragcdes cromossomais (Karanas e Silver, 1968; Cortes
etal., 1995).
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O diagnostico de LMC ocorre frequentemente na fase crbnica, como dito
anteriormente, e manifesta-se por sintomas ndo especificos. Os exames laboratoriais
realizados para o diagnostico sdo o hemograma completo, aspiracdo e biopsia da medula
Ossea e pesquisa do cromossomo Ph. A suspeita clinica no hemograma mostra leucocitose
acima de 25.000/mm? (25 x 10%/L) frequentemente excedendo 100.000/mm3 (100 x 10%/L)
com aproximadamente 20% de formas mieldides imaturas, porém menos de 15% de blastos
no sangue periférico e medula 6ssea. E caracteristico também o aumento de eosindfilos e
basofilos podendo ocorrer trombocitose (Cortes et al., 1996; Hill e Meehan, 1999). O
diagndstico genético é realizado normalmente por citogenética padréo, hibridizacao in situ por
fluorescéncia, RT-PCR e através da analise por Northern e Southern blot (Redaelli et al.,
2004).

Tratamento

O tratamento da LMC iniciou com o uso da irradiacdo por volta de 1900, passando
pelo uso do bussulfano, hidroxiureia pela década de 50 e 60, 0 uso de IFN-a na década de
1980, porém estes tratamentos apenas combatiam os sintomas da LMC, ndo alterando a
progressdo da doenca (Hehlmann et al., 2007; Shah et al., 2016). Em meados de 2001, o
mesilato de imatinibe foi projetado especificamente contra seu alvo, a proteina BCR-ABL, e
revolucionou o tratamento da LMC, produzindo os melhores efeitos terapéuticos ja
alcancados (Lydon e Druker, 2004). O mesilato de imatinibe ¢ uma molécula de baixa massa
molecular (PM 589,7) que ocupa o sitio quinase da proteina BCR-ABL e bloqueia o0 acesso do
ATP, inibindo a capacidade da proteina BCR-ABL de fosforilar proteinas envolvidas na
transducdo de sinais e blogueando a proliferacdo celular do clone maligno (Savage e Antman,
2002). Desta forma o mesilato de imatinibe aumentou a sobrevida de pacientes com LMC em
fase crénica de 20 para 80-90%, durante 10 anos de acompanhamento (Jabbour e Kantarjian,
2016).

Apesar do avanco na terapia da LMC, em alguns pacientes é observada a resisténcia
ao tratamento. Ela é dividida em primaria (auséncia de resposta) ou secundaria (perda de
resposta) e ocorre devido a fatores BCR-ABL independentes ou fatores BCR-ABL
dependentes, estes mais conhecidos (Druker et al., 2002). A resisténcia priméaria geralmente

deve-se aos mecanismos BCR-ABL independentes, e geralmente € revertida pelo aumento da
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dosagem. No entanto, cerca de 10% dos pacientes ainda apresentam resisténcia primaria

apesar da dose mais elevada (Hochhaus, 2003; Kantarjian et al., 2004).

A resisténcia secundaria estd relacionada normalmente a fatores BCR-ABL
dependente como, muta¢cdes no dominio quinase da BCR-ABL intervindo na ligacdo do
mesilato de imatinibe no seu alvo, superexpressdo do gene BCR-ABL e amplificacdo da
proteina BCR-ABL. O aumento da dose, em alguns casos, gera uma resposta positiva, mas
passageira. As estratégias atuais para contornar a resisténcia incluem o uso de outros
inibidores da tirosina quinase de segunda e terceira geracdo, como nilotinibe, dasatinibe,
bosutinibe e ponatinibe (Chereda e Melo, 2015).

Os inibidores da tirosina quinase de segunda geracdo se mostraram mais eficazes nos
casos de resisténcia ao mesilato de imatinibe comparado a casos em que as doses do mesilato
de imatinibe foi aumentada. O nilotinibe, por exemplo, € um analogo estrutural do mesilato de
imatinibe e sua afinidade pelo o sitio de ligacdo do ATP em BCR-ABL é de 30-50 vezes
maior in vitro, enquanto o dasatinibe é 350 vezes mais potente do que o mesilato de imatinibe
in vitro. Ja, o ponatinibe € um inibidor da tirosina quinase de terceira geracdo, 500 vezes mais
potente que o mesilato de imatinibe na inibicdo de BCR-ABL e foi o primeiro inibidor a
exibir a atividade em pacientes com LMC que apresentam a muta¢do T315I (Baccarani et al.,
2015; Jabbour e Kantarjian, 2016; Shah et al., 2016).

Um fator importante a ser tratado no tratamento com mesilato de imatinibe é o alto
custo, sendo estimado um custo anual de R$ 20.000,00 a R$ 30.000,00 para um paciente de
LMC adulto, em doses de 400 mg/dia e 600 mg/dia, respectivamente usando 0s
medicamentos hoje produzidos no Brasil. Este tratamento é totalmente financiado pelo

Sistema Unico de Satide (SUS) o que se torna altamente oneroso para os cofres publicos.

Mesmo com o avanco na terapia da LMC o transplante de células tronco
hematopoiéticas alogénico € a Unica possibilidade de cura, porém esta associado a um risco de
mortalidade e morbidade, devido a possiveis complicagcdes pds-transplante, como: doenca de
enxerto contra 0 hospedeiro, imunossupressao e infecgdes generalizadas (Faderl et al., 1999;
Jiang et al., 2014). Além destes fatores, a dificuldade de encontrar um doador compativel

também limita as chances de transplante, uma vez que entre irmaos de mesmos pais a chance
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de encontrar compatibilidade é de 25%, assim aproximadamente 60% dos pacientes ndo
encontram doador compativel na familia (Radich, 2009). Ainda assim, a chance de cura é de
aproximadamente 65%, porém pode variar de acordo com as caracteristicas do paciente como
a idade, tempo entre diagndstico e transplante e compatibilidade do doador (Pallotta et al.,
2006). Assim, se faz necessario a busca de novos farmacos para o tratamento de pacientes que
apresentam resisténcia aos inibidores da tirosina quinase, uma vez que o transplante esta

associado a um consideravel risco de mortalidade.

Resveratrol

O RSV, ja descrito na parte | desta tese, € um composto polifendlico produzido por
varias plantas, principalmente pela uva, em resposta a fontes de estresse como
microrganismos, insetos e radiacdo UV (Langcake e Pryce, 1977). Os primeiros estudos
relacionando os efeitos benéficos do RSV a saude humana esta relacionado ao Paradoxo
Frances (Kopp, 1998). A partir de entdo, diversos estudos demonstram seus efeitos benéficos,
como anti-inflamatorio, antioxidante e antitumoral, dentre muitos outros. Sua atividade
antineoplasica, em foco nos ultimos anos, ocorre nas trés etapas da carcinogénese: iniciagéo,
promogéo e progressdo tumoral (Jang e Surh, 2003; Bradamante et al., 2004; Baur et al.,
2006; Zamin et al., 2006).

Resveratrol e cancer

Os estudos do RSV no combate ao cancer iniciaram na inibigdo da carcinogénese em
um modelo de cancer de pele em ratos (Jang et al., 1997). A partir desta descoberta,
seguiram-se inumeras publicacOes relacionadas com o tema, onde se demonstrou que o RSV
tem efeitos citotoxicos in vitro contra uma grande variedade de células tumorais humanas,
incluindo células tumorais de origem mieldide, linféide, mama, pele, colo do Gtero, ovério,
estdmago, prostata, cdlon, figado, pancreas e carcinoma de tiredide (Aggarwal et al., 2004;
Harikumar et al., 2010; Tomé-Carneiro et al., 2013). Existem hoje na literatura, diversos
estudos experimentais in vivo e in vitro mostrando o papel do RSV no cancer. Em ensaios
clinicos ja foi apresentada evidéncia do grande potencial do RSV como agente antitumoral,
tanto para a prevengdo como para terapia de uma variedade de canceres (Ko et al., 2017).
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A capacidade de prevenir a carcinogénese inclui a diminuicdo do estresse oxidativo,
peroxidacdo lipidica de membranas celulares e danos ao DNA resultante do acimulo de
radicais livres (Leonard et al., 2003). Ele também atua diminuindo a inflamacdo pela inibicdo
de ativadores de STATS3, reduzindo assim a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais
(Yu et al., 2009; Siveen et al., 2014). A atividade anti-proliferativa do RSV envolve
principalmente a indugdo da apoptose em celulas tumorais (Ahmad et al., 2001; Tinhofer et
al., 2001), principalmente alterando as proteinas da familia Bcl-2 (Delmas et al., 2011). A
inibicdo das proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2 e a ativacdo de proteinas pro-
apoptdticas, como Bad, Bak ou Bax, induz a apoptose via caspases (Aziz et al., 2006;
Bhardwaj et al., 2007).

Embora esteja claro que o RSV mostrou excelentes propriedades antiproliferativas, a
maioria dos estudos foi realizada em modelos in vitro. O RSV em humanos € metabolizado
rapidamente, desta forma devido a sua baixa biodisponibilidade sdo necessarias altas doses do
RSV. Apesar de ser bem tolerado em humanos, a baixa biodisponibilidade do RSV tem sido
uma preocupacao critica em relacdo a transposicdo dos achados da pesquisa basica para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos (Smoliga e Blanchard, 2014). Desta forma, varias
abordagens foram criadas para melhorar sua biodisponibilidade, incluindo consumi-lo com
varios alimentos (La Porte et al.,, 2010; Smoliga e Blanchard, 2014), usando-o em
combinacdo com uma piperina fitoquimica adicional (Johnson et al., 2011), e usando uma
abordagem pro-farmaco (Liang et al., 2013), pos micronizados (Howells et al., 2011; Popat et

al., 2013), ou formulagdes nanotecnolégicas (Ansari et al., 2011; Wang, S. et al., 2014).

Resveratrol e Leucemia Miel6ide Cronica

O RSV, como ja foi abordado anteriormente, apresenta propriedades antitumorais por
diferentes vias. Em LMC, ja foram publicados trabalhos mostrando que o RSV atua na
linhagem celular K562 in vitro. Os mecanismos anti-leucéumicos do RSV descritos foram
inducdo de apoptose, modulando a expressdo de AMPK (Puissant et al., 2008; Puissant et al.,
2010). O tratamento com RSV também se mostrou eficaz em células de LMC resistentes ao
mesilato de imatinibe, resultando em parada do ciclo celular e morte celular apoptdtica
(Puissant et al., 2008). Estudos subsequentes, demonstraram que o0 RSV pode também induzir
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a morte celular via autofagia em células K562 por meio de um mecanismo duplo envolvendo
0 aumento de AMPK e JNK (Puissant et al., 2010).

Outro efeito apresentado pelo RSV foi a diferenciacdo eritroide, que consiste no
processo de transformacdo e proliferacdo de células tronco hematopoiéticas em hemaécias
maduras (RBCs). O tratamento de células K562 com RSV aumentou os niveis de expressao
de genes de diferenciacdo eritrdide como GPA, um dos principais componentes da membrana
dos eritrdcitos, aumento de HBA1, HBB e y-globina, importantes para hemoglobinizacéo,
indicando que o RSV pode induzir a diferenciacdo eritrdide nessas células (Yan et al., 2014).
Esses achados confirmam resultados antes encontrados (Puissant et al., 2008), que mostravam
hemoglobinizacdo de células K562 sensiveis e resistentes ao mesilato de imatinibe tratadas
com RSV. Essa diferenciacdo eritroide € um processo que parece depender da autofagia,
também induzida pelo RSV, pois 0 aumento da autofagia teve correlacdo positiva com a
expressdo de marcadores de diferenciacao eritroide (GPA, Band3 e CD71) em células K562
(Yan et al., 2014). Assim, o RSV atua por diferentes mecanismos em células de LMC, sendo
um forte candidato a terapia, assunto que serd melhor abordado no capitulo Ill, uma revisao

de literatura sobre os mecanismos antiproliferativos do RSV e LMC.

Nanotecnologia e cancer

A nanotecnologia tem sido amplamente utilizada no avanco de novas estratégias para a
administracdo de farmacos, incluindo a terapia do cancer. Em comparagcdo com 0s sistemas
habituais de entrega de farmacos, 0 método de entrega associado a nanotecnologia tem maior
potencial em diferentes areas, como direcionamento, diagndstico por imagem, tempo de
circulacdo prolongado, liberacdo de controle sistémico e entrega combinada de medicamentos
(Liu et al., 2014). Formulagdes de nanoparticulas (NP) terapéuticas, tais como lipossomas,
NP de albumina e micelas poliméricas, ja foram aprovadas para tratamento do cancer. Outras
formulacBes utilizando nanocarreadores estdo sob investigacdo clinica, incluindo
quimioterapia tradicional, hipertermia, radioterapia, interferéncia de genes ou RNA (RNAI) e

imunoterapia (Tran et al., 2017).

Um fator determinante no sucesso dos nanocarreadores € a internalizacdo efetiva nas

células, que tem um papel importante no aprimoramento da retencdo dos antitumorais,
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garantindo maior permeabilidade, retencdo e eficacia terapéutica, principalmente se tratando
de antitumorais que atuam em alvos intracelulares. Isto € particularmente importante para
macromoléculas, como os RNAI (por exemplo, SiRNA e microRNA), que requerem liberacédo
citossolica para bioatividade (Whitehead et al., 2009; Zhu et al., 2015). Para melhorar a
absorcdo celular, uma abordagem € funcionalizar os nanocarreadores com ligantes
direcionados a reconhecer receptores especificos na superficie da célula tumoral (Shi et al.,
2011; Bertrand et al., 2014). Apoés a internalizacdo, os nanocarreadores devem liberar sua

carga terapéutica para difusdo através dos compartimentos celulares para alcangar o alvo.

Resveratrol nanoencapsulado e Cancer

Uma das primeiras nanoformula¢es do RSV foram nanoparticulas de quitosana. Esse
estudo sugeriu que as nanoformulacdes de quitosana tém uma liberagdo sustentada in vitro
(Yao et al., 2006). Em outro estudo avaliando a citotoxicidade do RSV em celulas C6 de
gliomas de ratos, nanoparticulas carregadas com RSV levaram a uma morte celular
significativamente maior comparada a uma dose equivalente de RSV livre (Shao et al., 2009).
Os autores demonstraram que a incorporacdo de RSV em nanoparticulas baseadas em mPEG-
poli (e-caprolactona) leva a uma morte celular significativamente maior a uma dose

equivalente de RSV livre.

Outro estudo, também avaliou o efeito antiglioma de nanocéapsulas de nucleo lipidico
carregadas com RSV tanto in vitro quanto in vivo. In vitro, 0 RSV nanoencapsulado diminuiu
a viabilidade das células de glioma C6 em maior grau do que o RSV isolado, sem toxicidade
para as células neuronais saudaveis. Ainda, a formulacdo nanotecnolégica induziu morte
celular apoptotica, que foi precedida por uma parada precoce nas fases S e G1 do ciclo
celular. Em condi¢Ges in vivo, RSV nanoencapsulado promoveu uma reducdo acentuada no
tamanho do tumor e reduziu a incidéncia de algumas caracteristicas associadas a tumores

malignos em comparacdo com 0 RSV em solucédo (Figueiré et al., 2013).

Em um estudo envolvendo NPs carregadas com RSV, com base na mistura poli-(e-
caprolactona), poli-(d, acido latico-co-glicolico) e poli (etilenoglicol) para o tratamento do
cancer de prostata foi observada a liberagdo controlada de RSV em pH 6,5 e 7,4, com apenas

55% de RSV liberado nas primeiras 7 horas. No tratamento de células PCa observacGes por
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microscopia confocal revelaram que as NPs foram eficientemente absorvidas pelas linhagens
celulares. Além disso, 0 RSV nanoencapsulado melhorou significativamente a citotoxicidade
qguando comparado com o RSV livre, demonstrando uma sensibilidade consistente para as
células de cancer de prostata, independentes de andrégeno e hormdnio-sensiveis (Sanna et al.,
2014). Jung e colaboradores utilizaram o0 RSV em nanoparticulas de PEG-PLA e sugeriram
que o conjugado suprime o metabolismo da glicose e o crescimento do tumor in vitro e in
vivo. No estudo, células de cancer de célon CT26 apresentaram um ndmero de células e

capacidade de formagéo de colonias significativamente reduzida (Jung et al., 2015).

A fim de melhorar a baixa biodisponibilidade sistémica e a absor¢éo celular do RSV,
varias estratégias foram adotadas, incluindo pré-farmacos de RSV e o desenvolvimento de
sistemas de entrega nanoestruturados. Em particular, as abordagens nanotecnoldgicas podem
fornecer biodisponibilidade melhorada, protecdo contra degradacdo, aumento na penetracdo

intracelular e controle de entrega, e toxicidade potencial reduzida.



CAPITULO Il
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ARTIGO 3: Resveratrol: multiple death mechanisms on chronic myeloid leukemia cells

Apresentacao
O contetdo presente no capitulo 3 ainda nao foi publicado, foi excluido nesta versao
parcial da tese. Entretanto, foram inseridas a seguir as principais considera¢des dos contetdos

retirados. No total, foi suprimido o conteudo presente entre a pagina 112 até a pagina 124.

Neste capitulo 3 foi escrita uma revisdo da literatura sobre os mecanismos de morte do
RSV em células de LMC. O RSV ¢é um antioxidante que tem efeito antitumoral por diferentes
mecanimos de morte contra células de LMC, destacando morte induzida por apoptose e via

autofagia.
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CAPITULO IV







127

ARTIGO 4: Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo Resveratrol reduzem a
viabilidade de células K562

Apresentacao

O conteudo presente no capitulo 4 ainda ndo foi publicado, foi excluido nesta versao
parcial da tese. Entretanto, foram inseridas a seguir as principais considera¢des dos contetdos
retirados. No total, foi suprimido o contetdo presente entre a pagina 128 e a pagina 148.

Neste capitulo 4 foi desenvolvida e caracterizada nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo RSV. Foi avaliada o efeito antitumoral desta formulacdo em células K562 de LMC
sensiveis e resistentes ao Imatinibe.

O RSV quando nanoencapsulado demosntrou melhor efeito antitumoral, tanto em
células sensiveis quanto resistentes ao Imatinibe. Assim 0 RSV nanoencapsulado surge como

uma oportunidade para se buscar novas alternativas de tratamento para a LMC.
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Discusséao geral

A presente tese prop0s diferentes aplicacGes para as nanocapsulas de ndcleo lipidico
carregadas com os antioxidantes RSV e LA. As propostas de aplicagdes foram a associagéo
do RSV e LA em uma nanocépsula de nucleo lipidico para aplicagdo cutanea, com efeito
antioxidante e maior estabilidade dos antioxidantes. Esta associacdo ainda ndo foi proposta
para 0 uso tépico, apenas para neuro e cardioprotecdo (Saleh et al., 2014; Cheserek et al.,
2016). Também foi proposto o uso de uma nanocépsula de nucleo lipidico carregada com
RSV para o tratamento de células K562 de leucemia mieldide crbnica, considerando que a
utilizacdo de RSV apresentou efeito nesta linhagem celular em estudo prévio (Puissant et al.,
2010).

Referente a associacdo do RSV e LA, foi desenvolvida e validada uma metodologia
analitica para a identificacdo e quantificacdo simultanea de ambos os antioxidantes publicada
no periédico Drug Analytical Research, correspondente ao capitulo | desta tese. O método
analitico proposto para determinacdo simultdnea de RSV e LA foi desenvolvido sobre
parametros oficiais (Guideline., 1996; Brasil, 2017) com resultados adequados de
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. O método desenvolvido pode ser
aplicado para a analise de formas farmacéuticas contendo estas substancias, coma finalidade
de aplicagdo industrial, podendo significar menor custo e tempo para as analises.

O uso do RSV ou do LA com atividade antioxidante cosmética ja foi descrito na
literatura, de forma isolada para cada ativo. O RSV penetra na pele em forma de gradiente,
mantendo sua atividade antioxidante (Alonso et al., 2017). O uso de nanoestruturas melhora
seu transporte através das membranas assim como aumenta a solubilidade e estabilidade
(Caddeo et al., 2015). A aplicacdo de LA nanoencapsulado em formulagdes semi-solidas
melhora a estabilidade, atividade antioxidante e caracteristicas sensoriais das formulacGes
(Kulkamp-Guerreiro et al., 2013). Na presente tese, a conanoencapsulacdo de RSV e LA em
uma nanocapsula de nucleo lipidico demonstrou ser uma forma adequada de administracéo
topica. As nanocapsulas apresentaram boa estabilidade, se mantendo estaveis por 60 dias,
além de protegerem ambas substancias contra a degradacdo por radiacdo UVA, o que €
relevante no contexto da aplicacdo topica. A conanoencapsulacdo controlou a liberacdo e

permeacdo dos antioxidantes. Adicionalmente, o LA, quando conanoencapsulado com o0 RSV,



152

apresentou melhor controle de sua liberagdo. Ainda, a conanoencapsulacdo de RSV e LA em
nanocapsulas de nucleo lipidico também pode representar uma maneira eficiente de aumentar
a atividade antioxidante desses compostos. Esses achados, em conjunto com a
compatibilidade com as células da pele observadas para as nanocépsulas, sdo ferramentas

promissoras visando a aplicagdes terapéuticas e cosméticas relacionadas ao dano oxidativo.

O uso do RSV no tratamento da linhagem celular K562 de LMC foi explorado na
revisdo de literatura no capitulo Ill. Foi possivel referenciar que o RSV tem potencial efeito
antitumoral nesta linhagem. O RSV apresenta atividade antitumoral por diferentes vias, como
a inducdo de apoptose (Luzi et al., 2004), autofagia (Puissant et al., 2010) e diferenciagéo
eritroide (Yan et al., 2014). O RSV tem efeito antitumoral tanto em células sensiveis como
em celulas resistentes ao imatinibe, farmaco utilizado no tratamento da LMC. Esta atividade é
importante, considerando o nimero de pacientes com LMC que apresentam resisténcia ao
imatinibe. Inicialmente, nestes pacientes, é realizado o aumento da dose de imatinibe, o que
gera uma resposta positiva, mas passageira (Chereda e Melo, 2015), e posteriormente, 0 uso
de TKIs de segunda e terceira geracdo, podendo apresentar um custo muito elevado ao

paciente.

O tratamento das células K562 com RSV livre demonstrou significativa reducdo da
viabilidade celular, com um IC50 calculado de 16puM. As células tratadas com o RSV
nanoencapsulado apresentaram diminuicdo do 1C50 para 1uM. Alguns trabalhos tem
comprovado uma maior internalizacdo das nanoestruturas, o que pode representar uma maior
entrega de farmacos quando comparado com os farmacos livres (Antonow et al., 2017). Este
pode ser um dos motivos desta reducdo significativa do 1C50 nas células K562. Importante
ressaltar aqui também, a importadncia de buscar alternativas para reduzir doses de
medicamentos que possam apresentar efeitos adversos. Atualmente, além da resisténcia aos
inibidores da tirosinaquinase, vem se discutindo a sua toxicidade no uso em longo prazo.
Existem diferencas nos perfis de seguranca de cada agente em relacdo as toxicidades
cardiovasculares, metabolicas e pulmonares no tratamento croénico com esta classe terapéutica
(Cortes et al., 2018; Medeiros et al., 2018). A associacdo do RSV em solucdo ao imatinibe
ndo demonstrou efeito sinérgico nesta associagdo. Porém, a associacdo do RSV
nanoencapsulado ao imatinibe apresentou um efeito sinérgico a partir de doses 50% menores

que o IC50 dos farmacos.
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Alem dos efeitos adversos a longo prazo que o imatinibe pode causar, os casos de
resisténcia merecem atencao, uma vez que o aumento de dose gera uma resposta momentanea
a resisténcia, e os TKIs de segunda e terceira geracdo apresentam um custo muito elevado.
Assim, a busca de alternativas para combater a resisténcia ao imatinibe e alternativas eficazes
contra as células resistentes sdo muito importantes. Neste trabalho, a indugéo a resisténcia ao
Imatinibe em células K562 foi feita para avaliar o efeito do RSV nestas células (Wilig et al,
dados ndo publicados). Quando as células K562 resistentes foram tratadas com imatinibe
pode-se observar uma reducdo do numero de células com um IC50 calculado de 26uM, e
quando estas células foram tratadas com o RSV nanoencapsulado este 1C50 cai para 4uM.
Sdo resultados promissores, porém mais estudos para avaliar o papel do RSV nas células

resistentes ao imatinibe sdo necessarios.
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Conclusoes Gerais

Esta tese defende que formulagdes nanotecnologicas contendo RSV e LA podem ser
utilizadas para a terapia, prevencao de patologias e uso cosmético. Isto se deve as evidencias
trazidas por este trabalho e a revisdo de literatura. As nanocéapsulas de ndcleo lipidico
desenvolvidas com a associa¢do do RSV e LA apresentaram atividade antioxidante otimizada
e aumento da estabilidade, quando comparadas com as substancias em solucdo. As
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo RSV foram mais eficazes do que o farmaco em
solucdo na reducdo da viabilidade celular contra a linhagem K562 de leucemia mieloide
crbnica, tanto em células sensiveis quanto resistentes ao imatinibe.

Assim, 0s resultados apresentados nesta qualificacdo permitem as seguintes
conclusdes:

Parte |

1. E possivel a identificagdo e quantificacdo simultdnea do RSV e LA, via HPLV-UV, em
uma unica corrida e comprimento de onda.

2. E viavel a co-encapsulacdo do RSV e do LA em nanocépsulas de nicleo lipidico.

3. A associacdo RSV e LA nanoencapsulado mostra que hd maior estabilidade dos
antioxidantes durante o armazenamento e frente a fotodegradagao pela radiacdo UVA.

4. A associacdo RSV e LA nanoencapsulado apresenta maior atividade antioxidante, na
protecdo contra a peroxidacao lipidica.

5. A associacdo RSV e LA nanoencapsulada apresenta maior controle na liberacdo das
substancias e boa permeacdo em modelo de estrato corneo.

6. A associagdo do RSV e LA ndo apresenta citotoxicidade nas condi¢des estudadas.

Parte 11

1. RSV apresenta efeito antiproliferativo por diferentes vias em células K562, assim sendo um
potencial alvo de estudos para o tratamento da LMC.

2. A nanocéapsula aumentou o efeito antiproliferativo do RSV no tratamento de células K562
comparando com 0 RSV em solucéo.

3. E possivel a associacdo do RSV-LNC ao imatinibe, sendo que a sua associagio apresenta
um efeito sinérgico em células sensiveis ao imatinibe.

4. O RSV nanoencapsulado diminui a viabilidade de células K562-R.
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Tratamento com o &cido lipdico na linhagem celular K562

A linhagem celular K562 foi tratada com o LA livre, porém o LA ndo demonstrou ter
um efeito antiproliferativo. Desta forma como o RSV apresentou um bom resultado
antiproliferativo, foi seguida a linha de trabalho apenas com o RSV no tratamento das células
K562.

48hs
120 -

100 -
I

80 -

60 -
= | Afree

40
LA-LNC

20

0 .

25 50 75 100

Concentration (uM)

Cell Count (%)

Figura 1. Viabilidade celular através de contagem celular com auxilio do citémetro de fluxo.

Atividade antioxidante da associa¢do do acido lipdico e o resveratrol

A co-encapsulacgéo do LA e do RSV apresentou um aumento significativo na atividade
antioxidante comparado com a solucdo dos farmacos associados. Dessa forma, a continuidade
do trabalho foi realizada com a associacdo nos testes direcionados para 0 emprego em uma

formulacao de uso topico.
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Figura 2: Determinacdo do efeito da atividade antioxidante AA do LA, RSV e sua associagdo. As medicGes
foram realizadas determinando a concentragéo de malondialdeido na peroxidac&o lipidica in vitro. Os resultados
S80 expressos como a porcentagem de atividade antioxidante em relacdo a uma amostra oxidada (controle
positivo). AA das amostras nanoencapsuladas foi descontado a atividade da solugdo de nanocapsulas sem droga,
elas foram verificadas em diferentes concentracdes em nanocépsulas de LA e RSV. Os resultados sdo
apresentados como média £ DP dos triplicados. ANOVA seguida do teste de Tukey (p <0,05).



