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RESUMO

PONTES, A.C.A.A. NANOCAPSULAS DE PLGA E GORDURA DE MURUMURU
CONTENDO B-LAPACHONA: PREPARAC}AO, CARACTERIZAC}AO E ATIVIDADE
CITOTOXICA. Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2016.

A B-lapachona (B-lap) é uma naftoquinona natural, encontrada como constituinte
minoritario em algumas espécies de ipés (género Handroanthus sp., familia
Bignoniaceae) com propriedades farmacologicas como atividade antimicrobiana,
tripanocida e anticancerigena. Entretanto sua aplicacdo terapéutica € um desafio
devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso e alta toxicidade. Com o objetivo de
melhorar a biodisponibilidade deste composto e aumentar sua seguranca, diferentes
sistemas carreadores com tamanhos nanométricos vém sendo desenvolvidos. As
nanocapsulas (NC’s) de PLGA com nucleo oleoso de gordura de murumuru (NCMM)
foram a escolha deste estudo para encapsular e carregar a B-lap. A extracao e
sintese da B-lap do lapachol da serragem de ipé promoveu um rendimento de
92,3%. Utilizando o meétodo de nanoprecipitacdo, as nanocapsulas produzidas
contendo B-lap (NCMMB-lap) apresentaram forma esférica, superficie rugosa,
tamanho meédio entre 132,5+2,0 e 149 #1,3, indice de polidispersao < 0,2, potencial
zeta entre -0,009+0,2 e 0,15+0,2 e uma eficiéncia de encapsulacdo de 94,3%. As
NCMMB-lap apresentaram citotoxicidade dose e tempo-dependente, para as
linhagens celulares NIH/3T3 e MCF7, sendo mais toxica que B-lap livre nas mesmas
concentragles, e seletiva para linhagem tumoral MCF7. Os mecanismos de morte
celular da B-lap livre e de NCMMpB-lap foram muitos semelhantes, observando-se
producdo de ERO, fragmentacdo do DNA, bloqueio das células em fases de
checagem, e indicacédo de apoptose tardia e necrose. Em suma, o encapsulamento
da B-lap potencializou a atividade anticancerigena e sugeriu maior seguranca na
aplicacdo desta droga, apontando NCMMpB-lap como uma alternativa promissora

para viabilizar a utilizagdo da B-lap na clinica.

Palavras-chave: Astrocaryum murumuru Mart.; nanocapsulas poliméricas;

nanoprecipitacao



ABSTRACT

PONTES, A.C. A A. PLGA NANOCAPSULES WITH FAT MURUMURU
CONTAINING B-LAPACHONE: PREPARATION, CHARACTERIZATION AND
CYTOTOXIC ACTIVITY. Master Thesis, Posgraduate program in Pharmaceutical
Sciences, Federal University of Para, Belém, 2016.

The B-lapachone (B-lap) is a natural naphthoquinone, found as a minor constituent in
some species of ipe (gender Handroanthus Mattos) with pharmacological properties
such as antimicrobial, anticancer and trypanocidal activities. However, their
therapeutic application is challenging due to its low aqueous solubility, and high
toxicity. In order to improve the bioavailability of this compound and increase its
safety, different carrier systems with nanometric sizes have been developed. The
nanocapsules (NC's) PLGA with oil core of murumuru fat (NCMM) were the choice
for this study to encapsulate and load the B-lap. The extraction and synthesis of (3-
Lap of ipe sawdust lapachol promoted a yield of 92.3%. Using the nanoprecipitation
method, the produced nanocapsules containing B-lap (NCMMB-lap) showed
spherical shape, surface roughness, average size between 2.0 and 1325 + 1.3 +
149, polydispersity <0.2, zeta potential of -0.009 + 0.2 and 0.15 £ 0.2 and an
encapsulation efficiency of 94.3%. The NCMM-lap cytotoxicity showed dose- and
time-dependent for the cell lines NIH/3T3 and MCF7, being more toxic than free B-lap
in the same concentrations, and selective for tumor cell line MCF7. The mechanisms
of cell death of free B-lap and NCMMB-lap were very similar, observing ROS, DNA
fragmentation, interlock of cells in check phases, and indication of late apoptosis and
necrosis. In short, the encapsulation of 3-lap potentiated the anticancer activity and
suggested greater certainty in the application of this drug, pointing NCMMp-lap as a

promising alternative to enable the use of B-lap at the clinic.

Keywords: Astrocaryum murumuru Mart.; polymer nanocapsule; hanoprecipitacion.
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1 INTRODUCAO

A B-lapachona é uma naftoquinona natural, encontrada como constituinte
minoritario em algumas espécies do género Handroanthus Mattos (sinonimia
Tabebuia Gomes ex DC.), da familia Bignoniaceae, conhecidas no Brasil como ipés
(Ferreira et al., 2010). Esta naftoquinona destaca-se nesta classe de substancias
naturais porque apresenta atividades antimicrobiana, tripanocida e anticancerigena
(Cavalcante et al., 2008), além de ter sido estudada em testes clinicos de fase | e |l
para o tratamento do cancer de tumores sélidos, pancreas, cabeca, pescoco e
leiomiosarcoma (USNIH, 2016). A B-lapachona tem a capacidade de induzir o
estresse oxidativo através da formacao intracelular de espécies reativas do oxigénio
(ERO), causando danos celulares irreversiveis os quais promovem a morte celular
(Pink et al., 2000; Lee et al., 2011). A sua citotoxicidade pode ocorrer em células
cancerosas e nao cancerosas, atuando em enzimas topoisomerases, que Sao
importantes para a replicagdo do DNA (Pardee et al., 2002). Apesar do seu elevado
potencial como possivel farmaco, varios fatores limitam sua aplicacdo em avaliacbes
pré-clinicas e extrapolacédo clinica, como: i- alta lipossolubilidade, o que acelera sua
eliminacdo (Nasongkla et al., 2003), ii- inativacdo por enzimas plasmaticas (Amol e
Pratibha, 2014), e iii- a sua ndo-especificidade que pode levar a uma distribuicéo
desigual no organismo, com baixas concentracdes no tumor e alta toxicidade
sistémica (Ough et al., 2005). Estas limitacdes provocam a necessidade de varias
administracdes em altas dosagens para manutencdo do efeito terapéutico, o que
traz implicacbes na qualidade de vida do paciente como aumento do risco de

reacOes adversas.

Diante disso, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos usando a nanotecnologia para producdo de nanoparticulas, diferente da
administracdo de farmacos livres, € uma alternativa para aprimoramento da
biodisponibilidade, biodistribuicdo e das propriedades farmacoldgicas dos mesmos.
Estes sistemas apresentam capacidade de: i- melhorar a solubilidade do farmaco
em meio aquoso, por meio do encapsulamento, com aumento do tempo de meia-
vida plasmatica; ii- liberar o farmaco em taxas sustentadas, diminuindo o niumero de
administracoes e aumentando a biodisponibilidade; iii- especificidade, quando

acoplado a um ligante, ao atingir o sitio-alvo, com diminuigdo do risco das reacoes
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adversas e toxicidade (Khalil et al., 2013; Park et al., 2013). Estes sistemas
incorporando biomoléculas com atividade farmacologica contribuem ainda para o
aumento do valor terapéutico destas e reducdo dos problemas associados a
moléculas extraidas de plantas medicinais que, em geral, sao lipossoluveis, por
promover melhora na solubilidade e na estabilidade da molécula, protegendo contra
degradacdes fisico-quimicas inerentes das moléculas quando em fluidos biolégicos
(Amol e Pratibha, 2014).

Dentre estes sistemas, encontram-se as nanocapsulas poliméricas que sao
uma classe de nanocarreadores formados por um nucleo oleoso circundado por uma
parede polimérica com alta capacidade de encapsulamento de farmacos
hidrofobicos (Coradini et al., 2014) apresentando-se portanto, como boa escolha
para encapsulamento da (B-lapachona. No centro oleoso das nanoparticulas podem
ser utilizados O6leos minerais ou vegetais de origem variada. Entretanto, oOleos
vegetais sdo preferiveis por serem organicos e biocompativeis (Drozdek e
Bazylinska, 2016). A utilizacdo de 6leos de origem amazonica possibilita 0 emprego
de matérias-prima nacional, promovendo a sustentabilidade e favorecendo a
economia das populacdes nativas (Bezerra, 2008; Sousa et al., 2004; Clement et al.,
2005).

Nanocapsulas sdo um sistema coloidal complexo, e por isso é sujeito a
instabilidade com perda da homogeneidade, separacdo de fases e variacbes no
tamanho por fendmenos como a agregacao ou degradacao (Venturini et al., 2011),
assim a caracterizacdo e avaliacdo da estabilidade desse tipo de sistema sé&o
imprescindiveis. Além disso, para produtos biolégicos se faz necessario também a
avaliacdo biologica. A atividade biologica € a habilidade ou a capacidade especifica
do produto de conseguir um efeito bioldgico definido, assim a avaliacdo biolégica se
trata de uma medida de qualidade da “fung¢ao” do produto que pode ser usada para
determinar se um produto possui o0 nivel adequado da atividade, a fim de comprovar

sua eficacia como também investigar e assegurar sua seguranca (Anvisa, 2011).

Neste contexto, este estudo se propde a extrair e sintetizar a B-lapachona do
lapachol da serragem de ipé; e preparar, caracterizar e avaliar in vitro um sistema
nanoparticulado de PLGA com um nucleo oleoso de gordura de murumuru, que

viabilize a utilizacdo de forma mais segura e eficaz da p-lapachona.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 B-lapachona

A B-lapachona (3,4-diihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b] pirano-5,6-diona) (Figura
1) é uma substancia natural que faz parte da familia das quinonas, da classe das
naftoquinonas, sendo encontrada como constituinte minoritario do cerne de arvores
das familias Verbenaceae, Proteaceae e especialmente Bignoniaceae, do género
Handroanthus Mattos (sinonimia Tabebuia Gomes ex DC.), conhecidas no Brasil

como ipés (Ferreira et al., 2010).

Figura 1. Estrutura quimica da B-lapachona. Fonte: Acervo do autor, desenhada no
Programa ChemBioDraw Ultra. Versao: 14.0.0.117.

A B-lapachona pode ser sintetizada facilmente em laboratério, a partir do
lapachol extraido da serragem da madeira de varias espécies de ipés, por ciclizacdo
catalisada por acido. Esta reagao produz tanto B-lapachona quanto seu isémero a-
lapachona, sendo a formacéo da primeira predominante devido ao meio acido. Para

obtencao de B-lapachona pura realiza-se processo de separacdo dos isbmeros por
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cromatografica em coluna de silica gel. A a-lapachona ndo possui atividade biolégica
significativa (Silva et al., 2003; Rios-Luci et al., 2012).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas de p-lapachona, trata-se de um
produto policristalino acicular (Figura 2A) de pigmentacédo laranja-avermelhada
(Figura 2B) (Cunha-Filho et al., 2008) com massa molecular de 242,3 Da, ponto de

fusé@o entre 154,0 e 156,0°C (Alves et al., 2008), estruturalmente estavel entre pH 3

a 9 (Silva et al., 2003), e hidrofébica, com solubilidade em &gua de 0,04 mg/mL
(Nasongkla et al., 2003).

Figura 2. Cristais de B-lapachona. (A) Aspecto microscépico; (B) Aspecto macroscopico. Fonte: Cunha-Filho
et al., 2008.

A B-lapachona possui longa histdria no campo cientifico como potencial farmaco,
e sua relevancia pode ser expressa pelo alto numero de patentes existentes. O
trabalho de Li et al. (1993), demonstrando a relacdo da enzima Topoisomerase | de
mamiferos com a reparagao do DNA e acéo inibidora da B-lapachona sobre esta
enzima rendeu seu primeiro registro. Atualmente, a lista se estende para mais de 60
registros que incluem metodologias de andlise, avaliacdo bioldgica, substancias

derivadas, terapias combinadas e composic¢des farmacéuticas (PubChem, 2016).

O potencial valor terapéutico da B-lapachona se deve as suas inumeras
atividades farmacoldgicas comprovadas, como antimicrobiana (Macedo et al., 2013;
Guiraud et al.,1994); antifingica (Guiraud et al.,1994; Medeiros et al., 2010),
antiplasmdédio (Pérez-Sacau et al., 2005), tripanocida (Salas et al., 2008; Silva Junior

et al., 2008), anti-viral (Li et al., 1993; Daelemans et al., 1999), anti-esquistossomal
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(Aires et al., 2014), anti-inflamatoria, antiarritmica (Siténio et al., 2013), cicatrizante
(Kung et al., 2008), anti-angiogénica (Kung et al., 2007), e principalmente
anticancerigena, apresentando atividade citotoxica para diversas linhagens de
células malignas (Tabela 1), antitumoral (Pink et al., 2000), antimetastase e anti-
invasiva (Kim et al., 2007), tendo sido avaliada em testes clinicos de fase | e Il para
o tratamento do cancer de tumores sélidos, pancreas, cabeca, pescoco e
leiomiosarcoma (USNIH, 2016).

Tabela 1. Citotoxicidade da B-lapachona em diferentes linhagens celulares.

Linhagem celular Clso (UM)* Referéncia
MCF-7 (cancer de mama) 3,2 Planchon et al., 1995.
2,5 Wouerzberger et al., 1998.
1,7 Nasongkla et al., 2003.
3,0 Bentle, et al., 2007.
HBL-100 (cancer de mama) 0,69 Bonifazi et al., 2010
MDAMB-231(cancer de mama) 6,6 Reinicke et al., 2005
PC-3 (cancer de prostata) 3,5 Reinicke et al., 2005
DU-145(cancer de prostata) 7,4 Eyong et al.,2008
HL-60 (leucemia promielocitica) 1,65 Moon et al.,2010
HCT-8 (cancer colo-retal) 0,83 Silva Junior et al., 2007
SF-295 (glioblastoma multiforme) 0,91 Silva Junior et al., 2007
HelLa (cancer cervical) 1,0 Flick et al., 2013; Rios-Luci et
al., 2012.
SW1573 (cancer de pulméo) 0,84 Rios-Luci et al., 2012.
WHCO1 (cancer do eséfago) 1,6 Sunasse et al., 2013.
WiDr (céncer de colon) 2,0 Rios-Luci et al., 2012.
SKmel-28 (melanoma) 4,0 Li etal., 1999.

*Clso. Concentracé@o do farmaco que inibe o crescimento de 50% das células testadas.
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Do ponto de vista da relagdo estrutura-atividade, as estruturas quinonoidicas
e 0 anel pirano presentes na B-lapachona sdo responsaveis pela alta atividade
antiproliferativa devido a sua capacidade de induzir o ciclo redox (Bonifazi et al.,
2010).

Os mecanismos de morte celular associados a -lapachona incluem
processos de apoptose (Lee et al.,, 2011), necrose (Park et al., 2014) e autofagia
(Park et al., 2011); os quais sédo promovidos por efeitos dose-dependentes e estédo
associados principalmente ao ciclo redox catalisado por NAD(P)H e a acao inibidora
sobre as topoisomerases | e Il, enzimas responsaveis pela reparacdo do DNA
(Krishnan et al., 2000).

O ciclo redox é mediado pelas enzimas NAD(P)H que possuem funcéo
determinante na atividade citotoxica da B-lapachona. Este ciclo configura-se da
seguinte forma: NAD(P)H reduz pela retirada de dois elétrons o substrato
quinonoidico e forma o anion hidroquinona (Q--). Esse anion radical (Q<-), na
presenca de oxigénio molecular (O,), transfere um elétron e gera o radical
superoéxido (O2e-), este radical, por acdo da enzima superéxido desmutase, gera o
peroxido de hidrogénio (H20,), paralelamente por catalise com metais de transicao
(reacdo de Fenton), ou por reacdo com H,O, (reacdo de Harber-Weiss), gera o
radical hidroxila (HOe) (Silva et al., 2003; Ferreira et al., 2010; Siegel et al., 2012).
Para eliminar estas espécies oxidantes, a célula promove mecanismos de
desintoxicacdo atraveés de antioxidantes intracelulares. Entretanto, a persisténcia do
ciclo redox resulta em um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio e os mecanismos de protecado, o que leva a célula a um status pro-oxidante
e a danos fatais (Silva et al., 2003; Almeida, 2009) (Figura 3) como peroxidacao
lipidica, danificacdo da membrana celular, fragmentacdo do DNA (DoCampo et al.,
1979; Siegel et al, 2012) e consequente hiperativacdo de poli(ADP-
ribose)polimerase | com deplecdo de NAD'/ATP e inibicdo da reparacdo do DNA
(Bentle et al., 2007), aumento do calcio intracelular, despolarizacdo e ruptura da

membrana mitocondrial (Tagliarino et al., 2001; Lee et al., 2011).
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Figura 3. Ciclo redox parcial da 3 -lapachona. Fonte: Ferreira et al., 2010.

A enzima NAD(P)H quinona-oxidorredutase é a principal enzima associada ao
ciclo redox da B-lapachona e apresenta elevada expressdao em células tumorais,
especialmente em linhagens de cancer de tumores sélidos como de pancreas,
pulmdo e mama (Park et al., 2014), considerando-se que a B-lapachona apresenta
toxicidade seletiva para estes tipos de células e toxicidade minima para células nédo

tumorais (Reinicke et al., 2005).

Observou-se ainda a que terapia combinada da B-lapachona e radiacdo
ionizante (Choi et al., 2007), terapia fotodinamica (Lamberti et al. 2013), cisplatina
(Terai et al., 2009) e hipertermia (Park et al., 2005) aumenta os efeitos anticancer da
B-lapachona pela sensibilizacdo das células através da upregulacdo de NAD(P)H:

guinona-oxidorredutase (NQO1).

Efeitos sinérgicos também foram observados na quimioterapia da JB-
lapachona com taxol, em que cada droga atua em diferentes checkpoints do ciclo
celular (Li et al., 1999) e inibem proteinas inibidoras da apoptose (PIA) (D’Anneo et
al., 2010), a B-lapachona potencializa até 10 vezes o efeito do taxol nas células (Li et
al., 1999; D’Anneo et al., 2010), e juntos apresentam acao antitumoral marcante (Li
et al., 1999). Associada a genisteina, observou-se citotoxicidade aumentada através

da ativagdo de diferentes vias apoptéticas por ambas as drogas (Kumi-Diaka et
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al.,2004). Em um estudo clinico de fase Il, a associacdo de [B-lapachona e
gemcitabina demonstrou controle de 65% do cancer de pancreas nos pacientes
tratados (Khong et al., 2007). A B-lapachona associada a cisplatina apresentou além
do efeito sinérgico na atividade antitumoral, acdo nefroprotetora, reduzindo os
efeitos inflamatorios e nefrotdxicos da cisplatina (Gang et al., 2013; Kim et al., 2016).

Estudos sobre o metabolismo da B-lapachona indicaram que a metabolizacao
ocorre principalmente por enzimas metabolizadoras de fase I, como UDP
glucuronosilltransferases  (UGT), sulfotransferases (SULT) e glutationa-S
transferases (GST) (Figura 4A) (Savage et al., 2008). Entretanto, Miao et al. (2008)
identificaram em sangue humano, os metabdlitos de fase | hidroxilato, mono e
dicarboxilato, e ocorréncia de descarbonilagéo e lactonilagdo no anel. Os principais
metabdlitos obtidos da conjugacgéo da (B-lapachona advém de um processo de duas
etapas, em que primeiro a B-lapachona € reduzida a hidroxiquinona seguida de
conjugacao no sitio reduzido (Savage et al., 2008). Em avaliacdo de plasma e
hepatocitos de mamiferos foram encontrados principalmente metabdlitos de
glucuronidacao (conjugacdo com acido glicurénico) e sulfatacdo (conjugacdo com
sulfato) (Miao et al. 2008; Savage et al., 2008). Savage et al. (2008) identificou ainda
um conjugado de glicosilsulfato em plasma humano e de rato. Lee et al. (2013)
identificaram in vitro em microssomas de figado de camundongo, rato, cachorro,
macaco e humano metabdlitos monooxigenados, descarbonificado, dicarboxilado e
um O-metilado, sendo este ultimo predominante em microssomas humano (Figura
4B).
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Apesar do seu grande valor farmacéutico como potencial farmaco, a baixa
solubilidade da B-lapachona em &agua (0,04 mg/ml) limita sua administracédo
sistémica e aplicacdo na clinica. Nesse sentido, buscam-se formas de aumentar a
hidrossolubilidade e melhorar a farmacocinética e biodisponibilidade desta droga.
Nasongkla et al. (2003), Cunha-Filho et al. (2007) e Seoane et al. (2013) relataram
um aumento significativo (até 400 vezes) da hidrossolubilidade da B-lapachona
através de complexos de inclusdo utilizando ciclodextrinas para administracao

intravenosa, oral e intratumoral, respectivamente.

Nanossistemas carreadores de farmacos também tém sido desenvolvidos a
fim de viabilizar a aplicagdo clinica da B-lapachona, a saber, nanoparticulas de
guitosana-lecitina para o tratamento de leishmania (Moreno, 2015), lipossomas
associados a complexo de ciclodextrina (Cavalcanti, 2015) e nanoparticulas de ouro
contendo [B-lapachona para tratamento anticancer combinado a radioterapia, em
gue se observou sensibilizacdo das células tumorais ao pré e pds-tratamento com as
nanoparticulas que aumentaram os efeitos da radioterapia em tumores (Jeong et al.,
2009).
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Apesar dos avancgos referentes a solubilidade, a alta toxicidade da -
lapachona é outro grande desafio. Em ensaios clinicos, o complexo HPB-CD B-lap
(hidroxipropil-B-ciclodextrina com [-lapachona) desenvolvido por Nasongkla et al.
(2003) e que aumentou a hidrosolubilidade da B-lapachona em 400x demonstrou
toxicidade dose-limitante com expressao de anemia hemolitica e distribuicdo néo-
especifica da droga, resultando em pequena eficacia contra tumores (Hartner et al,
2007). Com o objetivo de ultrapassar este desafio, novas formulagcdes vém sendo
desenvolvidas e estudadas. Em avaliagbes de micelas com B-lapachona e HPB-CD
B-Lap, Blanco et al., (2010) comparou a porcentagem de anemia hemolitica causada
por diferentes formulagbes e observou que HPB-CDf-lap nas concentracdes de
1mg/ml e 1,5mg/ml de B-lapachona causou 47 £ 1% e 52 + 2% de hemdlise
respectivamente, entretanto notou-se que HPB-CD isolado foi responsavel por 94 +
1% da hemolise observada. Em formulacdo de micelas com B-lapachona néo se
observou hemolise nas concentragfes testadas (30-50 mg/kg). Estes resultados
também foram observados por Ma et al. (2015) além de notarem que HPBR-CDB-lap
causa também metemoglobinemia. Na investigacdo da mortalidade e morbidade, a
dose de 25mg/Kg de HPB-CD-lap causou contracfes musculares severas, dispneia
e marcha irregular em ratos. Enquanto que, animais tratados com micelas contendo
B-lapachona nesta mesma concentracdo apresentaram sinais bem mais suaves
(Blanco et al., 2010). Em estudo de farmacocinética das micelas com B-lapachona,
observou-se aumento do tempo de meia vida, diminuicdo da eliminacao, clearence
lento e apO6s 24 horas da administracdo 20% da dose inicial permaneceu na
circulacdo sanguinea, além de notar-se significante acimulo em tecido tumoral, com
aproximadamente 1,5% da dose injetada por grama de tecido (Blanco et al., 2010).
Entretanto, apesar dos resultados promissores, a utilizacdo de micelas apresentou
limitacGes como baixa eficiéncia de encapsulacéo e instabilidade fisico-quimica no
pH fisiolégico (Ma et al.,2015) o que estimula a busca por novos sistemas que

possibilitem o uso clinico da B-lapachona.
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2.2 Nanotecnologia e Sistemas Carreadores de farmacos

Nanotecnologia refere-se a criacdo, manipulagéo, estudo das propriedades de
materiais em escala atbmica e molecular para fins praticos. O conjunto de técnicas
vem de diversas éareas da ciéncia, seja a fisica, a quimica, a biologia, as
engenharias e a modelagem computacional. Os nanomateriais sdo designados
como materiais de tamanho na faixa do bilionésimo (10°), ou seja, de 0,1 a 1000

nandmetros, como o tamanho de um atomo até um virus (Bai e Liu, 2013).

Quando em nanoescala, propriedades como ponto de fuséo, fluorescéncia,
condutividade elétrica, permeabilidade magnética, reatividade quimica mudam em
funcdo do tamanho da particula. A diminuicdo da matéria aumenta a razéo
superficie/volume, o que confere aos nanomateriais novas propriedades fisico-

guimicas, tornando-os especiais (Bai e Liu, 2013).

A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar com aplicacbes na
comunicacao, fisica, quimica, biologia, robotica, engenharia de materiais, alimentos,
informéatica e medicina (Kemp et al., 2005). Nesta ultima, é designada como
nanomedicina e compreende o desenvolvimento de materiais para aplicagcdo no

diagndstico e na terapéutica (Ranganathan et al., 2012).

Na terapéutica, no ambito da induastria farmacéutica, a utlizacdo da
nanotecnologia tem especial atencdo no desenvolvimento de sistemas carreadores
gue melhorem as propriedades terapéuticas dos farmacos. As pesquisas para o
desenvolvimento desses nanocarreadores sdo realizadas desde a década de 70,
tendo iniciado com o desenvolvimento de lipossoma pelo Dr. Gregory Gregoriadis
em 1974 (Frézard et al., 2005) e, desde entdo inumeros sistemas foram
desenvolvidos e aprovados pela agéncia americana de vigilancia sanitaria (U.S

Food and Drug Administration- FDA) para ensaios e aplica¢cdes clinicas (Figura 5).
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Figura 5. Linha do tempo do estudo e desenvolvimento de alguns sistemas
carreadores de farmaco. Fonte: Adaptado de Shi et al., 2010.

Os nanocarreadores podem ser desenvolvidos a base de diferentes
compostos, que podem ser organicos, inorganicos, lipidicos, poliméricos, metalicos,
conjugados a proteinas e peptideos (Wicki et al., 2015), de acordo com a aplicacéo
e alvo desejado (Figura 6). Em todos estes tipos, o farmaco pode estar adsorvido na
superficie, dissolvido na cavidade interna ou na matriz polimérica (Ranganathan et
al., 2012).
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Figura 6. Diferentes tipos de nanocarreadores de farmacos.
Fonte: Adaptado de Wicki et al., 2015.
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Nanocarreadores, através das suas propriedades fisico-quimicas, possuem a
capacidade de ultrapassar limitacbes das formas farmacéuticas tradicionais e da
aplicacdo do farmaco livre, possibilitando (Wicki et al., 2015; Yadav et al., 2011):

i) Modulagdo do perfil da farmacocinética e farmacodindmica dos farmacos

aumentando o indice terapéutico;

i) Alterar a biodistribuicdo do farmaco permitindo que se acumule em um sitio
especifico, como farmacos aplicados ao cancer que se acumulam em tumores
através do efeito de retencdo e permeabilidade aumentadas. O tamanho em escala
nanomeétrica facilita a entrada do farmaco pelas fenestras alargadas dos vasos
sanguineos dos tumores. A entrega especifica pode dar-se também por meio de

ligantes como anticorpos e proteinas receptoras;

ii) Protecao contra biodegradacao da biomolécula e aumento da estabilidade no

organismo;

i) Melhora na solubilidade de farmacos hidrofébicos com consequente

melhora da absorcao;
iv) Protecdo contra excrecdo aumentando o tempo de meia-vida plasmatica;
v) Liberacéo do farmaco em taxas sustentadas;
vi) Diminuicédo dos efeitos adversos;

vii) Liberacdo de duas ou mais substancias visando acéo sinérgica ou supressao

de resisténcia.



2.3 Nanoparticulas poliméricas

33

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas como nanocapsulas e

nanoesferas com caracteristicas estruturais diferentes. As nanosferas sao formadas

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

(Schaffazick et al. 2003). As nanocdpsulas sdo particulas constituidas por um

invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso ou aquoso, onde o

farmaco pode estar dissolvido neste nacleo e/ou adsorvido a parede polimérica

(Mora-Huertas et al., 2010) (Figura 7). S&o sistemas coloidais com baixa

viscosidade, o que permite sua administracdo por diferentes vias especialmente

parenteral (Mora-Huertas et al., 2010).

Nanoesfera

matriz polimérica
nucleo oleoso

a@®» farmaco hidrofilico

@ farmaco hidrofébico

Nanocapsula

Figura 7. llustragdo da estrutura de nanoesferas e nanocapsulas.

Fonte: Adaptado de Sanna et al., 2013.
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Para o encapsulamento de um farmaco hidrofébico, nanocapsulas com ndcleo
oleoso séo preferiveis por apresentarem capacidade de encapsular uma quantidade
maior de principio ativo hidrofébico (Couvreur et al., 2002), permitindo uma melhor
biodisponibilidade dos mesmos como observado com a curcumina (Zanetto-Filho et
al., 2013), a indometacina (Venturini et al., 2011) e o resveratrol (Coradini et al.,
2014), os quais demonstraram um resultado melhor para o tratamento de doencgas
inflamatérias e cancer quando encapsulados. Nanocépsulas sao capazes de
estabilizar substancias fotossensiveis resultando em sistemas com boas

perspectivas para aplicacdo na nanomedicina (Kulkamp et al., 2011).

. Os polimeros utilizados no desenvolvimento de sistemas para carreamento de
farmacos e aprovados para uso clinico séo classificados como naturais, como
proteinas (albumina) e polissacarideos (glicosaminoglicano, quitosana, alginato de
s6dio); ou sintéticos como acido poliglutamico, poli(alilamina hidroclorada), poli(L-
acido lactico-co-acido glicdlico), e-policaprolactona entre outros. Os polimeros
sintéticos sdo preferiveis por causa do seu alto grau de pureza, biocompatibilidade e
biodegradacdo marcantes, boa absorcéo e interacdo com fluidos biologicos (Zhang
et al., 2008; Gref et al., 2003).
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2.4 Poli(L-acido lactico-co-4cido glicolico) (PLGA)

O poli(L-acido lactico-co-acido glicélico)-PLGA (Figura 8) é o copolimero
sintético mais utilizado no desenvolvimento de sistemas para carreamento de
farmacos pela sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e eficacia no
encapsulamento de diversas moléculas para liberacédo controlada (Makadia e Siegel,
2011). Em 1999, o Nutropin Depot foi aprovado pelo FDA, uma formulacdo de
microesferas de PLGA contendo o hormdnio de crescimento humano como
alternativa as injecdes diarias (Acharya e Sahoo, 2011). Além do FDA, agéncias
europeias como European Medicine Agency (EMA) aprovaram o uso deste polimero
em varios sistemas de entrega de farmacos. Nesse contexto, sua aplicacdo € ampla
e se estende a diversos farmacos para diferentes patologias, a Tabela 2 lista os
principais produtos medicamentosos aprovados pelo FDA e disponiveis no mercado.
No Brasil, ha registro apenas de produtos correlatos (Anvisa, 2016).

PLGA

Acido
Lactice

HO

X e 1 Podem se repetir varias vezes

Figura 8. Estrutura quimica do PLGA. Fonte: Acervo do autor,
desenhada no Programa ChemBioDraw Ultra. Versao: 14.0.0.117.
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Tabela 2. Lista de medicamentos a base de PLGA aprovados pelo FDA e disponiveis no mercado.

Medicamento

Farmaco

Sistema

Indicagao

Risperdal Consta

Sandostin LAR

Zoladex

Lupron Depot/ Lupron
Depot-PED/ Lupron

Decapeptyl/ Trelstar/

Pamorelin

Profact Depot

Bydureon

Eligard

Vivitrol

Ozurdex

Atridox

Propel

Risperidona

Octreotida

Goserelina

Leuprolida

Triptorrelina

Buserelina

Exenatida

Leuprolida

Naltroxona

Dexametasona

Doxiciclina

Mometasona

Microparticula

Microparticula

Implante so6lido

Microparticula

Microparticula

Implante soélido

Microparticula

Gel in situ

Microparticula

Implante sélido

Gel periodontal in

situ

Implante sélido

Esquizofrenia e Transtorno

bipolar

Acromegalia

Cancer de prostata

Cancer de prostata/
Puberdade precoce central/

Endometriose

Cancer de prostata

Cancer de prostata

Diabetes Tipo 2

Cancer de préstata

Tratamento do alcoolismo

Edema macular diabético;

uveite nao infecciosa

Periodondite cronica em
adultos

Rinite e sinusite crénicas

Fonte: Wang et al., 2016; Polyscitech Technical Blog, 2016; Schwendeman, 2014.
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Quimicamente, o PLGA (Figura 8) é um copolimero, isto é, um poliéster
formado por polimeros dos &cidos latico (PLA) e glicdlico (PGA), é hidrofébico e
hidroliticamente instavel. A sua degradacdo se da por erosdo matricial em meio
aquoso (hidrolise) através da quebra das ligacdes ésteres presentes na cadeia do
polimero liberando os &cidos latico e glicdlico, que sdo monémeros endbégenos
facilmente eliminados do organismo pelo ciclo de Kreb’s na forma de gas carbénico
(COy) e agua (H20) (Kumari et al., 2010). A taxa de degradacdo das nanoparticulas
de PLGA, e consequentemente a taxa de liberacdo do farmaco, depende de fatores
como a razdo entre os mondmeros, cristalinidade, tamanho e distribuicdo das
particulas, morfologia, presenca/auséncia de aditivos, via de administracdo e
microambiente no tecido do organismo (Sasaki et al., 2013; Shive e Anderson,
1997). A presenca de grupos metila no PLA o torna mais hidrofébico do que o PGA,
assim copolimeros PLGA ricos em PLA absorvem menos &agua e,
consequentemente, degradam mais lentamente. Em geral, a degradacédo do PLGA
pode ser acelerada pela hidrofilia, aumento das interacfes quimicas entre 0s grupos
hidrofilicos, menor a cristalinidade (organizacdo das cadeias poliméricas em uma
estrutura regular e ordenada), e maior superficie de contato (menor tamanho de
particula) (Makadia e Siegel, 2011).

A ampla aplicacdo do PLGA se deve a sua degradacdo que produz
subprodutos atoxicos (Kumari et al., 2010), sua elevada permeabilidade, que pode
aumentar a eficacia terapéutica pela liberacdo gradativa do farmaco encapsulado e
por apresentar uma melhor solubilidade em solventes organicos (Sahoo et al.,
2003).

Assim, as pesquisas para o desenvolvimento de nanoparticulas de PLGA
abrange o encapsulamento de diferentes macromoléculas como proteinas e acidos
nucleicos (DNA e RNA), anticorpos, peptideos, vitaminas e fatores de crescimento
humano (Mundargi et al., 2008; Danhier et al., 2012), farmacos para o tratamento
do cancer como placlitaxel (Danhier et al., 2009), doxorrubicina (Park et al., 2009),
cisplatina (Moreno et al., 2010), dexametasona (Patil et al., 2007), e para outras
patologias como haloperidol (Budhian et al., 2005), estradiol (Mittal et al., 2007),
diclofenaco (Agnihotri e Vavia, 2009), loperamida (Tosi et al., 2007), gemtamicina
(Lecaroz et al., 2007) e calcitonina (Ymamoto et al.,, 2005). Além de ja ter

demonstrado eficacia para encapsulamento de principios ativos oriundos de plantas
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como a PB-escina, saponina com atividade anti-inflamatéria (Ven et al.,, 2011),
curcumina, composto fendlico com atividade anticancerigena (Khalil et al., 2013), e
extratos etanolicos de subprodutos vegetais (polpas, sementes e cascas) de
acerola, maracuja e goiaba, que séo ricos em quercetina, cumarina e reverastrol,
respectivamente, tratando-se de compostos fendlicos com atividade antimicrobiana

significativa (Silva et al., 2014).

A internalizacdo das nanoparticulas de PLGA pelas células ocorre por
pinocitose e endocitose mediada por clatrinas, sendo rapidamente absorvidas pelos
endo-lisossomos e atingindo o citoplasma em apenas 10 minutos de incubacao
(Vasir e Labhasetwar, 2007). A biodistribuicdo e a farmacocinética destas particulas
seguem um perfil ndo linear e dose-dependente (Panagi et al., 2001) . Estudos
indicam que o clearance e a fagocitose pelo sistema mononuclear fagocitario
dependem da composicéo (proporcao acido latico: acido glicdlico) e da quantidade
de PLGA, e que as nanoparticulas de PLGA se acumulam rapidamente no figado,
medula éssea, ganglios linfaticos, baco e macréfagos peritoneais (Bazile et al.,
1992).

Quanto a toxicidade, PLGA apresenta um menor tempo para sua degradacao
completa, implicando menor probabilidade de reacbes adversas, diferente de
polimeros com fragmentos cristalinos com tempo de degradacéo longo (Silva, 2015).
Alguns estudos indicam que podem ocorrer reacdes adversas ao tecido, porém
suaves e PLGA tem se mostrado extremamente seguro para aplicacdo em

biomateriais (Makadia e Siegel, 2011).
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2.5 Gordura de murumuru: Um produto natural da Amazonia

Plantas representam um grande reservatdrio de potenciais novos farmacos e
insumos farmacéuticos (Khosla et al., 2003). Por serem fontes de substancias
bioativas sdo extremamente importantes para salde humana, sendo largamente

utilizadas na medicina convencional (Balbani et al., 2009).

A Amazobnia possui a maior biodiversidade do mundo, e no Brasil diversas
plantas e seus derivados sao objeto de pesquisa e desenvolvimento desde o periodo
colonial, quando com a chegada dos portugueses e cientistas de diversos paises
viajaram pelo pais mapeando as espécies da flora e seus respectivos usos na
medicina indigena (Breitbach et al., 2013). Atualmente, sdo catalogadas 46086
espécies da flora brasileira (Flora do Brasil 2020, 2016). Segundo levantamento,
feito considerando as plantas catalogadas por Carl Friedrich Phillip von Martius, 92
espécies das plantas encontradas na Amazonia brasileira sdo indicadas como
medicinais, destas, 33 espécies foram estudadas e tiveram atividade terapéutica

comprovada (Breitbach et al., 2013).

Além do grande potencial na medicina, 0s recursos naturais da Amazonia séo
considerados renovaveis, de economia limpa, a sua utlizacdo promove o
desenvolvimento sustentavel e a economia das comunidades locais (Sousa et al.,
2004; Clement et al., 2005; Bezerra, 2008). Nesse sentido, sua utilizacdo na
industria se expandiu e hoje se tem varios produtos no mercado, especialmente nas
areas de alimentacdo e cosmeética, que utilizam matérias-primas da Amazonia.
Dentre os recursos naturais, destacam-se o0s O6leos e gorduras das palmeiras
amazobnicas. A atencdo as espécies oleaginosas se da pelo potencial econdmico
gue seus oleos e gorduras oferecem devido as suas propriedades nutricionais; como
emolientes, sdo utilizados na cosmética para producdo de sabdo, cremes
hidratantes e produtos capilares; muito importante € o seu potencial para producao
do biodiesel; nas industrias quimicas passam por modificacbes para producdo de
surfactantes, lubrificantes, detergentes; e na farmacéutica como insumo (Saraiva et
al., 2009; Clement et al., 2005; Castro et al., 2004; Biermann et al., 2011).
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A diferenca entre Oleos e gorduras é quanto as suas propriedades fisico-
guimicas. Ambos séo constituidos principalmente por lipideos do tipo trigliceridio que
sdo formados pela reacdo de esterificacdo entre uma molécula de glicerol (1,2,3-
propanotriol) e trés moléculas de &cidos graxos (Figura 9A). Os acidos graxos sao
acidos carboxilicos que podem apresentar de 4 a 36 atomos de carbono na sua
cadeia, podendo ser saturados (ligagbes simples), monoinsaturados (uma ligacdo
dupla) ou poli-insaturados (duas ou mais liga¢cdes duplas) (Figura 9B). E o grau de
instauracdo dos acidos graxos que influencia diretamente nas propriedades dos
Oleos e gorduras. Quanto maior o numero de instauracdes, maior o ponto de fuséo,
assim acidos graxos com muitas insaturacées séo liquidos e aqueles com poucas
insaturacbes sdo solidos. Portanto, 6leos s&o ricos em 4cidos graxos insaturados,
apresentando-se liquidos a temperatura ambiente, enquanto que gorduras tem
predominancia de acidos graxos saturados e sdo soélidas a temperatura ambiente
(Unesp, 2016).
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Figura 9. A: Formacao do triglicerideo; B: Tipos de acidos graxos. Fonte: Acervo do autor, desenhada
no Programa ChemBioDraw Ultra. Versao: 14.0.0.117.
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Na area farmacéutica, no ambito da nanomedicina, os 6leos e gorduras
vegetais tem papel significativo como componente oleoso no desenvolvimento de
carreadores de farmaco, apresentando vantagens por serem organicos,
biocompativeis, ndo téxicos, possuirem alguma atividade farmacologica, matéria-
prima de baixo custo e abundante, além de ja existirem estudos demonstrando sua
eficacia em nanoformulagdes, como a utilizacdo de 6leo de soja (Teixeira, 2007),
melaleuca (Bruschi, 2010) e de acai em nanocapsulas (Santos, 2014).

Varios 6leos e gorduras estdo em estudos para utilizacdo como farmacos ou
excipientes (Drozdek e Bazylinska, 2016), dentre os quais a gordura de murumuru,
utilizada neste trabalho.

A palmeira Astrocaryum murumuru, da familia Arecaceae, que origina a
gordura de murumuru, € uma espécie perene, abundante na regido amazonica
especialmente em areas periodicamente inundadas, de floresta densa ou semiaberta
(Lorenzi et al.,1995). No Brasil, € encontrada principalmente no estuario do rio
Amazonas (Silva, 1996) e afluentes (Altman, 1958). Possui altura de 10 a 15 m, seu
caule apresenta bainhas persistentes que formam placas, recobertas de espinhos
longos e pretos, folha pinada com pélos marrons na face abaxial das pinas (Sousa et
al., 2004) (Figura 10A).

Os seus frutos maduros tem forma oblonga a ovoide, com cocos em formatos
comprido, aboleado e redondos, medindo entre 30 a 85 mm e peso de 17 a 80 g,
com polpa branca (Queiroz et al., 2008), podem apresentar coloragcdo marrom-clara
ou amarelo-ouro com ou sem espinolos (pequenos espinhos) e casca lenhosa
(Sousa et al., 2004) (Figura 10B), sendo muito utilizados pelas populacdes locais

para fins alimenticios.

Esta palmeira possui inUmeras utilidades como producéo de fibra, forragem,
uso do fruto, madeira comercial, palha de cobertura, artesanato, plantas
ornamentais, sombra, adubo (Franke, 1999) e na industria de papel e celulose
(Rocha e Potiguara, 2007).

A gordura extraida das suas améndoas tem aspecto semissoélido e é

conhecida como manteiga de murumuru (Figura 10C), sendo utilizada na industria
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de cosméticos para producdo de sabonetes, cremes e xampus, na industria de tintas
como secativo, na producdo de margarina (Sousa et al., 2004), além de pesquisas

realizadas para producao do biodiesel (Lopes, 2007; Teixeira, 2010).

A gordura de murumuru é rica em &cidos graxos (Tabela 3), sendo os
principais o acido oléico presente na polpa e o acido laurico presente no 6leo da
améndoa (Clement et al., 2006; Bezerra, 2012), além disso, devido as altas
concentracbes de acidos graxos saturados de cadeia curta, como o laurico e o
miristico apresenta a vantagem de ndo sofrer rancificacdo facilmente (Lopes et al.,
2007). A aplicacdo desta gordura na industria farmacéutica é principalmente na
producdo de cosméticos devido a suas propriedades altamente nutritivas,
hidratantes e emolientes que sao atribuidas as altas concentracdes de acido laurico
(Silva, 2002). Na nanomedicina ja se dispde de formulacfes que utilizam a gordura
de murumuru como componente oleoso, a saber, em nanoemulsdo para producao
de nanocapsulas poliméricas de poli(acrilato de 2 etilhexila) (Goto, 2011) e
carreadores lipidicos nanoestruturados (Sena, 2016), que sdo sistemas para

veiculacdo de farmacos e agentes cosméticos de caracteristica lipofilica.

Tabela 3. Composicdo em &cidos graxos da gordura de murumuru.

Acidos graxos Silva et al.,2009 | Teixeira, 2010 Mambrim e
(%) (%) Barrera-
Arellano,
1997.
(%)
Acido caprilico (C 8:0) 0,5 0,9 2,7
Acido céprico (C 10:0) 1,0 2,2 2,0
Acido laurico (C 12:0) 44.0 49,3 51,6
Acido miristico (C 14:0) 27,0 31,2 25,8
Acido palmitico (C 16:0) 9,0 6,6 6,0
Acido esteérico (C 18:0) 3,0 0,01 2,9
Acido oleico (C 18:1) 11,0 6,09 5,7

Acido linoleico (C 18:2) 4.4 3,3 3,0




Figura 10. Foto da palmeira (A), do fruto e da polpa (B); e da manteiga (C) do Astrocaryum
murumuru, da familia Arecaceae. Fonte: https://cosmeticosararajuba.com/2015/11/20/sabonete-
de-murumuru/. Acessado em agosto/2016.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Preparar nanocapsulas a base de PLGA e nucleo oleoso de gordura extraida

da planta da Amazdnia Astrocaryum murumuru contendo [-lapachona como

farmaco.

a.

3.2 Objetivos especificos

Isolar e purificar o lapachol extraido da serragem do ipé;

Sintetizar a B-lapachona a partir do lapachol,

Avaliar o grau de pureza e caracterizar fisico-quimicamente a -lapachona,;
Preparar nanocapsulas de PLGA tendo como nucleo oleoso a gordura de
murumuru na presenga ou auséncia da B-lapachona sintetizada;

Caracterizar fisico-quimicamente as nanocapsulas obtidas;

Determinar a quantidade da pB-lapachona encapsulada nas nanocapsulas
preparadas;

Avaliar a citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais da B-lapachona
sintetizada livre e encapsulada em nanocapsulas;

Avaliar em células tumorais o tipo de morte celular, efeitos sobre o ciclo celular,
potencial de membrana mitocondrial e producao de espécies reativas de oxigénio

(ERO) da B-lapachona sintetizada livre e encapsulada em nanocapsulas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental

Este trabalho é constituido de trés etapas: 1) Sintese e caracterizacao
guimica da B-lapachona; 2) Preparacdo e caracterizacdo fisico-quimica das
nanocapsulas de PLGA e gordura de murumuru contendo B-lapachona; 3) Avaliacdo
biolégica in vitro. A Figura 11 mostra o esquema do desenho experimental.

[ Sintese quimica da B-Iapachona]

Extragéo do lapachol Sintese da p-lapachona a Caracterizagéo quimica:
da serragem de ips | — partir do lapachol | CLAE-DAD, IV-FITR. RMN

!

Preparacgao e caracterizagao das nanocapsulas de
PLGA e gordura de murumuru contendo B-lapachona

Preparag&do das nanocapsulas |:> Caracterizag&o fisico-quimica das nanocapsulas:
por nanoprecipitacéo tamanho e carga de superficie (estabilidade), EE,

MEV, IV-FITR, TGA, EM

=

Figura 11. Esquema do desenho experimental.
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4.2 1° Etapa: Sintese quimica e caracterizagao da pB-lapachona

A B-lapachona é obtida em pequena quantidade da natureza, enquanto
que o lapachol, utilizado como matéria prima para sintese da [(-lapachona, é
encontrado abundantemente em serragem da madeira dos ipés. Assim, diversos
protocolos de sintese da [B-lapachona a partir do lapachol foram desenvolvidos
(Ferreira et al., 2010). Neste trabalho, a sintese da B-lapachona foi feita por
ciclizacdo do lapachol catalisada por acido sulfarico segundo Hooker et al. (1936),
trata-se do primeiro metodo desenvolvido, sendo muito simples e com alto
rendimento. Além disso, a reacao de ciclizacédo do lapachol por catalise acida origina
tanto a B-lapachona como seu isémero a-lapachona, entretanto, o0 emprego do acido
cloridrico concentrado favorece a formacgao da primeira. Os cristais de lapachol e -
lapachona obtidos foram analisados por cromatografia e métodos espectrométricos
para determinacédo da pureza e confirmacao da identidade quimica dos compostos.
Para comparacéo e garantia da identidade quimica da B-lapachona obtida, analise
espectral da a-lapachona também foi realizada. Na Figura 12, constam as estruturas

quimicas do lapachol, da B-lapachona e da a-lapachona.

O isébmero a-lapachona foi cedido pela Profa. Dra. Alaide Braga de Oliveira,

do Laboratorio de Fitoquimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

A serragem foi material de reaproveitamento vegetal obtida em uma serraria

em Benfica, Para.

0 g o)
= e ©
OH
0 5 0
Lapachol p-lapachona a-lapachona

Figura 12. Estruturas quimicas do lapachol, da B-lapachona e da a-lapachona. Fonte: Acervo do

autor, desenhada no Programa ChemBioDraw Ultra. Versao: 14.0.0.117.
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4.2.1 EQUIPAMENTOS

Para o procedimento de sintese e caracterizagao da B-lapachona foram utilizados

0S seguintes equipamentos:

Balanca analitica, modelo BK 600 (Gehaka);

Balanca analitica, modelo AUY 220 (Shimadzu);

Evaporador rotatorio, modelo RII (Buchi);

Cromatografo Waters Alliance 2695 Separations Module (equipado com bomba
guaternaria e autoinjetores) e detector PDA Waters 2996;

Coluna de fase reversa (12,5 x 4,5 cm, LiChroCART ® RP 18 — 5 pm coluna n°
317473 Lot.: L750917);

Espectrometro, modelo DPX200 (Bruker Avance).

4.2.2 ADSORVENTES, REAGENTES, SOLVENTES E SOLUCOES

e Adsorventes: Silica gel para cromatografia em camada delgada (Machaery-
Nagel), silica gel para cromatografia em coluna 40-63 um e 230-400 mesh (Fluka
Analytical).

e Reagentes: Acido cloridrico e &cido sulfarico (Isofar®);

e Solventes: Acetona, acetato de etila, diclorometano, n-hexano (Isofar®); metanol
e acetonitrila grau CLAE (AppliChem Panreac); cloroférmio deuterado (Tedia®),
tetrametilsilano (TMS) (Tedia®); &gua ultrapura (Milli-Q®).

e Solucdes: Solucdes aquosas de carbonato de sddio a 2,5% e acido sulfurico a
6%.
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4.2.3 VIDRARIAS E OUTROS

e Proveta de 1000 ml;

e Balado de fundo chato de 50 ml;

e Baldo de fundo redondo de 250 ml;

e Erlenmeyer de 1000 ml;

e Béquer de 1000 ml;

e Funil de separacao de 1500 ml;

¢ Funil de Buchner;

e Coluna de vidro 100 x 2,5 cm para cromatografia;
e Placas cromatograficas de vidro 10 x 5 cm;

e Fita de pH (Machaery-Nagel);

4.2.4 ETAPAS DA SINTESE

4.2.4.1 Extracao do lapachol da serragem de ipé

Colocou-se 500 g de serragem de ipé em um recipiente de plastico com capacidade
de 14 L, adicionou-se a solugcéo de carbonato de sédio a 2,5% q.s.p e agitou-se por

15 minutos. Este procedimento foi realizado duas vezes.

Em seguida, a solucédo aquosa alcalina foi filtrada através de algodao e adicionou-se

acido cloridrico concentrado até pH 1, agitando-se continuamente.

A solucao de extracdo obtida ficou em repouso por 18 horas; o precipitado formado

foi separado por filtracdo em funil de Buchner sob vacuo a temperatura ambiente.

O precipitado seco formado foi transferido para um béquer e adicionou-se silica gel
60G 0,04-0,063 mm e diclorometano g.s.p até consisténcia de p6 a temperatura

ambiente.
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Em seguida, este preparado foi transferido para coluna cromatogréafica com 30g de
silica gel 0,04-0,063 mm, via seca. Eluiu-se com diclorometano e o eluato foi

concentrado em evaporador rotatério.

O residuo obtido foi transferido para um Erlenmeyer e adicionou-se n-hexano q.s.p
até solubilizacdo a quente. Esta solucdo foi transferida para um frasco de vidro e

deixada em repouso durante 18 horas na geladeira para cristalizacao do lapachol.

O material cristalizado foi filtrado, dissolvido em metanol e cloroférmio, em banho-

maria a 60°C e a solucéo foi deixada em geladeira por 18 horas para recristalizacao.

6) ApOs este periodo, o material foi filtrado sob vacuo, levado ao dessecador e
deixado sob vacuo por 5 dias, sendo pesado, permanecendo no vacuo até obtencao

de peso constante da amostra.

Por fim, os cristais foram transferidos para um frasco de vidro e o rendimento

calculado.

4.2.4.2 Sintese da B-lapachona a partir do lapachol

Os procedimentos abaixo foram repetidos até utilizacdo total de 2,6 g de

lapachol, sendo realizado 13 vezes.

1) Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 50 ml adicionaram-se 200 mg
de lapachol, e depois 4 ml de acido sulfurico concentrado, sob agitacdo magnética

por 2 minutos, em banho de gelo.

2) Em seguida, adicionou-se agua destilada e a mistura foi transferida para um funil

de separacéo.

3) No funil de separacao foi feita extracdo com diclorometano (2x 100 ml), as fases

organicas foram combinadas e lavou-se com agua destilada (2x100 ml).

4) A solucdo em diclorometano foi seca com sulfato de soédio anidro, filtrada e

concentrada em evaporador rotatorio.
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5) Ao material obtido adicionou-se silica gel 60G 0,04-0,063 mm e diclorometano
g.s.p até consisténcia de po, em seguida a esta mistura foi transferida para coluna
cromatografica com 30g de silica gel 0,04-0,063 mm, via seca, e eluiu-se
sucessivamente com n-hexano:diclorometano 1:1, diclorometano e diclorometano:
acetato de etila 8:2. As fragbes recolhidas foram concentradas em evaporador

rotatério, comparadas por CCD e aquelas contendo B-lapachona foram reunidas.

5) Os cristais obtidos foram recristalizados em metanol-cloroférmio, por dissolucao
em banho maria a 60°C, seguindo-se repouso em geladeira por 18 horas.

6) Apos filtracdo sob vacuo, os cristais foram deixados em dessecador, sob vacuo
por 15 minutos, em seguida pesou-se e repetiu-se o ciclo até peso constante da
amostra. Os cristais foram transferidos para um frasco de vidro e o rendimento

calculado.

7) O lapachol e a B-lapachona foram comparados por cromatografia em camada
delgada (fase movel diclometano:n-hexano 8:2) e revelagdo com acido sulfdrico a
6%.

4.2.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DO LAPACHOL E DA B-LAPACHONA

4.2.5.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Detector de Arranjo de Diddos (CLAE-DAD)

Pesou-se 1 mg de amostra que foi dissolvida em 1 ml de metanol grau CLAE.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 min e o
sobrenadante analisado por CLAE-Fase reversa. Para analise no cromatografo, 20
ML da amostra foram injetados no equipamento, a elui¢cao foi em gradiente com agua
ultrapura + 0,1% acido fosforico/acetonitrila, compreendendo um periodo de eluicédo
linear (5 — 95% de acetonitrila de 0 a 40 min), mantendo-se, a seguir, um curto

periodo de eluicdo isocratica (95% de acetonitrila de 40 a 45 min), retornando a
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condicao de eluicdo inicial 45 a 50 min (5% de acetonitrila). A leitura foi feita em
detector arranjo de diddos, nos comprimentos de onda na faixa de 220-400 nm,
registrando-se cromatogramas em comprimentos de onda de 280 e 350 nm.
Protocolo padronizado do Laboratorio de Quimica Farmacéutica, Faculdade de
Farmécia, Universidade Federal de Minas Gerais.

4.2.5.2 Analise por Espectrometria no Infravermelho (IV-FTIR)

Para analise por espectrometria no infravermelho 2 mg da amostra foi
colocada em uma superficie de diamante, pressionada a 50 torr, com objetivo de
guebrar os cristais da amostra e levada ao aparelho para leitura. A analise foi feita
em espectrometro FTIR, Spectrum One, Perkin-Elmer com sistema de Refletancia
Atenuada Total (ATR) (Adaptado de Cunha-Filho et al., 2007).

4.2.5.3 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para as analises por espectrometria de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN*H) e de carbono 13 (RMN*3C) pesou-se 40 mg de cada uma das
amostras de lapachol, B-lapachona e a-lapachona que foram dissolvidas,
separadamente, em cloroférmio deuterado (CDClI3), empregando-se tetrametilsilano
(TMS) como referéncia interna. A leitura foi feita em espectrémetro a 200 MHz. Para
0 processamento dos dados espectrais utilizou-se o programa TOPSPIN 3.0 -

Bruker.
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4.3 2° Etapa: Preparacao e caracterizacdo das nanocapsulas (NC) de PLGA e

nucleo oleoso de gordura de murumuru contendo B-lapachona.

4.3.1 EQUIPAMENTOS

e Balanca analitica (Denver Instrument Comanny);

e Ultra Turrax® T25 Digital (IKA®);

e Evaporador rotatorio, modelo RII (Buchi);

e pHmetro (Digimed);

e Centrifuga Mikro, modelo 220R (Hettich);

e Zetasizer®, modelo Nano-ZS90 (Malvern);

e Microscopio eletronico JEOL JSM-700 1F (JEOL, Japan) com camera
UltraScan®, sistema de deposicéo por pulverizacéo catddica Balzers SCD 050®
Sputter Coater (Balzers Union AG, Liechtenstein);

e Espectrofotbmetro FTIR (Fourier Transform Infrared) IR, modelo Prestige 21
(Shimadzu®);

e Cromatografo Alliance Waters 2695, Waters 2998 acoplado a detector de Arranjo
de Diodos Separations Module PhotoDiade Array Detector Waters 2465
Eletrochemical Detector;

e Coluna de fase reversa X BridgeTM C18 5um (4.6 x 250mm) e pré coluna X
Bridge® C 18 5 um (4.6 X 20mm) GuardCartridge (2 PK);

e Espectrometro de Massas TQ Detector Acquity Waters com ionizacao por
Eletronspray (+ e -) acoplado a Cromatografo Acquity UPLC Waters com coluna
Acquity UPLC HSS C18 SB 1,8 ym 2,1x50 mm e detector Acquity PDA Waters.
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4.3.2 REAGENTES, SOLUCOES E SOLVENTES

Reagentes:
B-lapachona sintetizada a partir do lapachol, conforme descrito no item 4.1.;

Gordura de murumuru (Astrocaryum murumuru) da Amazon Oil Industry (Lote: AMO
012/2012). Este lote foi caracterizado fisico-quimicamente por Sena (2016), que
atestou que os indices avaliados encontram-se dentro dos limites recomendados, 0s
dados da avaliacéo e o perfil de acidos graxos constam nos Anexos A e B;
Polimero Poli (L-acido lactico-co-acido glicélico)-PLGA 50:50 (Sigma-Aldrich);
Surfactante Fosfatidilcolina de soja (Epikuron 200®);
Surfactante Poloxamer® 407 (Sigma-Aldrich).

Solucdes: solucdo de tampédo fosfato de sodio monobésico/bibasico P.A
(Laborclin), agua ultrapura (Milli-Q®).

Solventes: Acetona e metanol (J.T Baker®); &cido férmico (Isofar®);

acetonitrila e metanol grau CLAE (J.T Baker®).

4.3.3VIDRARIAS E OUTROS

e Béqueres de 10, 50 e 100 ml;
e Baldo de evaporacéao de 250 ml;
e Provetas de 10, 50 e 1000 ml;
e Baldo volumétrico de 1000 ml;

e  Membrana filtrante Millex GN 0,22 um (Millipore®) para solu¢des organicas.

4.3.4 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS (NC) DE PLGA

As nanocdpsulas (NC) foram preparadas segundo o método de deposicéo
interfacial de polimero e evaporacdo de solvente (hanoprecipitacdo) descrito por
Fessi et al. (1989).
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A nanoprecipitagdo consiste em gotejar a fase oleosa na fase aquosa contendo
o surfactante sob agitacdo. Neste processo a deposicdo do polimero na interface
agua/oleo ocorre instantaneamente devido a rapida difusdo do solvente organico
(miscivel em &gua) levando a formacdo imediata das nanocépsulas. Por fim, o

solvente orgéanico € removido por evaporagao sob pressao reduzida.

A fase oleosa foi constituida de:
e PLGA 50:50 (150 mg) dissolvido em 6 ml de acetona;
e Gordura de murumuru (150 mg) dissolvida em 6 ml de acetona, filtrada
com membrana filtrante Millex GN 0,22 pm (Millipore®) e misturada a 1
mg de B-lapachona;

e Epikuron (150 mg) dissolvido em 2 ml de acetona e 1 ml de metanol.

A fase aquosa foi constituida de Poloxamer® 407 (150 mg) dissolvido em tamp&o
fosfato 0,1M e pH 7,4 (45 ml).

Os constituintes da fase oleosa foram dissolvidos no solvente separadamente
sob agitacdo magnética por 10 minutos, e depois foram misturados entre si. Em
seguida, fez-se a mistura de fases, em que a fase oleosa foi gotejada com auxilio de
uma seringa na fase aquosa em equipamento de dispersdo Ultra Turrax®, utilizando-
se velocidade de 3.000 rpm, em seguida a emulsdo formada foi mantida em agitacéo
no Ultra Turrax® por 10 minutos a 5.000 rpm, e mais 30 minutos sob agitacdo
magnética. Logo apds, a acetona e o metanol foram evaporados sob pressao
reduzida em evaporador rotatério, onde a suspensdo de nanocapsulas foi
concentrada ao volume final de 10 ml. Na figura 13 consta esquema da preparacéo

da suspenséo das NC.

As suspensdes de nanocapsulas preparadas foram:
e NCMM - nanocapsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de
murumuru (nanocapsulas vazias).
e NCMMgB-lap - nanocépsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de

murumuru contendo B-lapachona.
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Figura 13. Esquema da preparacgédo da suspenséo de nanocapsulas. Adaptado de Santos et al., 2016.

4.3.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS

A caracterizagao fisico-quimica das nanocéapsulas foi realizada avaliando-se os
aspectos macroscopicos (alteracao de cor, formacdo de cremagem e presenca de
agregados), pH, tamanho das particulas (z-average), indice de polidispersao (PDI),
carga da superficie (potencial zeta), morfologia, quantificacdo da B-lapachona na

formulacéo, analise térmica e interacdes quimicas.

4.3.5.1 Analise macroscopica

As andlises macroscopicas foram realizadas imediatamente apds a retirada da
suspensao do evaporador rotatério. Inicialmente foram observados os aspectos

organolépticos, e em seguida aliquotas de 1 ml de cada formulacdo foram
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centrifugadas a 2.000 rpm por 20 minutos, a temperatura de 4°C, e foi observada a

ocorréncia de separacao de fases, presenc¢a de cremagem e precipitados.

4.3.5.2 Medida do pH

A medida do pH de cada formulacéo foi efetuada diretamente nas suspensdes

logo apos a preparacgéao utilizando-se o pHmetro.

4.3.5.3 Determinacdo do tamanho das particulas, da carga de superficie e do

indice de polidisperséao.

A determinacao do tamanho (z-average), da carga de superficie (potencial zeta)
e do indice de polidisperséo (PDI) das particulas em suspenséo foi feita através de
espalhamento dinamico de luz, mobilidade eletroforética e anemometria laser
Doppler eletroforética, respectivamente, utilizando-se o Zetasizer®. Cada suspensao
foi diluida 20 vezes em agua ultrapura e, em seguida, levadas ao equipamento
Zetasizer® para leitura. Todas as andlises foram feitas em triplicata. Para construcéo

gréfica dos dados, utilizou-se o programa GraphPad Prism 6.0°.

4.3.5.4 Avaliacdo da estabilidade

Para estudo de estabilidade, as suspensdes de cada nanocépsulas preparadas
foram monitoradas inicialmente logo apds o preparo e por periodos determinados,
em um total de 60 dias, armazenadas em geladeira a 4°C sendo avaliados os
aspectos macroscopicos, tamanho, carga de superficie e indice de polidisperséo
(PDI).
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4.3.5.5 Quantificagdo da B-lapachona na formulacdo

A B-lapachona foi quantificada na formulacdo de nanocapsulas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Arranjo de Diédos (CLAE-
DAD) de acordo com o método isocratico descrito por Cunha Filho et al, 2005.
Utilizou-se coluna de fase reversa C18, fase movel metanol/agua 80:20, volume de
injecdo de 20 pl, fluxo de 1ml/min, comprimento de onda de 296 nm. A curva de
calibracdo foi preparada a partir de uma solugdo estoque de B-lapachona em
metanol, na concentracdo de 100 pg/ml, utilizando-se concentragcfes de 40 a 0,125
pug/ml. Para quantificagdo da [(-lapachona, a formulacdo foi centrifugada a 2.000
rpm, por 10 minutos, a temperatura ambiente, em seguida 100 pl do sobrenadante
foram dissolvidos em 1,9 ml de acetonitrila sob acdo do ultrassom. As solucdes
foram filtradas e injetadas no equipamento, cada analise foi realizada em triplicata.
Usando a curva de calibragéo, foi entdo calculado a quantidade da B-lapachona na

amostra e a eficiéncia de encapsulacao (EE) foi calculada conforme a formula:

EE= f-lapachona quantificada/ -lapachona adicionada na formulacéo x 100

(Equacéo 1)(Ankrum et al., 2014)

Para construcado do grafico da curva de calibracéo foi utilizado o programa
GraphPad Prism 6.0°.

4.3.5.6 Morfologia

A andlise da forma e da morfologia de superficie das nanocépsulas
preparadas foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) em
microscopio eletrénico. Logo ap0s a preparacao das nanocapsulas, a formulacao foi
diluida em agua ultrapura em uma concentracdo de 5%, e 40 ul da solucdo foram

adicionados diretamente em suportes de latdo (“stubs”), previamente limpos com
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acetona. Para fixacdo e contraste do material, foi usado um ambiente contendo
tetroxido de ésmio a 1% (40 pl de tetroxido de 6smio colocados diretamente em uma
placa de vidro Petri fechada e no escuro), onde os suportes de latdo foram mantidos
por 1 hora. Apés vaporizagao com tetroxido de ésmio, os “stubs” foram mantidos a
temperatura ambiente por 24 horas, as amostras foram metalizadas com ouro
utilizando sistema de deposi¢cao por pulverizagdo catddica e observadas em MEV
com camera UltraScan® conectada ao programa Digital Micrograph 3.6.5® (Gatan,
USA).

4.3.5.7 Investigagédo molecular

As interagbes quimicas entre a [(-lapachona e o0s componentes das
nanocapsulas foram analisadas por espectrometria no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Foram obtidos espectros de cada componente,
separadamente, e das nanocapsulas. Para leitura, utilizaram-se pastilhas de
brometo de potassio (KBr, Shimadzu®) com massa média de 30,0 mg preparadas
com aproximadamente 5,0% de amostra, prensadas a 80,0 kN por 3,0 minutos. Para
cada leitura foram obtidos 45,0 registros, com resolucdo de 4,0 cm-1 na regido c
entre 4.000,0 e 400,0 cm™ no modo de porcentagem de transmitancia. Realizaram-
se também analises utilizando o médulo de Refletancia Total Atenuada (ATR,
Attenuated Total Reflectance) (Dias, 2012). Os dados foram tratados com o software

IR Solution 1.50® e os graficos construidos no programa GraphPad Prism 6.0°.

4.3.5.8 Andlise térmica

A andlise da perda de massa e decomposi¢ao térmica da formulacdo e de
seus constituintes foi realizada por analise térmica por termogravimetria (TGA). Para
obtencao das curvas de TGA, utilizou-se entre 2,5 e 11,8 mg das amostras em

cadinhos de platina. Os ensaios foram realizados em sistema de Andlise Térmica
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Diferencial e Termogravimétrica Shimadzu DTG-60H® sob atmosfera dinamica de
nitrogénio com fluxo de 30 a 50 ml.min-1 e razdo de aquecimento de 5,0° C.min-1,
no intervalo de temperatura de 35 a 600° C (Adaptado de Erbetta et al., 2011 e Alves
et al., 2008). As curvas obtidas foram tratadas usando o software TA-60WS® e

transferidas para o programa de construcéo de gréficos GraphPad Prism 6.0°.

4.3.5.9 Anélise por Espectrometria de Massas (CLUE-ESI-EM)

A presenca da B-lapachona na formulacao foi determinada por Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com electronspray
(CLUE-ESI-EM). Uma amostra das nanocapsulas (5,0 mg) foi dissolvida em 1 ml de
acetonitrila, filtrada e injetada no equipamento para leitura. A eluicdo foi em
gradiente linear com 5% da fase movel A (Acetonitrila 0,1% Acido formico) e 95%
de fase movel B (H20 0,1% Ac. Férmico) por 11 minutos, com fluxo de 0,3 ml/min a

40°C (Adaptado de Miao et al., 2008).
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4.4 3° Etapa: Avaliacdo Biologica in vitro

4.4.1 EQUIPAMENTOS

e Estufa de CO, (THERMO Scientific);

e Fluxo unidirecional (VECO);

e Microscopio invertido (Leica);

e Capela quimica (Oxicamp);

e Centrifuga Mikro 220R (Hettich);

e Espectofotdmetro SpectraMax M2 (Molecular Devices);

Citometro BD FACSVerse™ Universal Loader.

4.4.2 REAGENTES E SOLUCOES UTILIZADAS

Para os ensaios in vitro foram utilizados Meio Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM- Gibco®), tripsina-EDTA (0,05%) (Gibco®), soro fetal bovino (Life
Technologies™), penicilina/estreptomicina 100 UG/ml (Life Technologies™), azul de
tripan (Sigma-Aldrich®), tampé&o fosfato-salino (PBS), solucéo de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ila) 2,5-difenil tetrazélio (MTT) (Life Technologies™), dimetilsulfoxido
(DMSO) (J.T Baker®), corante Cell Rox® Green (ThermoFisher), rodamina 123
(ThermoFisher), solucdo de anexina V (BD Pharmingen™), solucdo de lodeto de

propidio (BD Pharmingen™), solucédo de RNAse (Ludwig Biotec).
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4.4.3 LINHAGEM CELULAR

As células NIH/3T3 (fibroblasto de tecido embrionario de camundongos Mus
musculus); MCF7 (adenocarcinoma humano de células epiteliais do tecido mamario)
e 4T1 (carcinoma mamario murino) foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC,USA). As linhagens de células tumorais de cancer de mama MCF7
e 4T1 foram escolhidas para estudo devido a alta citotoxicidade de B-lapachona
comprovada sobre estas células, e a projecdo de estudos em modelo animal de

cancer de mama utilizando células 4T1.

4.4.4 CULTURA DE CELULAS

As células NIH/3T3, MCF7 e 4T1 foram cultivadas e mantidas em garrafas de
cultura celular contendo meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1 % de antibiotico (penicilina/estreptomicina 100 UG/ml) em estufa umidificada (95%
de umidade) a 37 °C com 5% COa,.

4.4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo método colorimétrico de brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila) 2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Mossman et al., 1983).

As amostras-teste foram B-lapachona livre (B-Lap) sintetizada conforme descrito
no item 4.1 e a B-lapachona encapsulada em nanocapsulas de PLGA com nucleo
oleoso de gordura de murumuru e B-lapachona (NCMMpB-lap). O preparo das
amostras-teste foi realizado da seguinte forma: i) B-lap livre foi dissolvida em DMSO
(0,2 mg/ml) e diluida em meio de cultura DMEM suplementado a uma concentracéo
inicial de 0,01 mg/ml. ii) 200 ul de NCMMB-lap foi diluida em 1,8 ml de meio de
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cultura. A partir destas solugdes de B-lap livre e NCMMB-lap foram preparadas as
concentragbes de trabalho (0,06 a 5 pg/ml de B-lap). Foram realizados testes
também com NCMM e o DMSO para assegurar que a presenca destes componentes

nas amostras-teste ndo causaram citotoxicidade.

Para o plagueamento em placas de poliestireno com 96 pocos (TPP, USA), as
células foram retiradas da garrafa de cultura com auxilio da solugdo de tripsina-
EDTA (0,05%), coradas com azul de tripan e contadas em camara de Neubauer
utilizando um microscépio invertido. A concentracéo celular utilizada foi de 2,5x10*
células/poco para os ensaios de 24 horas, e 1x10* células/poco para os ensaios de
48 e 72 horas, sendo adicionados 200 ul de suspenséao celular em cada poco. Apés
esta etapa, as células foram mantidas por 24h em estufa umida a 37 °C com 5%
CO; até a adicdo das amostras-teste.

ApOs 24h do plaqueamento, o meio de cada poco foi descartado e as amostras-
teste foram adicionadas nos poc¢os designados e apenas meio de cultura foi
adicionado nos pocos controles. As placas foram recolocadas na estufa por mais 24,
48 ou 72h. Apoés esse periodo, 0 meio contendo as amostras-teste foi descartado e
adicionou-se 150 pl de solu¢do de MTT em meio de cultura (10% de MTT em PBS a
5 mg/ml e 90% DMEM) em cada poc¢o, mantendo a placa na estufa por duas horas.
Ao final do tempo de incubacéo, a solucdo de MTT foi descartada e adicionou-se
100 ul de DMSO em cada poco, as placas foram mantidas na estufa por 5 min para
dissolucdo dos cristais de formazano, e em seguida foi realizada a leitura da
densidade Optica em espectofotdmetro, em um comprimento de onda de 595 nm.
Cada analise foi realizada em triplicata e a porcentagem das células viaveis foi
calculada como médias de trés experimentos independentes utilizando as células

controle como 100%.

O célculo dos valores do Clsg (concentragéo da droga que causa 50% de inibi¢cdo
da viabilidade celular) e a construcdo dos graficos foram feitos utilizando o programa
GraphPad Prism 5.0®.

O indice de seletividade (IS) indica a seletividade de uma substancia entre uma

linhagem tumoral e ndo tumoral e foi calculado segundo a formula:
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IS= Clsp em células ndo tumorais/ Clsg em células tumorais

(Equagéao 2) (Suffness e Pezzuto, 1990)

Sendo considerados significativos valores de IS igual ou maior que 2,0 (Suffness
e Pezzuto, 1990), em que este valor indica que a substancia € duas vezes ou mais

ativa na linhagem tumoral do que na linhagem nao tumoral.

4.4.6 CITOMETRIA DE FLUXO

Na analise por citometria de fluxo utilizou-se células 4T1 e MCF7, nao foi
realizado MTT com as células 4T1 por indisponibilidade destas no periodo em que

os testes foram realizados.

Na analise por citometria de fluxo, as células foram semeadas em placa de 12
pocos numa concentracdo 1x10° de células por poco, mantidas por 24 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO, Apds as 24 horas, a placa foi retirada da estufa, o meio
de cultivo foi descartado e as amostras-teste em meio de cultura foram adicionadas,
em uma concentracdo de 4,7 pg/m de B-lapachona, conforme descrito no item

anterior. A placa foi entdo incubada por 48 horas antes das analises no citdmetro.

Como controle positivo de morte celular, no dia da analise foi utilizado
peroxido de hidrogénio (H»0,), que € um agente oxidante que age na membrana

lipidica e no DNA, levando a ruptura da membrana, ocasionando morte celular.

Antes do tempo final de 48 horas, adicionou-se 100 pL da solucéo H,O, (0,34
M de H,0,) nos pocos especificados por 30 minutos. ApGs este periodo, coletou-se
o sobrenadante de cada poco em microtubos de polipropileno (Eppendorf®) de 1,5
ml. As células foram retiradas com auxilio de 400 pl tripsina-EDTA e a placa foi
incubada na estufa por 5 minutos. Em seguida, colocou-se o sobrenadante coletado

previamente em cada pogo correspondente para neutralizar o efeito da tripsina. As
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células foram ressuspendidas e coletadas novamente nos microtubos
correspondentes para centrifugacdo a 2.000 rpm, por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células ressupendidas em 500 pl PBS e

centrifugadas novamente para retirar o excesso de meio de cultura e amostra-teste.

Sucessivamente, as células foram processadas de acordo com cada analise
conforme descri¢cfes nos itens a seguir. Durante as analises por citometria de fluxo,
10.000 eventos foram adquiridos para cada amostra e cada experimento. Para
processamento dos dados utilizou-se o programa FlowJo OSX 10.6.8.

4.4.6.1 Tipo de morte celular

A morte celular pode ser avaliada observando alteracées morfologicas
e bioguimicas nas ceélulas, como mudacas na membrana plasmatica e
exposicdo de material genético como o DNA. Na citometria de fluxo dois
marcadores sdo utilizados para definir se as células possuem alteracao de
membrana (anexina-V) e se o acido nucléico (DNA) esta exposto (iodeto de
propidio - IP). E descrito que a anexina-V é uma proteina que se liga a
fosfolipidios e possui alta afinidade por fosfatidilserina, e é utlizada para
marcacao de células em fase inicial de apoptose. O IP € um corante vital com
afinidade por DNA, o qual depende da permeabilidade da membrana
plasmatica para se ligar ao DNA, permeabilidade acentuada que a membrana
apresenta nos estagios finais da apoptose. A conjugacao dos dois marcadores
permite diferenciar células viaveis (ndo marcadas), células em apoptose inicial
(marcadas apenas por anexina V), células necréticas (marcadas apenas por IP)
e células em apoptose tardia (marcadas por ambos marcadores) (Li et.al, 1999;

Rieger et.al, 2011)

Apés o tempo de incubacdo com as amostra-teste e H,O, e lavagem com
PBS, as células foram ressuspendidas com 100 uL do tamp&o de ligacdo (0,1 M de
HEPES (pH 7,4), 1,4 M de NaCl e 25 mM de CaCl,) e 5 ul de solucdo de anexina V
por 10 minutos. Em seguida, 10 pl de solucdo de iodeto de propidio (20 pg/ml) foram

acrescentados em cada microtubo por 5 minutos, a temperatura ambiente e
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protegidos da luz. Em seguida, 300 pl de tampé&o de ligacdo foram adicionados e

amostras mantidas em gelo até analise no citbmetro.

4.4.6.2 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

O marcador de ERO intracelular utilizado nos estudos foi 0 CellROX™ Green

(ThermoFisher Scientific).

A solucao de trabalho contendo o marcador numa concentracdo de 5 nM foi
preparada em PBS seguindo as instrucbes do fabricante. As células foram entdo
incubadas por 30 minutos com 250 pL desta solucdo, a temperatura ambiente e
protegidas da luz. Em seguida, os microtubos com as amostras foram colocados em

gelo até analise no citbmetro.

4.4.6.3 Fragmentacao do DNA e Ciclo celular

Para esta avaliacdo as células foram tratadas com o corante vital iodeto de
propidio (IP) que se intercala proporcionalmente a quantidade de DNA nas células

permitindo a identificacdo das fases do ciclo celular (Planchon, et al., 1995).

Com o objetivo de evitar a intercalacdo do IP em RNA, uma solucdo de
RNAse foi preparada em PBS na concentracédo de 50 pg/ml e 200 L adicionados a
células por 30 minutos a 37°C. Em seguida, adicionou-se 200 pl da solucdo de
tampéo de lise contendo iodeto de propidio (IP) (10 pg/mL) por mais 30 minutos a

temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram analisadas no citbmetro.
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4.4.6.4 Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

A determinacdo do potencial de membrana mitocondrial é utilizada para
indicar viabilidade celular e apoptose. A Rodamina 123 é um composto catiénico de
fluorescéncia verde que se associa as membranas das mitocondrias saudaveis (Li
et.al, 1999).

Uma solugdo estoque de Rodamina 123 foi preparada em etanol na
concentracdo de 5 mg/mL e em PBS para solucéo de trabalho numa concentracdo
de 5ug/mL. O volume de 300 pl da solugéo de trabalho foi adicionado as células,
incubado por 15 minutos, protegido da luz e a temperatura ambiente. Apds o tempo
de incubacéo, as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm, por 5 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e adicionados 300 pl de PBS. Este processo de
lavagem foi realizado duas vezes para retirar o excesso de Rodamina 123. Os

microtubos com as amostras foram colocados em gelo até analise por citometria.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento do lapachol e Sintese da B-lapachona

A partir de 500 g de serragem de ipé obtiveram-se 4,6 g de lapachol, com um
rendimento de 0,92%. Para sintese da [B-lapachona, foram utilizados 2,6 g de
lapachol, obtendo-se 2,4 g de B-lapachona, com um rendimento de 92,3%. Na
Figura 14 consta a placa de CCD feita ao final do processo com o lapachol, 3-
lapachona e a-lapachona, ndo se observa rastro do lapachol ou de a-lapachona o
gue sugere bom grau de pureza dos cristais de B-lapachona, o que foi confirmado
pela analise por CLAE, espectrometria no infravermelho, RMN de *H, *C e DEPT
135.

Lapachol a-lapachona B-lapachona

Figura 14. Placa de CCD das amostras do lapachol extraido da serragem de ipé, da a-lapachona
cedida e da [-lapachona sintetizada a partir do lapachol. Eluente: Diclometano:n-hexano 8:2;
Revelador: Acido sulfurico a 6%.
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5.2 Analise por CLAE-DAD

Os cromatogramas mostrados nas Figuras 15 e 16 foram obtidos por CLAE-DAD
para o lapachol e a B-lapachona obtidos, respectivamente. No cromatograma
mostrado na Figura 15 aparece pico predominante referente ao lapachol, com area
de 88,64% e tempo de retencdo de 27,7 minutos. No espectro no UV obtido online
(Figura 15) observaram-se bandas de absor¢cdo com maximos de absor¢ao (Amax) de
250,8, 281,6 e 335,2 caracteristicas do lapachol (O’Neil; 1996). No cromatograma
mostrado na Figura 16, observa-se apenas 0 pico caracteristico da B-lapachona,
com area de 100% e tempo de retencao de 27,4 minutos. No espectro no UV obtido
online (Figura 16) observaram-se as bandas de absor¢gdo com maximos de absorgao
(Amax) de 212,0, 256,8 e 290,0 nm, caracteristicas da B-lapachona (Cunha-Filho et
al., 2007).
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Figura 15. Cromatograma obtido por CLAE-DAD, a 280 nm, e espectro no UV do lapachol.
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Figura 16. Cromatograma obtido por CLAE-DAD, a 350 nm, e espectro no UV da -lapahona.
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Na andlise por espectrometria no infravermelho foi possivel realizar a

caracterizacao vibracional e a identificagcdo dos grupos funcionais presentes nos trés

compostos. As bandas diagndsticas da estrutura quimica do lapachol, B-lapachona e

a-lapachona constam na Tabela 4 e nas Figuras 17, 18 e 19.

Tabela 4. Bandas de absorc¢éo identificadas nos espectros de infravermelho do lapachol, 3-
lapachona e a-lapachona.

Lapachol B-lapachona a-lapachona
Banda Vibracao Banda Vibracédo Banda Vibracéo
molecular molecular molecular
(cm™) (cm™) (cm™
3349 e Deformacéo 3022 Deformacdo axial 2975 Deformacéo axial
3079 axial em O-H em C-H aromatico C-H das metilas
2852 Deformacao 2972 e 2914 Deformacdo axial 1682 Deformacéo axial
axial em C-H assimétrica em C- em C=0
das metilas H das metilas conjugado a C=C
1659 e Deformacao 1649 e 1693 Deformacédo axial 1610, 1575 e Deformacéo axial
1638 axial em C=0 das carbonilas 1454 em C=C do anel
conjugado a (C=0) aromético
Cc=C
769 Anel 1604 Deformacédo axial 1160 e 1118 Deformacgéo axial
aromético em C-O-C adjacente
com 4H C=C-O a ramificacéo
adjacentes
- - 1566 Deformacéo axial 734 Anel aromatico
em C=C do anel com 4H
aromatico adjacentes
- - 1093 Deformacéo axial - -
simétrica em C-O
- - 769 Anel aromatico - -

com 4H
adjacentes




1

%T

00.6 _

95 |
90 |
85 |
80 |
75 |
70 |
65 |
60 |
55 |
50 |
45 |
40 |
35 |

30 |

25.8

2922

3349

(8] 1591
1659

o 10

1366|| 1269
135

1638
o 1336

Lapachol

66,
675

721

4000.0 3600

3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200

cm-1

Figura 17. Espectro no infravermelho do lapachol.

71

650.0



100

80
*
L.
e 60
:g 3022
S 40
e 2914
o 2972
20 .
1693

PSS PSS S S

) O N N QY S N

I L L
Nimero de onda (cm*)

Figura 18. Espectro no infravermelho da B-lapachona

B-lapachona

72



%T

99.6 _
99 |

98

97

96 |
95 |
94 |
93

92

91

90 |
89 |
88 |
87 |

86 |

85 |

2975

a-lapachona

83.9 1

| ﬁ

1391

| 1375
1682 | (1575 1337
1308

1635 |
1610 1263

73

1015

734
. I 6/
1160 923836

174 87

1206 682

1118 959

77

4000.0 3600 3200 2800 2400

Figura 19. Espectro no infravermelho da a-lapachona.

2000 1800 1600 1400
cm-1

1200 1000 800 650.0



74

5.4 Analise por RMN de 1H, de 13C e DEPT 135

Para confirmagao identidade quimica da B-lapachona obtida, compararam-se
seus espectros de RMN de *H, de **C e DEPT 135 com espectros do lapachol e da
a-lapachona (Figuras 20 a 27). Nas Tabelas 6 a 8 se observam os deslocamentos
qguimicos (ppm), as multiplicidades e as constantes de acoplamento (J).

No espectro RMN de 'H do lapachol (Figura 20) observam-se dois simpletos,
em 01,6 e 81,7, para 0s quais se tem uma integracdo correspondente a seis
hidrogénios, e que, portanto, sdo atribuidos aos hidrogénios dos dois grupos metila,
3H-4’ e 3H-5'. O hidrogénio do carbono sp? (H-2’) origina um tripleto em 85,2 (J 7,2)
sendo sua multiplicidade devida ao acoplamento com os dois hidrogénios vicinais
(2H-1’). Estes (2H-1’), por sua vez, sao vistos como um dupleto em 63,3 (J 7,2). O
hidrogénio da hidroxila origina um simpleto em 67,4. Os quatro hidrogénios do anel
aromatico originam dois multipletos, um em 68,0 referente aos hidrogénios H-5 e H-

8, e outro em &7,7, de H-6 e H-7.
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Na Tabela 5, constam os dados referentes ao RMN de 'H do lapachol. Em
comparacao com a literatura, ha pequenas diferencas em relacdo aos hidrogénios
do anel aromético, o que se deve, possivelmente, as condi¢des diferentes de andlise
empregadas.

Tabela 5. Dados de RMN de 'H (200 MHz) do lapachol extraido da serragem do ipé e comparacéo
com a literatura.

Presente Delarmelina et al., Silva, 2009(*)
Posicao Trabalho(*) 2016(*) Posicao
(CDCL3 e 200 MHz) (CDCL3e 400 MHz) (CDCL; e 200 MHz)
5e8 8,0 (2H) /m 8,0 (2H) /m 5 8,1(1H)/dd/7,4;1,1
6e7 7,7 (2H) /'m 7,6 (2H) /m 8 80(H)/dd/7,7;1,1
1 3,3(2H)/d /7,2 3,2(2H) /d 6 76 (1H)/td/7,4; 1,1
2 52/t/7,.2 51/m 7 7,7(1H)/dd/7,7;1,3
4 1,6 (3H)/s 1,6 (3H)/s " 3,2(1H)/d /7,3
5 1,7(3H)/s 1,7(@BH) /s o 51AH)/m
OH 741s - 4 1,6 (3H) /s
- - - 5 1,7@BH) /s
- - - OH 73/s

(*) & ppm / multiplicidade /J (Hz)

No espectro RMN de *H da B-lapachona (Figura 21) observa-se um simpleto
em 61,4 que é referente aos seis hidrogénios dos dois grupos metila (3H-1’ e 3H-2’).
Os protons dos dois grupos metilénicos do anel piranico (2H-3 e 2H-4) originam dois
tripletos em 61,8 e em 52,5. O primeiro destes tripletos é atribuido aos hidrogénios
metilénicos do C-4. O segundo tripleto € relativo aos hidrogénios de C-3 que sao
magneticamente mais desprotegidos devido a sua vizinhangca com o oxigénio do
anel heterociclico. Os quatro hidrogénios referentes ao anel aromatico sdo vistos
como dois dupletos duplos, um deles em 88,0 correspondente ao H-9, mais
desblindado pela proximidade com a carbonila, e em 37,8 referente ao H-12
enquanto que ao H-10 e H-11 s&o atribuidos os dois tripletos duplos em 67,5 e em
87,6, respectivamente, sendo H-11 o mais desblindado pela conjugag¢do com o grupo

carbonila (C=0).
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Na Tabela 6, estdo mostrados o0s deslocamentos quimicos (ppm), as

multiplicidades e as constantes de acoplamento (J) para a B-lapachona. Em

comparacao com a literatura observam-se resultados muito semelhantes.

Tabela 6. Dados de RMN *H (200 MHz) da B-lapachona e comparacéo com a literatura.

Paludo
Presente Silva, 2009(*) C'Z";‘)elsos(ﬂ;s 2013(*)
Posicéo Trabalho (*) (CDCLs e (CDCL; e
3
(CDCL3 e 200 MHz) (CDCL3 e 200 MHz) 300 My 300 MH2)
Te2 1,4 (6H) /s 1,4 (6H) /s 14 14
3 1,8 (2H)/1/6,8 1,8 (2H) /1/6,7 1,8 1,8
4 2,5(2H) /168 2,5 (2H) /1/6,7 2,5 2,5
9 80(1H)/dd/7,6:1,2 80 (1H)/dd/7,4; 1,1 8,0 8,0
10 7,5 (1H) /td / 8,0; 1,2 7.5 (1H) /td/ 7,4; 1,1 75 7.5
11 7,6 (1H) /td / 7,8; 1,4 7,6 (1H) /td/ 7,4; 1,3 7.6 7.6
12 78 (1H)/dd/7,6:0,8  7.8(1H)/dd/7,7;1,1 7.8 7.8

(*) © ppm / multiplicidade /J (Hz) e (**)& ppm

No espectro RMN de 'H da a-lapachona (Figura 22) observa-se um simpleto

referente aos hidrogénios metilicos (H-1" e H-2') em 61,4. Dois tripletos referentes

aos hidrogénios dos grupos metilénicos do anel pirano, um em 51,8 relativo a 2H-3,

e o outro em 52,6 referente a 2H-4, este Ultimo sendo mais desprotegido pelo efeito

anisotropico da carbonila no anel vizinho. Quanto aos hidrogénios aromaticos,

observa-se um multipleto em 57,6 referente ao H-9 e H-10, e um tripleto em 88,0

referente ao H-8 e H-11, mais desprotegidos devido a vizinhanca com a carbonila.
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H da a-lapachona (CDCls, 200 MHz).
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Na Tabela 7, se observam os deslocamentos quimicos (ppm), as multiplicidades
e as constantes de acoplamento (J) para a a-lapachona. Em comparagdo com a

literatura, observam-se resultados muito semelhantes.

Tabela 7. Dados de RMN de ‘*H (200 MHz) da a-lapachona e comparacdo com a literatura.

Presente Delarmelina et.al,
Posica Trabalho(*) 2016(*)
Relces (CDCL; e 200 MHz) (CDCL; e 400 MHz)
1e2 1,4 (6H) / s 1,3 (6H) /s
3 1,8 (2H) /t/6,6 1,7 (2H) / t
4 2,6 (2H) /16,6 2,5 (2H) /'t
9e10 7,6 (2H) /' m 7,6 (2H) /' m
8ell 8,0 (2H)/t/6,0 8,0 (2H) / m

(*) © ppm / multiplicidade /J (Hz) e (**)& ppm / multiplicidade
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A diferenca entre os espectros de RMN de *H de B-lapachona e a-lapachona
(Figura 23) é notavel quanto aos hidrogénios aromaticos devido a posicao destes em
relagdo as carbonilas. Na a-lapachona, os hidrogénios possuem posicoes bem
semelhantes em relacdo as carbonilas, ja na B-lapachona, os hidrogénios sdo bem
distintos entre si, pois cada um esta a uma distancia da carbonila, o que torna o
ambiente quimico notavelmente diferente pela influéncia do campo magnético
gerado sobre os hidrogénios aromaticos da B-lapachona o que se expressa nos
diferentes deslocamentos quimicos observados para cada hidrogénio.

i 1 C:yBruker\TopSpin3.0Y e:{amdat:aL

[rel]

B-lapachona
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Figura 23. Espectro de RMN de 1H da B-lapachona e da a-lapachona (CDCI3, 200 MHz).
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Os espectros de RMN de *C e DEPT 135 do lapachol, B-lapachona e a-
Ipachona constam nas Figuras 24, 25 e 26 respectivamente. Os carbonos presentes
nas moléculas sao indicados nos espectros. Na Tabela 8 estdo listados os
deslocamentos quimicos encontrados para cada carbono das substancias. A andlise
dos dados de ressonancia confirma a identidade quimica das quinonas deste
trabalho, indicando ainda alto grau de pureza dos cristais por ndo se observarem

nos espectros picos ndo esperados.

Tabela 8. Dados de RMN de **C (200 MHz) do lapachol, B-lapachona e a-lapachona.

Lapachol B-lapachona a-lpachona
Carbono o (ppm) Carbono o (ppm) Carbono o (ppm)
em CDCL; em CDCL3 em CDCL3
200 MHz 200 MHz 200 MHz
Cc-4 18,0 C-17eC-2 26,9 C-17eC-2 26,6
Cc-1 22,7 C-3 16,3 C-3 16,8
C-5 25,9 C-4 32,7 C-4 31,6
Cc-2 119,8 C-2 112,8 C-5 120,3
C-3 123,6 C-12 124,2 C-2 132,2
C-7 126,2 C-10 128,8 C-7 126,1
C-6 126,9 C-13 130,2 C-12 126,4
C-2 129,5 C-11 130,7 C-2 132,2
C-5 133,0 C-5ecC-8 132,7 C-9eC-10 133,0
C-8 133,5 C-9 134,9 C-8eC-11 133,9
C-9 135,0 C-1 162,3 C-6 180,1
C-10 152,8 C-6 178,8 C-13 184,4
C-4 181,8 C-7 183,0 - -

c-1 184,7 - - - -
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Figura 25. Espectro de RMN **C e DEPT 135 da B-lapachona (CDCls, 200 MHz).
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5.5 Nanocéapsulas (NC) de PLGA com Nucleo Oleoso de gordura de murumuru

Foram preparadas nanoparticulas para carreamento de B-lapachona do tipo
nanocapsula, constituida de PLGA e nucleo oleoso de gordura de murumuru. O
método utilizado produziu nanocapsulas com populacdo monodispersa (PDI < 0,2),
tamanho médio (z-average) de 132,5 + 2,0 nm para NCMM e 149 + 1,3 nm para
NCMMB-lap; o potencial zeta ficou proximo ao isoelétrico com valores de -0,009 +
0,2 mV para NCMM e de 0,15 £ 0,2 mV para NCMM§B-lap e valor de pH préximos ao
fisiolégico de 6,78 e 6,82 para NCMM e NCMMpB-lap, respectivamente.

O método de nanoprecipitacdo, utilizado neste trabalho, € largamente
utilizado para preparacdo de sistemas nanoestruturados com diferentes polimeros e
copolimeros devido a sua simplicidade e reprodutibilidade (Chin et al., 2011; Mora
Huertas et al., 2012; Yordanov et al., 2012; Alshamsan, 2014), tratar-se de um
meétodo simples, rapido e eficaz para carregamento de espécies hidrofébicas com
alta eficiéncia de encapsulamento (Drozdek e Bazylinska, 2016) e melhora da
hidrossolubilidade (Lebouille et al., 2014), e que sob condi¢cdes apropriadas, como
concentracdo adequada do surfactante (2 a 5% da fase aquosa) (Mora-Huertas et
al., 2010; Chin et al., 2011; Pandey et al., 2015) e acertada velocidade de agitacdo
mecanica durante a mistura das fases, origina nanoparticulas com distribuicdo de

tamanho unimodal entre 50-300 nm (Lepeltier et al., 2014).

A carga de superficie (potencial zeta) das nanocapsulas esta associada a
natureza quimica e concentracao do polimero, do surfactante, da droga encapsulada
e do pH do meio (Mora-Huertas et al., 2010; Mora-Huertas et al., 2012; Yordanov et
al.,, 2012). Quando em nanoformulacdo utiliza-se surfactante ndo iénico e meio
tamponado, a carga da superficie das nanoparticulas estara relacionada as cargas
expostas pelo polimero. Polimeros, do tipo poliéster, como o PLGA, conferem carga
negativa a superficie devido aos grupos carboxilicos terminais da sua cadeia (Mora-
Huertas et al., 2010), mas a presenca do surfactante pode mascarar estes valores
(Ankrum et al., 2014) reduzindo a quantidade de cargas negativas na superficie da
particula. O baixo valor do potencial zeta observado nas formulacdes de

nanocapsulas contendo B-lapachona ndo foi diferente dos apresentados pelas
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nanocapsulas vazias, sugerindo que a B-lapachona esta contida no meio oleoso

interno.

O tamanho da particula e a carga de superficie sdo dois importantes
parametros para avaliagdo da estabilidade das nanoparticulas. O aumento no
tamanho das particulas indica fuséo dos glébulos, processo de coalescéncia, e inicio
de desestabilizacdo ao longo do tempo; e a diminuicdo do tamanho indica

degradacéao (Tadros et al., 2004).

Quanto a carga de superficie, quanto maior o seu valor, maior as forcas de
repulsdo entre as particulas prevenindo a agregacéao e propiciando uma formulacao
mais estavel (Ankrum et al., 2014). A extenséo dos valores de carga da superficie é
de £10 a +30 mV (Vila et al., 2002; Mora-Huertas et al.,2010).

O indice de polidispersdo fornece informagdes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos e segundo Zhang e colaboradores (2008), um valor

adequado seria <0,3.

As nanocapsulas produzidas neste estudo, apesar do baixo valor de carga da
superficie, mantiveram-se estaveis quando armazenadas por 60 dias a 4°C, sem
apresentar sinais de instabilidade como turvacdo, precipitados, cremagem e
floculacdo (Figura 27), com valores constantes de tamanho, carga de superficie e
PDI (Tabela 9).
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Figura 27. FormulagGes de nanocapsulas de PLGA com nlcleo oleoso de gordura de murumuru apos
60 dias de armazenamento a 4°C. NCMM (nanocapsula vazia) e NCMMp-lap (nanocépsula contendo

B-lapachona).

Tabela 9. Estabilidade de suspensfes de nanocapsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de
murumuru, em funcdo do tempo. NCMM (nhanocépsulas vazias) e NCMMB-lap (nanocapsulas

contendo B-lapachona).

Formulagdes Ter’npo Z-ave (nm) £ D.P PDI £D.P P.Z (mV) £ D.P
(dias)
1 132,5+2,0 0,145 0,02 -0,009 0,2
NCMM 30 151+ 0,4 0,16 £ 0,2 -0,4+0,3
60 155+1/4 0,17 £ 0,02 -1,7+0,3
1 149+ 1,3 0,18 + 0,04 0,15+0,2
NCMMB-lap 30 169+ 2,2 0,16 + 0,04 -05+0,4
60 171+25 0,18 + 0,03 -0,8+0,7

Legenda: Z-ave: Z-average; P.Z: potencial zeta; D.P: desvio padréo.
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5.6 Eficiéncia de encapsulacédo da B-lapachona em nanocapsula de PLGA com

nucleo oleoso de gordura de murumuru.

Para determinar a eficiéncia de encapsulagédo (EE) fez-se uma curva de
calibragcéo (Figura 28) conforme descrito no item 4.2.5.5, os valores das areas dos
picos de cada concentracdo constam na Tabela 10. O indice de correlagéo (r?)
obtido para esta curva foi de 0,9997, a Equacao 3 foi utilizada para determinacao da

concentragao de B-lapachona.
Concentracéo de f-lapachona (Lg/mi)= area do pico-6331/29043
(Equacéo 3)

A quantidade da B-lapachona na formulagcédo foi 9,4+0,01 pg/ml, com uma
eficiéncia de encapsulacdo (EE) de 94, 3%. O nucleo oleoso das nanocapsulas
favorece a alta eficiéncia de encapsulacdo de farmacos lipofilicos (Carreno et
al.,2016; Alshamsan, 2014).

1500000 -

1000000 -

500000 4

Area do pico (mV/s?)

0 5§ 10 15 20 25 30 35 40 4
Concentragao de pdapachona (pg/ml)

Figura 28. Curva de calibracéo para -lapachona.



Tabela 10. Areas dos picos e concentracdes da curva de calibragéo para quantificagéo da B-

lapachona.
Concentracéo Area do pico (mV/sz) Média Desvio
(mg/ml) padrédo
0,125 2166 2399 2069 2211,333 169,6064
0,5 14548 14301 14361 14403,33 128,8268
2,25 76354 75877 74968 75733 704,1314
5,0 155599 155102 155372 155357,7 248,8098
10,0 309497 310430 311241 310389,3 872,7109
20,0 572285 595574 577034 581631 12306,25
40,0 1162087 1167807 1171181 1167025 4597,157




90

5.7 Morfologia das nanocépsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de

murumurdu.

As imagens obtidas em MEV das NC mostraram as formas esféricas (Figura
29). A caracteristica esférica ou globular é explicada pela nucleagdo que ocorre na
mistura de fases (Teoria Classica da Nucleacdo), em que a fase oleosa, por ser
imiscivel na fase aquosa, quando gotejada nesta forma goticulas esféricas devido a

tenséo superficial existente no sistema (Lepeltier et al., 2014).

Figura 29. Fotomicrografia das nanocpsulas de PLGA com nucelo oleoso de gordura de murumuru
contendo B-lapachona. Solugéo de NC a 5% em agua ultrapura. Aumento de 4.000x.
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5.8 Investigacdo molecular das nanocépsulas de PLGA com nucleo oleoso de

gordura de murumuru.

A espectrometria FTIR foi utilizada fim de investigar possiveis interacfes
guimicas e estruturais entre o PLGA, a gordura de murumuru e a 3-lapachona para
confirmagéo da composic¢do qualitativa das nanocapsulas formuladas. Os espectros
de infravermelho dos constituintes das NCMMB-lap sao apresentados na Figura 30,
as principais bandas identificados nos espectros das amostras e as vibracdes
moleculares constam na Tabela 11. As bandas observadas correspondem as
reportadas na literatura para o PLGA (Stevanovic et al., 2008) e para B-lapachona
(Cunha-Filho et al., 2007). No espectro de NCMMB-lap é possivel observar as
bandas caracteristicas do PLGA e da gordura de murumuru e provaveis
sobreposicées destas bandas em 2845, 1737 e 1064 cm™, sendo possivel inferir que
ndo héa interacdo quimica, mas apenas estrutural entre os constituintes com forgas
intermoleculares fracas como ligacdes de hidrogénio. As bandas de absorcéo
especificas da B-lapachona ndo sdo bem evidenciadas, o que se justifica pela razéo
entre PLGA:Gordura:B-lapachona utilizada na formulacdo das nanocapsulas, em que

apenas 0,4% corresponde a B-lapachona.

5001
MM — NCMMB-lap
4004 — PLGA
WWNﬁ — Gordura de murumuru
3004
ﬁﬁwww—~\\erﬂJu_——\[th\MﬂJthd ~ PB-lapachona
100 A

0 | | I 1
4000 3000 2000 1000 0

Transmitancia(%)

Ndmero de Onda (cm'l)

Figura 30. Espectros FTIR das nanocapsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de murumuru
(NCMMB-lap) e seus constituintes (PLGA, gordura de murumuru e 3-lapachona) em pastilha de KBr.
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Tabela 11. Bandas de absorcéo identificadas nos espectros de FTIR da B-lapachona,do PLGA e da
gordura de murumuru.

B-lapachona PLGA Gordurade murumuru
Banda Vibragéo Banda Vibracéo Banda Vibracéo
(cm™) molecular molecular molecular

(cm™) (cm™)

3022 Deformacéo 2931 Deformacdo axial 2848, 2914 e Deformacéo axial
axial em C-H nos grupos CH, 2902 em CH,e CH;
aromatico CH, e CH;

2972 e Deformacéo 1747 Deformacéo axial 1737 Deformacéo axial

2924 axial de C=0 em C=0
assimétrica
em C-H das
metilas

1649 e Deformacéo 1419 Deformacéo 1458 Deformacéo

1693 axial das angular em O-H angular
carbonilas no plano assimétrica em
(C=0) C-H

1604 Deformacéo 1381 Deformacéo 1375 e Deformacéo
axial em angular simétrica 1386 angular simétrica
C=C-0 em CH; da ligacdo C-H

de CH;

1566 Deformacao 1159 Deformacdo axial 1107, 1147 e Deformacéo axial
axial em C=C em C-O 1195 assimétricas
do anel acopladas de R-
aromatico CO,»-R

1093 Deformacéo 1134 Deformacéo axial 719 Deformacéo
axial simétrica assimétrica em angular de
em C-O C-C-0 cadeia

769 Anel 1506 e 1228 Deformacg6es nos - -
aromatico grupos CHs e CH,
com 4H

adjacente
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5.9 Analise térmica nanocéapsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de

murumurdu.

A avaliacdo da perda de massa e decomposi¢cdo das amostras foi realizada
através da analise térmica por termogravimetria (TGA) a fim de identificar os eventos
térmicos caracteristicos de cada constituinte das nanocapsulas, observar possiveis
eventos consequentes da interacdo entre os constituintes e confirmar a composicao
gualitativa das nanocapsulas. As curvas de TGA constam na Figura 31. De acordo
com os resultados, as amostras sdo termicamente estaveis até 233°C (NCMMpB-lap),
243°C (PLGA), 283°C (gordura de murumuru) e 200°C (B-lapachona). No
termograma de PLGA observa-se perda de massa de 100% em um Unico estagio a
340°C, como descrito na literatura (Erbetta et al., 2011). Da mesma forma na
gordura de murumuru, com apenas um evento de perda de massa a 420°C. A curva
de B-lapachona indica perda de massa em uma Unica etapa a 270°C com perda
percentual de massa de 65,2% e processo de decomposi¢cdo entre 210 e 270°C,
dados que corroboram com encontrados na literatura (Freitas Neto et al., 2014). O
termograma da nanocapsula (NCMMp-lap) apresentou um perfil térmico misto, com
as caracteristicas dos seus constituintes, havendo perda de massa em trés etapas: i)
em 270°C a B-lapachona; ii) em 389°C em que se observa um desvio da
temperatura de perda da massa da gordura de murumuru, possivelmente devido a

interacdo desta com a matriz polimérica; iii) em 783°C, decomposicdo total da

Massa (mg) %

amostra.
60 -
— NCMMp-Lap
— — PLGA
40 - \ N — Gordura de murumuru
ﬁ p-lapachona
20 4
.. _
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Figura 31. Curvas TGA de nanocapsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de murumuru contendo (3-
lapachona (NCMM§B-lap) e seus constituintes (PLGA, gordura de murumuru e B3-lapachona).
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5.10 Identificacdo de ion molecular da B-lapachona nas nanocépsulas de PLGA

com nucleo oleoso de gordura de murumuru.

Nos espectros de massas abaixo (Figura 32A e 32B), obtido por CLUE-ESI-
EM no modo positivo, se observa o pico do ion [M+H]+ da B-lapachona em m/z 243
da amostra da B-lapachona sintetizada (circulado na Figura 32A) e em NCMMB-lap
(circulado na Figura 32B), confirmando o encapsulamento desta na nanocapsula. Os
outros picos observados no espectro da B-lap sdo provaveis adutos, e no espectro
de NCMMBpB-lap fragmentos dos outros constituintes de NCMMpB-lap que n&o foram

investigados.
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Figura 32. Espectro de Massas da 3-lap (A) e da NCMM@-lap (B) por CLUE-ESI-EM no modo positivo.
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5.11 Avaliacéo da citotoxidade das nanocapsulas de PLGA com nucleo oleoso

de gordura de murumuru contendo B-lapachona

Com a avaliacdo da citotoxicidade da NCMM foi possivel avaliar a seguranga
da formulacdo, observar se os constituintes das nanocapsulas ndo causavam a
morte celular e assim confirmar que a citotoxicidade observada pelas NCMMB-lap
era relacionada apenas ao efeito da f-lapachona. Testou-se também o diluente

DMSO, utilizado na solucao de (B-lapachona livre.

Na Figura 33 temos os graficos da avaliacdo da citotoxicidade em células ndo
tumoral (NIH/3T3) e tumoral (MCF7) na presenca do diluente (DMSO) e de
nanocapsulas vazias (NCMM), salientando que foram colocadas as mesmas
guantidades destes para que no final tivéssemos as mesmas concentracoes de
DMSO e NC quando dos testes com a B-lapachona livre (B-lap) e nanocapsulas
contendo B-lapachona (NCMMB-lap). Observamos que apos 24h de exposi¢do o
DMSO e as NCMM néo causaram citotoxicidade significativa em todos os volumes
testados para as ceélulas NIH/3T3 (Figura 33A) e MCF7 (Figura 33B), com alta
viabilidade celular (>70%), havendo inclusive aumento da atividade mitocondrial em
algumas concentracdes. E reportado na literatura que o PLGA é facilmente
metabolizado no organismo pelo ciclo de Krebs, por isso possui toxicidade sisté mica
minima (Danhier et al, 2012; Kumari et al, 2010) o que também €& observado em
testes em cultura de células (Park, 2014; Chereddy, 2014), indicando sua
seguranca. Da mesma forma, foi demonstrado por Muller et al., 1996; Scholer et al.,
2001 a seguridade do surfactante Poloxamer, além de avaliacdes que utilizaram
PLGA e Poloxamer em nanoformulacdo nas linhagens celulares C3 (células
hepaticas) e MCF7 e ndo apontaram citotoxicidade (Angelo et al., 2010; Csba et al.,
2005). Nanoparticulas que continham Epikuron avaliadas por Ampuero et al, 2013,
nao diminuiram a viabilidade celular de células da linhagem NCI-H460 (carcinoma
de pulmao). Estes dados corroboram com os resultados encontrados neste trabalho,
além de indicar que a toxicidade observada em NCMMp-lap é relativa a B-lapachona

liberada com sucesso da nanocapsula a célula.
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Figura 33. Viabilidade celular em células NIH/3T3 (A) e MCF7 (B) por MTT, apés incubacgéo de 24
horas com DMSO e NCMM e DMSO. Os valores do eixo de X s&o valores relativos as concentragdes
testadas de nanocéapsulas
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Com os resultados negativos da néo toxicidade do diluente utilizado e da
nanoparticula vazia, foi avaliado entado a citotoxicidade da B-lapachona livre (B-lap) e
encapsulada em nanocapsula (NCMMpB-lap) nas duas linhagens celulares, onde
podemos perceber um comportamento diferente entre as linhagens celulares

testadas a partir do tempo de 48 horas.

Em 24 horas (Figura 34), NCMMpB-lap e B-lap apresentaram citotoxicidade
com perfis muito semelhantes. As concentracdes maiores que 0,589 pg/mi
provocaram elevada toxicidade as células ndo tumorais (NIH/3T3) (Figura 34A) com
viabilidade celular entre 8- 2% para ambas as amostras-teste. Dessa forma, na

avaliacdo por 48 e 72 horas foram utilizadas concentragdes de 0,06 a 0,589 pg/ml.

A incubacdo das células com as menores concentracbfes e por tempos
superiores a 24 horas, mostrou uma maior sensibilidade pelas células tumorais
(MCF7). Nas células NIH/3T3 (Figura 35A) foi observada toxicidade nas
concentragdes de B-lap livre ou encapsulada superiores a 0,4 ug/ml e apos 72 horas
de exposicdo, com viabilidade celular de 20% e 87% na concentracdo de 0,471
ug/ml de B-lap livre e encapsulada, respectivamente; 12% e 52% na concentragao
de 0,589 pg/mL de B-lap livre e encapsulada, respectivamente (Figura 35B). Nas
células MCF7, a toxicidade foi observada num comportamento dose-dependente nos
trés tempos avaliados, mas como diferengas entre B-lap livre ou encapsulada

apenas apos 48 horas (Figura 36A).

Em 48 horas, NCMMpB-lap apresentou maior citotoxicidade que B-lap a partir
da concentracdo de 0,12 pg/ml, com viabilidade celular de 77% frente a 99% das
células incubadas com B-lap; 10% frente a 59% de B-lap na concentracdo de 0,47
ug/ml; e 9% frente a 40% de B-lap na maior concentracdo (0,589 pg/ml) (Figura
36A).

No ensaio de 72 horas, o perfil de citotoxicidade de ambas amostras-teste foi
muito similar, porém com uma intensidade maior devido ao maior tempo de

exposicao (Figura 36B).
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Figura 34. Viabilidade celular em células NIH/3T3 (A) e MCF7 (B) por MTT, apés incubacgéo de 24
horas com B-lapachona livre (B-lap) e B-lapachona encapsulada em nanocapsula (NCMMp-lap). Os
dados sdo expressos como porcentagem da média e desvio padréo da triplicata
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Figura 35. Viabilidade celular em células NIH/3T3 por MTT, apds incubacédo de 48h (A) e 72h (B) com
B-lapachona livre (B-lap) e encapsulada em nanocépsula (NCMMB-lap). Os dados sdo expressos
como porcentagem da média e desvio padrdo da triplicata de trés experimentos independentes;
usando como 100% as células incubadas apenas com meio de cultura.
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Figura 36. Viabilidade celular em células MCF7 por MTT, apds incubacédo de 48h (A) e 72h (B) com f-
lapchona livre (B-lap) e encapsulada em nanocapsula (NCMMp-lap). Os dados sdo expressos como
porcentagem da média e desvio padrdo da triplicata de trés experimentos independentes; usando
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Na Tabela 12 encontram-se os valores de Clspem MCF7 e NIH/3T3 e o indice
de seletividade da NCMMB-lap e da [-lapachona nos diferentes tempos de

tratamento.

Tabela 12. Valores de Clsg € indice de seletividade (IS) de NCMMB-lap e B-
lapachona livre nos tempos de 24, 48 e 72 horas nas células MCF7 e NIH/3T3.

Tempo de NCMMBB-lap B-lapachona
Incubacéo
(Horas)
ClsoMCF7 ClsgNIH/3T3 ClsoMCF7 ClsoNIH/3T3
+D.P +D.P IS£D.P +D.P +D.P IS£D.P
(Hg/ml) (Hg/ml) (ng/ml) (Mg/ml)
24 0,6+0,1 0,6 +0,1 1,1+0,4 0,6 +£0,2 0,8 + 0,06 1,4+0,6
48 0,25 + 0,02 1,4+1,1 6,0+5,2 0,55+ 0,08 0,65+ 0,04 1,2+£0,2
72 0,15+0,01 3,0+0,05 196 +2,1 0,2+0,03 0,4+0,03 2,2+0,2

Os resultados do Clsg apés incubagao com suspensao de NCMMB-lap e da B-
lapachona livre, indicam uma citotoxicidade tempo-dependente. O valor de Cls
menor de NCMMpB-lap frente a B-lapachona no tempo de 48 e 72 horas sugere
potencializacdo do efeito da droga por meio do encapsulamento. Este
comportamento € descrito na literatura para outras drogas encapsuladas como
docetaxel em nanocapsulas de acido hialurénico (Ampuero et al., 2013), luteina em
nanocapsulas de PLGA-PEG (Arukunmar et al., 2015) e curcumina em
nanolipossomas (Hasan et al., 2014). O aumento da citotoxicidade por substancias
encapsuladas pode ser explicado devido as caracteristicas das nanoparticulas
poliméricas como o filme polimérico que pela sua propriedade adesiva facilitaria a
adesao das particulas na membrana celular (Lemarchand et al., 2006), o tamanho
em escala nanométrica (>200 nm) que aumenta a superficie de contato e favorece a
endocitose (Chrastina et al., 2011), presenca de grupos polares e apolares do PLGA
na superficie que facilita a interacdo com as células, diferente da caracteristica

hidrofobica da B-lapachona livre, protecdo de degradacédo pelo filme polimérico,
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aumento da solubilidade da droga por meio do encapsulamento e liberacao
controlada da B-lapachona pelas nanocipsulas que levam a uma atividade

citotoxica por um periodo de tempo maior (Arunkumar et al. 2015).

Na avaliacao da seletividade, NCMMp-lap apresentou maior seletividade para
as células tumorais que a B-lapachona livre nos tempos de 48 e 72 horas. O indice
de seletividade de NCMMB-lap foi seis (em 48 horas) e 19,6 vezes (em 72 horas)
maior em MCF7 do que em NIH/3T3 enquanto que B-lapachona livre s6 apresentou
IS = 2 no tempo de 72 horas. A alta seletividade da nanocapsulas pelas células
tumorais (MCF7) pode ser atribuida as caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas, morfoldgicas e fisiol6gicas desse tipo de célula. A solubilidade e o
nanotamanho das nanocapsulas promovem maior captacdo e acumulo nas células.
Células tumorais tém o metabolismo acelerado comparado a células ndo tumorais
devido a proliferacdo aumentada e maior necessidade de energia internalizando
mais os nutrientes e particulas do meio, além de terem seus mecanismos de reparo
danificados expondo-as a efeitos citotoxicos maiores (Faraji e Wipf, 2009; Xu et al.,
2015). Este resultado indica maior seguranga na aplicacdo de NCMMpB-lap para as

células normais do que de [B-lapachona livre.

5.12 Anédlise por citometria de fluxo

Nos ensaios de citotoxicidade utilizando as células NIH/3T3 foi observado a
ndo ou baixa toxicidade das amostras testes (B-lap livre e NCMMB-lap); assim as
analises por citomeria de fluxo foram realizadas apenas em linhagens tumorais

(MCF7 e 4T1), utilizando a concentracdo de 4,7 ug/ml de B-lapachona.

Inicialmente foi avaliado se a presenca das amostras-teste, descritas no item
de materiais e métodos, interferem na distribuicdo de tamanho e granulosidade das
células. Para tanto se utlizou os canais FSC-H (tamanho) e a SSC-H
(granulosidade) (Figura 37). As células do grupo controle foram utilizadas como
referéncia para dividir os Dot plot em quatro quadrantes. As células MCF7 expostas

a B-lapachona tiveram a sua granulosidade (SSC-H) reduzida em 23,5% em
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comparacdo com o controle, e as células 4T1 ndo mostraram nitida mudanca

morfolégica (reducdo de 4,1% em SSC-H e 1,6% em FSC-H). Na exposi¢cdo a

NCMMB-lap, também se observou reducdo da granulosidade, mas em maior

proporcédo, de 49,3% nas células MCF7, e 40,7% nas células 4T1, porém maior em

relacdo a tendéncia de reducdo do tamanho das células, com reducdo de 22% em

4T1 e 2% em MCF7. Alteragdes morfologicas em células tratadas com B-lapachona

séo reportadas na literatura tanto em processos de apoptose (Planchon et al., 2001,

Shah et al., 2008) como de necrose (Park et al., 2014), as mudancas na morfologia

observadas neste estudo sdo indicativas de dano e morte celular.
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Figura 37. Gréficos em Dot plots FSC x SSC (Tamanho x Granulosidade) em citometria de fluxo de
células tumorais MCF7 e 4T1 expostas a 3-lapachona livre e NCMM-lap por 48 horas.
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Na avaliagdo da morte celular utilizando anexina V-FITC e iodeto de propidio
(Figura 38), as células MCF7 (Figura 38A) e 4T1 (Figura 38B) expostas a [-
lapachona livre apresentaram 21,5% e 14,7% com dupla marcagao para anexina V e
iodeto de propidio (AN/IP), respectivamente. Na incubagdo com NCMM@-lap, 33,4%
das células MCF7 apresentaram marcacdo para ambos indicando apoptose tardia
ou necrose, enquanto que em 4T1 a marcacéo foi predominantemente por IP com
31,9% e apenas 13,8 % de marcacao para AN/IP, indicando que em 4T1 a morte
celular causada por NCMMB-lap foi através de processos necréticos. Diferencas
suaves foram observadas entre as diferentes células, o que pode ser atribuido as
caracteristicas peculiares de cada tipo de célula como metabolismo, mutacdes
genéticas, potencial endocitico, permeabilidade da membrana, mecanismos de
resisténcia a drogas dentre outros (Zanotto-Filho et al., 2013). Além disso, observa-
se maior dano causado por NCMMB-lap que por B-lapachona, confirmando a

potencializagao da atividade anticancerigena da B-lapachona quando encapsulada.
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Figura 38. Avaliagdo do tipo de morte celular em células MCF7 (A) e 4T1 (B) expostas a 3-lapachona
e NCMMp-lap por 48 horas. Marcacao IP (iodeto de propidio), AN (anexina V-FITC).
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A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) provomovida pela
exposicao a B-lapachona seja livre ou encapsulada em nanocpsulas pelas células
MCF7 foi superior a 80% quando comparada com o controle. O estresse oxidativo
provocado pelas NCMMpB-lap foi superior a B-lap na ordem de 20% indicando a
capacidade do sistema nanoparticulado em carregar uma maior quantidade de (-
lapachona para o interior das células. O estresse oxidativo é o principal mecanismo

pelo qual B-lapachona induz morte celular.

A geracado de ERO na célula leva ao estresse oxidativo que causa alteracoes
em estruturas celulares, inclusive a mitocondria, agindo nos lipideos da membrana
mitocondrial, modificando o potencial destas membranas com consequente ruptura e
liberagdo de moléculas apoptoticas além de danificar o DNA mitocondrial (Grivicich
et al., 2007). Na avaliacédo do potencial de membrana mitocondrial (PMM), as células
4T1 expostas a B-lapachona apresentaram uma diminuicdo de 29,5% no PMM
enquanto que as expostas a NCMMpB-lap reducdo de 15,3%. Alteracbes na
mitocdndria por B-lapachona séo reportadas na literatura associados especialmente
ao ciclo redox mediado por NQO1, sdo observadas vacuolizacbes e mudancas
morfologicas indicando processos autofagicos (Ma et al., 2015). Nas células MCF7

nao houve diferenca expressiva em comparagao ao controle.

A fragmentacdo do DNA pode ocorrer por acao de radiacdo, agentes toxicos
ou radicais livres, quando os danos causados ndo sao reparados, mecanismos de
morte sdo desencadeados na célula (Grivicich et al., 2007). Na avaliacdo da
fragmentacdo do DNA apds 48 horas de tratamento é possivel observar aumento
significativo na propor¢cdo de DNA fragmentado em comparacdo com o controle
(Tabela 13) nas células 4T1 tratadas com [-lapachona, com 84,8% de DNA
fragmentado, e nas células tratadas com NCMM@-lap com 49,6%. O dano causado
no DNA por B-lapachona é reportado na literatura em estudos com diversas células
(Shah et al., 2008; Park et al., 2011; Gupta et al., 2002), ocorrendo pela producao
massiva de radicais livres na célula (Ramos-Pérez et al., 2014), inibicdo de proteinas
reparadoras do DNA como Rad50 e MRE11l (Seoane et al. 2013), clivagem e
hiperativacdo de PARP (Poli-ADP ribose-polimerase) (Moon et al., 2010). N&o se
obteve resultados para células MCF7 por quantidade de células insuficiente para

andalise no citométro.
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Tabela 13. Fragmentacdo do DNA em células 4T1 expostas a B-lapachona e NCMMB-lap por 48
horas. A marcagdo do DNA foi realizada utilizando o iodeto de propidio.

Grupos % DNA fragmentado % DNA integro
Controle 99,06
B-lapachona 15,2
NCMMB-lap 50,4

O ciclo celular das células MCF7 incubadas com [-lapachona livre e

NCMMB-lap por 48 horas mostrou pouca variagdo comparada com o controle

(Tabela 14). Nas células incubadas com B-lapachona houve diminuicdo de 9,5% do

namero de células na fase G2M, enquanto que nas células incubadas com as

NCMMB-lap ocorreu um aumento de 7,6% no numero de células na fase S; todas

em comparacdo com o controle. Em alguns estudos a B-lapachona ndo afetou o

ciclo celular (Seoane et al. 2013), enquanto outros houve acumulo de células na fase
GO/G1 (Park et al., 2011; Gupta et al., 2002; Moon et al., 2010), G1/S, G2M (Li et al.,

1999), sugerindo retencdo das células nos pontos de checagem e contencao da

proliferacéao celular.

Tabela 14. Ciclo celular em células MCF7 expostas a B-lapachona e NCMMB-lap por 48 horas.

Fases do ciclo

Amostras Testes

celular Controle B-lapachona NCMMB-lap
(%) (%) (%)
SubG1 4,15 777 6.07
G1 58,2 68.0 50.0
S 17,7 13,3 25.3
G2M 15,1 5.61 16
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que a sintese da -
lapachona por catalise acida do lapachol gerou um bom rendimento de 92,3% e as
analises por CLAE-DAD (area do pico 100%), e pelos espectros no infravermelho de
RMN de 'H e 'C demonstraram a pureza da amostra. O método de
nanoprecipitacdo produziu nanocapsulas de PLGA com nucleo oleoso de gordura de
murumuru estaveis por 60 dias com populacdo monodispersa (PDI <0,2), tamanho
entre 132,5 + 2,0 e 149 * 1,3, morfologia esférica, porém a presenca do surfactante
na formulacdo mascarou a carga de superficie das nanoparticulas. As NCMMp-lap
preparadas foram viaveis para carreamento da 3-lapachona com alta capacidade de
encapsulamento (EE=94,3%). O encapsulamento da B-lapachona potencializou o
efeito citotoxico desta droga e aumentou a seletividade para células tumorais,
indicando maior seguranca na utilizacdo de NCMMpB-lap. Ha grande similaridade nos
eventos citotoxicos causados por B-lapachona livre e NCMMB-lap, apontando que a
formulacdo nédo interfere no mecanismo de acédo B-lapachona. As NCMMg-lap
apresentaram-se como uma alternativa possivel para carreamento e entrega

intracelular da B-lapachona com potencial aplicagcdo na nanomedicina.
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ANEXOS

ANEXO A- Caracterizacao fisico-quimica da gordura de murumuru: indices de iodo,
saponificacdo, peroxido, densidade e refracdo. Analises feitas por Sena (2016).

Parametros Média e Desvio Padrao
Indice de acidez mg KOH/g 3,9+0,057
Indice de Peréxido 2,99 + 0,027
Indice de Saponificacdo mg KOH/g 241 £ 0,065
indice de lodo gI*/100 g 11 £ 0,200
Densidade g/mL a 50 °C 0,49 +0,015
Indice de Refracéo 1,46 £ 0,014

ANEXO B- Perfil de acidos graxos da gordura de murumuru, obtido por
Cromatografia Gasosa. Analises feitas por Sena (2016).

Acidos Nome % Area
Graxos Comum Gordura de murumuru
12:0 Acido laurico 43,1
14:0 Acido miristico 26,6
16:0 Acido palmitico 6,9
18:0 Acido estearico 3,0
18:1 Acido oléico 8.4
18:2 Acido linoléico 42
SFA* - 84,6




