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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SUSPENSOES DE NANOCAP§ULAS PQLIMERICAS
CONTENDO QUERCETINA OU CRISINA E AVALIACAO BIOLOGICA EM
CELULAS B16F10 E EM MODELO DE MELANOMA in vivo

AUTOR: Paulo Guilherme Schimites
ORIENTADORA: Prof2. Dr2. Daniela Bitencourt Rosa Leal
COORIENTADORA: Profa. Dr2. Scheila Rezende Schaffazick

Estudos demonstram que o processo inflamatorio tem um papel relevante no
desenvolvimento do melanoma cutaneo, sendo critica a resposta imune, que atua de
modo a controlar o desenvolvimento dessa patologia e de forma a prevenir que esta se
torne mais agressiva. Apesar de haver um crescente numero de estudos envolvendo o
sistema purinérgico e o cancer, ainda nao ha uma compreenséo completa a respeito do
potencial terapéutico do sistema purinérgico no melanoma cutaneo. O sistema
purinérgico, que € constituido por enzimas, como a adenosina desaminase (ADA),
receptores ancorados a membrana celular, além de moléculas sinalizadoras como a
adenosina (ADO), tem um papel fundamental na orquestra de eventos envolvidos na
modulacdo do padrao de resposta imune. Os flavonoides sdo compostos naturais com
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e antitumorais importantes, e dentre esses
compostos estdo a quercetina e a crisina. Nesta pesquisa, foram desenvolvidas
suspensdes de nanocapsulas de Eudragit® RS100 contendo crisina ou quercetina, as
quais apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para sistemas coloidais
como tamanho de particulas (582 + 54 nm; 568 = 58 nm, respectivamente), com
homogeneidade de distribuicdo de tamanho de particulas, teor total préximo ao valor
tedrico e elevada eficiéncia de encapsulamento, além de estabilidade por 14 dias de
armazenamento. As suspensdes foram avaliadas em ensaios de atividade
antitumoral/citotoxica in vitro, tendo apresentado diminui¢do da viabilidade de células de
melanoma (B16F10) em relacdo ao controle, em diferentes concentracdes de crisina ou
guercetina. Verificou-se também que as suspensfes de nanocapsulas, contendo ou néao
os flavonoides, apresentaram diminuicdo da viabilidade de células ndo tumorais
(macréfagos murinos; RAW 264.7), sendo que as nanoestruturas contendo crisina
tenderam a um efeito citoprotetor. Apos os testes in vitro, empregou-se as formulacées
em modelo animal (camundongos C57BL/6) de melanoma cutaneo induzido, através da
inoculacéo subcutanea dorsal de suspenséao de células B16F10. Investigou-se a atividade
da ADA no soro dos camundongos, que desenvolveram o tumor e dos animais controles,
que receberam por 14 dias tratamento (via oral) com as suspensfes de nanocapsulas
desenvolvidas e com quercetina ou crisina ndo encapsuladas (7,5 mg/kg). Os
camundongos com tumor apresentaram atividades mais elevadas e a suspensdo de
nanocépsulas contendo crisina foi capaz de aumentar a atividade da ADA, na tentativa de
diminuicdo dos niveis extracelulares de ADO, a qual pode facilitar o desenvolvimento,
infiltracdo e metastase do tumor. Com isso, as formulagdes com quercetina ou crisina
desenvolvidas apresentaram atividades biolégicas in vitro e in vivo que corroboram com
a literatura cientifica sobre as propriedades antitumorais de flavonoides e sobre como
essas propriedades podem ser favorecidas pelo aumento da biodisponibilidade dos
compostos através da incorporagao dessas substancias em nanocarreadores.

Palavras-chave: melanoma, crisina, quercetina, adenosina e adenosina desaminase.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYMERIC NANOCAPSULE SUSPENSIONS CONTAINING
QUERCETIN OR CHRYSIN AND ITS BIOLOGICAL EVALUATION EMPLOYNG
B16F10 CELLS AND in vivo MODEL OF MELANOMA

AUTHOR: Paulo Guilherme Schimites
ADVISOR: Prof2. Dr2. Daniela Bitencourt Rosa Leal
CO-ADVISOR: Prof2. Dr2. Scheila Rezende Schaffazick

Studies have shown that the inflammatory process plays a relevant role in the
development of cutaneous melanoma, moment when the immune response is critical,
operating to control the development of this pathology and to prevent it from becoming
more aggressive. Despite the fact that there is a growing number of studies involving
the purinergic system and cancer, there is lack of information about the therapeutic
potential of the purinergic system in cutaneous melanoma. Composed by enzymes
such as adenosine deaminase (ADA), cell membrane anchored receptors and
signaling molecules such as adenosine (ADO), the purinergic system plays a key role
in orchestrating events involved in modulating the immune response pattern.
Flavonoids, such as chrysin and quercetin, are natural compounds with important anti-
inflammatory, antioxidant and anti-tumor properties. In this research, Eudragit® RS100
nanocapsule suspensions containing chrysin or quercetin were developed and showed
adequate physicochemical characteristics for colloidal systems such as particle size
(582 £ 54 nm; 568 + 58 nm, respectively), homogeneity of size distribution, total content
approximated to the theoretical value, high encapsulation efficiency, and stable up to
14 days of storage. These suspensions were evaluated by in vitro anti-tumor/cytotoxic
activity assays and showed decreased viability of BL6F10 melanoma cells compared
to control at different concentrations of chrysin or quercetin. It was also found that
suspensions of nanocapsules, containing or not flavonoids, showed decreased viability
of non-tumor cells (murine macrophages; RAW 264.7), however, the nanostructures
containing chrysin tended to a cytoprotective effect. After in vitro tests, suspensions
were used in an animal model of cutaneous melanoma (C57BL/6 mices) induced
through subcutaneous inoculation of B16F10 cell suspension. ADA activity was
measured in serum of mices, which developed the tumor and the control animals, after
receiving 14-day of oral treatment with the developed nanocapsule suspensions and
unencapsulated chrysin and quercetin (7.5 mg/kg). Mices who developed the tumor
showed higher ADA activity and suspension of chrysin nanocapsules was able to
increase even more ADA activity in an attempt to decrease ADO extracellular levels,
since ADO may facilitate tumor development, infiltration and metastasis. Thus, the
suspensions developed presented in vitro and in vivo biological activities that
corroborate the scientific literature about the potential anti-tumor properties of
flavonoids and how these properties can be favored by increasing the bioavailability of
these compounds through the incorporation of these substances in nanocarriers.

Keywords: melanoma, chrysin, quercetin, adenosine and adenosine deaminase.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacao de alguns componentes do Sistema Purinérgico. ............ 22
Figura 2 - Estrutura quimica da molécula de querceting. ..........cccccovvviiiiiieeeeneennnnns 23
Figura 3 - Estrutura quimica da molécula de CrisSina. ...........cccceeeiiiiiiieniiiiiee e 25

Figura 4 - Representacédo da estrutura quimica do monémero de Eudragit® RS100.29
Figura 5 - Estrutura quimica do monémero formador do PVA...........cccccceeiiiiiieienennns 31
Figura 6 - Representacdo simplificada da estrutura dos acidos caprico e caprilico,

FESPECHIVAIMENTE. ...t 32
Figura 7 - Linha do tempo do experimento animal. .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 37
Figura 8 — Esquema do processo de producéo das suspensdes de nanocapsulas. .39

Figura 9 — llustracdo do processamento das amostras para determinacdo da EE%.

Figura 10 — llustracdo da inducédo do melanoma na regido dorsal dos animais. ....... 45
Figura 11 - Aspecto macroscépico das suspensdes de nanocapsulas de Eudragit®
RS100 desenvolvidas (NCQ, NCC e NCB, respectivamente)................. 47
Figura 12 - Graficos demonstrando o comportamento das suspensdes de
nanocapsulas contendo flavonoides em funcéo da concentracdo de PVA
(A e C: diametro médio relativo a volume D[4:3] para NCQ e NCC,
respectivamente; B e D: valores de span para NCQ e NCC,
respectivamente). A linha em A e C indica o limite maximo ideal para o
PAFEIMETIO. ... 48
Figura 13 - Comparacédo entre cromatogramas das nanocapsulas brancas (A e B) e
das nanocapsulas de crisina (C) e quercetina (D) analisados pelos seus
reSPECtIVOS MELOUOS. . ..eveiiiiiiiiee et e e 52
Figura 14 - Curvas analiticas dos métodos para quantificacdo de crisina (A) e
QUETCELINA (B)..oeeeieiiii e 53
Figura 15 - Graficos de distribuicdo de tamanho de particulas fornecidos pelo
Mastersizer® para as suspensdes de nanocapsulas contendo ou néo
flavonoide (A: NCB; B: NCC; C: NCQ)....ceovvvieiiiiiiieeeeeeeeeeeiiien e e e e eeeeenens 57
Figura 16 - Valores de pH das formula¢cdes nos ensaios de estabilidade até duas
1] 0012 1 T T USRI 59

Figura 17 - Valores de potencial zeta para as formulagdes até duas semanas. ....... 59



Figura 18 - Tamanho meédio de particulas (nandémetros) das suspensfes de
nanocapsulas analisadas por espalhamento de luz dindmico. A linha
pontilhada indica o limite da faixa nanometrica. ............cccoeveeeeeveeeeinnnnnnn. 60
Figura 19 - Distribuicdo de tamanho por analise de espalhamento de luz dinamico. A

linha pontilhada indica o valor limite considerado ideal para o parametro.

Figura 20 - Tamanho médio de particulas (microbmetros) das suspensfes de
nanocapsulas analisadas por difracdo a laser no 14° dia. A linha
pontilhada indica o limite da faixa nanometrica. .............ccccevvvvvrrrnnnnnnnnn. 61
Figura 21 - Distribuicdo de tamanho por analise de difracédo a laser. A linha pontilhada
indica o valor limite considerado ideal para o parametro. ...................... 62
Figura 22 - Teores das suspensdes de nanocapsulas durante os ensaios de
EStADIIdATE. ..o 62
Figura 23 - Avaliacdo da citotoxicidade in vitro das suspensfes de nanocapsulas em
cultura de células de macréfagos murinos (RAW 264.7). .......coeevvvvvnnnnn. 63
Figura 24 - Avaliacdo de potencial atividade antitumoral (B16F10) das suspensdes de
nanocapsulas sem flavonoide (NCB) em relacdo ao controle, apds 24 e
48 N de INCUDAGAO. .......oovviiiiiiiiiiiiiiee e 64
Figura 25 - Comparacdo entre as nanocapsulas sem flavonoides e com esses
encapsulados em relagéo a citotoxicidade para células B16F10, relativa a
diferentes concentracdes dos principios ativos. ...........cccceeveeeeeeeeeeviinnnnnn. 65
Figura 26 - Avaliacdo de potencial atividade citotoxica das suspensdes de
nanocapsulas de crisina (NCC) em células B16F10, ap6s 24 e 48 h de
incubacédo, comparativamente ao flavonoide livre (CL)............cceevvvnnnnn. 67
Figura 27 - Avaliacdo de potencial atividade citotéxica das suspensdes de
nanocapsulas de quercetina (NCQ) em células B16F10, apds 24 e 48 h
de incubacgéo, comparativamente ao flavonoide livre (QL).........cc..uuvee... 67
Figura 28 - Representacdo do tumor (melanoma) na regiao dorsal. ................cccc..... 68
Figura 29 - Variacdo do peso dos tumores desenvolvidos pelos camundongos. ...... 68
Figura 30 - Distribuicdo dos animais induzidos e ndo induzidos (que desenvolveram o

melanoma e aqueles que ndo desenvolveram ou evoluiram para 6bito).

Figura 31 - Fotografia de um tumor de tamanho moderado (em torno de 2,5 g; A) e de

um tumor maior e com aspecto diferente do primeiro (em torno de 4,0 g;



B). Em C um dos animais que desenvolveram tumor mas que evoluiram
para Obito antes dos 14 dias de tratamento. ...........ccccccvvrviiniiiiiinininnnnnn. 69
Figura 32 - Representacao da administracao de cisplatina via intraperitoneal, alteracéao
do comportamento e evolucao para Obito. ...........ccceevvvviiiieee e, 70
Figura 33 - Fotografia do estdbmago de um dos animais tratados com cisplatina, e que
evoluiu para obito. Na necropsia dos animais era constatada estase
gastrica e retencao de alimento. ............covuiiiiiiieeeeieei e, 70
Figura 34 - Atividade da ADA em soro de camundongos C57BL6, com e sem
melanoma induzido, tratados com as suspensdes de nanocapsulas ou

com os flavonoides n&o encapsulados. ... 72



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composi¢do quali-quantitativa das suspensf@es de nanocapsulas para a
preparacao de 25 mL de formulagdo.................euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 39
Tabela 2 - Parametros cromatograficos empregados nas andlises de teor e de
eficiéncia de encapsulamento das suspensdes de nanocapsulas contendo
CrISINA € QUEICETING. ..ceeeeeee e 41

Tabela 3 - Resultados dos testes de precisdo para a quantificacao de crisina em NCC.

Tabela 4 - Resultados dos testes de precisao para quantificar quercetina em NCQ.54
Tabela 5 - Ensaio de exatiddo para a quantificacdo dos flavonoides nas suspensdes

de NANOCAPSUIBS. ...ccoeiiiiiieeiee e 54
Tabela 6 - Valores de pH e potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas.......... 55
Tabela 7 - Parametros de tamanho e distribuicdo de tamanho das suspensdes de

NANOCAPSUIBS. ..eeiiiieiiiiiiiee ettt e e e e e e e eeeeaeeas 56



ACN
ADA
ADO
ADP
AMP
ATP
B16F10
C57BL/6
CD 39
CD 73
CD
CLAE/UV
DAD
DMEM
DMSO
EE
E-NTPDase
HelLa
KBU2046
MCF-7

MeOH
MTT

NaMoS
NC

NCB

NCC

NCQ

PBS

Pdl

pH

PVA

RAW 264.7
RPMI 1640
SK-MEL-28
TCM

uv

UVA

uvB

ZP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetonitrila

Adenosina desaminase

Adenosina

Adenosina difosfato

Adenosina monofosfato

Adenosina trifosfato

Linhagem celular de melanoma murino

Linhagem de camundongos (Black)

Trifosfato de ectonucleosideo difosfo-hidrolase-1
Ecto-5'-nucleotidase

Cluster of differentiation

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-vis
Diode array detector

Dulbecco modified of Minimum Essential Media
Dimetilsulfoxido

Eficiéncia de Encapsulamento

Ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase
Linhagem celular de cancer cervical humano
4'-fluoroisoflavanona

Linhagem celular de cancer de mama (Michigan Cancer
Foundation)

Alcool metilico

Ensaio de avaliacao da viabilidade celular empregando 3(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio brometo
Morina-7-sulfato de sodio

Suspensédo de Nanocapsulas

Suspensédo de Nanocapsulas brancas (sem composto ativo)
Suspensdao de Nanocépsulas contendo crisina
Suspensdao de Nanocéapsulas contendo quercetina
Phosphate buffered saline

Polydispersity index

Potencial hidrogeniénico

Alcool polivinilico

Linhagem celular de macréfago murino

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
Linhagem celular de melanoma humano
Triglicerideos de cadeia média

Radiacao ultravioleta

Radiacgéao ultravioleta A

Radiacgao ultravioleta B

Zeta potential


https://www.google.com/search?newwindow=1&biw=1066&bih=724&sxsrf=ACYBGNS80tMvHSTMe7398axhol8MvlABtQ:1579082069451&q=pdi+polydispersity+index&sa=X&ved=2ahUKEwjJlciOq4XnAhUcK7kGHaZQBBkQ7xYoAHoECBgQKg

SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt anas 15
L. L OBIETIVOS ... 17
1.1.2 ODJetivo geral ... 17
1.1.2 ODbjetivoS €SPECITICOS ..uuiiiiiieiiiiiiiiieiiee e 17
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 18
2. L MELANODMA .. 18
2.2 CELULAS B16F10 E MODELOS EXPERIMENTAIS DE MELANOMA IN VIVO
............................................................................................................................... 19
2.3 SISTEMA PURINERGICO NA INFLAMAGAO E CANCER ........cccooveveirirnnnne, 20
2.2.1 Aden0oSina deSamIiNASE .......cccuuuuiiiiiie et e e 21
2.4 FLAVONOIDES.......cco oo 23
P R @ T U1 o =] £ 1 - PSR 23
A O 1= 1 - VUSSP 25
2.4.3 Moléculas sintetizadas com estrutura baseada em flavonoides......... 26
2.4.4 Flavonoides e carreadores nanoestruturados ........ccccceeeeeeeeeeeveeeeinnnnnnn. 27
2.5 NANOPARTICULAS CARREADORAS DE FARMACOS .......ccoeeveeveeeeieenennns 27
2.5.1 EUAragit RS® 100........ccciuiiiiiiiieeiieeeeiiee ettt e e 29
2.5.2 AICOOl POVINTICO (PVA) .o 30
2.5.3 Triglicerideos de cadeia média (TCM)........cccoeeviieeiiiiiiiiiiiiii e, 32
2.5.4 Avaliacdo datoxicidade de sistemas nanocarreadores....................... 32
3 MATERIAL E METODOS ....ooviiteieeee ettt ettt 34
S LIMATERIAL ... 34
N N Y = L =T g = T o ] 0 = T SRR 34
3.1.2 Solventes € OULroS MAEIIAIS . ccoeeeeeeeeeeiiiiiiee e e e e e e e e e e e 34
N IR Lo TU T o F= T aT=T o (o 1N 35
3.2 METODOS ..ottt ettt sttt sttt b bbb ene s s 36
3.2.1 Desenho eXperimental.............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36
3.2.2 Preparacdo das suspensdes de nanoCapsulas........cccccvvvvvvevvvnnnnnnnnnnnns 38
3.2.3 Métodos analiticos e validacdo da metodologia...........ccccevvvevvvneeeennn.. 40
3.2.4 Caracterizacgéo fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas......41
3.2.6 Ensaios in vitro empregando as suspensdes de nanocapsulas ......... 44
3.2.7 Modelo experimental in vivo de melanoma murino ...........cccceeeeeevvnnnnnn. 45
3.2.8 Atividade enzimatica da adenosina desaminase (ADA) em soro ........ 46
3.2.9 ANAlISE ESTAtISTICA.....ceeiiieeeeiiiie e 46
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......coiieieieeeeceeeeeeeee ettt 47

4.1 DESENVOLVIMENTO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS................ 47



4.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA ....... 50

4.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA.......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 54
4.3.1 pH € POLENCIAl ZETA ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiii 54
4.3.2 Tamanho médio de particula e distribuicdo de tamanho...................... 56
4.3.3 Teor dos flavonoides e eficiéncia de encapsulamento (EE%)............. 58

A4 ESTABILIDADE ...t a e 58
4.4.1 ASPECtOS MACIOSCOPICOS .uuiieeeiiiieiiiiiiee e e e e e e eeetee e e e e e e e e e eeaaas e e e e aeeeennnns 58
4.4.2 pH € POLENCIAl ZELA ...coeeeveiie e 58
4.4.3 Tamanho médio de particulas e distribuicdo de tamanho ................... 60
4.4.4 Teor doS flaVonOIdES .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 62

4.5 ENSAIOS IN VITRO EMPREGANDO AS SUSPENSOES DE

NANOCAP SULAS. ... e e et e e e e e e e eaanas 62
4.5.1 Atividade citotoxica in vitro com células RAW 264.7 .........ccccccuvvvvnnnnns 63
4.5.2 Atividade citotdxica in vitro contra células B16F10 ............cccccuvvvvnnnnns 64

4.6 MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO DE MELANOMA HUMANO.............cc.... 68
4.6.1 Inducéo de melanoma nos camunNdONgOS .......ccceeveeeeiiieeiiiiiiiee e eeeeeeenns 68

4.7 ATIVIDADE ENZIMATICA DA ADENOSINA DESAMINASE (ADA) EM SORO

............................................................................................................................... 71

5 CONCLUSAD ..ottt ettt e ettt en e s 74
B REFERENCIAS ........oouiiitieeeeeeeeetee ettt ettt 75

ANEXO 1 — CERTIFICADO CEUA - UFSM......ouiiiiiiiiiiiiiiiii e 87



15

1 INTRODUCAO

O melanoma cutédneo € um cancer agressivo que se desenvolve a partir dos
melandcitos e que tem relacéo direta com a exposi¢do da pele aos raios ultravioletas
(UV) (VEIEROD et al., 2003). Um grande problema relacionado ao desenvolvimento
do melanoma cutéaneo € o seu potencial metastatico para o resto do corpo, tornando-
se praticamente incuravel (XING et al., 2010). O nimero de casos de melanoma vem
aumentando, de acordo com a American Cancer Society, e esse numero varia de
acordo com a idade dos pacientes, sendo que pessoas mais velhas apresentam maior
propensédo ao desenvolvimento desse tumor maligno (ACS, 2018).

No Brasil, para o periodo de 2020 a 2022, o numero estimado de novos casos
diagnosticados € de aproximadamente 8.500, com uma incidéncia média de 4 casos
para cada 100 mil habitantes e dos quais a provavel distribuicdo de acordo com o0 sexo
sera de 50% para homens e 50% para mulheres. Ainda, a Regido Sul do Brasil é a
que apresenta o maior numero de casos de cancer de pele melanoma em comparacao
com outras regifes do pais (INCA, 2018), o que se explica em raz&o de apresentar
75% da populacéo declarada branca (maior porcentagem entre as regides), conforme
o IBGE (IBGE, 2018).

A resposta imune, de uma maneira geral, atua na tentativa de prevenir o
desenvolvimento do melanoma enquanto a radiagdo UV induz imunossupressao e a
progressao do tumor (MARGOLIN, 2014). O sistema purinérgico modula a resposta
imune através de suas enzimas, nucleotideos, nucleosideo e receptores, sendo que
esses receptores também séo expressos nas células de melanoma (BURNSTOCK;
VIRGILIO, 2013; WHITE et al., 2009) e os nucleotideos extracelulares apresentam
acao antitumoral em alguns tipos de cancer (BURNSTOCK; VIRGILIO, 2013).

Uma das enzimas que pertencem ao sistema purinérgico € a adenosina
desaminase (ADA), que controla os niveis extracelulares do nucleotideo de adenina,
a adenosina (ADO) (SACHDEVA; GUPTA, 2013; YEGUTKIN, 2008). A adenosina é
uma molécula que apresenta importantes atividades biolégicas, dentre elas
vasodilatadora, de promocdo da angiogénese e da diminuicdo da resposta imune
celular (DI VIRGILIO; ADINOLFI, 2017; OHTA et al., 2006; SPYCHALA, 2000). Sendo
assim, o aumento dos niveis extracelulares de adenosina pode levar a uma condicéo
favoravel ao desenvolvimento de um tumor, como o melanoma, ao passo que a

regulacdo da concentragdo desse nucleosideo, por meio da atividade da enzima
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adenosina desaminase, pode contribuir com a diminui¢cao das condi¢des favoraveis a
instalacdo, progressdo e disseminagdo do tumor (RABINOVICH; GABRILOVICH,;
SOTOMAYOR, 2007; ZHANG, 2012).

Estudos demonstram que produtos naturais, como os flavonoides quercetina e
crisina, apresentam diversas atividades biolégicas, dentre elas atividade antioxidante,
anti-inflamatoria e inclusive atividade antitumoral (CHINEMBIRI et al., 2014). Embora
haja uma variedade de estudos relatando o efeito da quercetina e da crisina na
prevencéao e no tratamento do cancer (JUNG et al., 2013; KIM et al., 2017; MEN et al.,
2014; TAGHIPOUR et al., 2017; ZHANG et al., 2005), é importante ressaltar que estes
flavonoides apresentam uma baixa solubilidade em &gua e consequente baixa
biodisponibilidade, o que limita o seu uso clinico no tratamento do cancer. Portanto,
para melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade da quercetina e da crisina, algumas
alternativas tém sido aplicadas. Dentre essas alternativas estdo as alteracoes
moleculares ou a utilizac&o de sistemas de liberacdo de substancias ativas, tais como
complexos de incluséo, lipossomas, nanoparticulas ou micelas, que proporcionam
uma maior solubilidade aparente e biodisponibilidade (CAl et al., 2013; LI et al., 2016;
MEN et al., 2014; XU et al., 2018). Considerando estes sistemas, € possivel destacar
as nanocapsulas poliméricas (LORENZONI, 2015; SOUSA-BATISTA et al., 2017,
WEISS-ANGELI et al.,, 2012), as quais sdo capazes de controlar a liberacdo do
composto ativo, permitindo que a mesma seja prolongada (FONTANA et al., 2009;
MARCHIORI et al., 2010), bem como podem proporcionar melhoria na eficiéncia dos
compostos associados, como ja relatado para a quercetina e a crisina (LORENZONI,
2015; SOUSA-BATISTA et al., 2017).

Portanto, tendo em vista que o mecanismo molecular do melanoma cutaneo
ainda ndo estd completamente elucidado, é importante estudar a participacdo do
sistema purinérgico no desenvolvimento do melanoma, por este sistema estar
intimamente ligado a modulacédo do padrdo de resposta imune, com a finalidade de
prover uma melhor compreensdo sobre as possiveis alteragdes que ocorrem nesta
patologia. Além disso, torna-se necessaria a busca por estratégias terapéuticas a fim
de prevenir ou reduzir a incidéncia do melanoma, e, inclusive, melhorar a qualidade
de vida do paciente. Neste contexto, € interessante avaliar se a quercetina e a crisina
livres ou nanoencapsuladas terdo um efeito positivo no tratamento do melanoma

cutaneo, através de seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios e antitumorais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver suspensfes de nanocapsulas inéditas de Eudragit RS® 100,
contendo crisina ou quercetina, para avaliacdo da potencial atividade antitumoral in
vitro e da possivel resposta imune atraves da atividade da adenosina desaminase em

modelo animal de melanoma cutaneo.

1.1.2 Objetivos especificos

e Preparar e caracterizar suspensdes de nanocapsulas de Eudragit RS® 100,
contendo os flavonoides crisina ou quercetina nanoencapsulados;

¢ Validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo UV (CLAE/UV) para analises dos flavonoides nas suspensdes de
nanocapsulas;

e Realizar ensaio de estabilidade preliminar das formulacdes de nanocapsulas
desenvolvidas;

e Avaliar a toxicidade de diferentes concentracdes das formula¢des em ensaio
in vitro empregando cultivo celular de macréfagos murinos (RAW 264.7);

e Investigar a potencial atividade antitumoral in vitro de diferentes
concentracfes dos flavonoides, livres e nanoencapsulados, em cultura de
células de melanoma murino (B16F10);

e Induzir e avaliar o desenvolvimento de melanoma em camundongos
C57BL/6 por inoculagéo de células B16F10 nos animais;

e Tratar os camundongos submetidos ao modelo de inducdo de melanoma
com as suspensodes de nanocapsulas branca, de crisina e quercetina, e com
os flavonoides n&o encapsulados, por via oral e

e Analisar possiveis alteracfes na atividade da enzima adenosina desaminase

no soro dos animais submetidos ao modelo de melanoma cutaneo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MELANOMA

O melanoma cutaneo € um cancer agressivo que tem origem a partir dos
melandcitos, células que produzem a melanina, presentes na pele. Apesar de se
propor que o desenvolvimento do melanoma é multicausal, a doencga esta diretamente
ligada a exposicdo aos raios ultravioletas (UV) (VEIEROD et al., 2003), que induzem
inflamacdo, producdo de espécies reativas de oxigénio, dano ao DNA,
imunossupressao e carcinogénese na pele quando a exposi¢éo é cronica (WU et al.,
2011). Quando diagnosticado nos estagios iniciais, o prognostico do melanoma
cutdneo é bom, porém, quando metastatico, o melanoma €é praticamente incuravel
pelos tratamentos como cirurgia, quimioterapia e radioterapia (XING et al., 2010).

Nos ultimos 30 anos, de acordo com dados da American Cancer Society, as
taxas de melanoma vém aumentando (ACS, 2018). Dentre os tipos de céancer, o
cancer de pele é o mais comum, sendo o melanoma responsavel pelo maior numero
de mortes, acometendo especialmente pessoas entre 30 e 60 anos de idade, que
vivem em latitudes baixas (elevada exposicdo a radiacdo) e de pele branca
(BATAILLE et al., 2004; RASTRELLI et al., 2014). O risco de desenvolver melanoma
€ de aproximadamente 2% para os brancos, 0,5% para hispéanicos e 0,1% para os
negros. Segundo o Instituto Nacional do Cancer, no Brasil, 30% dos tumores malignos
gue foram registrados séo cancer de pele, destes 3% sdo melanoma cutaneo, o mais
grave devido ao elevado potencial metastaticos (INCA, 2018).

Pacientes com melanoma séo tratados por meio de cirurgia, para remoc¢ao do
tumor, imunoterapia, sessfes de quimioterapia e/ou radioterapia. Dentre o0s
guimioterapicos, os mais empregados no tratamento do melanoma séo: a cisplatina
(CDDP), dacarbazina e 5-fluorouracil (ACS, 2019; TAWBI; BUCH, 2010). Mesmo que
os farmacos usados na quimioterapia sejam eficientes, eles possuem efeito citotoxico
inespecifico que acaba tornando-se um efeito adverso importante e indesejavel (ACS,
2019; SKLADANOWSKI; KONOPA, 1993). Dessa forma, faz-se importante o
desenvolvimento de pesquisas na busca por coadjuvantes terapéuticos que sejam
eficazes e que apresentem menor toxicidade, como moléculas encontradas na
natureza, pois apesar dos avancos no tratamento de varios tipos de céancer, a
mortalidade dos pacientes com melanoma metastatico € alta, sendo a estimativa de

vida média desses pacientes proxima a 5 anos (WHITE et al., 2009).
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A inflamagé&o tem um papel muito relevante no desenvolvimento do melanoma
cutaneo, sendo essencial a interagao entre as respostas imune inata e adaptativa, que
atuam de modo a controlar o desenvolvimento do melanoma e de forma a prevenir
gue este se torne mais agressivo. A inflamacéao é causada pela radiacao ultravioleta,
promovendo maior permeabilidade vascular do tecido, aumento do fluxo sanguineo e
o dano oriundo da geracao de espécies reativas de oxigénio. Estes eventos induzidos
pela radiacdo UV sdo capazes de promover efeitos imunossupressivos devido a
producdo de fatores imunes pelos queratindcitos e melanécitos. Sendo assim, a
Imunossupressao induzida pela radiagdo UV favorece o desenvolvimento do cancer
por atuar reduzindo o numero de células de Langerhans na pele, bem como
diminuindo a apresentacao de antigenos e a producéo de citocinas, prostaglandinas-
E2 e interleucinas IL-4 e IL-10 (MARGOLIN, 2014; WU et al., 2011).

2.2 CELULAS B16F10 E MODELOS EXPERIMENTAIS DE MELANOMA in vivo

As células B16F10 sao células aderentes, de coloragdo marrom a preta
(melandcitos) provenientes da pele de camundongos C57BL/6 (Mus musculus) que
espontaneamente desenvolveram melanoma, classificadas no nivel de biosseguranca
1 (WILSON; CHOSEWOOD, 2007). A linhagem B16F10 teve origem em uma
metéstase pulmonar de um melanoma espontaneo que foi excisada e levada para
cultura celular, resultando na linhagem B16F0. Essa linhagem foi expandida e usada
para indu¢cdo de melanoma em outro camundongo C57BL/6. Novamente, quando
encontrada metastase pulmonar, esta foi excisada e levada a expanséo, dando origem
a linhagem B16F1. Esse procedimento se repetiu até chegar na linhagem B16F10,
muito agressiva e com alto potencial metastéatico. E interessante notar que, apesar de
se classificar tal modelo experimental de melanoma como metastatico, cada foco de
massa tumoral encontrada no pulméo do animal ndo se trata de uma metastase, mas
sim de um tumor primario que teve como origem a inducdo por injecao subcutanea
(GHEORGHEOSU et al., 2011; SILVA et al., 2013).

O modelo de inducédo de melanoma em camundongos atraves da inoculacéo
subcuténea de suspensao de células B16F10 (transplante singénico) é amplamente
empregado e de dificil tratamento (OVERWIJK; RESTIFO, 2001; SILVA et al., 2013),
sendo aplicado inclusive para modelos de dor (RIGO et al.,, 2013). Suspensao de
células B16F10, inoculadas via subcutanea, gera a formacgéo de tumor palpavel (de 5

a 10 dias), adquirindo volume de 1 cm?® entre 14 e 21 dias, periodo em que o
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crescimento exagerado do tumor, pode provocar ulceragdao e sangramento em razao
do tecido necrosar (recomendada a eutanasia antes que o animal chegue neste
estagio) (OVERWIJK; RESTIFO, 2001).

Estudo demonstrou que camundongos C57BL/6 desenvolveram tumores
maiores, com maior nimero de 6rgdos com metastases e de forma mais rapida que
em modelo empregando camundongos Balb/c, quando células B16F10 foram
inoculadas por diversas vias (subcutanea, intraperitoneal e intravenosa) nessas
espécies. Os autores sugerem que a resposta imune dos camundongos C57BL/6 ndo
€ robusta visto que o transplante das células B16F10 é singénico, apresentando

antigenos conhecidos, evadindo a resposta imune (FU et al., 2016).
2.3 SISTEMA PURINERGICO NA INFLAMACAO E CANCER

O sistema purinérgico, que € constituido por enzimas, nucleotideos,
nucleosideo e receptores purinérgicos, participa da regulacdo da resposta imune. Os
nucleosideos e nucleotideo de adenina tém as suas concentragfes extracelulares
reguladas por acdo de enzimas como a ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-
NTPDase, CD39, EC 3.6.1.5) e adenosina desaminase (ADA, EC 3.5.4.4). Esses
nucleotideos e nucleosideo sdo agonistas dos receptores purinérgicos P1 e P2Y
(metabotrépicos) e P2X (ionotropico) (COLGAN et al., 2006; YEGUTKIN et al., 2011,
ZIMMERMANN, 2001). Os receptores envolvidos na sinalizacdo purinérgica também
sdo expressos em células de melanoma (BURNSTOCK; VIRGILIO, 2013; WHITE et
al., 2009). A literatura relata que os nucleotideos extracelulares apresentam acéo
antitumoral em diferentes tipos de cancer (BURNSTOCK; VIRGILIO, 2013).

As enzimas do sistema purinérgico atuam na regulacéo dos niveis extracelulares
dos nucleotideos e nucleosideo, os quais sdo moléculas sinalizadoras. A enzima
ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase, CD39, EC 3.6.1.5) catalisa a
desfosforilagdo sequencial do nucleotideo trifosfato de adenosina (ATP — ADP —
AMP), enquanto a enzima 5-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) catalisa a
desfosforilacdo do nucleosideo monofosfato (AMP — ADQO) e a enzima adenosina
desaminase (ADA, EC 3.5.4.4) catalisa a desaminacdo da adenosina (ADO) em
inosina (COLGAN et al., 2006; YEGUTKIN et al., 2011; ZIMMERMANN, 2001).

A modulagdo da resposta imune pelo Sistema Purinérgico se da através da
ligacdo dos nucleotideos e nucleosideo de adenina aos seus receptores e mediando

uma variedade de respostas que vao desde a estimulacdo do crescimento, de
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apoptose e de quimiotaxia para a diferenciacdo das células, nocicepcao, secrecao de
citocinas, bem como a neurotransmissao (BURNSTOCK; VIRGILIO, 2013).

Ha relatos na literatura em relacdo a acdo antitumoral dos nucleotideos
extracelulares em diferentes tipos de cancer, como a leucemia, o cancer colorretal, de
es6fago, de pele de células escamosas, de pulmdo e o melanoma (BURNSTOCK;
VIRGILIO, 2013). As células tumorais possuem maior concentracdo de ATP em
comparacdo com a maioria das células saudaveis (SPYCHALA, 2000). Portanto,
acredita-se que estratégias de esgotamento do ATP possam levar a uma condicao
desfavoravel ao desenvolvimento tumoral (MARTINS et al., 2012).

A molécula de adenosina é capaz de induzir a promog¢é&o do tumor (SPYCHALA,
2000). Além disso, estudos relataram que a progressdo do tumor foi inibida em
camundongos deficientes da enzima CD73 (YEGUTKIN et al., 2011), enquanto que a
enzima CD39 promoveu diretamente o crescimento das células tumorais (FENG et al.,
2011). Esses dados justificam o crescente interesse no potencial terapéutico da
sinalizacao purinérgica para o tratamento do melanoma.

O papel dessas enzimas, nucleotideos e nucleosideo tem sido avaliado em
condicBes patoldgicas e toxicoldgicas, como no diabetes (LUNKES et al., 2003), na
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005), no cancer
(ARAUJO et al, 2005; MALDONADO et al., 2010), na esclerose multipla
(SPANEVELLO et al., 2010) e na intoxicagao por aluminio (KAIZER et al., 2007) e por
cadmio (ABDALLA et al., 2013, 2014; GONCALVES et al., 2012), na artrite (LUCAS
et al., 2019) e hiperlipidemia (BRAUN et al., 2018). Tem-se verificado que o uso de
compostos com propriedades antioxidantes € capaz de reverter ou prevenir efeitos
prejudiciais dessas patologias (ABDALLA et al., 2013, 2014; BRAUN et al., 2018;
GONCALVES et al., 2012; JAQUES et al., 2011; LUCAS et al., 2019).

2.2.1 Adenosina desaminase

A adenosina desaminase (ADA) é uma enzima que pode estar presente em
tecidos e células (isoforma 1) ou no plasma/soro (isoforma Il). A isoforma Il da ADA é
predominante no plasma e € produzida e secretada por linfécitos e mondécitos em

resposta a fatores patogénicos (LARIJANI et al., 2017).
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A ADA é a enzima que catalisa a conversao de adenosina a inosina (Figura 1),
regulando as concentracdes extracelulares de adenosina (YEGUTKIN, 2008) que tem
atividade imunossupressora (BOURS et al., 2006; GHIRINGHELLI et al., 2012).

Figura 1 - Representacdo de alguns componentes do Sistema Purinérgico.
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Fonte: adaptado de JUNGER, 2011.

A sinalizacdo que a adenosina exerce em seus receptores celulares (acoplados
a proteina G), como o receptor A2A, ativa a supressado da resposta imune celular por
meio da inibicdo da proliferacdo e invasdo de Linfocitos T no tumor (BRAVO;
CARVALHO; SALDANHA-ARAUJO, 2016). Mutacdes que geram a delecdo desse
receptor e o uso de antagonistas desses receptores promoveram a diminuicdo da
instalacdo e progresséo do tumor em modelo de melanoma (OHTA et al., 2006).

A resposta da sinalizacdo da adenosina em seus receptores inclui
vasodilatacao, promoc¢ao do crescimento do tumor, angiogénese e a supressao da
resposta imune (DI VIRGILIO; ADINOLFI, 2017; OHTA et al., 2006; SITKOVSKY et
al., 2008; ZHANG, 2010), promovendo a supressdo da resposta antitumoral e
favorecendo a instalacdo, progressdo tumoral e metastases, uma vez que o proprio
tumor libera adenosina (BLAY; WHITE; HOSKIN, 1997), que por sua vez desempenha
funcgdes fisiologicas, citadas anteriormente, favoraveis ao desenvolvimento do tumor
(RABINOVICH; GABRILOVICH; SOTOMAYOR, 2007; ZHANG, 2012).
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2.4 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que possuem ampla distribuicdo na
natureza e estdo presentes em concentracfes elevadas em vegetais usados na
alimentacdo (BARRAS et al.,, 2009; CAMPOS et al., 2004). Esses compostos s&o
metabdlitos secundarios produzidos por organismos vegetais, sendo relevantes no
seu desenvolvimento e protecdo, além de possuirem importantes atividades
biologicas (NAVEEN; LINGARAJU; ANITHA, 2017).

O uso de compostos naturais provenientes da dieta ou medicina alternativa,
como os flavonoides, vem sendo amplamente estudado, uma vez que os efeitos
antitumorais como a potenciacdo de apoptose, inibicdo da proliferacdo de células e
inibicdo da metastase para estes compostos é descrito na literatura (CHINEMBIRI et
al., 2014; TAVAKOLI et al., 2018).

2.4.1 Quercetina

A quercetina (3,3,4’,5,7-pentaidroxiflavona; Figura 2) apresenta massa molar
de 302,24 g/mol, sendo um p6é amarelo de baixa solubilidade em agua (WU et al.,
2008). E considerado um dos compostos flavonoides mais abundantes em alimentos,
estando presente em frutas, legumes e vegetais (PRIOR, 2003). E um composto n&o
carcinogénico e que possui baixa toxicidade (HARWOOD et al.,, 2007). Dentre
algumas potenciais aplicacdes terapéuticas da quercetina estdo as atividades anti-
inflamatoria, antioxidante, antitrombdtica, vasoprotetora, neuroprotetora e antitumoral
(ABDALLA et al., 2013, 2014; CHOI; CHEE; LEE, 2003; COOK; SAMMAN, 1996).

Figura 2 - Estrutura quimica da molécula de quercetina.

Fonte: préprio autor.
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A baixa solubilidade da quercetina em agua (cerca de 1 yg/mL) e a rapida
metabolizacdo (em ratos 93% de uma dose de 50 mg/kg foi metabolizada em uma
hora) a torna um composto de uso clinico limitado no tratamento do cancer (DING et
al., 2014). Para melhorar a biodisponibilidade, em fungdo da sua solubilidade, a
qguercetina pode ser usada em uma formulacdo nanotecnoldgica (CAIl et al., 2013;
MEN et al., 2014; WU et al., 2008), como por exemplo, no caso da sua incorporacao
em nanocapsulas (SOUSA-BATISTA et al., 2017; WEISS-ANGELI et al., 2012).

Cabe evidenciar que nanocépsulas sao sistemas vesiculares (core-shell), com
didmetro inferior a 1 um, baseados em um nucleo oleoso ou aquoso envolto por um
involucro polimérico (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Nesse sentido, a
quercetina tem sido empregada em diversos tipos de carreadores, como
nanoparticulas poliméricas, lipossomas e em microparticulas (WANG et al., 2016),
bem como a crisina e outros compostos flavonoides (TAGHIPOUR et al., 2017),
visando aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade desses compostos e/ou
prevenir a sua degradacdo em formulacdes.

Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo quercetina (0,042 mg/mL; 222 nm),
preparadas com poli(e-caprolactona) e triglicerideos de cadeia média, foram avaliadas
no tratamento de Leishmania amazonenses apds administracdo oral em ratos. O
nanoencapsulamento da quercetina promoveu maior efetividade na reducdo do
tamanho das lesGes e da carga parasitaria em relacéo ao flavonoide administrado na
forma livre, mesmo em doses 40 vezes menores (SOUSA-BATISTA et al., 2017).

Quanto a atividade antitumoral da quercetina, acredita-se que seja atribuida a
sua atividade antioxidante e anti-inflamatéria (JUNG et al., 2013). Estudos in vitro
demonstram o efeito antitumoral da quercetina em cultura de células de melanoma,
relatando que a quercetina, em baixas doses, afeta a viabilidade celular e, em altas
doses, induz a apoptose celular (HOLLMAN et al., 1997). Zhang e colaboradores
(2005) sugerem que a quercetina induza a apoptose de células de melanoma (B16-
BL6) através do aumento da atividade da caspase-3 (ZHANG et al., 2005).

O efeito antitumoral da quercetina no melanoma também j& foi atribuido a
ativacao de sinais transdutores e ativadores de transcricdo 3 (STAT3), uma vez que a
quercetina induziu a apoptose em células de melanoma reduzindo a proliferagéo,
migracao e invasao celular através da baixa regulacdo dos STAT3. Além disso, ja foi
relatado que a quercetina inibe o crescimento e a metastase do melanoma in vivo
(CAO et al., 2014).
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2.4.2 Crisina

A crisina (5,7-dihidroxiflavona; Figura 3) € um flavonoide de massa molar
254,25 g/mol, que se apresenta como um po6 fino amarelo de baixa solubilidade em
agua e soltvel em metanol, etanol e dimetilsulféxido (CASTRO; FERRETTI; BLANCO,
2005). A sua baixa solubilidade em agua desfavorece a sua absor¢do no organismo,
limitando a sua biodisponibilidade e aplicagdo no campo farmacéutico (KIM et al.,
2017).

Figura 3 - Estrutura quimica da molécula de crisina.

Fonte: préprio autor.

Sao fontes alimentares de crisina o prépolis, 0 mel e vegetais do género
Passiflora. Assim como a quercetina, a crisina possui uma rapida metabolizacao e por
esta razdo tem sido estudada a sua incorporagdo em nanocarreadores como
lipossomas e nanocépsulas (MANI; NATESAN, 2018).

A crisina é estudada em funcao de suas propriedades antioxidantes (SOUZA
et al.,, 2015), antitumorais (REHMAN et al., 2013; SAMARGHANDIAN; AFSHARI,
DAVOODI, 2011) e anti-inflamatérias (BAE; LEE; KIM, 2011; SHIN et al., 2009). Ainda,
estudos apontam o potencial de protecdo da crisina aos queratinécitos em relacéo a
danos induzidos por radiacdo UVA e UVB (fotoprotecdo) (WU et al., 2011), também
na inibicdo da hiperpigmentacéo (KIM et al., 2011) e efeito citotoxico in vitro em cultura
de células de melanomas murino e humano (REDDY et al., 2015).

Lorenzoni (2015) desenvolveu suspensdes de nanocapsulas de etilcelulose
contendo crisina (0,3 e 0,75 mg/mL; 104 a 161 nm), preparadas com diferentes 6leos,
capazes de controlar a liberacdo desse flavonoide. Nesse estudo, observou-se
aumento da atividade antioxidante in vitro (por DPPH) tanto da crisina quanto dos

Oleos vegetais quando presentes na formulacdo nanoestruturada desenvolvida.
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No ensaio in vitro de citotoxicidade, as hanocapsulas contendo crisina apresentaram
atividade antiproliferativa em células de cancer de mama (MCF-7) e de melanoma
(SK-ME L-28), de mameira dose-dependente e com influéncia do tipo de ensaio (MTT
ou NRU). Apés 48 h de incubacdo, as nanocapsulas de crisina provocaram maior
reducdo na viabilidade das células de melanoma humano em comparacdo ao
composto livre, pelo método do MTT (5,0 e 10,0 pg/mL) e NRU (2,5-10,0 pg/mL). As

nanocapsulas sem crisina reduziram a viabilidade celular em ambos os métodos.

2.4.3 Moléculas sintetizadas com estrutura baseada em flavonoides

Na tentativa de aplicacdo de moléculas como flavonoides no tratamento de
doencas, o problema relativo a solubilidade dessas substancias em meio aquoso
passa a ser um fator limitante da sua aplicacdo (WANG et al., 2014). Alternativas como
a modificacdo estrutural e a incorporacdo dessas moléculas em sistemas de
carreadores nanoparticulados séo tentativas de tornar sollveis em meio aquoso
algumas moléculas que possuem diferentes atividades bioldgicas, dentre elas a
antitumoral (TAGHIPOUR et al., 2017).

Nesse sentido, a molécula do flavonoide morina (3, 5, 7, 2, 4 -
pentahidroxiflavona), muito semelhante estruturalmente a quercetina, foi modificada
para dar origem ao seu derivado sintético a morina-7-sulfato de sédio (NaMoS). Esse
derivado de flavonoide apresentou maior solubilidade e na sua aplicagdo in vitro,
empregando células B16F10, diminuiu a proliferacdo celular dessa linhagem, com
efeito dependente de dose, diminuindo também a invasividade do tumor (mobilidade
celular) e promovendo a apoptose das células B16F10 (LI et al.,, 2016). Outra
pesquisa, ha qual se modificou estruturalmente a crisina, foram obtidos bons
resultados em comparacdo com a molécula original em ensaios in vitro, diminuindo a
proliferacdo celular em culturas de linhagens A549, MCF-7 e HelLa, de forma
dependente da dose do composto e do tempo de cultivo (XUAN et al., 2016).

Quando se é capaz de reconhecer um mecanismo regulatorio de uma condi¢ao
patolégica e se estabelecer um alvo terapéutico, o desenvolvimento de uma molécula
com caracteristicas quimicas e seletividade para interferir na patogénese pode ser
muito promissor. Assim, baseados na estrutura da genisteina (um flavonoide com
propriedade de diminuicdo da motilidade tumoral) foi sintetizada a 4'-
fluoroisoflavanona (KBU2046), que a nivel sistémico foi um seletivo redutor de

metastases em modelo murino de tumor de préstata humano (XU et al., 2018).
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Um derivado penta-acetilado da quercetina foi avaliado em leishmaniose
cutadnea quando em nanocapsulas de policaprolactona, em comparacéo a quercetina,
sendo eficaz, entretanto, menos impacto houve na incorporacdo em nanoestruturas
do que a quercetina original (SOUSA-BATISTA et al., 2017).

A incorporac@o dessas moléculas sintéticas em sistemas nanoestruturados
pode aliar a modificacdo estrutural estratégica aos beneficios dos sistemas
nanoparticulados carreadores de farmacos, especialmente quanto ao controle de
liberacdo, manutencdo de niveis plasmaticos, vetorizacdo e metabolizacdo. No
entanto, até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos em
que essas moléculas sintéticas mencionadas foram incorporadas a sistemas
nanoestruturados. Contudo, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de melhorar as atividades biol6gicas da crisina e a quercetina via

incorporagao a sistemas nanoestruturados.

2.4.4 Flavonoides e carreadores nanoestruturados

O emprego de diferentes flavonoides, devido as suas multiplas atividades
biolégicas, foi alvo de estudo de revisdo da literatura referente a pesquisas com a
aplicagcédo desses compostos naturais em formulagdes nanoestruturadas, usadas no
tratamento de diferentes tipos de cancer. Em conclusdo, o emprego desses
compostos em nanoestruturas pode otimizar os efeitos dos flavonoides por aumentar
a biodisponibilidade destes, vetorizar os compostos aos sitios de acdo, diminuir a
toxicidade em células normais e por, consequentemente, aumentar a eficiéncia e a
atividade dos compostos nos ensaios anticancer (TAGHIPOUR et al., 2017). Assim, a
aplicacao de moléculas encontradas na natureza, como a crisina e a quercetina, vem
sendo estudada em relacdo as suas propriedades antitumorais, apresentando
resultados promissores para seu emprego na patologia, em especial em estudos com
cancer melanoma (HARRIS et al., 2016; SASSI et al., 2018; TAVAKOLI et al., 2018).

2.5 NANOPARTICULAS CARREADORAS DE FARMACOS

Como citado anteriormente, o conjunto de diferentes sistemas dispersos
compostos por particulas ou goticulas na faixa nanométrica, nas quais sdo
incorporadas substancias que apresentam baixa solubilidade em agua, é um dos
métodos empregados para aumentar a biodisponibilidade desses compostos, assim

como a modificacdo estrutural molecular, na qual as caracteristicas quimicas das
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moléculas podem ser alteraras, dentre elas, a solubilidade em agua (XU et al., 2018;
XUAN et al., 2016). No entanto, a inclusdo de moléculas em sistemas coloidais
apresenta outras vantagens em relacdo a modificacdo estrutural molecular dos
compostos, dentre elas a possibilidade de vetorizac&o do farmaco para o sitio de acao,
liberacdo controlada da substancia ativa, protecdo contra metabolizacdo e a
diminuicdo da concentracdo da substancia ativa necessaria na formulacdo, podendo
implicar em eficiéncia e seguranca iguais ou maiores que na administracdo de
farmacos por formulagbes farmacéuticas convencionais (ANDRADE et al., 2011;
CAMPOS et al., 2004; DING et al, 2014; MEHRAVAR; JAHANSHAHI;
SAGHATOLESLAMI, 2009; MOHANRAJ; CHEN, 2007, MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010; WU; ZHANG; WATANABE, 2011; WU et al., 2008).

Pertencem a esse conjunto de diferentes sistemas coloidais as nanocapsulas
de nucleo oleoso ou aquoso, nanoesferas, lipossomas, dentre outros, que diferem
basicamente em relagdo a sua composigao e a sua forma de preparo (ALONSO, 2004,
MOHANRAJ; CHEN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

As suspensdes de nanocapsulas de nacleo oleoso, por exemplo, sdo sistemas
coloidais nos quais um 6leo dissolve uma ou mais substancias lipossoluveis formando
0 nucleo que é envolto por uma capsula polimérica, enquanto nanoesferas nao
apresentam um nucleo oleoso, mas sim composto por polimero no qual a substancia
pode estar adsorvida a superficie ou internalizada. O polimero pode exercer a funcao
de liberar o farmaco de forma controlada, proteger o farmaco de metabolizacdo ou
também melhorar a estabilidade do sistema (ALONSO, 2004; GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003; WEISS-ANGELI et al., 2012).

As suspensdes de nanocapsulas de nucleo oleoso podem ser preparadas pelo
método de deposicao interfacial de polimero pré-formado, que consiste basicamente
na precipitacdo das nanocapsulas, ao se adicionar a fase organica do sistema a fase
aquosa, e a reducao do volume do solvente até a concentracdo desejada de ativo na
formulacdo (MOHANRAJ; CHEN, 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003). A fase organica
€ composta por um 6leo, o polimero, o ativo, tensoativo opcional e um solvente
organico (etanol, acetona, etc) e a fase aquosa, por exemplo, por agua e estabilizante,
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Idealmente, esses sistemas devem apresentar determinadas caracteristicas
fisico-quimicas que sdo avaliadas por meio do tamanho médio de particulas e da

distribuicdo de tamanho (homogeneidade do sistema), carga superficial (potencial
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zeta), teor e eficiéncia de encapsulamento do farmaco. Essas caracteristicas servem
para a caracterizacgao inicial das suspensdes e podem ser empregadas para avaliar a
estabilidade do sistema, de forma que quanto menos alteracdes esses parametros
iniciais sofrerem ao longo de um determinado periodo de tempo, maior a estabilidade
do sistema (VETTEN et al., 2014; WU; ZHANG; WATANABE, 2011).

Como as caracteristicas dos sistemas desenvolvidos dependem de fatores
relacionados a composicdo (componentes, concentracdo, compatibilidade, etc) e as
variaveis referentes ao preparo (temperatura, velocidades de agitacao, injecao da fase
organica na fase aquosa, etc.) durante o desenvolvimento dos sistemas ocorre a
otimizacao das condicdes de preparo e das concentragdes de componentes para que
a formulacdo apresente as caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade esperadas
(BLAKNEY et al., 2019; CHISHTI et al., 2019; SHARMA et al., 2014).

2.5.1 Eudragit RS® 100

O Eudragit RS® 100 (mondmero representado na Figura 4) é um polimero inerte
gue estd entre os materiais mais empregados para revestimento de formas
farmacéuticas para liberagcdo controlada dos compostos ativos. Trata-se de uma
substancia sélida, incolor, com granulos semitransparentes e com odor de amina. E
insolivel em pH fisiolégico mas pode sofrer intumescimento em meio aquoso por
conta dos grupos de aménio quaternario presentes na estrutura e que o tornam
permeéavel (PIGNATELLO; BUCOLO; PUGLISI, 2002).

Figura 4 - Representacédo da estrutura quimica do mondmero de Eudragit® RS100.
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Fonte: adaptado de PIGNATELLO; BUCOLO; PUGLISI, 2002.
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O Eudragit RS® 100, assim como outros polimeros semelhantes, formam
nanossuspensdes mais homogéneas, com menor tamanho de particula e que
apresentam carga positiva em sua superficie, moderada forca bioadesiva sem
apresentar potencial irritante para mucosas (EL-NAHAS et al., 2017).

Nanoparticulas de Eudragit RS® 100 passaram a ser desenvolvidas para que
fosse aumentada a biodisponibilidade dos farmacos incorporados aos nanossistemas,
para controle da liberacdo, para que carreassem farmacos e diminuissem sua
metabolizacdo e para que atingissem alvos especificos no organismo, exemplo disso
€ a incorporacgédo de antibiéticos a nanoestruturas poliméricas contendo este polimero
e que apresentam afinidade com as cdpsulas ou membranas de microrganismos, o
gue pode provocar a internalizacdo do farmaco driblando assim um mecanismo de
resisténcia do microrganismo relativo ao efluxo do farmaco da célula ou inativacéo
enzimatica (ADIBKIA et al., 2016).

A aplicacdo deste polimero em suspensdes de nanoparticulas para aplicacédo
ocular foi propiciada pela baixa toxicidade e irritabilidade nos tecidos como cornea, iris
e conjuntiva em experimento in vivo com coelhos, bem como pelo baixo tamanho de
particulas obtidos no sistema testado, com didmetros menores que 100 nm e
adequado potencial zeta para a aplicagcdo pretendida (PIGNATELLO; BUCOLO;
PUGLISI, 2002). Outro estudo do mesmo grupo empregando nanossuspensdes do
polimero com ibuprofeno também nédo evidenciou toxicidade da formulacéo testada
novamente em coelhos e observando aumento das concentracdes do farmaco no
humor aquoso dos animais, evidenciando a seguranca e eficacia desse polimero na
liberacdo de farmacos pela via ocular (PIGNATELLO et al., 2002).

Estudos empregando Eudragit RS® 100, para administracdo oral de compostos
nanoencapsulados e microencapsulados, avaliaram as caracteristicas dos sistemas
produzidos e a toxicidade das formulagcbes. Os resultados demonstraram que 0s
sistemas possuem seguranca, aplicabilidade e caracteristicas adequadas para a via
oral (EL-NAHAS et al., 2017; TRAPANI et al., 2007).

2.5.2 Alcool Polivinilico (PVA)

O alcool polivinilico (monémero representado na Figura 5) € um polimero
sintético, solluvel em agua, preparado através da polimerizacdo do acetato de vinila
seguida de hidrélise parcial do acetato de polivinila. Esse polimero é empregado como

revestimento de comprimidos para via oral, sendo também usado como agente de
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modificacdo de viscosidade e formador de filme, e amplamente empregado por seu
historico de seguranga em um grande ndamero de produtos, inclusive como aditivo
alimentar. Em estudo de toxicidade subcrénica com administracado oral de PVA em
dose de até 5000 mg/kg/dia em ratos Sprague-Dawley, as cobaias ndo mostraram
efeitos adversos, toxicoldgicos, alteracdo de peso ou de consumo da dieta. Também
ndo foram observadas alteracdes hematoldgicas, bioquimicas, urinarias, funcionais,
motoras ou mesmo nos 6rgaos, microscopica e macroscopicamente (KELLY et al.,
2003).

Figura 5 - Estrutura quimica do mondémero formador do PVA.
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Fonte: préprio autor.

DeMerlis e Schoneker (2003) relataram em sua revisdo que o PVA é seguro
gquando administrado por via oral, sendo adequado para a sua aplicacdo como
revestimento de suplementos alimentares e produtos farmacéuticos. As propriedades
do PVA dependem do seu peso molecular e a sua aplicagcdo farmacéutica requer
niveis de impurezas ou residuos de solventes muito baixos. O PVA é um polimero
estimado por sua solubilidade e biodegradabilidade, reduzindo assim qualquer
impacto ambiental relacionado ao seu uso (DEMERLIS; SCHONEKER, 2003).

Em formulagdo de nanoparticulas evidenciou-se que residuos de PVA na
interface do polimero com a agua diminuiam o tamanho de particulas de forma
proporcional a concentracdo deste na suspensao (SAHOO et al., 2002). Ainda, na
otimizacdo da formulagéo de lipossomas, a adicdo de PVA como estabilizante do
sistema aumentou a estabilidade e a eficiéncia de encapsulamento, sendo um

componente interessante em formulagcfes do género (MU; ZHONG, 2006).
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2.5.3 Triglicerideos de cadeia média (TCM)

O TCM é composto por ésteres de glicerol com cadeias de acidos graxos
saturados, apresentando de 8 a 10 atomos de carbono. S&o Oleos com baixa
viscosidade, estaveis quanto a oxidacao e que nao apresentam cor ou odor (RONIS
et al., 2016). Dentre os acidos graxos esterificados que podem compor o TCM estéo
0 acido caprico (CioH2002 - 172,26 g/mol) e o acido caprilico (CsH1602 - 144,21 g/mol)
(LAI; LOW; AKOH, 2005), com estruturas simplificadas representadas na Figura 6.

Figura 6 - Representacao simplificada da estrutura dos acidos caprico e caprilico,
respectivamente.
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Fonte: préprio autor.

O TCM tem seu emprego em formulacdes de nano e microparticulas, tendo
uma boa compatibilidade com o polimero Eudragit® (SANTOS et al., 2013; WAGDARE
et al.,, 2011), apresentando também propriedades relacionadas a modulacdo da
resposta inflamatéria por mecanismo ainda néo elucidado (YU; GO; KIM, 2019).

O TCM vem sendo amplamente empregado como componente de sistemas
nanoestruturados (MORA-HUERTAS,; FESSI; ELAISSARI, 2010; OURIQUE et al.,
2011; SANTOS et al., 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.5.4 Avaliagdo da toxicidade de sistemas nanocarreadores

A avaliacdo da toxicidade dos nanocarreadores de farmacos, como as
suspensdes de nanocapsulas, representa um desafio para agéncias reguladoras que
passaram a preocupar-se com o0 estabelecimento de protocolos ou com
recomendacdes de ensaios para este fim (DOBROVOLSKAIA; GERMOLEC;
WEAVER, 2009; ROSSLEIN et al., 2015).
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O emprego de culturas celulares € uma alternativa interessante devido ao
grande numero de células as quais podem ser empregadas em ensaios in vitro de
triagem de atividade biologica ou de toxicidade de formulacdes para predizer essas
propriedades em futuras aplica¢des in vivo. Assim, a cultura de células RAW 264.7
(macrofago murino) € comumente empregada para este fim, apesar de que culturas
primérias de leucdcitos seriam ideais para testar a resposta imune inata e adaptativa
(MERLY; SMITH, 2017).

O emprego da linhagem celular RAW 264.7 na avaliacdo de toxicidade de
formulacdes nanoestruturadas foi relatado recentemente (ALSALEH et al., 2019) em
estudo da avaliacao da viabilidade celular através da detec¢cdo de metabdlitos gerados
pelas células vidveis em cultura expostas aos compostos ou a formulacdes a serem
testados (MOSMANN, 1983; ROSSLEIN et al., 2015). Contudo, € relatado na literatura
o aumento de falsos positivos ou falsos negativos na avaliacdo de toxicidade de
nanomateriais (KUKU et al., 2016), o que faz com que a avaliacdo toxicologica desses
sistemas seja complexa e devesse ser realizada em conjunto com outras técnicas,
incluindo a avaliacdo in vivo com emprego de nao vertebrados como C. elegans e A.
salina (ATES et al., 2019; MOON; KWAK; AN, 2019), e por fim em vertebrados, para
produzir dados confiaveis, convergentes e relevantes a respeito do potencial toéxico
dessas formulagoes.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

3.1.1 Matérias-Primas

e Crisina - SM Empreendimentos Farmacéuticos (teor 99,2%; CBSY20160310;
Sao Paulo, Brasil);

e Quercetina - Galena Quimica e Farmacéutica LTDA (teor 95,6%; QA151207;
Sao Paulo, Brasil);

e Oleo TCM - PharmaSpecial (S&o Paulo, Brasil).

e Eudragit® RS 100 - (R6hm Pharma, Alemanha; doado por Almapal, Sdo Paulo,
Brasil);

e Alcool Polivinilico (PVA) — Sigma Aldrich®; (Lote SLBH1898V)

e Adenosina - Sigma Aldrich®;

e Linhagem de células murina B16F10;

e Linhagem de células murina RAW 264.7;

3.1.2 Solventes e outros materiais

e Acetona — Dinamica (Sao Paulo, Brasil);

e Metanol HPLC — Tedia (Rio de Janeiro, Brasil);

e Metanol HPLC — Merck (Darmstardt, Alemanha);

e Acetonitrila HPLC — Merck (Darmstardt, Alemanha);

e Dispositivo de ultrafiltracdo — centrifugacdo (Amicon® Ultra, 0,5 mL; Ultracel
10K membrana de celulose regenerada; 10,000 MWCO; Millipore);

e Meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) - Sigma Aldrich®

e Meio RPMI 1640 - Sigma Aldrich®

e MTT formazan - Sigma Aldrich®

e Soro fetal bovino - InVitrogen®

e Penicilina/Estreptomicina — Sigma Aldrich®

e DMSO - Synth

e Coluna Cis Phenomenex (150 x 4,60mm; 5um, 110 ,&);

e Pré-coluna Cis (4 x 3 mm; 5um, 110 A);
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Todos os demais reagentes e solventes empregados nos ensaios apresentados
nessa dissertagdo apresentavam grau analitico e foram empregados como recebidos.

3.1.3 Equipamentos

e Agitador magnético — Tecnal TE — 0851,

e Balancga analitica — Shimadzu AUY220;

e Cromatégrafo liqguido — Shimadzu LC — 202 (Kyoto, Japao), com bomba LC 20
AT, e detector UV/Vis SPD — M20A (DAD, diode array detector), equipado com
injetor automético SIL — 20A HT;

e Microcentrifuga — Sigma 1 — 14;

e Ultrassom — ALT Sonic Clean 3PA,

e Mastersizer® 3000 E — Malvern Instruments;

e Zetasizer® Nano series Nano - Zs — Malvern Instruments;

e Leitor de microplacas — Thermo Plate;

e Capela de fluxo laminar — PACHANE;

e Estufa de CO2 — Iceltec (L212);

e Freezer -80 °C — Rtmed,

e Ultrapurificador de agua - Gradient A10 Milli-Q - Millipore®.
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3.2 METODOS

3.2.1 Desenho experimental

A preparacdo, a otimizacdo, a caracterizacao fisico-quimica e estudo da
estabilidade das formula¢cdes de nanocapsulas brancas (sem os compostos ativos),
de crisina e de quercetina, bem como a validacdo de metodologia analitica para
analise dos flavonoides foram realizados no Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica
(LabTec) do Departamento de Farmacia Industrial (DFI) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), anexo C do prédio 26 do Centro de Ciéncias da Saude (CCS),
empregando também equipamentos de outros laboratérios do DFI.

O cultivo de células B16F10, a inducdo de melanoma nos animais, 0S ensaios
de toxicidade e de atividade antitumoral das formulacdes desenvolvidas nesse
trabalho foram realizados através de parceria com o Laboratério de Biociéncias da
Universidade Franciscana de Santa Maria (UFN), em colaboragédo com a Prof2. Dr2.
Luciana Maria Fontanari Krause.

Os animais utilizados neste projeto de pesquisa foram provenientes do Biotério
Central da UFSM e permaneceram no biotério de experimentacdo do prédio 21
(Fisiologia/Farmacologia) na UFSM durante todo o periodo de duracdo da
ambientacdo, inducdo do melanoma e tratamento. O biotério do prédio 21 possui
sistema de exaustéo de ar e controle de temperatura. Os animais foram submetidos a
ciclo claro/escuro e tiveram agua e comida fornecidos ad libitum. No momento do
recebimento dos animais, eles passaram por uma ambientacao durante 7 dias. Entéo,
os camundongos foram aleatoriamente distribuidos em caixas coletivas de
polipropileno (41 x 34 x 16 cm). As gaiolas foram modificadas para haver
enriguecimento ambiental através do uso de canos de PVC para os animais se
esconderem e descansarem. Este projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSM (n° 2896191216) (Anexo ).

A eutanasia, o processamento das amostras e 0s ensaios enzimaticos foram
realizados no Laboratério de Imunobiologia Experimental e Aplicada (LabIBIO),
localizado no prédio 20 (Departamento de Microbiologia), no campus da UFSM.

Os animais usados nesse estudo foram camundongos C57BL/6 isogénicos,
adultos, machos, com aproximadamente 8 a 9 semanas, pesando em torno de 20 a
30 g. Os camundongos foram divididos de forma aleatdria em 14 grupos. Inicialmente

[{P9 1)

0 “n” era de 10 animais por grupo.
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Os animais foram entregues conforme disponibilidade do Biotério central da
UFSM. Os animais foram divididos em dois grandes grupos, induzidos e nao
induzidos. A Figura 7 apresenta os eventos relacionados ao experimento in vivo, em

funcdo do tempo.

Figura 7 - Linha do tempo do experimento animal.

Recebimento dos  Inducdo com Verificagdo do sucesso da Eutanasia e coleta
camundongos B16F10 inducéio e inicio do tratamento das amostras
I |
IRRRRRRRRRR RN
01223456 78910111213 141516 1718 19 202122 23 24 25 26 27 28 20 30 31

Os camundongos tiveram melanoma induzido pela inoculacdo subcutanea de
células B16F10 no dorso. Apés o periodo de 10 dias da data da inoculacao das células
de melanoma, os animais passaram a receber por 14 dias o tratamento com os
flavonoides, nas suas formas livres e nanoencapsuladas, por via oral (gavagem).

Os grupos experimentais utilizados foram:

" G1: veiculo (TCM);
G2: cisplatina 10 mg/kg;

G3: NCB;
Animais sem melanoma —  G4: quercetina livre 7,5 mg/kg;
(n&o induzidos) G5: NCQ 7,5 mg/kg;

G6: crisina livre 7,5 mg/kg;
G7: NCC 7,5 mg/kg;

—

—

G8: veiculo (TCM);
G9: cisplatina 10 mg/kg;

G10: NCB;
Animais com melanoma —  G11: quercetina livre 7,5 mg/kg;
(induzidos) G12: NCQ 7,5 mg/kg;

G13: crisina livre 7,5 mg/kg;
o G14: NCC 7,5 mg/kg;
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Como alguns animais induzidos néo desenvolveram o melanoma, assim como
alguns animais que desenvolveram o tumor de forma muito agressiva acabaram
evoluindo para o 6bito, o “n” para os 14 grupos precisou ser alterado para viabilizar o
projeto. Assim, o nimero de animais ndo induzidos por grupo de tratamento foi de n=7
e para os induzidos um numero de 5 animais por grupo (com tumor induzido com
sucesso e que nao evoluiram para 6bito).

Passados os processos de recebimento, inducdo do tumor e tratamento, 0s
animais foram eutanasiados e tiveram sangue, tumor e 0rgaos coletados para a
realizagdo dos ensaios pretendidos. Os animais com tumor induzido que n&o
desenvolveram o melanoma foram tratados e tiveram suas amostras processadas,
porém, nao tiveram seus dados considerados para esta pesquisa.

Os flavonoides livres foram solubilizados/suspensos em TCM. O veiculo
empregado como controle foi o mesmo 6leo. As concentra¢des escolhidas para o
ensaio sdo as concentracbes maximas de flavonoides nanoencapsulados que
poderiam ser administradas por gavagem, utilizando-se o volume maximo de

administracdo possivel para esta via.

3.2.2 Preparacao das suspensdes de nanocapsulas

O método utilizado para a fabricacdo das suspensdes de nanocapsulas de
nucleo oleoso foi a deposicao interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al., 1989).
Para a preparacao das suspensfes de nanocapsulas, preparou-se, em um béquer, a
fase organica (FO), que continha o polimero Eudragit® RS 100 e éleo (TCM), em
acetona, mantida sob agitacdo em banho-maria a temperatura de 40°C, até completa
solubilizacdo. Em seguida, adicionou-se o flavonoide (quercetina ou crisina) a fase
organica, deixando-a sob agitacdo (40°C por 10 minutos). Uma fase aquosa também
foi preparada, composta por PVA, como estabilizante da formulacéo, e agua destilada,
a qual foi levada a chapa de aguecimento, sob agitacdo, até a solubilizacao do PVA.

ApoOs a adicao da fase organica a fase aquosa (FA), com auxilio de um funil,
sob agitagdo moderada, ocorreu imediatamente a formagédo das nanocapsulas, sendo
a mistura mantida em agitacao por 10 minutos. Em seguida, através de um evaporador
rotatério e baldo de fundo redondo ambar, procedeu-se a evaporacédo da acetona e
parte da &gua, a 40°C, ajustando-se a concentragdo dos flavonoides nas suspensoées
finais. As formulagbes (Tabela 1) foram preparadas em triplicata e armazenadas em

frascos de vidro, em temperatura ambiente e ao abrigo de luz.
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Tabela 1 - Composicdo quali-quantitativa das suspensfes de nanocapsulas para a
preparacao de 25 mL de formulacéo.

NCC NCQ
Composicéao NCB (0,75mg/mL de  (0,75mg/mL de
Crisina) Quercetina)
Eudragit® RS 100 0,259 0,259 0,25¢g
FO TCM 0,759 0,759 0,759
Acetona* 132 mL 132 mL 132 mL
Flavonoide™ 0,009 0,01875¢g 0,01875¢g
A 'PVA 1,125 g 1,125 g 1,125 g
Agua*+* 132 mL 132 mL 132 mL

NCB — suspenséo de nanocapsulas sem flavonoide; NCC — suspenséo de nanocapsulas contendo
crisina; NCQ - suspensédo de nanocapsulas contendo quercetina.

*Evaporada ao final da preparacéao;
“Massa ajustada conforme pureza/teor da matéria-prima.
***Concentrada ao volume final de 25mL;

Na Figura 8, é representado o processo de fabricacdo das suspensdes de
nanocapsulas. As nanocapsulas brancas foram preparadas conforme descrito,

apenas nao adicionando flavonoide na FO, para fins comparativos e analiticos.

Figura 8 — Esquema do processo de producao das suspensdes de nanocapsulas.

Eudragit RS 100 40°C 40°C
TCM 10 minutos 10 minutos .
Acetona Agitacéo Agitacdo
Flavonoide Abrigo de luz Abrigo de luz
D ——
=8 = s
FO [+ & )

Agua destilada

PVA .
‘:< ‘ = o T - ~ | II

Fonte: adaptado de mindthegraph.com.

As nanocdapsulas de nucleo oleoso desenvolvidas foram preparadas em lotes
com volumes finais de 10 mL (pré-formulagédo) ou 25 mL (estudos definitivos), na
concentracéo de 0,75 mg/mL de composto ativo. A composi¢do quali-quantitativa das

formulacdes esta descrita na Tabela 1.
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Previamente a otimizacdo da formulacdo em relagcdo a quantidade de PVA e de
composto ativo, preparou-se suspensfes de nanocapsulas contendo diferentes
concentracbes de PVA (1,0; 2,5; 3,0; 4,0; 4,5 e 5,0%) e de flavonoide (0,75 e 1,00
mg/mL). Testou-se também a substituicdo do PVA por polissorbato 80 a 1,0 %, como

formula alternativa, para fins comparativos.

3.2.3 Métodos analiticos e validacao da metodologia

Dois métodos analiticos diferentes, mas similares, foram empregados para as
andlises de nanocdpsulas de crisina e de quercetina. Para a validacdo dos métodos,
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), levou-se em
consideracdo a Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 166 de 24 de Julho de
2017 (ANVISA/MS, 2017).

Os parametros analisados para avaliar se os métodos atendem aos requisitos
necessarios para seu uso pretendido foram: especificidade, linearidade, limites de
deteccdo e quantificacdo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e
recuperacao (exatidao).

Na avaliacdo da especificidade dos métodos, foram realizadas andlises de
pureza dos picos e comparacdo entre cromatogramas das suspensdes de
nanocapsulas dos flavonoides e suspensao de nanocapsulas brancas, empregando-
se 0s respectivos métodos, com o objetivo de avaliar se os demais constituintes das
formulacbes poderiam estar sofrendo sobreposicdo ao pico do analito e, portanto,
interferindo ou ndo na determinacao dos flavonoides.

Para o estudo da linearidade dos métodos, em 3 dias diferentes, foram
preparadas duas solu¢des padrdo em metanol, uma contendo 1,0 mg/mL de crisina e
outra 1,0 mg/mL de quercetina. Foram realizadas diluicbes dessas solucbes para
alcancar as concentracdes empregadas nas curvas analiticas: 2, 4, 6, 8 e 10 ug/mL.

Os dados foram avaliados por regresséo linear, empregando-se o método dos
minimos-quadrados. O limite de detecc¢éo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram
calculados a partir da média das 3 curvas para cada flavonoide e empregando-se as
equacdes a seguir, onde DP € o desvio padréao do intercepto e IC € a inclinacao da
curva analitica:

DP x3,3

LD = E 30 1
I qguacao
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DP x10
LQ = " Equacéo 2

A precisdo dos métodos foi avaliada através da repetibilidade (intra-dia) e
precisao intermediaria (interdias). Foram preparadas as extracdes das suspensodes de
nanocapsulas de crisina (n=6) e quercetina (n=6), com concentracdo teorica final de
6,0 ug/mL em metanol, em dois dias diferentes, analisadas e avaliadas em termos de
repetibilidade e precisdo intermediaria dos resultados, expressos como média +

desvio padréo e desvio padrao relativo (DPR% = desvio padrao/média X100).

Tabela 2 - Parametros cromatograficos empregados nas analises de teor e de
eficiéncia de encapsulamento das suspensfes de nanocépsulas contendo
crisina e quercetina.

Parametros Crisina Quercetina
Coluna Cis — 150 x 4,5 mm; 5um, 110 A
Pré-coluna Cis— 4x3 mm
Vazéao 1 mL/min
Volume de injecao 20 pL
Comprimento de onda 266 nm 373 nm
Tempo de corrida 9 minutos 6 minutos
H3POa(aq) 0,1% (50%) H3POa(aq) 0,1% (50%)
Fase Movel Acetonitrila (50%) Acetonitrila (40%)

Metanol (10%)

Foi realizado ensaio de recuperacao dos farmacos, o que fornece informacéo
sobre a exatiddo dos métodos. O ensaio ocorreu através da adicdo de solucao padrao
metandlica de cada flavonoide a volume de 1,0 mL de suspensdo de nanocépsulas
brancas, mimetizando a andlise da formulacdo contendo principio ativo, e
procedendo-se todo o processo de extracdo e analise cromatografica no nivel de

concentracéo final teérica de 6,0 yg/mL.

3.2.4 Caracterizacdao fisico-quimica das suspensdes de nanocépsulas

Para os ensaios de caracterizagdo dos sistemas nanoparticulados, foram
produzidos e avaliados um lote de suspensao de nanocapsulas brancas e trés lotes

(25 mL) de suspensdes de nanocapsulas contendo os flavonoides (0,75 mg/mL).
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ApGs a preparagdo, os sistemas foram caracterizados considerando o0s
seguintes parametros: aspectos macroscopicos, pH, tamanho médio de particulas
(Zetasizer® e Mastersizer®), distribuicdo de tamanho de particulas (polidisperséo - Pdl

e span), potencial zeta, teor e eficiéncia de encapsulamento (EE%).

3.2.4.1 Avaliagcdo macroscoépica

As suspensdes de nanocapsulas foram submetidas a inspecao visual para
avaliacdo da cor, homogeneidade e a presenca ou ndo de precipitados. Ainda, durante

a manipulacéo das suspensoes, foi possivel avaliar seu odor.

3.2.4.2 Determinagéo do pH

A determinacao do pH de cada suspensao de nanocapsulas foi realizada com
potenciometro digital calibrado (solu¢cdes tampé&o de pH 4,00 e 7,00) pela simples
imerséo do eletrodo nas formulagdes, em temperatura ambiente (25 = 2 °C).

3.2.4.3 Determinacéo do tamanho de patrticula, distribuicdo de tamanho e potencial
zeta

O perfil granulométrico dos sistemas foi determinado empregando difracdo a
laser (Mastersizer®), diluindo as amostras em agua destilada até atingir a obscuracéo
necessaria, empregando o indice de refracdo 1,38 referente ao Eudragit® RS100
(CONTRI et al., 2014).

O didmetro médio das nanoestruturas em suspensao foi avaliado também
utilizando Zetasizer® (espalhamento de luz dinamico/espectroscopia de correlacéo de
fétons), apos a diluicdo em agua ultrapura (1:500 v/v).

A avaliacdo da homogeneidade de distribuicdo de tamanho de particulas foi
realizada pelos parametros fornecidos pelos analisadores Zetasizer® e Mastersizer®,
como o indice de polidispersédo (Pdl) e span, respectivamente.

O potencial zeta foi determinado em Zetasizer®, através de mobilidade

eletroforética de uma diluicdo 1:500 (v/v) das suspensdes em NaCl 10mM a 25 °C.

3.2.4.4 Determinacao do teor e eficiéncia de encapsulamento (EE%)

O teor e eficiéncia de encapsulamento dos compostos nas suspensdes de
nanocapsulas se deu por CLAE/UV — DAD, com integragéo automatica das areas dos
picos pelo programa Shimadzu LC solution software, empregando as condi¢des

descritas anteriormente (Tabela 2).
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Para a andlise do teor total, em razao da constituicdo das nanocépsulas (PVA),
a extracao dos flavonoides, a partir destas, precisou ser realizada em duas etapas:
uma extracdo hidroalcodlica com Metanol (MeOH) e agua ultrapura (H20 UP) na
proporcdo 1:1, seguida por extracao alcoolica com MeOH (100%). A extracao foi
realizada de forma que a concentracdo final tedrica de flavonoide na solucdo a ser
injetada no cromatégrafo fosse 6,0 ug/mL, correspondente ao ponto meédio da curva
analitica adotada (2,0 — 10,0 pg/mL).

Para iniciar a extracdo, homogeneizou-se as suspensdes (0,75 mg/mL de
flavonoide), de onde foi pipetado 1,0 mL, em um primeiro baldo ambar de 10 mL,
adicionou-se uma barra para agitacdo magnética e solvente (metanol: agua ultrapura
1:1 v/v). Deixou-se o baldo agitando por 15 minutos e entdo o mesmo foi levado para
banho de ultrassom por 30 minutos. ApGs a amostra atingir a temperatura ambiente,
o agitador magnético foi retirado e o volume do baldo completado com solugcédo de
metanol e agua ultrapura (1:1 v/v). Foram, na sequéncia, pipetados 800 pL da solugéo
do baldo anterior para um segundo baldo ambar de 10 mL, ao qual foi adicionado
metanol, levado para o ultrassom por 15 minutos e, ap0s atingir a temperatura
ambiente, seu volume foi ajustado com metanol. Apds ajuste o contetdo do baléo foi
centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm, para a remoc¢ao de quaisquer residuos
sélidos provenientes da formulacdo. Entéo, a solucéao foi filtrada em membrana (0,45
pum) para um vial e entdo injetada no cromatégrafo.

Para a determinacéo da eficiéncia de encapsulamento (quantidade de ativo que
permanece na estrutura das nanocépsulas), as suspensfes foram submetidas a
técnica de ultrafiltracdo—centrifugagéo. Para isso, 300 uL das suspensdes contendo
os ativos foram adicionados aos dispositivos (Amicon® Ultra 10.000 MW; Millipore),
centrifugados por 10 minutos a 7.000 rpm, obtendo-se assim o ultrafiltrado, onde se
encontraria o flavonoide livre (ndo associado as nanocépsulas) presente na fase

aquosa, conforme Figura 9.

Figura 9 — llustracao do processamento das amostras para determinacao da EE%.
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Fonte: adaptado de mindthegraph.com.
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A determinacdo da eficiéncia de encapsulamento dos ativos se d& pela
diferenca entre a concentragdo total (suspensédo) e a sua concentragdo livre

(ultrafiltrado), conforme a equacéo a seguir:

teor total—teor livre
EE = X 100 Equacéo (3)

teor total

3.2.5 Estabilidade das suspensdes de nanocapsulas
3.2.5.1 Estabilidade durante o armazenamento

As suspensdes de nanocapsulas foram armazenadas em frascos de vidro
ambar, a temperatura ambiente, durante duas semanas. Os parametros utilizados
para as analises de caracterizacdo foram reavaliados para as mesmas suspensofes
de nanocapsulas NCB (n=1), NCC (n=3) e NCQ (n=3), no tempo 0, 7 e 14 dias, exceto
EE%. Assim, mudancas que possam ocorrer durante o armazenamento das
suspensdes de nanocapsulas e que inviabilizariam sua aplicagdo no experimento, por

alteracdo das suas propriedades fisico-quimicas, foram estudadas.

3.2.6 Ensaios in vitro empregando as suspensfes de nanocapsulas
3.2.6.1 Ensaio de citotoxicidade in vitro com células RAW 264.7

Neste ensaio, empregou-se cultura de células RAW 264.7 (macréfagos
murinos) e seguiu-se a mesma metodologia empregada no ensaio com células
B16F10 (detalhada a seguir), com a diferenca do meio de cultura utilizado ter sido o
RPMI 1640 para células RAW 264.7 (MOSMANN, 1983).

3.2.6.2 Ensaio de citotoxicidade in vitro contra células B16F10

Para este ensaio, empregou-se células de melanoma murino B16F10, a mesma
linhagem de células utilizadas na indugdo do melanoma no modelo animal utilizado
nesta pesquisa.

A semeadura das células aconteceu em placa de 96 pocos com fundo chato,
pela adicdo de 200 pL de suspensédo de células em meio DMEM contendo 1x104
células por poco. A placa foi mantida em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de COzq,
por 24 horas para adesdo das células. Apés esse periodo, o meio foi retirado e
adicionou-se novo meio as células contendo os tratamentos em triplicata, as células

foram incubadas com as suspensdes de nanocapsulas NCB, NCC e NCQ, crisina e
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quercetina livres (1,25; 2,5; 5, 10 e 20 yg/mL), controle positivo (H202 100mM) e
controle ndo tratado (meio de cultura + células). Apos adicdo do tratamento no meio
as placas foram novamente dispostas em estufa a 37 °C com 5% de COz, por 24 e 48
horas. Apods esse periodo, o meio foi removido e foi adicionado aos pogos 20 pL do
reagente MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5- difenil tetrazdlio) diluido em
PBS 1x conforme metodologia estabelecida (MOSMANN, 1983).

Depois de 3 horas, hovamente retirou-se o sobrenadante dos pocos nos quais
foram entdo adicionados 200 pL de DMSO para solubilizar o produto da reacéo
anterior. A absorbancia da solucéo nos pocos foi determinada em leitor de placas em
comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade das células foi expressa como

porcentagem das células controle nao tratadas (100%).

3.2.7 Modelo experimental in vivo de melanoma murino
3.2.7.1 Inducéo do melanoma nos camundongos

A indugéo de melanoma nos camundongos se deu pela inoculagéo subcutanea
de suspenséao de células B16F10 a 1,2x10° cel/mL na regido dorsal dos animais. O
cultivo das células B16F10, mantidas em ultra-freezer -80°C, foi realizado em
monocamada com uso do meio DMEM (Dulbecco modified of Minimum Essential
Media), com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucao de penicilina/estreptomicina.

Apo6s a cultura atingir aproximadamente 80% de confluéncia em diversas
garrafas de cultivo celular, as células foram soltas mecanicamente e ressuspendidas,
centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em meio novo. A suspensdo de células teve sua concentracao
ajustada ap6s contagem de células viaveis em camara de Neubauer, com emprego
de solucédo de azul de tripan. Foram utilizados 100 pL da suspenséo a 1,2x10° cel/mL

para injecdo na regido do dorso dos animais, como representado na Figura 10.

Figura 10 — llustrag&o da indugéo do melanoma na regido dorsal dos animais.
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Fonte: mindthegraph.com.
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Dez dias ap0s a inoculacdo da suspensdo, foram realizadas avaliacdes dos
animais para verificar o desenvolvimento do cancer, evidenciado por protuberancia
localizada na regido dorsal dos animais induzidos (OVERWIJK; RESTIFO, 2001).

Apos esse periodo, os camundongos receberam o tratamento durante 14 dias,
com quercetina ou crisina, nas suas formas livres e nanoencapsuladas, por via oral
(gavagem), na dose de 7,5 mg/kg, conforme os grupos descritos anteriormente. Ao
final do periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados e tiveram seus 6rgaos,

tumor e sangue coletados para as analises a serem realizadas.

3.2.8 Atividade enzimatica da adenosina desaminase (ADA) em soro

Para a coleta das amostras de soro, ao final do periodo de tratamento, os
animais foram submetidos a anestesia geral inalatéria com isofluorano e foram
eutanasiados através de exsanguinagdo por punc¢do cardiaca. O sangue coletado foi
acondicionado em microcubos com gel separador e ativador de coagulo. Os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 3.500 rpm para obtenc&o do soro empregado
nas analises. O soro dos animais foi acondicionado em outro microtubo identificado e
congelado (-20 °C) para a realizacdo do ensaio enzimatico.

A atividade da ADA foi analisada conforme protocolo descrito por Giusti e
Galanti (1984) baseado na liberagcdo de amodnia por acdo da ADA na presenca de
excesso de substrato (adenosina) (GIUSTI; GALANTI, 1984) empregando
espectrofotometria, com leitura em 630nm. A atividade da ADA foi expressa em nmol

de NHs liberado por minuto para o volume de soro (nmol NH3s/ min/mL).

3.2.9 Andlise estatistica

O programa G*Power Data Analysis foi utilizado para determinar o nimero de
animais em cada grupo. Os resultados referentes a caracterizagéo e estabilidade das
suspensdes de nanocapsulas foram expressos como a média + desvio padrdo. A
analise estatistica dos resultados de caracterizacdo e estabilidade das suspensdes de
nanocapsulas foi realizada através analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida
pelo poés-teste de Tukey (GraphPad Prism®5). Os resultados dos ensaios de atividade
antitumoral, citotoxicidade e atividade enzimatica foram expressos por média * erro
padrdo médio (SEM) e a andlise estatistica empregou ANOVA de duas vias seguida
de poés-teste de Bonferroni (GraphPad Prism® 5). Valores de p < 0,05 foram

considerados como estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DESENVOLVIMENTO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

Assim que preparadas, as suspensdes de nanocapsulas brancas e contendo
flavonoide, crisina ou quercetina, foram avaliadas macroscopicamente para observar
a presenca de precipitados ou grumos e alteracdo da coloracdo usual de cada
suspensao. Todas as suspensdes apresentavam aspecto leitoso, opaco e bastante
fluido, sem a presenca de grumos ou precipitados (Figura 11), apds a preparacao,
conforme a composicao da Tabela 1 pelo método de deposicéo interfacial de polimero
pré-formado (FESSI et al., 1989), empregando 0,075% (p/v) de flavonoide, 1,0% (p/v)
de polimero, 3,0% (p/v) de 6leo e 4,5% (p/v) de estabilizante PVA.

Cabe evidenciar que a combinacdo Eudragit® RS100 e triglicerideos de cadeia
média (TCM) é adequada a preparacdo de nanocapsulas, uma vez que Santos e
colaboradores (2013) verificaram que filmes preparados com esse polimero nao
sofrem alteracéo (inchamento ou dissolu¢éo) devido ao contato com esse 6leo, sendo
apropriada para a formacéao da estrutura nlcleo-casca que caracteriza esses sistemas
reservatérios (SANTOS et al., 2013).

A suspensdo de nanocapsulas sem flavonoide (NCB) apresentou coloragéo
branca com reflexo azulado (efeito Tyndall), tipico de sistemas coloidais (XIAO et al.,
2019). As suspensfes de nanocapsulas contendo crisina (NCC) apresentaram uma
coloracdo amarelo palida e as suspensdes de nanocapsulas contendo quercetina

(NCQ) apresentaram uma coloracdo amarela mais pronunciada (Figura 8).

Figura 11 - Aspecto macroscépico das suspensdes de nanocapsulas de Eudragit®
RS100 desenvolvidas (NCQ, NCC e NCB, respectivamente).

Fonte: préprio autor.
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Ressalta-se que a otimizacdo da formulagcdo em relacdo ao tamanho de
particulas, para chegar a sua composicéo final (Tabela 1), envolveu o emprego de
diferentes concentragfes de PVA (1,0; 2,5; 3,0; 4,0; 4,5 e 5,0% p/v) e dos ativos crisina
e quercetina (0,75 e 1,0 mg/mL). A concentracdo maxima de 4,5% de PVA, como
aditivo alimentar ou coadjuvante de tecnologia, € autorizada pela ANVISA para uso
em suplementos alimentares (como realgador de sabor), conforme RDC N° 239, de
26 de Julho de 2018 (ANVISA/MS, 2018).

Os experimentos iniciaram com 5% de PVA (p/v) na composicao, ja
apresentando bons resultados quanto ao tamanho e distribuicdo de tamanho de
particulas. Entretanto, testou-se concentragcbes mais baixas, para verificar a
possibilidade de enquadramento na resolucdo acima, no sentido de manter a faixa
nanomeétrica e homogeneidade do sistema nanoestruturado.

Observou-se que (Figura 12) com o aumento da concentracdo de PVA no
sistema, menores eram os didmetros de particulas e mais homogéneo era o sistema,
0 que pode ser evidenciado, respectivamente, pelos parametros D[4:3] e span,
fornecidos pelo analisador Mastersizer®, tanto para a otimizacédo das suspensdes de
nanocapsulas de quercetina quanto de crisina. Esses resultados foram encontrados
em outras pesquisas com o emprego deste estabilizante na formulagdo (MU; ZHONG,
2006; SAHOO et al., 2002; WU et al., 2008).

Figura 12 - Graficos demonstrando o comportamento das suspensdes de
nanocdpsulas contendo flavonoides em funcdo da concentracéo de
PVA (A e C: didametro médio relativo a volume D[4:3] para NCQ e
NCC, respectivamente; B e D: valores de span para NCQ e NCC,
respectivamente). A linha em A e C indica o limite maximo ideal para
0 parametro.
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Com base nesses dados, evidenciou-se a importancia da concentracdo de
PVA, notando-se que somente a partir de 3,0 - 4,0 % de estabilizante foi possivel a
obtencdo de sistemas coloidais. Em razdo disso, decidiu-se pela utilizacdo da
concentracdo de 4,5% de PVA, ficando em conformidade com a legislacdo atual
brasileira de aditivos alimentares, em suplementos. Ainda, observou-se nas
formulac6es com menor quantidade de PVA a menor estabilidade do sistema pelo
aumento da facilidade de precipitacdo das nanocapsulas com o passar do tempo.

E importante mencionar também que, sobre a concentracdo dos principios
ativos, testou-se 0,75 e 1,00 mg/mL. Nesta etapa, evidenciou-se que a suspensao de
nanocapsulas de quercetina a 1,00 mg/mL (5,0% de PVA) manteve parametros
relativos a diametro médio e de distribuicdo de tamanho de particulas adequados
(Dpa:31 0,637 um; span 0,595; Do) 0,837 um; didmetro médio 515 nm; Pdl 0,188), ao
passo que a suspensdo de nanocapsulas de crisina passou a apresentar particulas
fora da faixa nanométrica quando analisados por difracdo a laser (dados néo
mostrados). Selecionou-se, assim, a concentracéo de 0,75 mg/mL para a comparacao
dos sistemas.

Cabe relatar, ainda, que nao foi necessaria a adicdo de um tensoativo de baixo
EHL (ex: monooleato ou monoestearato de sorbitano) para auxiliar na estabilizacéo
dos sistemas, na formulacdo desenvolvida com PVA. O emprego desses tensoativos
€ usual no desenvolvimento de nanocépsulas (CHASSOT et al., 2014; OURIQUE et
al., 2011; SANTOS et al., 2013, 2014). CONTRI e colaboradores (2014) também né&o
empregaram tensoativo de baixo EHL ao prepararem nanocapsulas de Eudragit®
RS100 contendo capsaicina, estabilizadas somente com polissorbato 80 (CONTRI et
al., 2014).
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Ainda, em relagdo a otimizacdo da formulacdo em funcdo do tamanho de
particulas, testou-se a substituicdo do PVA por polissorbato 80 (1,0%), tensoativo
usual na preparacao de nanocapsulas (OURIQUE et al., 2011; SANTOS et al., 2013,
2014; SCHAFFAZICK et al., 2003, 2008, 2006).

Avaliou-se as suspensotes de concentracéo de 0,75 mg/mL de flavonoides, em
analisador por difracédo a laser, e os resultados apresentaram ampla distribuicao de
particulas com presenca de microparticulas. Houve a formacdo de precipitados
rapidamente, apds a preparacdo, e a diminuicdo dos teores (< 85%) quando
comparadas a formulacdo final estabelecida com PVA. Ap6s a preparacdo das
formulagcbes otimizadas, inspecdo visual e armazenamento das suspensfes em
frascos ambar, estas foram direcionadas para as demais avaliacdes, em triplicata, que

sdo apresentadas a seguir, apos a validacdo da metodologia analitica.
4.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DA METODOLOGIA ANALITICA

Inicialmente, procurou-se utilizar para as andlises de teor de quercetina a
metodologia previamente descrita para a analise cromatogréafica de crisina, devido as
semelhancas estruturais dos dois flavonoides (DMITRIENKO et al., 2012). Porém, as
condi¢cdes cromatograficas do método da crisina, apesar de fazer com que a
quercetina eluisse com aproximadamente 2 minutos de corrida, faziam com que a
presenca de picos proximos ao pico da quercetina tivessem influéncia na pureza do
mesmo. Essa impureza estava presente em outra quercetina analisada (Sigma), o que
reforcou a ideia de impureza relativa ao processo de obtencdo do flavonoide. Em
razdo disso, estudou-se outras condicbes cromatograficas para a realizacdo das
analises de quercetina que afastassem o pico do flavonoide dos picos das impurezas.

Vale salientar que os picos das impurezas ndo sO estavam presentes apos a
extracdo da quercetina das nanocapsulas como também eram detectados nas
andlises da substancia pura, como nas curvas de calibracdo. Ainda, os picos destas
impurezas nao se faziam presentes nos cromatogramas onde se avaliou a suspensao
de nanocapsulas brancas, empregando a mesma extracdo e metodologia analitica.

Assim, o método para analise da crisina (Tabela 2) emprega pré-coluna e
coluna com octadecilsilano (Cis) de 4 e 150 mm, respectivamente, vazao de 1mL/min.,
volume de injecéo de 20 UL, comprimento de onda de analise de 266 nm e fase mével

constituida de solugéo acida a 0,1% de H3zPO4 (50%) e acetonitrila (50%).
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Para as analises da quercetina, necessitou-se, portanto, da modificacdo das
condi¢Bes cromatogréficas, conforme relatado acima. Antes de modificar as condi¢des
cromatograficas, procurou-se diminuir as concentracdes das curvas com a finalidade
de tentar reduzir a concentracdo da impureza a niveis ndo detectaveis ou suficientes
para que esta nao tornasse o pico impuro. No entanto, isso nao foi suficiente, e, por
vezes, 0 pico continuava tendo impurezas.

Apesar de algumas vezes a impureza do pico ser detectada nos estudos de
linearidade e da sua presenca nao interferir na linearidade, decidimos modificar os
parametros cromatograficos usados a fim de separar os picos proximos do pico da
quercetina.

Além disso, diferentes vazdes, comprimentos de coluna, pHs, proporcdes dos
constituintes e a adicdo de outros solventes a fase modvel foram testados,
considerando ajustar a fase mével e a extracao dos flavonoides. Depois de todos
esses testes, optou-se por empregar a mesma coluna cromatogréafica, mesma vazao
da fase movel, mas com diferente constituicdo e diferente comprimento de onda para
a quantificacdo dos compostos ativos. Assim, 0 método cromatografico para analise
da quercetina empregava pré-coluna e coluna com octadecilsilano (Cis) de 4 e 150
mm, respectivamente, vazao de 1mL/min, volume de injecdo de 20 uL, comprimento
de onda de andlise de 373 nm e fase movel constituida de solucao acida a 0,1% de
HsPO4 (50%), acetonitrila (40%) e metanol (10%).

Os ensaios de validacdo do método da quercetina, assim como a reavaliacao
do método da crisina, foram conduzidos a fim de verificar a aplicabilidade destes ao
que se propdem (doseamento destes flavonoides nas suspensdes de nanocapsulas
desenvolvidas) e foram avaliados pelos parametros que seguem.

A especificidade do método analitico demonstra a capacidade deste de detectar
a presenca do analito de interesse sem a interferéncia dos demais constituintes da
formulacdo. A analise deste parametro é possivel através da sobreposicdo dos
cromatogramas das suspensdes de nanocapsulas branca e destes contendo os
analitos (Figura 13), onde no cromatograma da NCB (no tempo de retencéo do analito)
nao deve haver nenhum pico que possa coeluir com o pico do analito, o que pode ser

avaliado também pela pureza do pico, fornecida pelo detector.
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Figura 13 - Comparacdo entre cromatogramas das nanocapsulas brancas (A e B) e
das nanocapsulas de crisina (C) e quercetina (D) analisados pelos seus
respectivos métodos.
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Os cromatogramas A e B (Figura 13) ndo apresentaram picos eluidos nos
tempos de retengéo da crisina (~ 8,15 min; C) ou da quercetina (~ 3,64 min; D). O
detector também n&o indicou a presenca de impurezas nos picos da crisina e
quercetina no emprego dos respectivos métodos para cada flavonoide (indices de
pureza > 0,9999). Sendo assim, ambos os métodos apresentam especificidade
adequada para a identificacdo e quantificacdo destes compostos. Pode-se notar no
final do cromatograma D a presenca dos provaveis picos que interferiam na
determinacao da quercetina quando mantidas as mesmas condi¢cdes cromatogréaficas
de analise da crisina. Com o emprego do novo método, para a analise da quercetina,
os picos foram afastados do principal e ndo interferiram mais no sinal.

Para os dois métodos analiticos, a faixa de trabalho estabelecida foi de 2,0 —
10,0 ug/mL, tendo as curvas 5 pontos (2, 4, 6, 8 e 10 ug/mL). Os limites de deteccao

(LD) e de quantificacédo (LQ) foram calculados pelas equagbes 1 e 2.
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A curva analitica (n=3; Figura 14 A) para o método da crisina € representada
pela equagédo y = 144.797x — 2.1828 e apresenta coeficiente de correlacdo linear de
0,9997. O limite de deteccéo calculado foi de 0,5 pg/mL e o de quantificacdo 1,5
Mg/mL.

Para o método da quercetina, a curva analitica (n=3; Figura 14 B) é
representada pela equacgao y = 83.435x — 23.649 com coeficiente de correlacéo linear
de 0,9991. O limite de deteccéo calculado foi de 0,2 ug/mL e o de quantificacédo 0,6
Mg/mL.

Figura 14 - Curvas analiticas dos métodos para quantificagcdo de crisina (A) e
quercetina (B).
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Assim, ambos os métodos sdo lineares na faixa de trabalho estabelecida,
apresentando coeficientes de correlacdo > 0,999 e regressao linear significativa
(p<0,05; ANOVA), bem como sao sensiveis o suficiente para detectar e quantificar os
analitos nessa faixa de concentracdes.

Os resultados dos testes para avaliacdo da precisdo dos métodos de analise
encontram-se nas Tabelas 3 e 4. Considerando os baixos valores de DPR (< 2,0 %),
verifica-se que ambos 0s métodos sdo precisos o suficiente para o desenvolvimento

dos sistemas propostos nesse trabalho.

Tabela 3 - Resultados dos testes de precisao para quantificar crisina em NCC.

Concentragao Concentragao

Amgséra tedrica experimental Teor (%) DPR (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)
Dia 1 (n=6) 6,00 5,99 + 0,05 99,95 + 0,77 0,77
Dia 2 (n=6) 6,00 5,97 + 0,07 99,51 + 1,16 1,17

Inter-dias (n=12) 6,00 5,98 + 0,06 99,73 +0,97 0,97
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Tabela 4 - Resultados dos testes de precisao para quantificar quercetina em NCQ.

Amostra Concentragao Concentragao

NCOQ tedrica experimental Teor (%) DPR (%)
(Hg/mL) (Mg/mL)
Dia 1 (n=6) 6,00 5,99 + 0,07 99,98 + 1,13 1,13
Dia 2 (n=6) 6,00 6,02 + 0,03 100,34 + 0,52 0,52
Inter-dias (n=12) 6,00 6,01+ 0,05 100,17 + 0,86 0,85

O teste realizado para avaliar a exatiddo dos métodos baseou-se na
recuperacdo da concentracdo adicionada de padrdo a matriz das nanocépsulas
(NCB), simulando o mesmo volume de amostra empregado para a analise da extracao
dos flavonoides das formulagBes, considerando a concentracdo de trabalho do

método (6,0 ug/mL). Na Tabela 5 encontram-se os resultados dos ensaios.

Tabela 5 - Ensaio de exatiddo para a quantificacdo dos flavonoides nas suspensdes
de nanocéapsulas.

Concentragao Concentracao
o . Recuperacéao (%)
adicionada (ug/mL) obtida (ug/mL)

NCC 6,00 6,09 + 0,05 101,52 + 0,80
NCQ 6,00 6,19+ 0,12 103,15+ 1,95

A recuperacéo dos flavonoides, nesse ensaio, foi considerada satisfatéria para
o fim proposto, sendo os métodos exatos para a determinacdo dos compostos ativos

nas suspensoes desenvolvidas.
4.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

Para a caracterizacdo fisico-quimica das trés diferentes suspensdes de
nanocapsulas (NCB, NCC e NCQ), apés a sua producdao, foram avaliados parametros
como pH, tamanho médio de particulas, distribuicdo de tamanho de particulas,

potencial zeta, teor e eficiéncia de encapsulamento.

4.3.1 pH e potencial zeta

O pH das 3 diferentes suspensdes de nanocapsulas de Eudragit® RS100 foi
avaliado diretamente em potenciémetro digital e o potencial zeta foi determinado por

mobilidade eletroforética, nas amostras diluidas. Os valores contam na Tabela 6.
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Tabela 6 - Valores de pH e potencial zeta das suspensfes de nanocépsulas.

NCB NCC NCQ

(n=1) (n=3) (n=3)
pH 6,35 5,563 +0,02 5,68 + 0,03
Potencial Zeta 0,987 0,99+0,13 0,53 +0,08

Todas as formulacbes apresentaram pH levemente acido e potencial zeta
positivo. As suspensdes contendo os flavonoides apresentaram uma acidez superior
em comparacdo com NCB. Esses valores podem ser atribuidos as caracteristicas
qguimicas dos flavonoides e seu comportamento em meio aquoso (ionizacao de grupos
funcionais). Componentes presentes na interface particulas/agua podem influenciar o
pH e o potencial zeta dos sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Os valores de pH
sdo compativeis com a via de administracdo oral que foi pretendida para as
nanocapsulas (CHAN; STEWART, 1996).

Os potenciais zeta das formulac6es foram positivos e proximos a 1 mV. Valores
de potencial zeta proximos a 0 + 10 mV podem indicar que a suspensdo pode ser
instavel pela maior facilidade de agregacao das nanoparticulas. Valores de ZP > 10
mV (em médulo), fazem com que a suspensao com essas particulas de mesma carga
se mantenha mais estavel e homogénea (macroscopicamente). No entanto, o ZP das
suspensdes depende de outros parametros das formulacdes, especialmente o pH,
que por sua vez, pode refletir alteracdes da estabilidade quimica dos sistemas
nanoestruturados (BHATTACHARJEE, 2016).

Nanocéapsulas de Eudragit® RS100, contendo ou ndo clotrimazol, preparadas
com monooleato de sorbitano/polissorbato 80 como tensoativos estabilizadores e
TCM como nucleo, também apresentaram valores acidos de pH (5,0 — 5,2), bem como
potencial zeta positivo (12 — 14 mV), devido a natureza catidnica do polimero
(SANTOS et al.,, 2013) o qual contétm grupos de aménio quaternario (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

Fato semelhante ocorreu quando as mesmas nanocapsulas foram preparadas
com o6leo de coco como nucleo (pH 5,6-5,7; 13-15 mV;(SANTOS et al., 2014)). No
nosso trabalho, a presenca de PVA, um estabilizante ndo iénico, com elevado peso
molecular, presente na superficie dos sistemas, reduziu (em modulo) os valores de

potencial zeta, promovendo estabilizacéo sobretudo estérica.
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4.3.2 Tamanho médio de particula e distribuicdo de tamanho

Para avaliar o tamanho médio das particulas e a homogeneidade de
distribuicdo de tamanho, as suspensdes de nanocapsulas foram testadas nos
analisadores Mastersizer® 3000 E e Zetasizer® Nanoseries Nano-ZS (Malvern
Instruments).

Os dois analisadores empregam técnicas diferentes de analise de tamanho de
particulas e podem ser usados em conjunto para analisar e confirmar os resultados.
Os resultados das analises encontram-se na Tabela 7.

Objetivando confirmar a natureza apenas coloidal das suspensfes (KECK;
MULLER, 2008), andlises foram realizadas por difracéo a laser (Mastersizer®), técnica
capaz de detectar uma faixa maior de tamanho de particulas em relacéo ao Zetasizer®.
A partir dos dados gerados, foi possivel evidenciar que as suspensdes de Eudragit®
RS100 desenvolvidas apresentaram-se em uma faixa submicrométrica, com
distribuicdo de tamanho uniforme (span inferiores a 2,0) e unimodal, indicados pelos
didmetros médio em volume (Da:3; <700 nm) e Dgo inferiores a 1,0 um (FERREIRA et
al., 2014).

Tabela 7 - Parametros de tamanho e distribuicdo de tamanho das suspensdes de
nanocapsulas.

Parametro NCB NCC NCQ

(n=1) (n=3) (n=3)
D[4:3] pm 0,467 0,469 +0,03 0,696 +0,01
Mastersizer® Span? 1,089 1,471 +0,07 0,612 +0,01
D(90)° pm 0,727 0,665+0,02 0,919 +0,02

_ Diametro médio (hm) 499,3 582 + 54 568 + 58
Zetasizer®

Pdlc 0,222 0,231+0,07 0,203 +0,08

aSpan= d(0,9)-d(0,1)/d(0,5), onde d(0,9), d(0,1) e d(0,5) correspondem a 90% (Doo)°, 10% e
50% da distribuicdo cumulativa dos diametros, equivalentes ao volume de esferas.
cindice de polidisperséo.

A Figura 15 mostra os graficos de distribuicdo de tamanho referentes a essas
analises. Por esta técnica, as suspensdes de nanocapsulas contendo crisina
apresentaram diametro médio em volume e Dgo inferiores as de quercetina (p<0,05),

entretanto, com distribuicdo mais ampla (span maior; p<0,05).
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Figura 15 - Graficos de distribuicdo de tamanho de particulas fornecidos pelo
Mastersizer® para as suspensdes de nanocapsulas contendo ou néo
flavonoide (A: NCB; B: NCC; C: NCQ).

P i’
A N
- / \
£ \
gus-
§
54
v—rrrrT ——— ~— ~———rrr v— YT —rrrm
Qr w w0l e 1000 RbE- )
$2¢ Cnases Lo
B #]
20+
#
gﬂ-
{u:—
5
& ———— ——————— ——————r ————r ———————
al V- 1] =1} 12000 120000
o Cormnes
C ™
0
e
§|§<
é‘r
4
0 r—r<rrrrrer T——r—rrrrrrT ——r—rrrrrrT T——r—rrrrrrT r—rrrrrm
ar 0 Qo P o 10000 1200

So0 Conses L~

Considerando a espectroscopia de correlacdo de fétons, técnica mais precisa
para a faixa coloidal (KECK; MULLER, 2008), as suspensfes de nanocapsulas
apresentaram diametro médio também submicrométrico, independentemente da
presenca ou nao de flavonoide. Por esta técnica, os diametros médios de particulas
foram semelhantes (p>0,05) para os dois flavonoides (568-582 nm), ao contrario do
Mastersizer®, essas diferencas podem ser atribuidas aos diferentes principios de
operacdo dos equipamentos. As suspensdes contendo crisina (Pdl = 0,23)
apresentaram distribuicdo de tamanho um pouco acima do ideal (Pdl inferior a 0,2)
mas foi considerada adequada para a via oral, levando-se em conta os baixos valores
de span (Span < 1,5) e valores aceitos por outros estudos (DA SILVA et al., 2013;
MEHRAVAR; JAHANSHAHI; SAGHATOLESLAMI, 2009). A suspensdo branca

apresentou PDI mais elevado, entretanto baixos valores de span.
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4.3.3 Teor dos flavonoides e eficiéncia de encapsulamento (EE%)

O teor de crisina nas suspensdes NCC (n=3), apos a preparacao, foi de 101,0
+ 0,6%, correspondendo a concentracédo aproximada de 0,758 mg/mL de flavonoide.
Para a formulacdo NCQ (n=3), o teor de quercetina foi de 99,6 + 1,21%, o que
corresponde a uma concentragdo aproximada de 0,747 mg/mL. Portanto, os teores
totais foram adequados, estando proximos da concentracédo tedrica de flavonoide,
indicando que ndo houve evidéncia de perdas/degradacdo ou precipitacdo dos
compostos ativos durante a preparagao dos sistemas.

A eficiéncia de encapsulamento dos flavonoides, nas respectivas suspensdes
de nanocéapsulas, foi alta, maior do que 99%, evidenciando a particdo favoravel dos
compostos as particulas em relacéo a fase aquosa continua. Outros trabalhos também
tiveram sucesso na encapsulacéo desses flavonoides, tendo EE>95% (BARRAS et
al., 2017; DING et al., 2014; LORENZONI, 2015; WU et al., 2008)

4.4 ESTABILIDADE

As suspensdes de nanocapsulas NCB, NCC e NCQ foram armazenadas em
frascos ambar, a temperatura ambiente, durante duas semanas e foram monitoradas
por exame macroscopico visual, pH, avaliacdo de tamanho médio de particula,
distribuicdo de tamanho, potencial zeta e teor. A formulacdo sem flavonoide foi

acompanhada apenas para fins comparativos, nao tendo resultados em triplicata.

4.4.1 Aspectos macroscopicos

Durante o periodo de armazenamento das formulacfes (14 dias), estas nao
apresentaram alteracBes organolépticas aparentes. Nao houve precipitacdo das
nanoparticulas, porém, apdés 14 dias de armazenamento, as NCC passaram a
apresentar um leve sedimento com a coloracao do flavonoide crisina, sendo que essa

deposicdo aumentou com o passar do tempo.

4.4.2 pH e potencial zeta

O pH das suspensdes de nanocépsulas ndo sofreu alteracdes significativas em
relacdo ao tempo (Figura 16), tendo apresentado apenas significativa reducéo do pH
guando se incorporava os respectivos flavonoides as formulagbes, como mostrado

anteriormente (Tabela 6).
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A manutencado do pH neste periodo € indicativo de estabilidade fisico-quimica
das suspensdes de nanocapsulas (SCHAFFAZICK et al.,, 2003). Em relacdo ao
potencial zeta (Figura 17), inicialmente proximo a 1,0 mV, com o passar dos dias, esse
parametro alterou-se significativamente em comparacdo com os valores iniciais,
entretanto, ndo trouxe prejuizo a estabilidade dos sistemas durante o periodo
analisado.

Figura 16 - Valores de pH das formulagBes nos ensaios de estabilidade até duas

semanas.
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Figura 17 - Valores de potencial zeta para as formulacfes até duas semanas.
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** (p<0,01) e *** (p<0,001) indicam diferenca significativa no ZP em relacdo ao tempo 0 dias.
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4.4.3 Tamanho médio de particulas e distribuicdo de tamanho

Assim como para a caracterizacao inicial das suspensdes de nanocapsulas, as
analises de tamanho médio de particulas e de distribuicdo de tamanho foram
realizadas por espalhamento de luz dindmico (Zetasizer®) e por difracdo a laser
(Mastersizer®), a fim de se verificar com maior seguranca a presenca ou ndo de
mistura de tamanho de particulas.

Por espalhamento de luz dinamico (Figura 18), alteracbes nos diametros
médios de particulas das suspensdes contendo flavonoide ao longo dos 14 dias foram
observadas (p<0,05), mas os tamanhos permaneceram proximos a 600 nm apds o
periodo analisado, ndo se distanciando muito dos valores iniciais, principalmente

naquelas contendo flavonoide.

Figura 18 - Tamanho médio de particulas (nanbémetros) das suspensdes de
nanocapsulas analisadas por espalhamento de luz dinamico. A linha
pontilhada indica o limite da faixa nanométrica.
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** (p<0,01) e *** (p<0,001) indicam diferenca significativa no didmetro em relagdo ao tempo 0 dias.

Quanto a distribuicdo de tamanho das particulas (Pdl; Figura 19), ndo variou
significativamente ao longo dos 14 dias para as suspensdes de nanocapsulas, apenas
um aumento no tempo de 7 dias para NCQ. Os valores de Pdl mantiveram-se

préximos a 0,2 no tempo final do estudo, sendo considerados adequados.
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Figura 19 - Distribuicdo de tamanho por analise de espalhamento de luz dindmico. A
linha pontilhada indica o valor limite considerado ideal para o parametro.
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** (p<0,01) indica diferenca significativa no Pdl em relacdo ao tempo 0 dias.

Considerando a analise por difracdo a laser (Figura 20), apos os 14 dias de
armazenamento, 0s sistemas permaneceram com diametro médio em volume
submicrométrico, inferior a 0,600 pum, confirmando a manutencao da natureza coloidal
das formulacfes, com permanéncia de homogeneidade de distribuicdo de tamanho

(span < 1,5; Figura 21).

Figura 20 - Tamanho médio de particulas (micrébmetros) das suspensfes de
nanocapsulas analisadas por difracdo a laser no 14° dia. A linha
pontilhada indica o limite da faixa nanométrica.
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Figura 21 - Distribuicdo de tamanho por analise de difracdo a laser. A linha pontilhada
indica o valor limite considerado ideal para o parametro.
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4.4 .4 Teor dos flavonoides

Até os 14 dias de armazenamento das formulacfes, os teores dos flavonoides
nao variaram significativamente (Figura 22), inclusive para a NCC, que nos 14 dias

apresentava um leve sedimento.

Figura 22 - Teores das suspensdes de nanocapsulas durante os ensaios de

estabilidade.
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4.5 ENSAIOS IN VITRO EMPREGANDO AS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

Nestes ensaios, a viabilidade celular foi calculada em relacdo ao controle nédo
tratado (apenas meio de cultura considerando a viabilidade como 100%) e o controle
positivo das células foi feito com solucdo de perédxido de hidrogénio 10%, toxico para

as células, onde a viabilidade celular foi proxima a 0%.



4 5.1 Atividade citotoxica in vitro com células RAW 264.7
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Macrofagos murinos (RAW 264.7) foram empregados para avaliar a possivel

toxicidade das nanoparticulas em modelo de células ndo tumorais (Figura 23).

Figura 23 - Avaliacdo da citotoxicidade in vitro das suspensfes de nanocapsulas em
cultura de células de macréfagos murinos (RAW 264.7).
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* (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001) indicam diferengla significativa na viabilidade celular em relagéo
ao controle.
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Nesse ensaio, observa-se também citotoxicidade para as nanocapsulas, com
ou sem flavonoide, em razdo da diminuicdo da viabilidade celular, em 24 e 48 h de
incubacédo, mais pronunciada apés 24 h (viabilidade maior que cerca de 55 %), em
relacdo ao maior periodo (> cerca de 80%). Interessante notar que as hanocapsulas
contendo crisina apresentaram efeito citoprotetor, em relacdo a formulacdo sem o
ativo, em concentracdo a partir de 5,0 yg/mL, em 24 h de incubacédo, mantendo a

viabilidade maior do que 90%.

4 5.2 Atividade citotoxica in vitro contra células B16F10

A avaliacdo da suspensdo NCB em diferentes concentracfes (relativas ao
conteudo de flavonoides das demais suspensdes) demonstrou uma significativa

reducao da viabilidade das células B16F10 (Figura 24).

Figura 24 - Avaliacdo de potencial atividade antitumoral (B16F10) das suspensdes de
nanocapsulas sem flavonoide (NCB) em relacdo ao controle, apés 24 e
48 h de incubagéo.
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* (p<0,05) indica diferenca significativa na viabilidade em relacéo ao controle.

Essa reducdo da viabilidade das células tumorais parece demonstrar uma
toxicidade inespecifica da matriz da formulacdo uma vez que a suspensdo de NCB
nao apresenta nenhum ativo ou componente que isoladamente justifigue esta

atividade.
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Figura 25 - Comparacdo entre as nanocapsulas sem flavonoides e com esses
encapsulados em relagéo a citotoxicidade para células B16F10, relativa

a diferentes concentracfes dos principios ativos.
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* (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001) indicam diferenca significativa na viabilidade celular em relacéo
a mesma concentracdo de NCB no periodo.
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Apesar de a suspensado NCB demonstrar efeito na reducdo da viabilidade das
células tumorais, as suspensdes com os flavonoides (Figura 25) apresentaram
reducao significativa da viabilidade (p<0,05) quando comparadas em algumas doses.
Efeito significativo ocorreu para as concentracdes intermediarias de 2,5 e 5,0 pug/mL
dos flavonoides encapsulados, em 24 h de incubacdo, e para as menores
concentracdes (1,25 e/ou 2,5 pg/mL) em 48 horas, como pode ser visto na Figura 25.

Comparando-se isoladamente cada flavonoide livre e nanoencapsulado,
observou-se a reducéo significativa da viabilidade celular no emprego da suspenséao
de nanocépsulas de crisina em 24 horas de incubacdo, em todas as concentracoes,
em relacdo ao controle (Figura 26).

A atividade antitumoral da NCC, avaliada através da viabilidade celular, néo
ocorreu de forma dose-dependente, mas houve diferenca estatistica em relacédo a
crisina na sua forma livre em todas as concentracdes (p<0,05). Em 48 horas de
incubacao, essa atividade esté diminuida, mas ainda se encontra significativa em duas
concentracbes (1,25 e 20 yg/mL), para a crisina nanoencapsulada. Essa mesma
tendéncia de reducéo de efeito foi observada para a formulacéo branca (Figura 24) e
para NCQ (Figura 25) em 48 h de incubagé&o, ao comparar os dados com 24 h.

Para a suspensao de nanocapsulas de quercetina, houve uma significativa
reducao da viabilidade celular em 24 h de incubacéo (Figura 27), fato que néo ocorreu
com a quercetina ndo encapsulada, também ndo tendo o efeito concentracao-
dependente. Para as NCQ, a reducao da viabilidade manteve-se significativa em 48 h
de incubacao para todas as concentragfes testadas (exceto 1,25 uyg/mL), de maneira
que a viabilidade celular diminuiu com o aumento da concentracao de quercetina.

Ao comparar as formulacbes NCB com NCC e NCQ, em relacédo a atividade
citotoxica para células B16F10 em 24 e 48 horas, percebe-se que a NCB apresenta
reducdo da viabilidade celular e que o nanoencapsulamento dos flavonoides
favoreceu a reducéo da viabilidade celular do melanoma murino, nas concentragdes

de 2,5 e 5,0 yg/mL em 24 horas e 1,25 e/ou 2,5 ug/mL em 48 horas de incubacéao.
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Figura 26 - Avaliacdo de potencial atividade citotoxica das suspensfes de
nanocapsulas de crisina (NCC) em células B16F10, apos 24 e 48 h de
incubacédo, comparativamente ao flavonoide livre (CL).
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Figura 27 - Avaliagdo de potencial atividade citotoxica das suspensdes de
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ao controle.
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4.6 MODELO EXPERIMENTAL in vivo DE MELANOMA HUMANO

4.6.1 Inducédo de melanoma nos camundongos

O modelo de inducdo do melanoma (Figura 28), através da inoculacdo de
células B16F10 nos animais (FU et al., 2016; SILVA et al., 2013), apresentou alguns
inconvenientes, como: o grande nimero de animais que tiveram o tumor induzido e
gue nédo o desenvolveram, a grande variacao de peso da massa dos tumores ao final
dos tratamentos (Figura 29), as mortes de muitos animais (Figura 30), aspectos

diferentes das lesbes (Figura 31), dentre outros.

Figura 28 - Representacdo do tumor (melanoma) na regiao dorsal.

Fonte: mindthegraph.com.

Figura 29 - Variacdo do peso dos tumores desenvolvidos pelos camundongos.
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Figura 30 - Distribuicdo dos animais induzidos e ndo induzidos (que desenvolveram o
melanoma e aqueles que ndo desenvolveram ou evoluiram para 6bito).
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Assim, a alteracdo do “n” inicial para cada grupo se deu em razdo de que

diversos animais ou ndo desenvolveram o tumor ou entdo evoluiram para oObito.

Figura 31 - Fotografia de um tumor de tamanho moderado (em torno de 2,5 g; A) e de
um tumor maior e com aspecto diferente do primeiro (em torno de 4,0 g;
B). Em C um dos animais que desenvolveram tumor mas que evoluiram
para 6bito antes dos 14 dias de tratamento.
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Durante os experimentos, alguns animais apresentavam sinais de dor,

especialmente aqueles em que o tumor tinha um desenvolvimento muito superior a

média (~1,3 g). Esses animais precisaram de um agente analgésico para controle da

dor, para que continuassem se alimentando, se hidratando e se locomovendo com

maior facilidade. Assim, excluimos a alternativa de anti-inflamatérios por poderem

alterar diretamente os ensaios biolégicos. Optou-se pelo uso de opidide, no entanto,

o uso de morfina poderia diminuir o desenvolvimento do tumor conforme a literatura
(SASAMURA et al., 2002; TUERXUN; CUI, 2018). Assim, optou-se pelo controle da

dor com uso de solucao oral de cloridrato de tramadol a 5,0 mg/kg quando os animais
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se apresentavam prostrados, com alteragdo postural, contraidos, se locomovendo
com dificuldade, dentre outros sinais (FLECKNELL, 2009).

Durante o desenvolvimento do experimento animal, os camundongos tratados
semanalmente com cisplatina (intraperitoneal; Figura 32), dos grupos 2 (n&o
induzidos) e 9 (induzidos), passaram a apresentar sinais de dor como alteracao
postural (contracao ventral), prostracao e orelhas baixas (FLECKNELL, 2009).

Os animais evoluiam para Obito ap0s a segunda administracdo de cisplatina
(depois do 8° dia de tratamento). Em necropsias realizadas nos animais que evoluiram
para 6ébito e com animais desses grupos com tratamento interrompido (eutanésia),
evidenciou-se que 0s animais apresentavam estase gastrica, com distenséo do 6érgao
por acumulo de alimento (Figura 33) e alteracdo da coloracao do figado e rins para
tons palidos. A partir da segunda semana de tratamento, os grupos 2 e 9 (tratados

com cisplatina) foram excluidos do estudo.

Figura 32 - Representacao da administracao de cisplatina via intraperitoneal, alteracéo
do comportamento e evolucéo para 6bito.

Fonte: adaptado de mindthegraph.com.

Figura 33 - Fotografia do estdbmago de um dos animais tratados com cisplatina, e que
evoluiu para o6bito. Na necropsia dos animais era constatada estase
gastrica e retencéo de alimento.

Escala em centimetros (cm).
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O regime de administragdo da cisplatina varia em estudos relatados na
literatura empregando camundongos, tanto em relacdo a dose quanto ao intervalo e
namero de administracdes (FERREIRA et al., 2018; HUANG et al., 2020; JUN ZHOU
et al., 2019), assim como acontece em indicagbes para humanos (TSANG; AL-
FAYEA; AU, 2009). A administracdo em humanos acontece por via intravenosa, de 50
a 120 mg/m? de superficie corporal a cada 3 ou 4 semanas (JAMIESON; LIPPARD,
1999). A dose administrada nos camundongos foi de 10 mg/kg, 1 vez por semana, 0
que corresponde a uma dose de 30 mg/m? de superficie corporal em humanos
(DAKUP et al., 2018; REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2007).

4.7 ATIVIDADE ENZIMATICA DA ADENOSINA DESAMINASE (ADA) EM SORO

A adenosina, produto da degradacdo sequencial da molécula de ATP (por
enzimas do sistema purinérgico), por meio de seus receptores, promove uma seérie de
respostas que facilitam a instalagdo, progressdo e metastase dos tumores como a
imunossupressao, vasodilatacdo, angiogénese e citoprotecdo (BOURS et al., 2006;
GHIRINGHELLI et al., 2012; OHTA et al., 2006; SITKOVSKY et al., 2008).

Os niveis aumentados dessa molécula podem ser consequéncia da producao
pela massa tumoral (BLAY; WHITE; HOSKIN, 1997), como consequéncia da alteracao
da atividade de outras enzimas do sistema purinérgico (GHIRINGHELLI et al., 2012;
YEGUTKIN et al.,, 2011; ZHANG, 2010, 2012) e como tentativa do organismo
promover protecao tecidual no processo inflamatério (BERGAMIN et al., 2012).

Em vista disso, niveis elevados e imunossupressivos de adenosina séo
regulados pela ADA, a partir da desaminacao irreversivel da adenosina até inosina
(YEGUTKIN, 2008), diminuindo os seus efeitos fisiolégicos que resultam no sucesso
da progressdo tumoral. Assim, uma elevada atividade da enzima pode indicar
elevadas concentracées da molécula, bem como a tentativa de defesa do organismo
em ndo promover um ambiente propicio ao desenvolvimento tumoral.

A atividade da ADA no soro dos camundongos, submetidos ao modelo de
melanoma cutaneo, foi avaliada e comparada para os diferentes tratamentos
empregando os flavonoides na sua forma livre (QL; CL) e nas nanocépsulas (NCC;
NCQ), inclusive nos animais nao induzidos. Os resultados sédo apresentados na Figura
34.
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Figura 34 - Atividade da ADA em soro de camundongos C57BL6, com e sem
melanoma induzido, tratados com as suspensfes de nanocapsulas ou
com os flavonoides n&o encapsulados.
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V = veiculo; NCB = suspenséo de NC sem flavonoide; QL e CL = quercetina e crisina livres,
respectivamente; NCQ e NCC = suspenséo de NC contendo quercetina ou crisina, respectivamente.
* (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001).

Pode-se observar que entre os grupos veiculo (V) houve um aumento
significativo na atividade da ADA para o grupo V induzido em relacéo ao V saudavel,
assim como aconteceu para os grupos NCQ e NCC induzidos em comparagéo com V
saudavel.

Nota-se que para grupos induzidos e nao induzidos houve um aumento da
atividade da enzima no soro dos animais tratados com as nanocépsulas de crisina
(p<0,05), mas nédo significativo para as nanocapsulas de quercetina, quando
comparadas aos grupos tratados com os flavonoides nas suas formas livres.

Apesar do pequeno aumento da atividade da ADA nos animais induzidos e
tratados com NCQ, em relacdo aos tratados com quercetina livre, essa elevacao da
atividade nao foi significativa, especialmente quando comparada com o grupo induzido
veiculo, ao contrario do que aconteceu para a NCC.
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A atividade da ADA foi significativamente mais elevada, em animais induzidos
e ndo induzidos, para aqueles que receberam o tratamento com NCC do que naqueles
gue receberam a crisina na sua forma livre.

Os dois tratamentos possuem a mesma concentracdo de crisina e iSso
demonstra um importante efeito relativo & nanoencapsulacdo da crisina. Assim, nos
animais com melanoma, o aumento significativo da atividade da ADA nos animais
tratados com NCC pode contribuir para a regulacdo dos niveis extracelulares pela
simples encapsulacéo da crisina, uma vez que nos animais tratados com crisina livre
houve, inclusive, diminuicdo da atividade da enzima.

Em estudo com pacientes com melanoma, a atividade da ADA de linfocitos e
plaguetas encontrava-se 3 vezes maior do que em pacientes controle, indicando um
provavel aumento das concentracdes do substrato. A elevacéo das concentracdes de
adenosina e dos niveis de IL-10 faz parte de uma resposta anti-inflamatéria do
organismo, mas propiciam a evolucéo do tumor (MANICA et al., 2018).

Assim, a elevacao da atividade da ADA aconteceu de forma esperada no soro
dos camundongos com melanoma, mas teve um aumento de atividade quando os
animais induzidos foram tratados com a suspensdao de nanocipsulas de crisina,
demonstrando que a formulacdo pode participar da reducdo de algumas das
condicdes fisiologicas (dependentes de adenosina) que contribuem para o
desenvolvimento, progressao e metastase do tumor ao regular os niveis de adenosina
por meio da atividade da ADA. Em hipotese, estes resultados podem ter relacdo com
um provavel aumento da biodisponibilidade oral da quercetina e, sobretudo, da crisina,
devido ao nanoencapsulamento.

Nanocapsulas contendo quercetina (0,042 mg/mL; 222 nm), preparadas com
poli(e-caprolactona) e triglicerideos de cadeia média, também favoreceram a atividade
biolégica deste bioativo, em comparacao ao livre, ao ser administradas por via oral,
no tratamento de Leishmaniose cutanea (Leishmania amazonensis) apdés
administracdo oral em ratos (SOUSA-BATISTA et al., 2017).

Ainda, nanoparticulas de quercetina com composicdo semelhante as
desenvolvidas neste estudo, mas obtidas atravées do método de nanoprecipitacao e
com emprego de outro polimero (Eudragit® E) e PVA, também apresentaram maior
atividade antioxidante em ensaios in vitro quando comparados com a forma livre do
flavonoide (WU et al., 2008).
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5 CONCLUSAO

Com o desenvolvimento/otimizacdo das suspensdes de nanocgpsulas, em
termos de quantidade de estabilizante (PVA) e de ativos (flavonoides), foram obtidas
suspensdes com caracteristicas fisico-quimicas adequadas para seu emprego nos
experimentos in vitro e in vivo. Os métodos analiticos empregados na avaliacdo de
teor e de eficiéncia de encapsulamento foram adequados para estes propositos.

Nos ensaios in vitro de potencial atividade antitumoral, frente a cultura de
células de melanoma (B16F10), as nanocapsulas diminuiram a viabilidade das células
tumorais, em diferentes concentragdes, mas sem relagcdo concentracéo-efeito. Ainda,
observou-se que a suspensdo de nanocapsulas branca apresentou atividade
citotoxica no ensaio e que, ao se nanoencapsular os flavonoides, as formulacdes
foram mais efetivas em concentracbes menores, mesmo quando comparadas
aos flavonoides livres empregados nas mesmas concentracgdes.

Apesar de uma avaliacdo toxicol6gica das formulagBes necessitar de mais
ensaios para confirmar os resultados, foi realizado o emprego das suspensdes de
nanocapsulas em cultura de macréfagos murinos como ensaio de triagem toxicoldgico
em células ndo tumorais, tendo havido diminui¢do da viabilidade destas, com ou sem
flavonoide. Entretanto, as formulagdes com crisina nhanoencapsulada apresentaram
efeito citoprotetor em relacéo as suspensdes sem ativo, nas concentracfes maiores.

A atividade da ADA no modelo de melanoma foi aumentada apenas nos
animais com tumores induzidos, tratando-se de uma tentativa de regulacdo da
resposta imune, através do sistema purinérgico, ja observada em estudo anterior. A
atividade da ADA foi aumentada de forma significativa com o tratamento de
nanocapsulas contendo crisina em relacdo aos animais induzidos e tratados com
crisina livre e veiculo, o que poderia favorecer a reducao da progressao tumoral.

Assim, o desenvolvimento de suspensdes de nanocapsulas de Eudragit®
RS100 contendo crisina ou quercetina e 0 seu emprego em ensaios in Vitro e in
vivo resultaram em dados que estdo de acordo com estudos encontrados na literatura
cientifica em relacdo ao potencial antitumoral desses flavonoides e em relacdo ao
aumento da eficiéncia de formulacbes com ativos nanoencapsulados em
comparacao aos mesmos livres, aqui demonstrado em relagdo ao melanoma, uma

patologia de elevada gravidade e de crescente incidéncia mundial.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIAGAO DO PERFIL DO SISTEMA PURINERGICO EM MODELO DE MELANOMA CUTANEO:
EFEITOS DO TRATAMENTO COM A QUERCETINA E A CRISINA", protocolada sob o CEUA n2 2896191216, sob a responsabilidade de
Daniela Bitencourt Rosa Leal e equipe; Livia Gelain Castilhos - que envolve a produc¢do, manutengao e/ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
o0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na reunido de 16/02/2017.

We certify that the proposal "EVALUATION OF PURINERGIC SYSTEM PROFILE IN SKIN MELANOMA MODEL: EFFECTS OF TREATMENT
WITH QUERCETINE AND CRISINE", utilizing 140 Isogenics mice (140 males), protocel number CEUA 2896191216, under the
responsibility of Daniela Bitencourt Rosa Leal and team; Livia Gelain Castilhos - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 02/16/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 02/2017 a 10/2019 Area: Microbiclogia E Parasitologia
Origem: Biotério Central UFSM

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 8a9 semanas N: 140
Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a30g

Resumo: Estudos demonstram que a inflamagao desempenha um papel importante no desenvolvimento do melanoma cutaneo e
que a interagao entre a resposta imune inata e adaptativa desempenha um papel importante no controle do desenvolvimento do
tumor e na prevencao contra a malignidade do mesmo. Embora exista um crescente nimero de estudos sobre os papéis da
sinalizacdo purinérgica no cancer, ainda ndo existe uma compreensao completa acerca do potencial terapéutico do sistema
purinérgico no melanoma cutaneo. O sistema purinérgico, constituido por enzimas e receptores ancorados a membrana celular e
moléculas sinalizadoras como nucleotideos e nucleosideos, tem um papel fundamental na orquestra de eventos envolvidos na
modulagéo do padrdo de resposta imune. Pesquisas tém descrito varias aplicagdes terapéuticas da quercetina e da crisina incluindo
suas atividades antioxidante, antiinflamatéria e antitumoral. A proposta deste projeto de pesquisa é investigar o perfil do sistema
purinérgico em um modelo de melanoma cutaneo induzido em animais bem como avaliar se o tratamento com a quercetina e a
crisina poderia prevenir ou reverter o desenvolvimento do melanoma. Camundongos da linhagem C57BL/6 serac utilizados neste
experimento. Os animais serdo randomicamente divididos em 14 grupos: G1: animais sem indu¢ao do melanoma + salina; G2:
animais sem inducao do melanoma + cisplatina 10mg/kg (controle positive); G3: animais sem inducdo do melanoma + quercetina
livre 100 mg/kg; G4: animais sem inducdo do melanoma + crisina livre 100mg/kg; G5: animais sem inducdo do melanoma + NP
branca; G6: animais sem inducdo do melanoma + quercetina NANO 0,75mg/ml; G7: animais sem indugdo do melanoma + crisina
NANO 0,75mg/ml; G8: animais com melanoma induzido + salina; G9: animais com melanoma induzido + cisplatina 10mg/kg
(controle positivo); G10: animais com melanoma induzido + quercetina livre 100 mg/kg; G11: animais com melanoma induzido +
crisina livre 100mg/kg; G12: animais com melanoma induzido + NP branca; G13: animais com melanoma induzido + quercetina
NANO 0.75/ml; G14: animais com melanoma induzido + crisina NANO 0,75mg/ml. Ao término do experimento, as amostras de
sangue, para os testes biolégicos serdo coletadas por puncdo cardiaca, sendo assim, a eutandsia se dara por exsanguinacao apds
anestesia geral inalatéria. O sangue serd utilizado para obtencao de soro e linfocitos. Os testes referentes a comprovacédo da
inducdo do melanoma (imunohistoquimica) bem como as demais analises serdo realizadas no Laboratério de Biologia e Imunologia
Aplicada, no Prédio 20. Serao também avaliadas neste experimento as analises qualitativas e quantitativas por citometria de fluxo
das subpopulagdes de linfécitos T CD4+ e CD8+ e linfécitos B, bem como da expressdo de moléculas de superficie do sistema
purinérgico como os marcadores de diferenciacao CD39 e CD73 e dos receptores P1, P2X7, P2Y1 e P2Y2. Também serd avaliado
por citometria de fluxo o padrao de resposta imune nos diferentes grupos estudados através da quantificagao de interleucina-2 (IL-
2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), interferon-? (IFN-?), e
interleucina-17A (IL-17A). Também serd realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a quantificagdo de agonistas
purinérgicos adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) e adenosina (ADO) no soro. Em linfécitos de sangue periférico,
serao ensaiadas por espectrofotometria as atividades das enzimas ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase, CD39,
EC3.6.1.5) e ADA (EC 3.5.4.4) e serd avaliado por Western blot a expressao das proteinas CD39 e CD73 e do receptor P1, P2X7,
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P2Y1 e P2Y2. O principal resultado esperado com o desenvolvimento deste projeto de pesquisa é contribuir para um melhor
entendimento das sinalizagdes purinérgicas no modelo de melanoma cutdneo bem como os efeitos do tratamento com a
quercetina e a crisina nessa condicdo patoldgica, e, consequentemente, possibilitar uma alternativa coadjuvante e eficaz para a
prevengao/tratamento desta enfermidade.

Local do experimento: Os animais serdo mantidos no biotério de experimentagdo prédio 19 na UFSM. Antes do inicio do
experimento, 0s animais serao aleatoriamente distribuidos em gaiolas coletivas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm). Os animais
serao mantidos no Biotério do prédio 19 (Bioquimica Toxicolégica da UFSM), que possui sistema de exaustdo de ar. Os
camundongos, apés ambientacdo de 7 dias, serdo distribuidos randomicamente em gaiolas coletivas de polipropileno (41 x 34 x 16
cm), contendo no maximo 5 camundongos em cada gaiola. Para enriguecimento ambiental serdo realizadas modificacoes nas
gaiolas, utilizando tubos de PVC para os animais se esconderem e prateleiras para descansarem. Os ensaios bioquimicos serao
realizados no Laboratério de Biologia e Imunologia Experimental e Aplicada do Prédio 20, na UFSM.

Santa Maria, 21 de maio de 2019

Prof. Dr. Denis Broock Rosemberg Prof. Dr. Saulo Tadeu Lemos Pinto Filho
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