INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS
POLIMERICAS CONTENDO 3-HIDROXIFLAVONA

Autora: Raiane Silva Lemes
Orientadora: Dr.2 Cristiane de Melo Cazal

RIO VERDE - GO
Fevereiro -2017



INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS
POLIMERICAS CONTENDO 3-HIDROXIFLAVONA

Autora: Raiane Silva Lemes
Orientadora: Dr.2 Cristiane de Melo Cazal

Dissertagdo apresentada como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo em
MESTRE EM AGROQUIMICA, no
Programa de Pds-Graduagéo em
Agroquimica do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano —
Campus Rio Verde — Area de Concentragio
Agroquimica Organica.

RIO VERDE - GO
Fevereiro -2017



Lemes, Raiane Silva

L551p Preparacdo e caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas contendo 3-
hidroxiflavona / Raiane Silva Lemes. —Rio Verde. — 2017.
86 f. :il.

Dissertacdo ( Mestrado) — Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde, ano.
Orientador: (a): Doutora. Cristiane de Melo Cazal.

Bibliografia
1. Cancer. 2. 3-hidroxiflavona. 3. Nanoparticulas. 1. Titulo .

Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde.
CDD: 632.96




A Dews pocs sem ele wada disse senia possivel;

oo mend pacs, mead avdd, med dundo, men uamorade e toda a minta
famdlia pele ameor, paciéncia e compreensdo nsd momentod de audéncia,
Com #mon,

Dedice



INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO 3-
HIDROXIFLAVONA

Autora: Raiane Silva Lemes
Orientador: Cristiane de Melo Cazal

TITULACAO: Mestre em Agroquimica — Area de concentragio

Agroquimica,
APROVADA em 22 de fevereiro de 2017.
,L ; Ufain 7 P Al —
Prof* Dr.? Erika Crispim Prof. Dr. Paulo Sérgio Pereira
Resende Avaliador interno
Avaliadora externa IF Goiano/RV
IF Goiano/Ipora

e | J IS L
v \

Prof?® Dr." Cristiane de Melo Cazal
Presidente da banca
IF Sudeste de Minas Gerais/Barbacena



AGRADECIMENTOS

Agradeco, em primeiro lugar, a Deus pelas gracas concedidas e pela forca para
superar todas as dificuldades.

A toda a minha familia, meus pais Nilvo e Orcina, principalmente minha méae
por ndo permitir que eu desanimasse nos momentos dificeis, por sempre acreditar na
minha capacidade, pela paciéncia, compreenséo e conselhos.

Ao meu irmdo Duane, meus sobrinhos (Anna Laura e Duane Filho), minha tia
Isabel e meus avos Iracema e Joaquim pela convivéncia, pelo apoio em todos os
momentos, pelo incentivo e por serem exemplos de determinacdo e dignidade.

Ao meu namorado Valdeir Borges, por toda compreensdo, forcga, carinho,
incentivo, cumplicidade, amor, noites em claro me fazendo companhia, por fazer parte
da minha vida sempre me apoiando.

A minha querida orientadora Dr.2 Cristiane de Melo Cazal, pela oportunidade,
confianca, paciéncia, por todas as vezes que se dedicou a me ajudar e nunca se recusou,
pelos ensinamentos e contribui¢fes desde meu ingresso na iniciagdo cientifica e no
mestrado, por seu exemplo de profissionalismo e competéncia e também pela sua
amizade.

Ao meu coorientador Dr. Paulo Sergio Pereira por toda contribuicdo, e pelo
suporte da auséncia fisica da minha orientadora quando foi necessario.

A Prof.2 Dr.2 Erika Crispim Resende, por toda disposi¢do e colaboracio ao
longo desse trabalho, pela ajuda e oportunidade de aprendizagem.

A Prof? Dr.2 Marcia Regina Cominetti, da Universidade Federal de Sio
Carlos, pela parceria e por disponibilizar seu tempo e me receber tdo bem em seu
laboratorio para realizar as anélises antitumorais, e toda a sua equipe do LABEN, em

especial Amanda e a Cecilia por toda receptividade e auxilio.



A Dr.2 Tatiane e ao Henrique do laboratério LabMic da UFG, pela grande
contribuicdo nas anélises do Microscopio Eletrdnico de Varredura.

Aos meus queridos amigos e alunos de iniciacéo cientifica, Fernando, Géssica
e Larissa, pela importante parceria e grande apoio e dedicacédo neste trabalho.

A todos os meus colegas de mestrado pelos momentos compartilhados nessa
jornada, em especial Elisdngela e Vanessa que ndo foram apenas companheiras de
mestrado, e sim verdadeiras amigas, conhecer vocés sem duvida nenhuma, foi uma das
melhores coisas que aconteceu durante essa caminhada, obrigada pela amizade,
companheirismo, paciéncia e motivacdo durante esses dois anos de muita vitoria e
dedicacéo.

A todos os professores do Programa de Pds-Graduacdo em Agroquimica, pela
dedicacdo, empenho e conhecimentos transmitidos que fortaleceram minha formacéo
académica.

A FAPEG pela concessdo da bolsa de estudos e pelo apoio financeiro que foi
essencial para o desenvolvimento desta pesquisa.

Ao Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde e ao Programa de Poés-
Graduagdo em Agroquimica, pela oportunidade de qualificacdo profissional e
crescimento pessoal.

Enfim, a todos que direta ou indiretamente contribuiram para mais uma etapa

de minha vida.

A todos vocés uma Unica palavra: Obrigada!



BIOGRAFIA DO AUTOR

Raiane Silva Lemes, filha de Nilvo Antonio Miguel Lemes e Orcina Santos da
Silva, natural de Ipora- Goias nasceu em 17 de novembro de 1990. Em 2014, concluiu o
curso Técnico em Quimica e Licenciatura em Quimica pelo Instituto Federal Goiano,
Campus Ipora — GO. Participou do programa de iniciacdo cientifica durante dois anos e
meio. Em 2015 iniciou no curso de pds-graduacdo em Agroquimica no Instituto Federal

Goiano — Campus Rio Verde, sob a orientacdo da Prof.2 Dr.2 Cristiane de Melo Cazal.



INDICE

Pagina
INDICE DE TABELAS.........coeiiiiiiiitseese et vii
INDICE DE FIGURAS .....oooeieeeteieeteteeese st esae st viii
LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS, SIGLAS E UNIDADES..........ccccovunn..... X
1= INTRODUGAO. ...ttt ettt 1
S R O 1y To -] USSR 1
1.2 - 3-HidroXiflaVona .........ccooiiiiiieie e 4
1.3 - Nanotecnologia associada COM 0 CANCET .........ccerervereriiieeeeeree e 8
1.4 - Referéncias BibliografiCas..........cccooeiiiiiiiiiiccece e 11
2 - OBUIETIVOS ...ttt e et e e et e e e s e e e ne e e aneeeareeeas 19
2.1 - ODJELIVO GEIAl .....cvveiice e e 19
2.2 - ObjJetivoSs ESPECITICOS .....euveviriiieiiie et 19

3 - CAPITULO I: Desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para quantificagdo de 3-hidroxiflavona em nanoparticulas
00 [T T o F USSR 20
3 - CHAPTER I: Development and validation of analytical method by high efficiency
liquid chromatography for quantification of 3-hydroxiflavone in polymeric

NANOPAITICIES ...t r e e 21
ABSTRACT ..ottt et b et ettt a et reere e e e nens 21
3.1 - INTRODUGAO.......oooeeeeiieeteeteeetee s eres st s st 22
3.2 - MATERIAL E METODOS........c.oiiuiiiiieiieisieseie e 23
KT R Y -1 =] 4 - VLTSS SPRRTPRTS 23
3.2.2 - EQUIPAMENTOS ...ttt ettt bbbttt 24
3.2.3 - Parametros cromatografiCoS .........ccecvviiieiieiie i 24
3.2.4 - Preparacao de SoluGOes de 3-HF ..o 24
3.2.5 - Validacao dO MELOUO........ccueeieiicie ettt 25
3.2.5.1 - SEletIVIATE .......ocveieiiiiiie e e 25
3.2.5.2 - LINCAITUAAR ...ttt ettt nreas 25
3.2.5.3 = PIBCISAD. ....cvetiitieieetie ettt bbbt bbbt 26
K B o L1 o - (o PR SRTRUPRTPRTS 26
3.2.5.5 - Limites de detecgdo e quantifiCACA0.........ccecvververeeiieiierie e 26

3.2.6 - Preparo das nanoparticulas poliméricas carregadas com 3-HF ...............c........... 27



Vi

3.2.6.1- Determinacdo da eficiéncia de encapsulacao (EE%)...........cccocvevviveiiennciennnn, 27
3.2.6.2 - Determinag&o do pH, Potencial Zeta e didmetro das particulas das formula¢Ges
........................................................................................................................................ 28
3.3- RESULTADOS E DISCUSSAD ....oovuriiiiirirneieiissiseissses s 29
3.3.1 - Desenvolvimento de métodos € OtIMIZAGAOD ..........cceeeereerieiiere e 29
3.3.2 - ValidaGao d0 MELOTO .......ccueiiiiiiieiieii e 29
3.3.3 - Aplicacdo do método desenvolvido para a quantificacdo de 3 -HF em
NANOPATTICUIAS ...ttt bbb 34
3.5. - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coooveeeeeeeeeeeeeesee e sereses s 37
4 - CAPITULO II: Preparacio e caracterizagio de nanoparticulas poliméricas contendo
3-NIArOXITIAVONA. ...t 41
4 - CHAPTER II: Preparation and characterization of polymeric nanoparticles
containing 3-hydroXyiflaVone..........ccoiieiieiiiece e 42
A B ST RA T .t e et e e e e e e rreeanes 42
4.1 - INTRODUGAO . ........coeieeeeeiieessesteeetesiese s s st s s st sen s s 43
4.2 - MATERIAL E METODOS...... ..ottt en st 45
O R \V =14 - LSS 45
4.2.2 - Preparo das nanoparticulas pOlIMEriCas. .........ccceviererieini i 45
4.2.3 - Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas polimeéricas ............c.cccceevenee. 46
4.2.3.1 - Quantificagdo da 3-hidroxiflavona .............cccoceiiiiiiiniiie e 46
4.2.3.2 - Determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%).........cccocvevvevveiecircnennen, 47
4.2.3.3 - Determinacdo do didmetro de particula, Potencial Zeta, e pH das
NANOPArticulas POIMEIICAS .........ccveiieiieiie e nae e 47
4.2.3.4 - Avaliacdo morfoldgica das suspensfes de nanoparticulas ............cccceeeeerenenne. 48
4.2.3.5. Estudo da degradacdo acelerada pela luz UV ..o, 48
4.2.3.6 - Estudos da lIberagao in VITIO ........cccoveiieiiiiiciieeeee e 48
4.2.4 - ENSAI0 BIOIOGICO ...cvvicvieciecie ettt ettt ene s 49
4.2.4.1 - Linhagens celulares tUMOTAIS ..........cooeiiiiiieiiieeee e 49
4.2.4.2 - CUILUIAS CEIUIAIES .....cvveveeieie st 50
4.2.4.3 - Avaliacdo da viabilidade celular — Método do MTT.......ccocoieiiieniineneieee, 50
4.2.4.4 - Inducdo de apoptose em células de MCF-7 apds tratamento com 3-HF.......... 51
4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAOD ..., 52
4.3.1 - Caracterizacgdo fisico-quimica das nanoparticulas polimericas ...........c...cccuene... 52
4.3.2 - Morfologia das nanopartiCulas ... 54
4.3.3 - Estudo da degradacéo acelerada pela luz UV..........cooiieiiiiiiiiieecen, 56
4.3.4 - EStudo da lHDeragao IN VILIO .........coueuiiieiiiie e 56
4.3.5 - ENSAI0 DIOIOGICO .....oeviiiiiiieie e 59
4.4 - CONCLUSAO. ..ottt 62
AGRADECIMENTOS ...ttt e e aee e neas 63
4.5 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooveieeieeeeeeeeveseee s 63

5 - CONCLUSAO GERAL ..o e e 68



vii

INDICE DE TABELAS

Pagina

CAPITULO |

Tabela 1. Composicdo das formulacfes das nanoparticulas ............ccccceeevveieeieiinennnn, 27

Tabela 2. Valores obtidos para verificacdo dos parametros de repetibilidade (preciséo

intradia) e precisdo intermediaria (INterdias) .........ccccooererireriieienereee e 33
Tabela 3. Valores experimentais da exatiddo do método ...........ccccevevveveiieiicie e, 34
Tabela 4. Resultado da caracterizacao das nanoparticulas contendo 3-HF .................... 35
CAPITULO Il

Tabela 1. FormulagGes das nanoparticulas. NC= Nanocaspsulas; NS= Nanoesferas; 3-
HF= 3- hidroXiflaVona ..........ccccceiiiiiicece e e 46
Tabela 2. Resultados da média das nanoparticulas preparadas. NS: nanoesfera; NC:
nanocapsula; DP: didmetro de particula; PZ: potencial zeta; PDI: indice de
polidispersdo; EE: eficiéncia de encapsulacdo, para as diferentes formulagdes de

nanoparticulas (£ DesVIO Padraio) ........ccccovveiiiiiiiiiiece e 52



viii

INDICE DE FIGURAS

Pagina
INTRODUCAO
Figura 1. Estrutura quimica da 3- HF (C15H1003) .ovoeiviiiiiiiiiciece 5
Figura 2. Imagem macroscépico (A) e microscopico (B) da3- HF ..........ccccoevvevveienen, 6

Figura 3. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas com a 3-

hidroxiflavona (Adaptado de SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).........ccccccovvvennne. 9
Figura 4. Formula estrutural do PCL ........ccooieiiiceece e 10
CAPITULO |

Figura 1. Estrutura quimica da 3- HF @ (C15H1003) «vevveeeiiiiieieeeicccce e 22

Figura 2. Cromatogramas e espectro de UV obtidos da 3-HF. A. Cromatograma da
nanocapsula vazia, B. Cromatograma da nanoesfera vazia, C. Cromatograma da
nanocapsula com 3-HF, D. Cromatograma da nanoesfera com 3-HF (CondicOes: Fase
movel constituida por ACN: H,O 65: 35 (v/v) com pH ajustado para 3,0 utilizando
4cido acético glacial, fluxo de 1,0 mL min™ e deteccdo UV a 343 nm obtido por CLAE-

DAD); E. ESPectro da 3-HF.........ooiiiee e 31
Figura 3. Curva média de calibracdo da 3- hidroxiflavona com 7 niveis de
concentragOes em triplicata e grafico de reSiduos )........coovvveririiniiieie s 32
CAPITULO Il

Figura 1. Estrutura quimica da 3-HF (C15H1003) «vveiveiiiiieiiecccceee e, 43

Figura 2. Morfologia das linhagens celulares de tumor de mama humano MCF-7 (A) e

cancer de pulmao humano AS549(B) ......ccoueiiieiiee e 49



Figura 3. Fotomicroscopia obtidas por MEV das suspensdes de: nanoesferas de 3-HF

NS1 (A e B), nanocépsulas de 3-HF NC6 (C € D).. ..cccveviveveieieiiee e, 55
Figura 4. Média da degradacdo da luz (x desvio padrdo) da 3-HF livre (3-HF),
nanocapsula (NC6) e nanoesfera (NS1) a base da 3-HF ........c.coovveiiiii i, 56

Figura 5. Média do perfil de liberacdo in vitro da 3-HF a partir da dispersdo de
nanocépsula (NC6), seguida da sua difusdo através do saco de dialise. A concentragdo
teorica para dispersdo é de 10 ug/mML 3-HF. ... 58
Figura 6. Média do perfil de liberacdo in vitro da 3-HF a partir da dispersdo de
nanocapsula (NS1), seguida da sua difusdo através do saco de diélise. A concentracdo
tedrica para dispersdo € de 10 ug/mL 3-HF. ... 58
Figura 7. Efeito da 3-hidroxiflavona no crescimento das linhagens celulares tumorais
NUMANAS AD49 € IMICF =7 .....iiiiieiieee ettt 60
Figura 8. Efeito da 3-hidroxiflavona nanoencapsulada na forma de nanocépsulas (NC6)
€ NANOESTEIAS (NSL) ..oviieiiiiiiiieie e 61
Figura 9. Inducdo de apoptose em células de MCF-7 apds 48 horas de tratamento com

3-hidroxiflavona na concentragcdo 40, 80 € 160 UM .........ccceeieieeviiiicie e 62



LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS, SIGLAS E UNIDADES

3-HF
MTT
A549
1Cso
CLAE-DAD
Dp

DP
DMSO
EE
EHL
PDI
INCA
LD

LQ
DMEM
MEV
NC

NS
PCL
pH

PZ
SFB
MCF-7

3- Hidroxiflavona

Brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
Céncer de pulmao humano

Concentracdo Inibitoria de 50%

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo
Desvio padréo r

Diametro das particulas

Dimetilsulfoxido

Eficiéncia de encapsulacédo

Equilibrio hidrdfilo lipofilo

indice de polidispersao

Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva
Limite de Deteccéo

Limite de Quantificagédo

Meio de cultivo

Microscopio eletrénico de varredura

Nanocapsulas

Nanoesferas

Poli-&-(caprolactona)

Potencial hidrogenibnico

Potencial zeta

Soro fetal bovino

Tumor de mama



RESUMO

LEMES, RAIANE SILVA. Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia Goiano,
Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2017. Preparacdo e caracterizacdo de
nanoparticulas poliméricas contendo 3-hidroxiflavona. Orientadora: Dr.2 Cristiane

de Melo Cazal. Coorientador: Dr. Paulo Sergio Pereira.

O cancer é denominado um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doencas que
tém em comum o crescimento desordenado de células anormais com enorme potencial
invasivo. Mais de 60% dos medicamentos utilizados para o tratamento de cancer tem
em alguma instancia sua origem relacionada aos produtos naturais e de seus derivados.
A 3-hidroxiflavona (3- HF), por exemplo, é um produto natural que exibe atividade
inibitdria frente a algumas linhagens de células tumorais. Para melhorar a eficacia
desses farmacos, o uso da técnica de nanoencapsulacdo vem se destacando, por
apresentar varias vantagens significativas. Neste contexto, a presente proposta buscou
desenvolver nanoparticulas de PCL contendo 3- HF, na busca por um farmaco natural
encapsulado com atividade antitumoral frente as linhagens de células tumorais humanas
MCF-7 (tumor de mama humano) e A549 (tumor de pulmdo humano). As
nanoparticulas  poliméricas foram preparadas pela técnica de deposicdo
interfacial/deslocamento do solvente utilizando o polimero PCL- Poli-¢-(caprolactona),
diferentes formulacdes de nanocédpsulas e nanoesferas foram preparadas. Para
quantificar o teor 3- HF presente em nanoparticulas poliméricas, foi necessario

desenvolver e validar um método analitico usando cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE-DAD). O método demonstrou ser linear na faixa de 0,125-10 pg.mL™
(r* =0,9992). As precisdes (intra e inter dia) revelaram um desvio padrao relativo abaixo
de 5% e os valores de recuperagdo da substancia ativa (3-HF) presente nas nanocéapsulas
variaram de 85,29,% a 97,11% e nas nanoesferas a recuperacdo foi de 95,41,% e
96,76%. Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram de 0,036ug.mL™ e
0,12pg.mL™ respectivamente, o método mostrou ser eficiente e viavel. Os diametros de
particulas das nanocapsulas apresentaram valores médios entre 264,00 e 296,25nm e as
nanoesferas entre 240,67 e 261,23nm, o potencial zeta das nanocapsulas ficaram entre
-26,33 a -28,33mV, e das nanoesferas foram -25,73 e -27,20mV e o indice de
polidispersdo das nanocéapsulas variaram de 0,34 a 0,59 e das nanoesferas de 0,29 e
0,33, os pHs de todas as nanoparticulas ficaram proximo de 6 e as eficiéncias de
encapsulacdo ficaram acima de 96%. Através da MEV (Microscopia eletronica de
varredura), foi possivel visualizar a forma esférica das nanoparticulas com superficie
lisa e pouca rugosidade. O estudo de degradacdo mostrou que em 12 horas de exposi¢ao
a luz, a 3- HF livre teve degradacdo mais rapida (49,86 %), em compara¢do com, a 3-
HF encapsulada, que apresentou taxa de degradacdo de 30,43% para a nanocapsula e
para a nanoesfera 31,17%, ambas apresentaram um perfil de degradacdo semelhante.
Quanto ao estudo de liberacdo controlada in vitro em 72 horas de ensaio, verificou-se
que a difusdo da 3- HF nas nanocapsulas foi de 5,01% e nas nanoesferas foi de 7,33%,
portanto ndo houve diferenca significativa entre os resultados. A atividade antitumoral
in vitro revelou que a 3- HF livre exibiu valores de ICsy de 118,7 € 207,3 uM para as
linhagens A549 (tumor de pulm& humano) e MCF-7 (tumor de mama humano),
respectivamente. Ja para a 3-HF nanoencapsulada nao foi possivel calcular o ICsg,
sendo observada morte celular significativa apenas nas amostras tratadas na linhagem
A549.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer, 3-hidroxiflavona, Nanoparticulas.



ABSTRACT

LEMES, RAIANE SILVA. Goias Federal Institute of Education, Science and
Technology —Rio Verde Campus — GO, February of 2017. Preparation and
characterization of polymeric nanoparticles containing 3-hydroxyflavone.Adviser:

Dr.2 Cristiane de Melo Cazal. Co- adviser: Dr. Paulo Sergio Pereira.

Cancer is called a set of more than 100 different types of diseases that have in common
the disordered growth of abnormal cells with huge invasive potential. More than 60% of
medicines used for the treatment of cancer have in some instance their origin related to
natural products and their derivatives. The 3-hydroxyflavone (3-HF), for example, is a
natural product which exhibits an inhibitory activity against certain tumor cell strains.
To improve the efficacy of these drugs, the use of the nano encapsulation technique has
been highlighted, as it has several significant advantages. In this context, the present
proposal sought to develop 3-HF PCL nanoparticles in the searching for an
encapsulated natural drug with antitumor activity against human tumor cell strains
MCF-7 (human breast tumor) and A549 (human lung tumor). Polymeric nanoparticles
were prepared by the interfacial deposition or solvent displacement technique using
PCL-Poly-g- (caprolactone) polymer, and different formulations of nanocapsules and
nanospheres were prepared. To quantify the 3-HF content presented in polymer
nanoparticles, it was necessary to develop and validate an analytical method using high

performance liquid chromatography (CLAE-PAD). The method was linear in the range
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of 0.125 - 10 pg.mL™ (> = 0.9992). The precision (intra- and inter-day) showed a
relative standard deviation below 5% and recovery values of the active substance (3-
HF) present in the nanocapsules ranged from 85.29% to 97.11% and in the nanospheres
recovery was 95.41, % and 96.76%. The limits of detection (LD) and quantification
(LQ) were 0.036pg.mL™ and 0.12pg.mL™" respectively, the method was efficient and
feasible. The particle diameters of the nanocapsules presented average values between
264.00 and 296.25 nm and the nanospheres between 240.67 and 261.23 nm, the zeta
potential of the nanocapsules were between -26.33 to -28.33 mV; And the nanospheres
were - 25.73 and -27.20 mV and the polydispersity index of the nanocapsules ranged
from 0.34 to 0.59 and the nanospheres from 0.29 and 0.33, the pH of all nanoparticles
remained 6 and the encapsulation efficiency was above 96%. Through SEM (Scanning
Electron Microscopy), it was possible to visualize the spherical shape of the
nanoparticles, with smooth surface and little roughness. The degradation study showed
that in 12 hours of exposure to light the nanocapsule and nanosphere presented a similar
degradation profile, the encapsulated 3-HF presented a degradation rate of 30.43% and
31.17%, respectively, while free 3-HF had a more rapid degradation at a rate of 49.86%.
As for the in vitro controlled release study in 72 hours of the test, the diffusion of 3-HF
in the nanocapsule of 5.01% and in the nanosphere was 7.33%, therefore they showed
no significant difference between them. In vitro antitumor activity revealed that free 3-
HF exhibited 1Cs, values of 118.7 and 207.3 uM for the A549 (human lung tumor) and
MCF-7 (human breast tumor), respectively. With nano encapsulated 3-HF, it was not
possible to calculate the 1Csp, and a significant cell death was observed only in samples
treated in the strain of A549

Key words: Cancer, 3-hydroxyflavone, Nanoparticles.



1- INTRODUCAO

1.1 - Cancer

A palavra cancer tem origem latina (cancer), significa “caranguejo” foi
utilizada para fazer uma analogia, em relacdo as caracteristicas infiltrativas das patas
deste crustaceo e correlacionando ao potencial de caréter evolutivo da doenca.™?

O céancer refere-se ao termo neoplasia, especificamente aos tumores malignos,
sendo uma doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado de células
transformadas que crescem e se dividem sem respeitar os limites esperados, invadem e
destroem tecidos e 6érgdos vizinhos, e pode se espalhar para diversas regides do corpo,
até mesmo as mais distantes, através de um processo chamado metastase.>*

O tumor ou também chamado de neoplasia, significa “novo crescimento”, que
pode ser classificado como benigno ou maligno. O tumor maligno se caracteriza por
apresentar uma rapida diviséo e velocidade de multiplicacdo incontrolavel das células
no organismo, que tendem a ser muito agressivas. *

Diferentemente do tumor benigno, que é apenas uma massa localizada de
células que tem semelhanca ao seu tecido original, sdo autolimitados em seu
crescimento e ndo invadem tecidos vizinhos, e que raramente pode constituir um risco
de morte, embora alguns tumores benignos sejam capazes de evoluir para malignos. *

Diversos fatores podem provocar o desenvolvimento dessa doenga, podendo
ser externas ou internas ao organismo, ou ambas relacionadas, a maioria dos casos de
cancer é causada por fatores externos, que estdo associadas a0 meio ambiente, habitos,

cultura ou costumes préprios de uma sociedade, alguns exemplos dos fatores de risco



externos sdo o tabagismo, alcoolismo, alimentagéo, exposicdo excessiva ao sol, dentre
outros, esses fatores de risco ambientais de cancer atuam alterando a estrutura genética
(DNA) das células, ja os fatores internos referem-se as condicGes pré-determinadas
geneticamente, hereditarias e biolgicas.

Sendo assim, os fatores podem ser classificados como evitaveis e ndo evitaveis
pelos proprios individuos, o surgimento do céncer vai depender da intensidade e
duracdo da exposicdo das células aos agentes causadores de cancer, alguns estudos
relatam que o aumento da expectativa de vida e os atuais padrdes de vida adotados
afetam de forma significativa o aumento da incidéncia do cancer no mundo.*?

Em geral o processo de desenvolvimento do céncer ocorre por trés estagios
denominados iniciacdo, promocgdo e progressdo. No estagio de iniciacdo as células
sofrem o efeito dos agentes cancerigenos que provocam modificagdes em um ou mais
genes, mais ainda ndo € possivel detectar clinicamente o tumor nesse estagio. No
estagio de promocao, as células iniciadas sofrem o efeito dos agentes cancerigenos e sdo
transformadas em células malignas de forma lenta e gradativa. O terceiro e ultimo
estadgio se caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células
alteradas, ou seja, a doenca j& estd instalada, e comeca a surgir as primeiras
manifestacdes clinicas da doenca. Como o cancer ndo apresenta sintomas em sua fase
inicial, apresenta dificuldade de detecta-la precocemente, pois 0 processo de
desenvolvimento do cancer envolve maltiplas etapas, e em geral essas etapas ocorrem
de forma lenta, podendo levar até anos para que uma célula cancerosa se prolifere e
consequentemente dé origem a um tumor visfvel.*

O cancer € um dos principais problemas de saude puablica a nivel mundial,
sendo o responsavel por milhGes de mortes no mundo. Estima-se que mais de 12
milhdes de pessoas no mundo que sdo diagnosticadas todo ano e cerca de 8 milhdes de
pessoas morrem por ano por causa dessa doenca. Se medidas efetivas ndo forem
tomadas, esse nimero podera aumentar cada vez mais de forma drastica, para o ano de
2030 a estimativa é que havera 21,4 milhdes de novos casos e 13,2 milhdes de novas

mortes globais,*®”

gerando imensa preocupacdo com o impacto que serd causado por
esta doenca.

No Brasil, o cancer é considerado a segunda doenca que mais causa morte,
ficando atras apenas por doencas cardiovasculares.® Para destacar a dimensdo desse
problema no Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) que é o 6rgao auxiliar do

Ministério da Saude no desenvolvimento e na coordenacgéo das acOes integradas para a



prevencdo e o controle do cancer no Brasil, publicou uma estimativa para o ano de
2016-2017, que aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer.’

Existem quase 100 tipos de céncer que correspondem aos varios tipos de
células do corpo.” Com base nas informacdes divulgadas pelo projeto Globocan, na
regido da Ameérica Latina e do Caribe, em relagdo aos tipos de cancer mais incidentes
no mundo foram pulmdo (1,8 milh&o), mama (1,7 milh&o), intestino (1,4 milh&o) e
prostata (1,1 milhdo), sem considerar os tumores de pele ndo melanoma.'® O cancer de
mama e de pulméo estdo entre os mais frequentes, nas mulheres o cancer de mama
possui a maior incidéncia e também provoca a maior mortalidade na populagdo
feminina em todo 0 mundo, j& o cancer de pulmé&o é considerado um dos tipos de cancer
mais agressivos, possuindo alta letalidade.’

A falta de controle da proliferacdo celular, diferenciacdo e morte, que invade
6rgdos e tecidos, sdo as caracteristicas mais pertinentes dessa doenca, que provoca
muitas dificuldades no tratamento do cancer, as dificuldades mais comuns séo a
resisténcia a multiplas drogas disponiveis atualmente no mercado farmacéutico, a falta
de seletividade, toxicidade e baixa especificidade.*"*?

O tratamento do cancer vai depender da gravidade da doenga e de acordo com
0 tipo de cancer, geralmente de forma geral, baseia-se na associacdo da resseccédo
cirlrgica dos tumores ao tratamento radioterapico e a quimioterapia. ** No entanto esse
tratamento € muito agressivo ao corpo, as substancias quimicas ndo atuam em sitios
ativo especificos, podendo destruir e inibir o desenvolvimento de células normais,
gerando uma série de problemas posteriores ao tratamento, diminuindo a resisténcia
imunoldgica do organismo, com isso o paciente fica mais vulneravel para sofrer
algumas infecges.***°

H& muitos anos, o uso de substancias organicas de origem naturais € utilizadas
para muitas enfermidades humanas. As fontes naturais estdo disponiveis em abundancia
e oferecem as melhores possibilidades de encontrar substancias organicas com grande
potencial terapéutico, sdo mais de centenas de compostos derivados de produtos
naturais que ja foram testados ou estdo em fase de testes clinicos. Grande parte dos
medicamentos atuais sdo derivados diretamente ou indiretamente de micro-organismos,
vegetais, entre outros, que sdo utilizados para o tratamento de diversas doencas
principalmente para tratamento do cancer e de doencas infecciosas.!’®
O aumento dos investimentos da inddstria farmacéutica nas ultimas décadas

permitiu a descoberta e o0 desenvolvimento de novos compostos de origem natural e



desse modo alcancando o sucesso no mercado desses medicamentos.’® Foram
descobertas cerca de 1200 substdncias quimicas que possuem propriedades
farmacoldgicas, sendo que 48% desses compostos sdo de origens naturais.’
Aproximadamente 28% dos medicamentos que estdo disponiveis no mercado possuem
principios ativos isolados de produtos naturais ou semissintéticos e 24% s&o sintéticos
mas que sdo baseados em estruturas de produtos naturais.’® Em relacéo aos farmacos
antitumorais nas ultimas decadas foram introduzidos cerca de 60% de medicamentos
que tém sua origem de produtos naturais de plantas, microrganismos, animais ou
derivados destes.?

O uso de substancias naturais trata-se de uma ferramenta atrativa para a busca
de novos farmacos, que podem ser utilizados para o tratamento de diferentes patologias,
0s produtos naturais possuem uma vasta diversidade quimica, especificidade bioguimica
e elevada afinidade relacionada a ligacdo em receptores especificos, associada a amplo
potencial biolégico.” Podem ser utilizados diretamente ou como modelos (lead
structures) para o desenvolvimento de novas classes de farmacos, se tornando uma
importante fonte de protétipos que ainda tem muito a ser explorada.?

Ao longo dos anos varios agentes quimioterapéuticos foram descobertos e
desenvolvidos para o tratamento do cancer, sendo isolados a partir de fontes naturais
como vimblastina e vincristina (extraida a partir de Catharrantus roseus), etoposido e
teniposide (extraido de Podophylun peltatum L.) e paclitaxel (extraiu-se a partir de
Taxus brevifolia) que sdo medicamentos importantes introduzidos na terapia do
cancer.?® Assim a procura se torna cada vez constante e as linhas de pesquisa continuam
a se expandir para encontrar novos compostos fitoquimicos anticancerigenos e

antitumorais mais eficazes e com baixa toxicidade.?*?

1.2 - 3-Hidroxiflavona

Os flavonoides (compostos polifendlicos) representam o maior grupo de
metabolito secundario, que tém se destacado por apresentar diversas atividades
bioldgicas, tais como antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria, antiviral,
anticarcinogénica, vasodilatadora, efeitos estrogénicos, hepatoprotetora e estimulante
imunolégico dentre outras, e assim contribuido significativamente com a medicina.?®%®
Diversos autores destacam os flavonoides como inibidores de cancer por

apresentar atividades antioxidantes, controlar a proliferacdo celular, a inativacdo dos



carcinégenos e modular enzimas do metabolismo carcinogénico, a inducdo da inibicao
do ciclo celular e apoptose, a reversdo da resisténcia a farmacos maultiplos, ou uma
combinagéo destas atividades. 2%

Estudos epidemioldgicos indicaram que consumo diario de flavonoides por
meio de alimentos assegura a redugédo do risco de cancer e doencas cardiovasculares,
por apresentar atividade antioxidante.® Knekt e colaboradores (2002)* encontraram
relacdo inversa entre o consumo de flavonoides e 0 menor risco de incidéncia de cancer
pulmdo, prostata e mama.

Essas propriedades dos flavonoides que lhe competem podem ser atribuidas a
sua capacidade de sequestrar radicais livres, (as quais estdo relacionados a presenca de
grupos hidroxila na estrutura dos flavonoides). Os flavonoides podem atuar em varios
niveis do processo cancerigeno, como por exemplo, na prevencdo da mutacdo dos
genes, inibindo a carcinogénese quimica (geracdo de radicais livres enddgenos, radiacao
ultravioleta e raios-X) e bioldgica (bactéria Helicobacter pylori causadora da Ulcera
estomacal, e associada ao desenvolvimento de cancer no estémago e alguns virus). **

Um flavonoide que vem se destacando por apresentar diversas funcdes
bioldgicas é a 3-hidroxiflavona (3- HF), ou de acordo com a nomenclatura da IUPAC:
3-hidroxi-2-fenilcromen-4-ona (Figura 1). A sua estrutura quimica possui apenas um
grupo hidroxila localizada na posicdo 3 no anel C, apresenta férmula molecular

C1sH1003, na qual é composta por grupos ceto, enol, éter e um grupo fenil. **

o (6]

Figura 1. Estrutura quimica da 3- HF (C1sH1003)

Entre as principais propriedades quimicas gerais dessa substancia, pode-se
destacar a coloragdo amarelada (Figura 2A), cristais em formato de agulhas (Figura 2B),
massa molar de 238,23g/mol e ponto de fusdo 171-172 ° C. E uma molécula
hidrofébica, com pouca solubilidade em agua ( 28,9 mg.L™, a 25 ° C), ***° que limita a

sua aplicacéo clinica.
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Figura 2. Imagem macroscépico (A) e microscépico (B) da 3- HF. (Lente objetiva de
40x). (Fonte propria).

A 3- HF é a molécula mais simples e comum da subclasse dos flavonoides
(flavondis). Os flavondis sdo conhecidos por serem 0s mais reativos, principalmente
pela presenca do grupo 3-OH livre.*” De acordo com Calabrd e colaboradores (2004) a
fotoestabilidade da 3-HF em solucéo foi investigada sob exposicéo forcada a radiacédo
UV-A. De acordo com os resultados, apds 11 minutos de irradiacdo foi possivel detectar
por CLAE a presenca de nove produtos originados da fotodegradacdo, demonstrando

grande instabilidade perante a luz.*®

Em outro trabalho verificaram que a
fotoestabilidade de 3-HF em solucdo também era afetada pela polaridade dos solventes
utilizados, por diferentes valores de pH e por diferentes comprimentos de onda de
irradiacéo.*

Outro estudo avaliou o efeito supressor dessa substancia sobre a citotoxicidade
do hidroperéxido de &cido linoleico (LOOH) em relacdo as células PC12 de
feocromocitoma de rato, os resultados mostraram que a 3-HF foi eficaz contra o estresse
oxidativo e que a ingestdo adequada dos flavonoides pode ser benéfica para células sob
condicdes de estresse oxidativo. *°

Alguns estudos demonstraram que a 3- HF apresenta uma caracteristica
especifica em que pode ser utilizada como agente quelante por se ligar a ions metalicos,
A presenca do grupo 3-hidroxila permite a formacao do complexo envolvendo o grupo
funcional carbonila.** Também pode ser utilizada para o tratamento de algumas doencas
como diabetes utilizando o complexo de 3-HF-zinco ** e da tuberculose com o uso do
complexo de 3-HF- cobre.*® Além disso, a 3- HF também apresentou atividade
inibitoria in vitro contra doencas negligenciadas, tais como doenca de Chagas e a
leishmaniose, apresentando IC 5, de 2,94 e 3,30 UM respectivamente, em comparacao

com a miltefosina (IC 5o 2,72 LM) que é a droga padréo usada em ensaios biol6gicos.*



Outra atividade biol6gica no qual a 3-HF também se destacou foi sua acdo
antitumoral.”® Por ser extremamente antioxidante, modula a via de sinalizacdo de uma
ampla variedade de processos, incluindo o crescimento celular, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. ***®

De acordo com Lang e colaboradores (2010)*° a 3-HF demonstrou ser um
inibidor potente da proteina Aurora B, que apresentou o ICsy de 1,071 pM, no qual
diminuiu e inibiu o nivel de fosforilacdo de histona H3 mitdtico, e induziu a inibic¢do da
proliferacdo em diferentes linhas celulares de cancer, apresentando os seguintes valores
de 1Csp: 7,2 uM em A375 (melanoma Humano), 14,2 uM em MCF-7 (tumor de mama),
19,1uM em H1299- carcinoma de células ndo pequenas do pulméo, 30,9 uM em SK-
OV-3- carcinoma do ovario, 39,2uM em SK-Hepl - adenocarcinoma do figado, 39,4
UM em SW620- carcinoma do célon entre outros.

Lin e colaboradores (2007)> mostraram que a 3-hidroxiflavona exibe atividade
inibitéria sobre a E2 (17 B- estradiol) / IGF-1 (Fator de crescimento Semelhante a
Insulina) e na proliferacdo de células MCF-7 (tumor de mama). De acordo com Cazal e
colaboradores (2013)% esta substancia inibiu o crescimento de MCF-7 (tumor de
mama), NCI-H460 (cancer de células ndo pequenas de pulmao) e A375-C5- melanoma,
apresentando Glso (concentracdo minima que inibe 50% da proliferacéo celular) menor
que 8,30 uM, além disso, induziu cerca de 30% de morte celular por apoptose.

Ademais, a 3-HF foi a mais eficaz comparado com outros flavonoides na
reducdo significativa da viabilidade das células A549 (cancer de pulmdo) e K562-S
(leucemia) e nenhum efeito citotoxico foi observado nos grupos de células normais
(HaCaT e MDCK). Posteriormente verificou-se que a 3-HF em combinagdo com
mesilato de imatinibe resultou na morte celular significativa por apoptose em células de
leucemia, apresentando 1Cso em células K562-S (191,9uM) e K562-R (234,3 uM) com
a combinag&o de 3-HF com mesilato de imatinibe, esse valor foi reduzido para 2,1 pM e
28,9 UM respectivamente, a 3-HF sozinha resultou em apoptose minima (menos de
10%) e no tratamento com a combinacdo a percentagem de células em apoptose foi
aumentada para 35-40%, mostrando o efeito sinérgico do farmaco.>

A alta poténcia e baixa toxicidade da 3- HF, torna uma alternativa viavel para
drogas terapéuticas convencionais. No entanto, em certas ocasifes as aplicacfes sdo
muitas vezes limitadas pela baixa solubilidade em agua, portanto ha grande interesse na

utilizacdo de nanoparticulas como sistemas de liberacdo de farmacos, os quais séo
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capazes de assegurar o aumento da hidrossolubilidade, e consequentemente, melhorar a
biodisponibilidade destes farmacos lipossoltveis.>

Por apresentar diversas atividades biologicas, alguns autores sugerem mais
estudos com essa substancia, é necessario compreender a acdo terapéutica de 3-HF
sobre a base molecular, exigirindo o conhecimento do seu modo de interagdo com

outros alvos bioldgicos, especialmente o DNA e proteinas,®* ™

que permite explorar as
caracteristicas estruturais e funcionais das biomacromoléculas para decifrar seus

processos biofisicos. 42

1.3 - Nanotecnologia associada com o cancer

Apds alguns anos de estudos, tem-se percebido que apenas o desenvolvimento
de novos farmacos ndo é suficiente para assegurar 0 progresso da terapia
medicamentosa, também é necessario buscar novas alternativas para melhorar a eficécia
do tratamento de doencas neoplasicas avancadas, e investigar estratégias capazes de
superar os efeitos secundarios de toxicidade e efeitos adversos desses medicamentos. >

A nanotecnologia € uma técnica inovadora e promissora que oferece varias
vantagens para o tratamento de muitas doencas, inclusive do céncer, que apresenta
diversas dificuldades de tratamento, entre elas pode se destacar a resisténcia que
algumas células tumorais tém ao efeito citotoxico de alguns quimioterapicos. >"8

A eficiéncia do tratamento de cancer possui algumas limitacbes por varios
fatores peculiares, tais como a pobre absorcdo de alguns farmacos em células
cancerosas, desintoxicacdo e eliminagédo eficiente dos farmacos, além disso, existe a
falta de seletividade muito grande dos farmacos anticancerigenos em relagdo ao local
afetado pelo tumor, ndo preservando as células normais de suas agdes devastadoras, e
assim provocam efeitos secundarios graves aos pacientes que utilizam esses
medicamentos, consequentemente resultando baixa eficiéncia do tratamento. * A
maioria das drogas anticancer tem baixa solubilidade em agua, rapido metabolismo e
eliminacdo, baixa seletividade do tumor e efeitos secundarios para os tecidos saudaveis
e a incapacidade para atravessar barreiras celulares, limitando assim o seu uso clinico.
56,60,61

Diante dessas dificuldades se torna perceptivel a necessidade de identificar,
avaliar e desenvolver novos e mais eficientes farmacos para o tratamento do cancer. Por

isso durante a ultima década, tem aumentado o interesse no uso da nanotecnologia para
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a terapia do cancer, podendo trazer avancos significativos proporcionando uma solucéo
mais eficiente e menos prejudicial por superar as limitacbes encontradas em
quimioterapia convencional. ®* A aplicacdo de sistemas de liberacdo controlada em
farmacos tem a finalidade de melhorar o transporte e as propriedades dos farmacos
quimioterapicos.®® Além disto, é fundamental ndo sé encontrar o alvo adequado no
tumor mas também buscar farmacos que tratem com sucesso esta doenga, mas também
é necessario determinar a forma de transportar o farmaco.**

A associacdo da nanotecnologia com o desenvolvimento de novos farmacos
fornece vérias vantagens como a liberagdo controlada dos principios ativos
encapsulados. Em tal forma o farmaco é gradualmente liberado ao contrério de algumas
formulagGes convencionais, ademais promove 0 aumento da solubilidade do
quimioterapico, é possivel melhorar a biodisponibilidade, tempo de metabolizacdo, a
protecdo da degradacdo prematura e interagdo com o ambiente biolégico de sua
inativacdo antes de chegar ao seu local de acdo, facilitando a penetracdo intracelular
almejando a distribuicdo mais seletiva, aumentando a especificidade, tolerabilidade,
reduzindo os gastos do paciente, diminui a necessidade de altas doses e 0 humero de uso
e 0s riscos de toxicidade, e assim aumentando o indice terapéutico desses medicamentos
e reduzindo os efeitos colaterais indesejaveis.*>®’

As nanoparticulas podem ser classificadas em dois sistemas diferentes:
nanoesferas e nanocapsulas.®®"® As nanocapsulas — NC (Figura 3) sdo constituidas por
uma parede polimérica disposta ao redor de um ndcleo oleoso, em que o0 composto ativo
fica confinado numa cavidade rodeada por uma membrana polimérica, ja as nanoesferas
— NE néo contém o nucleo oleoso em sua composicéo e sdo formadas por uma matriz

polimérica, em que a substancia € dispersa por todo o polimero, na sua superficie, no

seu interior ou dissolvido na matriz, como mostrado na Figura 3.8/
Nanocapsula Nanoesfera
Parede Matriz
Polimerica \ " Polimérica
. © © o o«
Nucleo <5 OO o oo
Oleoso (@] o o o (@) o o
o O O o © (@}
o) O
3- hidroxiflavona 3-hidroxiflavona

Figura 3. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas com a 3-
hidroxiflavona (Adaptado de SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).
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As nanoparticulas poliméricas séo sistemas que apresentam didmetro inferior a
lum, que promovem a liberacdo controlada do principio ativo em velocidade e
condicdes especificas. ”° As nanoparticulas poliméricas sdo frequentemente empregadas
nas pesquisas, quando comparadas com outros sistemas coloidais apresentam maior
estabilidade em fluidos bioldgicos e ao armazenamento, além da matéria-prima ser de
facil obtencdo. ®

As nanoparticulas podem ser preparadas a partir de polimeros de origem
sintética ou natural.”” Entre os principais polimeros sintéticos que podem ser utilizados
na preparacdo de nanoparticulas, pode-se citar o polimero Poli-E-caprolactona (PCL). E
um poliéster alifatico (Figura 4) que possui baixo ponto de fusdo (cerca de 60 °C) se
caracteriza por ser um polimero biocompativel e biodegradavel. Que apresenta
simplicidade na preparacdo de nanoparticulas, alta eficiéncia de encapsulacéo, dispersdo

de moléculas pouco polares em meio aquoso e elevada estabilidade das dispersdes

61,78
o]
o
n

Figura 4. Férmula estrutural do PCL

coloidais.

O PCL é amplamente utilizado em aplicacdes de administracdo de farmacos,
apresenta boas propriedades fisicas, no ponto de vista econdmico € relativamente
barato, além de ndo causar reacdo inflamat6ria nem tdxica, € estavel, degrada-se de
acordo com 0 processo em que estd sendo utilizado, se degrada muito lentamente in
vitro na auséncia de enzimas e também in vivo, também & bastante permeavel e
facilmente excretado pelo organismo. "*%

Em um estudo o PCL foi testado de forma isolada para verificar a sua agdo nas
na linhagem celular MCF-7, as células ficaram intactas permanecendo completamente
viaveis, assegurando que o polimero ndo induziu qualquer citotoxicidade.®* Dentre
estes, sistemas coloidais poliméricos tém recebido consideravel atengéo particularmente
aqueles preparados com polimeros que ndo apresentam atividade bioldgica e sdo
facilmente degradados in vivo. %

Entre as técnicas mais utilizadas para o preparo de nanoparticulas poliméricas,

a partir de polimeros pré-formados pode-se destacar o0 método de nanoprecipitacdo ou
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também chamado de deposicdo interfacial/deslocamento do solvente. E considerada
uma das técnicas mais simples, econdmica, reprodutivel e rapida.®* %

Independente do método utilizado para a obtencdo das nanoparticulas é de
extrema importancia caracterizar as nanoparticulas poliméricas, para ter o conhecimento
do comportamento do sistema em interesse. Os parametros fisico-quimicos que
normalmente séo avaliados durante os estudos de estabilidade sdo o diametro de
particula, o potencial zeta, a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, degradacao
acelerada, avaliacdo morfoldgica, avaliacdo da toxicidade em cultura de células,
avaliacdo da interacdo entre farmaco e polimero e determinagdo da cinética de liberacao
do farmaco em funcéo do tempo (liberacéo in vitro).®*

E esses conjuntos de informacbes obtidas pela caracterizacdo das
nanoparticulas sdo muito relevantes, para compreender a proposi¢cdo de modelos que
descrevem a organizacdo das nanoparticulas em nivel molecular que depende da
composicao qualitativa e quantitativa de formulacdes.®®

Considerando as propriedades terapéuticas da 3- hidroxiflavona e as diversas
vantagens proporcionadas pelas nanoparticulas poliméricas, torna-se uma alternativa
viavel a combinagdo dessa técnica com os produtos naturais na tentativa de encontrar
farmaco mais especificos e com menos efeitos colaterais para o tratamento do céncer,
contribuindo de forma significativa no tratamento do cancer para as linhagens A549

(tumor de pulméo humano) e MCF-7 (tumor de mama humano).
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2-0OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Os objetivos gerais deste trabalho foram preparar e caracterizar nanoparticulas
de poli-e-caprolactona (PCL) contendo 3-HF e avaliar a acdo antitumoral in vitro da 3-
HF livre e encapsulada frente as linhagens A549 (tumor de pulmé&o humano) e MCF-7

(tumor de mama humano).

2.2 - Objetivos Especificos

o Desenvolver e validar o método cromatografico por CLAE (Cromatografia
liquida de alta eficiéncia) para determinar a quantidade de 3- HF em nanoparticulas;

o Preparar e caracterizar as suspensdes coloidais de nanoparticulas contendo 3-HF;
o Realizar estudos de liberagéo controlada da 3-HF e verificar o efeito fotoprotetor

do nanossistema sobre a 3-HF contida nas nanoparticulas;

° Investigar o 1Cso (concentracdo que inibe 50% da proliferacdo celular) da 3-HF
livre e nanoencapsulada nas linhagens celulares tumorais humanas A549 (tumor de

pulmédo humano) e MCF-7 (tumor de mama humano).
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3- CAPITULDO I: Desenvolvimento e validacio de método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificacdo de 3-
hidroxiflavona em nanoparticulas poliméricas

(Normas de acordo com a revista Quimica Nova)

RESUMO

A 3-hidroxiflavona é um flavonoide natural que apresenta vérias atividades bioldgicas,
uma em destaque é sua atividade antitumoral frente a algumas linhagens de células
cancerigenas. A nanotecnologia pode ser um recurso propicio para auxiliar os
beneficios desse composto e minimizar seus efeitos colaterais. Neste sentido o objetivo
deste trabalho foi desenvolver e validar um método analitico usando cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) para quantificar o teor 3-hidroxiflavona
presente em nanoparticulas poliméricas biodegradaveis. O método demonstrou ser
linear na faixa de 0,125 -10 pug.mL™ (r =0,9993). As precisdes (intra e inter dia)
revelaram um desvio padrdo relativo abaixo de 5% e os valores de recuperagdo da
substancia ativa presente nas nanocépsulas variaram de 107,91% a 115,63% e nas
nanoesferas a recuperacao variou de 108,89% a 115,48%. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram de 0,036ug.mL™ e 0,12ug.mL™, respectivamente. A
metodologia analitica desenvolvida foi seletiva, reprodutivel, linear, exata e precisa. O
método mostrou ser eficiente e viavel para aplicacdo na andlise quantitativa de 3-

hidroxiflavona presente em nanoparticulas poliméricas.

Palavras-chave: Validacdo. 3-hidroxiflavona. CLAE. Nanoparticulas.
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3-CHAPTER I: Development and validation of analytical method
by high efficiency liquid chromatography for quantification of 3-
hydroxiflavone in polymeric nanoparticles

(Standards in accordance with the Quimica Nova magazine)

ABSTRACT

3-hydroxyflavone is a natural flavonoid that shows several biological activities
including its anti-tumor activity against some cancer cell lines. Nanotechnology can be
a valuable resource to aid the benefits of this flavonoid and to minimize its side effects.
In this context, the main goal of this work was to develop and to validate a specific
analytical method using CLAE-PAD for the quantification of 3-hydroxyflavone in
biodegradable polymeric nanoparticles. The method was linear in the range of 0.125-10
ng mL™ (r 0.9993). The precision (intra- and inter-day) revealed a relative standard
deviation below 5% and recovery values of the active substance present in the
nanocapsules ranged from 107.91% to 115.63% and in the nanospheres recovery varied
from 108.89% to 115.48%. The limits of detection (LD) and quantification (LQ) were
0.036 ug mL™ and 0.12 pug mL™, respectively. The analytical methodology developed
here was selective, specific, linear, accurate and precise. Moreover, the method showed
to be efficient and feasible for application in the quantitative analysis of 3-

hydroxyflavone present in biodegradable polymeric nanoparticles.

Key words: Flavonoid, nanospheres, nanocapsules, validation analytical method.
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3.1- INTRODUCAO

A 3-hidroxiflavona (3-HF), ou de acordo com a nomeclatura da IUPAC: 3-
hidroxi-2-fenilchromen-4-ona € um composto quimico com férmula molecular
Ci15H1003 que possui apenas um grupo hidroxila na sua estrutura (Figura 1). Apresenta
massa molar de 238,23 g.mol™, pertence & classe dos flavonoides, tem atraido bastante
interesse pelo seu papel na defesa da atividade antioxidante celular e extracelular, além
disto oferece inUmeras propriedades benéficas na salde humana, como o tratamento

diversas doenca, incluindo o cancer.””’

O
(]
OH

O

Figura 1. Estrutura quimica da 3-Hidroxiflavona (C15H1003)

A 3-HF possui varias funcdes bioldgicas e, por ser extremamente antioxidante,
modula a via de sinalizacdo de uma ampla variedade de processos, incluindo o
crescimento celular, diferenciagdo e sobrevivéncia celular.® Lin e colaboradores®
mostraram que a 3-HF exibiu uma atividade inibitoria sobre E2 (17-B-estradiol)/ IGF-I
(Fator de Crescimento Semelhante a Insulina) na proliferacdo de células MCF-7. Em
outro trabalho, a 3-HF inibiu o crescimento de adenocarcinoma de mama (MCF-7),
cancer de células ndo pequena de pulmdo (NCI-H460) e melanoma (A375-C5),
apresentando Glsg (inibicdo 50% do crescimento celular) menor que 8,30 puM, além
disso, induziu cerca de 30% de morte celular por apoptose.*

Ademais, a 3-HF foi a mais eficaz comparado com outros flavonoides na
reducdo significativa da viabilidade das células de cancro do pulméao (A549), bem como
leucemia (K562-S) e nenhum efeito citotoxico foi observado nos grupos de células
normais (HaCaT e MDCK), posteriormente verificou-se que a 3-HF em combinacdo
com mesilato de imatini resultou na morte celular significativa por apoptose em células
de leucemia, apresentou ICsp de células K562-S (191,9 uM) e K562-R (234,3 uM) com
a combinacdo de 3-HF com mesilato de imatini , esse valor foi reduzido para 2,1 uM e
28,9 UM respectivamente, a 3-HF sozinha resultou em apoptose minima (menos de
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10%). No entanto, no tratamento com a combinacdo a percentagem de células em
apoptose foi aumentada para 35-40%, mostrando o efeito sinérgico do farmaco.™

A nanotecnologia pode ser utilizada como um recurso para ampliar a atividade
antitumoral de principios ativos que possuem esta propriedade uma vez que a
encapsulacdo pode promover a liberagdo controlada, pode reduzir a necessidade de altas
doses e 0 nimero de administracbes do farmaco por dia. Além destas vantagens, as
nanoparticulas podem proteger os compostos encapsulados contra a inativacdo antes de
chegarem ao seu local de acdo e assim aumentar a penetracdo intracelular e
consequentemente melhorar a atividade farmacolégica."™

O termo nanoparticulas é o nome geral usado tanto para sistemas do tipo
nanocapsulas quanto para as nanoesferas. A diferenca ocorre pela composicdo e
organizacdo estrutural.® Nas nanocépsulas (NC) o composto ativo estd confinado
dentro de uma cavidade (geralmente um ndcleo oleoso) rodeada por uma membrana
polimérica. Nas nanosferas (NS) apresentam uma matriz polimérica na qual a
substancia ativa fica dispersa. Diferente das nanocépsulas, as nanoesferas ndo
apresentam o ntcleo oleoso. ¢

Em relagdo aos polimeros que podem ser utilizados na producdo de
nanoparticulas, pode-se citar o polimero Poli-€-caprolactona (PCL). O PCL é um
polimero biocompativel e biodegradavel que apresenta simplicidade na preparacdo de
nanoparticulas, alta eficiéncia de encapsulacdo, dispersdo de moléculas pouco polares
em meio aquoso e elevada estabilidade das dispersdes coloidais.>*%%

Para explorar os beneficios esperados da nanotecnologia, o presente trabalho
teve como objetivo desenvolver e validar um método analitico simples, rapido e preciso
para a quantificagdo de 3-HF presente em nanoparticulas poliméricas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um detector de fotodiodos

(DAD).

3.2 - MATERIAL E METODOS

3.2.1 — Materiais

A 3-HF (CysH1003, lote:063K3710V, 98% de pureza), o polimero poli-€-
caprolactona (PCL) de peso ponderal médio 45.000, monoestearato de sorbitano-60

(Span®60), polissorbato 80 (Tween®80) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
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EUA). O miristato de isopropila e solventes grau CLAE (Acetonitrila — J.T.Baker)
foram obtidos da empresa Gynlab (Goiania-GO). Agua ultrapura (18 Q) foi obtida por

osmose reversa em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).

3.2.2 - Equipamentos

Utilizou-se cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), Shimadzu® SCL-
10Avp, equipado com bomba - LC- 20AT, degaseificador - DGU-20, auto-injetor - SIL-
20A, forno - CTO-20A, detector - SPD-M20A e interface CBM-20A, detector arranjo
de diodo (DAD).

3.2.3 - Parametros cromatograficos

A anélise cromatografica foi realizada por eluicdo isocrética (1,0 mL min™),
coluna cromatografica Cig (Shim Pack VP-ODS 150 x 4,6 mm; 5,0 um - Shimadzu®)
com pré-coluna acoplada (C1g 10 mm x 4,6 mm, 5,0 pm - Shimadzu®). A composicdo
da fase mdvel foi acetonitrila-dgua 65:35 (v/v) com pH ajustado para 3,0 utilizando
acido acético glacial. A fase movel foi filtrada a vacuo em sistema de filtracdo
(Millipore®) utilizando membrana de PTFE (Politetrafluoroetileno-Millipore®) de 0,45
um. A temperatura da coluna foi mantida em 40 °C, o volume de inje¢ao foi de 10 uL e
o comprimento de onda de deteccdo selecionado foi de 343 nm. O tempo de corrida

cromatografica foi de 8 minutos.

3.2.4 - Preparacdao de solucdes de 3-HF

A solugdo-méae foi preparada usando um padrdo de 3-HF (1000 pg mL™) de
alto teor de pureza. O diluente utilizado foi acetonitrila (J.T.Baker) grau CLAE. As
solugdes para construgédo das curvas de calibracdo foram preparadas diluindo a solucéo-
mae em acetonitrila (0,125; 0,250; 0,500; 1,00; 2,50; 5,00 e 10,0 ug mL™), essas
concentragdes foram escolhidas, por estar na faixa de concentragcbes que ja foram
testadas e apresentaram efetivas acdo antitumoral. Dilui¢des semelhantes foram feitas
para investigar a precisdo (10,0 ug mL™?), a exatiddo do método (0,125; 1,00 e 10,0 pg
mL™), o limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ) (0,0625; 0,125; 0,250;
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0,500; 1,00 pg mL™) a partir da solucdo-mée padrdo. Todas as soluces foram

preparadas em triplicata.

3.2.5 - Validacédo do método

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com os critérios
propostos pela resolucdo da ANVISA RE n° 899, de 29/5/2003 e pela ICH
(International Conference on Harmonization) de 06/11/1996.**% Os parametros
avaliados no desenvolvimento deste trabalho foram: seletividade, linearidade, preciséo

intermedidria, repetibilidade, exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacao.

3.2.5.1 - Seletividade

A seletividade do método cromatogréfico foi avaliada em relagdo ao potencial
de interferéncia dos excipientes das nanoparticulas. Para este proposito, 0s
cromatogramas de amostras de nanoparticulas carregadas com o composto ativo foram
comparados com amostras das nanoparticulas preparadas sem 3-HF (isto é,
nanoparticulas vazias). Vale ressaltar que as amostras brancas foram preparadas da
mesma forma que as suspensdes de nanocapsulas contendo 3-HF, porém sem a adicao

da substancia analisada.

3.2.5.2 - Linearidade

A linearidade foi determinada através da construcdo de trés curvas de
calibracdo, em que foram preparadas sete solucdes (0,125; 0,250; 0,500; 1,00; 2,50;
5,00 e 10,0 ug mL™) analisadas em 3 dias diferentes e com leituras em triplicata. As
curvas de calibracdo foram construidas plotando-se as médias das areas dos picos (eixo
y) versus as concentragdes do padréo (eixo x). Os resultados obtidos foram tratados
estatisticamente através de analise de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados usando o software ASSISTAT disponivel de forma gratuita (ASSISTAT
Versao 7.7 pt (2017) - Homepage http://www.assistat.com).


http://www.assistat.com/

26

3.2.5.3 - Precisao

A precisdo foi avaliada em dois niveis, repetibilidade (intradia), tendo dois
analistas diferentes e precisdo intermediaria (interdias) em 3 dias consecutivos nas
concentracdes de 1,00 pg mL™ com seis réplicas. As solucdes foram analisadas através

do calculo dos desvios de leituras entre as injecoes.

3.2.5.4 - Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada nas concentracdes de 3-HF em: 0,125 ug
mL™; 1,00 ug mL™ e 10,0 pg mL™* em triplicata. As amostras para avaliacdo exatid&o
foram preparadas da seguinte forma: solugdes do padrdo de 3-HF foram adicionadas as
formulacBes de nanoesferas e nanocapsulas vazias. A extracdo da substancia ativa foi
feita utilizando acetonitrila. A exatiddo foi determinada através do calculo de
porcentagem de recuperagdo da 3-HF por meio da comparagdo entre a concentragéo
média determinada experimentalmente por analise cromatografica e a concentracao

tedrica correspondente do padrédo adicionado nas formulaces.

3.2.5.5 - Limites de deteccdo e quantificacao

O Limite de Deteccdo (LD) representa a menor concentracdo presente na
amostra que pode ser detectada, enquanto o limite de quantificacdo (LQ) corresponde a
menor concentracdo que pode ser determinada quantitativamente com aceitavel precisao
e exatidd0.?* Para a determinacéo dos limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ)
foram construidas trés curvas utilizando as seguintes concentracdes: 0,0625 pg mL™;
0,125 pg mL™; 0,250 pg mL™; 0,500 pg mL™ e 1,00 pg mL™. Os limites LD e LQ
foram obtidos através do DP (desvio padrdo do intercepto com o eixo y de trés curvas
de calibracdo) e da IC (média dos coeficientes angulares das respectivas curvas) obtidos
para o padrdo de 3-HF calculados pelas seguintes equacgdes de acordo com ICH
(1996):%

Lg= ?xlﬂ; LD =—x3
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3.2.6 - Preparo das nanoparticulas poliméricas carregadas com 3-HF

As nanoparticulas contendo 3-HF foram preparadas através do metodo de
deposicdo interfacial do polimero pré-formado.”® Foi preparada uma fase organica
contendo o biopolimero (PCL (poli-€-(caprolactona)), a 3-hidroxiflavona, o Span 60
(tensoativo de baixo EHL (equilibrio hidrofilo-lipéfilo)), o miristato de isodecila
(somente para nanocapsulas) e acetona. Em seguida esta fase foi vertida, sob agitacao
constante, sobre uma fase aquosa contendo Tween 80 (tensoativo de elevado EHL) e a
agua, mantendo-se a agitacdo magnética (Biomexer — 78HW-1 ) durante 8 minutos. Na
sequéncia, o solvente organico e parte da dgua foram removidos com o auxilio de um
evaporador rotativo (Tecnal- TE-211) a 40°C ajustando-se o volume final da
formulacdo para 10,0 mL. A Tabela 1 apresenta as diferentes formulacdes preparadas.
Estas formulacGes foram avaliadas quanto: a) a capacidade maxima de carga de 3-HF
suportada pelas nanoparticulas; b) a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nas

formulacGes e, c) estabilidade das nanoparticulas.

Tabela 1. Composicdo das formulagdes das nanoparticulas

Fase Organica (FO Fase Aquosa (FA)
Formulacdes | PCL | Miristatode | Span® | 3-HF | Acetona | Tween®80 | Agua
(mg) | isodecila (mg) | 60 (mg) | (mQ) (mL) (mg) (mL)
NC1 50,0 150 100 10,0 10,0 100 20,0
NC2 50,0 300 100 10,0 10,0 100 20,0
NC3 50,0 500 100 10,0 10,0 100 20,0
NS1 50,0 - 100 10,0 10,0 100 20,0
NS2 150 - 100 10,0 10,0 100 20,0

NC= Nanocaspsulas; NS= Nanoesferas; 3-HF= 3- hidroxiflavona.

3.2.6.1- Determinacao da eficiéncia de encapsulagdo (EE%0)

Para quantificar a eficiéncia de incorporacdo de 3-HF nas nanoparticulas

poliméricas baseou-se na técnica de filtracdo-centrifugacdo. Tubos com filtros de
acetato de celulose com poros de 0,22 um (Spin-X, Corning R) foram utilizados em
centrifuga Eppendorf R Mod. 8210R. Um volume de 500 pL da formulacdo de
nanoparticulas contendo o ativo (3-HF) foi adicionado ao tubo spin e centrifugado por
40 minutos a 20°C e 6000 rpm. Neste procedimento as nanoparticulas ficaram retidas
pela membrana, enquanto o meio de disperséo, ou seja, a fase aquosa, foi filtrada. Os

ultrafiltrados das formulages de nanoesferas e nanocépsulas (400 pL) foram diluidos
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em 200 pL de acetonitrila ultrapura e em seguida foram analisados em triplicata no
cromatografo liquido de alta eficiéncia para a determinacdo da concentracdo de 3-HF
livre (ndo encapsulada) na dispersao aquosa.

Ja o conteudo total de 3-HF (livre + encapsulado) presente nas formulacfes de
nanoesferas e nanocapsulas foi preparado diluindo-se 20,0 pL das amostras em 2,00
mL de acetonitrila. Antes das inje¢cdes no cromatdgrafo, todas as amostras foram
filtradas através de seringa contendo um filtro de acetato de celulose de 0,20 um de
tamanho de poro (431,219, Corning Inc.). As anélises foram realizadas em triplicata.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%), em porcentagem, foi determinada pela
diferenga entre a quantidade de 3-HF total e a quantidade de 3-HF livre através da

seguinte equacao:

(B—A)

EE% = *100

Em que: A é a concentracdo de 3-HF no ultrafiltrado (ug mL™) e B é a

concentracéo total de 3-HF na suspensdo (ug mL™).

3.2.6.2 - Determinagdo do pH, Potencial Zeta e didmetro das particulas das
formulacdes

Os valores de pH foram determinados diretamente nas suspensdes através do
pHmetro (Qualxtron Mod. 8010) calibrado por soluc6es tampéo pH 4,00 e pH 7,00.

O potencial zeta (PZ) das formulacdes foi determinado a partir de diluicdo das
amostras em agua destilada em concentracdo final de 5 % (v/v). As amostras foram
analisadas em triplicata em Zeta Potencial Analyzer (Brookhaven Instruments
Corporation®).

A distribuicdo do didmetro médio das nanoparticulas em suspensdo foi
determinada em equipametno denominado Diametro BI-FOQELS (Fiber Optic Quase
Elastic Light Scattering) da Brookhaven Instruments Corporation®. As medigdes foram
realizadas a temperatura ambiente, 1ImL da formulacéo de nanoparticulas foi diluido em

9,0 mL de agua destilada.
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3.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 - Desenvolvimento de métodos e otimizagao

Antes da etapa de validacdo, varios métodos foram testados e otimizados com
relacdo a varios parametros cromatograficos, tais como: composicao, proporcao e pH de
fase mdvel; simetria do pico cromatogréfico; taxa de fluxo de fase mdvel; méxima
absorcdo da 3-HF. Assim, para otimizagdo da composicdo da fase movel, agua e
acetonitrila foram testadas em varias proporcées, sendo que a fase mdvel escolhida para
validacdo do método foi ACN: H,0, na proporc¢édo de 65:35 (v/v) com pH 3,00 ajustado
com &cido acético glacial e fluxo de 1,00 mL min™ no qual apresentou melhor simetria
de pico para 3-HF.

A 3-HF foi quantificada no CLAE-DAD de acordo absorbancia maxima
verificada através de varreduras previamente realizadas entre os comprimentos de onda
variando de 220 a 400 nm. Os resultados das varreduras indicaram os comprimentos de
onda de maximas de absorgdes (Amax) €m: 242 nm, 307 nm e 343 nm. O comprimento
de onda escolhido foi o de 343 nm por ser o mais seletivo a deteccdo do principio ativo.
O tempo da corrida cromatogratica necessario para analises da 3-HF foi de 8 minutos e

o tempo de retencdo da 3-HF foi de aproximadamente 5 minutos.

3.3.2 - Validacao do método
Seletividade
Nestas condi¢cdes o tempo total necessario para analises foi de 8 minutos, o

pico apresentou assimetria igual a 1,248, o tempo de retencdo da 3-HF foi de 5 minutos

com numeros de pratos tedricos acima de 9.000 (Figura 2).
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Figura 2. Cromatogramas e espectro de UV obtidos da 3-HF. A. Cromatograma da
nanocépsula vazia, B. Cromatograma da nanoesfera vazia, C. Cromatograma da
nanocépsula com 3-HF, D. Cromatograma da nanoesfera com 3-HF (Condic¢des: Fase
movel constituida por ACN: H,O 65: 35 (v/v) com pH ajustado para 3,0 utilizando
acido acético glacial, fluxo de 1,0 mL min™ e deteccdo UV a 343 nm obtido por CLAE-
DAD); E. Espectro da 3-HF.

Linearidade

As curvas de calibracdo foram obtidas através da regressdo linear em funcéo
das areas dos picos cromatograficos relativas as concentracGes que variaram de 0,125 a
10,0 pg mL™. A curva de calibragdo média apresentou equacio da reta igual a y =
38609x - 2330,9 (em que y € a area do pico e x é a concentracdo da 3-HF) e coeficiente
de correlacdo (R) de 0,9993 indicando forte correlacdo linear entre as concentragdes da
3-HF e as areas dos picos (Figura 3). O grafico de residuos também esta apresentado na

Figura 3 e, de acordo com os resultados, ndo foram observados valores discrepantes.
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Foi realizado um teste F para se verificar a significancia e a linearidade da
regressdo. O valor do F tabelado (F-critico) foi de 4,46 (ao nivel de 1%) e 2,85 (ao nivel
de 5%) e o F calculado foi de 50.002. Tais valores confirmam a existéncia de relacdo
linear entre as varidveis e a inclinacdo da reta de regressdo nao € nula, ou seja, ndo
houve desvio da linearidade na faixa de trabalho avaliada. O valor p-intercepto foi de
0,1108 e o valor p-inclinacéo foi 7,188E-29. Os erros padrdo dos interceptos (a) e (b)
foram 1393,6 e 320,2, respectivamente. Todos os dados apresentados séo

demonstrativos da linearidade do método analitico.
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Figura 3. Curva média de calibracdo da 3- hidroxiflavona com 7 niveis de
concentracGes em triplicata e grafico de residuos.



Preciséao

A precisdo do método foi
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investigada pela repetibilidade e precisdo

intermediaria. Os resultados obtidos para a verificacdo da repetibilidade (preciséo

intradia) e precisdo intermediaria (interdias) do método analitico estdo apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2. Valores obtidos para verificacdo dos parametros de repetibilidade (precisdo

intradia) e precisdo intermediéria (interdias)

Injecdo Precisdo intradia Precisdo intradia Precisdo interdia
(Concentragao=1,0ug mL") Concentracéao Concentracao Concentracao
encontrada encontrada encontrada
(ug mL™) (ug mL™) (g mL™)
1 1,20 0,86 1,20
2 1,10 0,87 1,10
3 1,10 0,93 1,10
4 1,20 0,94 1,20
5 1,20 0,94 1,20
6 1,20 0,94 1,20
Média 1,20 0,91 1,20
DP 0,040 0,03 0,040
DPR (CV%) 3,67 3,69 3,10

DP= Desvio Padrdo; DPR= Desvio Padrdo Relativo; CV% = Coeficiente de Variacdo. N=6.

Os resultados obtidos na avaliacdo da preciséo (intradia) indicaram valores de
DPRs (%) de 3,67% e 3,69%, ja na precisao intermediaria (interdia) o valor de DPR (%)

foi de 3,10%. Esses valores ficaram abaixo do limite maximo de 5,00 % recomendado

pela ANVISA (RE 899/2003)%, o que demonstra conformidade com os parametros

estabelecidos para a validacdo de métodos cromatogréficos, demonstrando que o

método possui precisao e repetibilidade adequadas.
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Exatidao

Os valores descritos na Tabela 3 foram satisfatorios, pois todas as percentagens
de recuperacdo variaram de 107,91% a 115,63% para as nanocapsulas e de 108,89% a
115,48%, para as nanoesferas, demonstrando conformidade em relagdo aos limites
estabelecidos pela Anvisa®, na Resoluc&o n° 899 de 2003, que s&o de 80,0 — 120%.

Tabela 3. Valores experimentais da exatiddo do método

Concentracao Nanocapsulas (NC) Nanoesfera(NE)

(ng mL™) Rec (%) DPR (%) Rec (%) DPR (%)
0,125 115,6 2,70 108,9 2,92
1,00 107,9 0,95 115,5 0,49
10,0 110,6 0,07 111,3 0,03

Rec (%)= Porcentagem de Recuperacgédo da 3-HF; DPR(%)= valores de desvio padréo
relativo das medidas.

Limite de Detecgéo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

A sensibilidade do método para detectar e quantificar uma amostra de 3- HF,
foi definida através do desvio padrdo e da inclinacdo das curvas de calibracdo,
apresentando o LD 0,036ug mL™ e 0 LQ 0,12ug mL™. O limite de quantificacio é igual
o primeiro ponto da curva de calibragdo préximo a 0,13 ug mL™, esse valor é menor
que o valor citado por Calabro e colaboradores (2004)%° que relataram limites de

deteccéo 1,45 pug ml™, utilizando um método de eluicéo por gradiente.

3.3.3 - Aplicacdo do método desenvolvido para a quantificacdo de 3 -HF em

nanoparticulas

O método foi validado e aplicado para a quantificacdo de 3-HF presente nas
nanoparticulas para a determinagdo de eficiéncia encapsulacdo (EE%). Foram
preparadas diferentes formulagfes. As nanocépsulas (NC1, NC2 e NC3) e as
nanoesferas (NS1 e NS2) apresentaram um sistema homogéneo, sem formacdo de
precipitado e nem sobra de 3-HF. Nestas formula¢es foram determinadas a eficiéncia
de encapsulacdo (EE%), o diametro de particula (Dp); o potencial zeta (PZ) e o indice
de polidispersé@o (PDI). Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultado da caracterizacdo das nanoparticulas contendo 3-HF

Formulacdes *EE% Dp (nm) PZ (mV) PDI
NC 1 99,02 264,00 -26,93 0,34
NC 2 98,84 328,33 -28,27 0,59
NC 3 96,41 430,80 -26,33 0,57
NS 1 99,13 240,67 -25,73 0,33
NS 2 99,26 261,23 -27,20 0,29

NS: nanoesfera; NC: nanocapsula; Dp: didmetro de particula; PZ: potencial zeta; PDI:
indice de polidispersao; EE: eficiéncia de encapsulagdo.* n=3.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) da 3-HF nas nanoparticulas variou de
96,41% a 99,26%. O valor médio do pH para todas essas formulacdes foi de 6,00.
Quanto maior o potencial zeta, maior a estabilidade das particulas, estas carregadas
repelem entre si, superando a tendéncia de agregacdo. Nanoparticulas com um potencial
zeta entre +10,00 e -10,00 mV sdo consideradas aproximadamente neutras, por outro
lado, nanoparticulas com potenciais zeta mais elevados que 30 ou menor do que -30mV
sdo considerados muito estavel no meio de dispersdo. As formulacGes apresentaram
potenciais zeta préximos a - 26 mV, valor que é apropriado para manter uma boa
estabilidade das formulages sem agregacéo e precipitagdo uma vez que ocorre repulsdo
eletrostatica das particulas que é resultante da densidade de carga da superficie. 2%

Para as nanoparticulas poliméricas de PCL contendo hidrocortisona, Cazo e
colaboradores (2012) encontraram valores médios do potencial zeta em torno de -19,3
para as nanoesferas e -31,2 mV para nanocépsulas™. Conforme descrito por Kulkamp et
al. (2009) , o potencial zeta negativo esta relacionado aos componentes da interface das
particulas, ao polimero PCL- poli(e-caprolactona) e especialmente ao polissorbato 80
(Tween 80), decorrente de suas caracteristicas estruturais. 2

De acordo com Schaffazick, e colaboradores (2003) *°

as nanoparticulas
mesmo preparadas atraves de diferentes métodos, apresentaram didmetros medios entre
100 e 300 nm. No caso das nanocépsulas, um fator que influencia o didmetro das
particulas € a natureza do Oleo utilizado como ndGcleo. No presente trabalho as
nanocapsulas apresentaram didmetro médio maior, em torno de 341 nm, j& as
nanoesferas apresentaram um didmetro proximo a 250 nm. Conforme encontrado na
literatura, Cazo e colaboradores (2012)™ obtiveram para as nanoparticulas carregadas

com hidrocortisona um diamétro médio de 109,2 nm para as nanoesferas e, para as
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nanocapsulas um valor médio de 236,5 nm. As nanoparticulas contendo xantiletina
como principio ativo apresentaram nanocapsulas com didmetros médios entre 261 e 295
nm e as nanoesferas préximos a 201 nm. **

Essa diferenca do diametro médio nas NC e nas NS, certamente é pela
presenca do fator dleo (miristato de isodecila) presente nas NC e ausente nas NS. Nota-
se que nas nanocépsulas & medida que aumenta a quantidade de 6leo na formulacdo
(miristato de isodecila), aumenta o diametro de particula. Ja nas nanoesferas o diametro
de particula aumenta de acordo com o aumento de PCL.

O indice de polidispersdo (PDI) fornece informacGes sobre a homogeneidade
dos tamanhos das nanoparticulas em suspensdo. Os valores de PDI podem variar de 0 a
1, de acordo com a literatura. Valor de polidispersdo abaixo de 0,3 representa um
sistema monodisperso, ou seja, homogéneo na distribuicdo das nanoparticulas®®. Os
valores de PDI das amostras analisadas apresentaram, na maioria das formulagdes,
valores proximos a 0,3 indicando formacdo de sistemas monodispersos, com excecao
das nanocépsulas NC2 e NC3, que apresentaram valores em torno de 0,5 que indicam
neste caso, maior heterogeneidade do diametro das particulas em suspenséo.?®*

De modo geral a caracterizacdo das nanoesferas de PCL contendo a 3-HF
apresentou um perfil semelhante as nanocépsulas, ndo apresentando diferencas
significativas entre os parametros analisados. Entretanto a formulacdo NS1 é a mais
adequada, uma vez que se utilizou menor quantidade de PCL e ndo foi utilizado
miristato de isodecila.

A incorporagdo da 3-HF em sistemas de veiculo polimérico além de
proporcionar a liberacdo controlada do principio ativo encapsulado e proteger da
degradacdo prematura e da interacdo com o ambiente biolégico, aumentando assim a
especificidade, tolerabilidade e o indice terapéutico, é capaz também da possibilidade da

reducéo da toxicidade e minimizar os efeitos colaterais ***°.

3.4 - CONCLUSAO

O método analitico foi validado segundo ANVISA (2003) e ICH (1996),
atendeu as exigéncias analiticas, cumprindo os requisitos para ser considerado um

método confiavel e viavel, mostrando ser simples, rapido, especifico, linear, preciso e



37

sensivel, e que pode ser facilmente aplicado para quantificagdode 3-hidroxiflavona em

nanoparticulas poliméricas.
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4 - CAPITULO II: Preparacio e caracterizacdo de nanoparticulas
poliméricas contendo 3-hidroxiflavona

(Normas de acordo com a revista Quimica Nova)
RESUMO

A 3-hidroxiflavona (3-HF) possui atividade inibitéria frente a algumas linhagens de
células cancerigenas. A aplicacdo da nanotecnologia na éarea da oncologia pode
proporcionar varias vantagens. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi preparar e
caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo 3-HF utilizando o polimero poli-g-
caprolactona (PCL). As nanocapsulas e as nanoesferas apresentaram didmetros méedios
de particulas entre 284,51 e 250,95nm respectivamente, o potencial zeta das
nanocapsulas ficou em média -27,17mV e as nanoesferas-26,46mV, os pHs das
formulacBes ficaram proximos a 6 e a eficiéncia de encapsulacao ficou acima de 96%.
Durante 12 horas verificou-se que as nanoparticulas ofereceram protecdo contra a
degradacdo da 3-HF uma vez que a 3-HF livre apresentou degradacdo mais acelerada
(49,86%) comparada com a 3-HF presente nas nanocapsulas (30,43%) e nas nanoesferas
(31,17%). A liberagdo in vitro da 3-HF das nanoparticulas ocorreu de forma lenta e
gradativa, com aproximadamente 7,33% na nanoesfera e 5,01% na nanocapsula durante
72 horas. A atividade antitumoral in vitro revelou que a 3-HF livre exibiu valores de
ICs0 de 118,7 € 207,3 uM para as linhagens A549 (tumor de pulmé&o humano) e MCF-7
(tumor de mama humano) respectivamente, enquanto a 3-HF nanoencapsulada embora
ndo tenha sido possivel calcular o 1Csy, observou-se morte celular significativa nas

amostras tratadas na linhagem A549.

Palavras-chave: Cancer. Nanoparticulas. Flavonoides.
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4 - CHAPTER I1: Preparation and characterization of polymeric
nanoparticles containing 3-hydroxyiflavone

(Standards in accordance with the Quimica Nova magazine)

ABSTRACT

3-hydroxyflavone (3-HF) has inhibitory activity against some cancer cell lines. The
application of nanotechnology in the area of oncology can provide several advantages.
In this sense the aim of this work was to prepare and characterize polymeric
nanoparticles containing 3-HF using poly-g-caprolactone polymer (PCL). Nanocapsules
and nanospheres presented average values diameters particle between 284.51 and
250.95nm respectively, the zeta potential of the nanocapsules presented average values
of -27.17mV and nanospheres of -26.46mV, the formulations pHs were close to 6 and
the encapsulation efficiency was above 96%. For 12 hours the nanoparticles were found
to provide protection against degradation of 3-HF since free 3-HF showed a more rapid
degradation (49.86%) compared to 3-HF present in the nanocapsules (30.43%) and
nanospheres (31.17%). In vitro release of 3-HF from the nanoparticles occurred slowly
and gradually, with approximately 7.33% in the nanosphere and 5.01% in the
nanocapsule for 72 hours. In vitro antitumor activity revealed that free 3-HF exhibited
IC50 values of 118.7 and 207.3 uM for the A549 (human lung tumor) and MCF-7
(human breast tumor), respectively. With nano encapsulated 3-HF, it was not possible to
calculate the IC 5, and a significant cell death was observed only in samples treated in
the strain of A549.

Key words: Cancer. Nanoparticles. Flavonoids .
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4.1 - INTRODUCAO

Os flavonoides se destacam por apresentarem ampla propriedades
farmacéuticas, incluindo potentes drogas terapéuticas que sao eficazes contra doencas
mediadas por radicais livres." A 3-hidroxiflavona (3-HF) é uma estrutura bésica
importante para o grupo dos flavonoides, pertence a subclasse do flavonol (Figura 1), e
é bastante reativa principalmente pela presenca do grupo 3-OH livre.?

A 3-HF apresenta diversas atividades biolégicas por ser antioxidante®, alguns
grupos de pesquisa investigaram a 3- HF como um agente antitumoral e indutor de
apoptose, em diferentes linhagens tumorais, modula as vias de sinalizacdo de ampla
variedade de processos, incluindo o crescimento celular, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular.*” Outra caracteristica importante da 3-HF é a defesa antioxidante extracelular
contra espécies reativas de oxigénio (ROS),% com isso apresenta propriedades benéficas
na salide humana, incluindo atividade antitumoral.® Além de ser um inibidor potente do
dano peroxidativo das membranas celulares, apresentando atividade significativa

antioxidante e eliminadora de radicais neste sistema de membrana.t

OH
O
Figura 1. Estrutura quimica da 3- HF (C15H1003)

De acordo Cassetta, a 3-HF inibiu a enzima esteroidogénica 17b-HSDcl (17b-
hidroxiesteroides desidrogenases) — dependente do NADPH do fungo filamentoso
Cochliobolus lunatus (0.338 e 0.151 pM), que modulam a poténcia biologica dos
androgénios e dos estrogénios nos mamiferos.’® Em outro estudo, a 3-HF inibiu a
proliferacdo induzida por fator de crescimento epidérmico EGF (ICso = 68,7 uM),,
acompanhado por bloqueio a fosforilacdo da tirosina EGFR- receptor do facor de
crescimento epidérmico, a ativacdo de MAPK- proteinas quinases ativadas por
mitogénio e PGE, . prostaglandina E,.Isso indica que a 3-HF pode ter potencial para

prevenir a ocorréncia de formagao de cancer. ™
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Lin e colaradores (2007)* relataram que a 3-HF exibiu uma atividade inibitdria
sobre a E2 (17 B- estradiol)/ IGF-I (Fator de crescimento Semelhante a Insulina) e na
proliferacdo de células MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Lang e colaboradores
(2010)* testaram a agdo antitumoral da 3-HF frente vérias linhagens, tais como A375-
melanoma humano (ICsy =7,2 uM), MCF-7- tumor de mama (ICsp = 14,2 uM), H1299-
carcinoma de células ndo-pequenas do pulmé&o de células (ICsy = 19,1uM), Hela- célula
imortal (ICso = 23,4uM ), SK-OV-3- carcinoma do ovario (ICsp = 30,9uM), SK-Hepl -
adenocarcinoma do figado (ICso = 39,2uM) e SW620- carcinoma do célon (ICso = 39,4
HMM) entre outras.

Em outro trabalho, a 3-HF se destacou por reduzir significativamente a
viabilidade das células de cancro do pulmdo (A549) e nenhum efeito citotdxico foi
observado nos grupos de células normais (HaCaT e MDCK). Além disso, estes autores
verificaram que o mesilato de imatinibe potencializava significativamente a acéo
antiproliferativa da 3-HF em celulas de leucemia K562-S e K562-R, ademais isso
também afetou a inducdo de apoptose sendo que a 3-HF sozinha apresentou apoptose
minima (menos de 10%) e com a combinacdo a percentagem de células em apoptose foi
aumentada para 35-40%. 4

Cazal e colaboradores (2013)™ avaliaram a 3- HF frente as linhagens tumorais
MCF-7 (tumor de mama), NCI-H460 (cancer de células ndo pequena de pulméo),
A375-C5- melanoma, que apresentou ICso menor que 8,30 UM, além disso, induziu
cerca de 30% de morte celular por apoptose.

Apesar de todos estes relatos, a aplicacdo da 3-HF é limitada, ela é uma
molécula hidrofébica, praticamente insoltvel em agua ( 28,9 mg.L™?, a 25 ° C), %
além de apresentar instabilidade perante a luz *®. Uma alternativa é a encapsulagéo da
3-HF, utilizando nanoparticulas poliméricas como sistemas de liberagdo do farmaco,
que sdo capazes de assegurar 0 aumento da hidrossolubilidade, e consequentemente,
melhorar a biodisponibilidade destes farmacos lipossoltveis.™

Ademais, a nanotecnologia pode ser utilizada como recurso para ampliar a
atividade antitumoral de principios ativos uma vez que a encapsula¢do pode promover a
liberacdo controlada, reduzindo a necessidade de altas doses e o numero de
administracdes do farmaco por dia, diminuindo a toxicidade e minimizando os efeitos
colaterais, além de promover o aumento da solubilidade, e proteger os principios ativos
encapsulados contra a inativacdo antes de chegarem ao seu local de agdo e assim

aumentar a penetracdo intracelular e consequentemente melhora sua atividade
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farmacoldgica. 2% No entanto, até o0 momento néo ha relatos na literatura referentes a
encapsulacdo de 3-HF em nanoparticulas poliméricas. Considerando este aspecto, o0
objetivo deste estudo foi preparar e caracterizar nanoparticulas de poli-g-caprolactona
(PCL) contendo 3-HF no intuito de aumentar a sua solubilidade em agua e sua
estabilidade perante a luz, visando melhorar sua atividade terapéutica. Além disso,
avaliou-se a atividade antiproliferativa da 3-HF livre e nanoencapsulada nas linhagens
celulares tumorais humanas A549 (tumor de pulmdo humano) e MCF-7 (tumor de

mama humano).

4.2 - MATERIAL E METODOS

4.2.1 - Materiais

A 3-HF (CysH103, lote: 063K3710V, 98% de pureza), o polimero poli-€-
caprolactona (PCL) de peso ponderal médio de 45.000, monoestearato de sorbitano-60
(Span®60), polissorbato 80 (Tween®80) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA). O miristato de isopropila e solvente grau CLAE (Acetonitrila — J.T.Baker) foram
obtidos da empresa Gynlab (Goiania-GO). Agua ultrapura (18 Q) foi obtida por osmose
reversa em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).

4.2.2 - Preparo das nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas contendo 3-HF foram preparadas através do método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado.”®> Em resumo preparou uma fase
organica contendo o polimero PCL (poli-€-(caprolactona), a 3- HF , Span 60
(tensoativo de baixo EHL (equilibrio hidréfilo-lipéfilo)), acetona e miristato de
isodecila (usado somente para nanocapsulas (NC)) que é composta por involucro
polimérico organizado ao redor de um nucleo oleoso, e com a auséncia do 6leo miristato
de isodecila forma as nanoesferas (NS) em que a substancia é dispersa em toda a matriz
de polimero.

Em seguida esta fase foi vertida, sob agitacdo constante, sobre a fase aquosa
contendo Tween 80 (tensoativo de elevado EHL) e a &gua, mantendo-se a agitacdo
magnética durante 10 minutos. Na sequéncia, o solvente organico e parte da agua foram

removidos com o auxilio de um evaporador rotativo a 40 °C ajustando para o volume



46

final de 10 mL. A Tabela 1 apresenta as diferentes formulagdes preparadas (em
triplicata). Estas formulacdes foram avaliadas quanto: a) a capacidade maxima de carga
de 3-HF suportada pelas nanoparticulas; b) a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nas
formulacBes e, c) estabilidade das nanoparticulas. Os aspectos variantes foram o

principio ativo (3- HF), PCL e miristato de isodecila (somente para as nanocéspsulas).

Tabela 1. Formulag@es das nanoparticulas. NC= Nanocéaspsulas; NS= Nanoesferas; 3-
HF= 3- hidroxiflavona

Fase Organica (FO) Fase Aquosa (FA)

Formulacbes | PCL | Miristato | Span | 3-HF | Acetona | Tween 80 | Agua

(mg) (mg) 160(mg)| (mg) | (mL) (mg) (mL)
NC1 50 500 100 10 10 100 50
NC2 50 500 100 20 10 100 20
NC3 50 500 100 30 10 100 20
NC4 50 500 50 10 10 50 20
NC5 50 300 100 10 10 100 20
NC6 50 150 100 10 10 100 20
NC7 50 500 100 10 10 100 20
NC8 150 500 100 10 10 100 20
NC9 150 500 100 20 10 100 20
NC10 150 500 100 30 10 100 20
NS1 50 - 100 10 10 100 20
NS2 150 - 100 10 10 100 20

4.2.3 - Caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas poliméricas

4.2.3.1 - Quantificagdo da 3-hidroxiflavona

A 3-HF presente nas nanoparticulas foi quantificada por Cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), Shimadzu® SCL- 10Avp, equipado com bomba - LC- 20AT,
degaseificador - DGU-20, auto-injetor - SIL-20A, forno - CTO-20A, detector - SPD-
M20A , interface CBM-20A, detector arranjo de diodo (DAD) e coluna cromatografica
Cis (Shim Pack VP-ODS 150 x 4,6 mm:; 5,0 pm - Shimadzu®) com pré-coluna acoplada
(ODS 10 mm x 4,6 mm, 5,0 pm - Shimadzu®).

A anélise cromatografica foi realizada por eluicéo isocratica (1,0 mL.min™ ), a
composi¢do da fase movel foi acetonitrila-dgua 65:35 (v/v) com pH ajustado para 3,0
utilizando &cido acético glacial. A fase mdvel foi filtrada a vacuo em sistema de
filtracdo (Millipore®) utilizando-se membrana de PTFE (Politetrafluoroetileno-

Millipore®) de 0,45 um. A temperatura da coluna foi mantida em 40°C, o volume de
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injecao foi de 10 uL e o comprimento de onda de detecgdo selecionado foi de 343 nm.

O tempo de corrida cromatografica foi de 8,0 minutos.

4.2.3.2 - Determinacao da eficiéncia de encapsulacéo (EE%b)

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) baseou-se na técnica de filtracdo-
centrifugagdo. Utilizando tubos com filtros de acetato de celulose com poros de 0,22um
fEm (Spin-X, Corning R) em centrifuga Eppendorf R Mod. 8210R. Um volume de 0,5
mL da suspensdo coloidal foi adicionado ao tubo spin e centrifugado a 8.000 rpm por
40 min a 20°C. Neste procedimento, as nanoparticulas ficaram retidas pela membrana,
enquanto o meio de dispersédo, a fase aquosa, foi filtrada e analisada por CLAE, para a
determinacdo do total de substancia ndo encapsulada.

O conteldo total de 3- HF nas nanoesferas e nanocapsulas foi quantificado,
diluindo-se 20 pL das amostras em 2 mL de acetonitrila e em seguidas injetadas no
CLAE em triplicata.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%), em porcentagem, foi determinada pela
diferenca entre a quantidade de substéncia total e a quantidade de substancia livre

através do uso da Equagdo 1:

(B—A)

EE% = *100

Em que: A é da 3- HF no ultrafiltrado (ug.mL™) e B é a concentraco total na

suspensdo (ug.mL™).

4.2.3.3 - Determinacdo do diametro de particula, Potencial Zeta, e pH das
nanoparticulas poliméricas

A técnica de espalhamento dindmico de luz foi utilizada para determinacgéo do
tamanho médio das particulas (didmetro hidrodindmico) e o indice de
polidispersibilidade (Pdl). A distribuicdo do didmetro médio das nanoparticulas em
suspensdo foi determinada em equipametno denominado Diametro BI-FOQELS (Fiber
Optic Quase Elastic Light Scattering) da Brookhaven Instruments Corporation®.

O potencial zeta (PZ) das formulagOes foi determinado a partir de diluicdo das
amostras em agua destilada em concentracdo final de 5 % (v/v). As amostras foram
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analisadas em triplicata em Zeta Potencial Analyzer (Brookhaven Instruments
Corporation®).
Os valores de pH foram determinados diretamente nas suspensdes através do

pHmetro (Qualxtron Mod. 8010) calibrado com solucdes tampao pH 4,0 e pH 7,0.

4.2.3.4 - Avaliacdo morfologica das suspensdes de nanoparticulas

As analises foram realizadas no Laborat6ério Multiusuario de Microscopia de
Alta Resolucdo (LabMic), da Universidade Federal de Goids (UFG). As amostras foram
diluidas em agua destilada a 5% (v/v). Foram adicionados 30uL da suspensdo coloidal
diretamente em lamina de vidro utilizada para a observacdo das amostras atraves
microscopia eletrénica de varredura. Posteriormente as amostras foram secas e
metalizadas com ouro e submetidas a analise por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging.

4.2.3.5. Estudo da degradacéo acelerada pela luz UV

Os estudos de degradacdo acelerada pela luz UV da 3-HF livre e
nanoencapsulada foram realizados em uma camara de envelhecimento acelerado por
ultravioleta construida com conjunto de quatro ldmpadas especiais (Philipps 40 cm, 15
W, quartzo) que simulam a radiacdo no espectro do UV-A e UV-B com comprimentos
de onda entre 400-320 e 320-280 nm, respectivamente.

O sistema foi mantido em temperatura ambiente (25,0 = 2,0°C) e as amostras
da 3-HF livre e nanoencapsuladas (1 mL por vial) foram colocadas em uma placa petri e
submetidas a cdmara e em intervalos de tempo previamente estabelecidos (0,0; 0,5; 1; 2;
3; 4;5; 6; 7; 9 e 12 horas) as amostras eram retiradas e analisadas no CLAE-DAD. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.3.6 - Estudos da liberagdo in vitro

O estudo do perfil de liberagdo da 3-HF livre e das nanoparticulas foi realizado

através da técnica de diélise inversa.?* Foi adicionado o volume 2 mL da suspensdo das
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nanoparticulas em 198 mL de &gua ultrapura, concentracdo 10 pg.mL™. Nessa
suspensdo, foram adicionados 10 sacos de dialise (membrana de celulose MM 12000D,
Sigma-Adrich Quimica, Sintra, Portugal) contendo 1,0 mL de &gua ultrapura. O sistema
foi mantido sob agitacdo magnética em banho termostatizado a temperatura ambiente
(25,0 £ 2,0°C). Em intervalos de tempo previamente estabelecidos (0,0; 0,5; 1; 2; 3; 6;
12; 24; 48 e 72 horas) retirou-se um saco de didlise do meio de liberagdo e
posteriormente foi realizada a quantificacdo da 3-HF liberada, por CLAE-DAD. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.4 - Ensaio Bioldgico

4.2.4.1 - Linhagens celulares tumorais

Os ensaios foram realizados no departamento de Gerontologia no Laboratorio
de Biologia do Envelhecimento (LABEN) na Universidade Federal de Sdo Carlos, SP-
Brasil, sob supervisdo da Professora Dr2. Marcia Regina Cominetti. Foram utilizadas
duas linhagens celulares tumorais humanas (Figura 2), representativas de dois diferentes
tipos de tumores:

. MCF-7 (tumor de mama humano);

. A549 (tumor de pulm&o humano)

Figura 2. Morfologia das linhagens celulares de tumor de mama humano MCF-7 (A) e
cancer de pulméao humano A549 (B). (Lente objetiva de 30x)
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4.2.4.2 - Culturas celulares

As células da linhagem MCF-7 (tumor de mama humano) foram cultivadas em
meio de cultivo RPMI-1640 (Vitrocell), com bicarbonato de sddio, glutamina, 1%
antibidtico penicilina e estreptomicina e antimicotico acrescidos de soro fetal bovino
(SBF) (10%). Ja o meio utilizado para as células da linhagem A549 (tumor de pulmao
humano) foi o meio de cultivo DMEM (Lonza), com 1.0 g.L™ glicose, L-glutamina
584mg.L?, 10% soro fetal bovino e 1% penicilina e estreptomicina. As culturas
celulares foram mantidas a 37°C e com 5% de CO..

As células foram mantidas em crescimento exponencial tendo-se para tal
subcultura por tripsinizacdo. A tripsinizacdo consiste no destacamento das células em
monocamada por acdo de tripsina. Ap6s a remocao do meio de cultura, as células foram
lavadas com 5 mL de PBS e em seguida adicionados 2 mL de tripsina e incubadas em
estufa a 37°C por 5 minutos. A acéo tripsina foi interrompida pela adicdo de meio de
cultura através dos inibidores presentes no SBF. A suspensdo celular obtida foi
centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi descartado e as células sedimentadas foram entdo ressuspendidas em 5 mL de meio
de cultura e transferidas para o novo frasco de cultura ou utilizadas para o ensaio de
proliferacdo celular. As manipulacbes das culturas celulares foram realizadas em
camara de fluxo laminar vertifical.

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o corante de exclusdo, azul de
tripano. Apos tripsinizacdo, em todas as suspensdes celulares, foi determinado o nimero
total de células viaveis, para tal foram adicionados 10ul de suspensao celular a 10ul de
azul de tripano e procedida a contagem no aparelho Automated Cell Counter (BioRad).

4.2.4.3 - Avaliacao da viabilidade celular — Método do MTT

As diferentes linhagens celulares foram preparadas na concentragcdo de

1x104células/100ul em meio apropriado, plaqueadas em placas de 96 pocos estéreis

(Corning), foram incubadas pelo periodo de 24 horas a 37°C e 5% CO, para

estabilizacéo.
Apls 24 horas, 0 meio de cultura foi retirado dos pocos e diferentes

concentragdes dos compostos foram adicionadas em meio contendo SBF. Foram
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testadas 8 concentracGes diferentes para cada amostra NS1, NC6 e 3-HF livre (80; 40;
20; 10; 5; 2,5; 0,62 e 0,15uM), as quais foram preparadas por diluicdo seriada em meio
de cultura 100pul/pogo. Nas células controles ndo tratadas, foi adicionado apenas o meio
de cultura. Também foi realizado um controle com nanoparticulas vazias. Os ensaios
foram realizados em triplicata.

As ceélulas foram incubadas por 48 horas apds o tratamento e a medida da
proliferacdo celular para cada amostra NS1, NC6 e 3-HF livre foi realizada em
comparagao aos pog¢os sem tratamento, somente com o meio de cultura. Ap6s o tempo
de incubacéo, o meio de cultura de cada poco foi retirado e uma solucéo contendo MTT
(Img.mL™) em 30% de PBS e 70% de meio de cultura foi adicionada (100pl/poco). As
placas foram entdo mantidas durante 4h a 37°C e em seguida, foi removida a solucdo de
MTT e adicionados 100puL de DMSO. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor
de placa de ELISA, Labtech LT- 4000 Microplate Reader, em comprimento de onda de
540nm.

4.2.4.4 - Inducéo de apoptose em células de MCF-7 ap0s tratamento com 3-HF

O ensaio de apoptose foi realizado utilizando o kit PE Annexin VV Apoptosis
Detection Kit (BD Biosciences). As células de MCF-7 foram plaqueadas (1x10°) em
placas de 12 pocos e incubadas por 24 horas. Em seguida foi realizado o tratamento da
3-HF nas concentragdes de 40, 80 e 160 uM por 48 horas, exceto no controle negativo.
Apos a incubacdo a placa foi centrifugada a 2000 rpm por 5min a 4°C, lavada com PBS
e ressuspendida em 200uL de tampao de ligacdo, proveniente do kit. As células foram
entdo incubadas com 7-amino-actinomicina (7AAD) e Anexina V-PE por 15 minutos ao
abrigo da luz e ap6s o tempo de incubagdo foi removido o sobrenadante e adicionado
aos pogos 300uL tampao de ligagdo. As células foram entdo removidas dos pogos com
auxilio de um scraper e transferidas para os tubos de citometria. As amostras foram
analisadas no citdmetro (BD Accuri C6) e a fluorescéncia quantificada através do

software CSampler.
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4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 - Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas polimericas

As nanocapsulas (NC5, NC6 e NC7) e as nanoesferas (NS1 e NS2), foram as
que apresentaram um sistema homogéneo, sem formacao de precipitado ou sobra de 3-
HF, com aspecto leitoso e branco. De acordo com os resultados obtidos demonstram
que o nivel méximo que as nanoparticulas suportam é 10 mg de 3- HF. Essas
formulacBes que apresentaram melhores resultados foram caracterizadas analisando os
seguintes parametros: didmetro de particulas (DP), potencial zeta (PZ), indice de
polidispersdo (PDI), pH, eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e recuperacdo. Esses

resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados da média das nanoparticulas preparadas. NS: nanoesfera; NC:
nanocapsula; DP: didmetro de particula; PZ: potencial zeta; PDI: indice de
polidispersdo; EE: eficiéncia de encapsulacdo, para as diferentes formulacGes de
nanoparticulas (£ Dp- Desvio Padréo)

Amostra | DP (nm) £ Dp PDIx Dp PZ(mV)+Dp | PHzDp EE%=+ Dp | Recuperacéo%
+Dp
NC5 293,30+105,29 0,5940,13 -28,27+ 2,77 | 6,45+0,14 | 98,84+0,45 85,29+8,94
NC 6 264,00£19,96 0,34+0,02 -26,93+2,60 6,54+0,15 | 99,02+0,24 97,11+5,90
NC 7 296,25+25,95 0,5740,14 -26,33+2,10 6,73+0,00 | 96,41+0,14 89,32+7,93
NS 1 240,67+ 26,47 0,3340,02 -25,73+3,36 6,14+0,28 | 99,13+0,34 95,41+1,13
NS 2 261,23+6,85 0,29+0,08 -27,2045,49 6,09+0,55 | 99,26+0,33 96,76+0,72

De acordo com Schaffazick, e colaboradores (2003) *°

as nanoparticulas
mesmo quando preparadas utilizando diferentes métodos, normalmente os diametros
médios ficam em entre 100 e 300 nm, no caso das nanocépsulas, um aspecto que
influencia o didametro das particulas, € a natureza do 6leo utilizado como nucleo. Assim
os diametros médios obtidos neste trabalho das nanoparticulas poliméricas através do
método de nanoprecipitacdo, foram menores que 300 nm, no qual estdo em
concordancia com os dados relatados na literatura.

No presente trabalho as nanocapsulas apresentaram diametro medio maior das
formulacdes preparadas em torno de 280 nm, ja as nanoesferas apresentando o didmetro
médio em torno de 250 nm. Essa diferenga do didmetro das nanoparticulas, certamente é
pela presenca do Oleo (miristato de isodecila), presente nas nanocapsulas e ausente nas

nanoesferas.
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Valores semelhantes do didmetro de particulas foram reportados por Cruz e
colaboradores (2006) %° obtiveram diametros de particula para nanocépsulas carregada
com ésteres etilicos indometacina (IndOEt-NC) foi 279 nm, para nanocapsulas com
indometacina (INndOH-NC) 297 nm e para as nanocapsulas vazias 288 nm. Cazo e
colaboradores (2012)*" verificaram que para as nanoparticulas carregadas com
hidrocortisona o didmetro médio foi de 109,2 nm para as nanoesferas e 236,5 nm para
as nanocapsulas. As nanoparticulas contendo xantiletina como principio ativo
apresentaram didmetros medios de 283,25 nm e 201 nm para nanocapsulas e
nanoesferas, respectivamente.”®

O indice de polidispersdo representa a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas. Em geral as nanoparticulas poliméricas apresentam
distribuicdo unimodal e um baixo indice de polidispersdo®, os valores do PDI nesse
trabalho ficaram entre 0,29 e 0,59, de acordo com a literatura valores de polidisperséo
abaixo de 0.3 significa que é um sistema monodisperso, a maioria das nanoparticulas
apresentaram valores abaixo a 0.3 com excecdo as nanocapsulas NC5 e NC7, que
apresentaram valores em torno de 0,5. De acordo com Souza e colaboradores (2012)*
valores altos de indice de polidispersdo indicam heterogeneidade do didmetro das
particulas em suspensdo

O potencial zeta € uma das principais caracteristica das nanoparticulas, pois
reflete o potencial de superficie das particulas, fornece informacGes acerca das
mudancas na interface com o meio dispersante.?® Através do potencial zeta é possivel
avaliar a estabilidade das nanoparticulas, quanto maior o potencial zeta, maior serad a
estabilidade das particulas, indicando que as interagdes repulsivas entre as particulas séo
maiores, superando a tendéncia de agregagé032 e também estd relacionado com sua
relacdo com a resposta biolodgica do farmaco associado.”®

Nanoparticulas com potencial zeta entre +10 e -10 mV sdo consideradas
aproximadamente neutras, por outro lado, nanoparticulas com potencial zeta mais
elevados que 30 ou menor que -30mV sdo considerados como sendo muito estaveis no
meio de dispersdo.**3* Todas as formulagbes apresentaram o potencial zeta valores
préximos de -25 mV, indicando que estas apresentam adequada estabilidade.

Esses valores negativos sdo devido aos componentes da interface das
particulas, o polimero PCL- poli(e-caprolactona) e especialmente polissorbato 80
(Tween 80), decorrente de suas caracteristicas estruturais. *° O potencial zeta depende

de varios fatores, mas os principais sdo a natureza quimica do polimero, do estabilizador


http://www-sciencedirect-com.ez369.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378517306000883?np=y
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e do pH do meio.*> CAZO e colaboradores (2012) ?" obtiveram os seguintes resultado na
determinacdo do potencial zeta de nanoparticulas poliméricas de PCL contendo
hidrocortisona, apresentaram valores médios de —19,3 para as nanoesferas e —31,2 mV
para nanocapsulas.

A medi¢do do pH nas suspensdes nanoparticulas € um parametro importante,
que gera informacdes relevantes sobre a estabilidade, a alteracdo do pH pode estar
relacionada com a degradacdo do polimero ou de algum outro componente da
formulacdo.” O valor do pH de todas essas formulagdes selecionadas ficou préximo a
6. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) da 3-HF nas nanocépsulas e nanoesferas ficou
em média entre 98,07 e 99,20%, respectivamente. Quanto a capacidade de encapsulacdo
da 3-HF as formulagdes que apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo foram a
NC6 cerca de 99,02% (nanocapsula) e a NS2 cerca de 99,26% (nanoesfera).

Pelos resultados de caracterizacdo das formulagdes de nanoesferas, ndo houve
diferengas significativas com relacdo a variagdo do PCL. De modo geral a
caracterizacdo das nanoesferas de PCL contendo a 3-HF apresentaram perfil semelhante
as nanocapsulas, ndo apresentando diferencas significativas entre os parametros
analisados.

Diante destes resultados, para estudo de morfologia, liberacdo controlada,
estudo de degradacdo e ensaio biologicos, utilizou-se as formulagdes NS1 (nanoesfera)
e a NC6 (nanocéapsula), uma vez que se utilizou menor quantidade de PCL e miristato
de isodecila, sendo mais viavel econdmica e ambientalmente. Além de terem
apresentado bons resultados nos parédmetros de caracterizacdo e boa eficiéncia de

encapsulacdo combinada com maior estabilidade do sistema.

4.3.2 - Morfologia das nanoparticulas

A avaliagdo morfologica foi realizada no intuito de verificar a homogeneidade
das suspens@es coloidais e a morfologia das nanoparticulas obtidas. Na Figura 3 é
possivel evidenciar a presenca de nanoparticulas esféricas.

As formulag6es NC6 nanocépsulas e a NS1 nanoesferas da 3-HF, apresentaram
didametro médio de 264 e 240 nm, respectivamente, que pbéde ser confirmado através da
microscopia eletronica de varredura (MEV). Quanto a morfologia das nanocapsulas e

nanoesferas foi observada a forma esférica, com superficie lisa e pouca rugosidade.
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SEI  5kV WD10mm 8825 x15,000 1um SEl  7kV WD8mm  SS25 x20,000 1pm —
NS1

BTV W

SEl  5kV WD8mm  §S30 x15,000 1pm — SEI  5kV WD10mm  SS25 x20,000 1pm
NCé NC6

Figura 3. Fotomicroscopia obtidas por MEV das suspensdes de: nanoesferas de 3-HF
NS1 (A e B), nanocépsulas de 3-HF NC6 (C e D)

Utilizando a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), que é uma
técnica capaz de produzir imagens de alta ampliacdo de até 300.000 vezes, com

excelente resolucdo, Abreu e colaboradores (2014) *

comparam as nanoparticulas
contendo nisina e as nanoparticulas sem a presenca de nisina, utilizando o polimero
PCL. Eles observaram que as nanoparticulas contendo nisina apresentaram um formato
mais regular de forma esférica. Galindo-Rodriguez e colaboradores (2004) *" também
utilizaram essa técnica para verificar a morfologia e superficie de nanoparticulas,
confirmaram o tamanho e forma das mesmas, que foram preparadas pelo método de

nanoprecipitagéo.
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4.3.3 - Estudo da degradacéo acelerada pela luz UV

A Figura 4 apresenta o perfil de degradagéo da 3-HF livre e nanoencapsulada.
Observa-se que os nanoencapsulados apresentaram perfil de degradacdo semelhante, ja
a 3-HF livre demonstrou degradacdo muito mais acelerada comparada com as
nanocapsula e nanoesfera.

De acordo com o observado, em 12 horas de exposi¢do a luz, a da 3-H livre
sofreu uma degradacdo de 49,86 %, enquanto a 3-HF presentes nas nanoesferas
degradaram 31,17% e nas nanocapsulas 30,43% neste mesmo intervalo de tempo,
demonstrando a importancia da encapsulacdo da 3-HF para protecdo contra possivel

degradacéo.
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Figura 4. Média da degradacéo da luz (+ desvio padrédo) da 3-HF livre (3-HF ),
nanocapsula (NC6) e nanoesfera (NS1) a base da 3-HF

4.3.4 - Estudo da liberacéo in vitro

Os perfis de liberacdo dos farmacos a partir de nanoparticulas dependem da
natureza do sistema de liberacdo. Alguns fatores podem influenciar a liberacdo de
farmacos em sistemas nanoparticulados, dentre eles a dessorcdo do farmaco adsorvido
na superficie polimérica, a difusdo do farmaco pela matriz polimérica, a cristalinidade
do farmaco, a erosdo do polimero e os processos de eroso e difusido combinados. 3*®

O estudo do perfil de liberacdo da 3- HF a partir das nanoparticulas foi
realizado através da técnica de dialise inversa. Apenas 3-HF passa através dos poros da

membrana enquanto as nanoparticulas ndo, permitindo a difusdo 3- HF liberada. Os
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resultados foram expressos em termos da percentagem de liberacdo, as nanoparticulas a
base de 3- HF apresentaram liberacdo lenta e gradativa. Ao fim de 72 horas de ensaio,
verificou-se a difusdo da 3- HF nas nanocapsulas 5,01% (Figura 5) e nas nanoesferas de
7,33% (Figura 6). Os perfis de libertagdo das nanoesferas e das nanocapsulas foram
semelhantes e ndo mostraram diferenca significativa e também pdde-se observar que a
liberacdo nado apresentou o “efeito burst”, que é uma liberagdo inicial de grande
quantidade do farmaco associado a fracdo do farmaco que se encontra adsorvido na
superficie da particula.*®

Pimentel (2010) * obteve um perfil de liberagdo semelhante ao encontrado no
presente estudo a quantidade de progesterona liberada das nanoparticulas de Poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) PHBV3/ PCL, ficou em média de 8,30% durante
48 horas de experimento.

De acordo com a Abreu e colaboradores (2016)*° nanoparticulas poliméricas de
PCL possuem como uma de suas principais caracteristicas, uma liberagdo bastante lenta
dos principios ativos nelas incorporadas, chegando a liberar até por dias o ativo.
Utilizando esse mesmo sistema estudaram o perfil de libertagdo in vitro de
nanoparticula contendo nisina. A liberacdo foi lenta e constante durante 621 h (20%),
apos 16 h, apenas 2,6% da nisina foram libertados e ap6s 114 h (aproximadamente 5
dias) quase 7%.

Soares e colaboradores (2011),** desenvolveram nanoparticulas de PCL com
Zinco () ftalocianina (ZnPc) e observaram liberacdo cerca de 10% ZnPc da
encapsulada ap6s 48 h, uma caracteristica que se destacou no perfil de liberagdo foi a
auséncia do “efeito burst”, no qual ocorreu liberacdo mais lenta e sustentada do
farmaco, nesse caso podem ser indicativos que a ZnPc estava homogeneamente dispersa
na matriz polimérica da nanoparticula e que o processo predominante na liberacdo seja a
difusdo e ndo a dessorcdo do farmaco, o perfil de liberacdo in vitro avalia a quantidade
de farmaco liberada por unidade de tempo, e para isso é necessario que as condigdes in
vitro devem simular ao méximo as condigdes in vivo.

A utilizacdo da dgua como meio receptor no ensaio de liberacéo in vitro, foi em
funcdo de assimilar as condi¢cdes biologicas, mas devido a 3- HF ser pouco solivel em
4gua apenas 28,9 mg / L, a 25 °C,% ocorreu baixa liberagdo. Além do que, a degradacio
do PCL no meio aquoso é bem lenta pela hidrofobicidade e a cristanilidade da matriz

polimérica. %+
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A liberagéo gradual do principio ativo possui varias vantagens como: protecao

do principio ativo,melhora biodisponibilidade e menor toxicidade, e redugdo da
20-22

necessidade de altas doses.
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Figura 5. Média do perfil de liberacdo in vitro da 3-HF a partir da dispersdo de
nanocapsula (NC6), seguida da sua difusdo através do saco de dialise. A concentracao
tedrica para dispersdo é de 10 ug.mL™ de 3-HF
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Figura 6. Média do perfil de liberagdo in vitro da 3-HF a partir da disperséo de
nanocapsula (NS1), seguida da sua difusao através do saco de dialise. A concentracéo
tedrica para dispersdo é de 10 ug.mL™ de 3-HF
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4.3.5 - Ensaio bioldgico

O efeito citotoxico da 3-HF livre e na sua forma nanoencapsulada (nanocépsula
e nanoesfera) foi avaliado em duas linhagens celulares tumorais humanas, MCF-7
(tumor de mama humano) e A549 (tumor de pulm&o humano) (Figura 7), através do uso
do reagente MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio].

A Figura 7 mostra o efeito da 3-HF no crescimento das linhagens celulares de
tumor de pulm&o humano (A549) e tumor de mama humano (MCF-7). No presente
trabalho a 3-HF exibiu valores de 1Csq (concentracdo de composto que causa 50% de
inibicdo do crescimento celular) de 118,7 e 207,3 uM para as linhagens A549 e MCF-7,
respectivamente. Todavia, esse mesmo composto em outro trabalho inibiu o
crescimento de tumor de mama humano (MCF-7), cancer de células ndo pequena de
pulmdo (NCI-H460) e melanoma (A375-C5), apresentando Glsy (inibicdo 50% do
crescimento celular) menor que 8,30 uM, além disso, induziu cerca de 30% de morte
celular por apoptose.™

A 3-HF induziu a inibi¢do da proliferagdo em diferentes linhas celulares de
cancer, apresentando os seguintes valores de 1Cso como A375- melanoma humano (7,2
puM), MCF-7- tumor de mama humano (14,2 uM), H1299- carcinoma de células nao
pequenas do pulméo de células (19,1uM), Hela- célula imortal (23,4uM), SK-OV-3-
carcinoma do ovario (30,9), SK-Hepl - adenocarcinoma do figado (39,2uM), SW620-
carcinoma do célon (39,4), entre outros. =3

Exibiu também uma atividade inibitoria sobre E2 (17-p-estradiol)/ IGF-1 (Fator
de Crescimento Semelhante & Insulina) na proliferagdo de células MCF-7, *2, tumor de
pulm&o humano (A549), bem como leucemia (K562-S) e nenhum efeito citotdxico foi
observado nos grupos de células normais (HaCaT e MDCK).
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Figura 7. Efeito da 3- HF no crescimento das linhagens celulares tumorais humanas
A549 e MCF-7

A Figura 8 traz os resultados do efeito da 3-HF nanoencapsulada na forma de
nanocapsulas (NC6) e nanoesferas (NS1). Embora ndo tenha sido possivel calcular 1Csp,
foi possivel observar a morte celular significativa nas amostras tratadas com NC6 e NS1

apenas na linhagem A549.
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Figura 8: Efeito da 3-HF nanoencapsulada na forma de nanocapsulas (NC6) e
nanoesferas (NS1)

A Figura 9 mostra a inducdo de apoptose em células de MCF-7 apds 48 horas
de tratamento com 3- HF na concentracdo 40, 80 e 160 uM. Os resultados indicam que
ndo ha aumento expressivo da taxa total de apoptose, chegando a apenas 19,3% de
inducdo no tratamento com 160 UM de 3- HF. Entretanto, ha relatos na literatura que a
3-HF na concentracdo de 8,3 UM induziu cerca de 30% de morte celular por apoptose,
em células de NCI-H460.

Alguns pesquisadores também encontraram esse fraco efeito citotoxico desse
composto sobre algumas linhagens celulares como Caco-2 (Linhagem celular humana
do cancro de cdlon) e HT-29 (adenocarcinoma do célon) exibindo ICsy de 65,8 UM e
58,6 UM, respectivamente.** Também nio afetou a sintese de lipideos nas células
tumorais LNCaP (cancer de préstata) e MDA-MB-231. %°
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Figura 9: Inducdo de apoptose em células de MCF-7 apds 48 horas de tratamento com
3- HF na concentragéo 40, 80 e 160 pM

Mesmo que a substancia encapsulada ndo aumente a sua atividade, o uso das
nanoparticulas ainda é justificado, estas oferecem outras vantagens uma vez que a
encapsulagdo pode promover a liberagdo controlada, com isso reduz a necessidade de altas
doses ou multiplas administragdes do farmaco por dia, com diminuicdo da toxicidade e
de efeitos indesejaveis no organismo, além de aumentar a solubilidade e proteger o
principio ativo contra degradacBes e ainda aumentar a penetracdo intracelular e

consequentemente melhora sua eficacia na atividade farmacolégica. 2°%

4.4 - CONCLUSAO

O método de nanoprecipitacdo utilizando o polimero pré-formado pela técnica
de deposicdo interfacial mostrou-se eficiente para o preparo das nanocapsulas e
nanoesferas contendo 3- HF. Foi possivel obter formulagdes com elevada eficiéncia de
encapsulacgdo acima de 96%.

O estudo de degradacdo pela luz demonstrou o efeito fotoprotetor das
nanoparticulas para a 3-HF. Além disso, a encapsulacdo proporcionou 0 aumento na
solubilidade, protecdo do principio ativo e liberagdo controlada sugerindo assim maior
estabilidade da 3-HF.

A atividade antitumoral in vitro revelou que a 3-HF livre exibiu valores de ICsg
para MCF-7 (tumor de mama humano) maiores que encontrados na literatura, enquanto
a 3-HF nanoencapsulada embora nao tenha sido possivel calcular o 1Cs, observou-se a

morte celular significativa nas amostras tratadas na linhagem A549.
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5-CONCLUSAO GERAL

O método analitico foi validado segundo ANVISA (2003) e ICH (1996),
atendeu as exigéncias analiticas, cumprindo os requisitos para ser considerado um
método confiavel e viavel, mostrando ser simples, rapido, especifico, linear, preciso e
sensivel, método foi eficiente para analises de quantificacdo da 3-hidroxiflavona por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, e assim foi possivel ser aplicado com sucesso
para a determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo de 3-hidroxiflavona em
nanoparticulas poliméricas.

O método de nanoprecipitacdo utilizando o polimero pré-formado PCL pela
técnica de deposicao interfacial mostrou-se eficiente para o preparo das nanocépsulas e
nanoesferas contendo 3-HF, obtendo formulagbes com eficiéncia de encapsulacdo
acima de 96%.

Pela técnica da microscopia eletrdnica de varredura (MEV), foi possivel
visualizar a morfologia das nanocapsulas e nanoesferas, observando uma forma
esférica, com superficie lisa e pouca rugosidade.

Atraveés do estudo de degradagéo acelerado pela luz UV, foi possivel demostrar
o efeito fotoprotetor das nanoparticulas para a 3-HF. Além disso, a encapsulacéo
proporcionou aumento na solubilidade, protecdo do principio ativo e liberacdo
controlada sugerindo assim maior estabilidade da 3-HF.

Os ensaios bioldgicos mostraram que atividade antitumoral in vitro da 3-HF
livre exibiu valores de ICsy para MCF-7 (tumor de mama humano) maiores que
encontrados na literatura, enquanto a 3-HF nanoencapsulada embora ndo tenha sido
possivel calcular o ICs, observou-se a morte celular significativa nas amostras tratadas

na linhagem A549.



