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RESUMO

Desenvolver um farmaco € um processo longo, complexo e de alto custo, onde é
necessario avaliar as caracteristicas farmacocinéticas, toxicologicas e moleculares dos
candidatos a farmacos para que consiga éxito durante o processo. A 6b,7-dihidro-5H-
ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9aH)-diona (CNFD) ¢é uma naftoquinona
semissintética que apresenta atividade citotoxica contra células de cancer de mama
(MCF-7) e melanoma (SK-Mel-19, SK-Mel-28, SK-MEL-103 e B16F10), e antitumoral
em modelo murino de melanoma, sendo considerada uma molécula promissora para
utilizacdo como farmaco. Contudo, 0 seu baixo rendimento na reacdo de obtengdo impde
barreiras quanto a sua aplicacdo em larga escala, bem como suas caracteristicas fisico-
quimicas podem afetar suas caracteristicas farmacocinéticas e tecnoldgicas. Assim, 0
presente projeto propOs otimizar o processo de obtencdo da CNFD e melhorar suas
caracteristicas farmacocinéticas e tecnologicas por meio do desenvolvimento de um
sistema nanocarreador. Para tanto, foram realizadas analises de in silico para a predicao
dos parametros farmacocinéticos e farmacoldgicos, bem como procedeu-se a otimizagédo
do processo de obtengdo da CNFD, desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas
poliméricas contendo a CNFD, a avaliacdo in vitro da citotoxicidade e influéncia no
metabolismo da glicose e de lipideos. A partir dos resultados obtidos, obteve-se a
otimizacdo da sintese da CNFD, o qual foi possivel chegar a um rendimento de 48,16 +
1,58% apds 1 hora de reagdo, sendo superior ao encontrado na literatura que é de 15%
apos 3 horas de reacdo, além disso, a CNFD apresenta uma alta taxa de absorc¢éo intestinal
(97%) e forte ligacdo as proteinas plasméticas (93%) sem inibir a glicoproteina-P,
apresentando especificidade e complementaridade na inibicdo de CYP1A2, 2C19 e 2C9
no metabolismo de fase 1. As nanoesferas mostram-se modelos mais estaveis para o
encapsulamento da CNFD que em comparacdo as nanocapsulas, apresentando perfis
tecnoldgicos aceitaveis que nao se alteraram de forma significativa durante os 5 meses
analisados, além de apresentarem citotoxicidade frente as células neoplésicas por um
mecanismo que ndo envolve a influéncia da CNFD frente ao metabolismo de glicose e
lactato desidrogenase em microambiente tumoral.

Palavras-chave: naftoquinona, nanotecnologia, atividade bioldgica, docking molecular.



ABSTRACT

Developing a drug is a long, complex and costly process, where it is necessary to evaluate
the pharmacokinetic, toxicological and molecular characteristics of drug candidates to
succeed during the process. 6b,7-dihydro-5H-cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-
5,6(9aH)-dione (CNFD) is a semi-synthetic naphthoquinone that exhibits cytotoxic
activity against breast cancer cells (MCF )-7) and melanoma (SK-Mel-19, SK-Mel-28,
SK-MEL-103 and B16F10), and antitumor in a murine model of melanoma, being
considered a promising molecule for use as a drug. However, its low yield of restriction
control reaction regarding its large-scale application, as well as its physicochemical
characteristics may affect its pharmacokinetic and technological characteristics. Thus,
this project photographed the process of obtaining CNFD and its pharmacokinetic and
technological characteristics through the development of a nanocarrier system. Therefore,
they were analyzed in silico for the prediction of pharmacokinetic and pharmacological
parameters, as well as the optimization of the process of obtaining CNFD, development
and characterization of polymeric nanoparticles containing CNFD and the in vitro
evaluation of cytotoxicity, and influence on the glucose and lipid metabolism. From the
results obtained, the optimization of the synthesis of CNFD was obtained, which it was
possible to reach a yield of 48.16 + 1.58% after 1 hour of reaction, being higher than that
found in the literature, which is 15% after 3 hours of reaction, in addition, CNFD has a
high rate of intestinal absorption (97%) and strong binding to plasma proteins (93%)
without inhibiting P-glycoprotein, showing specificity and complementarity in the
sequence of CYP1A2, 2C19 and 2C9 in phase 1 metabolism. Nanospheres are more stable
models for CNFD encapsulation than nanocapsules, presenting acceptable technological
standards that did not change significantly during the 5 months analyzed, in addition to
presenting cytotoxicity against receptors neoplastic cells by a mechanism that does not
involve the influence of CNFD on glucose and lactate dehydrogenase metabolism in the
tumor microenvironment.

Keywords: naphthoquinone, nanotechnology, biological activity, docking molecular.
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INTRODUCAO

O cancer € um conjunto de doencas complexas cuja origem esta em alteracdes na
homeostase celular associadas a componentes genéticos, que culminam no crescimento
desordenado de células andmalas incapazes de formar uma estrutura funcional e que
podem invadir outros tecidos e 6rgdos (DE ANDA-JAUREGUI; HERNANDEZ-
LEMUS, 2020; FLOOR et al., 2012; WHO, 2020).

A quimioterapia € um dos tratamentos sisttmicos mais utilizados no cancer,
englobando diversos farmacos com diferentes mecanismos de acdo. No entanto, os efeitos
adversos e a resisténcia das células cancerigenas aos agentes antineoplasicos tem levado
a busca por novas opgoes terapéuticas (GARRAWAY; JANNE, 2012; HOUSMAN et al.,
2014).

Neste contexto, os produtos naturais situam-se como fonte valiosa de moléculas
biotivas, devido sua grande diversidade quimica, especificidade bioquimica e outras
propriedades moleculares (GUO, 2017; KOEHN; CARTER, 2005).

As naftoquinonas representam uma relevante classe de moléculas bioativas que tém
despertado interesse, ndo somente pela sua importancia nos processos bioquimicos vitais,
como também pela gama de atividades bioldgicas que apresentam, tais como: atividade
antitumoral, leishmanicida, anti-inflamatoria, antifungica, antibacteriana e antiviral
(AMININ; POLONIK, 2020; FERREIRA; FERREIRA; DA SILVA, 2010).

A CNFD (6b,7-dihidro-5H-ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9aH)-diona), é
uma piranoftoquinona semissintética derivada da lausona, naftoquinona de origem
natural, por meio de uma cicloadi¢do oxidativa mediada pelo nitrato de amoénio cérico
(IV) (CAN) (FREIRE et al., 2010), que vem sendo amplamente estudada quanto as suas
propriedades biologicas. Apesar da CNFD ser uma molécula promissora, aspectos

relacionados a sua obtengdo, suas caracteristicas farmacocinéticas e tecnologicas
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precisam ser reavaliadas e otimizadas para que possa ser considerada um candidato a
farmaco.

Uma das formas de otimizacdo e melhoria das caracteristicas farmacocinéticas de
diversas farmacos € o emprego da nanotecnologia, que vem sendo aplicada também para
melhorar a especificidade das moléculas para células tumorais, promovendo seu acimulo
em alguns tipos de tumores (PASUT, 2019; WONG et al., 2010), modificando ainda sua
toxicidade, estabilidade e solubilidade e, permitindo assim, a potencializagéo de sua acéo
(HARE et al., 2017).

Na area da oncologia, a nanotecnologia tem desempenhado um papel cada vez mais
importante, tanto no diagndstico como no tratamento de diversos tumores. Agentes
terapéuticos nanoestruturados possuem um periodo de circulagdo prolongado na corrente
sanguinea, o que lhes permite atingir o tecido alvo de forma mais eficiente (GMEINER;
GHOSH, 2015; Jl et al., 2017; Ml et al., 2016).

Além disso, permitem solubilizar de forma eficiente substancias hidrofdbicas,
conferem protecdo do farmaco contra a degradagdo, aumento da estabilidade quimica,
aumento do efeito desejado, reducdo dos efeitos adversos e biocompatibilidade
(CHAVES et al., 2017; FROZZA et al., 2010; OWENS; PEPPAS, 2006; PANYAM,;
LABHASETWAR, 2012; POHLMANN et al., 2013).

Diante das propriedades bioldgicas da CNFD, em especial seu potencial
antitumoral, e das inimeras vantagens da utilizagdo da nanotecnologia como ferramenta
de otimizacdo farmacocinética e farmacodinamica de diferentes farmacos, inclusive
anticancer, o presente projeto pretendeu otimizar o rendimento da sintese da CNFD por
meio de um planejamento fatorial, e desenvolver sistemas nanoestruturados de

carreamento com essa molécula, avaliando pardmetros farmacocinéticos in silico e in
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vitro, contribuindo para o prosseguimento dos estudos néo clinicos e clinicos visando seu
emprego como novo farmaco anticancer.

A presente tese esté estruturada em 5 capitulos, onde sdo mencionados a introducéo,
a metodologia, os resultados e discussdo, e a conclusdo de acordo com a apresentagéo
abaixo:

Capitulo 1: Revisdo bibliografica.

Capitulo 2: Otimizacdo do processo sintético para obtencdo da 7-dihidro-5h-
ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9ah)—diona.

Capitulo 3: Desenvolvimento de uma nanoformulagdo contendo a 7-dihidro-5h-
ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9ah)—diona.

Capitulo 4: Awvaliacdo in silico da farmacocinética da 7-dihidro-5h-
ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9ah)—diona.

Capitulo 5: Potencial farmacoldgico da 7-dihidro-5h-ciclopenta[b]nafto[2,1-

d]furano-5,6(9ah)—diona.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver um sistema nanoparticulado contendo a 6b,7-diidro-5H-
ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9aH)-diona (CNFD) e investigar suas propriedades

farmacoldgicas in silico e in vitro.

Objetivos especificos

e Melhorar o rendimento do processo de obtencdo da CNFD;

e Avaliar os parametros farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicol6gicos in
silico da CNFD;

e [dentificar os possiveis metabdlitos formados apds o metabolismo de fase 1;

¢ Desenvolver e caracterizar nanoformulacdes contendo a CNFD;

¢ Avaliar a citotoxicidade da nanoformulacdo em diferentes linhagens celulares;

¢ Avaliar a influéncia da nanoformulacdo no metabolismo de lipidios e glicose
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CAPITULO 1

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Desenvolvimento de farmacos

Planejar e desenvolver um novo farmaco é um processo longo e complexo, que
consome em média de 10 a 20 anos para ser concluido (DIMASI; GRABOWSKI;
HANSEN, 2016), cujo inicio se da a partir da descoberta ou sintese de uma molécula
ativa em um alvo biolégico apropriado, como também a partir do melhoramento das
propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas de moléculas conhecidas (GUIDO;
ANDRICOPULOQO; OLIVA, 2010; DOYTCHINOVA, 2022).

Além de ser um processo complexo e rigoroso, levar um medicamento ao mercado
envolve um custo que pode variar de 300 milhdes a 2,8 bilhGes de ddlares. As etapas que
compreendem o desenvolvimento de fA&rmacos vao da descoberta da molécula até os testes
clinicos em humanos (FAKUNLE; LORING, 2012; WOUTERS; MCKEE; LUYTEN,

2020) (Figura 1).

vy - iz - '
10.000 a 20.000 mm

moléculas
l_ Otimizacdo da Molécula —”— Testes Clinicos —.]

Nova entidade C‘aractenzac.éo Ensaios nao Fase | fase Il fase I Fase IV
molecular fisico-quimica clinicos
Avaliagio da Farmacocinética
segurangae .
2 ré-clinica
toxicidade P
10 a 20 anos

Figura 1 - Etapas do desenvolvimento de farmacos.

Fonte: adaptado de Farid e colaboradores (2020).
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O processo de desenvolvimento de um farmaco se d4 com a identificacdo de um
hit, que € uma entidade quimica com alta afinidade para o alvo terapéutico pretendido, o
qual passa por uma série de andlises para avaliar suas propriedades farmacoldgicas,
farmacocinéticas e toxicoldgicas, tanto in vitro como in vivo. Este processo, que é
determinante para a continuidade do processo, € denominada etapa ndo clinica
(ANDRADE et al., 2016; ZHOU; ZHONG, 2017). Nessas fases iniciais, podem ser
identificadas moléculas de baixa poténcia e afinidade, bem como moléculas com baixo
rendimento de obtencdo, as quais necessitam ser otimizadas para que possam ser
selecionadas como moléculas-lideres (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Com o intuito de reduzir a taxa de insucesso na fase néo clinica, tem-se utilizado a
abordagem in silico na selecdo e otimizacdo de moléculas com maior potencial de
desenvolvimento, tanto para auxiliar na predicdo do comportamento farmacocinético
como prever possiveis mecanismos de acdo, avaliar a toxicidade, compreender alteracdes
moleculares, otimizar formulagdes e entre outros (GRIME; BARTON; MCGINNITY,
2013; LOMBARDO et al., 2017; PINERO; FURLONG; SANZ, 2018).

Uma vez os candidatos a farmacos sejam avaliados nos estudos nao clinicos, 0s
mesmos seguem para o0s estudos clinicos, que correspondem a pesquisa conduzida em
seres humanos, onde se utiliza voluntéarios sadios ou enfermos, e abrange desde a
administracdo da substancia pela primeira vez ao ser humano, até a obtencéo dos dados
sobre sua eficacia e seguranca terapéutica em grandes grupos populacionais, bem como
os estudos de pos-comercializagdo (CHEN et al., 2018; TAYLOR, 2016).

Os ensaios clinicos séo divididos em 4 fases: na fase I, 0 medicamento é testado
pela primeira vez em voluntarios sadios para se avaliar a tolerancia, posologia e a
seguranca do novo farmaco; na fase Il, os voluntarios sdo pacientes acometidos pela

patologia de estudo, com o intuito de se verificar a eficacia frente a patologia, estabelecer
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o intervalo de dose e determinar os regimes de administracdo; na fase Ill, j& ocorrem
estudos multicéntricos e internacionais, onde o medicamento é dado a um grupo extenso
de pacientes para avaliar a eficécia e seguranca do produto. Geralmente, nos estudos desta
fase os pacientes séo divididos em dois grupos denominados grupo controle, que recebe
o tratamento padrdo ou placebo, e o grupo teste, que recebe o novo farmaco (ARANY],
2018; BRICK; HOSSNE; HOSSNE, 2008; TAMIMI; ELLIS, 2009; UMSCHEID;
MARGOLIS; GROSSMAN, 2011).

A Ultima etapa dos estudos clinicos, denominada de fase 1V, compreende o processo
posterior ao registro e lancamento do novo medicamento no mercado. Nesta fase sao
realizados estudos a longo prazo de vigilancia pds-comercializacdo para verificar a
ocorréncia de novos efeitos terapéuticos ou reacdes adversas, bem como interagoes
medicamentosas ndo observadas nas fases anteriores (CHEN et al., 2018; ZHANG et al.,
2016).

Cerca de 80 a 90% dos candidatos a farmacos falham antes de chegarem aos testes
clinicos, apenas 0,1% dos candidatos conseguem chegar a etapa final. A maioria falha por
problemas relacionados a efeitos colaterais inesperados, tolerabilidade, falta de eficécia e
perfis de seguranca insatisfatorios que ndo foram previstos em estudos pré-clinicos
(FOGEL, 2018; SEYHAN, 2019). Inadequac®es das propriedades farmacocinéticas sao
uma das causas relacionadas a estas falhas, sendo a instabilidade metabdlica um dos
fatores principais, assim, observa-se a necessidade de se realizar estudos farmacocinéticos
nos estagios iniciais do processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos (MOHS;
GREIG, 2017; NUNES, 2015).

Além dos aspectos farmacocinéticos, a toxicidade incontrolavel, fracas

propriedades drug-like e mau planejamento estratégico e comercial, como o baixo
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rendimento na obtencdo e impurezas associadas a sintese das moléculas, também séo

fatores que impedem o sucesso no desenvolvimento de farmacos (SUN et al, 2022).

1.2. Cancer

Cancer € um grupo de doencas que possuem origem multicausal e podem afetar
qualquer parte do corpo. Sendo considerado um problema de satde publica, visto que €
uma das causas de morte prematura em 134 dos 183 paises do mundo, além de ser o
responsavel por uma em cada seis mortes em todo o mundo (PODOLSKIY;
GLADYSHEV, 2016; WHO, 2020). Nas préximas quatro décadas, espera-se que as
mortes por cancer superem as por doencas isquémicas do cora¢do, com um aumento de
2,08 vezes até 0 ano de 2060, tornando-se a principal causa de mortalidade em todo o
mundo imediatamente apds o ano de 2030 (MATTIUZZI; LIPPI, 2019).

No Brasil, segundo as estimativas para triénio 2023-2025, ocorrerdo cerca de 704
mil novos casos de cancer, sendo a segunda maior causa de morte apds as doencas
cardiovasculares, onde, excetuando o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama
feminina (73 mil) e o de prostata (71 mil) serdo os mais incidentes. Em seguida, o cancer
de colon e reto (45 mil), pulméo (32 mil), estdmago (21 mil) e o cancer do colo do Utero
(17 mil) (SANTOS et al., 2023).

Devido a magnitude desta doenca, durante as Ultimas décadas houve grandes
esforgos e avancos na compreensdo das causas do cancer, em particular, sobre 0s genes
que afetam o seu desenvolvimento, possibilitando melhorias nas ferramentas para a
deteccdo e tratamento. Nesse sentido, é importante destacar que a precocidade no
diagnostico do tumor é um fator importante para o éxito da terapia (KRZYSZCZYK et

al., 2018; WARDLE et al., 2015).
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O panorama da terapia antineoplésica se modificou bastante nas ultimas décadas.
Existem atualmente quatro linhas de abordagens de tratamento que s&o: remocao
cirdrgica, imunoterapia, radioterapia e a quimioterapia (KATTNER et al., 2019). Alguns
individuos requerem apenas um tratamento, mas na maioria das vezes, uma combinagdo
de tratamentos é usada para combater a natureza resistente do cancer (JAAKS et al.,
2022).

A remocado cirurgica representa um metodo eficaz de eliminar tumores sélidos que
ndo metastatizaram e estdo localizados em &reas acessiveis do corpo, enguanto que a
radioterapia e a quimioterapia, sdo formas de tratamento em caso de metéstase, podendo
ser combinadas, reduzindo a morbimortalidade associada ao cancer. Entretanto, como
envolvem altas doses de radiacéo e farmacos toxicos, tendem a causar danos adicionais
as células saudaveis (KRZYSZCZYK et al., 2018).

Apesar da vasta quimioterapia anticancer disponivel, alguns agentes
quimioterapicos possuem um mecanismo de a¢do inespecifico, tendo como principal
entrave a semelhanca entre as células malignas e sadias do organismo, o que leva a lesao
de ambas. Além disso, muitos farmacos estdo sujeitos a resisténcia, 0 que acarreta no
impedimento do tratamento do paciente e se torna uma das principais causas de morte na
maioria dos canceres em estagio avancado (HOUSMAN et al., 2014; ZARGAR et al.,
2019). Assim, é necessario a obtencdo de novas substancias ou aprimoramento de
moléculas ativas existentes, para que se fornecam novas estratégias e opc¢des terapéuticas

mais eficazes e seguras.

1.3. Naftoquinonas e o cancer

A utilizagdo de produtos naturais no tratamento e prevencdo de doencas tem sido

uma importante area para a descoberta de novos farmacos. Além disso, diversas
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substancias extraidas de produtos naturais vém sendo estudada quanto as suas atividades
antitumorais, e mais de 3.000 espécies vegetais ja foram utilizadas em terapéuticas
modernas contra o cancer, com cerca de 85 moléculas derivadas de produtos naturais ja
testadas e aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos
(CRAGG; PEZZUTO, 2016; NEWMAN; CRAGG, 2020).

A diversidade de espécies de plantas, animais, micro-organismos e organismos
marinhos resultam em uma variedade de metabdlitos secundarios com diversidade
quimica, especificidade bioquimica e outras propriedades moleculares que possibilitam
com que estas moléculas se tornem compostos lideres e protétipos para o planejamento e
desenvolvimento de farmacos (PHAM et al., 2019).

Entre os produtos naturais com potencial anticancer, encontram-se as quinonas que
sdo pequenos anéis a, B-diendnicos de seis membros classificadas de acordo com seu
esqueleto de carbono aromético em: benzoquinonas, possui um anel de benzeno;
naftoquinonas, possui um anel de naftaleno; e antraquinonas, que possui um anel
antraceno, linear ou angular (CAHYANA; MAFAZI; LIANDI, 2020; DEMIR, 2020;

FUTURO et al., 2018) (Figura 2).
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Figura 2 - Benzoquinonas (A e B), naftoquinonas (C e D) e antraquinonas (E).
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As quinonas apresentam diversas atividades, como antibacteriana (DA SILVA et
al., 2020), antifangica (ALDHOLMI et al., 2019; FANG et al., 2020), anti-inflamatoria
(DANDAWATE et al., 2010) e antiviral (ROA-LINARES et al., 2019), além de serem
base de moléculas citotdxicas cuja acdo tem sido associada a inibicdo da topoisomerase |
e 11 do DNA humano, e a producédo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (LIANG et
al., 2019; PEREYRA et al., 2019).

Dentre as quinonas, destacam-se as naftoquinonas que sdo derivados do naftaleno
contendo dois grupos carbonila na posi¢do 1,4, isoforma mais estavel e amplamente
encontrada, e na posicéo 1,2, com menor incidéncia (QIU et al., 2018). As naftoquinonas
sd0 metabdlitos secundarios que ocorrem naturalmente em plantas e em diversos
microrganismos (FUTURO et al., 2018).

A forma como as naftoquinonas atuam esté relacionada com a formacdo de ligacoes
covalentes com os alvos bioldgicos ou por meio de sua capacidade de sofrer reacdes
reversiveis de oxirreducdo. O mecanismo de acdo geralmente envolve de EROS pelo
ciclo redox em condigdes aerdbias, pela inibicdo do transporte de elétrons, por agentes
intercalantes ou alquilantes do DNA ou como inibidores da topoisomerase (LEE et al.,
2019).

De forma geral, as naftoquinonas possuem a capacidade de aceitar um ou dois
elétrons para formar a semiquinona e a hidroquinona, que sdo reoxidados pelo oxigénio
molecular e geram EROS, que sdo poderosos agentes oxidantes e provavelmente 0s
responsaveis por danos a macromoléculas como o DNA e proteinas, levando ao estresse
oxidativo e apoptose (FUTURO et al., 2018; PEREYRA et al., 2019).

As naftoquinonas sdo consideradas estruturas privilegiadas na quimica medicinal,
por apresentarem diversas atividades farmacologicas e possuirem estrutura passivel de

sofrer modificagBes quimicas mais simples, 0 que as torna bons materiais de partida para
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semissintese de novas moléculas. Além disso, a busca por quinonas tem se intensificado
nos ultimos anos devido a relevancia farmacoldgica de importantes naftoquinonas

naturais, como o lapachol, B-lapachona e lausona (RANI et al., 2022) (Figura 3).

0 0 o
A B C
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Figura 3 - Lapachol (A), p-lapachona (B) e Lausona (C).
Lapachol (2-hidroxi-3-[3-metil-2-butenil]-1,4-naftoquinona) € uma quinona natural

isolada da familia Bignoniaceae encontrada no Brasil (PAJOUDORO et al., 2020),
possuindo  atividades  farmacolégicas como  microbiana, anti-inflamatoria,
antiproliferativa, antiflngica, tripanossomicida e antitumoral (EPIFANO et al., 2014,
EYONG et al., 2020; PERES et al., 2017). A B-lapachona é uma piranonaftoquinona
isbmera do lapachol encontrada em espécies do género Tabebuia (FERREIRA et al.,
2009). A  pB-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2-b]pirano-5,6-diona)
apresenta atividades como antifungica, anti-inflamatoria, anticancer, antibacteriano,
antiangiogénica, bem como ocasiona danos ao DNA (HUSSAIN; GREEN, 2017).

A partir da lausona, foi obtida uma piranonaftoquinona semissintética denominada
de CNFD (7-dihidro-5H-ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9aH)—diona) (figura 4) por
meio de uma cicloadicdo oxidativa [3+2] mediada pelo nitrato de amonio cérico (IV)
(CAN) a partir da lausona e do ciclopentadieno, a qual apresentou atividade antifingica

contra dermatofitos e leveduras do género Cryptococcus sp. (FREIRE et al., 2010).
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O I
Figura 4 — Estrutura quimica no formato 2D da CNFD.

A CNFD também apresentou potencial anticancer, onde foi observado sua acédo
citotoxica em diferentes linhagens tumorais, especialmente em células de
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), com uma concentracdo inibitéria média
(CI50) de 3,06 ¢ 0,98 uM durante 24 ¢ 48 horas de incubacdo, respectivamente. Além de
apresentar potente atividade antitumoral em estudos in vivo utilizando o modelo murino
de melanoma, inibindo o crescimento tumoral em 46,8%, 50,7% e 52,9% utilizando doses
de 10, 30 e 60 mg/Kg/dia, respectivamente (ALMEIDA et al., 2021).

Diante do potencial anticancer da CNFD é de suma importancia a avaliacdo de
parametros como caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas, toxicologicas e
tecnoldgicas visando sua aplicacdo como farmaco, bem como a sua avalia¢do quanto ao
rendimento de obtencdo de modo que a mesma possa obter o perfil necessario para a
continuacdo dos estudos de desenvolvimento de farmacos, e assim possa atuar como uma

nova possibilidade de terapia para o tratamento do cancer.
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CAPITULO 2

1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo fontes de diversos metabolitos secundarios, que além de
apresentarem uma diversidade quimica e estrutural, apresentam um grande potencial
farmacoldgico, sendo utilizado como fonte de moléculas empregadas como pontos de
partida muito bons para o design e a sintese de analogos (VALLI; RUSSO; BOLZANI,
2018; TWAJI; HASAN, 2022). Embora grande parte das moléculas lideres sejam
provenientes de produtos naturais, dificilmente podem ser empregados diretamente em
aplicacdes clinicas. Portanto, modifica¢Oes estruturais destas moléculas sdo essenciais em
varios casos Visto que produtos naturais e seus derivados semi-sintéticos sdo fontes
valiosas de novos candidatos a farmacos com uma variedade de atividades
farmacoldgicas (MAIJHI; DAS, 2021).

Entre os processos disponiveis para a obtencdo de moléculas ativas oriundas de
produtos naturais estdo as reacdes de semissintese, que surgiram como uma ferramenta
para promover modificacOes estruturais e modular suas propriedades bioldgicas, sendo
realizado por meio de uma sequéncia de reacOes partindo, geralmente, de precursores
mais simples (LI; LOU, 2018). Neste sentido, encontra-se a CNFD (7-dihidro-5H-
ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9aH)-diona), que ¢é uma piranaftoquinona
semissintética derivada da lausona (FREIRE et al., 2010).

A lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) é a substancia majoritaria da Lawsonia
inermis, uma espécie vegetal reconhecida por sua importancia medicinal, cosmetoldgica
e cultural, principalmente no Oriente (ALEM et al., 2020). A lausona € uma naftoquinona

amplamente estudada quanto a sua atividade bioldgica, sendo a precursora na sintese de
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substancias com potencial atividade bioldgica, onde muitos de seus derivados apresentam
atividade antitumoral, antibacteriana e antifungica (NAVARRO-TOVAR et al., 2023).
A CNFD é uma molécula obtida de forma sintética por meio de uma cicloadicéo
oxidativa [3+2] mediada por nitrato de aménio cérico (IV) (CAN) a partir da lausona e
do ciclopentadieno (FREIRE et al., 2010). O mecanismo desta reagdo proposto por Nair
e colaboradores (2001) (Figura 1) demonstra a atuacdo do CAN, inicialmente, na
oxidacgéo da lausona formando um radical (1), que se acopla ao ciclopentadieno (2), e
posteriormente, na oxidacdo desse intermediario, promovendo a formacdo de um cation

(3), que sofre um rearranjo, podendo formar dois intermediarios isoméricos (4) e (5), cuja

ciclizacéo, resulta, respectivamente, na CNFD e seu distémero, a 1'VS320.

(0] (0]
.
o (6] [ ]

o )
o OH
D —
g :
1VS320 4 i '
4

Figura 1 — Rota sintética utilizada para obtencdo da CNFD.
Fonte: Nair et al., 2001.
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A CNFD apresenta agdo citotoxica em diferentes linhagens tumorais, além de uma
potente atividade antitumoral em estudos in vivo utilizando o modelo murino de
melanoma (ALMEIDA et al., 2021). Embora seja uma molécula promissora, aspectos
relacionados a sua obtencdo precisam ser avaliados e otimizados para que possa ser
considerada um potencial candidato a farmaco e consiga ser inserida dentro da industria
farmacéutia, visto que seu processo de sintese tem rendimento de 15%, o que implica em
alto custo e inviabiliza sua producdo em larga escala (FREIRE et al., 2010;
VAMATHEVAN et al., 2019).

Otimizar um processo significa avaliar quais variaveis envolvidas produzem a
melhor resposta por meio da variagdo dos parametros analisados, onde o uso de
ferramentas estatisticas tem sido de grande importancia frente a enorme combinacao das
diversas varias relacionadas ao processo (TAYLOR et al.,, 2023). Destacando-se 0
planejamento fatorial que, quando efetuado corretamente, acarreta na reducdo da
variabilidade de resultados, tempo de analise, nimero de ensaios e custos envolvidos no
processo, bem como no estudo simultaneo de diversas variaveis e seus respectivos efeitos
(JANKOVIC; CHAUDHARY:; GOIA, 2021).

A literatura mostra inimeras aplicacdes da utilizacdo do planejamento fatorial na
otimizacdo de sinteses. Bonouri (2020) determinou as condi¢es 6timas de temperatura,
tempo de contato e estequiometria da sintese de brometo de neodimio (l11) através de
apenas oito experimentos, resultando num rendimento de 97,80%. Além da temperatura,
Zimmer (2017) também avaliou a influéncia do tempo reacional durante o processo de
isomerizacdo utilizado na obtencdo de lactulose a partir de residuos ricos em lactose.
Também é possivel observar que um parametro ndo tenha influéncia no processo de

obtencgdo, fato avaliado por Machado e colaboradores (2018), que observaram que o
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tamanho da particula cristalizada de 6xido de zinco depende do tipo de percursor e da
temperatura da sintese, mas ndo do tempo reacional.

Desse modo, é de grande interesse que seja desenvolvido um processo para a
obtengdo da CNFD que vise menores custos, utilizacdo de reagentes mais simples e etapas
com rendimentos otimizados, que possam ser aplicaveis de forma vantajosa em escalas
maiores. Por todo exposto, este trabalho prop0s a otimizacgdo do processo de obtencéo da
CNFD, tendo em vista sua aplicacdo como uma molécula promissora para o tratamento

do cancer.

2. METODOLOGIA

2.1.0btencdo da CNFD padréo

A CNFD, obtida sinteticamente a partir da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona conforme
protocolo de Freire e colaboradores (2010), foi cedida pelo professor Prof. Dr. Vitor
Francisco Ferreira da Universidade Federal Fluminense para que fosse utilizada como

padrdo durante a execugdo do processo de otimizagéo.

2.2.Sintese da CNFD

O método reacional foi adaptado das condi¢Ges descritas por Freire e colaboradores
(2010), onde foi utilizado 1 mmol de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona solubilizada em 10 mL
de tetrahidrofurano (THF), 1 mmol de ciclopentadieno previamente clivado, ao qual foi
adicionada uma solucéo de concentragéo variavel de nitrato de amonio cérico IV (CAN),
e a mistura obtida foi mantida sob agitacdo a uma temperatura que variou de 0 a 5 °C.

Apo0s o tempo determinado, adicionou-se 20 mL de &gua destilada e extraiu-se trés

vezes com 15 mL de diclorometano. Sulfato de sédio anidro foi adicionado e filtrado. O
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solvente foi evaporado e o produto bruto foi separado em coluna cromatogréfica aberta
(1,5 de didmetro e 14 cm de altura) contendo silica gel 60G (70-230 mesh), onde foi
utilizado éter de petroleo:acetato de etila (96:4 v/v) como fase movel e volume de coleta

de 10 mL para cada fragdo obtida.

2.3.Planejamento Fatorial para otimizagdo da obten¢cdo da CNFD

A partir do método descrito no item 2.2., foi proposto um experimento exploratorio
utilizando como varidvel qualitativa o tipo de solvente e como varidveis quantitativas o
tempo de reacdo e a quantidade de catalisador utilizado, visando aumentar o rendimento.
Em seguida, foi realizado um planejamento fatorial do tipo 32, onde a concentracdo do

catalisador e o tempo de reacdo foram escolhidos como fatores (Tabela 1).

Tabela 1. Planejamento fatorial 32 utilizado para a obtencdo da CNFD.

- Niveis
Variaveis
1 2 3
Concentracéo do catalisador
) 2 2.5 3
(equivalente-grama)
Tempo (minutos) 30 45 60

De acordo com a matriz de planejamento fatorial, 9 experimentos foram propostos
para avaliar a influéncia dos fatores no rendimento do produto (Tabela 2), e esses

experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 2. Matriz do planejamento factorial 32 utilizado para a obtencdo da CNFD.

Concentracédo do catalisador

Sintese Tempo reacional (minutos) )
(equivalente-grama)
S1 30 2
S2 45 2

S3 60 2
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S4 30 25
S5 45 25
S6 60 25
S7 30 3
S8 45 3
S9 60 3

A reacOes foram acompanhadas por meio de cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando éter de petroleo:acetato de etila (96:4 v/v) como fase movel e revelada
com luz UV 254 nm e revelador quimico anisaldeido-sulfurico. Todas as sinteses obtidas
foram purificadas conforme descrito no item 2.1. e a CNFD obtida teve sua estrutura

confirmada.

2.4.Confirmacao estrutural

A confirmacdo da estrutura quimica foi realizada no Laboratorio de Cromatografia
e Espectrometria de Massas (LABCEM) da Central Analitica da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e na Central Analitica do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), por meio da espectrometria de massas (ESI-MS/MS-MS) em
espectrometro do tipo ion-trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA), operando com fonte de elétron spray (ESI).

A analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi realizada em RMN de 300
MHz modelo Fourier 300 (Bruker, Massachusetts, EUA) para hidrogénio-1 (RMN 1H) e
carbono-13 (RMN 13C). Onde foi utilizado o cloroférmio deuterado como solvente,
foram utilizados 550uL de solvente em tubo de RMN de 5mm. Todos 0s picos obtidos

nos espectros foram comparados com a amostra padrao.
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2.5.Andlise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados como média + desvio padréo da média e seu
intervalo de confianca de 95% obtidos por regressdo ndo linear. As diferencas entre 0s
grupos experimentais foram comparadas através da analise de variancia (ANOVA).

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 6®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de realizar uma sintese racional, foi proposto um estudo exploratério
que permitisse avaliar quais seriam as melhores condi¢Oes reacionais para a obtencédo da
CNFD, visto que no estudo de Xia e Lee (2013), observou-se que conforme se alterava o
tipo de solvente ou quantidade de catalisador permitia a formacéo ou ndo formagéo do
produto esperado. Desta forma, neste estudo optou-se por utilizar diferentes solventes,
como a acetonitrila (ACN) e tetrahidrofurano (THF), bem como misturas de acetonitrila
e agua (ACN/H20) e diclorometano e acetonitrila (DCM/ACN), os quais foram
escolhidos de acordo com a solubilidade da lausona, a qual possui baixa solubilidade em
solventes de alta polaridade, e do catalisador, que possui maior solubilidade em solventes
mais polares (HO, 2001; HUSSAIN; SHAFEEQ, 2020).

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com a figura 2. Ao final da
reacao, realizou-se a extracdo em funil de separacao, onde se padronizou o processo com
20 mL de agua destilada e trés repeticdes da extracdo com 15 mL de diclorometano. O
produto bruto permaneceu por 24 horas em capela de exaustdo para a eliminacéo total do
solvente residual. Em seguida, realizou-se a purificacdo cromatografica em coluna

utilizando como fase mével uma mistura de éter de petrdleo e acetato de etila (96:4).
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Figura 2 - Processo de sintese e purificagio da CNFD. (A) Quebra da molécula de

diciclopentadieno; (B) Sintese dos derivados; (C) Extracdo dos derivados com diclorometano; (D)

Cromatografia em coluna; (E) Derivado purificado e seco.

Em relacdo ao catalisador, inicialmente foi proposto utilizar concentracGes que
variassem de 0,5 a 1 equivalente, enquanto o tempo de reacédo variou de 1 a 3 horas, visto
que no protocolo estabelecido por Freire e colaboradores (2010), a CNFD foi obtida no
tempo reacional de 3 horas, utilizando 2 equivalentes do catalisador. Em relacdo ao
método original descrito, somente a quantidade de lausona foi mantida inalterada, que foi
de 1 mmol. A partir destas condi¢cGes propostas, conseguiu-se obter a CNFD e os

rendimentos estdo dispostos na tabela 3.

Tabela 3 - Reacéo da obtencdo da CNFD sob diferentes condi¢des reacionais*.

Sintese Solvente Catalisador (Eq) Tempo (h) Rendimento (%)
1 THF 1 1 17,0+ 1,27
2 THF 0,5 1 4,1+0,95
3 THF 1 3 13,7+ 1,68
4 THF 0,5 3 48+1,12
5 ACN 1 1 18,1 + 1,67
6 ACN 0,5 1 8,9+0,89
7 ACN 1 3 4,7+239
8 ACN 0,5 3 4,3+1,89
9 DCM/ACN 1 1 115+2,01
10 DCM/ACN 0,5 1 13,0+ 1,07
11 DCM/ACN 1 3 13,4+1,43
12 DCM/ACN 0,5 3 12,2+1,19
13 ACN/agua 1 1 1,4+0,49
14 ACN/agua 0,5 1 4,2+1,09
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15 ACN/4gua 1 3 17,0+1,22
16 ACN/éagua 0,5 3 50+1,88

*Condicdes reacionais: lausona (Immol), ciclopentadieno (2mmol), solvente (10 mL), temperatura de 0 a

5° C, sob agitacdo constante. A formacéo do produto esperado foi observada por CCD.

Os maiores rendimentos observados foram obtidos quando se utilizou o solvente
acetonitrila, tetrahidrofurano e a mistura acetonitrila/agua que foram 18,1 + 1,67%, 17,0
+1,27% e 17,0 £ 1,22%, respectivamente, bem como a utilizagdo da concentracéo de 1
equivalente-grama do catalisador e tempo reacional de 1 hora. Porém este resultado foi
considerado insatisfatorio, visto que para obter a quantidade de produto necessaria para
viabilizar a continuacao do estudo da CNFD, seriam necessérias grandes quantidades de
reagentes.

Ao comparar a varidvel tempo reacional, ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05)
no tempo de 1 e 3 horas. Contudo, observou-se que quando ha o aumento na quantidade
de catalisador, ocorre 0 aumento do rendimento da reagcdo, o que corrobora para 0O
mecanismo proposto por Nair e colaboradores (2001), que indica a necessidade da
atuacdo do catalisador em duas fases da reacao.

Devido as diferencas de solubilidade dos reagentes em diferentes polaridades,
observou-se que ocorria uma incompleta solubilizacdo dos componentes reacionais o que
poderia influenciar no baixo rendimento observado. Assim, com o intuito de reduzir tais
interferéncias observadas durante as sinteses, e analisar a relagdo solvente/rendimento,
foi proposto modificar as variaveis: tipo de solvente e quantidade de catalisador, sendo
mantida o tempo reacional de 1 hora. A partir disso, foram utilizadas as condicGes

descritas na tabela 4.
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Tabela 4 - Condicdes reacionais utilizadas nas sinteses 17 a 21.

Sintese Solvente Catalisador (Equivalente-grama) | Tempo (horas) | Rendimento (%)
17 THF/agua 2,5 1 42,04 + 2,09
18 ACN 2,5 1 23,96 £ 2,13
19 DCM/ACN 2,5 1 28,59 + 1,53
20 ACN/4gua 2,5 1 19,46 + 1,88
21 THF 2,5 1 42,46 + 2,34

A partir das novas condicOes reacionais realizadas, pode-se observar um aumento
significativo no rendimento da obtencdo da CNFD em relacgdo as condic@es iniciais, sendo
que o maior rendimento obtido foi utilizando como solvente o tetrahidrofurano e a mistura
de tetrahidrofurano/agua, ambos os sistemas com 2,5 equivalentes-grama do catalisador,
onde se obteve o rendimento de 42,46 = 2,34% e 42,04 £ 2,09%, respectivamente, 0s
quais ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre si, sugerindo assim que
ambos os solventes poderiam ser utilizados para a obtencdo da CNFD. Tal rendimento
obtido foi superior ao método inicial descrito por Freire e colaboradores (2010), onde
obtiveram rendimento de 15%. Assim, pode-se afirmar que, conforme h& o aumento do
catalisador, hd 0 aumento no rendimento da obtencdo da CNFD.

Para observar o efeito da influéncia do catalisador e verificar se um tempo reacional
inferior a uma hora poderia afetar no rendimento, optou-se por realizar um planejamento
fatorial 32, utilizando o sistema tetrahidrofurano/agua como solvente. Os resultados séo

exibidos na tabela 5.

Tabela 5 - Rendimento das reag6es para obtencdo do CNFD em diferentes condi¢Bes de reacdo no

planejamento fatorial 32.

Sintese Catalisador (equivalente-grama) Tempo (minutos) Rendimento %
S1 2,0 30 -
S4 2,5 30 -
S7 3,0 30 -
S10 2,0 45 30,34 + 5,17
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S13 2,5 45 26,27 * 3,27
S16 3,0 45 36,82 + 2,02
S19 2,0 60 41,76 £ 2,82
S22 2,5 60 45,75+ 2,04
S27 3,0 60 48,16 + 1,58

A partir dos experimentos realizados no tempo de 30 minutos, observou-se que em

todas as concentracdes avaliadas do catalisador ndo houve formagéo de CNFD, conforme

observado por meio da avaliacdo com a CCD (Figura 3A). S6 foi possivel observar a

formagdo do produto ap6s 45 minutos de iniciada a reagdo (Figura 3B).

Figura 3 - Sintese do CNFD. (A) CCD das rea¢des em 30 minutos nas concentragdes 2,0 (S1), 2,5

(S2) e 3,0 (S3) equivalentes. (B) CCD das reac¢des no tempo de 45 minutos na concentracdo 2,0 equivalentes

(S10 e S11).

Ao analisar a variavel concentracdo do catalisador, ndo se observou diferenca

estatistica nas concentragfes de 2,5 e 3 equivalente-grama (p > 0,05) no rendimento da

CNFD ao se comparar todas as concentragdes testadas. Ja em relacdo ao tempo reacional,

verificou-se que s6 houve diferenca significativa (p < 0,05) quando se utilizou a

concentracdo de 2 equivalentes onde se observou um maior rendimento no tempo de 60

minutos.

Assim, ao se avaliar as condicBes de analise para a CNFD, pode-se inferir que

concentragOes inferiores a 2 equivalentes do catalisador ndo permitem um aumento no
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rendimento do produto, visto que nas primeiras tentativas, onde se utilizou concentracoes
de 0,5 e 1 equivalente, obteve-se um rendimento maximo de 18,1%. Além disso,
observou-se que € necessario um tempo superior a 30 minutos para se observar a
formagéo do produto reacional.

Os produtos obtidos foram submetidos a analise de espectrometria de massas no
modo positivo, e apresentaram um espectro de ions totais que revelou a presenca de um
pico base de m/z 239,17 conferindo com a massa da molécula desejada (Figura 4A). Além
disso, foi possivel observar a presenca de dois ions com peso molecular superior ao da
CNFD. Acredita-se que o ion 261,15 seja o resultado da formacao do aduto de s6dio com
a molécula, e que o ion 499,04 seja oriundo do aduto de s6dio com a CNFD dimerizado

na fonte de ionizacéo ou no analisador quadrupolo (Figura 4B).
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Figura 4 - Espectro de massas da CNFD sintetizada. (A) ion molecular da CNFD fragmentado. (B)

formacéo de adutos com a CNFD.
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A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H) e carbono
(*3C) é uma técnica importante para determinagdo da estrutura de uma molécula,
auxiliando na identificacdo do esqueleto carbono-hidrogénio da mesma (KELMAN et al,
2012). Desse modo, essa técnica foi utilizada para confirmagdo da estrutura da CNFD

(Figura 5).

S
H

Figura 5 — Identificacdo dos carbonos da estrutura quimica da CNFD.

A Tabela 6 apresenta os descolamentos de hidrogénio e carbono presentes

identificados na amostra em comparac¢éo ao padrao.

Tabela 6 — Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de *H e 3C da CNFD em

comparagdo ao padrao.

ST CNFD padrao CNFD sintetizada
RMN *H (ppm) | RMN 3C (ppm) | RMN H (ppm) | RMN 3C (ppm)
1 - 182,2 - 181,3
2 - 178,43 - 175,4
3 - 31,66 - 38,1
4 7,92 124,84 8,06 1247
5 7,75 128,03 7,74 129,2
6 7,66 135,27 7,59 134,4
7 7,61 123,7 7,53 119,3
8 - 32,51 - 41,1
9 - 167,32 - 158,2
10 6,21 97,84 6,20 97,6
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11 6,21 128,03 6,20 127,8
12 5,99 129,07 5,94 129,2
13 2,50; 2,54 41,08 2,69 41,1
14 2,77 39,86 2,70 38,1
15 - 102,84 - 99,6

A CNFD obtida em todas as reac6es foi caracterizada e teve sua estrutura quimica
confirmada pela andlise de RMN de *H e 3C quando comparada com o0s sinais de
deslocamentos da CNFD padrédo, além de corroborar com os sinais de deslocamentos
descritos por Freire e colaboradores (2010). A elucidacdo estrutural apresentada neste
trabalho é inequivoca, pois existem deslocamentos quimicos tipicos apresentados por esta

estrutura na literatura, o que foi claramente detectado em nossos espectros.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, este estudo foi capaz de otimizar o processo de
semissintese de CNFD, onde pode-se inferir que um tempo maior que uma hora nédo
influencia no rendimento da reacéo, e que o fator limitante para o aumento do rendimento
é a quantidade de catalisador seguido do tipo de solvente. No entanto, um tempo inferior
a 30 minutos ndo é suficiente para obter a formacdo da CNFD, e concentracdes acima ou
igual a 2,5 equivalentes-grama do catalisador ndo apresentam diferenca estatistica no
rendimento da reacdo. Bem como as condigdes otimizadas permitiram o aumento do

rendimento da reacdo de 15% para cerca de 48% em comparagdo ao método original.
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CAPITULO 3

1. INTRODUCAO

A nanotecnologia surgiu como uma grande promessa de inumeros beneficios a
diversos campos, incluindo o medicinal. Nesse sentido, o ramo da ciéncia denominado de
nanomedicina busca no universo nanobiotecnolégico meios que também possam
favorecer terapias para doencas das mais diferentes naturezas, incluindo as doencas
cancerigenas (ABDUSSALAM-MOHAMMED, 2019).

A utilizacdo da nanotecnologia visando aumento da biodisponibilidade dos
farmacos foi revolucionaria para a industria farmacéutica. Os produtos elaborados a partir
desta tecnologia tém alcancado melhoria na resposta terapéutica, uma vez que tem se
observado uma maior estabilidade dos niveis dos farmacos no organismo. Além disso,
também € possivel alcancar melhor eficacia utilizando doses menores dos ativos
farmacéuticos (SUN; YANG; TENG, 2020).

A incorporacdo de nanofarmacos para tratamento do cancer tém como alvo o
aumento da distribuicdo do medicamento na regido tumoral, que deve ser convertida em
uma resposta antitumoral intensificada. Contudo, para que iSso ocorra, € necessario
investigar modelos especificos que simulam processos in vivo em termos de interacdo de
proteinas séricas, microambiente tumoral e matriz extracelular (KOPECKOVA et al.,
2019).

A maioria dos medicamentos anticancer tém baixa solubilidade em &gua, rapida
depuracédo do sangue, baixa seletividade do tumor e efeitos colaterais graves para tecidos
saudaveis, sendo necessaria a sua modulagdo para melhoria das suas propriedades

tecnologicas e farmacologicas. Nesse sentido, as nanoformulagbes vem ganhando
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destaque por permitir a modulacdo de caracteristicas fisico-quimicas que facilitam a
liberagdo do farmaco e seu comportamento bioldgico, permitindo melhorar a
biodisponibilidade e facilitar o processo de carreamento de um farmaco (DENG et al.,
2020; Ll etal., 2019; PASUT, 2019).

Dentre os diversos tipos de nanoformulagdes, encontram-se as nanoparticulas
poliméricas, que sdo sistemas carreadores que apresentam didmetro inferior a 1 pm, perfil
granulométrico homogéneo e monomodal (SCHAFFAZICK et al., 2003; ZIELINSKA et
al., 2020). Neste grupo, estdo incluidas as nanocapsulas, que sdo nanoparticulas
constituidas de um invélucro polimérico disposto ao redor de um nuicleo oleoso, podendo
o farmaco estar dissolvido neste nucleo ou adsorvido a parede polimérica (DENG et al.,

2020; KOTHAMASU et al., 2012) (Figura 1).

A I—Férmaco—l_’ B

— Niucleo oleoso —

Membrana polimérica
Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura de uma nanocépsula. (A) farmaco dissolvido
no nucleo oleoso das nanocapsulas; (B) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas.

Fonte: adaptado de Zielinska e colaboradores (2020).

As nanoesferas sdo estruturas formadas por matrizes poliméricas que, diferentemente
das nanocéapsulas o nucleo ndo se apresenta diferenciado (isento de 6leo). Os farmacos neste
tipo de estrutura estdo distribuidos ou encapsulados de forma homogénea na matriz

polimérica, e ainda, podem estar adsorvidos na superficie da nanoesferas, onde o0 processo de
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liberagdo do farmaco a partir deste tipo de nanoestrutura sera por difusdo (DIAS, 2018;

BOLTNAROVA et al., 2021) (Figura 2).

A Farmaco B

Matriz polimérica

Figura 2 - Representagdo esquematica da estrutura de uma nanoesfera. (A) farmaco retido na
matriz polimérica das nanoesferas; (B) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica
das nanoesferas.

Fonte: adaptado de Zielinska e colaboradores (2020).

Os sistemas compostos de nanoparticulas poliméricas, sendo eles as nanocapsulas
e nanoesferas, podem auxiliar na aquisicdo das caracteristicas necessarias a um farmaco
anticancerigeno. Os sistemas nanoparticulados podem aumentar a relagdo area/volume e
a reatividade, com possibilidades de promover a encapsulacdo de substancias de baixa
solubilidade, fornecer protecdo a moléculas, viabilizar a modulagdo de caracteristicas
fisico-quimicas de agentes farmacoldgicos bem como minimizar seus efeitos indesejados,
modificar a biodistribuicdo dos agentes terapéuticos, prolongar o tempo de circulagéo do
farmaco, facilitar a absorgé@o, melhorar o direcionamento e fornecer liberacéo controlada
(YURGEL; COLLARES; SEIXAS, 2013; DIAS, 2018; DENG et al., 2020).

As nanoparticulas poliméricas séo sistemas carreadores conhecidas por melhorar
potencialmente a estabilidade do farmaco e duracdo do efeito terapéutico, além de
minimizar a degradagédo, o metabolismo e o efluxo celular (MASOOD, 2016; PATHAK;
RAGHUVANSHI, 2015). Devido ao seu tamanho de particula e sua caracteristica

coloidal, sdo capazes de entregar o farmaco de forma eficaz ao tecido linfatico, e em
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seguida, libera-lo diretamente na corrente sanguinea (ZIELINSKA et al., 2020). Além
disso, conseguem contornar o efluxo da glicoproteina-P das células epiteliais intestinais,
aumentando assim a sua absorcdo (PRIDGEN; ALEXIS; FAROKHZAD, 2015;
SRIKAR; RANI, 2019).

Nanoparticulas a base de poliéster, incluindo os polimeros poli(acido latico-co-
acido glicélico) (PLGA), &cido polilactico (PLA) e policaprolactona (PCL) tem sido
usados como matriz polimérica para sistemas de administracdo oral (BABADI et al.,
2020). Mattos e colaboradores (2016) avaliaram nanoparticulas de PLA com 5-
fluorouracil para terapia anticancer oral, bem como o efeito da modificagdo com
polietilenoglicol (PEG) na absorgéo oral de 5-fluorouracil nanoencapsulado. Verificou-
se que houve um aumento da biodisponibilidade oral do 5-fluorouracil quando
nanoencapsulado, sendo que ambas as formulacbes apresentaram parametros
farmacocinéticos semelhantes, incluindo a concentragcdo méxima e tempo de meia-vida.

Em relacdo ao processo de eliminagdo das nanoparticulas poliméricas, observa-se
que este processo depende de vérios fatores, como a escolha do polimero e dos
copolimeros, o tamanho do polimero, a carga do polimero e a existéncia de
direcionamento ativo para o tecido (MOSS; SICCARDI, 2014).

De acordo com o tamanho de particula e composicéo da nanoformulacdo, elas sdo
capazes de se difundir nos tecidos por meio de processos bem caracterizados, como maior
permeabilidade e efeito de retencdo, podendo se direcionar e se acumular em 0rgaos
especificos. Caracteristica desejada no tratamento de doencas como o céncer, que
apresenta tecidos com permeabilidade vascular aumentada em comparag¢do com 0s vasos
encontrados nos tecidos normais. Contudo, para que o efeito de permeabilidade e retengéo
ocorra, alguns parametros devem ser observados, como a modulacéo do fluxo sanguineo

do tumor, a modulacéo da vasculatura tumoral e do estroma, bem como a capacidade do
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farmaco de matar as células neoplésicas para reduzir sua funcdo de barreira
(NAKAMURA et al., 2016; PASUT, 2019).

Nesse sentido, a nanotecnologia é uma abordagem muito oportuna no estudo de
novos candidatos a farmaco, como é o caso da CNFD, que apesar de se mostrar como
uma molécula promissora, pouco se sabe sobre suas caracteristicas tecnologicas,
especialmente envolvendo a sua aplicagdo em nanoformulag6es

A partir do exposto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e
caracterizar um sistema carreador nanoestruturado polimérico contendo a CNFD, visando

otimizar suas caracteristicas fisico-quimicas e tecnologicas.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao da substancia teste

A CNFD foi obtida sinteticamente conforme protocolo otimizado descrito no
capitulo 2. Onde se utilizou 1 mmol de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona em 10 mL de
tetraidrofurano/agua 1:1, 1 mmol de ciclopentadieno previamente quebrado, ao qual foi
adicionado uma solucéo de 2,5 equivalente-grama de nitrato de aménio cérico. A mistura
foi mantida em agitacdo por 1 hora, em temperatura de 0 a 5 °C sob agitacdo. A CNFD

obtida foi purificada e mantida sob refrigeracdo até sua utilizacéo.

2.2. Desenvolvimento e valida¢do do método analitico para quantificacédo da

CNFD

Para o desenvolvimento do método analitico, foi empregada a técnica de

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por absorcao ultravioleta



57

(CLAE-UV). O sistema de CLAE Shimadzu (Kyoto, Japdo) compreendia um
desgaseificador online DGU-20A5, uma unidade de bomba de solvente LC-20AT, um
injetor automatico SIL-10AF, um forno de coluna CTO-20A, um SPD-MZ20A (190-800
nm) detector de matriz de diodos e um controlador de sistema CBM-20A. A coluna
analitica utilizada foi Luna 5u C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula) da
marca Phenomenex (Califérnia, EUA).

As condicBes cromatogréficas utilizadas estdo descritas no quadro 1. A
identificacdo e quantificagdo da CNFD foi executada pelo monitoramento no
comprimento de onda de 260 nm e os dados foram analisados utilizado o software LC

Solution versdo 1.25 SP1.

Quadro 1 — Condigdes cromatogréficas estabelecidas.

Parémetro Condicéo otimizada
Coluna Luna 5u C18 100 A 250x4,6 mm, marca Phenomenex
Fluxo 0,8 mL/minuto
Volume de injecéo 20 pL
Fase movel Acetonitrila e Agua Ultrapura (80:20)
Temperatura da coluna Ambiente
Detector Arranjo de diodos
Comprimento de onda 260 nm
Tempo de corrida 12 minutos

Os ensaios para validacdo foram realizados de acordo com a RDC 166/2017 da

Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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2.2.1 Linearidade

Para realizacdo deste ensaio, foi preparada uma solucdo mée (1mg/mL) do analito.
Para isso, foram dissolvidos 5 mg da CNFD padrdo em 500 uL de metanol, em seguida o
volume foi completado para 5 mL usando acetonitrila.

Uma curva padrdo com 5 pontos, utilizando solugdes nas 10, 50, 75, 100 e 125
pg/mL foram preparadas partindo da solugdo mae (1mg/mL), previamente filtrada por

uma membrana Millipore® de 0,45 um. As determinagdes foram realizadas em triplicata.

2.2.2. Avaliacdo da Precisdo - Teste de repetibilidade

Para a realizacdo deste ensaio foram feitas nove injecOes do analito, com
concentracdo correspondente ao ponto médio da curva padrdo (75 pg/mL). Foram

estimados o valor médio, desvio padréo e o coeficiente de variagao.

2.2.3. Avaliacdo da Exatidao

O ensaio de exatiddo foi realizado através do método de contamina¢do da amostra
com a substancia de referéncia, onde se utilizou o padrao de rutina. Este ensaio, também,
é conhecido como teste de recuperacdo. Para este teste de acordo com ANVISA (2003) é
possivel uma variabilidade de até 100 + 10%, para matérias-primas e principios ativos. O
calculo de recuperacdo foi feito pela seguinte equacéo:

Exatidao = (Quantidade recuperada / Quantidade real) x 100
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2.3. Desenvolvimento das nanoformulagdes

2.3.1. Desenvolvimento de nancocapsulas contendo a CNFD

As nanocapsulas foram preparadas pelo método de emulsificacdo-difusdo do
solvente (FESSI et al., 1989) envolvendo a mistura da fase organica na fase aquosa
conforme o esquema apresentado na figura 3. Incialmente, foram preparadas doze
formulacdes em triplicata com o intuito de avaliar o efeito do polimero e dos tensioativos nas

propriedades das nanoparticulas obtidas. As condi¢fes das formulacfes estdo descritas na

tabela 1.

— S— —— =

Fase oleosa Fase aquosa Fase aquosa
Polimero Agua ST
Doador de cadeia Tensoativo N o
Tensoativo
CNFD
Solvente Nanocapsulas
Figura 3 - Esquema simplificado de elaboracéo das nanocapsulas.
Fonte: adapatado de Tamashiro (2019).
Tabela 1 - Composicao e condi¢des das nanoformulacdes.
. i . ) Doador de o
Formulacéo Polimero Aquecimento Tensoativo . Agitacao
cadeia
) ) Manteiga de Agitador
NANOO1  Policaprolactona Sim Tween 80 .
cacau magnético
) ) Manteiga de
NANOOQ02  Policaprolactona Sim Tween 80 Ultra-Turrax
cacau
) Manteiga de Agitador
NANOO03 PEG 4000 Sim Tween 80

cacau magnético
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Manteiga de Agitador
NANOO04 PEG 4000 Né&o Tween 80 o
cacau magnético
Kollicoat Manteiga de
NANOO05 Né&o Tween 80 Ultra-Turrax
100MP cacau
Kollicoat Palmitato de
NANOO06 Né&o Tween 80 ) ) Ultra-Turrax
100MP isopropila
. ] Palmitato de
NANOO7 Eudragit EPO Sim Tween 80 ] . Ultra-Turrax
isopropila
. Palmitato de
NANOO08  Policaprolactona Né&o Tween 80 ] . Ultra-Turrax
isopropila
. Palmitato de
NANOO09 Eudragit EPO Né&o Tween 80 ] . Ultra-Turrax
isopropila
) Palmitato de
NANO10 Eudragit E100 Né&o Tween 80 ) ) Ultra-Turrax
isopropila
Kollicoat Palmitato de
NANO11 Né&o Tween 80 Ultra-Turrax
100MP isopropila
Kollicoat 100 Palmitato de
NANO12 Né&o Tween 80 ] . Ultra-Turrax
MP isopropila

A fase organica foi preparada dissolvendo o polimero no solvente sob agitagdo

magnética a 400 rpm, contendo 500 mg do Span 20 (éster de monolaurato de sorbitano), 50

mg da CNFD, previamente dissolvida em 15 mL de acetona e 500 mg doador de cadeia. A

mistura foi agitada durante 10 minutos usando agitador magnético (Fisatom, SP, Brasil). A

fase aquosa foi composta por 50 mL de agua ultrapurificada Mili-Q e 500 mg de polissorbato

80 (Tween 80), também foi mantida sob agitacdo por 10 minutos a 400 rpm. Posteriormente,

a fase organica foi adicionada sobre a fase aquosa em um fluxo de 1mL/min mantendo a

agitacdo por mais cinco minutos. Em seguida, a mistura foi homogeneizada em aparelho

Ultraturrax (IKA, Alemanha) a 10.000 rpm por 5 minutos e a suspensdo de nanoparticulas

obtida foi concentrada em um rotaevaporador (Buchi, Suiga) para eliminagéo total da acetona

e obtencdo de uma concentracdo final de 1mg/mL.
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2.3.2. Desenvolvimento de nanoesferas contendo a CNFD

As nanoesferas contendo a CNFD foram obtidas pelo método de deslocamento de
solvente de acordo com a metodologia descrita por Paiva e colaboradores (2013), onde
alterou-se somente o polimero utilizado. As condicGes estabelecidas estdo descritas na
tabela 2.

Tabela 2 - Composicéo e condi¢des das nanoformulaces.

Fase Condicoes

Solucéo acetdnica com a CNFD (1 mg/mL)

Polimero (50 mg)

Fase orgénica Metanol ou diclorometano (0,5 mL)
Span 85 (16,65 mg)
Acetona (10 mL)
Fase aquosa Tween 80 (0,167%, 25 mL)

Inicialmente foram preparadas quatro formulacdes em triplicata contendo
diferentes  polimeros:  Policaprolactona, Polietilenoglicol 400 (PEG 400),
Polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) e Kollicoat MAE 100 P.

A fase organica foi preparada dissolvendo o polimero no solvente sob agitacdo
magnética a 400 rpm, onde foi adicionado o Span 85 (trioleato de sorbitano) e a CNFD. A
mistura foi agitada durante 10 minutos usando agitador magnético (Fisatom, SP, Brasil). A
fase aquosa foi composta pela solucdo de Tween 80 a 0,167% também foi mantida sob
agitacdo por 10 minutos a 400 rpm. Posteriormente, a fase organica foi adicionada sobre a
fase aquosa em um fluxo de ImL/min mantendo a agitagdo por mais cinco minutos. Em
seguida, a mistura foi homogeneizada em aparelho Ultraturrax (IKA, Alemanha) a 10.000
rpm por 5 minutos e a suspensdo de nanoparticulas obtida foi concentrada em um
rotaevaporador (Buchi, Suica) para eliminacdo total do solvente e obtencdo de uma

concentragéo final de 0,75 mg/mL.
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2.4. Caracterizacao das nanoparticulas

2.4.1. Tamanho de particulas, indice de polidispersdo, potencial zeta e

condutividade

O tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e a condutividade
foram medidos por espectroscopia de correlacdo de fétons usando um Zetasizer
(MALVERN, Reino Unido). Na anélise de tamanho de particula e indice de
polidispersdo, as nanoparticulas foram diluidas 1:9 (v/v) em &gua ultrapurificada e
filtradas em membrana Millipore® (0,45 mm). Foi utilizado um comprimento de onda do
laser de 633 nm, 173° de angulo de espalhamento, a 25°C (RODRIGUEZ et al., 2017).
As medidas foram feitas em triplicata.

Na andlise do potencial zeta e a condutividade, as amostras foram dissolvidas em
agua destilada (1:9) e as medidas foram feitas a 25°C, usando uma voltagem de 150V. As

medidas foram feitas em triplicata.

2.4.2. Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulacdo da CNFD das nanoparticulas foi avaliada em CLAE
utilizando método previamente validado, conforme item 2.2. A separacdo das
nanoparticulas do meio liquido foi realizada por ultrafiltracdo/centrifugacdo (ANGELI,
2007; FESSI et al., 1989), utilizando dispositivo com membrana de celulose regenerada
de tamanho de poro 10 kDa (Millipore®), no qual a suspensdo passa pela membrana
ficando retidas so as nanoparticulas. Um volume exato da suspensdo de nanoparticulas
(0,4 mL) foi colocada no dispositivo e centrifugado a 13.000 rpm, por 15 minutos, a
temperatura de 24 °C. O liquido filtrado (200 uL) foi diluido em 400 uL de acetonitrila e

filtrado por uma membrana Millipore® de 0,45 pum e injetado um volume de 20 pL no
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equipamento. O contetido de CNFD encapsulada (EE) foi determinado por diferenca entre
a quantidade utilizada para preparacdo das nanoparticulas (QT) e a quantidade
determinada no liquido filtrado (QLF), conforme equacéo abaixo:

EE (%) = [(QT - QLF) / QT] x 100

2.4.3. Teste de estabilidade

Amostras das nanoparticulas (25 mL) foram mantidas em frascos ambar por 6
meses a 25 £ 2 °C e 65% de umidade relativa. O tamanho de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH foram medidos nos dias 0, 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150
e 180.

A determinacdo dos valores de pH das nanocapsulas e nanoesferas foram realizadas
utilizando um potenciémetro digital, previamente calibrado, a temperatura ambiente,
sendo as medidas feitas diretamente nas suspensdes.

Todas as medicdes foram feitas em triplicado e os resultados foram expressos como

a média £ desvio padréo.

2.5. Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo e/ou coeficiente de
variagdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o programa

GraphPad Prism 6®.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Validacao do método analitico

Para a avaliacdo das caracteristicas de encapsulacdo, foi desenvolvido um método
de separacao de cromatografia liquida de alta eficiéncia analitico, tanto sua aplicacdo em
como método para identificacdo da CNFD, como visando seu emprego em um método de
separagdo para um cromatdgrafo semi-preparativo, visto que é o método de purificacdo
mais potente e versatil utilizado pela industria farmacéutica (SIDDIQUI; ALOTHMAN;
RAHMAN, 2017).

Para a obtengdo do metodo, utilizou-se uma coluna cromatografica de fase reversa,
por permitir a separacdo de modo sensivel de substancias estreitamente semelhantes
(BRAGA, 2018). Alem disso, utilizou-se um metodo isocratico, visando facilitar a
transposicdo do modo analitico para o semi-preparativo, que permite a separacdo e
purificacdo de maiores quantidades de substancias (SOARES et al 2022).

A composicdo da fase mével foi definida apos testar diferentes concentracGes de
acetonitrila, metanol e dgua ultrapura. Iniciou-se com proporcdes de metanol e dgua ultra
pura (55:45) e (80:20), com tempo de analise de 20 minutos, porém o método ndo
apresentou picos com boa resolucdo. Com a utilizacdo da fase movel acetonitrila e agua
(80:20), obteve-se o pico referente a CNFD com resolucdo satisfatoria e tempo de

retencdo de 4,9 minutos (Figura 4).
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Figura 4 - Cromatograma da CNFD padr&o.

As concentracfes utilizadas para avaliacdo da linearidade da metodologia
desenvolvida foram 10, 50, 75, 100 e 125 pg/mL. A linearidade corresponde a relagédo
entre a resposta instrumental (area do pico cromatografico) e a concentracao do analito
(CASSIANO et al., 2009). A correlacdo linear entre as concentracdes e a area do pico de

CNFD foi avaliada pelo coeficiente de determinacédo (R2) e a equacao da reta determinada

(Figura 5).
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Figura 5 - Gréfico de linearidade (10-125 pg/mL) para a quantificagdo da CNFD por CLAE.

Na tabela 3 pode-se observar que os coeficientes de variagdo, em todos os niveis de

concentragdo (como medida padronizada da dispersdo em cada nivel), foi menor que 5%,
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estando de acordo com legislacdo vigente (ANVISA, 2012). Visto que a linearidade é a
capacidade do método de apresentar resultados diretamente proporcionais a concentracéo
do analito (SHABIR, 2003), dessa forma, a curva de calibracdo desenvolvida apresenta

linearidade adequada para os estudos de identificacdo e quantificacdo da CNFD.

Tabela 3 - ConcentragBes da curva de regressao linear da CNFD.

Concentracao ) ) ) Coeficiente de Variacao
Areas do pico Desvio Padrao
(Hg/mL) (%)
10 1184929 57740,19 4,87
50 6823950 287620,49 4,21
75 10738598 372700,93 3,47
100 15506109 682643,31 4,40
125 20796105 942305,05 4,53

Para avaliagcdo da repetibilidade foram feitas nove inje¢fes do analito no ponto
médio de concentracdo da curva (75 pg/mL). Os resultados obtidos estdo apresentados na
tabela 4. O valor do coeficiente de variagdo das nove determinagdes foi menor que o valor
limite admitido pela norma, sendo inferior a 5% (BRASIL, 2003), indicando que o

método pode ser considerado reprodutivel.

Tabela 4 - Ensaio de repetibilidade.

Anélise Areas do pico Recuperacgéo (pg/mL)
1 11583447 74,19
2 12227654 77,99
3 11830000 75,65
4 11820452 75,59
5 12000756 76,65
6 11730520 75,06
7 11813435 75,55
8 11871995 75,89
9 12013435 76,73
Média 11876854,89 75,92
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Desvio padréo

135840,0741

0,80

Coeficiente de variacdo

1,14

1,05

A precisdo ¢ a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma amostragem mdaltipla de uma mesma amostra. A precisdo mede o grau

de repetibilidade do sistema, operando em condi¢des normais em um curto intervalo de

tempo (SHABIR, 2003).

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relagdo ao valor de referéncia aceito como verdadeiro (BRASIL,

2003). O ensaio foi realizado com a concentracdo equivalente ao ponto central da curva

de calibracdo e os resultados estdo descritos na tabela 5. A legislagdo normaliza

percentuais de recuperacdao do analito e do padrdo interno proximos a 100%, porém,

admite uma faixa de variabilidade de 100 £+ 20% para matérias primas e principios ativos

(BRASIL, 2003).

Tabela 5 - Avaliacdo da exatidao.

CNFD + padréo interno

CNFD Padréao

Exatidao Exatid&o
) Recuperacgédo ) Recuperacéo
Area ([QE/QT]x100) Area ([QE/QT]x100)
(Hg/mL) (Hg/mL)
% %

11628752 74,46 99,27 11583447 74,19 98,92
11925139 76,21 101,60 12227654 77,99 103,98
12006381 76,68 102,24 11830000 75,65 100,86
11810795 75,53 100,70 11820452 75,59 100,78
12002333 76,66 102,21 12000756 76,65 102,20

Média 75,91 101,21 - 76,01 101,35

Desvio

0,65 0,97 - 1,04 1,39
padrdo

Legenda: QE = quantificacdo experimental; QT = quantificacdo tedrica.
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A andlise estatistica dos resultados do ensaio de recuperacéo confirmou que nao ha
diferenga estatisticamente significativa entre os valores de recuperagdo da CNFD
contaminada com padrdo interno comparada com a recuperagdo da CNFD nas mesmas
condigdes. Considerando que o valor de recuperagédo ficou abaixo que 105%, pode-se

concluir que o método é exato na faixa de concentragdes avaliadas.

3.2. Desenvolvimento das nanoformulagdes

3.2.1. Nanocépsulas

A partir de um estudo de pré-formulacdo, foram avaliados diferentes polimeros,
concentragdes dos excipientes e condicbes de aquecimento e agitacdo, 0s quais
permitiram a obtencdo de doze prototipos de nanocépsulas, as quais foram avaliadas
macroscopicamente quanto a presenca de instabilidades. Das formulacGes elaboradas
somente trés ndo apresentaram sinais de instabilidade apds 48horas do seu preparo, que
foram a NANOO3, NANOO4 e NANO11 que apresentaram coloragdo alaranjada e se
mantiverem homogénea. As nove formulagGes restantes apresentaram formacdo de

precipitado esbranquicado, cremacgdo ou mudanca de coloragéo (Tabela 6, Figura 6).

Tabela 6 — Nanoformulagdes avaliadas visualmente apds o preparo.

Formulacéo Reacdes de instabilidades observadas

NANOO1 Preciptacdo

NANOOQ2 Preciptacdo

NANOO3 -

NANOO04 -

NANOO05 Preciptacdo

NANOO06 Preciptacdo

NANOOQ7 Preciptacdo

NANOO08 Preciptacdo

NANOO09 Mudanca de coloracéo
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NANO10 Cremagcéo
NANO11 -
NANO12 Cremagéo

Figura 6 - Aspectos visuais das nanocépsulas. (A) Formulagdo recém prepada (estavel); (B)

Precipitacdo; (C) Mudanca de coloracao; (D) e (E) Cremacéo.

Os indicativos de falta de estabilidade e incompatibilidades foram observados ap6s
o0 tempo 48 horas, como a cremagdo, que € um processo em que ocorre o deslocamento
das gotas de 6leo para a superficie ou profundidade do sistema (CONTRI et al., 2013) e
a mudanca de coloragdo devido a oxidagdo dos compostos. Com a anélise no Zetasizer
constatou-se 0 comportamento bimodal da NANOOQ5, que visualmente aparentava ser
estavel, mas apresentou indice de polidisperssdao muito elevado (0,418) e apoés trés dias
apresentou a formacdo de um precipitado abundante, o que é caracteristico do fenémeno
conhecido como Ostwald Ripening, que estd associado as quantidades de polimero e
surfactante insuficientes para produzir uma camada de revestimento mais completa
(AMADO etal., 2017).

Associado as caracteristicas visuais, as formulages foram analisadas quanto ao
potencial zeta, que reflete a carga de superficie das nanocapsulas. Este parametro pode
ser influenciado pela composicdo da particula, meio dispersante, pH e forca ibnica
presentes na solucdo, visto que a estabilidade das suspensdes coloidais é favorecida pela
repulsdo eletrostatica e pelos efeitos estéricos, que evitam a agregacdo provocada por

colisBes ocasionais (TAGLIARI et al., 2015).
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As formulagdes que apresentaram precipitacdo ao decorrer do tempo de andlise
apresentaram heterogeneidade no tamanho de particula com comportamento bimodal,
bem como potencial zeta que variaram de -10,6 a -11,4 mV, demonstrando instabilidade.
Para uma boa estabilidade coloidal em solucédo, o potencial zeta deve estar proximo a +
30 mV (MOHANRAJ; CHEN, 2007).

As nanoformulagdes contendo o polimero PEG 4000 apresentaram coloragéo
laranja com aspecto transparente, que apds 48 horas e tamanho de particula que variou de
42,44 a 58,00 nm, porém apresentaram um comportamento bimodal e potencial de zeta
que variou de -10,6 a -17,4 mV e com altos valores de indice de polidispersdo e
condutividade, significando uma alta mobilidade de ions livres na solucdo, o que
comumente provoca instabilidade devido a interacdo das cargas dos ions com a dupla
camada elétrica das nanoparticulas polimericas (RODRIGUEZ et al., 2017). Assim, 0 uso
do PEG 4000 nao permitiu obter a formacdo de nanocapsulas estaveis.

A formulacdo NANO11, que foi preparada usando o Kollicoat MAE 100P, que é
um polimero que apresenta uma alta permeabilidade a diferentes substéncias e boa
solubilidade em solventes organicos (ROA, 2010). Essa formulacdo apresentou um
tamanho de particulas de 173,3 nm, com uma faixa muito estreita de variabilidade,
expressada num indice de polidispersdo de 0,112, com um valor modular de potencial
zeta acima de -34,9 mV e uma baixa condutividade de 0,0468 p€/cm. Na literatura sugere
que sistemas nanoparticulados com valor modular de potencial zeta acima de -30 mV,
costumam ser muito mais estaveis (RODRIGUEZ et al., 2017), pois a repulsdo entre as
particulas carregadas é grande evitando a coalescéncia e a ocorréncia do fenébmeno de
Ostwald Ripening que reduz a energia superficial causando separacéao e precipitacdo em

sistemas de nanoparticulas (FERREIRA et al., 2017). Conforme esses resultados, a
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formulacdo NANO11 foi selecionada para continuar com 0s processos de caraterizacao,

estabilidade.

3.2.2. Nanoesferas

A partir de um estudo de pré-formulacéo, foram avaliados diferentes polimeros, 0s
quais permitiram a obtencao de quatro prototipos de nanoesferas, as quais foram avaliadas
macroscopicamente quanto a presenca de instabilidades. Nenhuma das formulacGes
preparadas apresentaram sinais de instabilidade apds 48horas do seu preparo (Tabela 7).

Todas as formulacGes apresentaram coloracao alaranjada e aspecto homogéneo.

Tabela 7 — NanoformulagBes avaliadas visualmente apds o preparo.

Formulacéo Polimero Avaliagdo macroscopica
NANO09-B Kollicoat MAE 100 P Estéavel
NAN10-B Policaprolactona Estavel
NAN11-B PEG 400 Estavel
NAN12-B PEG 4000 Estavel

As formulagbes foram avaliadas quanto ao tamanho de particulas, indice de

polidispersdo, potencial zeta e condutividade. Os dados estdo dispostos na tabela 8.

Tabela 8 — Caracterizagcdo das nanoesferas pelo potencial zeta, mobilidade, condutividade e
tamanho de particula.

Potencial Zeta Condutividade indice de Tamanho de
Nanoesfera L .
(mV) (nQ/cm) polidispersao particula (nm)
NANO09-B -16,32 + 18,55 0,05 + 0,02 0,12 +0,01 212,97 +5,85
NAN10-B -13,05 + 5,65 0,02 + 0,00 0,40 + 0,06 291,35+ 17,28
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NAN11-B -13,95 + 4,48 0,05+0,03 0,38+0,24 372,57 = 85,56

NAN12-B -15,02 + 3,49 0,02 +£0,00 0,47 +0,13 168,27 + 34,76

As nanoformulagdes contendo o polimero PEG 400, PEG4000 e policaprolactona
apresentaram coloracdo laranja com tom de fundo esbranquicado, embora
macroscopicamente ndo tenham apresentado nenhum parametro de instabilidade,
apresentaram valores altos de polidispersao, acima de 0,2 indicam que o sistema apresenta
uma heterogeneidade de particulas (MELO et al., 2010), fato este observado do por meio
de uma distribuicdo bimodal (figura 7). Assim, estas formulacGes foram consideradas

instaveis.

Figura 7 - Comportamento da distribuicdo do tamanho de particula. (A) NAN09-B; (B) NAN10-B;
(C) NAN11-B; (D) NAN12-B.

A formulacdo NANOO09-B, que foi preparada usando o Kollicoat MAE 100P,
apresentou uma coloracdo alaranjada com fundo esbranquigado, com um tamanho de
particula de 212 nm com um indice de polidispersdo abaixo de 0,3, 0 que caracteriza um

sistema monodisperso, ou seja, homogéneo na distribui¢cdo das nanoparticulas (DANAEI
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et al., 2018), que pode ser visualizado na figura 7A. Além disso, seu potencial zeta
elevado é caracteristico de sistemas representativos de particulas estabilizadas (VOGEL
et al. 2017). Sendo assim, a formulacdo foi selecionada para continuar com 0s processos

de caraterizagéo, estabilidade.

3.3.Caracterizacdo fisico quimica das nanoparticulas

3.3.1. Taxa de eficiéncia de encapsulagéo

O conteudo de principio ativo contido nas nanoparticulas tem grande influéncia
sobre a atividade farmacoldgica do farmaco, sobre as propriedades de liberacdo e sobre a
prépria estabilidade do farmaco, onde as substancias lipofilicas podem chegar a ser
encapsuladas em até 70% (STELLA et al., 2007).

A eficiéncia de encapsulacdo da formulacdo NANO11 e NANOO9-B apresentaram
uma taxa de encapsulacdo de 64,89 + 1,14% e 89,81+ 0,74%, respectivamente, sendo
considerado uma eficiéncia satisfatoria do processo de formulacdo das nanoparticulas

(RODRIGUEZ et al., 2017).

3.3.2. Estabilidade das formulagdes

Os estudos de estabilidade das propriedades das formula¢fes sdo conduzidos ao
longo do tempo, seja durante o armazenamento em prateleira ou quando submetidas a
condicOes especificas de estresse. Essas analises ttm como objetivo avaliar os efeitos
tanto de fatores internos, relacionados a composic¢ao da formulacdo, quanto de fatores
externos sobre as propriedades dos excipientes e, principalmente, do principio ativo.
Além disso, esses estudos permitem determinar a melhor forma de acondicionamento e

armazenamento da forma farmacéutica final (BAJDIK; PINTYE, 2006).



74

Neste trabalho foi realizado o estudo de estabilidade na formulagdo NANO11 e
NANOO09-B ao longo de 150 dias, em condic¢des de prateleira no laboratério, envasadas
em frasco ambar, a temperatura entre 25£2°C, e condi¢cOes normais de umidade e
iluminacéo.

As formulagdes NANO11 e NANOO09-B foram monitoradas sob o aspecto fisico-
quimico do potencial hidrogeni6nico, onde os resultados dessa avalia¢éo estéo registrados

na Tabela 9.

Tabela 9. Monitoramento do pH das formulacfes de nanoparticulas.

Dias
Amostra
0 7 14 30 60 90 120 150
5,50 + 5,56 + 5,50 + 5,27 498 + 493+ 484 + 435+
NANO11
0,11 0,12 0,28 0,09 0,04 0,18 0,08 0,10
5,66 + 5,56 + 5,49 + 5,47 541 + 5,38 + 5,36 + 5,38 +
NANOO09-B
0,25 0,24 0,58 0,16 0,21 0,13 0,09 0,11

Os valores de pH observados no monitoramente da formulacdo NANOQ9-B,
demonstraram, em sua maioria, discreta reducdo no periodo avaliado, porém sem
mudanca significativa (p <0.05) quando comparado ao pH da formulacdo recém-
preparada, apresentando-se estavel. Enquanto que a NANO11 apresentou um decaimento
no pH a partir do segundo més de avaliagdo apresentacdo diferenca estatistica quando
comparado ao pH inicial, sendo um indicio de instabilidade da nanocépsula.

Estudos pregressos reportando o efeito do pH sobre propriedades de sistemas
nanoparticulados apontaram melhor desempenho do polimero Kollicoat MAE 100P
frente a outros, onde tal performance pode ser atribuida ao seu perfil quimico, aléem de
conferir um pH levemente acido a formulacdo (AMADO et al., 2017), porém mesmo que
as duas formulagdes compartilhassem o mesmo tipo de polimero, a reducéo significativa

no pH da suspensdo pode estar relacionada com a degradacdo do polimero ou outro
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insumo utilizado na formulagéo e, consequentemente, comprometimento do equilibrio do

meio. Além disso, as reagdes de hidrolise e de ioniza¢do dos grupos carboxilicos de

elementos da formulagdo séo processos que podem estar envolvidos na reducdo do pH

observados ao longo do tempo (KISHORE et al., 2011; FLORENTINO-NETO, 2018).

Além da avaliacéo de pH, as nanoformulacgGes foram avaliadas quanto ao tamanho

de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e condutividade e os resultados estéo

dispostos na tabela 10.

Tabela 10. Tamanho de particula, indice de polidisperséo, potencial zeta e condutividade das formulagGes

NANO11 e NANOO09-B durante cinco meses de estudo.

) Tamanho de indice de Potencial zeta Condutividade
Amostra Dias o .
particula (nm) polidispersao (mV) (nQ/cm)

0 173,3+ 7,85 0,11+0,12 -34,9+5,28 0,04 +0,09

7 179,8+ 8,72 0,21 £ 0,02 -35,9 £ 0,97 0,05 £ 0,02
15 187,97 £ 3,45 0,31+£0,24 -30,2 £ 6,12 0,07 £ 0,02
30 268,27 + 14,76 0,43+0,11 -29,4 +1,98 0,15+ 0,02

NANO11

60 272,57 + 85,56 0,74 £0,21 -30,6 1,37 0,14 £ 0,02
90 262,13+ 17,70 0,54 + 0,06 -29,1+2,74 0,10+ 0,02
120 263,17 + 32,68 0,45 £ 0,06 -252+2,18 0,17 £ 0,02
150 252,57 + 13,46 0,45 + 0,06 -26,9 + 1,67 0,12+0,01

0 212,97 £5,85 0,12 £0,01 -16,32 + 8,55 0,02 £ 0,02

7 213,35+ 7,28 0,10 £ 0,00 -17,93 £ 1,40 0,01 +£0,00
15 212,57 + 5,56 0,11+0,01 -16,70 £ 0,61 0,03+0,00
30 21453 +1,71 0,10 £ 0,01 -16,95 + 1,48 0,02 £ 0,00

NANOQ9-B

60 213,43 +2,10 0,12 £ 0,01 -17,89 + 1,90 0,02 £ 0,00
90 215,97 + 1,85 0,12+ 0,00 -16,54 £ 0,34 0,03+0,00
120 212,27 +2,70 0,11+0,01 -16,83 £ 1,14 0,02 +0,00
150 211,27 £ 4,76 0,10 £ 0,01 -16,34 + 0,86 0,02 £ 0,01
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A NANO11 a partir dos 30 dias apresentou uma distribuicdo bimodal (figura 8)
com alto indice de polidispersdo (tabela 10), bem como foi observado varia¢éo ao longo
do tempo em relagcdo ao potencial zeta e a condutividade, indicando uma instabilidade na

formulacéo, o que corrobora com os achados em relacdo ao pH da formulacao.

- e e e R e — B R

Figura 8- Comportamento da distribuicdo do tamanho de particula da NANO11 apés 30 dias de

analise.

A NANOO09-B se manteve uma distribuicdo monomodal (figura 9) ao longo dos
150 dias, apresentando um baixo indice de polidispersao que corrobora com este modelo
(tabela 10). Segundo SCHAFFAZICK et al., (2003) nanoparticulas tendem a apresentar
didametros médios entre 100 e 300 nm, onde as nanoparticulas desenvolvidas neste estudo
apresentaram tamanho médio abaixo de 220 nm, com baixa variabilidade durante o tempo
de armazenamento. Além de apresentarem potencial zeta caracteristica a nanoesferas,
visto que na literatura, trabalhos com nanoparticulas que apresentaram potenciais zeta

proximos a -16 Mv sdo caracteristicos da formacéao de nanoesferas (CALVO et.al., 1996).
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Size Distnbution by Intensity

Figura 9- Comportamento da distribui¢do do tamanho de particula da NANOOQ9-B ap6s 150 dias de analise

A condutividade ao longo dos 150 dias teve ligeiras variacGes, as quais S&o
carateristicas dos sistemas nanoparticulados em equilibrio, devido a interagdes leves entre a
dupla camada elétrica e os ions presentes na solucdo (COETZEE et al., 2020). Como a
interacdo desses ions com a camada elétrica protetora de nanoparticulas € o que pode provocar
instabilidade da solucdo valores proximos de zero sdo desejaveis (FLORENTINO-NETO,
2018), sendo uma caracteristica observada na formulagdo NANOOQ9-B.

Sendo assim, a nanoformulacdo NANOOQ09-B pode-se ser considerada estavel por
150 dias, sendo Kollicoat® MAE 100 P o polimero mais adequado para o estudo e preparo

de nanoesferas contendo CNFD.

4. CONCLUSAO

Sistemas nanoestruturados poliméricos contendo a CNFD foram desenvolvidos e
caracterizados fisico-quimicamente, onde os sistemas contendo o polimero Kollicoat®
MAE 100 P apresentaram maior estabilidade. As nanocépsulas obtidas apresentaram-se
instaveis apo6s 30 dias de preparo, enquanto que as nanoferas obtidas mostraram-se
monodispersas e estaveis em prateleira ao longo de 150 dias, além de apresentar uma taxa

de encapsulacao superior a 89%.
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CAPITULO 4

1. INTRODUCAO

A seguranca e eficacia de um farmaco depende de trés fases: fase farmacéutica ou
biofarmacéutica, onde ocorre a liberacdo da substancia ativa da forma farmacéutica e a
dissolucdo da mesma em fluidos bioldgicos; fase farmacocinética, que abrange o0s
processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo; e a fase farmacodinamica,
que esta relacionada com a interacdo do farmaco com seu alvo biolégico (BRITO, 2011;
LIPTON, 2016.).

Avaliar e prever a farmacocinética, bem como a toxicidade de um dado produto,
sdo determinantes para seu sucesso em estudos clinicos, visto que € um processo
complexo que envolve transportadores e enzimas metabolizadoras com consequéncias
fisioldgicas nos efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos dos farmacos (LI et al., 2019b;
VARMA et al., 2012; ZHANG; TANG, 2018). Além de permitir, reduzir o tempo e 0s
gastos com o desenvolvimento de novos medicamentos, fornecem informacdes
importantes sobre a estrutura de uma molécula e possiveis modificacGes que podem ser
feitas para otimizar sua atividade (ANDRADE et al., 2016; GALLO, 2010).

Diversas propriedades fisico-quimicas, como lipofilicidade, taxa de dissolucéo,
solubilidade e peso molecular, podem interferir diretamente na absor¢do, distribuicao,
metabolismo e eliminacdo de uma substancia. Moléculas com alta lipofilicidade, embora
apresentem alta permeabilidade de membrana, também apresentam baixa solubilidade em
diferentes condic¢Ges fisiologicas, o que dificulta sua absorcdo (COLTESCU;
BUTNARIU; SARAC, 2020; LOBO, 2020; WARING, 2010). A taxa de absor¢do de uma

substancia ap6s administracdo oral depende principalmente de sua capacidade de
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atravessar o epitélio intestinal (DAHLGREN; LENNERNAS, 2019; SHEKHAWAT;
POKHARKAR, 2017).

Devido questdes de conveniéncia, seguranga e de custo-beneficio, grande parte dos
farmacos sdo administrados por via oral. Apds a sua introdu¢do no organismo, 0 mesmo
precisa atingir a corrente sanguinea para que possa ser encaminhado ao sitio de sua acdo
(CHILLISTONE; HARDMAN, 2017; TAMBOSI et al., 2018). Assim, a absorc¢éo oral
dos farmacos, que inclui a sua dissolucdo no fluido gastrointestinal e sua permeacao pela
parede intestinal e na corrente sanguinea, pode sofrer influéncias de outras propriedades
fisiologicas, como o pH e a presenca das enzimas metabolicas no trato gastrointestinal
(HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019; LIN; WONG, 2017).

Além das propriedades fisico-quimicas, fatores fisiolégicos associados a afinidade
de ligacéo as proteinas plasmaticas e a estabilidade metabdlica de uma substancia também
sdo importantes para determinar suas propriedades farmacocinéticas (ANDRADE et al.,
2016; BOHNERT; GAN, 2013).

Uma vez absorvidos, os farmacos sofrem uma série de biotransformacoes, ao qual
¢ chamada de metabolismo. Esse também € um processo que deve ser avaliado no
desenvolvimento de um farmaco, visto que possibilita a identificacdo de sitios
moleculares mais vulneraveis a metabolizacdo, estabelecimento da identidade quimica
dos principais metabdlitos e sua toxicidade, além de identificar protétipos que apresentam
maior atividade (KEBAMO; TESEMA, 2015; NUNES, 2015).

Além disso, o metabolismo de farmacos representa um problema de otimizacao
unico no desenvolvimento pré-clinico (WU et al.,, 2020), dado que é um processo
fisioldgico que compreende um conjunto de reacdes enzimaticas que converte farmacos
apolares e lipofilicos em metabolitos polares e hidrofilicos, com a finalidade de facilitar

sua eliminacdo do organismo (PEREIRA, 2007). Esses metabolitos podem apresentar
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maior potencial farmacolégico ou toxicologico que o fA&rmaco de origem, ou até mesmo
possuir menor toxicidade ou efeito terapéutico (ISSA et al., 2017).

O figado desempenha um papel critico no metabolismo de farmacos, na homeostase
corporal, na digestdo e eliminacg&o de substancias toxicas (RODRIGUEZ-GARCIA et al.,
2020), sendo um dos principais locais de metabolizacdo, juntamente com o intestino,
devido aos altos niveis de enzimas metabdlicas nesses tecidos (XIE; DING; ZHANG,
2016).

As reacfes metabolicas podem ocorrer em duas fases: a fase I, que envolve reacoes
de oxidacdo, reducdo e hidroélise; e a fase I, caracterizada por rea¢Bes de conjugacdo
(ISSA et al., 2017). As reacOes de fase | sdo realizadas, principalmente, pelo citocromo
P450 (CYP), que é uma superfamilia de monooxigenases contendo o grupo heme, sendo
capazes de catalisar a biotransformacdo oxidativa da maioria dos farmacos e outros
xenobiGticos lipofilicos (WOJCIKOWSKI et al., 2020; ZANGER; SCHWAB, 2013).

A fase Il é caracterizada pela presenca das enzimas transferases, que sdo
responsaveis pela conjugacdo de grupos polares diretamente na molécula do farmaco ou
em produtos provenientes da fase |, a fim de facilitar a eliminacdo dos farmacos e inativar
metabdlitos toxicos (LI et al., 2019). As principais enzimas envolvidas tanto com a fase |

como com a fase Il estéo listadas no quadro 1.

Quadro 1 - Principais enzimas envolvidas no metabolismo dos farmacos.

Etapa Reac0es Principais enzimas
Oxidagao Citocromo P450 e monoxigenases
contendo flavina;
Fase | 5
Reducdo Redutases;
Hidrolise Esterases, epdxido-hidrolases
Glicuronidacéo UDP-glicuronosiltransferases;
Fase Il

Sulfatagdo Sulfotransferases;
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Acetilacao N-acetiltransferases;
Metilagao Metiltransferases;
Glucationizagéo Glutationa-S-transferase

Fonte: adaptado de LI e colaboradores (2019).

As enzimas CYPs séo encontradas na superficie do reticulo endoplasmatico liso de
células do trato gastrointestinal, principalmente no figado e na parede do intestino, porém,
também podem ser encontradas nos pulmdes, rins e sistema nervoso central (ISSA et al.,
2017; SPROUSE; VAN BREEMEN, 2016). Estas enzimas apresentam diversas isoformas
com base na estrutura, especificidade de substrato ou sensibilidade a agentes inibidores e
indutores (REDLICH et al., 2008; ZANGER; SCHWAB, 2013).

As principais isoformas da CYP sdo a CYP1A2, 3A4, 2C9, 2C19 e 2D6, que sdo
responsaveis pelas reacdes de fase | de cerca de 80% dos farmacos existentes (BANERJEE
et al., 2020; MISHRA; AGARWAL; RAGHAVA, 2010). A CYP3A4 é a isoforma mais
abundante no figado e intestino, sendo considerada a enzima metabolizadora de farmacos
mais importante no organismo, visto que € responsavel pelo metabolismo de
aproximadamente 50% dos farmacos (WANG et al., 2019; WRIGHT; CHENGE; CHEN,
2019).

No metabolismo de fase Il, as reagfes incluem glucuronidacdo, fosforilagéo,
metilacdo, sulfonacdo, acetilacdo e reacdo com glutationa. A maioria das reacOes de
conjugacdo de fase Il sdo catalisadas pelas familias UDP-glucuronosiltransferase e
sulfotransferase (SPROUSE; VAN BREEMEN, 2016).

O metabolismo também desempenha um importante papel na eliminagdo dos
farmacos, pois impede que 0s mesmos permanecam por tempo indefinido no nosso
organismo, permitindo assim, que sejam excretados (LAKSHMANAN, 2019; ZHANG;

TANG, 2018). Os principais 6rgdos responsaveis pela eliminagdo séo os rins e figado,
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sendo que a maioria dos produtos do metabolismo s&o eliminados pela urina (KOK-
YONG; LAWRENCE, 2015).

Sabendo que os pardmetros farmacocinéticos sdo importantes para avaliagdo de
candidatos a farmacos, visando avaliar tanto a permeabilidade intestinal como também
resolver a estabilidade metabdlica, identificar rotas metabdlicas, bem como avaliar a
inibicdo e inducdo de enzimas envolvidas no metabolismo (ISSA et al., 2017; TYZACK,;
KIRCHMAIR, 2019; VOLPE, 2020).

Existem varias ferramentas in silico para predizer o metabolismo de farmacos.
Dentre as abordagens in silico, destaca-se a ancoragem molecular, que é um dos métodos
mais utilizados devido sua capacidade de prever, por meio da conformagéo, tipo e energia
da interacdo intermolecular envolvida, a afinidade de uma molécula por um receptor
biolégico com um grau substancial de precisdo (MENG et al, 2011). Em estudos de
metabolismo, é capaz de predizer a conformacdo e orientacdo do substrato, revelando
grupos chaves ou atomos para a ligagdo no complexo CYP (PINZI; RASTELLI, 2019).

Nesse sentido, estas ferramentas tornam-se uma poderosa abordagem para o estudo
do metabolismo de novos candidatos a farmaco, como é o caso da CNFD, que apesar de
ser uma molécula promissora, somente um estudo foi realizado quanto suas caracteristicas
farmacocinéticas, onde foi observado que esta molécula apresenta o metabolismo
hepatico como principal via de eliminacdo por meio de avaliagdo com microssomas
hepaticos (COSTA et al., 2022).

Por todo o exposto, este estudo visou aplicar modelos de ancoragem molecular bem
como diversas ferramentas in silico para avaliacdo do metabolismo de fase 1,
contribuindo assim com o estudo de suas propriedades farmacocinéticas, tendo em vista

sua aplicacédo farmacéutica.
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2. METODOLOGIA

2.1. Obtencéo da substancia teste

A estrutura quimica 2D e 3D da CNFD foi obtida a partir da confirmacéo estrutural
descrita no capitulo 2, onde se utilizou o programa ChemBioDraw Ultra® 11.0 para sua

obtencéo.

2.2.Analise dos parametros farmacocinéticos in silico

Os parametros farmacocinéticos foram calculados utilizando os softwares:
SwissADME®, preADMET® e admetSAR® (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017)
para predicdo da especificidade de CYP e parametros farmacocinéticos; SMARTCyp® e
Way2Drug® (RUDIK et al., 2015; RIDDER; WAGENER, 2008) para predicao de locais

de metabolismo e possiveis metabdlitos.

2.3.Triagem virtual por ancoragem molecular

2.3.1. Selecdo e preparo dos alvos bioldgicos

Foram selecionadas as enzimas do Citocromo P450 disponiveis no Banco de Dados
de Proteinas (PDB), em boa resolucio (abaixo de 2,5 A) e, preferencialmente,
cocristalizadas com moléculas inibidoras. As moléculas de &gua e artefatos de
cristalizacdo ndo necessarios a atividade catalitica foram retiradas da estrutura utilizando
0 programa PyMOL®), e o ligante cocristalizado foi separado da estrutura da proteina e

utilizado para localizacgdo do sitio ativo.
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2.3.2. Preparo do ligante

A CNFD teve sua estrutura desenhada no formato bidimensional e tridimensional
no programa Chemdraw®, onde teve sua estrutura otimizada e a energia conformacional

minimizada pelo método Merck Molecular Force Field (campo de forca MMFF94).

2.3.3. Ancoragem molecular

O estudo de ancoragem molecular foi realizado utilizando o software Autodock
Vina® (TROTT; OLSON, 2010). O receptor foi mantido rigido, enquanto os ligantes
foram flexiveis para girar e explorar as poses mais provaveis. Todas as liga¢des torcionais
dos ligantes foram liberadas pelo médulo ligante no software AutoDock Tools®. O Grid,
grade que delimita o sitio ativo, foi posicionado na regido ativa do receptor, englobando
todos os residuos de aminoécidos presentes no sitio ativo das enzimas de modo a
proporcionar uma regido de busca conformacional adequada para a realizacdo da
ancoragem molecular. Os pardmetros foram salvos e o intervalo de busca entre 0s pontos
do grid fixados em 1 A, aplicando-se o algoritmo genético Lamarckiano para a anélise
das interacdes.

A validacdo da metodologia foi realizada por redocking, onde o desvio de
deslocamento entre o ligante cocristalizado e o mesmo ligante ap6s a ancoragem
molecular foi avaliado.

Os resultados foram visualizados no AutoDock Tools® e as interagcdes foram
avaliadas em termos de energia de afinidade de ligacdo (Kcal/mol), namero de ligacoes
de hidrogénio e outras interacbes formadas entre os residuos do sitio ativo da
macromolécula e o ligante. As imagens 2D e 3D dos resultados moleculares de

acoplamento foram obtidas usando o software Discovery Studio Visualizer 4.0®.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Predicao dos parametros farmacocinéticos in silico

A andlise dos pardmetros farmacocinéticos da CNFD que foram realizados

utilizando plataformas in silico estéo dispostos no Quadro 2 e 3.

Quadro 1 - Avaliacdo dos parametros farmacocinéticos da CNFD.

Parémetros farmacocinéticos
BBB Permeabilidade | Absorcéo . Ligacdo a
Software . ] ) Inibidor da i
(Ccérebro/ Caco-2 intestinal . i proteinas
glicoproteina-P .
Csangue) (nm/sec) humana plasmaticas
SwissADME® Positivo 50,0538 Alta Negativo -
preADMET® Positivo 24,9604 98,11% Negativo 93,95
AdmetSAR ® Positivo - 97,71% Negativo -

Quadro 2 - Avaliagcdo dos pardmetros farmacocinéticos de metabolismo da CNFD.

Parametros farmacocinéticos - Metabolismo
Software Inibidor de Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor de
CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
SwissADME® Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo
preADMET® - Positivo Positivo Negativo Positivo
AdmetSAR ® Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo

A partir dos resultados obtidos, em todos os programas analisados, observou-se que
a CNFD apresenta absorc¢do pela barreira hematoencefélica (BHE), o que dependendo
dessa intensidade pode gerar alguns efeitos colaterais como menor biodisponibilidade do
farmaco e toxicidade a nivel de sistema nervoso central. No que se refere a classificagcdo
da passagem de moléculas pela BHE, tem-se os seguintes valores: >2,0, entre 0,1 e 2,0 e
<0,1, sendo estes respectivamente denominados como: atravessa livremente, atravessa de
forma moderada e atravessa de forma reduzida ou ndo atravessa (DOLABELA et al.,

2018). Somente na plataforma preADMET®, pode-se observar um valor de 1,74
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compativel com esta classificacdo, indicando que a CNFD pode apresentar passagem
moderada pela BHE.

Ao investigar os parametros de absorc¢do foi analisada a permeabilidade cuténea e
em células epiteliais Caco-2. As células Caco-2 sdo originadas de adenocarcinoma do
intestino grosso humano e ao longo dos anos estas células estdo sendo extensivamente
utilizadas em ensaios para avaliacdo de absorcdo e permeabilidade de substancias,
podendo mensurar a capacidade de absorcdo in vivo (OHTA et al., 2020). Estudos
farmacocinéticos preconizam a seguinte classificacdo quanto a permeabilidade em células
Caco2: > 70 nm/sec: alta permeabilidade, 4-70 nm/sec: média permeabilidade, > 4nm/sec:
baixa permeabilidade (DOLABELA et al., 2018), assim conforme observado no quadro
1, a CNFD apresentou uma predi¢cdo de média permeabilidade nas células Caco-2, tanto
no programa preADMET® como no SwissADME®.

Para identificar possiveis candidatos a farmacos € importante prever sua absor¢édo
intestinal. Os valores obtidos e relacdo a absorcdo intestinal s&o a soma da
biodisponibilidade e absorcdo avaliadas a partir da razdo de excregdo ou excrecao
cumulativa na urina, bile e fezes (ZHAO et al, 2001). Na analise de predi¢cdo da absorcao
intestinal, utilizou o pH 7,4, para mimetizar as condi¢des in vivo. A partir dos resultados
obtidos, observou-se que a CNFD apresenta alta absor¢do segundo a escala de Yee
(1997).

Ainda conforme os parametros analisados no quadro 1, observou-se que a CNFD
apresenta uma ligacdo forte em relacdo as proteinas plasmaticas, apresentando valor
superior a 90%, o que infere que esta molécula por ser mais lipofilica, necessita se ligar
as proteinas plasmaticas para que possa ser transportada. Além disso, quando a ligacao a
proteina ocorre fortemente, ela pode diminuir a intensidade maxima de a¢éo de uma dose

unica de um farmaco, por diminuir a concentragdo méaxima atingida no receptor,
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alterando, assim sua resposta clinica. Visto que o grau de ligacdo as proteinas plasméticas
de um farmaco influencia na sua distribuicdo, acéo e eficacia, pois somente o farmaco
livre € o que esta disponivel para se difundir para os locais extravasculares ou teciduais
onde ocorreré o efeito farmacoldgico (TESSEROMATIS; ALEVIZOU, 2008).

Em relagdo aos parametros farmacocinéticos quanto ao metabolismo de fase 1, que
estédo dispostos no quadro 2, observou-se que a CNFD apresenta uma predicdo quanto a
inibicdo da CYP1A2, 2C9 e 2C109.

Na anélise de metabolismo, pode-se observar algumas divergéncias nas respostas
obtidas, o0 que pode estar relacionada ao fato de que tais programas utilizam algoritmos
de busca diferentes, além de serem plataformas de banco de dados que comparam a
estrutura analisada versus estruturas de farmacos que possuam sua farmacocinética
totalmente conhecida.

O SwissADME® é um dos programas utilizados em triagem virtual, o qual
apresenta modelos quimicos de forma simplista, com propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e apresenta possiveis semelhangas com outros farmacos, além de uma
interpretacdo facil e eficiente (DAINA; MICHIELIN, 2017). J& o programa AdmetSAR
® é um website com mais de 210.000 dados experimentais de compostos quimicos e 27
modelos computacionais, o programa tem como objetivo de proporcionar informacoes
quimicas e bioldgicas de uma determinada estrutura ou farmaco em questéo e prever as
propriedades farmacocinéticas da molécula investigada (HONGBIN, 2019).

Os dados oferecidos pelo AdmetSAR® séo reunidos em propriedades, aos quais
sdo classificadas como “pontuagdo ADMET?”, que prevé a pontuagao de cada categoria e
as classifica como “positivo/ benéficos” sdo para propriedades que dispuseram de
pontuagdes iguais a 1, e as categorias que foram catalogadas como “negativas/ maléficas”,

sdo as que obtiveram pontuacdes iguais a zero (GUAN, 2018).
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O preADMET® é um programa que tem a funcionalidade de determinar as
atividades farmacocinéticas e farmacodinamicas de um determinado farmaco, como a
absorcdo do intestino, ligacdo da proteina plasmética e coeficiente de particdo do mesmo,

avaliar o metabolismo e toxicidade (CHAGAS, 2020).

3.2.Predicao dos locais de metabolismo da CNFD in silico

A predicdo dos possiveis sitios de metabolimo (SOMs, site of metabolism) é uma
das principais etapas durante o processo de investigacdo molecular. Ela possibilita a
detecg¢@o de possiveis “hot spots” (pontos quentes) onde o metabolismo tem grandes
chances de ocorrer, 0s quais também variam para cada enzima do complexo CYP450. Da
mesma forma, estes “hot spots” da molécula podem ser modificados para obter uma
molécula mais estavel metabolicamente (RUDIK et al., 2015).

O Way2Drug® é um programa que prevé o local em que ocorre o metabolismo na
estrutura em que se esta sendo estudada, essa previsdo é baseada na relacdo estrutura-
local do metabolismo, visto que sdo analisados os possiveis das isoformas 1A2, 2C9, 2D6
e 3A4 do citocromo P450 (FILIMONOV, 2014). A partir da analise da CNFD (figura 1),

foi observado os possiveis locais de metabolizacdo que estdo descritos no quadro 4.

Figura 1 - Estrutura quimica da 2D da CNFD destacando a sua contagem carbonica.
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Quadro 4 — SOMs da CNFD obtidos no programa Way2Drug®.

Isoformas do i ; ) »
) Numero do atomo que ocorre 0 metabolismo Probabilidade (%)
citocromo P450
Atomo 14 70,9
CYP3A4 ;
Atomo 6 36,6
Atomo 1 32,8
CYP2D6 ;
Atomo 2 20,5
Atomo 5 22,9
CYP2C19 .
Atomo 14 17,7
Atomo 5 19,1
CYP2C9 .
Atomo 6 4,3
Atomo 14 56,9
CYP1A2 ;
Atomo 6 1,72

Os resultados obtidos a partir do uso da plataforma Way2Drug® revelaram que os
atomos a molécula CNFD com maior probabilidade de sofrerem o metabolismo sdo o0s
atomos localizados na posicao 14.

Existem muitos métodos para a realizagdo de previsdo do local do metabolismo que
sdo baseados em calculos semi-empiricos dos substratos (HENNEMANN et al.,2009), os
resultados mais precisos devem ser alcancados incluindo explicitamente a reatividade de
cada local em um substrato. Os modelos de reatividade para CYPs foram restritos a
calculos semi-empiricos da estabilidade de intermediarios (JONES et al., 2002).

Estudos posteriores mostraram que energia de ativacdo mais precisa para CYPs
podem ser calculadas realizando célculos de estado de transicdo de teoria funcional de
densidade. O SMARTCyp® é um programa baseado na teoria funcional da densidade que
determina as energias de ativacdo das moléculas em que estdo sendo analisadas e
identifica na estrutura o local de metabolismo mais provavel (OLSEN, 2019). Assim,

neste método, as energias de ativacdo das CYPs que reagem com fragmentos de um
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ligante sdo usadas como referéncia da reatividade de um dado fragmento (RYDBERG et
al., 2010; PIECHOTA et al., 2013).
Os resultados obtidos na analise com 0 SMARTCyp® estéo dispostos no quadro 5

e figura 2.

Quadro 5 — SOMs da CNFD obtidos no programa SMARTCyp®.

Isoformas do citocromo ) )
Atomo Pontuacéo Energia
P450

Atomo 13 39,8 46,2

CYP3A4 .
Atomo 12 55,7 62,2
Atomo 13 59,2 46,2

CYP2D6 i
Atomo 15 64,2 65,2
Atomo 15 81,9 65,6

CYP2C9 .
Atomo 13 87,1 46,2

CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9

Figura 2 - Principais sitios de metabolismo da CNFD obtidos a partir do SMARTCyp®. Em

vermelho o &tomo com maior probabilidade, em laranja o segundo e em amarelo o terceiro.

Os resultados obtidos a partir do uso da plataforma SMARTCyp® e Way2Drug®
indicam que o atomo da molécula CNFD com maior probabilidade de sofrer o
metabolismo para CYP3A4 e 2D6 ¢é o0 C13, ja os locais de média e baixissima chance de
metabolizacdo foram divergentes conforme o tipo de enzima do complexo enzimatico do

citocromo P450.
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Dentre os metabolitos previstos, o metabdlito M1 obtido pela reagdo de

hidrogenacéo foi o que apresentou maior probabilidade de ocorréncia (Quadro 6). Os

resultados estdo disponiveis na Figura 3, corroborando com os achados relacionados 0s

carbonos mais passiveis de sofrerem metabolizag&o via citocromo P450.

Quadro 6 - Metabolitos provaveis de CNFD, reac¢des quimicas e valor provavel da ocorréncia da

reacéo.
Metabolito Reacdo quimica Probabilidade (%0)
M1 Hidrogenagdo 93,93
M2 88,42
M3 Epoxidagdo 84,82
M4 71,09
M5 C-Oxidacgdo 67,39
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\PF/,.-\_\/ \____/
A '
M5

Figura 3 - Previsdo de metabolitos CNFD e suas respectivas rea¢fes quimicas

Os programas SMARTCyp® e Way2Drug® sao duas metodologias, gratuitas e de

livre acesso, para a predi¢do de sitios de metabolismo. As divergéncias observadas podem

ser justificadas devido 0 SMARTCyp®, em contraste com Way2Drug®, ndo depende de

dados ja existentes na literatura e, por isso, tem uma menor tendenciosidade nos
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resultados. Outra vantagem é que esse software prevé o local de metabolismo diretamente

da estrutura 2D de uma molécula, sem exigir célculo de propriedades eletronicas ou

geracdo de estruturas 3D (RYDBERG et al., 2010).

3.3.Ancoragem molecular

Para a realizacao da ancoragem molecular, o grid box foi construido para cada uma

das enzimas de acordo com as dimens@es dispostas no Quadro 7, e posteriormente

validada por meio da andlise do redocking utilizando o grid box elaborado.

Quadro 7 - Validagéo do método in silico de ancoragem molecular pelo método do redocking.

) . Dimensao do Energia do Ligante
Enzima Ligante PDB _ RMSD (A)
grid box (Kcal/ mol)
CYP1A2 BHF 2HI14 8x8x8 -14,3 0,38
CYP2C9 XI1 5A5I 8x14x6 -8,0 1,29
CYP2C19 OoX1 4GQS 8x10x6 -8,8 0,32
CYP3A4 PK9 4D75 6x8x8 -6,8 0,49
CYP2D6 Ql9 AWNV 8x10x8 -7,9 1,10

O acoplamento molecular € um instrumento importante na biologia molecular e no

design de novos farmacos analisados pelo computador, o alvo do acoplamento da proteina

e do ligante é prever o modo de ligacdo predominante de um ligante com uma proteina

de estrutura tridimensional conhecida. Os métodos de acoplamento pesquisam espagos de

alta dimensdo e usam uma funcdo de pontuacdo que classifica corretamente 0s

acoplamentos dos candidatos (MORRIS, 2008).
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A partir da andlise do redocking, pode-se observar que em todos 0s métodos
desenvolvidos, o valor do desvio entre a posicdo da molécula cocristalizada e a ap6s o
processo de ancoragem foi inferior a 2 A, o que confere um alto grau de superposico e
orientacdo relativa da conformacdo na estrutura cristalogréfica, o que valida as condicoes
utilizadas para as analises de ancoragem molecular (GRANCHI et al., 2015).

Foi realizado o docking com as 5 enzimas e os valores de energia de afinidade de

ligagdo com a CNFD estéo dispostos no quadro 8.

Quadro 8 - Energia de interacdo (Kcal/mol) da CNFD com as enzimas avaliadas.

Enzimas
Molécula
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP3A4 CYP2D6
CNFD -11,1 -8,4 -8,8 -1,4 9,1

A formacdo e estabilidade de um complexo ligante-receptor sao determinadas pelas
interacBes eletrostaticas (ligacbes de hidrogénio, contatos i6nicos) e interacbes
hidrofobicas contabilizadas por variacbes de entalpia, bem como fenémenos de
solvatacao/dessolvatacdo e mudancas de liberdade conformacional (BRAVO, 2009).
Essas contribuices levam a uma variacdo da energia livre que caracteriza a afinidade de
ligacdo entre o ligante e o alvo, sendo que quanto menor for a energia de ligacdo, maior
sera a afinidade com o receptor (PANTSAR; POSO, 2018). As interacdes

intermoleculares ligante-receptor entre a CNFD e as CYPs estdo dispostas na figura 4.
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Figura 4 - Andlise das interacdes da CNFD com CYPs avaliadas: CYP1A2 (A), CYP2C9 (B),
CYP2C19 (C), CYP2D6 (D) e CYP3A4 (E).

De acordo com Sansen (2007), a CYP1A2 possui duas principais interagdes de
hidrogénio, ambas interaces aconteceram com aminoacido THR118 e 124, porém, a
interacdo mais provavel de acontecer no aminoacido THR124, no qual, podemos

constatar esta informacdo com a ligacdo de hidrogénio realizada entre a CNFD e a
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CYP1A2 neste aminodcido, caracterizando uma especificidade e afinidade com o sitio
ativo (figura 3A). O mesmo nivel de complementariedade foi observado com a CYP2C9,
onde a CNFD apresentou interacdo de hidrogénio com o aminoacido ASN204, importante
residuo na interacdo de inibicdo desta enzima (REYNALD et al., 2012).

Nas CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 ndo se observou a presenca de ligagdes
especificas como nas outras CYPs analisadas, apresentando somente interacfes de van
der Waals que permitiram o processo de reconhecimento molecular do farmaco pelo sitio
receptor, uma vez que, normalmente, se caracterizam por interacbes multiplas que,

somadas, acarretam contribuicdes energéticas significativas.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a CNFD
apresenta uma alta absorgéo intestinal, bem como apresenta passagem via membrana
hematoencefalica e que se liga fortemente as proteinas plasmaticas conforme os modelos
in silico de utilizados. Além de apresentar uma predicdo quanto a inibicdo da CYP1A2,
2C9 e 2C19, bem como apresentou uma complementariedade e especificidade de
interacdo paraa CYP1A2 e 2C9 por meio da anélise de ancoragem molecular, bem como
apresenta maior probabilidade de sofrer o metabolismo pela CYP1A2, 3A4 e 2D6

segundo os métodos in silico.
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CAPITULO5

AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGIDA IN SILICOE IN
VITRO DA 7-dihidro-5H-ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(%9aH)—

diona
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CAPITULO5

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de farmacos € um processo complexo, que se inicia com a
identificacdo de uma molécula com alta afinidade por um alvo terapéutico, seguida por
andlises para avaliar suas propriedades farmacoldgicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas,
tanto in silico, in vitro como in vivo, sendo esta etapa determinante para a continuidade
do processo (ANDRADE et al., 2016; HUGHES et al., 2011).

Uma vez os candidatos a farmacos sejam avaliados nos estudos nao-clinicos, 0s
mesmos seguem para os estudos clinicos, que correspondem a pesquisa conduzida em
seres humanos, para avaliacdo da eficécia e seguranca terapéutica (CHEN et al., 2018).

Neste contexto, caracterizar o potencial farmacoldgico de novas substancias
utilizando diferentes abordagens auxilia no processo de otimizacdo e triagem de
substancias que possam vir a atuar como possiveis candidatos a farmacos (MOHS;
GREIG, 2017; NUNES, 2015).

Nas Ultimas décadas, numerosos avangos foram alcan¢ados no uso de abordagens
in vitro e in silico para investigar o potencial de substancias candidatas a farmacos (TAN
etal., 2017), onde se destaca a ancoragem molecular e a aplicacdo de modelos de cultura
tridimensionais de células como modelos que otimizam esse processo (STAMPAR et,

al.2019).

1.1. Ancoragem molecular

A ancoragem molecular, docking molecular ou acoplamento molecular é uma

técnica de modelagem molecular que objetiva analisar as condigdes estruturais e
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energeéticas para uma interacdo favoravel levando a formacgdo de um complexo estavel
entre um determinado alvo bioldgico e uma molécula, permitindo assim uma estimativa
da atividade do ligante (FERREIRA, 2013; RABELLO, 2016).

O reconhecimento molecular de um ligante no sitio receptor de um alvo ocorre por
complementaridade quimica entre as estruturas sendo um processo que envolve fatores
entalpicos e entrdpicos considerando a flexibilidade do ligante e da proteina, aléem do
efeito do ambiente proteico na distribuicdo de cargas do ligante. Assim, a formagéo deste
complexo proteina-ligante, fornece informagdes importantes a respeito dos tipos de
interacOes que ocorrem no sitio, tais como interac6es hidrofobicas, eletrostaticas, ligacdes
de hidrogénio e outras interacdes (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006;
ERICKSON et al., 2004).

O sucesso na predicdo da estrutura tridimensional do complexo receptor-ligante por
ancoragem molecular possui duas grandes aplicacdes praticas. A primeira é a
identificacdo de possiveis sitios preferenciais de ligagdo e a posterior indicacdo de
modificacOes especificas no ligante, de tal modo a se obter um maior grau de afinidade
e/ou especificidade com relagdo ao receptor. A segunda € a utilizacdo da geometria obtida
como ponto de partida para a aplicacdo de métodos computacionais mais sofisticados,
visando quantificar a energia livre de ligagdo do complexo receptor-ligante. Os programas
de ancoragem molecular executam estas tarefas através de um processo ciclico, no qual a
conformacao do ligante € avaliada por funcGes de pontuacéo especificas. Este processo €
realizado recursivamente até convergir para uma solucdo de energia minima (FERREIRA
etal., 2015; TERAMOTO; FUKUNISHI, 2007).

Para que isso ocorra, 0s programas de ancoragem molecular sdo formados
essencialmente por uma combinacdo de dois componentes: um algoritmo de busca e de

uma funcédo de pontuacgéo. O algoritmo de busca é empregado na pesquisa de possiveis
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modos de ligacdo entre o ligante e a proteina, permitindo explorar os graus de liberdade
translacional, rotacional e conformacional do ligante no sitio receptor da proteina
(KITCHEN et al., 2004).

Os algoritmos de ancoragem molecular executam previsdes quantitativas de energia
de ligagéo, fornecendo classificagdes de substancias acopladas com base na afinidade de
ligacdo de complexos ligante-alvo. Assim, varios algoritmos foram desenvolvidos e s&o
amplamente utilizados em softwares de ancoragem molecular (quadro 1) (HUANG;

ZOU, 2010; LOPEZ-VALLEJO et al., 2011).

Quadro 1. Exemplos de algoritmos de busca e programas de ancoragem molecular (Fonte: MENG
etal., 2011).

Algoritmo Caracteristica Programas

Baseado em geometria, adequado
para screening virtual e aumento DOCK, FLOG, LibDock e
de bancos de dados devido a alta SANDOCK

velocidade de analise

Algoritmo de correspondéncia

o Fragmento baseado e encaixe DOCK 4.0, FlexX,
Construgdo incremental .
incremental Hammerhead, SLIDE e eHITS

Métodos baseados em fragmentos
MCSS ] HOOK
para novo design

Métodos baseados em fragmentos
LUDI . LUDI
para novo design

Monte Carlo Pesquisa estocastica ICM, QXP e MCDOCK

AutoDock, GOLD, DIVALI e

Algoritmo genético Pesquisa estocastica
DARWIN

A funcdo de pontuacdo é aplicada para eleger os modos de ligacdo teoricamente
mais proximos do modo de ligacdo “real”, dentre os modos de ligagdao explorados pelo
algoritmo de busca, classificando-os de acordo com as energias de interagdo. As funcdes
de pontuacgédo podem ser divididas em fungdes de pontuacédo baseadas em campo de forga,

empiricas e baseadas no conhecimento, que permitem classificar os melhores modos de
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ligagdo (orientacdo e conformacional) do ligante no sitio receptor (MENG et al., 2011;
VERDONK et al., 2003), permitindo uma maior probabilidade de certeza dos resultados
obtidos.

Assim, a utilizacdo de ferramentas computacionais acopladas aos estudos de
planejamento e triagem de moléculas tem se mostrado uma ferramenta barata e simples,
que permite avaliar provaveis moléculas bioativas e aumentar a probabilidade da

obtencdo de moléculas promissoras.

1.2. Modelos de cultura tridimensional de células

Os modelos de cultura tridimensional (3D) de células surgiram como um dos
métodos alternativos in vitro mais estudados e tém obtido destaque em estudos néo-
clinicos de agentes terapéuticos para o cancer. I1sso se deve a capacidade de mimetizar as
interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, permitindo a recriacdo da
organizacdo e funcéo do tecido (ADISSU; ASEM; LELIEVRE, 2007; FITZGERALD et
al., 2015).

Modelos tridimensionais sdo formados cultivando-se células em ambientes que
reproduzam a matriz-extracelular encontradas no tecido nativo, buscando-se reproduzir o
ambiente in vivo encontrado pelas células, tanto em situagdes normais, como patoldgicas,
sendo possivel obter respostas bioguimicas e fisiol6gicas mais confiaveis. Além disso,
guando cultivadas em modelos tridimensionais, as células respondem a estimulos internos
e externos, como mudangas na temperatura, absorcdo de nutrientes, pH e temperatura, de
forma parecida aquelas encontradas in vivo (WANG et al., 2014).

Nesse sentido, tem se buscado desenvolver diferentes abordagens in vitro que

possibilitam mimetizar o ambiente 3D encontrado in vivo dentre elas, os esferoides séo
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uma das mais estudadas (AMELIAN et al., 2017; DIEKJURGEN; GRAINGER, 2017;

FITZGERALD et al., 2015).

Os esferoides séo agregados celulares que ndo possuem um substrato artificial
que auxilie nas interagdes das células, ou seja, eles produzem e organizam sua propria
matriz. Esse modelo de cultura 3D € formado em cultura de sobreposicéo e geralmente
mantido em cultura suspensa, estética ou agitada. Os esferoides sdo muito utilizados
para estudos relacionados ao crescimento tumoral, tendo em vista que algumas células
tumorais derivadas de tumores apresentam a capacidade de formar esferoides

(EILENBERGER et al. 2019; MIZOI et al, 2020).

Nesse sentido, estas ferramentas tornam-se uma poderosa abordagem para o estudo
do potencial farmacolédgico de novos candidatos a farmaco, como é o caso da CNFD
(6b,7-dihidro-5H-ciclopenta[b]nafto[2,1-d]furano-5,6(9aH)-diona), que € uma
piranaftoquinona semissintética derivada da lausona, naftoquinona de origem natural
(FREIRE et al., 2010), que apresentou acao citotoxica em diferentes linhagens tumorais,
além de uma potente atividade antitumoral em estudos in vivo utilizando o modelo murino
de melanoma (ALMEIDA et al., 2021). Apesar da CNFD ser uma molécula promissora,
ainda ha poucos estudos relacionados ao seu potencial farmacoldgico, tanto de forma
isolada como incorporada em uma formulacéo.

A partir do exposto, 0 presente estudo teve o objetivo de avaliar in silico o potencial
da CNFD frente diferentes alvos farmacoldgicos, bem como avaliar in vitro suas

atividades frente ao metabolismo tumoral e citotoxicidade.
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2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao da substancia teste

A estrutura quimica 2D e 3D da CNFD foi obtida a partir da confirmacéo estrutural
descrita no capitulo 2, onde se utilizou o programa ChemBioDraw Ultra® 11.0 para sua
obtencéo.

A nanoesfera contendo a CNFD (NANO09-B) foi obtida e caracterizada de acordo

com a descricdo do capitulo 3.

2.2 Triagem virtual por ancoragem molecular

2.2.1 Selegdo e preparo dos alvos bioldgicos

Os alvos bioldgicos selecionados para o estudo de ancoragem molecular in silico
estdo dispostos no quadro 2 juntamente com sua codificacdo referente a sua estrutura
cristalogréfica disponivel no Protein Data Bank (PDB) e resolucdo. A selecdo dos alvos
bioldgicos ocorreu a partir de resultados prévios da agdo da CNFD.

As moléculas de agua e artefatos de cristalizacdo ndo necessarios a atividade
catalitica foram retiradas da estrutura utilizando o programa PyMOL®, e o ligante
cocristalizado foi separado da estrutura da proteina e utilizado para localizacao do sitio

ativo.
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Quadro 2 - Alvos biolégicos selecionados no PDB.

Alvos Cédigo PDB Resolucéo (A)
AKT1 30CB 2,70
ASK1 6E2M 2,25
ERK1 4QTB 1,40
ERK?2 5NGU 2,74
MAPK14 6SFO 1,75
Topoisomerase | 1KAT 2,10
Topoisomerase |1 alfa 5GWK 3,51
Topoisomerase |l beta 30QX3 2,16
ErbB4 quinase 3BBT 2,80
MTOR quinase 4JT5 3,45
PI3K/mTOR 500Q4 2,70
Bcl-2 6GL8 1,40
SHP?2 fosfatase 6CMS 2,68
B-Raf quinase V600E 4XV2 2,50
KRAS 60IM 1,65
Bcl-2 G101V 6000 2,00
c-Kit quinase 6GQJ 2,33
Bcl-XL 3ZK6 2,48
MCL1 604U 1,70

2.2.2. Preparo do ligante

A CNFD teve sua estrutura desenhada no formato bidimensional e tridimensional
no programa Chemdraw®, onde teve sua estrutura otimizada e a energia conformacional

minimizada pelo método Merck Molecular Force Field (campo de forca MMFF94).

2.2.3. Ancoragem molecular

O estudo de ancoragem molecular foi realizado utilizando o software Autodock
Vina® (TROTT; OLSON, 2010). O receptor foi mantido rigido, enquanto que os ligantes

foram flexiveis para girar e explorar as poses mais provaveis. Todas as ligagdes torcionais
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dos ligantes foram liberadas pelo médulo ligante no software AutoDock Tools®. O Grid,
grade que delimita o sitio ativo, foi posicionado na regido ativa do receptor, englobando
todos os residuos de amino&cidos presentes no sitio ativo das enzimas de modo a
proporcionar uma regido de busca conformacional adequada para a realizacdo da
ancoragem molecular. Os parametros foram salvos e o intervalo de busca entre os pontos
do grid fixados em 1 A, aplicando-se o algoritmo genético Lamarckiano para a anélise
das interagdes.

A validacdo da metodologia foi realizada por redocking, onde o desvio de
deslocamento entre o ligante cocristalizado e o mesmo ligante ap6s a ancoragem
molecular foi avaliado.

Os resultados foram visualizados no AutoDock Tools® e as interagdes foram
avaliadas em termos de energia de afinidade de ligacdo (Kcal/mol), nimero de ligagdes
de hidrogénio e outras interagdes formadas entre os residuos do sitio ativo da
macromolécula e o ligante. As imagens 2D e 3D dos resultados moleculares de

acoplamento seréo obtidas usando o software Discovery Studio Visualizer 4.0®.

2.3. Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram mantidas cultivadas em
garrafas de cultura com meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibiotico Penicilina/Estreptomicina,
e mantidas em estufa a 5% de CO2 e 37 °C.

O cultivo celular e as anélises in vitro foram realizados no laboratério BIOPHAR
(UFAM), onde se seguiu as orientacOes estabelecidas naquele laboratoério para o cultivo

das linhagens celulares, que indica a observagdo diaria do crescimento celular em
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microscopio invertido, além de realizacdo de repiques sempre que necessario para meio

de cultura novo em uma concentragdo de 0,5 — 1,0 x 10%/mL.

2.4. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro

O ensaio do Alamar Blue® foi realizado utilizando células de linhagens neoplasicas
de melanoma humano (SK-MEL 19), carcinoma coloretal (HCT 116), adenocarcinoma
de mama humano (MCF-7), hepatocarcinoma (HepG2) e fibroblastos, e ndo-neoplasicas
(MRCS5, fibroblastos humanos) disponiveis no Banco de Células da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas. Como controle negativo foi utilizado o dimetilsulfoxido e como
controle positivo a Doxorrubicina. Tanto a CNFD isolada como incorporada a
nanoformulacdo foram avaliadas nos tempos de 24, 48 e 72 horas em concentragoes
seriadas a partir de 20 uM para obtencédo da Clsp (ANSAR AHMED; GOGAL; WALSH,

1994).

2.5. Modelo 3D de esferoides de HepG2

2.5.1. Fabricacdo de hidrogéis e Formacéo dos esferoides tridimensionais

A preparacdo dos microchips de agarase foi realizada utilizando agarose tipo I,
diluida em PBS em uma concentracdo de 2,0%, sendo em seguida autoclavada. Foi
calculado o volume necessario para preencher os moldes de modo a se obter todos 0s
chips desejados para cada etapa dos experimentos. A agarose foi adicionada a cerca de
90% do volume final de tamp&o PBS em um erlenmeyer e a solucdo foi aquecida em
microondas até que a agarose se dissolvesse completamente. Apos isso, a solucéo foi

avolumada com tampdao PBS e esterilizada em autoclave.
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Para produzir os microchips, 550uL da solugdo de agarose foi transferida para o
molde de polidimetilsiloxano (PDMS) (MicroTissues® 3D Petri Dish® micro-mold
spheroids - Sigma-Aldrich) com um padrdo de microesferas. Cada chip contém 256
micropocos com didmetro de 400puL e profundidade de 800pL. Uma vez que a agarose
foi despejada no molde, deixou-se gelificar a temperatura ambiente. Apés a gelificagdo
da agarose, o microchip solido foi separado do micromolde, transferido para um dnico
poc¢o de uma placa transparente de 12 pogos e armazenado em 1000uL de PBS estéril a

37°C e mantidas em estufa a 5% de CO, até seu uso.

2.5.2. Producéo dos esferoides de HepG2

O protocolo utilizado para a producéo de esferoides de HepG2 foi adaptado a partir
do método proposto por Durand-Herrera e colaboradores (2018) e Calabretta
colaboradores (2022).

Para a geracdo dos esferoides 3D de células de hepatocarcinoma (HepG2), o frasco
de cultivo com as células em monocamadas foi colocado no microscépio para observar a
morfologia das células e descartar a presenca de bactérias ou fungos que levam a
eventuais contaminac@es, 0 meio das garrafas foi removido e adicionado tripsina para que
as células perdessem a aderéncia e fosse realizada a sua contagem em camara de
Neubauer. Foram calculados os volumes que fossem suficientes para o nimero de
placas/pocos desejados em cada etapa da dos experimentos. O PBS foi removido da placa
contendo o micromolde solido e as células cultivadas nas garrafas de cultura, que foram
tripsinizados e semeados no microchip (50x10%, 100x10* e 150x10* células/microchip).

Para o plagueamento, a quantidade de células suficiente apds a contagem foi
suspensa em 190uL de meio de cultura e transferida para 0 micromolde sélido em placa

de 24 pogos. As células foram aderidas ao molde para que sofressem agregacéo
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espontanea para formar massas microtumorais chamadas esferoides nos pocos dos
microchips e, ap6s 30 minutos, foi adicionado 500 pL de meio DMEM.

Os esferoides foram mantidos a 37°C com 5% de CO> durante 18 dias e 0 meio foi
trocado a cada dois dias.

2.5.3 Monitoramento dos esferoides por fotomicroscopia

O crescimento dos microtecidos esféricos foram monitorados para avaliacdo por
meio do estudo da imagem da formacao dos esferoides fotografados nos dias 5, 10, 15 e
18 de cultivo usando o microscopio optico invertido (Leica DMIL LED). As imagens
foram processadas usando o software de imagens ImageJ para registrar os dados em
fotomicroscopia (SCHINDELIN et al., 2012) e analisadas para definicdo da concentracdo

de células ideal para a formacao de esferoides de HepG2.

2.6. Ensaio de viabilidade celular, absorcdo de glicose e atividade da

lactato desidrogenase em meio com diferentes concentracdes de glicose

A fim de avaliar a viabilidade celular, a absorcao de glicose e atividade da lactato
desidrogenase em diferentes concentracdes de glicose, as células HepG2 e MRC5 foram
cultivadas em monocamada em uma placa de 12 pogos (6 x 10* células/pogo) em meio
DMEM HG, ap6s 24 h o meio foi substituido por meio HG, LG e FG. Ap6s 24 horas, 50
uL do sobrenadante das células cultivadas em diferentes meios de cultura (HG, LG, FG)
foi removido e a concentracdo de glicose (mg/dL) foi determinada por meio de ensaio
enzimatico-colorimétrico (Labtest®, Brasil), sequindo o manual do fabricante, utilizando
leitor de microplacas Beckman Coulter DTX 880 a uma absorbancia de 450 nm

(YAMAMOTO et al., 2015; YONAMINE et al., 2016).
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Para a avaliacdo da viabilidade celular, as células cultivadas em monocamada foram
tripsinadas com Tripsina-EDTA (0,5%) e centrifugadas. O pellet foi ressuspenso e
adicionado 0,4% de azul de tripano (STROBER, 2001). As células em monocamadas
foram contadas em uma camara de Neubauer e a viabilidade celular foi estimada. Com o
objetivo de avaliar a atividade da lactato desidrogenase (LDH), as células cultivadas em
diferentes meios de cultura (HG, LG e FG) foram ressuspensas em 100 pL de Triton X-
100 (1x) por 30 min a 37°C para romper a membrana e liberar a enzima. Em seguida, a
atividade da LDH foi medida por um teste bioquimico comercial (Labtest®, Brasil)
seguindo o manual do fabricante. Para estimar a atividade enzimética (U/L), a
absorbancia foi medida usando Beckman Coulter Microplate Reader DTX 880 (340 nm)

(LANDI-LIBRANDI et al., 2012).

2.7. Anaélise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média e/ou C150 e seus
intervalos de confianca de 95% (Cl 95%) obtidos por regressdo ndo linear, todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata biologica. As diferencas entre os grupos
experimentais foram comparadas através da analise de variancia (ANOVA). Todas as

analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 6®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Triagem Virtual

Para a realiza¢do da ancoragem molecular, o grid box foi construido para cada uma
das enzimas de acordo com as dimensdes dispostas no quadro 3, e posteriormente

validada por meio da anélise do redocking utilizando o grid box elaborado.
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Quadro 3 - Validacao do método in silico de ancoragem molecular pelo método do redocking.

) Cadigo ) ) )
Enzimas DB Dimensao do grid box | RMSD (A) Redocking
AKT1 30CB 32x22x24 0,7
ASK1 6E2M 12x18x30 0,5
ERK1 4QTB 44 x 28 x 40 0,8
ERK2 5NGU 28 x34x 20 0,7
MAPK14 6SFO 30 x 18 x 44 0,8
Topoisomerase | 1KAT 39x36x29 0,9
Topoisomerase |1
5GWK 20x17x 18 0,5
alfa
Topoisomerase 11
3QX3 30x34x34 0,5
beta
ErbB4 quinase 3BBT 16 x8x8 1,0
mTOR kinase 4JT5 12x6x8 0,8
PI3K/mTOR 5004 12x10x8 0,8
Bcl-2 6GL8 14x12x 14 0,3




SHP2 fosfatase 6CMS 20x14x12 1,5 : _
5
B-Raf quinase
4XV2 12x10x14 1,2
V600E
KRAS 601M 16 x14 x 10 0,4
Bcl-2 G101V 6000 14 x 14 x 16 0,1
c-Kit quinase 6GQJ 18x11x12 1,1
Bcl-XL 3ZK6 7x23x12 0,5
MCL1 604U 12x11x12 0,4

A partir da andlise do

redocking, pode-se observar que em todos 0s métodos

desenvolvidos, o valor de RMSD, desvio entre a posi¢do da molécula cocristalizada e a

posicdo do ligante, considerando a pose mais estavel do cluster mais populoso e com

menor energia de ligacdo foi inferior a 2 A, o que confere um alto grau de superposicio

e orientacdo relativa da conformacao na estrutura cristalografica, validando as condigdes

utilizadas para as analises de ancoragem molecular (GAO et al., 2017; WESTERMAIER;

BARRIL; SCAPOZZA, 2015).

Como forma de avaliar os resultados da ancoragem molecular, varios aspectos

das conformac6es obtidas foram usados para selecionar as melhores moléculas, tais como

presenca de interagdes chaves dos ligantes com os residuos de aminoacidos criticos do



116

sitio ativo, similaridade de conformagdes com ligantes conhecidos, presencga de doadores
ou aceptores de ligacdo de hidrogénio no complexo ligante/receptor e menores energias
de ligacdo (COSCONATI et al., 2010), visto que as intera¢cdes entre uma molécula ativa
e um receptor bioldgico séo determinadas por forcas intermoleculares que desempenham
um papel crucial na prevencdo ou obstrucdo do sitio ativo (ARROIO; HONORIO;
SILVA, 2010; SALEH et al., 2016). Além disso, a dissociacdo do complexo
ligante/receptor é rapida para interacfes mais fracas, enquanto que interagdes fortes entre
os residuos implicam em uma ligagcdo mais estavel entre o ligante e o receptor, levando a
uma reacao inibitoria (YOUSUF et al., 2017).

Na analise da ancoragem molecular, os valores de energia de afinidade de ligagdo
obtidos, tanto dos ligantes cocristalizados quanto da CNFD, estdo dispostos na tabela 1 e

as interacdes ligante-receptor na figura 1.

Tabela 1 - Energia de interagcdo (Kcal/mol) da CNFD em comparacéo aos ligantes cocristralizados

nas em diferentes enzimas.

Energia de afinidade (Kcal/mol)

Enzima
Ligante cocristalizado CNFD
Topoisomerase | -12,5 -9,5
Topoisomerase |1 alfa -13,0 -9,0
Topoisomerase |1 beta -13,5 -9,1
ErbB4 quinase -10,0 -8,1
mTOR kinase -8,9 -8,6
PI3K/mTOR 9,1 -8,6
Bcl-2 -11.9 -7,8
SHP2 fosfatase -10,8 -9,7
B-Raf quinase V600E -12,4 -9,0
KRAS -10,6 -7,8
AKT1 -8,9 -7,9
ASK1 -8,6 -8,7
ERK1 -12,3 -14,1
ERK2 -8,7 9,1

MAPK14 -12,1 -8,6
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Bcl-2 G101V -10,3 -7,5
c-Kit quinase -11,5 -8,5
Bcl-XL -13,5 -10,0
MCL1 -13,6 -9,9
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Figura 1 - Andlise de ancoragem molecular da CNFD com diferentes alvos bioldgicos. (A)
Topoisomerase I; (B) Topoisomerase Il beta; (C) ERKZ1; (D) mTOR quinase; (E) PI3K/mTOR (F) SHP2
fosfatase; (G) KRAS; (H) c-Kit quinase.
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Dentre todos os alvos testados, a CNFD apresentou um perfil de
complementariedade, baixa energia de ligagéo e formacao de ligacdo de hidrogénio com
os residuos de aminoacidos no sitio ativo, dos seguintes alvos: topoisomerase |,
topoisomerase 1l beta, ERK1, mTOR quinase, PI3K/Mtor, SHP2, KRAS e c-KIT quinase.
Na anélise da ancoragem molecular com a topoisomerase |, observou-se que a CNFD
apresentou interagdes com os residuos cataliticos, arginina-364, asparagina-722 e
aspartato-533, que sdo cruciais na mediagdo entre a interagdo da topoisomerase-DNA,
bem como (XIN et al., 2017), bem como interagdes -t com 0s pares de bases adjacentes
do DNA. Também apresentou ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas presente
no sitio catalitico (Figura 1A e 1B).

A CNFD apresentou perfil de interacdo similar ao observado por Dalezis e
colaboradores (2020), que avaliaram ésteres alquilantes esteroidais de lactama com
atividade inibitério frente a ERK1 e ERK2, apresentando ligacGes de hidrogénio com os
residuos de lisina-71. Tal dado é interessante para a investigacdo do mecanismo de acdo
desta substancia (Figura 1C), visto que inibidores de ERK s&o considerados agentes
promissores para a terapia do cancer, pois a ERK exerce um papel crucial em diversos
processos celulares, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia
celular (HALDER; GIRI; CORDEIRO, 2019).

A partir da andlise de ancoragem molecular, observou-se que a CNFD tem um
potencial para atuar na via MAPK, que € uma via envolvida na transducdo de sinais
extracelulares para o ndcleo da celula. Sabe-se que a BRAF mutada provocada uma
hiperativacdo da ERK, além levar o crescimento tumoral, a inibi¢cdo da apoptose e a uma
metastase aumentada (BRANDT et al., 2019). Embora a CNFD néo tenha apresentado

um potencial inibitorio frente a BRAF, ela apresenta um perfil de complementariedade,
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ou seja, uma predi¢do de uma atividade inibitdria frente aos alvos KRAS e SHP2, que séo
ativados pela BRAF (KANO et al., 2019).

Além disso, observou-se que a CNFD também apresentou complementariedade
para 0 mMTOR quinase e 0 PIBK/mTOR, apresentando ligacdo de hidrogénio com 0s
residuos de lisina-2187 e tirosina-867 (Figura 1). A via PISBK/AKT/mTOR também atua
regulando a KRAS, e estd implicada no controle metabolico, angiogénese e homeostase
cardiovascular, assim os inibidores de mTOR sdo promissores alvos, pois sua inibi¢do

pode parar a progressédo maligna de canceres (PASSIGLIA et al., 2020).

3.2. Anédlise de citotoxicidade por Alamar Blue em modelo monocamada

O efeito da CNFD e da NANOOQ09-B sob a viabilidade celular foi realizado nas
linhagens de células MCF-7, HCT 116, SK-Mel 19, HepG2 e MRC-5 no tempo de 72

horas, utilizando o ensaio do Alamar blue, estdo representados na tabela 2.

Tabela 2.- Efeito da CNFD e da NANOO09-B na viabilidade celular de linhagens tumorais e ndo tumoral
(MRC-5) utilizando o ensaio Alamar blue no tempo de tratamento de 72h. Os valores estéo representados

como Clso (intervalo de confianga de 95%).

Clso (UM)
Amostra
MCF-7 HCT116 SK-Mel 19 HepG2 MRC-5
CNED 1,17 (0,81 - 1,68 (1,07- 2,91 (2,68 - 2,88 (2,57- 3,12 (2,57-
1,69) 2,65) 3,17) 3,11) 3,80)
2,91 (2,68 - 2,41 (2,27- 3,32 (1,83- 3,71 (3,48- 4,33 (3,72-
NANOO09-B
3,17) 2,55) 6,02) 3,95) 5,03)
o 0,84 (0,50 - 0,52 (0,27 - 0,22 (0,05 - 0,90 (0,29 — 0,14 (0,10 -
Doxorrubicina
1,43) 0,97) 0,88) 1,80) 0,17)

Ao analisar a atividade citotoxica da CNFD e a NANOOQ09-B sobre as células nédo
neoplasicas de fibroblasto humano (MRCS5), observou-se que a CNFD e a NANO09-B

apresentaram um efeito citotdxico menor quando comparado a doxorrubicina, porém ao
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comparar a CNFD isolada e incorporada a uma formulagdo (NANOOQ9-B), pode-se
observar uma diferenca significativa (p<0,005), sendo a CNFD isolada mais citotoxica
que a nanoformulacdo. Tal fato pode ser justificado quando analisado em relacdo a
concentracdo, visto que a CNFD se encontrava diluida na formulag8o, na concentracéo
de 0,75 mg/mL, porém mesmo diluida apresentou acdo citotoxica frente as células
avaliadas.

A atividade citotoxica apresentada corrobora com outros estudos com
naftoquinonas frente linhagens tumorais, como no estudo de Kishore e colaboradores
(2014), onde um derivado da 5-hidroxi-7-metil-1,4-naftoquinona apresentou atividade
citotoxica frente as linhagens de células epiteliais de carcinoma do colo do Utero humano
(HelLa), tanto isolado como associado em uma formulagéo, apresenando Clso de 5,3 uM

e 6,8 UM, respectivamente.

3.3. Modelo tridimensional de esferoides de HepG2

A cultura de esferoides celulares tem sido amplamente adotada como uma
abordagem in vitro para investigar o comportamento celular em um ambiente
fisiologicamente relevante (SURYAPRAKASH et al., 2020; LEE et al., 2017). Estes
modelos tém demonstrado ser valiosos para a compreensdo aprofundada da biologia
celular e para a pesquisa de novas terapias anticancer (DONGLAI et al., 2017). Varios
estudos tém explorado os beneficios e as aplica¢fes dos esferoides celulares, fornecendo
informacoes significativos para o campo da farmacologia.

Para produgdo dos esferoides foram avaliadas trés concentracfes diferentes de
células com o intuito de verificar qual permitiria a formagédo de um esferoide compacto e
apropriado para a realizacdo de ensaios de viabilidade celular e de metabolismo. Dentre

as concentragdes testadas, que foram de 50, 100 e 150 x10* de células de HepG2, somente
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na concentracéo de 100x10% observou-se a formagao de um esferoide mais esférico e bem

definido (figura 2).

50x 10*

100x 10*

150x 10*

=
y
A
A

Figura 2. Fotografia representativa da proliferagdo dos esferoides de HepG2 nas concentragdes de

50, 100 e 150x10* células, visualizados por microscopia dptica com a objetiva de 40x.

Enquanto as células em cultura bidimensional apresentam uma curvatura de
crescimento exponencial e podem ter sua taxa de crescimento facilmente determinada
pelo tempo de duplicacdo, os esferoides possuem crescimento do tipo nodular, composto
por camadas proliferativas que apresentam um maior contato com os nutrientes do meio
de cultura, apresentando uma taxa de crescimento que se enquadra no modelo logaritmico
(AMARAL et al., 2017).

Além disso, a caracterizacdo morfoldgica do cultivo dessa linhagem mostrou o que

pode ser percebido visualmente, isto é, que, de forma geral, seu crescimento foi regular e
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o formato de esfera se manteve mais homogéneo e prolongado no dia 5, na concentragéo

100x10* células por chip.

Apos a obtencdo dos esferoides, os mesmos foram avaliados quanto a morfologia

pelo método do Diametro de Faret, pela solidez, esfericidade e circularidade (figura 3).
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Figura 3. Analise morfolégica dos esferoides obtidos nas concentragdes de 50, 100 e 150 x10*

células de HepG2 nos tempos de 5, 10, 15 e 18 dias.

Esferoides com diametros entre 1205,05 + 110,67 um e 1167 + 44,78 um e
circularidade entre 0,9 + 0,1 e 0,8 + 0,1 foram obtidos nos dias 5 e 18, respectivamente,
na concentracdo de 100x10* células de HepG2. Além disso, pode-se inferir que quanto
maior a concentracdo de células utilizadas, maior foi o didmetro do esferoide formado,
uma vez que a quantidade de células influencia diretamente o didmetro obtido. A

determinacdo do didmetro e a circularidade dos esferoides durante o processo de
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padronizacdo das condi¢cfes de cultivo é importante, visto que o tamanho do esfeoide
pode influenciar em sua viabilidade e resposta a diferentes estimulos, como sua exposi¢ao
frente ao tratamento com farmacos (SAMBALE et al., 2015).

Outro pardmetro avaliado foi o de solidez, que € um indicador da regularidade u
rugosidade da superficie dos esferoides. Segundo Santos e colaboradores (2016), 0s
esferoides obtidos a partir de linhagens tumorais sdo considerados regulares se néo
apresentarem vincos ou arestas na superficie, além de apresentarem valores de solidez
superiores a 0,9. Em todas as condicdes de cultivo dos nos tempos de 5 e 10 apresentaram
uma solidez igual a 0,9, somente a partir do dia 15 foi observado valores inferiores a 0,8
de solidez.

Assim, conforme todos os parametros analisados e condi¢des de cultivo, foi
escolhido como modelo ideal para aplicacdo em estudos de viabilidade celular ou
farmacocinéticos o cultivo dos esferoides na concentragdo de 100 x 10* podendo ser
tratados no 5 ap6s o cultivo do esferoide, tendo em vista que a partir do dia 10, as bordas
dos esferoides ja comegam a se desagregar do centro do microtecido, e nos dias 15 e 18
0s microtecidos ja crescem de forma exacerbada fazendo com que haja a perda da
esfericidade nas bordas, sendo caracterizada pela irregularidade no formato e aumento de

tamanho.

3.4. Avaliagéo de viabilidade celular em modelo 3D

O efeito da CNFD e da NANOOQ9-B sob a viabilidade celular no modelo 3D foi
realizado com os esferoides de HepG2 nos tempos de 24, 48 e 72 horas, utilizando o

ensaio do Alamar blue, estdo representados na tabela 3.
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Tabela 3.- Efeito da CNFD e da NANOO09-B na viabilidade celular do modelo de esferoides com HepG2
utilizando o ensaio Alamar blue no tempo de tratamento de 24, 48 e 72h. Os valores estdo representados
como Clso (intervalo de confianca de 95%).

Clso (UM)
Amostra
24 horas 48 horas 72 horas
CNFD 3,71 (3,48-3,95) 3,32 (1,83-4,02) 2,91 (2,68 - 3,17)
NANOOQ09-B 4,75 (4,25-5,08) 4,32 (4,13-4,67) 3,62 (3,46-3,98)
Doxorrubicina 3,90 (3,15-4,83) 2,90 (2,62 - 3,23) 1,88 (1,23-2,76)

Em todos os tempos houve morte celular, havendo a diminuicdo da viabilidade
celular conforme o tempo de exposicao. Ao comparar os resultados obtidos de viabilidade
no modelo 3D e no modelo 2D, demonstrado no item 3.2, pode-se observar diferencas
significativas (p > 0,05) entre as viabilidades das linhagens celulares de HepG2 nos
diferentes modelos. Essas diferencas se apresentaram como um aparente aumento nos
niveis de viabilidade celular no modelo 3D devido a um aumento na taxa de conversdo
da resazurina em resorufina no ensaio do Alamar Blue (BONNIER et al., 2015).

Em estudos comparando a viabilidade de células cultivadas em culturas 2D com
células cultivadas em matrizes de gel de colageno, o aparente aumento da viabilidade
observada utilizando o ensaio de citotoxicidade de Alamar Blue foi atribuido a diferencas
nas taxas de difusdo e conversao do corante devido a alteracdo da geometria e morfologia

do modelo (GARGOTTI et al., 2018).

3.5. Avaliacgéo de viabilidade e morte celular em modelo 3D

A compreensdo das alteragdes metabdlicas nas células tumorais e a identificacao
de alvos metabolicos especificos tém aberto novas perspectivas para o desenvolvimento
de terapias anticancerigenas mais eficazes. O direcionamento do metabolismo tumoral é
uma abordagem promissora e em constante evolucdo, que pode levar ao desenvolvimento

de tratamentos mais eficazes e com menor toxicidade. Essa estratégia busca explorar as
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caracteristicas metabdlicas distintas das celulas tumorais, visando inibir vias metabolicas
essenciais para seu crescimento e sobrevivéncia. Essa abordagem tem o potencial de
direcionar terapeuticamente as células cancerigenas, oferecendo novas alternativas
terapéuticas (LUENGO et al., 2017).

As células cancerigenas apresentam uma notavel capacidade de sobrevivéncia, o
que resulta em uma demanda energética intensa. 1sso leva a um aumento no consumo de
glicose e glutamina, bem como a alteragBes metabdlicas em vias de biossintese de
lipidios, aminoacidos e outras macromoléculas em diferentes locais tumorais. Essas
alteracbes metabdlicas desempenham um papel crucial no desenvolvimento do cancer
(CHOI; PARK, 2018; JIN; ZHOU, 2019; POPE et al., 2019).

Compreender a interrupcdo da reprogramacdo metabdlica ¢ de fundamental
importancia para o desenvolvimento de novos compostos terapéuticos direcionados ao
metabolismo tumoral. Ao identificar e visar esses alvos especificos, € possivel interferir
nas vias metabdlicas das células cancerigenas, desequilibrando seu metabolismo e
inibindo seu crescimento descontrolado, permitindo assim melhorar a eficacia dos
tratamentos anticancerigenos e reduzir os efeitos colaterais associados as terapias
convencionais (NAVARRO et al., 2022).

Assim, para avaliacdo do metabolismo em modelo 3D, ap6s a padronizacdao do
namero de células e do tempo de cultivo, realizou-se a analise de viabilidade celular a fim
de se utilizar uma concentracdo de CNFD e a NANOQ9-B que ndo fosse citotoxica para
avaliacdo da captacéo de glicose e LDH. Dessa forma, foram avaliadas as concentragdes
de 1 uM nos esferoides de HepG2. Na concentracdo avaliada s6 houve reducgéo
significativa na viabilidade celular com tratamento com a CNFD (p<0,05) quanto
comparada ao controle negativo e a NANOQ9-B, porém ndo foi suficiente para ocasionar

mais de 20% da morte celular (figura 4).
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Figura 4 — Viabilidade celular ap6s tratamento com a CNFD e a NANOO09-B na concentracao de
1 uM em modelo 3D de HepG2 no tempo de 24 horas. *p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo, quando comparado ao DMSO por ANOVA two way seguido de teste Bonferroni.

A partir dos dados de viabilidade celular, utilizou-se a concentragéo de 1 M de
CNFD e NANOQ9-B para avaliagéo da influéncia no metabolismo em relagéo a atividade
de LDH, onde foi observado que ndo houve diminuic¢ao na atividade da enzima no modelo

3D de HepG2 (Figura 5).
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Figura 5 — Avaliacdo da influéncia da CNFD e NANOQ9-B na concentracéo de 1 M na atividade
enzimética de LDH em modelo 3D de HepG2 no tempo de 24 horas. *p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo, quando comparado ao DMSO por ANOVA two way seguido de teste

Bonferroni.
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Em células tumorais, a atividade da LDH é frequentemente aumentada,
promovendo a producdo de lactato devido a necessidade das células tumorais de produzir
energia rapidamente para suportar sua alta taxa de proliferacdo (ALTINOZ; OZPINAR,
2022). Assim, pode-se observar que a CNFD, tanto isolada como incorporada em uma
nanoformulagéo, ndo modula a atividade da LDH.

Quanto a avaliacdo da captacdo de glicose, ap6s o tratamento de 24 horas, ndo
houve reducdo na captacao da glicose ap6s o tratamento com a CNFD e a NABOQ9-B,
visto que os niveis de glicose nos esferoides de HepG2 se mantiveram constante mesmo

apos o tratamento (figura 6).

250-

2004 T

1504

1004

504

Concentracgao de glicose (mg/dL)

Controle  CNFD NANOO0S-B Rotenona
negativo (1 uM) (1 uM)

Figura 6 — Avaliacéo da influéncia da CNFD e NANOOQ9-B na concentracdo de 1 uM captagdo de
glicose em modelo 3D de HepG2 no tempo de 24 horas. *p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo, quando comparado ao DMSO por ANOVA two way seguido de teste Bonferroni.

Assim, pode-se inferir que a CNFD é uma molécula que apresenta potencial
farmacologico para o tratamento do cancer, porém, isolada ou incorporada em uma
formulacéo, ndo afeta 0 metabolismo de celulas hepaticas neoplésicas quanto a atividade
enzimatica de LDH e a cpatacdo de glicose, apresentando mecanismos distintos de

atividade.
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4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos in silico, pode-se inferir que a atividade anticancer
da CNFD possa estar relacionada as vias MAPK e PI3K/AKT/Mtor.

O modelo de esferoides com células da linhagem HepG2 na concentracdo de
100x10* células apresentou caracteristicas morfologicas de solidez, circularidade,
esfericidade e diametro estaveis no tempo de 5 e 10 dias, sendo um modelo aplicavel para
avaliacdo de viabilidade celular pelo método do Alamar.

A exposicdo a CNFD, isolada ou incorporada a uma nanoesfera, ocasiona morte
celular em modelos 2D e 3D, porém nédo ocasiona reducdo na atividade enzimatica da

enzima LDH e na captacao de glicose no modelo 3D de HepG2.
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CONCLUSAO FINAL

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e Houve a otimizacao do processo de sintese da CNFD, demonstrada pelo aumento do
rendimento do produto em compara¢do com o descrito na literatura. Além disso,
pode-se inferir que o tempo reacional € superior a 30 minutos e que concentragdes
acima de 2 equivalentes do catalisador ndo apresentam diferenca estatistica no
rendimento da reagéo;

e A CNFD apresenta uma predicdo de alta taxa de absorcdo intestinal (97%) e forte
ligacdo as proteinas plasmaticas (93%) sem inibir a glicoproteina-P. Além disso,
exibiu especificidade e complementaridade na inibicdo de CYP1A2, 2C19 e 2C9, e
é provavel que sofra reacdes de metabolismo de fase 1, particularmente no carbono
13;

e As nanoferas contendo a CNFD utilizando o polimero Kollicoat® MAE 100 P
formam sistemas monodispersos estaveis em prateleira ao longo de 150 dias, além
de apresentar uma taxa de encapsulacao superior a 89%.

e A atividade anticAncer da CNFD pode estar relacionada com as vias MAPK e
PI3K/AKT/Mtor conforme observado no estudo in silico, sendo necessario a
realizacdo de ensaios confirmatdrios in vitro;

e A exposicdo a CNFD, isolada ou incorporada a uma nanoesfera, ocasiona morte
celular em modelos 2D e 3D, porém nédo ocasiona reducdo na atividade enzimatica
da enzima LDH e na captacao de glicose no modelo 3D de HepG2;

e Este trabalho € o primeiro a descrever o emprego da CNFD em uma nanoformulacgéo
e servird como ponto de partida para continuidade de estudos quanto ao seu potencial

tecnoldgico e farmacoldgico.



132

REFERENCIAS

AGUIAR, U. M. et al. Preparacéo e caracterizacdo do complexo de incluséo do 6leo
essencial de croton zehntnericom B-ciclodextrina. Quim Nova, v. 37, p. 50- 55, 2014.

AHMED, S. A. et al. A new rapid and simple non-radioactive assay to monitor and
determine the proliferation of lymphocytes: an alternative to [3H]thymidine
incorporation assay. Journal of Immunological Methods, v. 170, n. 2, p. 211-224, 1994.

AMADQO, J. R. R. et al. Development, stability and in vitro delivery profile of new
loratadine-loaded nanoparticles. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 25, 2017.
BORDES, C. et al. Determination of poly(€-caprolactone) solubility parameters:
Application to solvent substitution in a microencapsulation process. International
Journal of Pharmaceutics, v. 383, p. 236-243, 2010.

BRANDT, R. et al. Cell type-dependent differential activation of ERK by oncogenic
KRAS in colon cancer and intestinal epithelium. Nature Communications, v. 10, 2019.

CONTRI, R. V. et al. Vegetable oils as core of cationic polymeric nanocapsules:
influence on the physicochemical properties. Journal of Experimental Nanoscience, v.
8, n.7-8, 2013.

DABROWSKA, M. B. et al. The Impact of Treatment on Quality of Life in Patients
with Head and Neck Cancer. Iranian journal of public health, v. 48, n. 1, p. 181-183,
2019.

DALEZIS P. et al. Azasteroid alkylators as dual inhibitors of AKT and ERK
signaling for the treatment of Ovarian Carcinoma. Cancers, v. 12, n. 5, 2020.

FERREIRA, V. F.; FERREIRA, S. B.; DA SILVA, F. DE C. Strategies for the synthesis
of bioactive pyran naphthoquinones. Organic & Biomolecular Chemistry, v. 8, n. 21,
p. 4793, 2010.

FESSI, H. et al. Nanocapsule formation by interfacial polymer deposition following
solvent displacement. International Journal of Pharmaceutics, v. 55, n. 1, p. R1-R4,
1989.

FREIRE, C. P. V. et al. Synthesis and biological evaluation of substituted a- and §-
2,3-dihydrofuran naphthoquinones as potent anticandidal agents. MedChemComm,
v. 1,n. 3, p. 229, 2010.

GAO, J. et al. Computational methods for designing potential inhibitors for activin
type 11b (ActRIIB) receptor for treatment of anaemia. Biomedical Research, v. 28, n.
8, 2017.

HALDER, A. K. et al. Multi-Target chemometric modelling, fragment analysis and
virtual screening with ERK inhibitors as potential anticancer agents. Molecules, v.
24,n. 21, 2019.



133

HUANG, Y.; SHEN, F. Effects of cultural tailoring on persuasion in cancer
communication: a meta-analysis. Journal of Communication, v. 66, n. 4, p. 694-715,
2016.

INCA- INSTITUTO NACIONAL DE CANCER. O que é cancer? Ministério da Saude,
Governo Federal; 2019.

KANO, Y. et al. Tyrosyl phosphorylation of KRAS stalls GTPase cycle via alteration
of switch I and Il conformation. Nature Communications, v. 10, 2019.

LEITE, M. L.; DA CUNHA, N. B.; COSTA, F. F. Antimicrobial peptides,
nanotechnology, and natural metabolites as novel approaches for cancer treatment.
Pharmacology & therapeutics, v. 183, p. 160-176, 2018.

LOBATO, K. B. S. et al. Characterisation and stability evaluation of bixin
nanocapsules. Food Chemistry, v. 141, n. 4, 2013.

MBAVENG, A. T. et al. A naturally occuring triterpene saponin ardisiacrispin B
displayed cytotoxic effects in multi-factorial drug resistant cancer cells via
ferroptotic and apoptotic cell death. Phytomedicine, v. 43, p. 78-85, 2018.

MELO, N. F. S. D. et al. Desenvolvimento e caracterizacdo de nanocépsulas de poli
(I-lactideo) contendo benzocaina. Revista Quimica Nova, Vol. 33, No. 1, p. 65-69,
2010.

MOHANRAJ, V. J,; CHEN, Y. Nanoparticles — a review. Tropical Journal of
Pharmaceutical Research, v.5, n. 1, 2006.

NAIR, V. et al. CAN Mediated oxidative addition of 2-hydroxynaphthoquinone to
dienes: a facile synthesis of naphthofurandiones. Tetrahedron, v. 57, n. 36, p. 7705-
7710, 2001.

NASCIUTTI, P. R. Desenvolvimento de novos farmacos. Programa de P6s Graduacao
(mestrado) da Universidade Federal de Goias. 2012.

OMS- Organizacdo Mundial Da Salde; OPAS- Organizacdo Pan-Americana Da Salde.
Cancer. Setor de Embaixadas Norte, Lote 19, 70800-400 Brasilia, DF, Brasil, 2018.

PASSIGLIA, F. et al. KRAS inhibition in nonesmall cell lung cancer: Past failures,
new findings and upcoming challenges. European Journal of Cancer, v. 137, p. 57-68,
2020.

PEREIRA, D. G. Importancia do metabolismo no planejamento de farmacos.
Quimica Nova, v. 30, n. 1, p. 171-177, 2007.

REIS, A.P. A.; PANOBIANCO M. S.; GRADIM C. V. C.; Enfrentamento de mulheres
que vivenciaram o cancer de mama. Revista de Enfermagem do Centro Oeste Mineiro,
v. 9, p. 1-10, 2019.

RIBEIRO, J. B. et al. Estimativas da incidéncia de cancer no estado de Sergipe em
2018. Congresso Nacional de Enfermagem — CONENF, Maio de 2018.



134

ROA, J. P. B. et al. Sintese e caracterizacdo do copolimero Poli (3-hidroxibutirato-
co-g-caprolactona) a partir de Poli (3-hidroxibutirato) e Poli (g-caprolactona).
Polimeros, v. 20, n. 3, p. 221-226, 2010.

ROCHA, L. N. D. Uso da fitoterapia por pacientes submetidos a tratamento
antineopléasico. Trabalho de Conclusdo de Curso de graduacdo em Enfermagem da
Universidade de Brasilia, 2016.

SILVA, L. M. et al. Polymorphs studies and co-crystals in drug development: a
literature review. Journal of Biology & Pharmacy and Agricultural Management, v. 13,
n. 4, p. 67-73, 2017.

TAGLIARI, M. P. Et al. Development of oral nifedipine-loaded polymeric
nanocapsules: physicochemical characterisation, photostability studies, in vitro and
in vivo evaluation. Quimica Nova, v. 38, n. 6, 2015.

TAMASHIRO, Fernanda Leika; BOU-CHACRA, Nédia Araci. Nanoemuls&o contendo
Oleos vegetais: preparacao e caracterizacao fisico-quimica. Resumos, 2018.

TROTT O.; OLSON A. J. AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of
docking with a new scoring function, efficient optimization, and multithreading. J
Comput Chem, v.31, p. 455-461, 2010.

WESTERMAIER, Y. et al. Virtual screening: An in silico tool for interlacing the
chemical universe with the proteome. Methods, v. 71, p. 44-57, 2015.

XIN, L.T. etal. Discovery of DNA Topoisomerase | Inhibitors with Low-Cytotoxicity
Based on Virtual Screening from Natural Products. Marine drugs, v. 15, n. 7, 2017.

ZAKIRYANOVA, G. K.; WHEELER, S.; SHURIN, M. R. Oncogenes in immune cells
as potential therapeutic targets. ImmunoTargets and therapy. v. 7, p. 21, 2018.



