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RESUMO

A esquistossomose, causada pelo parasito Schistosoma mansoni, € um grave problema de
salude publica no Mundo e no Brasil e esta presente na lista de Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs) da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS). No Brasil, Minas Gerais
(MG) é o estado mais afetado com a doenca. Atualmente, hd um grande nimero de doentes e
o0 tratamento é obtido somente com um farmaco (praziquantel), ineficaz contra formas jovens
do parasito e com relatos de resisténcia. Sendo assim, a pesquisa de novos farmacos
esquistossomicidas torna-se muito importante. O uso de substancias naturais destaca-se nesse
cenario, sendo a cardamonina e a licochalcona A, chalconas com atividades
esquistossomicidas ja registradas em literatura. A nanotecnologia permite a incorporacdo de
substancias ativas em sistemas de escala nano que por sua vez, diminuem a toxicidade e
aumenta a biodisponibilidade de substancias. As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)
constituem um interessante sistema, pois sdo compostas por lipideos, em sua maioria,
biocompativeis. A associacdo de nanotecnologia e produtos naturais foi desenvolvida nesse
trabalho para um possivel tratamento da esquistossomose. As NLS foram desenvolvidas por
homogeneizacdo por alto cisalhamento e caracterizadas em relacdo ao potencial zeta, tamanho
da particula, index de polidispersdo (Pdl), eficiéncia de encapsulacdo, liberacdo in vitro,
estabilidade e citotoxicidade. Ensaios de toxicidade mostraram que as nanoparticulas
diminuem a toxicidade das substancias diante de macrofagos da linhagem celular J774 e a
hemolise. As formulacBes foram testadas in vitro e in vivo contra vermes adultos de S.
mansoni e provocaram a morte dos parasitos. In vitro, a cardamonina incorporada em NLS
provocou a morte de 100% dos parasitos em 24 horas na concentracdo de 25 pM, além de
significante reducdo da atividade motora dos parasitos, resultados semelhantes ao obtido com
a cardamonina livre. As NLS com licochalcona A provocaram a morte de vermes adultos em
concentracdo menor do que a licochalcona A livre. In vivo, quando administrada via oral, a
nanoparticula com licochalcona A diminui a carga parasitaria em 30%, enguanto que a
substancia livre foi ineficaz. Pela via intraperitoneal, tanto a licochalcona A livre e
encapsulada reduziram mais de 50% da carga parasitaria. Os resultados obtidos indicam que
as NLS contendo os ativos encapsulados sdo uma alternativa mais segura para o hospedeiro
em tratamento da esquistossomose.

Palavras-chave: Esquistossomose; Schistosoma mansoni; Cardamonina; Licochalcona A,

Nanotecnologia; Nanoparticulas Lipidicas Solidas;



ABSTRACT

Schistosomiasis, caused by Schistosoma mansoni, remains a serious public health problem in
the world and Brazil, being present in the list of Neglected Tropical Diseases (NTDs) of the
World Health Organization (WHO). In Brazil, Minas Gerais (MG) is the state most affected
by the disease. Currently, there are a large number of patients and the treatment is only done
with a drug (praziquantel), ineffective against young forms of parasites and to reports of
resistance. Therefore, research for new schistosomiasis drugs becomes very important. The
use of natural substances stands out in this scenario and cardamonin and licochalcone A are
chalcones with schistosomicidal activities already registered in the literature. Nanotechnology
allows the incorporation of active substances into nano-scale systems which, in turn, decrease
toxicity and increase the bioavailability of drugs. Solid lipid nanoparticles (SLN) are an
interesting nano system because they are composed of mostly biocompatible lipids. The
association of nanotechnology and natural products was used in this work for a possible
treatment of schistosomiasis. SLN were developed by high shear homogenization and
characterized for its zeta potential, particle size, polydispersion index (Pdl), encapsulation
efficiency, in vitro release, stability and cytotoxicity. Toxicity assays shows that nanoparticles
decrease the toxicity of the substances in front of macrophages J774 cell line and hemolysis.
The formulations were tested in vitro and in vivo against adult S. mansoni worms and
decresed the viability of parasite. In vitro, cardamonin incorporated in SLN caused the death
of 100% of the parasites in 24 hours at the concentration of 25 pM, in addition to significant
reduction in the motor activity of the parasites. These results were similar to that of free
cardamonin. SLN with licochalcone A caused the death of adult worms in a concentration
lower than the free licochalcone A. In vivo, when orally administered, the nanoparticle with
licochalcone A decreases 30% of the parasites, while the free substance was ineffective. By
the peritoneal administration, free and encapsulated licochalcone A reduced more than 50% of
the parasites. The results indicate that SLN containing encapsulated actives are a safe

alternative for the host in the treatment of schistosomiasis.

Keywords: Schistosomiasis; Schistosoma mansoni; Cardamonin; Licochalcone A;

Nanotechnology; Solid Lipid Nanoparticles;
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1 INTRODUCAO

1.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose, também denominada esquistossomiase ou popularmente barriga
d’4gua, ¢ uma doenga cronica que atinge milhares de pessoas no mundo. As principais
espécies que atingem o homem sdo Schistosoma mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S.
intercalatum e S. haematobium (LEOW et al., 2015). No Brasil, S. mansoni é a espécie
predominante, devido & presenca do molusco de agua doce Biomphalaria glabrata, o
hospedeiro intermediario. Além disso, ha condi¢des ambientais favoraveis ao
desenvolvimento do ciclo da doenca, como ocupag¢do humana desregulada e contaminacgédo
por excrementos das daguas superficiais (MELO; COELHO, 2005; GRYSEELS;
STRICKLAND, 2012).

A esquistossomose faz parte do conjunto de doengas tropicais negligenciadas (DTNSs)
(Tabela 1) listadas pela OMS (Organizacdo Mundial de Salde), sendo recomendada a
guimioterapia preventiva em 52 paises, na qual o tratamento é administrado independente de
prévio diagndstico. Atualmente, segundo estimativa da OMS, a doenca infecta mais de 240
milhdes de pessoas em 74 paises e mais de 700 milhGes de pessoas convivem com o risco de
contrair a doenca. Estima-se que em 2015, mais de 218 milhdes de pessoas necessitaram de
tratamento preventivo para a esquistossomose, mas somente cerca de 30% receberam a
guimioterapia preventiva e 66,5 milhdes foram tratadas (WHO, 2006; WHO, 2010; SKELLY
etal., 2014; WHO, 2017a).

Tabela 1 — Algumas doencas tropicais negligenciadas listadas pelas OMS

Doencas Tropicais Negligenciadas

Dengue Leishmaniose Raiva
Tracoma Cisticercose Filariose linfatica
Doenca de Chagas Equinococose Hanseniase
Treponematoses endémicas Esquistossomose Oncocercose
Micetoma, cromoblatomicose e outras Ulcera de Buruli (infecgdo por
micoses Mycobacterium ulcerans)

Fonte: WHO, 2017b.

No mundo, a prevaléncia da esquistossomose € maior no continente africano, devido
as condicOes precarias de saneamento. Na América Latina, a doenca é encontrada no Brasil,
Venezuela, Porto Rico, Antilhas e Suriname (MELO; COELHO, 2005; AMARAL et al.,
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2006; UTZINGER et al., 2011; VITORINO et al., 2012). A figura 1 mostra a distribuicdo
global da esquistossomose, de acordo com a prevaléncia estimada para cada pais.

Figura 1 — Prevaléncia da esquistossomose no mundo
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Fonte: Adaptado de UTZINGER et al., 2011.

No Brasil, estima-se que 6 milhdes de pessoas estejam infectadas e 1,5 milhdes
estejam sob o risco de contrair a doenga. A esquistossomose é registrada em varios estados
brasileiros (Figura 2), como Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parana, Bahia,
Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceard e Maranhéo, sendo que o0 estado
de Minas Gerais possui a maior concentracdo (cerca de 70%) dos casos (MELO; COELHO,
2005; AMARAL et al., 2006; DRUMMOND et al., 2006; CONCEICAQ; COURA, 2012).
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Figura 2 — Distribuicdo da esquistossomose no Brasil no periodo de 2010 — 2015

Qg™ a
3 a // \\
v 'vl f/‘)r-}”‘z ! \F{J_/* R}\ o “\] N
ey
{ t l\ AN W% E
2\.(\[ 3 4 (’! B

Positividade (%)

0
Bl -5
5-15
- s
D Sem informagao g,\ m/? 4
/RT 0 250500 1,000
A g /‘/‘ Sisterm ﬁmas
w\’\ ;f; Datum Horizontal: WS84

&
)/
~)
(e,
§

Fonte: Sistema de Informacao do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose —
SISPCE/SVSIMS, 2017.

Assim como ocorre em todo o pais, a doenca vem se espalhando por Minas Gerais e,
ultimamente, vem atingindo diversas regides consideradas indenes, incluindo algumas areas
turisticas. Desse modo, além de um grave problema de saude, torna-se um grave problema
econbmico e turistico (MASSARA et al., 2008). De acordo com Katz e Peixoto (2000), a
prevaléncia da doenca em Minas Gerais € superior a 7,8% e abrange mais de 500 municipios
mineiros. Segundo dados do DATASUS — TABNET (2018), a prevaléncia da doenca
diminuiu nos altimos dez anos em Minas Gerais (Tabela 2), mas ainda requer atencao devido
a elevada taxa de individuos ndo tratados, além da possibilidade de recidivas, nimero de

individuos expostos ao risco de contrair a doenca, quantidade de casos graves e possibilidade


http://portalsaude.saude.gov.br/images/jpg/2016/julho/08/mapa-distribuicao-esquistossomose.jpg
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da doenca continuar se espalhando por novas areas geogréficas (KATZ; PEIXOTO, 2000;
ROSS et al., 2002).

Tabela 2 — Dados do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) em Minas Gerais, de

2006 a 2016
Ano Exames realizados 7 Resju-ltados Individuos a tratar | % Individuos tratados
Positivos
2006 643.308 4,40 35.138 77,5
2007 552.310 4,48 31.241 72,8
2008 411.557 4,72 20.786 85,1
2009 427.374 4,00 23.640 70,0
2010 367.363 4,43 27.771 60,7
2011 371.702 3,86 21.444 65,5
2012 251.172 3,31 17.912 40,1
2013 186.582 3,45 7.749 71,3
2014 160.420 3,01 6.596 65,3
2015 185.281 2,16 7.390 48,5
2016 22.231 1,97 505 42,6

Fonte: MS/SVS/GT PCE (Disponivel em

http://tabnet.datasus.gov.br/cqi/deftohtm.exe?sinan/pce/cnv/pcema.def) — Acessado em 28 de

maio de 2018.

1.2 ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

1.2.1 Schistosoma mansoni

O S. mansoni, causador da esquistossomose mansbnica, € um platelminto que

apresenta elevado dimorfismo sexual, ou seja, possuem sexos separados e facilmente

distinguiveis entre si (Figura 3). O verme adulto masculino é mais curto e mais plano que a

fémea, a qual por sua vez, é maior e mais delgada. Geralmente, o casal é encontrado junto, em

copula constante, devido a presenca do canal ginecéforo (abertura situada no dorso do verme
de sexo masculino que abriga a fémea) (GRYSEELS; STRICKLAND, 2012).
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Figura 3 — Microscopia eletronica do casal de S. mansoni

Fonte: Adaptado de http://www.nhm.ac.uk/natureplus/blogs/science-news/2011/02 - Acessado
em 13 de marc¢o de 2017.

O S. mansoni possui duas rotas de alimentacéo, o trato alimentar e o tegumento, sendo
gue cada uma € responsavel pela absorcdo de determinados tipos de nutrientes, conforme

demonstrado na figura 4.

Figura 4 - Esquema representativo da absorcéo de nutrientes pelo trato gastrintestinal e

tegumento do S. mansoni
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Fonte: Adaptado de SKELLY etal., 2014
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O trato alimentar compreende a boca, um esofago curto forrado com tegumento
modificado e o intestino de absorcdo. O esdfago € demarcado em parte anterior e posterior, e
possui uma glandula especializada (glandula esofagica) que libera secre¢des para dentro do
[imen intestinal, as quais interagem com o sangue ingerido, enquanto o intestino é revestido
por uma camada epitelial, a gastroderme (LI et al., 2013b ; SKELLY et al., 2014). Macho e
fémea adultos ingerem cerca de 39.000 e 330.000 heméacias por hora, 0 que equivale a
ingestdo diaria de 105 nl e 880 nl, respectivamente, de sangue total. O es6fago do parasito
desempenha papel central no processamento do sangue. Secrecdes da glandula esofagica
misturam com o sangue causando lise de eritrécitos e morte de leucécitos (LI et al., 2015).
Assim, eritrocitos sdo rapidamente lisados apds a ingestdo, enquanto os leucdcitos sao
aprisionados no Iimen posterior do es6fago (L1 et al., 2013b; SKELLY et al., 2014).

Ja o tegumento € essencial para a sobrevivéncia de vermes de Schistosoma. Além de
desempenhar papel vital na evasao do sistema imune do hospedeiro, o tegumento é importante
na aquisicdo de nutrientes, na excre¢do de produtos catabélicos e na absorcdo de substancias,
entre outros processos fisioldgicos. O tegumento que recobre o corpo dos vermes é
constituido por uma camada multicelular sincicial de alguns microns de espessura, que forma
a interface entre parasito e hospedeiro (SKELLY et al., 2014). O tegumento € ligado na sua
superficie basal por uma membrana plasmatica, sobreposta por uma bicamada denominada
membranocélice e possui diversas enzimas hidroliticas e ions transportadores, que sao
responsaveis por varias func@es, entre elas a absorcdo de nutrientes. Além disso, o tegumento
¢ constituido por sete camadas hidrofébicas, apresenta importante caracteristica para
permeacao de farmacos, ja que pode atuar com uma barreira hidrofébica (LEOW et al., 2015).
No macho, o tegumento é inteiramente revestido de espinhos e tubérculos e na fémea €
praticamente liso. As camadas tegumentares sofrem alta rotatividade, evidenciadas por
invaginacGes da membrana, abundéancia de proteinas adaptadoras e vesiculas de membranas
(Figura 5) (LEOW et al., 2015).
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Figura 5 — Tegumento de verme adulto macho de S. mansoni

Fonte: Imagem gentilmente cedida pelo Ndcleo de Enteroparasitos do Instituto Adolfo Lutz (1AL, Sdo
Paulo, SP).

As principais enzimas presentes no tegumento sdo (FONSECA, 2012; SKELLY etal.,
2014; LEOW et al., 2015):

e Proteinas transportadoras de glicose (SGTP 1 e 4), as quais sdo responsaveis pela
difusdo facilitada de glicose.

e Permeases, as quais facilitam o transporte de todos os aminoacidos bésicos (arginina,
lisina, histidina), bem como da leucina, fenilalanina, metionina, glutamina.

e Aquaporinas, as quais sio responsaveis por troca hidrica e excre¢io de H,

e Fosfatase alcalina (SmAP), responsavel pela clivagem de nucleotideos fosfatos
exogenos, gerando metabolitos desfosforilados, que sdo mais facilmente transportados
através das membranas.

e ATP — difosfohidrolases (SmMATPDasel e SmATPDase 2), as quais sdo responsaveis
pela hidrdlise do ATP e ADP.

As S. mansoni ATP difosfohidrolases (EC 3.6.1.5; SmATPDases), também conhecidas
como apirases ou SmATPDases, sdo ecto-enzimas localizadas na superficie tegumentar de S.
mansoni, que hidrolizam uma variedade de nucleosideos tri- e difosfatados aos
correspondentes nucleosideos monofosfatados (VASCONCELOS et al., 1996; DE CASTRO
et al., 2015). A SmATPDase 1 esta localizada na superficie do tegumento, engquanto a
SmATPDase 2 esté localizada na estrutura interna do sincicio (FONSECA, 2012).

A SmATPDasel ¢ responsavel pela quebra de ATP e o ADP em AMP (Figura 6).

Assim, essa enzima auxilia o parasito contra a resposta imune do hospedeiro. Ao percorrer 0s
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vasos sanguineos, 0 verme provoca estresse local, desencadeando uma série de respostas
imunolégicas do hospedeiro, iniciadas pela liberagdo de ATP, que gera agregacao plaquetéria
e um empecilho a sobrevivéncia do parasito. Assim, a lise de ATP e ADP por essas enzimas
pode estar relacionada com inibicdo da resposta imune do hospedeiro sobre o parasito, uma
vez que os subprodutos dessa lise (AMP) ndo provocam a agregacdo plaquetaria em torno do
parasito. Os machos possuem nivel relativamente elevado de expressdo SmATPDasel, o que
pode ser explicado como um mecanismo para ajudar a manter um ambiente anti-inflamatério
e antitrombotico em torno dele e, consequentemente, em torno do parceiro feminino, devido a

sua presenca constante no canal ginecoforo (DA'DARA et al., 2014a).

Figura 6 - Esquema representativo de quebra de ATP, ADP em AMP por enzimas do

S. mansoni

ATP

l SmATPDase1

l SmATPDase1

Adenosine

IR0

Fonte: DA'DARA et al., 2014a.

Além disso, vermes adultos de S. mansoni sdo incapazes de sintetizar purinas e,
assim, a hidrélise de ATP pelas ATP-difosfodidrolases auxilia a sobrevivéncia dos parasitos,
pois garante nucleotideos para a sintese de acidos nucléicos do parasito (DA’DARA,;
BHARDWAJ; SKELLY, 2014b). Assim, as ATP-difosfodidrolases de Schistosoma sdo um
importante alvo terapéutico para a descoberta de novos farmacos. Algumas substancias, como
a cardamonina, atuam inibindo a SmATPDase 1, que podem provocar sérios danos ao parasito
(DE CASTRO et al., 2015).
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O S. mansoni ndo pode sintetizar &cidos graxos e esterois, por isso devem obté-los
através da dieta dos hospedeiro e modifica-los para suprir suas necessidades metabdlicas.
Nesse sentido, alguns estudos descreveram a ligacdo da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) ao tegumento de S. mansoni, embora 0 mecanismo para essa ocorréncia ainda nao
tenha sido completamente elucidado (TEMPONE; BIANCONI; RUMJANEK, 1997;
SKELLY etal., 2014).

1.2.2 Ciclo de vida do S. mansoni

O verme adulto vive nas veias mesentéricas dos hospedeiros, principalmente na veia
mesentérica inferior e migra contra corrente circulatoria, gerando intenso estresse nos vasos
sanguineos. As fémeas colocam cerca de 400 ovos por dia nas paredes de capilares e vénulas
e cerca de 50% desses ovos chegam ao meio externo. Os ovos levam em torno de uma semana
para se tornarem maduros e chegam ao intestino através de reac@es inflamatdrias e perfuracao
venular. No intestino, os ovos sdo liberados juntamente com o bolo fecal. Quando alcancam a
agua, os ovos liberam o miracidio, que pode penetrar em diversos moluscos. Entretanto,
somente 0s miracidios que penetrarem em moluscos do género Biomphalaria se
desenvolverdo. Apds a penetracdo nos moluscos, o miracidio sofre uma sequéncia de
transformaces e perde seus cilios, recebendo o nome de esporocisto primario. Este sofre
novas modificacBes e passa a ser chamado de esporocisto secundario. Através de reproducéao
assexuada, cada esporocisto origina varias larvas, as cercarias. A fase do parasito em
hospedeiro intermediario, geralmente dura de 2 a 3 semanas (ROSS et al., 2002; SOUZA et
al., 2011; GRYSEELS; STRICKLAND, 2012).

As cercérias atingem o meio aquatico atraves de vesiculas no tegumento do molusco
geralmente nos horarios de maior intensidade luminosa e temperatura da agua, coincidindo
com o horario de maior recreacdo em ambientes aquaticos por seres humanos, resultando em
maior chance de contaminagdo (ROSS et al., 2002; SOUZA et al., 2011). As cercérias sao
larvas com caudas bifurcadas que penetram ativamente na pele e mucosas dos hospedeiros
definitivos, através de suas ventosas, intensa movimentagdo e secrecdes histoliticas. Apos a
penetracdo, as cercérias perdem a cauda bifurcada e passam a ser chamadas de
esquistossomulos. Eles penetram em um vaso sanguineo e se dirigem ao sistema porta
hepatico, onde se alimentam, se transformam em vermes unissexuados, migram até a artéria
mesentérica e iniciam a ovoposicdo (Figura 7) (ROSS et al., 2002; SOUZA et al., 2011).
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Os ovos sdo transportados até o figado, onde causam inflamagdo granulomatosa e
problemas cronicos, como hepatomegalia e danos no sistema portal (ROSS et al., 2002;
SOUZA et al., 2011; GRYSEELS; STRICKLAND, 2012). Além do figado, 0os ovos também
podem alcancar outros 6rgaos, como pulmdes e sistema nervoso central (RICHTER, 2000).
Quando amadurece nesses 0rgaos, ha uma reacdo granulomatosa local, provocando lesGes
irreversiveis que podem desencadear problemas secundarios como a hipertensdo pulmonar,
alteracbes no sistema nervoso e obstrucdo vascular. Esses danos sdo responsaveis pela
cronicidade da doenca e podem ocasionar a morte (LAMBERTUCCI et al., 2000; RICHTER,
2000). Os sintomas agudos da doenca séo caracterizados por vomitos diarreia, fraqueza e
anemia (GRYSEELS; STRICKLAND, 2012).

Figura 7 — Ciclo de vida do parasito S. mansoni

Hospedeiro definitivo

Vermes adultos

‘) Miracidio

Hospedeiro intermediario

Fonte: Adaptado de GRYSEELS, STRICKLAND, 2012.
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1.2.3 Tratamento da esquistossomose mansonica

O controle da esquistossomose é baseado no tratamento em larga escala de grupos
populacionais em risco, acesso a agua potavel, saneamento melhorado, educacdo em higiene e
controle de moluscos. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a farmacoterapia
como principal forma de tratamento e controle da esquistossomose (WHO, 2006; WHO,
2013). Inicialmente, o tratamento era feito com farmacos antimoniais, 0s quais possuem
inimeros e graves efeitos adversos, como trombocitopenia.

Posteriormente, adotou-se o uso de praziquantel (PZQ) e da oxaminiquina para o
tratamento da doenca. Entretanto, a oxamniquina possui custo muito elevado, causa efeitos
colaterais no sistema nervoso central, além de apresentar efeitos carcinogénicos e atuar
somente contra a S. mansoni.

A quimioterapia com PZQ (Figura 8), um farmaco que foi desenvolvido na década de
1970, surgiu como a principal alternativa no tratamento da esquistossomose (VALENTIM et
al., 2013; CIOLI et al., 2014; LAGO et al., 2018). Atualmente, o0 PZQ é o Unico farmaco de
escolha, sendo comercializado como uma mistura racémica de enantiomeros R e S, sendo
apenas o isomero R ativo (MEISTER et al., 2014).

Figura 8 — Estrutura quimica do enantidmero R do PZQ
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

O PZQ atua como agonista parcial do receptor serotoninérgico 5HT,g humano,
regulando o tébnus muscular dos vasos sanguineos mesentéricos (CHAN et al., 2017). Além
lesbes tegumentares nos vermes adultos, facilitando a atuagdo do sistema imune do
hospedeiro (NEVES, 2004; GRYSEELS; STRICKLAND, 2012). Todavia, 0 PZQ é inativo
contra as formas jovens do parasito e, recentemente, ha relatos demonstrando o surgimento de

linhagens resistentes ao medicamento, assim como ocorrido no Brasil com a oxamniquina
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(VALENTIM et al., 2013; CIOLI et al., 2014). Além disso, o tratamento com PZQ possuli
significativa taxa de ndo adesdo devido as suas reacBes adversas, principalmente néuseas,
dores abdominais intensas e tonturas (MAGNUSSEN, 2003; LIU et al., 2008).

Considerando a grande quantidade de individuos que necessitam de tratamento, as
grandes agéncias de salde tém manifestado preocupacdes e destacaram a necessidade de
novas terapias para o tratamento da esquistossomose. A necessidade de desenvolver um novo
tratamento esquistossomicida pode exigir a exploracdo e filtragem da histéria
quimioterapéutica para buscar as mais promissoras (WHO, 2017a; LAGO et al., 2018). Nesse
sentido, os produtos naturais sdo considerados como potenciais fontes de produtos para o
desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas (UTZINGER et al., 2011).

1.3 PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

H& milhares de anos as substancias naturais vém sendo utilizados como medicamentos
pelo homem (NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2015). Além disso, os farmacos oriundos
de fontes naturais e derivados de produtos naturais s&o muito importantes atualmente, como a
quinina, artemisinina e ivermectina (BUTLER, 2004; BARREIRO; BOLZANI, 2009;
NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2015). Com relacdo aos produtos naturais com atividade
esquistossomicida, varias susbtancias naturais e seus derivados (Tabela 3) vem sendo
pesquisados nos ultimos anos (DE MORAES, 2015, LAGO et al., 2018).

Tabela 3 - Substancias naturais e seus derivados ativos contra Schistosoma

Substancia Classe Atividade Referéncias
Curcumina
00 o Atividade in vitro e in vivo B
O NN O > Diarilpropanoide contra formas imaturas e MAGALHAES et al.,
HO OH vermes adultos de S. 2009.
RN mansoni.

Mefloquina

Ativo in vivo e in vitro
contra formas imaturas e XIAO; MEI; JIAO,
vermes adultos de S. 2009.

japonicum.

Alcaloide
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Substancia Classe Atividade Referéncias
Ciclosporina A
\
/S}( gon b Reduziu a carga parasitaria | BUEDING;
7; Yy, | Macrolideo in vivo de vermes adultos de | HAWKINS; CHA,
S TDE S. mansoni. 1981.
B JYL&JT\JT\TJII“;\)\

Acido graxo poli-

Ativo in vivo e in vitro
contra formas adultas e

EL RIDI et al., 2010.

insaturado imaturas de S. mansoni e S.
haematobium.
Epiisopiloturina o
O Ativo in vitro contra formas
[ZO Alcaloide imaturas e vermes adultos VERAS et al., 2012.
N/Y/I’- d )
\=nN e S. mansoni.
o (0]
Kaempferol
o 1o Atividade in vitro contra
\ o* o Flavonoide vermes adultos de S. ZB(ﬁ'gGUINE etal,
o O mansoni. '
Acetato de carvacrol
A, .
o Afetou a motilidade de DE MORAES et al..
Monoterpeno vermes adultos de S.
N 2013c.
mansoni in vitro.
Epdxi Limoneno
C_) .
Mortalidade de vermes DE MORAES et al..
Monoterpeno adultos de S. mansoni in
. 2013a.
vitro.
/:\
B-Lapachona
o Ativa contra formas
. imaturas e vermes adultos in | AIRES ADE et al.,
Quinona

404

o)

vitro e in vivo de S.
mansoni.

2014.
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Substancia Classe Atividade Referéncias
Artemisinina
Ativo contra as formas UTZINGER etal.,
Lactona imaturas in vivo de S 2007.
Sesquiterpénica ' LIU etal., 2014.

japonicum.

Derivados de
trifenilfosfato

BPhy'P

BrPhy'P

(30
OO0
oS

Triterpenos

Ativo in vitro e in vivo
contra vermes adultos de S.
mansoni

SPIVAK et al., 2014.

Dihidroartemisinina

Ativo contra as formas

02-0“; ;ferx?gﬁi?}g imaturas e vermes adultos in | LIU et al, 2014.
m vivo de S. mansoni.
HO™
Hesperidina
YE[U” Ativo in vitro e in vivo ALLAM,
“yox | Flavanona contra vermes adultos de S ABUELSAAD, 2014.
glicosilada " | EL ASWAD; SADEK,

OH

O oH ©
OH
PP
O o o OH
o

OH

mansoni.

2014.

Nerolidol .
= Sesquiterpeno Alivo In vitro contra VEIMES | siLva et al., 2014.
o x x adultos de S. mansoni.
Fitol .
_ Ativo contra fqrmz_ﬂs adu_ltas DE MORAES et al..
o | Diterpeno de S. mansoni in vitro e in 2014

ViVo.

Entre varias classes de metabolitos vegetais com potencial esquistossomicida, estdo as

chalconas, as quais apresentam vérias atividades biologicas importantes (SAHU et al., 2012).
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1.3.1 Chalconas

As chalconas constituem uma importante classe de metabolitos secundérios,
principalmente por serem precursores de flavonoides e isoflavonoides, por atuarem na
protecdo de danos oxidativos, além de possuirem amplo espectro de atividades bioldgicas
(SAHU et al., 2012). A estrutura quimica das chalconas é formada por dois anéis aromaticos,
ligados por um sistema carbonilico a,B-insaturado de trés carbonos (Figura 9) (SAHU et al.,
2012).

Figura 9 — Estrutura quimica geral de chalconas
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Fonte: Elaborada pela propria autora

Algumas propriedades farmacologicas vém sendo descritas para essa classe de
substancias, como anti-inflamatoria, antibacteriana, antifangica, antiviral, antimalarica,
leishmanicida, citotoxicas, antitumoral, hepatoprotetoras e outras (NOWAKOWSKA, 2007,
SAHU et al., 2012; ROZMER; PERFESI, 2014).

Em geral, as chalconas sdo substancias que apresentam citotoxicidade elevada.
Recente estudo mostrou que chalconas e seus metabdlitos podem provocar danos musculares,
principalmente desalinhamento miofibrilar em embrides de zebrafish (LEE et al., 2014).
Contudo, a toxicidade dessas substacias pode ser reduzida por meio de técnicas de
encapsulacdo, as quais permitem uma liberacdo controlada dos farmacos evitando pico
plasmatico (HALEY; FRENKEL, 2008). Entre as chalconas de interesse antiparasitario,
destacam-se a cardamonina e a licochalcona A.

1.3.1.1 Cardamonina

A cardamonina (Figura 10) € uma chalcona de coloracdo amarela, presente em varios
vegetais, como os do género Alpinia (com destaque, nas espécies Alpinia speciosa e Alpinia
katsumadai) e das espécies Boesenbergia pandurata, Boesenbergia rotunda, Carya

cathayensis, Cedrelopsis grevei, Combretum apiculatum, Comptonia peregrina, Desmos
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cochinchinensis, Elettaria cardamomum, entre outras (GONCALVES; VALENTE;
RODRIGUES, 2014).

Figura 10 — Estrutura quimica da cardamonina
HO (OCHj |
&E

OH O
Fonte: Elaborada pela propria autora.

Entre as principais atividades bioldgicas dessa substancia, pode-se destacar a atividade
anti-inflamatoria, antitumoral, hipoglicemiante, vasodilatadora, leishmanicida, antiviral,
antifangica, antibacteriana e esquistossomicida (SAHU et al., 2012; GONCALVES;
VALENTE; RODRIGUES, 2014; DE CASTRO et al., 2015).

A atividade anti-inflamatéria da cardamonina foi descrita por vérios autores. A
atividade esta relacionada com a regulacdo das respostas imunes com sinalizacdo através do
fator nuclear kB (NF- kB). Através da interferéncia na via NF- kB, a cardamonina provoca a
inibicdo da ciclooxigenase-2 (ISRAF et al., 2007). Além disso, a substancia também provoca
a inibicdo de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e a expressao da isoforma da 6xido nitrico
sintase, induzida por lipopolissacarideos (JIN et al., 2007). Recentemente, a cardamonina 10 a
30 mg/kg administrada via oral, foi descrita como protetora de colites induzidas por acido
acético, pois reduziu a inflamacéo e estresse oxidativo (ALl et al., 2017).

Em estudo realizado por Lin e colaboradores (2012), a cardamonina apresentou
toxicidade contra células cancerosas pancreaticas humanas. Recentemente, um estudo
demonstrou que a substancia inibiu o crescimento e induziu a apoptose em linhas celulares de
cancer colorretal humano (JAMES et al., 2017). Além disso, a cardamonina também foi capaz
de suprimir o alvo mamifero da rapamicina (mTOR), cuja ativacdo diminui a sensibilidade de
células cancerosas de ovario a cisplatina sendo assim, considerada uma importante substancia
para estudos oncolégicos futuros (NIU et al., 2018).

Ainda, Sambasevam e colaboradores (2017) demonstraram que uma dose Unica
intraperitoneal de cardamonina nas concentracdes de 3, 10, 30 mg/kg, foi capaz de inibir
lesbes neuroldgicas induzidas por vasoconstricdo crénica. Wang e colaboradores (2001)
mostraram que a cardamonina pode ser um vasorelaxante através de ensaios realizados nas

artérias mesentericas principais de ratos. Outro estudo evidenciou que a substancia pode ser
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vasodilatadora devido a inibigcdo da entrada de célcio na célula e por estimular a saida de
potéssio (FUSI et al., 2010).

Outra importante atividade associada a cardamonina é a estimulacdo da absorcéo de
glicose pelo transportador de glicose 4 (GLUT4), um mediador insulino-sensivel da glicose,
muito relevante para o tratamento da diabetes mellitus tipo 2 (YAMAMOTO et al., 2011).

Além disso, Tewtrakul e colaboradores (2003) demonstraram que a cardamonina pode
inibir a protease do HIV-1, uma enzima importante no ciclo de vida do virus, apresentando
uma ICsy de 115 pM. A atividade leishmanicida da chalcona foi demonstrada contra formas
amastigotas de Leishmania amazonenses, resultando em uma ICso de 8,0 pM (RUIZ et al,
2011). A cardamonina também mostrou efeitos larvicida e contra o mosquito Aedes
albopictus (LEE et al., 2018).

Ja a atividade esquistossomicida foi demonstrada por De Castro e colaboradores
(2015), os quais evidenciaram que a cardamonina (25 pM) provocou mortalidade de 100%
dos parasitos adultos de S. mansoni em 24 horas, além de causar significativa reducdo de
tubérculos no tegumento dos vermes. Em adicional, 0 mesmo estudo mostrou que a
cardamonina inibiu a atividade in vitro da ATPase do S. mansoni, mostrando uma ICsy de
23,54 uM (Figura 11). Através de docking molecular, foi possivel identificar que a
cardamonina interage principalmente com SmATPDasel, por interacdes hidrofobicas e
ligagdes de hidrogénio (DE CASTRO et al., 2015).

Figura 11 — Grafico representando a inibi¢do da NATPDase pela cardamonina
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Fonte: Adaptado de DE CASTRO et al., 2015.
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Apesar das propriedades esquistossomicidas descritas, a cardamonina possui
citotoxicidade para algumas células, como a descrita por Aderogba e colaboradores (2012).
Nesse estudo, foi observado efeito citotoxico da cardamonina em células VERO (linhagem de
células de rim de macaco verde africano), com LCsy = 7,29 uM. Entretanto, a encapsulagéo

desta substancia pode ser uma alternativa para diminuir sua toxicidade.

1.3.1.2 Licochalcona A

A licochalcona A (Figura 12) é outra importante chalcona, de coloracdo laranja,
extraida das raizes de Glycyrrhiza sp (Fabaceae), principalmente de Glycyrrhiza inflata
(CARVALHO, 2013).

Figura 12 — Estrutura quimica da licochalcona A

o) OCH,

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Existem inUmeras atividades descritas para essa chalcona, como imunomudulatoria,
antitumoral, antioxidante, anti-inflamat6ria, antiobesidade, antibacteriana, leishmanicida,
antimalarica e esquistossomicida (FU et al., 2004; FURUHASHI et al., 2005; QUAN; BAEK;
CHUNG, 2012; SAHU et al., 2012).

A atividade anti-inflamatdria da licochalcona A esté associada a inibi¢do da expressao
e atividade da ciclooxigenase-2 em células de macrofagos de murinos, induzidas por
lipopolissacarideo (LPS). No mesmo estudo, a licochalcona A também foi capaz de reduzir o
edema de orelha induzido por xileno na concentracdo de 5 mg/orelha e o edema de pata,
induzido por carragenina, nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg, via oral (CUI et al., 2007). Chu e
colaboradores (2012) também mostraram que a substancia € capaz de inibir a inflamagéo
induzida por LPS in vitro, em células RAW 264.7, e in vivo, em camundongos com les6es
pulmonares. Haung e colaboradores (2017) mostraram que essa chalcona pode auxiliar o
tratamento da doenca de Parkinson, induzida por LPS. Nesse estudo, a licochalcona A inibiu a

producéo estimulada por LPS de mediadores pro-inflamatorios e ativagdo microglial ao
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bloquear a fosforilacdo de cinases, além de diminuir a absorcdo de dopamina e prevenir a
ativagdo microglial, sendo exibido seu efeito neuroprotetor associado a efeitos anti-
inflamatdrios (HUANG et al., 2017).

A atividade antitumoral da licochalcona A esta relacionada com a sua capacidade de
induzir apoptose de células da mucosa oral humana cancerosas com ICsy de 50 uM (KIM et
al., 2014). Além disso, estudos comprovam que a licochalcona A foi capaz de aumentar a
proliferacdo do fator de necrose tumoral induzido por ligante relacionado a apoptose (TRAIL,
do inglés tumor necrosis factor — related apoptosis — inducing ligand), sendo toxica para
células de cancer de prostata e mostrou efeito antiproliferativo e apoptdtico em células de
cancer de mama de uma maneira dependente da dose e do tempo (SZLISZKA et al., 2010;
KANG et al., 2017). Recentemente a licochalcona A provocou morte celular por
consequéncia da ativacdo de caspases-9 e uma reducdo no potencial da membrana
mitocondrial de células de gliomas (KURAMOTO et al., 2017).

Além disso, atividade antioxidante da substancia foi demonstrada por Haraguchi e
colaboradores (1998), em estudo no qual essa substancia apresentou ICsp < 30 pg/mL na
captura de radicais livres DPPH (2,2,-difenil-1-picril-hidrazila) e inibicdo da formacdo de
perdxidos. A inibicdo da peroxidacdo lipidica de microssomas e mitocdndrias hepaticas foi
observada na concentracdo de 1 pg/mL de licochalcona A. Além dessas atividades, a
licochalcona A foi descrita como interessante inibidor da enzima conversora de angiotensina
(iIECA) (KE et al., 2017).

A sua atividade antibacteriana foi descrita por varios autores, ja sendo reportada a
potente atividade contra Baccilus subtilis, Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus, com
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 3,13 pg/mL, Mycobacterium tuberculosis, M. bovis,
M. kansasii, M. xenophi e M. marinum, com CIM < 20 pug/mL (HARAGUCHI et al., 1998;
HATANO et al., 2000; FRIIS-MOLLER et al., 2002). A atividade antimalarica deve-se a
inibicdo das enzimas ubiniquol-citocromo C redutase e a succinato-ubiquinona redutase,
ambas na mitocdndria do Plasmodium falciparum (CHEN et al., 1994). Ja em ensaios
leishmanicida, a licochalcona A inibiu a proliferacdo de promastigotas e amastigotas de
Leishmania donovani e L. major, devido a inibi¢cdo de uma enzima mitocondrial, a fumarato
redutase (CHEN et al., 1993; KAYSER; KIDERLEN, 2001).

A atividade esquistossomicida ja foi analisada anteriormente in vitro (CARVALHO, et
al., 2013; GONCALVES et al., 2013; SOUZA et al., 2017). Esses experimentos
demonstraram que a licochalcona A causa danos vitais ao parasito, com reducdo da

motilidade e incapacidade de fixacédo de ventosas oral e ventral na superficie de pocos
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(FELICISSIMO, 2014). Ja no estudo in vitro realizado por Souza e colaboradores (2017),
100% dos pares de vermes adultos de S. mansoni ndo apresentaram motilidade ap6s 24h, na
concentracdo de 12,5 uM de licochalcona A. A substancia também foi eficaz para separar 0s
casais de vermes nas concentragdes de 12,5 uM-200 uM, em 6 a 12 horas e promoveu a
formagdo de vesiculas no tegumento de vermes fémeas e machos, resultado em lise e
condensacdo da cromatina nuclear em células vitelinas. Dessa forma, € uma substancia
interessante para aprimoramento de atividade esquistossomicida.

Entretanto, assim como a cardamonina, a licochacona A também apresenta sinais de
toxicidade que devem ser considerados. Em estudo realizado por Xiao e colaboradores
(2011), a licochalcona A mostrou-se capaz de inibir a progresséo do ciclo celular e afetar o
crescimento de células cancerigenas e ndo cancerigenas. Outros estudos mostraram que a
licochalcona A provoca alteragdes na angiogénese tecidual e intensa hemdlise em eritrocitos
humanos, efeito independente da entrada de célcio nas células (KIM et al., 2010; EGLER,;
LANG, 2015; ZENGER et al., 2015). Além disso, a substancia apresenta citotoxicidade para
celulas de fibroblasto do prepucio humano (HFF) em concentragdes maiores que 9 pg/mL (SI
et al., 2018). Contudo, a nanotecnologia pode ser utilizada para reduzir a toxicidade da

substancia.

1.4 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia envolve sistemas funcionais em nivel molecular que abrange uma
ampla gama de topicos, comumente definida como compreenséo, controle e reestruturacdo da
matéria na ordem dos nanémetros (ou seja, menos de 100 nm) para criar materiais com
propriedades e funcdes novas (SANCHEZ; SOBOLEV, 2010; KAUR; SINGH; KUMAR,
2012). A ideia de nanotecnologia foi introduzida em 1959, por Richard Feynman que
acreditava na exploracdo de computacdo quantica para criar dispositivos em escala molecular.
Em 1974, o termo nanotecnologia foi usado por Norio Taniguchi em sua pesquisa sobre 0s
mecanismos abrasivos de usinagem de alta precisdo de materiais duros e quebradigos. Kim
Eric Dexler € conhecido como o pai da nanotecnologia, pois teorizou a nanotecnologia em
profundidade e popularizou o assunto nos anos 70 e 80 (SANCHEZ; SOBOLEV, 2010;
KAUR; SINGH; KUMAR, 2012). A nanotecnologia possui potencial para aplicacdo em
diversas areas, como bioengenharia, cosméticos, produtos para seguranga, engenharia optica,
téxtil, alimenticia, energia, construcdo civil, medicinal e farmacéutica (KAUR; SINGH;

KUMAR, 2012; PIZZOL et al., 2014). Porém, a exploracéo da nanotecnologia em escala
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comercial ainda permanece limitada, com poucos resultados convertidos com sucesso em
produtos comercializdveis (SANCHEZ; SOBOLEV, 2010). Na é&rea da saude, a
nanotecnologia promete revolucionar o fornecimento de medicamentos, a terapia genética, o
diagnostico e muitas areas de pesquisa, desenvolvimento e aplicacdo clinica (JENA et al.,
2013).

As nanoparticulas séo a ponte efetiva entre os materiais a granel e estruturas atbmicas
ou moleculares. Esses sistemas sdo caracterizados por possuir pelo menos uma de suas
dimensGes menor do que 100 nm, e 0 tamanho da sua estrutura deve ser 1 a 1000 nm (ISO,
2008). Esse tamanho permite uma grande area superficial do material, responsavel por parte
das propriedades interessantes das nanoparticulas. Porém, além do tamanho, outros fatores
devem ser considerados para permitir que as nanoparticulas interajam com o alvo bioldgico.
Por exemplo, é necessario um revestimento que atue similarmente a uma interface biologica,
como anticorpos, biopolimeros ou moléculas que tornem as nanoparticulas biocompativeis
(JENA et al., 2013).

Um dos objetivos da nanotecnologia é transportar substancias até o local de agdo e
entregd-los em uma dose terapéutica efetiva, ou seja, aumentar a biodisponibilidade das
substancias ativas (BARUA; MITRAGOTRI, 2014). Em relacdo a terapia convencional, 0s
sistemas nanoestruturados possuem importantes vantagens, como a dissolucao de substancias
acima do limite de solubilidade, maior biocompatibilidade, direcionamento de moléculas,
proporcionando maior seguranga, incorporacdo de substancias hidrofilicas e lipofilicas, além
de poderem ser administradas na circulagao sistémica sem problemas de bloqueio de capilares
(WANG et al., 2009; JENA et al., 2013; SOLDATI, 2015). Sendo assim, com o uso da
nanotecnologia € possivel utilizar doses menores, modular a acdo terapéutica e a
permeabilidade de substancias através de membranas (VERMA et al., 2003). No entanto,
apesar da promessa de nanotecnologia em todas as doencas, ha uma série de desvantagens
para usar essa tecnologia de entrega de substancias ativas. As substancias entregues a partir de
entidades em nanoescala podem comportar-se de forma diferente em comparagdo a forma
normal ou convencional (JAHANGIRIAN et al., 2017).

As nanoparticulas podem ser utilizadas como uma superficie conveniente para
montagem molecular em forma de nano-vesicula, forma esférica, em forma de placa e outras.
Na area farmacéutica, as formas mais comuns sdo nanoemuls@es, lipossomas e nanoparticulas
(Figura 13) (JENA et al., 2013; TOMIOTTO-POLLISSIER et al., 2017).
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Figura 13 — Principais sistemas nanoestruturados utilizados na &rea farmacéutica
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Fonte: Adaptado de TOMIOTTO-POLLISSIER et al., 2017.

As nanoemulsdes consistem em um sistema coloidal de particulas nanométricas
contendo a substancia ativa, sdo dispersdes bifasicas finas, em que uma fase é intimamente
dispersa na outra (DE ARAUJO et al., 2007). Possuem as vantagens de melhorarem a
biodisponibilidade de farmacos, geralmente ndo sao muito téxicas, permitem incorporacdo em
muitas formulagbes (espumas, cremes, liquidos e pulverizadores), permitem solubilizar
substancias lipofilicas, sdo Uteis para mascarar gosto e menor quantidade de energia €
requerida para fabricacdo (PIZZOL et al.,, 2014; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015;
TOMIOTTO-POLLISSIER et al., 2017).

Os lipossomas séo vesiculas esféricas fechadas, consistindo em uma bicamada lipidica
e nucleo aquoso, onde as substancias ativas podem ser encapsuladas. Entre as principais
vantagens desse nanosistema, pode-se citar o aumento da eficAcia do farmaco, baixa
toxicidade, biocompatibilidade, elevada capacidade de biodegradar, reducdo da exposicdo de
tecidos ao agente encapsulado, reducédo da toxicidade e capacidade de se acoplar em ligantes
especificos, permitindo segmentacdo. Em relacdo as suas desvantagens, pode-se citar a baixa
solubilidade, possibilidade do fosfolipideo sofrer oxidacdo e hidrdlise como reacdo e
liberacdo de substancias previamente a administragdo (AKBARZADEH et al., 2013; P1ZZOL
etal., 2014).

As nanoparticulas s&o classificadas em nanoesferas, onde o ativo pode ser adsorvido
na superficie ou aprisionado na matriz, € em nanocapsulas, que possuem uma camada e um
nacleo aquoso ou lipidico, podendo a substancia ativa estar dissolvida no nicleo ou adsorvida
em sua superficie. Sua composicdo pode envolver lipideos (nanoparticulas lipidicas),
polimeros (nanoparticulas poliméricas) ou metais (nanoparticulas metélicas) (PIZZOL et al.,
2014; TOMIOTTO-POLLISSIER et al., 2017). As nanoparticulas metalicas sdo vantajosas
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por possuirem efeito bioldgico sem precisar de farmacos e podem alterar propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas de tecidos devido a sua relacdo superficie-volume. Geralmente s&o
desenvolvidas com alguns produtos toxicos, 0 que limita 0 seu uso. Além disso, a sintese dos

seus componentes pode ser um processo com custo muito elevado (ZHANG et al., 2016).

As nanoparticulas poliméricas possuem o nucleo ou superficie polimérica, sendo
utilizados polimeros biodegradaveis na maioria das vezes. Permitem a liberagcdo controlada e
sustentada de farmacos, aumentando a eficcia terapéutica, reduzindo efeitos colaterais,
podem ser utilizadas por vérias vias de administracdo, incluindo oral, nasal, parenteral e
intraocular, e permitem anexar ligantes especificos a sua superficie. Em relagcdo a suas
desvantagens estd a dificuldade de obter o material seco devido a agregacdo de particulas,
além da utilizacdo de polimeros ndo biodegradaveis (JAWAHAR; MEYYANATHAN, 2012).

As nanoparticulas lipidicas podem apresentar o lipideo liquido (nanoemulsdes e
nanocarreadores lipidicos) ou sélido (nanoparticulas lipidicas s6lidas — NLS) (SOLDATI,
2015). Séo particulas que permitem a liberacdo controlada de substancias, sdo bem toleradas,
permitem a entrega de substancias em locais especificos do organismo devido a possibilidade
de adicdo de ligantes especificos, reduzem os efeitos colaterais por permitirem a liberacdo
controlada de substancias ativas, possuem facilidade de producdo em escala industrial,
protegem substancias ativas contra degradacdo, podem ser esterilizadas por filtragéo,
permitem a liofilizacdo para remocdo do excesso de agua utilizado na fabricacdo e ndo
utilizam quase nenhum ou nenhum solvente organico no preparo (depende da técnica de
preparo utilizada) (MUKHERJEE; RAY; THAKUR, 2009; MEHNERT; MADER, 2012;
YADAV et al., 2014). Entre as suas desvantagens, pode-se citar principalmente a sua limitada
capacidade de carga de farmacos, a possivel liberacdo do farmaco durante a armazenagem e
aumento do tamanho da particula devido a agregacdo. A possivel liberacdo de farmacos
durante a estocagem esta relacionada com a recristalizacdo dos lipideos em formas menos
energéticas (forma ), expulsando as substancias encapsuladas (BATTAGLIA;
GALLARATE, 2012). As nanoparticulas lipidicas tém adquirido significativa importancia na
area farmacéutica devido a maioria dos lipideos utilizados serem biocompativeis e de

composicao semelhante a fisiolégica (SOLDATI, 2015).

A nanotecnologia ja foi empregada para o tratamento de algumas parasitoses, como a
leishmaniose, malaria e toxoplasmose (DATE; JOSHI; PATRAVALE, 2007). Para a
esquistossomose, alguns estudos vém sendo desenvolvido durante os Gltimos anos e obtendo

resultados promissores, porém em menor quantidade. Conforme demonstrado na tabela 4, a
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maioria dos estudos com nanocompostos para tratar a esquistossomose utilizou o praziquantel
como substancia ativa e estudos envolvendo alternativas para o tratamento ainda s&o

reduzidos.



Tabela 4 - Estudos envolvendo nanotecnologia para tratamento de esquistossomose

SIS SUTEIEE Resultados Referéncias
nanoestruturado | encapsulada
Acido 2-(butilamino)

Nanoemulsdo

-1-fenil-1-
etanotiosulfurico

A nanoemulsdo possibilitou maior biodisponibilidade da
substancia, quando comparado com a substancia livre

ARAUJO et al., 2007.

Epiisopiloturina

A nanoemuls@o aumetou a biodisponibilidade da substancia apos
administracdo oral, melhorou a atividade esquitossomicida e
melhorou a farmacocinética da substancia.

LIMA etal., 2018.

Tartar emético

Os lipossomas reduziram significativamente a toxicidade do
tratamento e reduziram a carga parasitaria em 82% (via
intraperitoneal) em ratos infectados com S. mansoni.

MELDO et al., 2003.

Praziquantel

Os lipossomas com PZQ apresentaram maior atividade
esquistossomicida contra vermes adultos de S. mansoni, quando
comparados com o PZQ livre em ensaio in vivo.

MOURADO et al., 2005.

a-D-glucano
sulfatado

Lipossomas reduziram significativamente a quantidade de
granulomas hepaticos, causados por ovos de S. mansoni, em um
ensaio in vivo.

ARAUJO et al., 2011.

Lipossomas

Praziquantel

Os lipossomas apresentaram maior atividade esquistossomicida in
vivo contra vermes adultos de S. mansoni, reduzindo a carga
parasitaria em 68%, granulomas hepaticos em 98,4% em relacdo
ao grupo controle n&o tratado. Foi observada atividade superior

dos lipossomas, quando comparada a substéancia livre.

FREZZA et al., 2013.

Epiisopiloturina

Os lipossomas apresentaram boa capacidade para a liberagdo do
farmaco. Em um ensaio in vitro, provocaram a mortalidade de
100% dos vermes adultos de S. mansoni, além de provocarem

danos no tegumento do parasito.

GUIMARAES et al.,
2014.

Praziquantel

Em estudo in vivo, os lipossomas apresentaram maior atividade
esquistossomicida contra vermes adultos de S. mansoni, reduzindo
em 48,0% a carga parasitaria e 0 numero de ovos em 83,3% em

FREZZA et al, 2015.

relagdo a outros tratamentos.
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Sistema
nanoestruturado

Substéncia
encapsulada

Resultados

Referéncias

Nanocapsulas
poliméricas

Praziquantel

As nanoparticulas com PZQ mostraram boa atividade in vitro
contra vermes adultos de S. mansoni, mostrando que a atividade
do PZQ permanece inalterada quando o mesmo esta encapsulado
nas nanoparticulas, ndo comprometendo a eficiéncia do farmaco.

FONSECA, 2012.

Nanoesferas
poliméricas

Curcumina

As nanoesferas causaram 100% de mortalidade in vitro de vermes
adultos de S. mansoni em 24 horas, na concentragdo de 50 pM,
além de danos no tegumento do parasito.

LUZ et al., 2011.

Nanocapsulas
lipidicas

Miltefosina

As nanocépsulas apresentaram melhor atividade via oral contra S.
mansoni, maior reducdo da carga de vermes e maior protecéo
hepatica quando comparadas com a substancia livre.

EISSA et al., 2015.

Nanoparticulas
Lipidicas Sélidas

Praziquantel

As NLS aumentaram a biodisponibilidade do PZQ e aumentou o
tempo de meia vida do medicamento ap6s administracédo oral,
subcutanea e intramuscular em camundongos.

XIE et al., 2010a.

Praziquantel

Na cultura in vitro de S. mansoni, as NLS foram mais eficazes do
que o0 PZQ livre, causando a morte dos vermes adultos em tempo
menor, nas doses de 25 e 50ug/mL. O encapsulamento do PZQ
diminuiu a toxicidade em células HepG2 em comparagdo com o
PZQ livre.

SOUZA et al., 2014.

Praziquantel

As nanoparticulas apresentaram melhor atividade
esquistossomicida in vitro contra vermes adultos de S. mansoni e
menor toxicidade quando comparadas com PZQ livre.

KOLENYAK-
SANTOS et al., 2015.
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1.4.1 Nanoparticulas lipidicas solidas

Existem relatos do desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) desde
1990. Essas nanoparticulas apresentam um tamanho coloidal entre 50 e 1000 nm e carregam
farmacos hidrofdébicos e, em menor capacidade de carga, farmacos hidrofilicos. Geralmente,
elas possuem um ndcleo hidrofobico sélido (lipideo) e possuem uma monocamada de
revestimento de tensoativo (Figura 14). O farmaco pode estar no nucleo lipidico ou disperso
na matriz (P1ZZOL et al., 2014). A grande vantagem de manter o lipideo solido é que assim
ocorre menor mobilidade dos ativos no nucleo das NLS, permitindo maior controle da
liberacdo das substancias encapsuladas. Em geral, o ponto de fusdo dos lipideos empregados
nas NLS séo os gatilhos de liberagdo desse sistema, ou seja, quando o lipideo funde, permite a
liberacdo das substancias encapsuladas (MEHNERT; MADER, 2012).

Figura 14 - Estrutura de nanoparticula lipidica solida

it

= Nucleo lipidico

Monocamada de tensoativo

Substancia ativa

Fonte: Adaptado de YADAV et al., 2014.

Os lipideos utilizados nas NLS podem ser naturais ou sintéticos, incluindo
triglicerideos (tricaprina, trilaurina, trimiristina, tripalmitina, triestearina), tipos de gordura,
monoestearato de glicerila, palmitato de cetila, acidos graxos (por exemplo, &cido estearico,
acido palmitico, decandico), esteroides (por exemplo, colesterol) ou ceras (por exemplo, cera
microcristalina de parafina, cera de éster de baleia, palmitato de cetila) (PIZZOL et al., 2014;
YADAV et al., 2014). Quando constituidos por um unico tipo de &cido graxo, os lipideos
cristalizam rapidamente e formam sistemas com poucos locais para acomodar os farmacos.

Sendo assim, quanto maior a organizacao do sistema lipidico, menor é a taxa de encapsulagéo
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do farmaco, uma vez as substancias ativas serdo expulsas da matriz durante a cristalizacéo.
Lipideos complexos como manteigas naturais, constituem uma mistura de vérios tipos de
acidos graxos e o sistema é mais desorganizado, aumentando a chances de acomodagao do
farmaco entre os espacos lipidico (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; MULLER et al.,
2007).

A manteiga de Theobroma grandiflorum, popularmente conhecida como cupuagu, €é
obtida através do processamento de sementes, amplamente utilizada em cosméticos e foi
utilizada por Soldati (2015) como nucleo lipidico para preparar nanoparticulas de resveratrol
destinadas aplicacdo topica. Essa manteiga € uma mistura complexa de &cidos graxos
saturados e insaturados, o que confere um baixo ponto de fusdo e grande quantidade de
espaco para acomodacdo de substancias (YANES et al., 2017). Além disso, a sua composi¢do
de acidos graxos é compativel com as propriedades bioldgicas, sendo mais uma vantagem do
uso da manteiga de cupuacu no preparo de NLS (HURST et al., 2002).

Os tensoativos utilizados no preparo de NLS incluem os fosfolipideos (lecitina de soja,
lecitina de ovo), fosfatidilcolinas (lecitina, Epikuron® 170, Epikuron® 200), Pluronic® F 68,
127, colatos (por exemplo, colato de sddio, glicocolato de sédio, taurocolato de sddio,
taurocolato de sodio-desoxi), polissorbato 20, polissorbato 60, polissorbato 80 e outros
(P1ZZOL et al.,, 2014; YADAV et al.,, 2014). Em especial, o Pluronic ® F-127 € um
tensoativo ndo idnico, derivado de polidxidoetileno e polioxidopropileno, que forma
estruturas micelares em solvente aquoso, devido a diferenca de hidrofobicidade entre os seus
mondmeros (Figura 15). A organizacdo micelar ocorre de forma que a porcao
polioxidopropileno se localize no nucleo e o polidxidoetileno, na superficie (ALMEIDA et al.,
2012).

Figura 15 - Esquema ilustrativo do monémero de Pluronic F-127

HO—CH,CH,0 CH,CHO CH,CH,0 H
100 LH} 65 100

Pluronic F127

Fonte: BUTT et al., 2012.
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Existem varias técnicas de preparo de NLS e a maioria interfere em sua forma final.
As principais formas de preparo incluem homogeneizagéo sob alta presséo & quente ou a frio,
ultrassonicacdo, métodos baseados em microemulsao e técnicas de precipitagdo da dispersao.

A homogeneizacdo por alta pressdo possui a vantagem de ser uma técnica com boa
reproducdo e nao utiliza solventes organicos. Os homogeneizadores de alta pressdo empurram
o0 liquido com pressdo elevada (100-2000 bar) através de uma abertura estreita (na gama de
alguns micras). Ent&o, o fluido acelera em uma distancia muito curta em alta velocidade (mais
de 1.000 km/h) (YADAV et al., 2014). Na técnica a frio, o lipideo € utilizado no estado sélido
misturado com a substancia ativa (congelado e moido), em seguida misturado em solucéo de
tensoativos e entdo, submetidos a homogeneizagdo. Na técnica a quente, o lipideo fundido e a
substancia ativa sdo misturados, adicionados em solucdo de tensoativos e submetidos a
homogeneizacdo (DEMIREL et al., 2001).

A ultrassonicacdo gera nanoparticulas devido a ondas de baixa e alta pressdo que se
alternam e provocam cavitacdo nos liquidos. Uma das desvantagens da técnica é que a
temperatura aumenta conforme maior tempo de exposicao as ondas ultrassénicas (SOLDATI,
2015).

As NLS produzidas pela técnica de microemulsdo sdo obtidas pela mistura de um
sistema de duas fases. Geralmente, a microemulsdo quente, formada por lipideos de baixo
ponto de fusdo, é dispersa em é&gua fria. E um processo que envolve grande quantidade de
agua, mas pode ser removida por ultracentrifugacdo ou liofilizacdo (YADAV et al., 2014).

Outra técnica utilizada é a precipitacdo da dispersdo, que se caracteriza pela
necessidade de solventes organicos. Os lipideos sdo dissolvidos em solvente orgéanico e a
solucdo é emulsionada em fase aquosa. Apds a evaporacdo do solvente organico, o lipideo
precipita, formando as nanoparticulas (YADAV et al., 2014).

A caracterizacdo de NLS é uma etapa muito importante, pois além de pequenas, 0
sistema coloidal é muito complexo. A caracterizacdo deve levar em consideracdo 0s
parametros que podem interferir na estabilidade e na liberacdo das nanoparticulas. Varios
ensaios podem ser realizados para caracterizar um sistema de NLS, entretanto os mais comuns
sdo a andlise de tamanho médio de particula, potencial zeta, avaliagdo morfologica por
técnicas de microscopia, eficiéncia de encapsulacdo, estudo de liberacdo e estudo de
estabilidade no decorrer do tempo (YADAV et al., 2014).

O tamanho médio da particula pode ser medido por diversas técnicas, como técnicas
de microscopia, mas a mais comum € a DLS (do inglés, Dynamic Light Scattering). Essa

técnica, também conhecida por espectroscopia de correlacdo de fotons, utiliza 0 movimento
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browniano das particulas e o espalhamento do feixe de luz dindmica provocado por esse
movimento. De acordo com o movimento browniano, as particulas pequenas se movem mais
rapidamente em um sistema coloidal. Na técnica de DLS, um feixe de luz é emitido langando
luz em todas as direcfes do coloide. Como as particulas menores se movimentam mais
rapidamente, dispersam menos luz do que as particulas maiores. As flutuacGes de intensidade
de luz espalhada gerada pela movimentagéo das particulas sdo medidas em um correlator, que
permite gerar informacfes sobre o tamanho de particulas através da equagdo de Stokes-
Einstein (HOFFMAN et al., 1997; HEURTAULT et al., 2003; YADAV et al., 2014):

Onde, d é o raio hidrodinamico, K é a constante de Boltzman, T é a temperatura, é a
viscosidade, D € o coeficiente de difus&o.

Além do tamanho das particulas obtido pelo diametro hidrodindmico médio, a técnica
também fornece o valor de Pdl (do inglés, Polydispersion Index). Esse indice fornece
informacBes sobre a homogeneidade da amostra, podendo variar de 0 (amostra totalmente
homogénea) a 1 (amostra com distribuicdo aleatdria). Um sistema homogéneo ideal deve
apresentar valores de Pdl menores que 0,3 (LIU; WU, 2010).

O potencial zeta é medido pela mobilidade eletroforética (mobilidade em um campo
de tensdo). A técnica fornece informac@es sobre a carga superficial das particulas, que afeta a
distribuicdo de ions na sua vizinhanca, podendo gerar uma concentracdo de contra-ions
elevada na superficie. Quando um campo elétrico € aplicado na solucdo, cada particula se
move em direcdo a um eletrodo de carga oposta. Essa mobilidade eletroforética é chamada de
potencial zeta. Quanto maior a carga superficial de uma particula, mais rapido ela ira se
mover para o eletrodo oposto. Através dessa medida, é possivel prever o efeito da carga da
particula em fendmenos de agregacdo e sedimentacdo (HUNTER, 1993). Vérios fatores
podem alterar o potencial zeta, como a concentracdo de tensoativos, pH e forca i6nica. Os
valores de potencial zeta podem ser positivos ou negativos, o que depende da carga superficial
da particula e da carga do tensoativo que estara no envoltério da nanoparticula. Valores, em
modulo, acima de 30 mV ja possuem estabilidade por si s6. Entretanto, em alguns sistemas
coloidais, tensoativos ndo ionicos podem ndo contribuir para o valor do potencial zeta,
mantendo ainda assim a estabilidade coloidal, devido ao impedimento estérico provocado por
suas cadeias monomeétricas. Além disso, algumas NLS mantém a carga carga negativa do
potencial zeta, devido a presenca dos &cidos graxos (dos lipideos utilizados nucleo)
desprotonados na superficie da nanoparticula (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).
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A microscopia eletronica de transmissdo (MET) e a microscopia eletronica de
varredura (MEV) sdo técnicas importantes para a caracterizacdo de NLS, pois permitem a
observacdo direta das nanoparticulas, podendo caracteriza-las quanto ao diametro e o formato
das particulas (YADAV et al., 2014).

A eficiéncia de encapsulacao determina se um sistema € ou ndo adequado para carrear
as substancias de interesse. Uma técnica amplamente utilizada é a ultrafiltragdo-centrifugacédo
associada a técnicas analiticas quantitativas, como espectrofotometria. A ultrafiltracao-
centrifugacdo se baseia no método de utilizagdo de uma membrana microporosa, submetida a
centrifugacdo em elevada rotacdo, visando a separacdo de substancia livre e de substancia
encapsulada. A quantidade de substancia livre é calculada por varias técnicas analiticas no
ultrafiltrado, como CLAE-UV/Vis (SOLDATI, 2015).

A taxa de liberacao in vitro permite conhecer como a particula se comporta em relacdo
a liberacdo da substancia encapsulada. Esse ensaio é essencial, pois permite uma correlagédo
do in vitro com o que podera ocorrer in vivo e assim conhecer melhor o desempenho da
formulacdo, porém ainda hoje ndo existe consenso entre os pesquisadores sobre qual o melhor
método para esse estudo. As técnicas mais utilizadas sdo o método da diélise, método da
dialise reversa, ultracentrifugacdo, ultrafiltracdo e adaptacdo de aparatos de células de difuséo,
seguidas por quantificacdo por métodos analiticos, como espectroscopia por ultra-violeta
(SOPPIMATH et al., 2001; ZAMBITO; PEDRESCHI; DI COLO, 2012; MODI,
ANDERSON, 2013).

O método de dialise consiste em acondicionar as nanoparticulas em uma membrana de
dialise com poro reduzido, por exemplo, de 12.000 Da, que impede a passagem da
nanoparticula para 0 meio receptor e permite a passagem substancia liberada. A grande
vantagem de usar essa técnica € que a etapa para separar a substancia livre da substancia
encapsulada é eliminada em varios tempos de um estudo cinético. Além disso, a pressdo
externa aplicada para a separacdo em outros métodos, pode perturbar o equilibrio e a
separacdo incompleta pode levar a erros de medicéo significativos. A desvantagem do uso da
dialise dindmica é que o valor medido é uma liberacdo aparente, ja que o resultado é
equivalente ao transporte da substancia em duas barreiras em série, sendo que a taxa obtida
pode ndo refletir necessariamente a taxa de liberacdo das substancias das nanoparticulas
(MODI; ANDERSON, 2013). Em ensaios de liberacdo in vitro, € importante que a condigéo
sink seja atendida o tempo todo, para evitar que ocorra uma saturacdo e alteracdo da
velocidade de dissolugdo (D’SOUZA; DELUCA, 2006).
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Algumas pesquisas evidenciaram as vantagens da utilizacdo das NLS para tratamento
de esquistossomose, principalmente para a entrega de substancias no tegumento do verme
adulto (SOUZA et al., 2014; XIE et al., 2010a). Devido a caracteristica hidrofébica do
tegumento em associacdo com a caracteristica lipidica das nanoparticulas é esperado e ja
relatado em literatura, a capacidade de nanoparticulas lipidicas aderirem ao tegumento
(EISSA et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral pretendido com esse trabalho foi o desenvolvimento de formulacao de
nanoparticulas lipidicas sélidas para o tratamento de esquistossomose mansonica utilizando

cardamonina e licochalcona A, potenciais agentes esquistossomicidas frente ao S. mansoni.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e caracterizar a cardamonina e a licochalcona A,

- Desenvolver NLS contendo cardamonina e licochalcona A,

- Caracterizar as NLS obtidas por potencial zeta, tamanho da particula, taxa de
encapsulacao, perfil de liberacdo in vitro e estabilidade;

- Avaliar a toxicidade in vitro, em células do hospedeiro, das NLS obtidas;

- Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro e realizar a analise morfoldgica do
tegumento dos parasitos adultos de S. mansoni, frente as substancias livres e encapsuladas nas
NLS;

- Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo da licochalcona A livre e encapsulada

em NLS, por via oral e intraperitoneal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO

Os procedimentos realizados neste trabalho foram desenvolvidos nos laboratérios do

Ndcleo de ldentificagdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN), CentralBio da

Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Nucleo de
Identificacdo e Quantificacdo Analitica (NIQUA), EMBRAPA Gado de Leite de Juiz de Fora,

Laboratorio de Cultura Celular da Faculdade de Farmacia da UFJF, Departamento de Quimica

da UFJF e Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF. Foram utilizados os seguintes

equipamentos:
- NIPPAN:
.
.

Balanca analitica: marca Marte, modelo BL320H;

Balanca analitica: marca Marte, modelo AY220;

Bomba a vacuo: marca Prismatec, modelo 132;

Rotaevaporador: marca Buchi, modelo RII;

Bomba a vacuo: marca Buchi, modelo V-700;

Banho ultratermostatico: marca Cientec, modelo CT-281-28;

Estufa com circulagéo e renovagéo de ar: marca Solab, modelo SL102;
Lanterna de emissao de radiacdo ultravioleta: marca Boitton.

Coluna de vidro para cromatografia a vacuo de 10 cm de diametro,

contendo placa de 2,5 cm de espessura.

- CentralBio:
.
.
.

Ultrassom: marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2;
Microcentrifuga: marca Kasvi;
Bomba a vacuo: marca Gast, modelo DOA-P704-AA;

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia de bomba binaria: marca

Waters, modelo 1525; injetor automatico: marca Waters, modelo 2707; Detector de

arranjos de diodos (DAD): marca Waters, modelo 2998.

Cromatdgrafo de fase gasosa GCEM-QP2010 Plus: marca Shimadzu,

modelo QP2010 Plus; injetor automéatico: AOC-20i; Detector de Espectrémetro de

massas.
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o Microscopio de fluorescéncia ZEISS, Axio Scope Al.
- NIQUA:

o Homogeneizador SilentCrusher M, Heidolph.

. Sonda de Ultrassom Vibra Cell, Sonics.

- Laboratorio de Bioatividade Celular e Molecular
o Centrifuga refrigerada de bancada Nova Técnica, NT 815.
o pHmetro Hanna, modelo HI 2210.
o Espectrofotémetro SP 1105, Bel Photonics.
- EMBRAPA Gado de Leite:
. Zetasizer Nano, Malvern.
- Laboratdrio de Cultura Celular:
. Centrifuga Eppendorf® 5810R.
- Instituto de Ciéncias Biologicas da UFJF:
. Microscopio Confocal Leica Microsystems, TSC SP5.
- Departamento de Quimica da UFJF:
o RMN Brucker Avance 111, 500 MHz.

3.2 MATERIAIS QUIMICOS UTILIZADOS

Foram utilizados solventes de grau P.A. das marcas Vetec, Cromato Produtos
Quimicos LTDA, Quimis, Isofar e Alphatec. Para realizacdo do processo de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram utilizados &gua ultra purificada e metanol grau
HPLC da marca J. T. Baker.

Para a realizacdo de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizaram-se
cromatoplacas de silica gel 60 GF254 (Merck). A revelacdo das mesmas foi obtida por meio
de irradiacdo no ultravioleta (UV) (254 e 366 nm), bem como do revelador quimico, solucéo
de anisaldeido sulfurico. Para a obtencdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de *H utilizou-se cloroférmio deuterado da marca Cambridge Isotope Laboratories.

Para realizacdo de CLAE utilizou-se coluna analitica de fase reversa (Sun Fire Cyg; 4,6
X 250 mm; 5 pum), na presenca de pré-coluna (Sun Fire Cyg; 4,6 X 20 mm; 5 um) e coluna
semi-preparativa de fase reversa (SunFire Cig, 10 x 250 mm, 5 pm), na presenca de pré-

coluna (SunFire C15 10 x 20 mm, 5 um). Para cromatografia de fase gasosa (CGM) utilizou-se
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coluna capilar Restek Rtx-5MS de silica fundida (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano), 30 m
de comprimento, didmetro interno de 25 mm e 0,25 pm de espessura do filme.

Para o preparo de nanoparticulas, foi utilizada manteiga natural de Theobroma
grandiflorum (cupuacu) e Pluronic® F-127 da Sigma, ambos gentilmente cedidos pelo
professor Dr. Frederico Pittella em parceria com o Laboratério NIQUA. Além disso, foram
utilizados o corante lipofilico vermelho do nilo (Sigma), falcon Amicon (MWCO) com
membrana filtrante de 30 KDa, da marca Millipore (Alemanha) e membrana para diélise da
marca Servapor (12000 a 14000 MWCO). Para isolamento das substancias, foram utilizados
padrdes da cardamonina e licochalcona A, cedidos pelos membros do NIPPAN
(CARVALHO, 2013; DE CASTRO et al., 2015). Para o isolamento da licochalcona A foi
utilizado extrato seco comercial das raizes de G. inflata e silica (40 a 63 pum), da marca
Merck.

3.3 ISOLAMENTO DA CARDAMONINA
3.3.1 Obtencao de extrato bruto das raizes de A. speciosa

Raizes de A. speciosa Schum (Figura 16), conhecida popularmente como “Pacova
Colonia”, foram coletadas no Horto da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF). A exsicata da espécie foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger —

CESJ — da UFJF, sob o nUmero de tombo 49199.

Figura 16 — A. speciosa, popularmente conhecida como Pacova Colénia

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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As raizes foram cortadas finamente e secas a temperatura ambiente e a sombra. Em
seguida, foram pulverizadas em moinho de facas, rendendo um total de 234,50 g de p6. O
material foi submetido & maceracdo com metanol (MeOH), seguida de rotaevaporacao,
gerando o extrato bruto metandlico das raizes de A. speciosa (EAS-L, 30 g).

A presenca da cardamonina, ja descrita nessa especie por Gongalves e colaboradores
(2014), foi verificada no extrato bruto por meio de CCD, utilizando como fase mdvel hexano
e acetato de etila (1:1 v/v).

3.3.2 Fracionamento do EAS-L por particdo liquido-liquido

O extrato EAS-L (30 g) foi solubilizado em 100 mL de uma mistura hidrometandlica
(9:1 v/v) com auxilio de agitador magnético. A solucao foi filtrada a vacuo e, em seguida,
particionada (Figura 17) com hexano, previamente saturado com &gua (3 vezes). Foi obtida
uma fracdo hexanica (FHAS-L) (1,05 g), a qual foi seca com adicdo sulfato de sodio anidro
(Na,SQ,) e, posteriormente filtrada e concentrada em rotaevaporador a temperatura de 50 £ 5
°C.

Figura 17 — Partigdo liquido-liquido do extrato metandlico de raizes de A. speciosa

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Em seguida, a fracdo aquosa remanescente foi recolhida e submetida a particdo com
diclorometano, previamente saturado com agua (3 vezes). A fragdo organica (FDAS-L, 1,78
g) foi concentrada em rotaevaporador a temperatura de 50 + 5 °C. Para a verificagdo da
presenca de cardamonina nas fracGes organicas, foi realizada CCD, utilizando fase movel de

hexano e acetato de etila (1:1 v/v) acidificada com &cido acético glacial.

3.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.3.3.1 Analise qualitativa do extrato bruto e fracdo FDAS-L por CLAE

O extrato bruto metanolico (EAS-L) foi analisado por CLAE, sendo que o gradiente de
eluicdo consistiu de fase binaria composta de agua (acidificada com acido acético glacial) e
MeOH em um gradiente linear de 40 a 100% de MeOH em 60 minutos e mantendo um
sistema isocratico de 100% de MeOH até 65 minutos. O fluxo utilizado foi 1 mL/min, o
volume de injecdo foi 30 uL e a temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A anélise de
dados foi feita a partir do Software Empower 3, no qual a partir da varredura (190 — 400 nm)
foi selecionada o comprimento de onda de 345 nm para leitura. O padréo de cardamonina e a
fracdo FDAS — L foram analisados nas mesmas condigdes descritas.

As amostras foram preparadas para inje¢do no sistema CLAE através de solubilizacéo
em MeOH, com auxilio de banho ultrassénico aquecido a 35 °C por 15 minutos. Em seguida,
foram diluidas com agua até obter a proporcao de 9:1 v/v (9 MeOH:1 &gua). A concentracao
final das amostras de extrato EAS-L e fracdo FDAS-L foi 2 mg/mL, e do padrdo foi 1 mg/mL.
As amostras foram centrifugadas em microcentrifuga por 5 minutos a 10.000 rotacGes por
minuto (rpm) e filtradas em unidade filtrante de poro 0,45 pum.

A partir do sistema gradiente, foi determinado um sistema isocratico de solvente para
realizar o isolamento da cardamonina por CLAE semi-preparativa. Foram selecionados 0s
sistemas isocraticos de 70 e 80% de metanol em agua acidificada com 0,1% de &cido acético,
utilizando o mesmo fluxo, volume de injecdo e temperatura da coluna utilizados
anteriormente. De acordo com a resolucdo e tempo de eluicdo das duas condigOes, foi
selecionando o melhor sistema de separa¢do para o isolamento de cardamonina (Figura 18)
em CLAE semi-preparativa.
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3.3.3.2 CLAE semi-preparativa da fragdo FDAS-L

Em escala semi-preparativa, a fracdo organica FDAS-L foi solubilizada em MeOH
90%, com auxilio de ultrassom aquecido a 35 °C por 15 minutos. Em seguida, a amostra foi
centrifugada em microcentrifuga por 5 minutos a 10.000 rota¢6es por minuto (rpm) e filtrada
em unidade filtrante de poro 0,45 pum. A amostra foi injetada utilizando elui¢éo isocréatica
MeOH 70% em &gua (acidificada com &cido acético), fluxo de 5 mL/min e volume de injecdo
variando de 100 a 200 pL de acordo com a deteccdo do pico de interesse. Foram realizadas 40
injecGes no total, coletando o pico correspondente a cardamonina e obtendo 10 mg da

substancia.

Figura 18 - Fracionamento do extrato metanolico das raizes de A. speciosa

Raizes secas e pulverizadas de A.

speciosa
234,50 g
Maceracao e rotaevaporacao
CCDe CLAE
EAS-L
304g
‘ Particdo com hexano
Concentrada por rotaevaporagéo
CCD
FHAS-L Fracdo aquosa
1,059 Particdo com diclorometano
Concentrada por rotaevaporagdo l l
CCD
FDAS-L Fracdo aquosa
1,78g

l

CLAE semi-preparativa

Cardamonina
10 mg

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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3.4 ISOLAMENTO DA LICOCHALCONA A
3.4.1 Cromatografia liquida a vacuo (CLV)

Inicialmente, o extrato seco G. inflata (10g) foi submetido a CLV para fracionamento.
A coluna de CLV foi empacotada com silica (40 a 63 um) até obter altura de 12 cm. Em
seguida, a coluna foi submetida a eluicdo com fases mdveis de polaridade crescente e volumes

variados, conforme a tabela 5.

Tabela 5 - Fases moveis utilizadas na cromatografia liquida a vacuo do extrato seco de G.

inflata
Fracao Fases Moveis Proporcéo (%) | Peso da Fragéo (g)
1 Hex:AcOEt 80:20 0,61
2 Hex:AcOEt 70:30 0,43
3 Hex:AcOEt 50:50 1,14
4 Hex:AcOEt 30:70 1,26
5 MeOH 100 0,75

As fracdes foram analisadas por CCD em comparacdo com o padrdo da licochalcona
A para verificar a presenca da substincia nas amostras. Foi utilizada fase movel de
hexano:acetato de etila (1:1 v/v), acidificada com &cido acético glacial. Em seguida, foi
evidenciada a presenca da licochalcona A nas fracGes 4 e 5, que foram reunidas e submetidas

ao prosseguimento do isolamento.

3.4.2 Isolamento da licochalcona A por particédo acido-base

As fracBes 4 (1,26 g) e 5 (0,75 g) foram reunidas e solubilizadas com auxilio de banho
ultrassénico em solugéo basica de hidroxido de sodio (NaOH 1,0M) pH igual a 12,0, gerando
um precipitado (pptl). A solucdo foi filtrada para separar o precipitado, gerando solucdo
remanescente. Essa solucdo foi acidificada com &cido cloridrico (HCI) 1,0M até pH igual a
3,0, gerando outro precipitado (ppt2). Posteriormente, a solu¢do foi novamente filtrada a
vacuo para separar o precipitado (ppt2) da solugdo. O precipitado (ppt2) foi lavado com
diclorometano e concentrado em rotaevaporador a temperatura de 50 = 5°C. Para a



58

verificacdo da presenca e isolamento da licochalcona nas fragcdes foi realizada uma CCD,
utilizando fase movel de hexano e acetato de etila (1:1 v/v) acidificada com &cido acético
glacial (Figura 19).

Figura 19 — Fracionamento do extrato seco das raizes de G. inflata

[~ g ]
C e % Extrato seco das raizes de
G. inflata

& 10,0 g

CLV
Fracdo 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracdo 4 Fragéo 5
0,61¢ 043¢ 114¢ 1,26 g 0,759

Solubilizacdo em solucéo

de pH 12,0

Solugéo pptl
Acidificacdo a pH 3,0
Filtragdo a vacuo
l cCcD
Solucéo Licochalcona A
200 mg

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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3.5 IDENTIFICACAO DA CARDAMONINA E LICOCHALCONA A

As amostras obtidas foram analisadas por RMN de H!, utilizando espectrometro de
RMN BRUKER AVANCE Il 500 MHz, localizado no Departamento de Quimica do
Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da UFJF e operado a 500 MHz. O solvente utilizado foi o
cloroférmio deuterado (CDCl3) para os compostos e tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. Os dados obtidos foram tratados no programa NMRTEC e comparados com dados

obtidos na literatura.
3.6 DESENVOLVIMENTO DAS NLS

As NLS foram preparadas pelo método ja descrito em literatura, conhecido como
homogeneizacdo por alto cisalhamento com algumas modificacBes. As concentracGes dos
constituintes das NLS foram previamente definidas em trabalho realizado por Soldati (2015),
no qual o autor encapsulou outras substancias.

Para as NLS carreadoras das chalconas de interesse, a fase organica (FO) foi
constituida separadamente por uma mistura da manteiga de cupuagu e as substancias
(licochalcona A — NLS-L; e Cardamonina — NLS-C). J& para as NLS brancas (NLS-B), ou
seja, sem nenhuma substancia encapsulada, a fase organica consistiu apenas na manteiga de
cupuacu. Foram preparadas NLS com corante vermelho Nilo (NLS-RN) para avaliacdo da
permeacdo das nanoparticulas e neste caso, a fase organica consistiu na manteiga cupuacu € o

corante vermelho do nilo (Tabela 6).

Tabela 6 — Composicdo das nanoparticulas lipidicas sélidas

Composic¢ao % (m/v) NLS-B NLS-RN NLS-C NLS-L
Manteiga de cupuacu 1,0 1,0 1,0 1,0
Pluronic® F-127 0,7 0,7 0,7 0,7
Vermelho do Nilo - 0,05 - -
Licochalcona A - - 0,05 -
Cardamonina - - - 0,05

As fases organicas foram aquecidas até a completa fuséo dos lipideos da manteiga,

chegando a uma temperatura de 45 °C. A fase aquosa (FA) consistiu numa solucao de



60

Pluronic® F-127 e foi aquecida a mesma temperatura da fase organica. Em seguida, a fase
aquosa foi vertida na fase orgénica e a dispersdo foi submetida & homogeneiza¢do por
agitacdo de 8.000 rpm por 1 minuto. A dispersdo obtida foi submetida a irradiagéo
ultrassénica por 5 minutos, com intensidade de 30%, auxiliado por uma ponta de ultrassom de
6,0 mm de diametro (Figura 20). As NLS obtidas foram mantidas a temperatura ambiente por

24 horas para garantir a solidificacdo de lipideos.

Figura 20 — Esquema representativo do preparo de NLS

Fase Orgénica Fase Aquosa
Manteiga de cupuacu Pluronic F - 127
+ dgua

NLS

+ substincias

Ultra-Turrax

Ultrassom

AU V4 A4

Aquecimento

Fonte: Elaborada pela autora.

3.7 CARACTERIZACAO DAS NLS

3.7.1 Caracterizacao fisico-quimica

As NLS obtidas foram caracterizadas quanto a potencial zeta, Pdl e tamanho, na
Embrapa Gado de Leite, através da técnica de DLS e mobilidade eletroforética no
equipamento ZetaSizer Nano (HOFFMAN et al., 1997; HEURTAULT et al., 2003; YADAV
et al., 2014). Para realizar a leitura, a amostra foi diluida cem vezes com agua purificada para
evitar agregados, gerando falsos resultados. Os resultados foram obtidos através de uma
média de 5 leituras, todas realizadas em triplicata. Para a andalise de resultados, foi

considerada média e desvio-padréo.
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3.7.2 Microscopia eletronica de transmissao

As nanoparticulas foram avaliadas por microscopia de transmissdo eletrénica, no
Laboratorio Central de Microscopia Eletrénica da UFSC, utilizando o equipamento JEM —
1011 TEM (Jeol LTD., Tokyo, Japao). O microscépio foi operado em voltagem de aceleracao
de 80 kV. A amostra foi depositada em grids de niquel malha 200 (CF200-Ni, SEM),
revestidos com Parlodion ® e carbono amorfo. Apds secagem por 24 horas a temperatura
ambiente, o TEM foi operado em modo de campo brilhante com ampliacdo de até 50.000

VEZES.

3.7.3 Eficiéncia de encapsulacédo (% EE)

A eficiéncia de encapsulacdo (% EE) foi determinada através da quantificacdo de
substancia ativa na fase aquosa. Triplicatas de 2,0 mL de NLS-C e NLS-L, separadamente,
foram transferidas para o tubo de filtracdo-centrifugacdo Amicon e submetidas a
centrifugacdo por 30 minutos a 1800 x g (ARAUJO et al., 2012). Em seguida, um volume de
500 pL foi recolhido do filtrado e diluido com 500 pL de MeOH para determinacéo da % EE
em CLAE/UV-Vis.

Inicialmente, foi preparada curva analitica para posterior quantificacdo das substancias
livres. A solucdo-mae de concentracdo 0,16 mg/mL foi diluida com MeOH e as seguintes
concentracdes foram obtidas: 0,0045, 0,0259, 0,0473, 0,0687, 0,09 mg/mL. Todas as amostras
foram preparadas em triplicata e filtradas em filtro de 0,45 um e injetadas no sistema CLAE-
DAD, gerando curvas analiticas para quantificacdo da licochalcona A e cardamonina, ambas
de 5 pontos. Para a cardamonina, foi utilizada fase mével MeOH:agua (70:30 v/v), acidificada
com 0,1% de &cido acético, volume de injecdo de 50 uL, fluxo de 1 mL/min, a temperatura da
coluna foi mantida a 40 °C e deteccdo no UV a 345 nm. Ja para a licochalcona A, foi utilizada
fase mével MeOH:4gua (65:35 v/v), acidificada com 0,1% de &cido acético, volume de
injecdo de 50 pL, fluxo de 1 mL/min, a temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e deteccédo
no UV a 382 nm.

3.7.4 Estudo de liberacéao in vitro

O estudo do perfil de liberagéo in vitro foi realizado com as NLS-L, NLS-C, NLS-B e

solucéo de licochalcona A e cardamonina livres. As solugdes das substancias livres foram
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preparadas na mesma concentracdo das NLS, ou seja, 0,45 mg/mL, em solucdo salina de
cloreto de sddio 0,9% com 10% de etanol (para garantir a condicdo sink). Foram utilizados
sacos de dialise previamente hidratados e devidamente fechados, com 10 cm de comprimento
e 4 mL de solugdo ou suspensdo de NLS. O saco foi imerso em um tubo falcon contendo 10
mL de meio receptor, neste caso, em solucdo salina com 10% de etanol, mantendo 0 saco
completamente submerso (MODI; ANDERSON, 2013).

Os tubos falcon foram submetidos a temperatura de 37 °C e a agitacdo de 100 rpm.
Aliquotas de 2 mL foram retiradas nos seguintes intervalos de tempo: 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24
horas, com reposicdo de meio. Posteriormente procedeu-se com a quantificacdo por
espectroscopia de UV, com deteccdo a 382 nm para licochalcona A e 345 nm para a
cardamonina. Foram elaboradas curvas analiticas com as concentracdes de 1 a 100% de
cardamonina e licochalcona A para a quantificacdo das substancias liberadas e o experimento
foi realizado em triplicata. Quantidades cumulativas de licochalcona A e cardamonina
liberadas foram plotadas em funcdo do tempo para determinar o perfil de liberacdo e a
cinética de liberagdo foi determinada utilizando modelos matematicos de regressao linear. Foi
avaliada a porcentagem cumulativa de substancia livre em funcdo do tempo, para avaliar se a
liberacdo seguia a cinética de ordem zero; em funcdo da raiz quadrada do tempo para
verificacdo da cinética de pseudo-primeira ordem (modelo de Higuchi); e o log da
porcentagem de substancia livre em funcdo do tempo para cinética de primeira ordem.
Coeficientes maiores que 0,99 foram considerados lineares e para estes, o fluxo estacionario
(Js) foi determinado a partir do coeficiente de linear da curva plotada para a porcentagem de
substancia livre em funcdo do tempo. O tempo de laténcia (T.) demonstra o0 tempo necessario
para atingir o fluxo em estado estacionario (PEPPAS; NARASIMHAN, 2014; RAMTEKE et
al., 2014).

3.8 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

3.8.1 Estudo de estabilidade das NLS de curta duragédo

Para verificar a estabilidade de curto prazo das NLS, as amostras de NLS-B, NLS-L e
NLS-C (n = 3) foram mantidas em tubos de polipropileno (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
de 2,0 mL, sob refrigeracéo a 4 °C e temperatura ambiente. As amostras foram avaliadas nos
tempos 0 (24 h apos preparo), 7, 15, 21 e 30 dias de armazenamento quanto ao tamanho da

particula, Pdl e potencial zeta.
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3.8.2 Avaliacdo da composicao lipidica da manteiga de cupuacu frente a exposi¢ao UV
por CG-EM

Para a determinacdo da estabilidade da manteiga de cupuacu frente a radiacdo UV,
uma amostra de 30 g foi espalhada em placa de petri, submetida a exposicdo UV por 30
minutos em capela de fluxo laminar Thermo Scientific e, em seguida, foi solubilizada em
hexano e analisada qualitativamente por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de
massas (CG-EM).

Para a analise em CG-EM foram utilizados coluna capilar Restek Rtx-5MS de silica
fundida (5% fenil, 95% dimetil polisiloxano) e hélio como gas de arraste. As condi¢des
definidas foram: temperatura de injecdo 150 °C, ou seja, a amostra foi aquecida até essa
temperatura para ser volatilizada; modo de injecdo Split 1:10, pressdo 57,4 Kpa e fluxo da
coluna 1 mL/min.; temperatura do forno foi de 60 °C a 240 °C, em um intervalo de 40
minutos e em gradiente linear, com manutencdo da temperatura por 5 minutos na primeira e
ultima temperatura; tempo de corte do solvente foi 3 minutos. Para 0 modulo de
espectroscopia de massas (EM) a temperatura da fonte de ion foi de 260 °C, o tempo de inicio
da analise foi em 3 minutos e o fim em 50 minutos. O intervalo de registro de m/z foi de 40 a
600. A identificagdo dos componentes foi realizada com base nos espectros de massa,
associacdo realizada pela biblioteca NIST11.s.lib e descricdo dos constituintes na literatura.
Para verificar a estabilidade da manteiga, foram comparadas amostras sem e apds a exposicao

a radiacdo UV, tratadas e analisadas nas mesmas condic¢Ges descritas anteriormente.

3.9 TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

3.9.1 Viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados no Laboratério de Imunologia do
ICB da UFJF, sob a colaboracéo e supervisdo do Prof. Dr. Gilson Costa Macedo.

Foram cultivados macréfagos da linhagem celular J774 em garrafas com meio RPMI
1640 (suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de estreptomicina e
penicilina) até atingirem a confluéncia. Em seguida, as células foram removidas e contadas
em camara de Neubauer com corante Azul de Tripan (Sigma). As células foram transferidas
para placas de 96 pocos de fundo chato, na concentracdo de 2 x 10° células por pogo, sendo
que essa concentracdo ja foi descrita na literatura por HUO e colaboradores (2012). As células
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foram incubadas por 24 horas para garantir sua manutencéo e sobrevivéncia antes da adi¢ao
dos compostos a serem testados.

As células mortas foram removidas dos po¢os, 0 meio (2% de soro fetal bovino e 1%
de antibidtico) foi substituido e os compostos (NLS-B, NLS-C, NLS-L, cardamonina e
licochalcona A) a serem testados foram adicionados em diferentes concentracdes (5, 20 e 50
KUM). Os controles utilizados foram o préprio meio de cultura e DMSO a 0,5% (solvente
utilizado no preparo da diluigdo dos compostos).

Ap0s 48 horas de incubacdo a 37 °C e atmosfera de CO, a 5%, o sobrenadante foi
removido e a solucdo do reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) (5 mg/mL, Invitrogen) a 10% (m/v) foi adicionada. A placa foi novamente
incubada nas mesmas condigdes anteriores por 2 horas e 30 minutos. Ao término desse
intervalo, o sobrenadante foi descartado, o cristal de formazan foi ressuspendido em DMSO e
a leitura foi realizada em espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, CA, EUA)
a 595 nm. O calculo do percentual de células viaveis expostas ao tratamento foi obtido
comparando os grupos tratados com os controles ndo tratados, considerados como 100% de
viabilidade celular. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e analisados

estatisticamente.

3.9.2 Teste de hemblise

A hemodlise foi avaliada para as amostras de NLS-B, NLS-C, NLS-L, cardamonina e
licochalcona A, de acordo com método descrito por Wang e colaboradores (2009) com
alteragcBes. As amostras de sangue foram coletadas de individuos saudaveis voluntérios, do
sexo feminino, por pungdo venosa em tubos contendo EDTA. Os eritrécitos foram separados
por centrifugacdo a 2000 x g por 5 minutos, lavados 3 vezes com solucdo de cloreto de sédio
a 0,9% e ressuspendidos em 10 mL de solucéo salina (eritrécitos correspondentes a 1 mL de
sangue). As suspensdes de eritrocitos foram divididas em sete grupos (A-G), os quais foram
tratados com as suspensdes das amostras. Ao grupo A foi adicionado 10% (v/v) de solugéo de
cloreto de sddio (0,9%), sendo considerado o controle negativo; ao grupo B, foi adicionado
10% (v/v) de agua purificada, sendo considerado 100% de hemdlise, ou seja, o controle
positivo; ao grupo C foi adicionado 10% (v/v) de NLS-B; aos grupos D e E foram
adicionados 10% (v/v) de uma suspensdo de cardamonina e licochalcona A (0,45 mg/mL)
respectivamente, previamente preparadas com agua salina e glicerina. Aos grupos F e G

foram adicionados 10% (v/v) de NLS-C e NLS-L, respectivamente. Em seguida as amostras
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foram incubadas por 1 hora a 37 °C sob agitacéo, e centrifugadas por 5 minutos a 2000 x g. O
sobrenadante foi retirado e analisado por espectrometria UV/Vis a 415 nm. A taxa de
hemolise em porcentagem foi obtida pela formula:

3.10 ENSAIO ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO

Os ensaios in vitro foram efetuados no Nucleo de Enteroparasitos do Instituto Adolfo
Lutz (IAL, Séo Paulo, SP), sob a colaboracdo e supervisdo do Prof. Dr. Josué de Moraes.
Todos os ensaios foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) niimero 05/2015.

3.10.1 Linhagem do S. mansoni e animais hospedeiros utilizados

Para a realizacdo de testes in vitro, foi utilizada a linhagem BH (Belo Horizonte, MG)
de S. mansoni, mantida no Ndcleo de Enteroparasitos do IAL por meio de ciclo evolutivo
estabelecido (DE MORAES et al., 2012). Os hospedeiros intermediarios utilizados foram
caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818, acondicionados em aquarios de polietileno (55 x
22 x 17 cm) contendo cerca de 20 litros de &gua declorada, a temperatura de 24 °C e
alimentados com alface fresca. Os aquarios foram arejados com bombas de 1,5 W. Também
foram utilizados hamsters Mesocricetus auratus Waterhouse, 1839, de sexo Unico, de 21 dias
de idade e massa aproximada de 20 g, fornecidos pelo biotério do IAL e utilizados como
hospedeiro definitivo. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 34 x 16
cm) com tampa metalica, acomodados em maravalha com duas trocas semanais e alimentados

com ragdo e agua ad libitum.

3.10.2 Manutencéo de vida do S. mansoni

O ciclo evolutivo do parasito foi mantido e os vermes foram recuperados devido a
metodologias ja descritas na literatura (SMITHERS; TERRY, 1965; PELLEGRINO; KATZ,
1968). Os hamsters foram infectados por meio de injecdo subcutanea de um concentrado de

cercarias. Apos 49 dias de infeccdo os animais foram sacrificados em cémara de CO, e
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perfundidos com meio RPMI 1640 (Roswell Memorial Park Institute, Vitrocell, Campinas,
SP, Brasil) com L-glutamina, vermelho de fenol e heparina sédica 5 Ul/mL (Liquemine®,
Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil), através do sistema porta hepético para a recuperacdo dos
vermes adultos de S. mansoni.

Ap0s a eutandsia, 0s animais foram seccionados longitudinalmente na regido ventral.
Em seguida, a veia porta foi seccionada e com auxilio de uma agulha acoplada em bomba
peristaltica, injetou-se o meio de cultura, coletando-se os vermes adultos (SMITHERS;
TERRY, 1965).

Paralelamente, miracidios foram recolhidos de um macerado hepéatico para a
reinfeccdo de caramujos (PELLEGRINO; KATZ, 1968). Apos 30 a 40 dias de infecgdo, o0s
caramujos sdo expostos a agua declorada e luz artifical por 2 a 3 horas, para a liberacdo de
cercarias. As cercarias sdo concentradas para a infeccdo dos hamsters (PELLEGRINO;
KATZ, 1968).

3.10.3 Preparo das amostras

As NLS e substancias isoladas foram acondicionas em microtubos de polipropileno de
capacidade de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e mantidos a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz e umidade. Para diluir e solubilizar as substancias isoladas foi utilizado
dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) e adicionou-se meio RPMI 1640 para obter as
concentragoes de 100, 50, 25 e 12,5 uM, sendo que a concentragdo final de DMSO nao foi
superior a 0,5%. As NLS foram diluidas com meio de RPMI 1640 para obter as mesmas

concentragdes. O controle positivo (PZQ 2 uM) foi preparado da mesma forma.

3.10.4 Ensaios in vitro com vermes adultos de S. mansoni

Inicialmente, os vermes foram lavados com meio RPMI 1640 contendo penicilina 200
UIl/mL (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e estreptomicina 200 pg/mL (Vitrocell, Campinas,
SP, Brasil), em placa de Petri de polietileno estéril (90 mm x 15 mm). Posteriormente, 0s
parasitos foram transferidos para placas de cultura de células com 24 pogos contendo 1 casal
por poco em 2 mL do meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e tamponado com HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich).

Em seguida, as substancias livres e as NLS foram adicionadas e os parasitos foram
incubados em estufa (Thermo Scientific 8000 WJ, CA, EUA) a 37 °C e atmosfera de CO; a
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5%. Para cada grupo experimental, utilizou-se um grupo controle negativo (casais de parasitos
cultivados somente em meio RPMI 1640 com NLS-B ou meio RPMI 1640 com DMSO a
0,5%) e um grupo controle positivo (PZQ a 2 uM) (DE CASTRO et al., 2015; DE MORAES
etal., 2013a; DE MORAES et al., 2013b).

Os casais de vermes adultos foram monitorados por 72 horas, diariamente, com auxilio
de estereomicroscopio. A mortalidade dos parasitos foi avaliada pela auséncia de movimentos
por 2 minutos. Além disso, também foi avaliada a redugdo da atividade motora, classificado
em moderada e significativa. Apds a morte dos parasitos ou ao término do estudo, 0s parasitos
foram analisados por microscopia eletrénica de varredura, para determinar os danos nos
tegumentos (DE MORAES et al., 2011a; DE MORAES et al., 2011b; DE MORAES et al.,
2012).

3.11 ENSAIO IN VITRO DE PERMEABILIDADE DE NLS NO TEGUMENTO DE S.

mansoni

As NLS- RN foram acondicionas em microtubos de polipropileno de capacidade de 1,5
mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e mantidos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
e umidade. Para diluir as NLS-RN, foi utilizado meio de cultura RPMI 1640 para obter a
concentragdo de 50 uM de corante. Em seguida, as NLS-RN foram adicionadas em pocos
contendo um casal de parasitos em meio RPMI 1640 suplementado com soro bovino fetal,
tamponado com HEPES 25 mM e foram incubados em estufa a 37 °C e atmosfera de CO; a
5%. Para cada grupo experimental, utilizou-se um grupo controle negativo (casais de parasitos
cultivados somente em meio RPMI 1640 com NLS-B). Apos 2 horas de exposi¢do, 0s vermes
foram recolhidos dos pogos, lavados com meio RPMI 1640 e adicionados em microtubos de
polipropileno de capacidade de 1,5 mL protegidos da luz com papel aluminio, contendo meio
RMPI 1640.

Os parasitos foram observados em microscopio confocal em filtro de excitagdo de A =
552 nm e observacao da radiacdo em 578 nm, a 10 e 15 ms. As observagdes microscopicas
foram realizadas no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF, sob a colaboracdo e supervisdo

da Profd. Dr2. Priscila de Faria Pinto.
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3.12 ENSAIO ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO

Considerando o melhor desempenho da formulacdo de NLS-L e licochalcona A
isolada nos ensaios in vitro e de toxicidade, essas amostras foram submetidas aos ensaios in
vivo. Foram realizados ensaios por duas vias de administracdo, a via oral e a via
intraperitoneal. A via oral foi realizada no Instituto René Rachou (Fiocruz — MG), sob a
colaboracdo da Prof.2 Dr.2 Priscila Faria Pinto, e 0s ensaios foram submetidos e aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) local, nimero LW21/16. A via
intraperitoneal foi realizada no Ndcleo de Enteroparasitos do Instituto Adolfo Lutz (IAL, Séo
Paulo, SP), sob a colabora¢do do Prof. Dr. Josué de Moraes, e os ensaios foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) local, nimero 031/2017.

3.12.1 Manutencao de vida do S. mansoni

3.12.1.1 Via oral

Para a realizacdo de testes in vivo com administracéo realizada via oral, foi utilizada a
linhagem BH (Belo Horizonte, MG) de S. mansoni, mantida no Laboratorio de
Esquistossomose do centro de Pesquisas René Rachou Fiocruz/MG. Os hospedeiros
intermediarios utilizados foram caramujos Biomphalaria glabrata, acondicionados em
aquarios de polietileno (55 x 22 x 17 cm) contendo cerca de 20 litros de &dgua declorada, a
temperatura de 24 °C e alimentados com alface fresca. Camundongos fémeas da linhagem
Swiss foram submetidos a infec¢do via subcutanea por cercarias de S. mansoni. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 34 x 16 cm) com tampa metalica,
acomodados em maravalha e alimentados com racdo e agua ad libitum. Apds 55 dias pds-
infeccdo, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico com cloridrato de
xilazina (10 mg/Kg) e cloridrato de cetamina (115 mg/Kg) e perfundidos pelo sistema porta-
hepético para recuperacdo dos vermes adultos (SMITHERS; TERRY, 1965; PELLEGRINO;
KATZ, 1968). Miracidios foram recolhidos de um macerado hepético para a reinfeccdo de
caramujos e inicio de um novo ciclo (PELLEGRINO; KATZ, 1968). Apds 30 a 40 dias de
infeccdo, os caramujos sdo expostos a agua declorada e luz artifical, para a liberacdo de
cercarias. As cercérias sdo concentradas para a infeccdo dos camundongos (PELLEGRINO;
KATZ, 1968).
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3.12.1.2 Via intraperitoneal

Para a realizagéo de testes in vivo com a administracdo realizada via intraperitoneal, o
protocolo seguido para a manutencao do ciclo evolutivo do S. mansoni foi 0 mesmo descrito
no item 3.10.2 desse trabalho (DE MORAES et al., 2012).

3.12.2 Preparo das amostras

As suspensdes de NLS-B e NLS-L foram administradas diretamente, sem nenhum
preparo prévio, por via oral e intraperitoneal. Para a administracdo oral, a licochalcona A foi
solubilizada em agua destilada com 10% de glicerina, com auxilio de agitador tipo vortex,
resultando em uma solucdo com concentracdo igual a 0,45 mg/mL. Ja para a administracéo
intraperitoneal, a licochalcona A foi solubilizada em &gua para injecdo com 1% de DMSO e
1% de Tween 80 (polissorbato 80), com auxilio de agitador tipo vortex, resultando em uma

solug@o com concentracdo igual a 0,45 mg/mL.

3.12.3 Grupos experimentais de animais

3.12.3.1 Grupos experimentais de animais com administracdo via oral

Camundongos fémeas, da linhagem Swiss, pesando aproximadamente 20 g foram
infectadas com 50 cercarias/animal. Os animais foram divididos em grupos de 10 animais
(Tabela 7). Como controles negativos foram utilizados dois grupos, sendo um de animais ndo
tratados e outro tratado com NLS-B. O controle positivo consistiu em um grupo tratado com
PZQ na concentracdo de 400 mg/Kg de peso. Para o tratamento com NLS-L, os animais
foram divididos em quatro grupos, tratados com 1,25 ou 2,50 mg/Kg em esquema de dose
Unica ou dupla. Ja para a licochalcona A, os animais foram divididos em dois grupos, tratados
com 2,50 mg/Kg em esquema de dose Unica ou dupla. O inicio do tratamento ocorreu apos 45
dias de infeccdo, com intervalo de 7 dias entre doses (FELICISSIMO, 2014).
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Tabela 7 — Disposicao dos animais nos grupos experimentais e respectivos tratamentos via

oral
Grupo N°de animais | N°de animais Tratamento N° de doses
tratados avaliados administradas

Grupo A - Controle 10 7 - -
Grupo B - PZQ 10 7 400 mg/Kg Uma
Grupo C - NLS-B 10 7 110 pL Uma
Grupo D - NLS-L 10 7 1,25 mg/Kg Uma
Grupo E - NLS-L 10 7 2,50 mg/Kg Uma
Grupo F - NLS-L 10 7 1,25 mg/Kg Duas
Grupo G - NLS-L 10 7 2,50 mg/Kg Duas
Grupo H - Licochalcona A 13 7 2,50 mg/Kg Uma
Grupo | - Licochalcona A 14 7 2,50 mg/Kg Duas

3.12.3.2 Grupos experimentais de animais com administracéo via intraperitoneal

Camundongos fémeas, da linhagem Balb/c, pesando aproximadamente 20 g foram

infectadas com 70 cercérias/animal. Os animais foram divididos em grupos de 5 animais

(Tabela 8). Como controles negativos foram utilizados dois grupos, sendo um de animais ndo

tratados e outro tratado com NLS-B. Em relacdo aos grupos tratados com NLS-L e

licochalcona A, a dose administrada foi de 5 mg/Kg, por 5 dias seguidos. O inicio do

tratamento ocorreu apés 47 dias de infeccdo. Além disso, um grupo de animais recebeu 200

pL de NLS-RN duas horas antes da eutanésia. Os parasitos desses animais foram recolhidos e

avaliados em microscopia de fluorescéncia.

Tabela 8 — Disposicdo dos animais nos grupos experimentais e respectivos tratamentos via

intraperitoneal

Grupo N° de animais | N° de animais Tratamento N° de doses
P tratados avaliados administradas
Controle 5 5 Sem tratamento -
NLS-B (branca) 5 5 200 pL 5
NLS-L 5 5 5 mg/Kg 5
Licochalcona A 5 5 5 mg/Kg 5
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3.12.4 Avaliacdo de carga parasitaria

Apobs o tratamento, os animais foram eutanasiados com cloridrato de xilazina (0,6
mg/animal) e cloridrato de cetamina (3,0 mg/animal). Os animais foram seccionados
longitudinalmente na regido ventral e perfundidos com solucdo salina de cloreto de sodio
0,9% e heparina pela veia porta. Os vermes foram recolhidos conforme a localizagcdo (veias
mesentéricas ou hepaticas) e comparados aos obtidos nos grupos controle.

3.12.5 Oograma

Foram recolhidas amostras de uma por¢do da juncdo ileocecal dos animais dos dois
ensaios (tratamento via oral e via intraperitoneal) para a realizacdo do oograma qualitativo e
analise da evolucdo dos ovos dos parasitos. As porcdes foram pressionadas entre laminas e
laminulas, observadas sob microscopio Optico comum com aumento de 200 vezes e

fotografadas.

3.13 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo software GraphPad
InStat 7.0. A andlise entre grupos foi realizada pela anélise de quartis, de variancia (ANOVA)
e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-Student. Valores com p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram expressos em média +

desvio padréo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ISOLAMENTO DA CARDAMONINA

A cardamonina € uma chalcona presente em diversas espécies vegetais, entre elas a A.
speciosa. Assim, ela foi obtida a partir das raizes de A. speciosa, as quais foram coletadas no
Horto da Faculdade de Farmacia da UFJF. O p6 das raizes (234, 50 g), obtido ap6s secagem e
moagem, foi submetido a extracdo com metanol, gerando o extrato EAS-L, que foi
concentrado com auxilio de rotaevaporador a temperatura de 50 £ 5° C, gerando 30 g de EAS-
L.

Para confirmar a presenca da cardamonina no extrato EAS-L, o padrdo da substancia
(Figura 21) e uma amostra do extrato (Figura 22) foram analisados por CLAE nas mesmas
condigdes. A obtencdo de pico de mesmo tempo de retengéo (aproximadamente 29,4 minutos)
e mesmo espectro de absor¢do no UV (maximo de absorcdo na regido de 345 nm) que o
padrdo, comprova a existéncia da cardamonina no EAS-L. Assim, prosseguiu-se com o

isolamento da substancia.

Figura 21 — Perfil cromatogréafico do padrdo de cardamonina em CLAE-DAD, tempo de

retencéo e espectro de absor¢do no UV
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Figura 22 — Perfil cromatogréafico do extrato EAS-L de raizes de A. speciosa em CLAE-DAD
e espectro de absorc¢do no UV do pico destacado em verde, correspondente a cardamonina
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Em estudos anteriores, foi observado pelo nosso grupo de estudos, NIPPAN, baixo
rendimento de cardamonina quando eram utilizados varios processos cromatograficos para
isolar a substancia (DE CASTRO et al., 2015). Na tentativa de aumentar o rendimento no
processo de isolamento, foi realizada uma particdo liquido-liquido com o extrato EAS-L, que
gerou duas fracdes, uma hexanica (FHAS-L) e diclorometanica (FDAS-L). Essas fracdes
foram submetidas a CCD para determinar qual fracdo continha cardamonina. A presenca da
cardamonina na fracdo FDAS-L foi confirmada pela evidéncia de banda de mesma coloracéo

e mesmo Rf que o padrdo de cardamonina (Figura 23).
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Figura 23 — CCD da fracdo diclorometanica (FDAS-L), fracdo hexanica (FHAS-L) e padréo

de cardamonina

FHAS-L I FDAS-L

Eluente: hexano e acetato de etila (1:1); Revelador: Anisaldeido
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Dessa forma, a fracdo FDAS-L foi analisada em CLAE, gerando cromatograma como
mostrado na figura 24, no qual foi possivel identificar pico referente a cardamonina,

comprovando a existéncia dessa substancia na fragéo.

Figura 24 — Perfil cromatografico da eluicdo da fragdo FDAS-L em CLAE-DAD e o tempo

de retencdo dos picos
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No intuito de isolar a cardamonina por CLAE semi-preparativa foram realizadas varias
andlises para se encontrar a fase mdvel isocratica adequada. Por isso, através da analise em
gradiente, foi obtida a equacdo (y= 1,0x + 40) do tempo de retencdo em funcdo da
concentracdo de metanol na fase movel. Assim, observou-se que a cardamonina eluiu em fase
movel com 69,4% v/v de metanol. Dessa forma, foram testados sistemas isocraticos de 70 e
80% v/v de metanol em agua acidificada com 0,1% de &cido acético. No cromatograma
obtido com utilizagdo da fase mdvel de 70% v/v metanol (Figura 25), foram obtidos 2 picos,

sendo a cardamonina correspondente ao pico 2, com tempo de retencao igual a 14,4 minutos.

Figura 25 — Perfil cromatografico da fracdo FDAS-L em CLAE-DAD, tempo de retencdo dos
picos e o espectro de absorcao no UV do pico destacado em verde, equivalente a

cardamonina, com fase mével 70% de metanol
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Ja no cromatograma obtido com fase moével com 80% de metanol (Figura 26) foram
observados 3 picos, sendo a cardamonina correspondente ao pico 2 (tempo de retencéo igual a
6,97 minutos e espectro de UV com maximo de absor¢do em 345 nm).
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Figura 26 — Perfil cromatogréafico da fracdo FDAS-L em CLAE-DAD, tempo de retencdo dos
picos e o espectro de absorcdo no UV do pico destacado em verde, correspondente a

cardamonina, com fase mével 80% metanol
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Nesse contexto, para realizar o isolamento da cardamonina por CLAE semi-
preparativa, optou-se pela fase movel cujo cromatograma apresentou melhor resolucéo, ou
seja, de 70% v/v de metanol em agua. Assim, a fracio FDAS-L foi injetada em CLAE,
variando o volume de injecdo de acordo com a deteccdo, em um total de 40 inje¢des. O pico
referente a cardamonina foi coletado e concentrado com auxilio de rotaevaporador. Em
seguida, foi seco a temperatura ambiente, resultando em 10 mg de p6 amarelo o qual foi

identificado como cardamonina (item 4.3.1).

4.2 ISOLAMENTO DA LICOCHALCONA A

Inicialmente, o extrato seco de G. inflata (10,0 g) foi submetido cromatografia liquida
a vacuo (CLV), sendo recolhidas 5 fragdes de acordo com a polaridade da fase movel e
analisadas por CCD. A presenca da licochalcona A nas fragOes 4 e 5 foi confirmada pela
presenca de bandas de mesma coloragdo e mesmo Rf que o padréo de licochalcona A (Figura
27). Assim, as fracdes 4 (1,26 g) e 5 (0,75 g) foram reunidas para prosseguir no isolamento da

substancia.
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Figura 27 — CCD das fracdes obtidas por CLV a partir do extrato seco de G. inflata e padrao

de licochalcona A
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Na tentativa de realizar poucas etapas para o isolamento da licochalcona A, optou-se
por realizar uma particdo acido-base. Até o momento, ndo ha relatos do isolamento da
licochalcona A por técnicas de particdo acido-base, sendo uma possivel alternativa aos
métodos ja descritos para o isolamento da substancia. A figura 28 mostra o diagrama de
distribuicdo da licochalcona A de acordo com o pH do meio em que se encontra. Por isso,
inicialmente as fracbes 4 e 5 foram solubilizadas em pH basico (pH = 12), no qual a
licochalcona A se encontra na forma ionizada, permanecendo solivel em meio aquoso. Em
seguida, apds a extracdo e filtracdo, a solugdo bésica foi acidificada com &cido cloridrico até
pH 3, obtendo um precipitado laranja (Figura 29). De acordo com a figura 28, nessa faixa de
pH, a substancia encontra-se 100% na sua forma ndo ionizada, justificando a precipitacédo
observada. Este precipitado foi analisado por CCD em comparacdo com o padrdo para
confirmar a presenca da licochalcona A (Figura 30). Foi possivel confirmar a extracdo da
licochalcona A, uma vez que, por CCD foi possivel observar Gnica mancha de coloragéo

laranja e mesmo Rf que o padrdo da substancia.



Figura 28 — Diagrama de distribuicdo da licochalcona A em func¢éo do pH
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Fonte: Adaptado de Chemicalize (2018).

Figura 29 — Precipitado obtido apds a extracdo por particdo acido-base
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Fonte: Elaborado pela prdpria autora.
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Figura 30 — CCD do padrao de licochalcona A e precipitado obtido (ppt)
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Eluente: hexano e acetato de etila (1:1 v/v); Revelador: Anisaldeido
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

4.3 IDENTIFICACAO DA CARDAMONINA E LICOCHALCONA A

4.3.1 Cardamonina

A substancia isolada foi submetida a técnicas espectroscopicas de RMN de H e os
resultados obtidos foram comparados com a literatura, sendo confirmada a identificacdo da
cardamonina. Os espectros obtidos, bem como suas expansdes, estdo mostrados nas figuras 31
a 33. Os sinais observados com deslocamento quimico (9) entre 0 e 2 equivalem a compostos
lipidicos, ao solvente utilizado e/ou TMS (padrdo interno).

A anélise do espectro de RMN de *H (Figura 31) revela a presenca de um simpleto
em o 14,16 ppm, integrado para 1 hidrogénio. Esse sinal é compativel com o sinal de

hidrogénio da hidroxila 2’.
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da cardamonina
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Além disso, é possivel observar a ocorréncia de dois dupletos em 6 7,81 ppm (1H, J
=15,5Hz) e 56 7,91 ppm (1H, J = 15,5 Hz) (Figura 32). Esses sinais sdo compativeis com 0s
hidrogénios olefinicos H, e Hp. Essa constante de acoplamento permite inferir que a chalcona
encontra-se na conformacéo trans (PAVIA; KRIS; LAMPMAN, 2010).

Figura 32 - Expanséo da regido dos hidrogénios olefinicos H, e Hg do espectro de RMN de
'H (CDCls, 500 MHz) da cardamonina

T T I T T T T I T T T T l T T T T I T T T T I
7,95 79 7,85 78 775
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Também foram observados multipletos em & 7,43 ppm (3H) e & 7,63 ppm (2H)

(Figura 33), sendo estes sinais correspondentes aos hidrogénios (H-1 a H-6) do anel aromético
B, confirmando se tratar de um anel mono substituido.
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Figura 33 - Expansdo da regido dos hidrogénios do anel aromatico B do espectro de RMN de
'H (CDCls, 500 MHz) da cardamonina
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Ainda foi observada a presenca de dois dupletos em & 6,06 ppm (1H,J=2,1 Hz) e
3 5,99 ppm (1H, J = 2,1 Hz). Esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-5" ¢ H-3’, do
anel aromatico A. Para finalizar, foi observada a presenca de um simpleto em & 3,96 ppm
(3H), evidenciando a presenca de metoxila na molécula. Comparando os dados obtidos na
analise de RMN de *H com oscitados em literatura (Tabela 9), sugere-se que essa substancia

seja a cardamonina (2°4’-diidroxi-6’-metoxi-chalcona) (KRISHNA; CHAGANTY, 1972;
ADEROGBA et al., 2012).
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Tabela 9 — Dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da cardamonina e dados descritos em

literatura
Hidrogénios Dados obtidos Dados de literatura
2’-0OH 6 14,16 ppm (s, 1H) 6 13,71 ppm (s, 1H)
Ha 57,81 ppm (d, 1H, J = 15,5 Hz) 87,72 ppm (d, 1H, J = 15,5 Hz)
Hp 87,91 ppm (d, 1H, J = 15,5 Hz) 87,87 ppm (d, 1H, J = 15,5 Hz)
1 8 Ho6 67,43 ppm (m,3H) e 5 7,63 ppm | 67,32 ppm (m, 3H) e & 7,37 ppm (m,
(m, 2H) 2H)
3’ 85,99 ppm (d, 1H, J = 2,1 Hz) 85,94 ppm (d, 1H, J =2 Hz)
5’ 5 6,06 ppm (d, 1H, J = 2,1 Hz) 66,02 ppm (d, 1H, J =2 Hz)
- OCH3 3,96 ppm (s, 3H) 6 3,87 ppm (s, 3H)

4.3.2 Licochalcona A

A licochalcona A isolada foi submetida a técnicas espectroscépicas de RMN de *H e
os resultados obtidos foram comparados com a literatura, sendo confirmada a identificacdo da
substancia. Os espectros obtidos, bem como suas expansdes, estdo mostrados na figura 34. Os
sinais observados indicam a presenca de pelo menos 10 hidrogénios magneticamente
diferentes. Apds a integracao, verificou-se a presenca de 20 hidrogénios.

A andlise do espectro de RMN de *H revela a presenca dois dupletos em & 7,57 (1H,
J =156 Hz) e 6 7,99 (IH, J = 15,6 Hz), que correspondem aos hidrogénios da a, P
insaturacdo. Essa constante de acoplamento permite inferir que a chalcona encontra-se na
conformacéo trans (PAVIA; KRIS; LAMPMAN, 2010).

Na regido de & 7,00 ppm (Figura 35), é possivel observar os sinais dos hidrogénios
aromaticos (anéis A e B), da seguinte forma: um dupleto correspondente aos hidrogénios H2’
e H6’ (86 7,95 ppm, 2H, J = 8,7 Hz); um dupleto correspondente aos hidrogénios H3” e H5” (6
6,89 ppm, 2H, J = 8,7 Hz); um simpleto correspondente ao H6 (5 7,49 ppm, 1H); e um
simpleto correspondente ao H3 (6 6,46 ppm, 1H). Os sinais referentes aos hidrogénios H2’ e
H6’, assim como H3’ e HS’, aparecem no mesmo deslocamento quimico devido a simetria do
anel A da licochalcona A. O par de hidrogénios H2’ ¢ H6’ apresenta maior deslocamento

quimico que o par H3’ e H5’, porque estdo em posi¢do orto e sofrem desblindagem pela

conjugacdo com os hidrogénios da a, B insaturagdo (PAVIA; KRIS; LAMPMAN, 2010).



Figura 34 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da licochalcona A

550

-450

-3%0

b b r i I
SR g I & =
- s s - -
T v L T T T T T T Ll T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 4, 40 35 3.0 25 20
f (oot}

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 35 - Expansdo da regido de & 7,00 ppm do espectro de RMN de *H (CDCl3, 500 MHz)

da licochalcona A
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Outros sinais observados no espectro referem-se aos hidrogénios do substituinte na
posicdo 5 da licochalcona A. Pode-se observar um simpleto de 6 1,48 ppm, integrado para 6
hidrogénios. Além disso, ha um sinal de multipleto integrado para dois hidrogénios com &
5,02 ppm, que corresponde aos H3”, ¢ um duplo dupleto integrado para 1 H em 8 6,26 ppm
(Jeis = 10,5 HZ; Jirans = 17,7 Hz), correspondente ao H2”. O maior deslocamento observado
para o H2” ¢ justificado pela desblindagem gerado pelos elétrons t do anel B.

Por fim, observa-se um simpleto em & 3,87 ppm, integrado para 3H, caracteristico do
grupo metoxila.

Comparando os dados obtidos na analise de RMN de *H com os citados em literatura

(Tabela 10), sugere-se que essa substancia seja a licochalcona A (NALDEMAN et al., 1997).
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Tabela 10 — Dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da licochalcona A e dados descritos

em literatura

Hidrogénios Dados obtidos Dados de literatura

Hp 57,99 ppm (d, 1H, J =156 Hz) | &7,95 ppm (d, 1H, J = 15,5 Hz)
H2’ e H6’ 87,95 ppm (d, 2H, J = 8,7 Hz) 67,95 ppm (d, 2H, J =9,0 Hz)
Ha 6 7,57 ppm (d, 1H, J = 15,6 Hz) 6 7,59 ppm (d, 1H, J = 15,5 Hz)

H-6 0 7,49 ppm (s, 1H) 6 7,55 ppm (s, 1H)
H3’ e H5’ 8 6,89 ppm (d, 2H, J = 8,7 Hz) § 6,93 ppm (d, 2H, J = 9,0 Hz)

H3 6 6,46 ppm (s, 1H) 66,51 ppm (s, 1H)

Ho 8 6,26 ppm (dd, 1H, J=10,5; 17,5 6 6,23 ppm (dd,1H, J = 10,5;
Hz) 17,5 Hz)

b3 85,02 ppm (m, 2H) 64,96 ppm (d, 1H, J = 10,5 Hz)
84,9 ppm (d, 1H, J = 17,5 Hz)

OCHjs 6 3,87 ppm (s, 3H) 0 3,85 ppm (s, 3H)

CH; 6 1,48 ppm (s, 6H) 6 1,44 ppm (s, 6H)

4.4 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS NLS

4.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacdo de nanoparticulas envolve diversas etapas, desde a avaliacdo
macroscopica até a visualizacdo microscopica. Visualmente, é possivel identificar se o
sistema disperso obtido € homogéneo (Figura 36), ndo sendo evidenciada a separacdo de fases
ou precipitados. As nanoparticulas (NLS - C e NLS — L) obtidas apresentaram coloracao
levemente amarelo a branco perolado e boa fluidez. J& as NLS — B apresentaram aspecto
branco perolado. As NLS — RN apresentaram coloragdo levemente rosa. A coloracdo
observada nas nanoparticulas é causada pelas cores das substancias encapsuladas e da prépria
manteiga natural utilizada, uma vez que a presenca de lipideos de baixo ponto de fusdo
facilita a sua dispersdo em moléculas menores, diminuindo a viscosidade do meio e
provocando o efeito perolado (SOLDATI, 2015). A boa fluidez das NLS é uma caracteristica
importante para a administracdo das nanodispersdes, pois permite a escolha de varias vias de

administracao.
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Figura 36 — Caracterizacdo visual de NLS
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Sendo: NLS-B = nanoparticula lipidica sélida branca; NLS-C = nanoparticula lipidica sélida com cardamonina;
NLS-L = nanoparticula lipidica solida com licochalcona A; NLS-RN = nanoparticula lipidica slida com
vermelho do nilo.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A homogeneidade das NLS também pode ser comprovada pelos resultados obtidos
com a técnica DLS conforme demonstrado nos histogramas de intensidade (Figura 37), nos

quais € possivel observar a distribuicdo das particulas em um pico unimodal e simétrico.

Figura 37 — Histogramas de intensidade de NLS
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Sendo (A): NLS-B; (B): NLS-C; (C): NLS - L; (D): NLS — RN.
Fonte: Elaborada pela propria autora.

Conforme os dados apresentados na tabela 11, as formulacdes de NLS apresentaram-
se como sistemas dispersos, com baixos valores de Pdl, satisfatério tamanho de particula,
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além de reprodutiveis. Por isso, o método utilizado para o desenvolvimento das
nanoparticulas pode ser considerado eficaz. O tamanho médio das nanoparticulas NLS-B foi
igual a 89,66 £ 1,3 nm. A incorporagdo de substancias isoladas (cardamonina e licochalcona
A) e do corante vermelho do nilo alterou o tamanho da particula quando comparada ao
sistema NLS-B devido as interacdes da substancia com os constituintes da manteiga e pelo
preenchimento de espacos vazios, gerando tamanhos médios iguais a 90,57 + 3,3 nm para
NLS-C, 101,01 + 1,8 nm para NLS-L e 81,28 + 0,5 para NLS-RN.

Tabela 11 — Resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica das NLS

NLS-B NLS-C NLS -L NLS — RN
Tamanho de particula (nm) | 89,66 +1,3 | 90,57 + 3,3 101,07 +1,8 | 81,28+0,5
Pdl 0,23+0,04 | 0,13+0,03 0,17+0,01 | 0,15+0,02
Potencial Zeta (mV) -348+36 | -3158+43 | -32,34+29 -31,2+4,6
pH 6,26 6,30 6,32 --

NLS-B: nanoparticulas lipidica sélida branca; NLS-C: nanoparticulas lipidica sélida com
cardamonina; NLS-L: nanoparticula lipidica s6lida com liochalcona A; NLS-RN: nanoparticula
lipidica sélida com vermelho do nilo.

Todos os valores representam média + desvio padrdo (n=5)

O tamanho das nanoparticulas ¢ um fator muito importante para a obtencdo da
atividade esquistossomicida. Em alguns estudos anteriores foram descritas nanoparticulas de
55 a 500 nm, sendo observado que particulas menores geraram melhores resultados
esquistossomicidas (SOUZA et al.,, 2014; EISSA et al., 2015). Supostamente, particulas
menores possuem melhor capacidade de permeacdo no tegumento do parasito promovendo
maior atividade. Além disso, para atravessar facilmente a barreira de células intestinais,
quando administradas oralmente, as nanoparticulas precisam ter um tamanho médio inferior
que 400 nm (SUH et al., 2009). De acordo com Bhandari e Kaur (2013), particulas menores
que 200 nm geralmente séo invisiveis ao sistema reticulo endotelial e permanecem no sistema
circulatorio por um periodo maior. Assim, o tamanho médio das SLN obtidas foi satisfatorio
para ensaios esquistossomicidas.

O PdI também alterou quando comprados o sistema branco e encapsulados, porém nos
guatro nanosistemas manteve-se menor que 0,3, indicando homogeneidade das amostras
(LIU; WU, 2010). Os valores de Pdl obtidos foram: para NLS-B, 0,23 £ 0,04; para NLS-C,
0,13 £ 0,03; para NLS-L, 0,17 + 0,01; e para NLS-RN, 0,15 £+ 0,02. Assim, a incorporagédo

das substancias reduziu o valor de Pdl, contribuindo para a homogeneidade do sistema.
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Finalmente, os valores de potencial zeta obtidos foram -34,8 + 3,6 mV para NLS-B; -
31,58 + 4,3 mV para NLS-C; -32,34 = 2,9 mV para NLS-L; e -31,2 + 4,6 mV para NLS-RN.
Todos os sistemas apresentaram valores maiores do que 30 mV em mddulo, indicando boa
estabilidade dos sistemas devido a repulsdo eletrostatica entre particulas (MOHANRAJ;
CHEN, 2006). A classe de tensoativo utilizado no preparo das NLS foi o Pluronic F-127, um
copolimero ndo ibnico e que, por isso, pouco contribui para a carga observada nas
nanodispersdes. Entretanto, contribui para a estabilidade dos sistemas devido ao impedimento
estérico gerado pela extensa cadeia monomérica em torno nas nanoparticulas. Em relacdo a
carga negativa observada na superficie das nanoparticulas, a manteiga de cupuagu é uma
mistura de acidos graxos que, em ambiente aquoso, desprontonam e tornam a superficie da
nanoparticula carregada negativamente, contribuindo para a estabilidade do sistema. Além do
tamanho, potencial zeta e Pdl satisfatorios, o pH das nanodispersbes foi préximo ao pH
fisiolégico, sendo um importante fator a ser considerado para 0 uso posterior em ensaios in

Vivo.

4.4.2 Microscopia eletronica de transmissao

No intuito de confirmar e complementar os resultados obtidos pela técnica DLS, a
morfologia das NLS foi determinada por MET. A imagem (Figura 38) obtida mostrou que as
nanoparticulas da dispersdo NLS-L apresentam formato esférico, distribuidas
homogeneamente, com tamanho médio de particula igual a 90 nm, indicando correspondéncia
entre as técnicas de MET e DLS. Esse resultado confirma o resultado obtido por DLS, sendo
que as técnicas atuaram de forma complementar.

Durante a microscopia eletrénica s6 € possivel observar o nucleo devido a sua maior
densidade eletrbnica. Assim, a pequena diferenca de tamanho observado entre as técnicas de

DLS e MET deve-se a quantidade de polioxietileno em torno da nanoparticula.
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Figura 38 — Eletromicrografia de transmissdo das NLS-L
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Fonte: Imagem gentilmente concedida pelo Laboratorio Central de Microscopia Eletrénica da UFSC.

4.4.3 Eficiéncia de encapsulacédo (% EE)

A eficiéncia de encapsulacdo € um item importante para a caracterizacao de sistemas
nanoestruturados, porque permite conhecer a quantidade real de farmaco envolvida nos
processos bioldgicos estudados. Quanto maior a taxa de encapsulacdo, menor a quantidade de
nanoparticulas a ser utilizada em formas farmacéuticas. Uma EE acima de 70% indica um
elevado processo de incorporacdo das substancias nas nanoparticulas (BATTAGLIA;
GALLARATE, 2012).

A filtracdo sob centrifugacdo é uma etapa anterior a quantificacdo das substancias
encapsuladas e consiste na separacdo do que foi encapsulado e o que ndo foi, ou seja, a
quantidade de substancia que se encontra livre no meio (EISSA et al., 2015). Essa etapa foi
realizada nas NLS-C e NLS-L, ja& que sdo as nanoparticulas com substancias de interesse
bioldgico. Apds a centrifugacao, foi obtido um filtrado transparente e parte da suspensao ficou
retida.

Para a quantificacdo das substancias ndo encapsuladas, foi desenvolvida uma curva
analitica contemplando de 1 a 20% do teor total de farmaco, analisada por CLAE-DAD. A
técnica foi escolhida porque foi utilizada anteriormente para quantificacdo dessas substancias
e por ja ser utilizada pelo grupo de pesquisa do NIPPAN rotineiramente (DE CARVALHO,
2013; DE CASTRO et al., 2015).
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4.4.3.1 Cardamonina

Para realizacdo da quantificacdo de cardamonina livre, foi desenvolvida uma curva
analitica com padrdo da substdncia. Para a elaboracdo da curva, foi selecionado o
comprimento de onda para leitura de 345 nm e a fase mdvel composta por um sistema
isocratico 70% de MeOH em 25 minutos. A curva analitica (Figura 39) obtida para a
cardamonina foi y = 9,29e+007 x + 1,29e+005, com R? igual a 0,990975.

Figura 39 — Curva analitica obtida para quantificacdo de cardamonina em filtrados de NLS
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PeakName: Cardamonina; RT: 14.464; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 4448; R:
0.995477, R"2:0.990975, Weighting: None; Equation: ¥ = 9.20e+007 X + 1.29e+005; Normalized
Intercept/Slape: 0.029276; RSD(E): 6.369206

Condigéo cromatogréfica: eluicdo isocratica, 70 % v/v de MeOH em 4gua acidificada com 0,1 % v/v de &cido
acético. Deteccéo: 345 nm. Volume de inje¢do: 50 pL.
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

As amostras resultantes dos filtrados foram analisadas por CLAE gerando
cromatogramas, nos quais nao foi evidenciada a presenca de cardamonina (Figura 40), o que
pode ser comprovado pela auséncia de picos no mesmo tempo de retencdo (TR = 14,4

minutos) do padréo.

Figura 40 — Perfil cromatogréafico do filtrado de NLS-C em CLAE-DAD
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Condigéo cromatogréfica: elui¢do isocrética, 70 % v/v de MeOH em 4gua acidificada com 0,1% v/v de acido
acético. Deteccéo: 345 nm. Volume de injecdo: 50 pL.
Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Como a curva analitica contemplou de 1 a 20%, o resultado obtido significa uma taxa
de encapsulacdo maior que 99%. Essa taxa de encapsulacdo € alta e indica que o sistema

nanoestruturado proposto foi satisfatorio para encapsular a cardamonina.

4.4.3.2 Licochalcona A

Para realizacdo da quantificacdo de licochalcona livre nas NLS-L, foi desenvolvida
uma curva analitica com padréo da substancia. O padréo utilizado foi isolado anteriormente
pelo grupo de pesquisa do NIPPAN (DE CARVALHO, 2013; XIE et al., 2010b). Para a
elaboracdo da curva, foi selecionado o comprimento de onda para leitura de 382 nm e a fase
movel foi um sistema isocratico 65% de MeOH em 30 minutos. A curva analitica (Figura 41)
obtida para a licochalcona A foi y = 1,56e+008 X — 3,86e+005, com R2 igual a 0,993047.

Figura 41 — Curva analitica obtida para quantificacdo de licochalcona A em filtrados de NLS
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Peak Name: licochalconaA; RT: 24 587; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 7321; R:
0996517, RM2:0.993047, Weighting: None; Equation: Y =1.56e+008 X - 3.86e+005; Normalized
Intercept/Slope: -0 052372, RSD(E): 6 065461
Condicéo cromatografica: elui¢do isocratica, 65 % v/v de MeOH em &gua acidificada com 0,1 % v/v de &cido
acético. Deteccdo: 382 nm. Volume de injecdo: 50 pL.

Fonte: Elaborado pela prdpria autora.

As amostras resultantes dos filtrados foram analisadas por CLAE gerando
cromatogramas, nos quais foi evidenciada a presenca de licochalcona A (Figura 42), o que
pode ser comprovado pela presenca de pico no mesmo tempo de retencdo (TR = 24,6

minutos) do padrao.
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Figura 42 - Perfil cromatografico do filtrado de NLS-L
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Condicdo cromatogréfica: eluicdo isocratica, 65 % v/v de MeOH em &gua acidificada com 0,1% v/v de 4cido

acético. Detec¢do: 382 nm. Volume de injecdo: 50 pL.
Fonte: Elaborado pela prdpria autora

Com a utilizacdo da curva analitica, foi possivel obter a concentracdo de licochalcona
A livre na amostra, sendo esse valor igual a 0,0075 mg/mL, o que corresponde a 1,67% da
quantidade de licochalcona presente na amostra inicial. Isso significa que a taxa de
encapsulamento foi igual a 98,33%. Assim como a cardamonina, 0 sistema nanoestruturado
foi satisfatorio para encapsular a licochalcona A.

Por apresentar uma mistura de acidos graxos diferentes, a composi¢do da manteiga de
cupuacgu provoca algumas imperfeicdes na estrutura lipidica, permitindo maior incorporacao
de substancias nas nanoparticulas (MULLER; MADER; GOHLA, 2000). Assim, a estrutura

lipidica justifica a elevada eficiéncia de encapsulacdo observada para as NLS-C e NLS-L.

4.4.4 Ensaio de liberacéo in vitro

Através do ensaio de liberacdo in vitro, é possivel calcular a quantidade de massa da
substancia liberada por unidade de tempo. O estudo do perfil de liberagcdo in vitro foi
realizado a fim de observar a quantidade de substancia liberada por unidade de tempo. A
membrana de dialise foi escolhida para a realizacdo do teste por ser quimicamente inerte e ndo
interagir com a formulacéo ou meio receptor (SOARES, 2009).

O meio receptor utilizado foi solucéo de cloreto de sodio a 0,9% com 10% de etanol,
devido a solubilidade das substancias livres. Os valores de leitura de absorbancia do grupo
NLS-B foram utilizados como branco nas leituras de NLS-L e NLS-C. A curva analitica
obtida por espectroscopia para a licochalcona A foi y = 1,108 x + 0,065, com R2 igual a 0,997.
Ja para a cardamonina, a curva foi y = 1,092 x + 0,022, com R2 igual a 0,992. Os perfis de

liberacdo das NLS e das substancias livres estdo demonstrados da figura 43.
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Figura 43 — Perfis de liberacdo da cardamonina, licochalcona A, NLS-C e NLS-L
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Todos os valores representam a média + EPM (n=3).
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A licochalcona A e cardamonina livres difundiram-se rapidamente pela membrana de
dialise, sendo que mais de 90% (97,16% = 0,21 da licochalcona A e 90,28% + 0,21 da
cardamonina) foram liberadas do sistema em 10 horas. Em relagdo as NLS, observou-se que
elas possuem liberacdo ndo linear, tendo uma rapida liberacdo nas 2 horas iniciais e depois,
uma liberacdo controlada das substancias encapsuladas. Apds 2 horas iniciais, a NLS-L
liberou em média 27,94% + 0,60 de licochalcona A e a NLS-C liberou em média 38,10% *
0,49 de cardamonina. Apds esse periodo, foi observada uma liberacdo controlada alcangando
a liberacdo cumulativa de 76,97% + 1,54 de licochalcona A e 70,68% + 1,68 de cardamonina,
até o final do estudo (24 horas).

Essa rapida liberacdo inicial observada deve-se a liberacdo das substancias localizadas
préximo a superficie da nanoparticula. Considerando que as chalconas possuem hidroxilas na
molécula, a explicacdo para essa localizacdo seria devido a interages com o polidxidoetileno.
Esse polimero se localiza externamente na organizacdo micelar, auxiliando a solubilidade das
moléculas de licochalcona A e cardamonina e justificando a rapida liberacdo dessas moléculas
(NIE et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; KUPETZ; BUNJES, 2014). A liberacdo controlada
observada nos momentos posteriores deve-se a dispersdo das moléculas de licochalcona A e
cardamonina na matriz lipidica, comprovada pelo estudo de cinética de liberacdo. A medida
que o lipideo funde, as moléculas sdo liberadas lentamente (PEPPAS; NARASIMHAN,
2014).

Assim, a cinética de liberacdo foi analisada matematicamente empregando o modelo

de regresséo linear (Tabela 12). Para isso, foi selecionada a parte linear da curva de liberagdo
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das NLS. Os dados obtidos permitem prever 0 mecanismo exato de liberacdo do farmaco,
sendo Uteis para compreender o comportamento das NLS (PEPPAS; NARASIMHAN, 2014;
RAMTEKE et al., 2014).

Tabela 12 — Modelos matematicos utilizados para determinacéao da cinética de liberacéo da

cardamonina e licochalcona A das NLS

Formulacdo | Modelo cinético | Equacéo da reta R* | J(ugecm®h™) | TL (h)

Ordem-zero y=4,672x+30,54 | 0,974
NLS-C Higuchi y =20,03 x + 10,36 | 0,996 20,03 0,48
Primeira-Ordem | y=0,039 x +1,524 | 0,943

Ordem-zero y =5,053 x + 16,47 | 0,988
NLS-L Higuchi y =21,27x-2,995 | 0,997 21,27 0,61
Primeira-Ordem | y=0,056 x +1,300 | 0,922

Js: fluxo estacionario; T.: tempo de laténcia.

Considerando os resultados obtidos, a liberagdo da NLS-L e NLS-C seguem o modelo
de Higuchi, ou seja, obedece a lei de Fick e depende da raiz quadrada do tempo. Esse modelo
indica que a liberacdo das substancias é controlada pela difusdo através do nucleo lipidico
(PEPPAS; NARASIMHAN, 2014). Muitos sistemas de NLS ja descritos na literatura seguem
a liberacdo conforme a Lei de Fick (XIE et al., 2010a; KASHANIAN; AZANDARYANI;
DERAKHSHANDEH, 2011). No estudo de Xie e colaboradores (2010a), foi observada uma
intensa liberacdo inicial do praziquantel de NLS, seguida de liberacdo prolongada nas 24

horas seguintes, um perfil semelhante ao observado nesse estudo.

4.5 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

4.5.1 Estudo de estabilidade das NLS de curta duracéo

Um dos grandes problemas de estabilidade de NLS ¢é a ocorréncia de agregados e a
liberacdo da substancia encapsulada no decorrer do tempo. A estabilidade de nanoparticulas
envolve aspectos fisicos quimicos e inclui véarios fatores como alteracdo do tamanho e
degradacéo dos constituintes da nanoparticula (MEHNERT; MADER, 2012).

O aumento do tamanho e a variacdo de potencial zeta durante o decorrer do tempo é

um indicativo de instabilidade, por isso esses fatores foram avaliados durante um més (0, 7,
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15, 21 e 30 dias) sob condicdes de armazenamento diferentes (MULLER; MADER; GOHLA,
2000). Os resultados de potencial zeta, Pdl e tamanho de particula estdo representados pelas
médias e desvio padrdo na tabela 13. Apo6s 30 dias de armazenamento em temperatura
ambiente, as NLS-B apresentaram sedimentacdo em algumas amostras, mas o0 mesmo nao foi
observado para NLS-C e NLS-L.

Nos 30 dias avaliados, ndo foram observadas alteracdes significativas (p > 0,05) nos
valores de potencial zeta, Pdl e tamanho da particula das NLS-B e NLS-C, quanto
refrigeradas a 4 °C. Entretanto, as NLS-L demonstraram variagdo significativa de tamanho
médio de particula (p < 0,05). Porém essa variacao significativa ocorreu na Gltima semana de
estudo, indicando que as NLS-L se mantiveram estaveis por pelo menos 21 dias. Além disso,
0s outros parametros avaliados, potencial zeta e Pdl, ndo sofreram variagdes significativas
durante todo estudo.

Quando armazenados em temperatura ambiente, ndo foi evidenciada nenhuma
alteracdo significativa nos pardmetros avaliados para NLS-B, NLS-C e NLS-L. A diferenca
entre os resultados observados pode estar relacionada com a solubilidade das substéncias
encapsuladas, que pode diminuir em temperaturas menores. De maneira geral, os sistemas
nanoestruturados mostraram-se estaveis, principalmente quando mantidos em temperatura
ambiente.

Alem disso, foi avaliada a influéncia do meio de cultura RPMI 1640 e DMSO nas
nanoparticulas (dados ndo mostrados). Apos a incubacdo das NLS com meio RPMI 1640 e
0,5% de DMSO a 37 °C nédo foram observadas alteracGes no meio de cultura e nos parametros

potencial zeta, tamanho médio da particula e Pdl das NLS.



e refrigeradas a 4 °C

Tabela 13 — Resultados de potencial zeta, Pdl e tamanho médio das NLS submetidas a estudo de estabilidade em temperatura ambiente

0 89,66+13 | 0,23+0,04 | -348+36 | 9057+33 | 0,13+0,03 | -316+4,3 | 101,07+1,8 | 0,17+0,01 | -323%+29
7 9450+13,4 | 0,40+0,07 | -331+20 | 93,09+04 | 0,14+0,04 | -325+0,08 | 101,70+0,1 | 0,14 +£0,006 | -32,6 0,28
15 89,40+28 | 0,34+0,02 | -334+04 92,32+20 | 0,17+0,07 | -357+26 | 107,30+1,8 | 0,15+0,02 | -354+0,43
21 88,35+19 | 0,26+0,001 | -32,5+0,4 90,18+20 |0,21+0,008| -31,0+0,4 | 10535+15 |0,21+0,008 | -36,2+0,99
30 88,33+26 |026+0,003| -293+09 | 9653+13 | 0,17+0,03 | -313+1,6 | 113,70+0,1 | 0,15+0,03 | -31,4+0,92

0 89,66+13 | 0,23+0,04 | -348+36 | 9057+33 | 0,13+0,03 | -316+4,3 | 101,07+1,8 | 0,17+0,01 | -323%+29
7 9450+35 |033+0,008| -332+13 | 9038+24 | 0,16+0,02 | -32,3+0,6 | 103,70+0,7 | 0,18 +0,004 | -339%2]1
15 8425+28 | 0,26+0,008 | -30,2+04 | 9261+18 | 0,18+0,03 | -323+2,0 | 10285+15 |0,17+0,008 | -334+1)5
21 8745+23 | 034+0,02 | -292+0,1 | 9497+22 | 0,23+0,04 | -33,2+0,6 | 103,35+15 |0,21+0,008 | -34,1+45
30 934+11 |033+0009 | -314+04 | 9469+38 | 0,11+0,02 | -30,6+0,1 | 107,70+0,1 | 0,15+0,03 | -35,7%0,7

Resultados representam a média + desvio padréo (n=3).
* Diferenca significativa quando comparado os resultados de 30 dias com 0 dias (p < 0,05).
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4.5.2 Avaliacdo da composicao lipidica da manteiga de cupuacu frente a exposicdo UV
por CG-EM

Um dos sistemas mais utilizados para a esterilizacdo de nanosuspensdes é a filtracdo
em filtro com poro de 0,22 um. Entretanto muitas vezes ndo e possivel utilizar o sistema
devido a viscosidade e quantidade de nanoparticulas na suspensao, sendo necessarios outros
métodos para a esterilizacdo das NLS. Diante disso, a exposi¢édo a radiagdo UV pode ser uma
alternativa, ja que possui efeito bactericida dependente da intensidade e tempo de exposicao.
Além disso, a radiacdo UV é amplamente utilizada em esterilizacdo do ar, superficies de
equipamentos e em embalagens de alimentos (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002;
ALEXANDRE; FARIA; CARDOSO, 2008).

Dessa forma, foi analisada a estabilidade das nanoparticulas frente a radiacdo UV, ja
que esse pode ser um método eficaz de esterilizacdo das suspensbes (LI et al., 2013a).
Entretanto, considerando a natureza lipidica do ndcleo das nanoparticulas, é necessario
verificar os possiveis impactos dessa radiacdo, uma vez que pode provocar oxidacdo dos
constituintes do lipideo. Alteracdes na constituicdo lipidica podem ocasionar alteracdes na
estabilidade das nanoparticulas, por isso, para verificar o efeito dessa radiacdo nos lipideos, a
manteiga de cupuacu foi analisada por CG-EM antes (Figura 44A) e apés (Figura 44B) a
exposicdo a radiacdo UV por 30 minutos (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002).

Figura 44 — Perfil cromatografico da amostra de manteiga de cupuacu antes e apds exposicao
a radiacdo UV em CG-EM
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gradiente linear, com manuteng¢do da temperatura por 5 minutos na primeira e Gltima temperatura.
Fonte: Elaborado pela prépria autora
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A analise dos espectros de massa permitiu identificar os constituintes da manteiga de
cupuacu com o auxilio da biblioteca NIST11.s.lib. Antes da exposicdo a radicdo UV os
seguintes constituintes foram observados: acidos saturados [acido palmitico (Cig); acido
estedrico (Cig)] e acidos insaturados [acido oléico (Cig); acido linoléico (Cig); e &cido
araquidico (Cy)], sendo estes constituintes listados como sendo 0s principais da manteiga de
cupuacu (COHEN et al., 2009; SOLDATI, 2015).

Dessa forma, apos a exposicao a radiagdo UV, a composicdo da manteiga de cupuacu
ndo se alterou, ja que foi obtido cromatograma muito semelhante (Figura 44B) ao obtido antes
da exposicdo (Figura 44A). Assim, a radiacdo UV pode ser uma alternativa para auxiliar a

esterilizacdo dessas nanoparticulas lipidicas solidas.

4.6 TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

4.6.1 Viabilidade celular

As NLS foram avaliadas quanto a citotoxicidade através do método colorimétrico de
reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (MTT), que consiste
na quantificacdo do cristal formazan (coloracdo roxa) devido a acdo das enzimas
desidrogenases mitocondriais. Essas enzimas estdo presentes em células metabolicamente
viaveis e clivam o anel de tetrazélio, gerando o formazan (MOSMANN, 1983; RISS et al.,
2013).

O ensaio de MTT em macrdfagos da linhagem celular J774 permitiu avaliar a
citotoxicidade das substancias livres e nanoencapsuladas em diferentes concentracgdes (5, 20 e
50 pM). Tanto a cardamonina livre quanto encapsulada demonstraram um perfil de
viabilidade celular menor que o controle negativo (meio de cultura) em diferentes
concentracdes (Figura 45). Porém, em todas as concentracbes testadas, as NLS-C
apresentaram menor toxicidade do que a substancia livre, evidenciando uma diminui¢do da
citotoxicidade para a linhagem de macréfagos J774 da substancia quando encapsulada.

Em estudos anteriores, a toxicidade da cardamonina foi avaliada por MTT em células
Vero mamiferas (fibroblastos de rim de macacos) (ADEROGBA et al., 2012; DE CASTRO et
al., 2015). No estudo de Aderogba e colaboradores (2012), a cardamonina apresentou LCsg =
7,29 uM e inviabilidade celular na concentragéo de 50 pg/mL.

Contudo, para as células de macrdfagos (linhagem J774), a cardamonina livre

apresentou toxicidade nas concentracfes de 5, 20 e 50 uM, quando comparadas com o
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controle negativo (meio de cultura). Ja as NLS-C mantiveram a viabilidade celular acima de

79% em todas as concentracOes testadas.

Figura 45 — Gréfico de viabilidade celular em macrofagos da linhagem celular J774 tratados

com cardamonina e NLS-C
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Os valores representam a média + desvio padréo (barras) dos ensaios em triplicata.
* Diferenca significativa quando comparado com meio de cultura (p < 0,05), controle negativo.
** Diferenca significativa quando comparado com meio de cultura (p < 0,01), controle negativo.
Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacdo aos resultados obtidos para a licochalcona A livre, a substancia apresentou
forte toxicidade frente a linhagem celular utilizada, chegando a apresentar resultados de
viabilidade celular inferiores a 20% na concentracdo de 50 uM. Além disso, os resultados
obtidos com a licochalcona A livre mostraram que a substancia apresenta um perfil de
toxicidade dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentragao da licochalcona A, maior a
toxicidade e menor a viabilidade celular. Estudos anteriores mostram que a licochalcona A
apresenta citotoxicidade para células de fibroblasto do prepucio humano (HFF) em
concentragdes maiores que 9 pg/mL (Sl et al., 2018).

Contudo, quando comparados aos resultados obtidos com controle negativo, as NLS-L
mantiveram a viabilidade celular proxima a 100% em todas as concentracfes testadas e nao
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao meio de cultura (Figura 46). Assim, a
encapsulacdo reduziu significativamente a toxicidade da licochalcona A para células de

macrofago (linhagem J774).
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Figura 46 — Grafico de viabilidade celular em macro6fagos da linhagem celular J774 tratadas

com licochalcona A e NLS-L
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Os valores representam a média + desvio padréo (barras) dos ensaios em triplicata.
* Diferenca significativa quando comparado com meio de cultura (p < 0,05), controle negativo.
** Diferenca significativa quando comparado com meio de cultura (p < 0,01), controle negativo.
Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com a 1SO 10993:5 (2009), valores de viabilidade celular inferiores a 70%
sdo atribuidos a substancias toxicas. Assim, tanto as NLS-C quanto as NLS-L permitiram
viabilidade celular satisfatoria, comprovando que a encapsulacdo das substancias garante uma
vantagem adicional para as células. Além dessas observacOes, € importante ressaltar que as
NLS-B mantiveram 100% de viabilidade celular nos dois estudos, reafirmando a auséncia de

toxicidade desse sistema nanoparticulado.

4.6.2 Teste de hemdlise

A atividade hemolitica tem sido uma forte aliada no estudo de toxicidade in vitro de
nanoparticulas lipidicas sdlidas (JOSHI; MULLER, 2009). Ao entrar em contato com o
plasma sanguineo, um material estranho sofre a adsorcdo de proteinas na superficie e
desencadeia a cascata de coagulacdo, podendo ocasionar danos como trombos, isquemias,
além da possibilidade de hemdlise (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004). A hemdlise pode
causar anemia severa em algumas situacdes, sendo um importante pardmetro avaliado na

toxicidade de nanoparticulas, além de permitir o conhecimento de danos de membrana
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provocados pela formulagdo (JUMAA; MULLER, 2000; BENDER et al., 2012; EISSA et al.,
2015).

Como mostrado na figura 47, apds uma hora de exposicdo dos eritrocitos com as
substancias isoladas (cardamonina e licochalcona A) ocorreu inducdo de hemolise. A
licochalcona A livre provocou 59,1% de hemdlise ap6s uma hora. Em estudo realizado por
Egler e Lang (2015) foi demonstrado que a licochalcona A provoca o encolhimento de
eritrocitos e migracdo na membrana celular com translocacdo de fosfatidilserina para a
superficie dos eritrocitos, causando hemdlise. Esse estudo corrobra com o resultado obtido,
justificando a hemdlise observada para a licochalcona A livre. Entreanto, a encapsulacdo da
licochalcona A em NLS diminuiu a taxa de hemdlise provocada pela substancia para 12,0%.

A cardamonina livre apresentou menor atividade hemolitica (44,9%) que a
licochalcona A. Entretanto, a encapsulacdo da substancia também reduziu a hemdlise para
9,6%. O baixo potencial hemolitico das NLS sugere que a nanoparticula diminui a interacdo

das substancias com componentes do sangue (EISSA et al., 2015).

Figura 47 — Atividade hemolitica da cardamonina, licochalcona A e NLS em eritrocitos
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Os valores representam a média + desvio padrédo (barras) dos ensaios em triplicata.
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com as NLS-B.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.7 ENSAIO ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO

Vérias substancias naturais possuem potencial efeito contra o S. mansoni
(MAGALHAES et al., 2009; DIAS et al., 2017; LAGO et al., 2018). Entre elas, podemos
citar a cardamonina e a licochalcona A como substancias esquistossomicidas (CARVALHO
et al., 2013; DE CASTRO et al., 2015; SOUZA et al, 2017). Com o auxilio da
nanotecnologia, espera-se ampliar essa atividade, reduzindo a quantidade de substancia
necessaria para a obtencdo da atividade esquistossomicida e aumentando a entrega das
substancias para o parasito.

Nesse sentido, as NLS-C e NLS-L foram avaliadas contra vermes adultos de S.
mansoni, nas concentragdes de 100, 50, 25 e 12,5 uM. Essas concentragdes foram escolhidas
baseadas nos ensaios esquistossomicidas in vitro descritos na literatura (MAGALHAES et al.,
2009; MAGALHAES et al., 2009; DE CASTRO et al., 2015). Além disso, para permitir
comparacdo dos sistemas nanoestruturado, também foram avaliadas as substancias livres nas
mesmas concentracdes (100, 50, 25 e 12,5 uM). As NLS-B foram utilizadas como controle
para verificar se a atividade esquistossomicida observada nos ensaios com as nanoparticulas
foi devida as atividades das substancias encapsuladas ou do nucleo lipidico. Para isso, foram
utilizados volumes de suspensdo coloidal de NLS semelhante ao utilizado para a NLS-C e
NLS-L. Ainda foram utilizados PZQ a 2 uM como controle positivo e meio RPMI 1640,
contendo ou ndo DMSO 0,5% como controles negativos.

De acordo com De Castro e colaboradores (2015), a atividade esquistossomicida da
cardamonina esta relacionada com a inibicdo da SmATPasel e com alteracbes tegumentares.
A substancia livre (Tabela 14) ocasionou mortalidade de 100% dos vermes adultos ap6s 24
horas na concentracdo de 25 uM, e de 50% apds 72 horas na concentracdo de 12,5 uM. O
resultado obtido foi semelhante ao ja descrito na literatura, onde também foi observada
atividade esquistossomicida da cardamonina na concentracao de 25 uM apdés 24 horas (DE
CASTRO et al., 2015).

A cardamonina encapsulada em NLS-C tambem ocasionou a morte de 100% dos
vermes adultos apo6s 24 horas de incubagdo, na concentracdo de 25 pM. Entretanto, na menor
concentragdo analisada (12,5 puM), a taxa de mortalidade foi menor do que a observada para
cardamonina livre, sendo alcancada apenas 10% de mortalidade. Contudo, houve uma
reducdo da atividade motora de 90% dos parasitos nessa concentragdo, que € um indicio de
danos ao parasito e importante fator, ja que danos na musculatura de helmintos representam

um interessante alvo terapéutico, como descrito para a ivermectina e curcumina (NOEL,
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2008; MAGALHAES et al., 2009). Portanto, as atividades esquistossomicidas in vitro da

cardamonina livre e encapsulada foram semelhantes.

Tabela 14 - Efeitos in vitro de cardamonina e NLS-C contra vermes adultos de S. mansoni

Periodo de . Reducéo da atividade motora (%)
Grupo incubacéo Mortalidade (%) Leve Significante
(h) M F M F M F
0,5% DMSO 24 - 72 0 0 0 0 0 0
PZQ 2 uM 24 -T2 100 100 0 0 100 100
NLS-B 24 0 0 0 0 0 0
50 - 100 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
Cardamonina Livre 24 100 100 0 0 100 100
100 M 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 100 100 0 0 100 100
50 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 100 100 0 0 100 100
25 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
12,5 uM 48 0 0 50 50 0 0
72 50 50 50 50 50 50
NLS-C 24 100 100 0 0 100 100
48 100 100 0 0 100 100
100 uM 72 100 100 0 0 100 100
24 100 100 0 0 100 100
50 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 100 100 0 0 100 100
25 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
12,5 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 10 10 90 90 10 10

Por outro lado, a licochalcona A livre (Tabela 15) ocasionou a morte de 100% dos
vermes adultos em 24 horas, na concentracdo de 100 pM. Em concentragdes menores de 25 e
50 pM, a substancia também ocasionou a morte de 100% dos parasitos, mas em um tempo
maior, 72 e 48 horas, respectivamente. N&o foi observada atividade esquistossomicida na
concentragdo de 12,5 pM. O resultado obtido é semelhante ao obtido por Carvalho (2013),

que também relatou atividade esquistossomicida in vitro da substancia na concentracdo de 25
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MM, porém em 24 horas. Em outro estudo esquistossomicida, foi relatado que a licochalcona
A apresentou LCsp = 9,12 uM (SOUZA et al., 2017).

A licochalcona A possui atividade esquistossomicida conhecida por provocar reducéo
da motilidade do parasito e danos no tegumento do parasito. Recente estudo revelou que a
licochalcona A provoca alteracGes tegumentares na concentragdo de 10 puM, como lise
tecidual e inchaco mitocondrial (SOUZA et al, 2017). Além disso, a substancia também é
conhecida por destruir e alterar a funcdo mitocondrial de Leishmania major e Plasmodium
falciparum, sendo um provéavel fator associado a mortalidade de parasitos (ZHAI et al., 1995;
MI-ICHI et al., 2005).

Tabela 15 - Efeitos in vitro de licochalcona A e NLS-L contra vermes adultos de S. mansoni

. I?eriodo gle Mortalidade (%) Reducéo da atividagle motora (%)
rupo incubagdo Leve Significante
(h) M F M F M F
0,5% DMSO 2472 0 0 0 0 0 0
PZQ 2 uM 2472 100 100 0 0 100 100
NLS-B 24 0 0 0 0 0 0
50 - 100 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
Licochalcona A livre 24 100 100 0 0 100 100
100 UM 48 100 100 0 0 100 100
H 72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
50 pM 48 100 0 0 100 100 0
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 80 0 0 0
72 100 0 0 0 100 0
24 0 0 0 0 0 0
12,5 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 10 0 0 0
NLS-L 24 0 0 0 0 0 0
48 100 100 0 0 100 100
100 uM 72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
50 uM 48 100 0 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 100 0 0 0 100 0
24 0 0 0 0 0 0
12,5 yM 48 30 0 0 0 30 0
72 50 0 0 0 50 0
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Conforme observado na tabela 15, as NLS-L também apresentaram atividade
esquistossomicida, provocando mortalidade de 100% dos parasitos na concentracao de 25, 50
e 100 uM. Porém, o tempo necessario para provocar essa mortalidade foi maior que o
observado com a licochalcona A livre. Tal fato deve-se a liberagédo controlada e prolongada da
nanoparticula, gerando atividade tardia em relacdo a substéncia livre. Em concentragdo menor
(12,5 uM), as NLS-L causaram a mortalidade de 30% dos parasitos em 48 horas e 50% em 72
horas, resultado melhor do que o observado para a licochalcona A livre nas mesmas
condigOes. Assim, ainda que pouco, as NLS-L potencializaram a atividade esquistossomicida
da substancia livre.

Por fim, as NLS-B ndo provocaram nenhuma mortalidade, sugerindo a mortalidade
observada nos estudos com nanoparticulas esta associada a presenca das substancias
encapsuladas (licochalcona A e cardamonina).

Além da mortalidade, os parasitos foram avaliados por microscopia de varredura
eletrbnica para identificacdo de danos tegumentares. A figura 48 mostra o tegumento de

vermes tratados com o controle negativo (DMSO 0,5%), recoberto por tubérculos e espinhos.

Figura 48 — Microscopia eletronica de varredura do tegumento dos parasitos utilizados como

controle negativo

Barras = 200 pm.
Fonte: Imagem gentilmente cedida pelo Nucleo de Enteroparasitos do Instituto Adolfo Lutz (IAL, Séo
Paulo, SP).
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Os efeitos da cardamonina, licochalcona A, NLS-C e NLS-L no tegumento também
foram avaliados por MEV. Tanto a cardamonina quanto a licochalcona A livres provocaram
danos e alteracdes na superficie tegumentar de vermes adultos machos de S. mansoni. A
cardamonina livre provocou colapso e ruptura do tecido, além de intensa desintegracdo de
tubérculos (Figura 49A). A licochalcona A também provocou intensa diminuicdo de
tubérculos e espinhos, achatamento de tubérculos e pequenas Ulceras no tegumento do
parasito (Figura 49 B). Os resultados observados estdo em conformidade com outros danos
tegumentares ja descritos na literatura para substancias esquistossomicidas (DE CASTRO et
al., 2015; SOUZA et al., 2017).

Quando encapsuladas, a cardamonina e a licochalcona A também provocaram
significativos danos no tegumento dos vermes adultos de S. mansoni. As NLS-C foram
capazes de provocar diminuicdo dos espinhos nos tubérculos, formacdo de vesiculas e
rompimento de alguns pontos do tegumento (Figura 49 C). Ja as NLS-L provocaram intensa
descamacdo no tegumento, achatamento de tubérculos, além da perca de espinhos (Figura 49
D). Em estudos com nanoparticulas destinadas ao tratamento da esquistossomose, ja foram
citados danos tegumentares semelhantes na literatura (GUIMARAES et al., 2014; EISSA et
al., 2015).

Assim, como o tegumento possui fungdes essenciais a vida do parasito, a analise do
tegumento revela fortes danos a integridade do parasito (SOUZA et al., 2017). Tanto as
substancias livres quanto encasuladas foram capazes de provocar esses danos, resultados
condizentes com a mortalidade observada no ensaio in vitro (DE MORAES et al., 2013b; DE
MORAES et al., 2014).
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Figura 49 — Microscopia eletronica de varredura do tegumento dos parasitos tratados

com cardamonina e licochalcona A livres, NLS-C e NLS-L

Sendo A = tegumento de parasito tratado com cardamonina livre; As setas indicam ruptura do tecido e
desintegracdo de tubérculos.
B = tegumento de parasito tratado com licochalcona A livre; As setas indicam desintegracdo do
tegumento e achatamento de tubérculos.
C = tegumento de parasito tratado com NLS-C; As setas indicam rompimento e vesiculas no tegumento.
D = tegumento de parasito tratado com NLS-L; As setas indicam descamac&o do tegumento e
achatamento de tubérculos.

Fonte: Imagem gentilmente cedida pelo Nucleo de Enteroparasitos do Instituto Adolfo Lutz
(1AL, S&o Paulo, SP).

4.8 ENSAIO IN VITRO DE PERMEABILIDADE DE NLS NO TEGUMENTO DE S.

mansoni

A permeabilidade de nanoparticulas é essencial para a ocorréncia da acdo, bem
como para a entrega das substancias nos locais corretos (WANG et al., 2009; JENA et
al., 2013). Para determinar a permeacdo de um sistema nanocarreador, uma das
alternativas € a utilizacdo de corantes fluorescentes nas nanoparticulas e observacéo da

fluorescéncia.
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As substancias fluorescentes absorvem radiacdo eletromagnética devido a sua
estrutura molecular. Geralmente compostos que possuem anéis aromaticos fluorescem
em grande intensidade e as moléculas alifaticas necessitam de duplas conjugadas para
fluorescer (SKOOG et al., 2006). O vermelho do nilo é um corante lipofilico que possui
muitas insaturacfes e aneis conjugados, o que confere a sua fluorescéncia. Este corante
pode ser excitado no comprimento de onda (A) igual a 450 a 560 nm e sua radiagdo pode
ser medida entre 500 a 750 nm. Além disso, possui alta afinidade com lipideos, sendo
utilizado para marcar nanoparticulas lipidicas solidas (JORES et al., 2005;
BATTAGLIA et al., 2010).

Assim, os parasitos recolhidos apds a incubacdo com NLS-RN foram dispostos
em laminas para microscopia e observados por microscopia confocal. Ap6s 1 hora de
exposicdo as NLS-RN, foi possivel visualizar fluorescéncia nos parasitos (Figura 50).
Observa-se que a fluorescéncia ficou delimitada ao tegumento e musculatura do
parasito, ndo atingindo o trato digestivo. Apos 2 horas de exposicdo as NLS-RN, os
parasitos continuaram fluorescentes (Figura 51), sendo que a fluorescéncia continuou

delimitada ao tegumento e musculatura do parasito, ndo atingindo o trato digestivo.

Figura 50 — Imagens demonstrando a fluorescéncia dos parasitos expostos a NLS-RN

por 1 hora, em microscopia confocal
B 300 um

300 pm

Microscépio confocal em filtro de excitagdo de A = 552 nm e observa¢ao da radiagdo em 578 nm, a 15
ms. Barras = 300 pm.
Fonte: Elaborada pela propria autora.



110

Figura 51 — Imagens demonstrando a fluorescéncia dos parasitos expostos a NLS-RN

por 2 horas, em microscopia confocal

A B
200 pum § 200 um

Microscopio confocal em filtro de excitagdo de A = 552 nm e observagdo da radiagdo em 578 nm, a 10
ms. Barras = 200 pm
Fonte: Elaborada pela propria autora.

Além disso, a andlise por microscopia de florescéncia em eixo z (Figura 52), na
qual foram realizados 47 andlises em camada, confirma o resultado anterior, sendo

facilmente distinguivel o limite do trato digestivo e a camada muscular do parasito.

Figura 52 - Imagens seriadas, em eixo z, de parasito tratado com NLS-RN, por 1 hora

em microscopia confocal

1 2 3
4 5 6

Microscopio confocal em filtro de excitagdo de A = 552 nm e observacdo da radiagdo em 578 nm, a 10
ms, seriadas (1-6) em eixo z. Barras = 200 pum.
Fonte: Elaborada pela propria autora.

Esses resultados demonstram que o sistema NLS é capaz de penetrar no parasito

e entregar substancias no tegumento e na camada muscular dos vermes adultos de S.
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mansoni. Considerando o tegumento e a camada muscular como importantes alvos
terapéuticos, a permeacdo da nanoparticula nessas estruturas permite o aprimoramento
da atividade esquistossomicida de muitas substancias, como a licoflavona A,
cardamonina, licochalcona A e PZQ (CARVALHO et al., 2015; DE CASTRO et al.,
2015; SOUZA et al., 2017).

4.9 ENSAIO ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO

Os ensaios esquistossomicidas in vivo foram realizados apenas com a
licochalcona A e NLS-L, porque essas apresentaram melhores resultados nos ensaios de
toxicidade, além da abundancia de amostra.

Durante a realizacdo dos ensaios in vivo, observou-se que a recuperagdo dos
parasitos em camundongos € uma etapa dificil e influenciada por vérios fatores. Por
exemplo, durante a perfusdo, muitos animais apresentaram sinais de uma infeccédo
ineficaz, apresentando figado com tamanho e coloracdo normais, além da auséncia de
granulomas. Tal fato justifica-se pela heterogeneidade da apresentacdo da doenca,
relacionada a imunidade inata efetiva na destrui¢do inicial do inoculo (FELICISSIMO,
2014). Além disso, em alguns casos, o proprio processo de perfusdo pode ter sido falho
na recuperacdo total dos parasitos. Para minimizar a influéncia desses animais no
experimento, os dados que apresentaram desvio padrdo maior que 5,0 ou ndo
apresentaram sinais hepaticos condizentes com a infeccdo foram removidos do grupo de
analise.

No experimento in vivo com administracdo via oral, ocorreram algumas perdas
durante o experimento, principalmente no periodo anterior ao inicio dos tratamentos.
Foram perdidos animais dos grupos sem tratamento, tratado com PZQ e tratados com
licochalcona A, entretanto todas as perdas ocorreram antes da administracdo dos
tratamentos. Assim, essa mortalidade pode estar relacionada com a da agressividade da
doenca (GRYSEELS; STRICKLAND, 2012). Apos o inicio dos tratamentos, 0s animais
ndo apresentaram nenhuma reagdo anormal. Os animais foram perfundidos e os vermes
foram recolhidos do mesentério e do figado. Os parasitos recolhidos de todos o0s grupos
de animais foram localizados em maior quantidade no mesentério do que no figado.

Assim, a tabela 16 mostra as médias e desvios-padrdo da recuperacdo dos
parasitos em cada grupo que recebeu o tratamento via oral. O grupo sem tratamento

(controle negativo) apresentou uma media de 12,14 + 2,73 parasitos por animal, sendo
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que 85,50% estavam distribuidos no mesentério. J& no grupo tratado com PZQ (controle
positivo), a recuperagdo de vermes foi muito baixa (0,86 £ 1,07) e, em alguns animais,
foi observada a cura parasitoldgica total (nenhum parasito foi encontrado). Dessa forma,
0s grupos controles mostraram o resultado esperado.

Ja nos animais que receberam tratamentos com licochalcona A livre foi possivel
encontrar grande quantidade de parasitos, 8 a 11 vermes por animal no grupo tratado
com dose Unica de 2,50 mg/Kg e 16 a 20 vermes por animal no grupo tratados com dose
dupla oral. Nesses grupos nao foi observada reducédo parasitaria quando comparados
com o0 grupo sem tratamento. Assim, nao foi possivel atribuir atividade
esquistossomicida in vivo a licochalcona A administrada via oral em dose Unica ou

dupla de 2,5 mg/Kg.

Tabela 16 — Recuperacao de parasitos apds tratamento oral

% Distribuic&o % de

Ndmero o reducéo de
N° de doses . Média de
Grupo Tratamento . de animais carga
administradas . vermes Figado | Mesentério o
avaliados . parasitaria
desvio padréo
**
Sem tratamento - - 7 12,14 + 2,73 14,50% 85,50% -

PZQ 400 mg/Kg Uma 7 0,86 + 1,07 33,33% 66,66% 93%
NLS-B 110 pL Uma 7 9,71 +4,23 13,06% 86,94% 20%
NLS-L 1,25 mg/Kg Uma 7 9,43+3,78 7,14% 92,86% 22%
NLS-L 2,50 mg/Kg Uma 7 12,57 + 4,47 16,32% 83,68% *
NLS-L 1,25 mg/Kg Duas 7 11,71+ 4,64 4,76% 95,24% 4%
NLS-L 2,50 mg/Kg Duas 7 8,57 + 3,26 4,76% 95,24% 29%

Licochalcona A 2,50 mg/Kg Uma 7 12,29 £ 2,50 25,94% 74,06% *
Licochalcona A 2,50 mg/Kg Duas 7 18,00 £ 2,65 10,59% 89,41% *

* Nesses grupos ocorreu aumento da carga parasitaria em relagéo ao grupo sem tratamento.
** Calculado em relagdo a média de recuperagdo de vermes e comparada com 0 grupo sem
tratamento.

Fonte: Elaborada pela propria autora.

Algumas substancias ja foram avaliadas in vivo por via oral contra vermes
adultos de S. mansoni. Um deles foram os sais de trifelnilfosfonio, que provocaram a
reducdo de 22% da carga parasitaria apos dose unica oral de 400 mg/Kg. Os autores
desse trabalho atribuiram a limitada atividade in vivo observada a baixa solubilidade

aquosa dos compostos testados (ERAKY et al., 2016). Como a licochalcona A também
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possui limitada solubilidade aquosa, esse pode ser um dos motivos da auséncia de
atividade observada para a substancia. Outro exemplo é a epiisopiloturina, que
provocou a reducdo de 70% da carga parasitaria em camundongos ap6s a administracdo
oral em dose unica de 40 mg/Kg (SPIVAK et al., 2014). O limoneno também reduziu a
carga parasitaria em 60,27% apds administracdo oral de dose unica de 100 mg/Kg
(GUIMARAES et al., 2015). Assim, diante desses exemplos, observa-se que a dose de
licochalcona A utilizada foi muito baixa quando comparada com outros experimentos,
sendo também uma possivel explicacdo para a auséncia de atividade esquistossomicida
observada via oral.

Em relacdo aos grupos tratados com a NLS-L, embora a maioria dos grupos
tenha apresentado reducdo da carga parasitaria, apenas um grupo apresentou resultado
diferente e estatisticamente significante quando comparado com o grupo controle sem
tratamento. O grupo que recebeu a dose dupla de 2,50 mg/Kg apresentou reducdo de
carga parasitaria de 29% (Figura 53) e foi observada uma média de 4 a 12 parasitos por
animal nesse grupo, com diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
sem tratamento (p < 0,05). Em estudo realizado por XIE e colaboradores (2010a), NLS
com PZQ administradas via oral, com dose igual a 30 mg/Kg, provocaram a reducdo da
carga parasitaria, revelando também a baixa dosagem utilizada nos tratamentos com
NLS.

Embora o grupo de NLS-L dose dupla de 2,50 mg/Kg tenha apresentado
diferenca estatistica quando comparado com o grupo sem tratamento, essa reducao
ainda é pequena e necessita de novas investigacdes com doses maiores (LAGO et al.,
2018). Contudo, as NLS possuem como caracteristica a possibilidade de proteger a
substancia de possivel degradacdo e a entrega de substancias em locais apropriados,
permitindo sua atividade (PIZZOL et al., 2014). Assim, como as NLS-L foram mais
eficazes na reducéo parasitologica do que a substancia livre, pode-se atribuir a atividade

observada a uma das vantagens em utilizar sistemas nanoencapsulados.
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Figura 53 — Grafico representando a carga parasitaria em média por grupo experimental

do estudo in vivo com administracéo oral
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* Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,05).
** Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,01).
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Por outro lado, o experimento in vivo via intraperitoneal ocorreu sem grandes
perdas de animais. A tabela 17 mostra as médias e desvios-padrdo da recuperacdo dos

parasitos em cada grupo de tratamento intraperitoneal.

Tabela 17 — Recuperacdo de parasitos apos tratamento via intraperitoneal

Sem tratamento | Sem tratamento - 5 24,20 £ 2,39 -
NLS-B 200 pL Cinco 5 23,20 £ 2,77 4%
NLS-L 5 mg/Kg Cinco 5 52%

Licochalcona A 5 mg/Kg Cinco 5 11,40 + 6,88 53%

* Calculado em relagdo a média de recuperacdo de vermes e comparada com o grupo sem tratamento.
Fonte: Elaborada pela propria autora.

O grupo sem tratamento (controle negativo) apresentou uma média de 24,20 +

2,39 parasitos por animal. A quantidade de vermes observados nesse grupo foi maior
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quando comparado com o grupo similar do tratamento oral, devido a quantidade de
cercarias utilizadas na infec¢dos dos animais ter sido em nimero maior. Dessa forma, o
grupo controle mostrou o resultado esperado.

Nos animais que receberam a licochalcona A livre (5 mg/Kg em doses
multiplas) foi possivel encontrar grande quantidade de parasitos (5 a 23 vermes por
animal). Além disso, foi observada uma reducdo estatisticamente significativa (p <
0,05) de 53% (Figura 54) da carga parasitaria quando comparada com 0 grupo sem
tratamento. Sendo assim, diferentemente do observado no tratamento oral, a
licochalcona A (5 mg/Kg) apresentou atividade esquistossomicida satisfatoria. Em
estudo anterior, a licochalcona A ja havia sido avaliada via intraperitoneal em dose
dupla de 50 mg/Kg e provocou a reducdo de 20% da carga parasitaria (FELICISSIMO,
2014). Assim, considerando que a dose administrada foi menor, mas em repetidas
vezes, o resultado obtido foi satisfatdrio.

Em outros estudos, outros compostos foram avaliados seguindo esquema
terapéutico semelhante ao proposto nesse trabalho. Em estudo de Sayed e colaboradores
(2008), 2-oxidos oxidiazélicos foram administrados 5 vezes por via intraperitoneal na
dosagem de 10 mg/Kg e provocaram a reducdo de 88% da carga parasitaria. A f-
lapachona também foi avaliada in vivo por administracdo intraperitoneal repetida (5
vezes) de 50 mg/Kg e reduziu 41% da carga parasitaria (AIRES ADE et al., 2014).
Assim, é importante ressaltar que a licochalcona A apresentou resultado satisfatério em
uma dosagem menor que as citadas em literatura, destacando o0 potencial
esquistossomicida da substancia.

Em relacdo ao grupo tratado com a NLS-L, foram recuperados de 6 a 16
parasitos por animal e observada diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
quando comparado ao grupo sem tratamento. Além disso, as NLS-L (5 mg/Kg)
provocaram a reducdo de carga parasitaria em 52% (Figura 53). A comparacdo entre 0s
grupos tratados com a licochalcona A livre e as NLS-L ndo demonstrou diferenca
significativa entre eles. Assim, tanto as NLS-L quanto a licochalcona A livre foram
eficazes na reducdo parasitolégica quando administradas via intraperitoneal em

esquema terapéutico de 5 doses a 5 mg/Kg.
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Figura 54 — Gréfico representando a carga parasitaria em média por grupo experimental

do estudo in vivo com administracdo intraperitoneal
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* Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela propria autora.

Além da avaliacdo da carga parasitaria, parasitos dos animais que receberam
NLS-RN intraperitoneal foram avaliados por microscopia de fluorescéncia. Apds 2
horas da administracdo foi possivel verificar a fluorescéncia caracteristica nos vermes
adultos, indicando que as NLS-RN ja haviam alcancado os parasitos (Figura 55). Esse
resultado demonstra que as nanoparticulas, quando administradas por via
intraperitoneal, alcancam o alvo desejado e permitem a entrega de substancias, podendo

potencializar a acdo de compostos esquistossomicidas (P1ZZOL et al., 2014; EISSA et

al., 2015).

Figura 55 — Parasitos recolhidos por perfusdo 2 horas ap6s a administracao in vivo

intraperitoneal de NLS-RN

A

A: Ventre de S. mansoni marcado com NLS-RN.
B: Ventosas oral e ventral de S. mansoni marcado com NLS-RN.
Barras = 100 um
Fonte: Elaborado pela autora
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Por fim, nas duas vias de administracdo avaliadas in vivo ndo houve diferenca
significativa entre a proporcdo de machos e fémeas recuperados durante a perfusédo dos
grupos. Além disso, ndo foi observada atividade esquistossomicida das NLS-B
indicando que a atividade observada pode ser diretamente relacionada a presenca da
licochalcona A nas nanoparticulas. Além disso, vale ressaltar que a dose de licochalcona
A utilizada nesse experimento foi muito inferior ao utilizado usualmente em
experimentos esquistossomicidas, 50 a 200 mg/Kg (LAGO et al., 2018). A utilizacdo
dessas dosagens baixas ocorreu devido a baixa concentracdo da licochalcona A nas
nanoparticulas, sendo administrada o volume maximo possivel pela via oral e
intraperitoneal, sem colocar o experimento e 0s animais em risco. Assim, a baixa
reducdo parasitaria observada, principalmente no tratamento via oral, pode estar

associada a baixa dosagem utilizada.

4.9.1 Oograma

A ovoposicao esta diretamente relacionada com o acasalamento dos parasitos ou
com a incapacidade da fémea em realizd-la. H& relatos de algumas substancias que
impedem ou diminuem a ovoposi¢cdo devido a inibicdo da enzima 3-hidroxi-
metilglutaril-coenzinaA redutase (CHEN; FOSTER; BENNETT, 1990; VERAS et al.,
2012).

Os animais sacrificados foram submetidos a analise qualitativa dos oogramas.
Foram considerados como alterados, os resultados em que ocorreram diferenca
significativa entre o nimero de ovos maduros e imaturos. A analise microscopica
(Figura 56 A-C) dos fragmentos intestinais demonstra que nenhum tratamento alterou o
desenvolvimento dos ovos e a 0voposicao.

Assim, a licochalcona A livre ou encapsulada em NLS ndo alterou a cinética de
ovoposi¢do do S. mansoni quando administradas via oral e intraperitoneal. Alteragdes
no oograma revelam a fecundidade dos vermes adultos de S. mansoni, sendo um indicio
de eficicia da substéncia. Esses resultados indicam que o mecanismo de acdo da

licochalcona A néo esta relacionado com a reproducéo dos parasitas.
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Figura 56 — Efeitos da licochalcona A e NLS-L no oograma de camundongos Swiss

infectados com S. mansoni

A: Ovo de S. mansoni recolhido de camundongos tratados com Licochalcona A (2,5 mg/kg x 2, via oral).
B-C: Ovos de S. mansoni recolhido de camundongos tratados com NLS-L (2,5 mg/kg x 2, via oral).
Aumento: 200 x em microscdpico 6ptico comum
Fonte: Elaborado pela autora



119

5 CONCLUSAO

Diante do exposto nesse trabalho, conclui-se que o0s procedimentos
experimentais realizados permitiram o isolamento da licochalcona A e da cardamonina
em poucas etapas. Essas substancias foram encapsuladas em NLS, produzindo sistemas
com tamanho médio de particula e potencial zeta satisfatorio, além de distribuicéo
homogénea.

As NLS obtidas mostraram-se em formato esférico no estudo de microscopia
eletrbnica e com boa estabilidade por 30 dias, quando mantidas a temperatura ambiente
e refrigeradas a 4 °C.

Os estudos de toxicidade das NLS mostraram que o nanosistema diminui a
atividade hemolitica e a toxicidade da licochalcona A e cardamonina, mantendo maior
viabilidade celular em macrofagos da linhagem J774.

O ensaio esquitossomicida in vitro revelou que a atividade da cardamonina livre
e encapsulada é a mesma quando encasulada em NLS. Ja a licochalcona A livre possui
atividade esquistossomicida in vitro inferior em relacdo a encapsulada. Tanto as
substancias livres quanto encapsuladas provocaram danos tegumentares em vermes
adultos de S. mansoni. Além disso, por meio de estudo com nanoparticulas marcadas
com fluorescéncia, foi comprovado que as nanoparticulas se distribuem pelo tegumento
e camada muscular do parasito.

Finalmente, o ensaio in vivo demonstrou que a licochalcona A livre nédo
apresentou atividade quando administrada via oral na dose de 2,5 mg/Kg. Entretanto,
esta substancia quando encapsulada e administrada por via oral na dose de 2,5 mg/Kg
foi capaz de reduzir cerca de 30% da carga parasitaria. Quando administradas via
intraperitoneal, tanto a licochalcona A livre quanto a encapsulada apresentaram
atividade esquistossomicida na dosagem de 5,0 mg/Kg, reduzindo em mais de 50% a
carga parasitaria. Em nenhum tratamento foram observadas alteragdes nos oogramas.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram o grande potencial do uso da
nanotecnologia associada a produtos naturais para o tratamento da esquistossomose.

Como perspectivas futuras desse trabalho, sdo recomendados alguns estudos de
farmacocinética e aprimoramento da formulacdo para permitir maior encapulamento de

substancis e utilizacdo de dosagens maiores em ensaios in vivo.
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