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Resumo

O cancer de mama € o tipo de doenga mais comum entre as mulheres
no mundo e no Brasil. Considerado o segundo mais prevalente depois do
cancer de pele nao melanoma. Os tratamentos disponiveis apresentam uma
série de efeitos adversos e sdo ineficazes em alguns casos. A arctiina (AC) e a
arctigenina (AG) sao lignanas, presente na espécie Arctium lappa L.
(Asteraceae), que possuem diversas atividades farmacoldgicas como
antioxidante, anti-inflamatdria, antiparasitaria e antitumoral. A complexacao
dessas moléculas com a B-ciclodextrina (BCD) pode auxiliar na atividade diante
de modelos bioldgicos, melhorando a solubilidade, a biodisponibilidade e
reduzindo a toxicidade. O presente trabalho tem como objetivo geral a
preparagao e caracterizagao dos nanoprecipitados hidrofébicos obtidos a partir
dos complexos de inclusédo arctiina/p-ciclodextrina (AC/BCD) e arctigenina/(3-
ciclodextrina (AG/BCD); e avaliagao da citotoxicidade desses compostos frente
as linhagens tumorigénicas de adenocarcinoma de mama humano (T47D,
MCF-7 e MDAMB-231). Para isto, os complexos de inclusdo foram produzidos
e caracterizados por espectrometria de infravermelho (IV), titulagédo
calorimétrica isotérmica (ITC), espalhamento de luz dindmico (DLS), medidas
de potencial zeta (PZ) e condutividade elétrica. Apds a caracterizagdo, a
citotoxicidade in vitro foi avaliada pelo ensaio padrao por brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolium (MTT). O complexo arctigenina/p-
ciclodextrina (AG/BCD) apresentou o melhor resultado in vitro, com redugao

significativa na viabilidade celular na linhagem de células de cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama, Arctium lappa L., arctiina, arctigenina,

ciclodextrina.



Abstract

Breast cancer is the most common type of disease among women in the world
and in Brazil. Considered the second most prevalent after non-melanoma skin
cancer. The available treatments have a number of adverse effects and are
ineffective in some cases. Arctine (AC) and arctigenine (AG) are lignans,
present in the species Arctium lappa L. (Asteraceae), which have several
pharmacological activities such as antioxidant, anti-inflammatory, antiparasitic
and antitumor. The complexation of these molecules with B-cyclodextrin (BCD)
can help in the activity before biological models, improving solubility,
bioavailability and reducing toxicity. The general objective of this work is the
preparation and characterization of hydrophobic nanoprecipitates obtained from
the inclusion complexes arctiine/B-cyclodextrin (AC/BCD) and arctigenine/B-
cyclodextrin (AG/BCD); and assessment of the cytotoxicity of these compounds
against the tumorigenic strains of human breast adenocarcinoma (T47D, MCF-7
and MDAMB-231). For this, the inclusion complexes were produced and
characterized by infrared (IR) spectrometry, isothermal calorimetric titration
(ITC), dynamic light scattering (DLS), zeta potential measurements (PZ) and
electrical conductivity. After characterization, in vitro cytotoxicity was evaluated
by the standard 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazolium (MTT)
bromide assay. The arctigenine/p-cyclodextrin complex (AG/BCD) showed the
best in vitro result, with significant reduction in cell viability in breast cancer cell

lineage.

Key words: breast cancer, Arctium lappa L., arctiin, arctigenin, cyclodextrin.
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1 INTRODUGAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O céncer de mama, assim como outras neoplasias malignas, resulta de
uma proliferagao incontrolavel de células anormais, que surgem em fungao de
alteragbes genéticas, sejam elas hereditarias ou adquiridas por exposi¢ao a
fatores ambientais ou fisiologicos. Tais alteracbes genéticas podem provocar
mudangas no crescimento celular ou na morte celular programada, levando ao
surgimento do tumor (BRASIL, 2013).

O cancer de mama é o segundo cancer mais prevalente no Brasil e possui
uma alta taxa de mortalidade. Os tratamentos mais utilizados s&o cirurgia,
radioterapia e quimioterapia (INCA, 2019). A cirurgia, além do sofrimento fisico,
gera ainda um sofrimento psicolégico e diminui a autoestima da paciente. Ja os
tratamentos com radioterapia e quimioterapia, sdo muitas vezes ineficazes e
possuem muitos efeitos adversos, como a perda de cabelo (CAMPELO;
ALVAREZ; LLORED, 2014).

Diante do descrito, a descoberta de novos principios ativos para o
tratamento do cancer de mama € necessaria. Os produtos naturais possuem
uma diversidade quimica unica, com diversas atividades farmacolodgicas,
desempenhando um papel de referéncia na descoberta de novos farmacos
(ALAMGIR, 2017; YUAN et al., 2016).

Embora o potencial farmacolégico dos produtos naturais seja promissor,
muitos exigem uma formulagdo especial para superar problemas como baixa
solubilidade, instabilidade em meio bioldgico, baixa biodisponibilidade e efeitos
adversos (RAWAT et al., 2006).

Nesse contexto, para superar todos esses problemas, diversas
propostas sobre os novos métodos de encapsulamento de farmacos,
geralmente baseados em nanosistemas, com a formagédo de nanoparticulas,
tem sido relatadas na literatura (CABAN et al., 2014).

No presente trabalho, foram utilizadas duas moléculas, arctina e
artigenina, obtidas a partir dos frutos da espécie Arctium lappa L. por Dias,
2013. Ambas possuem efeito antitumoral para o cancer de mama demonstrado

em alguns estudos, porém possuem baixa solubilidade em agua e necessitam
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de formulacdo especial para serem utilizadas no meio biologico (CAl et al.,
2018; JIN et al., 2018). Para isso, foram preparados nanoprecipitados
hidrofébicos a partir dos complexos de inclusdo arctiina/p-ciclodextrina e
arctigenina/p-ciclodextrina, por meio de wuma técnica simples de
nanoprecipitacdo (BITTENCOURT et al., 2019; DENADAI et al., 2012;
MOREIRA et al., 2018).

A escolha da B-ciclodextrina, foi baseada em diversas vantagens que
possui, como seu alto nivel de biocompatibilidade, podendo se complexar com
diferentes tipos de moléculas, sua disponibilidade e baixo custo (PINHO et al.,
2014).

Para comprovar a formagdo dos complexos de inclusdo, foram
realizadas analises de caracterizacao fisico-quimica, como espectrometria de
infravermelho (1V), titulagdo calorimétrica isotérmica (ITC), espalhamento de luz
dinamico (DLS), potencial zeta (PZ) e condutividade elétrica. A verificagao da
citotoxicidade dos compostos in vitro para linhagens normais e tumorigénicas
do cancer de mama, foi realizada através do ensaio com brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolium) (MTT).

1.2 CANCER DE MAMA

O cancer de mama ¢é o tipo de doenca mais comum entre as mulheres
em todo o mundo (SALEHINIYA; GHONCHEH; POURNAMDAR, 2016). Ja nos
homens, € uma doencga rara, acometendo apenas 1% de todos os canceres de
mama (SANGUINETTI et al., 2016).

Em 2018, no mundo, o numero de novos casos foi de 2.088.849,
correspondendo a 11,6% de todos os canceres (figura 1) e 626.679 mortes,
com incidéncia de 46,3 pessoas por cada 100.000 habitantes e mortalidade de
13 pessoas por cada 100.000 habitantes (GLOBOCAN, 2018).
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Figura 1. Numero de novos casos de cancer em 2018, no mundo, ambos os

sexos e todas as idades.

Outros canceres
7 753 946 (42.9%)

Pulméo
2093876 (11.6%)

Mama
2 088849 (11.6%)

Intestino

1849 518 (10.2%)
Prostata
1276 106 (7.1%)
Utero Estdmago
569 847 (3.2%) 1033 701 (5.7%)
Esodfago Figado
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total: 18 078 957 cases

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN, 2018.

No Brasil, depois do cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama é

o0 segundo cancer mais prevalente, com percentual de 29% de novos casos
todos os anos (INCA, 2019). Entre 1980 e 2016, as taxas padronizadas de

mortalidade por cancer de mama no Brasil, variaram de 9,2 6bitos a 12,4 6bitos

por 100 mil mulheres, o que representa um aumento de 33,6% em 35 anos de

observagéo (figura 2).
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Figura 2. Taxas de mortalidade por cancer de mama, padronizadas por idade,

sexo feminino, Brasil, de 1980 a 2016.

Taxa de mortalidade (/100 mil)

1982 784 1986 1788 F90 1992 774 1996 1598 200/ 2002 004 2006 2008 2010 2012 2014

Ano dec obito

Fonte: (INCA, 2019).

Em 2017, no Brasil, o numero de mortes relacionadas ao cancer de
mama foi de 16.724 mulheres e 203 homens (INCA, 2019).

A incidéncia de cancer de mama nos paises desenvolvidos é maior,
enquanto a mortalidade relativa € maior nos paises menos desenvolvidos. O
alto indice de mortalidade ocorre devido ao grande numero de diagnosticos
realizados em estagios avangados da doenga, sendo necessario aumentar a
conscientizagdo sobre os fatores de risco e a detecgéo precoce (SALEHINIYA;
GHONCHEH; POURNAMDAR, 2016).

O aumento dos casos de cancer, assim como 0 aumento nas taxas de
mortalidade indicam a necessidade de intervencdo com medidas de controle

mais efetivas bem como a busca por novos compostos para o tratamento.

1.2.1 Fatores de risco

Os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento do cancer
de mama sao envelhecimento, histérico familiar de cancer em parentes de
primeiro grau, fatores reprodutivos, exposicdo estrogénica, estilo de vida e
obesidade (KAMINSKA et al., 2015).

Envelhecimento: Além do sexo, o envelhecimento € um dos mais

importantes fatores de risco para o cancer de mama, porque sua incidéncia
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esta altamente relacionada ao aumento da idade. Na América, durante o ano
de 2016, aproximadamente 99,3% e 71,2% de todas as mortes por cancer de
mama, foram relatadas em mulheres acima de 40 e 60 anos de idade,
respectivamente (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019; SUN et al., 2017).

Historico familiar: Quase 25% de todos os casos de cancer de mama
sao relacionados ao histérico da familia. Mulheres, cuja mée ou irma tem um
cancer de mama sao mais propensas a desenvolver a doenga (BREWER et al.,
2017).

Fatores reprodutivos: Menarca precoce, menopausa tardia, idade tardia
da primeira gravidez e baixa paridade podem aumentar o risco de cancer de
mama. A cada um ano de atraso na menopausa, o risco de cancer de mama
aumenta em 3%. A cada um ano de atraso na menarca ou cada parto
adicional, diminui o risco de cancer de mama em 5% a 10%, respectivamente
(DALL; BRITT, 2017).

Exposicao estrogénica: Tanto os estrégenos enddgenos quanto os
exdgenos, sdo associados ao risco de cancer de mama, pois estimulam a
producao de fatores de crescimento promovendo o desenvolvimento do tumor.
O estrogénio endoégeno € geralmente produzido pelo ovario em mulheres na
pré-menopausa (KEY, 2013). As principais fontes de estrogénio exdgeno sao
0s contraceptivos orais e terapia de reposi¢cao hormonal (TRH). A TRH envolve
administragao de estrogénio exdégeno ou outro horménio para a menopausa ou
pos-menopausa em mulheres (SUN et al., 2017).

Estilo de vida: O consumo de alcool pode elevar o nivel de estrogénio no
sangue, aumentando o risco de cancer de mama (SUN et al., 2017). Evidéncias
demonstram que fumar aumenta o risco de ocorréncia da doenca, a duragcao
mais longa, o aumento da quantidade e a idade de inicio do tabagismo estdo
associados ao alto risco de cancer de mama. Pesquisas demonstram que a
fumaca de cigarro induz alteragdes nas células epiteliais da mama
(CATSBURG; MILLER; ROHAN, 2015; KISPERT; MCHOWAT, 2017).

Obesidade: A obesidade também pode aumentar o risco de cancer de
mama, principalmente devido a maior producdo de estrogénio pelo tecido
adiposo (DEGLISE et al., 2019)

Os fatores de risco para o cancer de mama representam importantes

indicadores para o prognostico da doenga, e assim estdo diretamente
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relacionados a sobrevida dos pacientes (NELSON et al., 2012). Quando esses
fatores sao identificados, auxiliam a elaboragao e implementagao de programas
educativos, de promogao a saude e controle da doenca (BORGHESAN;
PELLOSO; CARVALHO, 2008).

1.2.2 Patogenia

O cancer de mama consiste em um grupo de doencgas biologicamente e
molecularmente heterogéneas originarias da mama. Geralmente, ele comeca
nas células do epitélio que reveste a camada mais interna do ducto. O termo
carcinoma in situ se refere a uma proliferagdo neoplasica de células epiteliais
que esta limitada aos ductos e l6bulos pela membrana basal. O carcinoma
invasivo é aquele que infiltra a membrana basal e se desenvolve em meio ao
estroma. Nesses casos, as células tém potencial para invadir a vascularizagao
e, consequentemente, atingir linfonodos regionais e sitios distantes. De acordo
com as caracteristicas patolégicas e de invasividade, o cancer de mama pode
ser dividido em trés grupos: carcinoma ductal in situ ou nao invasivo (CDIS),
carcinoma invasivo sem outras especificagdes e carcinoma lobular invasivo
(CLI) (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Carcinoma Ductal in situ ou néo invasivo (CDIS): representa de 15 a
30% de todo cancer de mama diagnosticado (RUSSO, 2016). E caracterizado
histologicamente pela proliferagdo anormal de células epiteliais malignas que
sdo delimitadas pela membrana basal dos ductos de leite do tecido mamario.
Essas células se acumulam no interior dos ductos e se expandem sem
evidéncias de invaséo ao estroma circundante, permanecem no lugar, por isso
o nome in situ. Embora o CDIS nao seja invasivo, possui alto potencial para se
tornar invasivo, portanto, o tratamento precoce é necessario e de grande
importancia para alcangar a cura da doenca ou impedir sua progressao
(ALLRED, 2010; VIRNIG et al., 2010). O CDIS progride para doencga invasiva
em 20-50% dos casos; embora nao seja possivel prever com precisdo quais
casos progredirdo e quais ndo (LISA, 2015).

Carcinoma invasivo sem outras especificacées: E o tipo mais comum de
cancer de mama com cerca de 75% de todos os canceres de mama invasivos.

Caracteriza-se por iniciar-se nos ductos de leite, crescem localmente ou
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atingem outros 6rgados do corpo. Possui massas firmes, duras, bem a mal
definidas e com difentes tamanhos, de milimetros a muitos centimetros. Em
70% a 80% dos casos mostram positividade para o receptor de estrogénio (RE)
e 15 a 30% para o receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2) (CORBEN, 2013).

Carcinoma Lobular Invasivo (CLI): Compreende aproximadamente 10%
de todos os canceres de mama (SLEDGE, 2016). Histologicamente, é
caracterizado pela presenga de células tumorais pequenas e relativamente
uniformes crescendo isoladamente nos I6bulos mamarios. Cresce em um
padrao mais difuso com menor formacédo de tumores sdlidos densos, sendo
muitas vezes, mais dificil de detectar por radiografia em seus tumores primarios
e em locais metastaticos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016; RUSSO, 2016).

Quando ocorrem metastases, o cancer € em grande parte incuravel,
exceto quando ocorrem casos locorregionais operaveis. Metastases a distancia
estao diretamente relacionadas as baixas taxas de sobrevida de pacientes com
carcinoma mamario (JUNG et al., 2012). Metastases de cancer de mama
podem ser encontradas nos linfonodos da axila e/ou em locais distantes como
pulméo, figado, ossos e cérebro. Mesmo apds a remogao do tumor, células
tumorigénicas podem aparecer pelo corpo através de micrometastases,
permitindo que o cancer retorne e volte disseminar (FENG et al., 2018). De 20
a 30% dos pacientes evoluem para doenca metastatica apés a remocéao
cirurgica primaria do tumor. Uma vez que os pacientes apresentam cancer de
mama metastatico, o objetivo de seu tratamento é manter a qualidade de vida e
prolongar a sobrevida (TSUJI; PLOCK, 2017)

Além dos tipos diferentes de cancer de mama identificados com base em
critérios de caracteristicas patoldgicas e invasividade, a outra classificacao
para a doenga, ocorre pela auséncia ou presenca da superexpressao dos
receptores hormonais e receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(WAKS; WINER, 2019).

A mama feminina € uma glandula especializada que passa por ciclos
repetidos de alteracbes induzidas por fator de crescimento e horménios que
definem as diferentes fases do desenvolvimento mamario. A desregulacdo

dessa biologia complexa leva a um grupo diversificado de cancer da mama,
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conectados inerentemente a sinalizagao hormonal ou por fator de crescimento
(HAMMER; MCPHEE, 2016).

O cancer de mama consiste em trés principais subtipos de tumor,
categorizados de acordo com a superexpressao dos Receptores de Estrogénio
(RE), Receptor de Progesterona (RP) e Receptor 2 do Fator de Crescimento
Epidérmico Humano (HER2) (RUSSO, 2016; WAKS; WINER, 2019).

A amplificagdo do gene receptor 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HERZ2) gera como produto, proteinas que atuam como receptoras de
fatores de crescimento. Essas proteinas sdo comuns em canceres de mama
nao-invasivos e invasivos, sendo sua superexpressdo responsavel pelo
crescimento e divisdo de células cancerigenas de forma descontrolada
(HAMMER; MCPHEE, 2016).

De acordo com a auséncia ou presenga da superexpressao dos
receptores citados, o cancer de mama é classificado em quatro subtipos
moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2 amplificado e Basal ou triplo
negativo (RUSSO, 2016). Um resumo dos subtipos moleculares do cancer de
mama pode ser visto na Tabela 1.

Os subtipos luminais A e B tém denominagdo advinda da similaridade
que as células neoplasicas desses grupos possuem com as células mamarias
normais, que ficam em contato direto com o lumen dos ductos mamarios, as
chamadas células luminais (SOTIRIOU et al., 2003).

Subtipo luminal A: Representa cerca de 60% dos casos de carcinomas
de mama, e apresenta, em relacdo aos demais, o melhor progndstico. Séo
tumores com baixa proliferacdo, positivos para receptor de estrogénio (RE)
elou receptor de progesterona (RP), e negativos para amplificagdo e/ou
superexpressao de HER2 (CIRQUEIRA et al., 2011).

Subtipo luminal B: Comparado ao subtipo luminal A, possui maior indice
de proliferacao celular, esta associado a um maior risco de recorréncia e a uma
menor sobrevida. Sdo tumores com alta proliferacéo, positivos para receptor de
estrogénio (RE) e/ou receptor de progesterona (RP), e negativos ou positivos
para amplificagdo e/ou superexpressdo de HER2 (HARBECK; GNANT, 2017;
RUSSO, 2016).

Subtipo HERZ2 amplificado: Possui o segundo pior progndstico em

relacdo aos demais. S&o tumores negativos para receptor de estrogénio (RE) e
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progesterona (RP), e positivos para amplificacdo e/ou superexpressao de
HER2 (CIRQUEIRA et al., 2011; RUSSO, 2016).

Subtipo basal ou triplo negativo: Representa 15-25% dos casos de
cancer de mama, é caracterizado por um perfil de expressdo semelhante ao
das células mamarias normais mioepiteliais. Sdo tumores negativos para
receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e negativos para
HER?2.

epidemioldgicas e clinico patoldgicas distintas de outros subtipos. Apresentam

amplificacdo e superexpressdao de Possuem caracteristicas
recidivas frequentes e precoces com localizagbes viscerais. Apesar de uma
relativa sensibilidade a quimioterapia, o prognostico € o pior comparado aos

outros subtipos (BERTUCCI; FINETTI; BIRNBAUM, 2011).

Tabela 1. Classificacdo de subtipos moleculares do cancer de mama.

Subtipo Receptor de | Receptor de Receptor 2 do Fator de
molecular Estrogénio | Progesterona| Crescimento Epidérmico
(RE) (RP) Humano (HER2)
Luminal A + e/ou + -
Luminal B + e/ou + +/-
HER2 amplificado - - +
Basal ou triplo - - -
negativo

Fonte: Adaptado de RUSSO, 2016.
1.2.3 Tratamento
O tratamento do cancer de mama depende do estagio de
desenvolvimento e localizagdo do tumor, consiste em cirurgia e radioterapia
como tratamento local; e quimioterapia, terapia antiestrogénica e terapia alvo
como tratamento sistémico (INCA, 2019). O cancer de mama precoce, sem a
presenca de metastases distantes € uma doenca potencialmente curavel,
devido principalmente a remog¢ao cirdrgica do tumor, aliado a um tratamento
eficaz.
Cirurgia: Pode ser conservadora, quando apenas uma parte da mama é

retirada, ou radical, quando toda a mama é retirada, sendo possivel realizar

posteriormente, a reconstrugdo mamaria. Embora o beneficio da cirurgia esteja
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bem documentado, em alguns casos como no tumor triplo ou HER2
amplificado, a terapia sistémica primaria € a mais adequada (HARBECK;
GNANT, 2017; SUN et al., 2017). Apos a cirurgia, o tratamento adjuvante
sisttmico e/ou local também tem por objetivo eliminar possiveis
micrometastases. (INCA, 2019).

Radioterapia: E um dos principais tratamentos para o cancer de mama,
desempenhando um papel importante no tratamento de 40% dos pacientes que
sdo curados. E um método altamente eficaz para o tratamento paliativo e
controle dos sintomas em casos avancados ou recorrentes. Embora o efeito
benéfico da radioterapia esteja bem documentado, esse tratamento pode estar
relacionado a varias complicagdes, que podem afetar a qualidade de vida e
sobrevida do paciente, como danos cardiacos e pulmonares, linfedema,
plexopatia braquial e mobilidade do ombro prejudicada (GANTCHEW, 2010;
SENKUS-KONEFKA; JASSEM, 2006).

Quimioterapia: Tem como objetivo geral causar a morte de células
tumorigénicas ou inibir sua proliferagdo e metastase, no entanto, na maioria
dos casos, nao € possivel administrar os farmacos separando efeitos
antitumorais, da toxicidade normal do tecido, gerando como consequéncia uma
diversidade de efeitos adversos. A curto prazo, podem ocorrer febre, infeccéo,
neutropenia, trombocitopenia, desidratacido, disturbios eletroliticos, nausea,
vobmito, diarréia, anemia, trombose venosa profunda, embolia pulmonar e
desnutricdo. A longo prazo, podem causar toxicidade cardiaca, leucemia
secundaria, desfungdes cognitivas e neurotoxicidade (AZIM et al, 2011;
CHABNER; LONGO, 2019; HASSETT et al.,, 2006; KAISER; BLEDOWSKI;
DIETRICH, 2014).

Terapia antiestrogénica: Consiste no o uso de moduladores seletivos
dos receptores de estrogénio, infrareguladores seletivos dos receptores de
estrogénio e inibidores da aromatase (BRUNTON et al., 2010; RANG et al.,
2016).

e Moduladores seletivos dos receptores de estrogénio: Ligam-se ao
receptor de estrogénio e exercem efeitos estrogénicos ou
antiestrogénicos, dependendo do érgao especifico. Além de seus

efeitos antagonistas sobre o estrogénio no céancer de mama,
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alguns também exercem efeitos agonistas estrogénicos em outros
tecidos (BRUNTON et al., 2010; RANG et al., 2016).

e Infrareguladores seletivos dos receptores de estrogénio: Também
denominados “antagonistas puros”, ligam-se ao receptor de
estrogénio bloqueando competitivamente a ligagdo do estrogénio
e suprimindo a expressao dos genes dependentes desse
horménio (BRUNTON et al., 2010; RANG et al., 2016).

e [nibidores da aromatase: Inibem a aromatase, a enzima envolvida
na etapa final de conversdo dos androgénios em estrogénios.
Diminuindo assim o nivel desse hormdnio no sangue (BRUNTON
et al., 2010; RANG et al., 2016).

Os efeitos adversos da terapia antiestrogénica incluem risco de cancer
de endométrio, causando fenémenos tromboembdlicos, fogachos, retencao
hidrica, amenorreia, alteracdo do ciclo menstrual, corrimento vaginal,
sangramento vaginal, cancer do colo uterino, ndusea, perda de peso, mudanca
de humor, depressao, osteoporose e problemas cardiacos (LEAL; CUBERO;
DEL GIGLIO, 2010).

Anticorpos monoclonais: E um tratamento direcionado, que procura
afetar as células do céncer de maneira seletiva, com base em caracteristicas
moleculares especificas. No cancer de mama, o anticorpo monoclonal liga-se
ao receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) impedindo
sua superexpressao e além disso, também sao capazes de promover a morte
celular por outros mecanismos. Devido a especificidade da terapia, os efeitos
adversos sdo menores quando comparados aos outros tratamentos
(CHARLTON; SPICER, 2016; RANG et al., 2016).

Os moduladores seletivos dos receptores da progesterona sé&o
substancias sintéticas derivadas dos esteroides que tém a capacidade de
ocupar os receptores da progesterona e passam a ter agdo como antagonista
ou agonista dependendo do tecido alvo. S&o pouco utilizados para o cancer de
mama, pois apresentam muitos efeitos adversos, como alteragdes
endometriais, sangramento vaginal e propriedades abortivas (DANIEL;
HAGAN; LANGE, 2011; SILVA; LARA, 2011).
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1.2.4 Produtos naturais com efeito antitumoral para o cancer de mama

A utilizacdo de plantas medicinais ocorre desde a antiguidade, sendo a
base do tratamento de muitas doengas ao redor do mundo. As plantas sao
capazes de produzir diversos metabodlitos secundarios como terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides, que sao ricas fontes de compostos bioativos
(CHEUNG, 2015).

Os metabdlitos secundarios possuem efeitos benéficos a saude e bem-
estar do homem e dos animais, sao produzidos pelas plantas e podem atuar
como defesa contra doengas, predadores, radiagdo ultravioleta e parasitas,
assim como facilitar processos reprodutivos e para a competicdo entre
espécies (CHEUNG, 2015).

Na figura 3, encontram-se alguns dos mais relevantes compostos com
efeito antitumoral para o céncer de mama como curcumina, capsaicina,
licopeno, sauchinona, genipina, denbinobina e secoisolariciresinol diglucosideo
(KO; MOON, 2015). Dentre esses compostos, podemos destacar o
secoisolariciresinol diglucosideo, pertencente a classe das lignanas, a mesma
dos compostos arctiina e arctigenina presentes no estudo (CALADO, 2018,
CHEN et al., 2009).
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Figura 3. Alguns compostos naturais e derivados com efeito antitumoral para o

cancer de mama.
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Fonte: Adaptado de KO; MOON, 2015; SETCHELL et al., 2014.

As lignanas sao compostos fendlicos, formadas pelo acoplamento de
dois residuos de alcool coniferilico, amplamente distribuidas no reino
vegetal. Existem dois tipos gerais de lignanas, aquelas encontradas em
plantas, como secoisolariciresinol diglucosideo, arctiina e arctigenina; e as
lignanas de mamiferos, enterodiol e enterolactona (figura 4), que sdo formadas
no trato intestinal pela agdo bacteriana sobre precursores da lignana vegetal
(SETCHELL et al., 2014).

As ligananas de mamiferos sdo estruturalmente semelhantes ao
estrogénio e funcionam como antiestrogénicos, permitindo sua ligagdo aos
receptores celulares e inibindo o crescimento de células cancerigenas
(CALADO et al., 2018; MILDER et al., 2007). Além do efeito antiproliferativo, a
ingestao de lignanas esta associada a um efeito profilatico, com menores riscos

do desenvolvimento do cancer de mama (JUNG et al., 2012).
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Figura 4. Estrutura das enterolignanas.
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Fonte: (KUIJSTEN et al., 2005)
1.3 A ESPECIE Arctium lappa L. (Asteraceae)

A Arctium lappa L. € uma espécie de origem europeia, pertencente a
familia Asteraceae, conhecida mundialmente e propagada espontaneamente
por todo o Brasil (LIMA et al., 2006). Segundo o Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira, a planta possui sinbnimos como Arctium chaorum
Klokov e Lappa major Gaernt. A utilizagdo das raizes por decocgao € indicada
como antidispéptico, diurético e anti-inflamatério (BRASIL, 2011).

No Brasil € popularmente conhecida como: bardana, bardana maior,
pegamaco, orelha de gigante e erva de tinhosos (QUATTROCCHI, 2000). E
uma planta herbacea, perene, que cresce espontaneamente nos campos e
onde ha solos ricos de matéria organica, sendo considerada muitas vezes
planta invasora (LORENZI; MATOS, 2002). Possui raizes delgadas, finas,
afiladas, com até 1,20 metros de comprimento, geralmente marrom por fora e
branca na parte interna, podendo atingir até 3 metros de altura (LIM, 2015).

Possui folhas grandes, alternadas e cordiformes que tém um longo
peciolo, sendo pubescentes na parte inferior. As folhas inferiores sdo maiores
que as superiores, possuindo hastes longas e solidas. As flores florescem
sempre no verdo, sao arroxeadas e agrupadas em capitulos globulares,
rodeados por invélucros que se curvam formando um gancho. Os frutos séo
aquénios, longos e com papus curtos (figura 5). A planta armazena a maior
parte dos nutrientes durante o primeiro ano (EL-DARIER; SALAMA, 2016;
KORIEM et al., 2016).
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Figura 5. Folhas e frutos da Arctium lappa L. (Asteraceae)

Fonte: Autora, 2020. Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Farmacia -

UFJF

A Arctium lappa L. tem sido usada terapeuticamente na Europa, na
América do Norte e na Asia por centenas de anos. A raiz é a parte mais
utilizada com fins terapéuticos, embora as folhas, frutos e sementes também
sejam utilizados (CHAN et al., 2011).

Diversos estudos comprovam sua eficacia terapéutica, que possui efeito
hepatoprotetor (PREDES et al., 2014), anti-inflamatério e antialérgico (SOHN et
al., 2011), antioxidante (LIU et al., 2014), anti-proliferativo (MACHADO et al.,
2012), antidiabético (AHANGARPOUR et al., 2017) e anti-ulcerogénico (LI et
al., 2016).

Estudos fitoquimicos revelam a presenga de diversos metabdlitos
secundarios em diferentes partes da planta. As lignanas, arctiina e arctigenina,
sdo encontradas nas folhas, frutos, sementes e raizes; os terpendides, como
beta-eudesmol, sdo encontrados nos frutos; polifendis, acido cafeico e acido
clorogénico, sdo encontrados nas folhas e raizes; frutoses e esteroides, sao
encontrados nas raizes (CHAN et al., 2011). Além da arctiina e seu glicosideo
arctigenina, as sementes contém menores concentracdes das lignanas
matairesinol, secoisolariciresinol e neoarctin (BARCELOUX, 2008). Alguns

acidos fendlicos, em particular o acido cafeico, acido clorogénico e cinarina
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foram identificados nas sementes; os flavonoides luteolina e quercetina, foram
identificados nas raizes; e flavonoides nas folhas (FERRACANE et al., 2010).

1.3.1 Arctiina e arctigenina

As lignanas arctiina e arctigenina (figura 6) sdo metabdlitos secundarios
muito presentes na Arctium lappa L, possuindo uma variedade de atividades
biolégicas (BARCELOUX, 2008; CHAN et al., 2011). Os efeitos anti-inflamatério
e antioxidante tém sido atribuidos a essas lignanas predominantes em raizes e
frutos da planta (LIMA et al., 2006). Possuem atividade antiviral in vitro potente
contra o virus Influenza A (HAYASHI et al., 2010).

A atividade antiparasitaria das duas lignanas é citada na literatura contra
Dactylogyrus intermedius (Monogenea) em peixes dourados (Carassius
auratus) (WANG et al., 2009).

As duas moléculas podem ser obtidas pela extracao e isolamento, sendo
que a arctigenina também pode ser obtida através da hidrdlise acida da
arctiina, onde a molécula de glicose é retirada, dando origem a arctigenina,
uma dibenzibutirolacténica, com dois anéis aromaticos e um anel lactonico

presentes em sua estrutura (GAO et al., 2008).

Figura 6. Estrutura da arctiina (arctigenina-4-glicosideo, C,7H34011) €
arctigenina (C21H2405).

: HO
OcHy OCH,4

OH

Arctiina Arctigenina

Fonte: (BARCELOUX, 2008).
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Arctiina: O estudo de Bae et al. (2014) sugere efeito antioxidante da
arctiina, demonstrado por meio da prote¢cao na disfungao celular induzida por
especies reativas de oxigénio em células da papila dérmica de cabelo, sendo
util na prevencgao e tratamento da alopecia.

Li, Jing et al. (2017) verificaram que a arctiina pode atenuar a hipertrofia
cardiaca pelo bloqueio das vias de sinalizagdo intracelular, das proteinas
quinases ativadas por mitdgenos e da proteina quinase B.

O estudo de Min et al. (2014) demonstrou que a arctiina foi capaz de
inibir a adipogénese nas células adipocitas 3T3-L1 e diminuir o peso corporal
em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, sugerindo um efeito
benéfico na prevengao da obesidade.

Seu efeito quimiopreventivo foi investigado na retinopatia diabética
induzida pela estreptozotocina em ratos, sendo que os resultados
comprovaram uma diminui¢cao no nivel de hemoglobina glicosilada em todos os
grupos tratados com arctiina quando comparado com o grupo controle, e o
nivel sérico de glicose também foi diminuido nos ratos tratados com a maior
dose de arctiina. Além disso, o tratamento com arctiina melhorou o edema
retiniano, o desprendimento da retina e a expressado do fator de crescimento
endotelial vascular na retina, detectada por meio de exames histologicos e
imunoquimicos. Juntos, esses achados demonstram que a arctiina diminui a
gravidade das complicagdes diabéticas, demonstrando a importancia desse
composto como inibidor da retinopatia diabética (LU et al., 2012).

Seu efeito anti-inflamatério foi verificado em um estudo, onde a arctiina
foi capaz de suprimir a indugdo de macréfagos capazes de secretar Oxido
nitrico e uma série de citocinas pro-inflamatérias (KIM et al., 2011).

Um estudo realizado por Matsuzaki et al.(2008) revela a agédo anti-
proliferativa da arctiina, responsavel por inibir o crescimento celular em cancer
de mama através da regulagem negativa na expressao da proteina ciclina D1,
presente em varios tipos de células tumorigénicas humanas.

Arctigenina: Estudos sugerem que a arctigenina € capaz de modular as
respostas imunes do organismo, beneficiando o tratamento de diversas
doencas. Possui efeito anti-inflamatério, observado pela supressdo na
producéo de 6xido nitrico em macréfagos estimulados por lipopolissacarideos,

inibindo fortemente a expressdo da atividade enzimatica da o6xido nitrico
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sintetase e a secrecado de citocinas pro-inflamatérias, como fator de necrose
tumoral alfa (CHO et al., 2004; ZHAO; WANG; LIU, 2009).

Como agente antitumoral, a arctigenina foi estudada por Awale et al.
(2006), a lignana foi capaz de causar 100% de citotoxicidade em células
cancerigenas desprovidas de nutrientes. Em ensaios in vivo, demonstrou
suprimir fortemente o crescimento do tumor pancreatico em camundongos
desprovidos de nutrigao.

Um estudo revelou a inibigdo da viabilidade das células tumorigénicas do
cancer de mama, MCF-7, quando tratadas com arctigenina. Além disso, os
efeitos sinérgicos entre arctigenina e tamoxifeno sugerem que o0 seu consumo
pode ser um co-tratamento eficaz (MAXWELL et al.,, 2018). Em outro estudo,
os resultados indicaram que a artctigenina também foi capaz de inibir o
crescimento de células do cancer de mama, MDAMB-231, induzindo a
apoptose in vitro e in vivo (HSIEH et al., 2014).

Segundo Maxweel et al. (MAXWELL et al., 2017), a arctigenina foi capaz
de diminuir a metastase do cancer de mama, independentemente da expressao
do receptor de estrogénio.

Embora muitas lignanas sejam obtidas sinteticamente, nao foram
encontrados na literatura relatos sobre a sintese da arctiina e da arctigenina,
justificando o isolamento dessas substancias. (FANG; HU, 2018; OKURA,;
SAIMARU; MONMA, 2009).

Como visto anteriormente, tanto a arctina, quanto a arctigenina
possuem atividade farmacoldgica para o tratamento de diversas doengas, entre
elas o cancer de mama, porém a solubilidade de ambas as moléculas é muito
baixa para ser absorvida pelo organismo, tornando a aplicagao clinica limitada
(JIN, XIN et al., 2018). Portanto, é importante utilizar meios que melhorem a
solubilidade e a biodisponibilidade dessas moléculas (CAl et al., 2018).

Para isso, associagcdes com outras moléculas, como a ciclodextrina,
permite a formacao de um complexo de inclusdo nanoestruturado, que possui

facil obtencgao, baixo custo relativo e boa aceitacido em diferentes formulacdes.

1.4 NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE
FARMACOS
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Muitos farmacos de origem vegetal demandam por uma formulagao
especial para superar problemas como baixa solubilidade, instabilidade em
meio bioldgico, baixa biodisponibilidade e efeitos adversos graves (RAWAT et
al., 2006).

Neste contexto, diversas propostas sobre os novos métodos de
encapsulamento de farmacos, geralmente baseados em nanocarreadores, tem
sido relatadas na literatura (figura 7). O uso de nanoparticulas na industria
farmacéutica superou as barreiras envolvidas no fornecimento de farmacos
biotecnoldgicos e seu sucesso e aceitagdo podem ser implicados pela
aprovagao de diversos farmacos (CABAN et al., 2014, OGIER; ARNAULD;
DORIS, 2009; RAWAT et al., 2006).

Figura 7. Principais nanocarreadores dispostos em ordem cronoldgica.
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Fonte: (APOLINARIO et al., 2020).

Para ser considerada uma nanoparticula, o tamanho deve ser menor
que 1000 nm, sendo possivel observar essa caracteristica, através de técnicas
de caracterizagao fisico-quimica como dispersdao de luz, considerada um
método valioso para a medigdo e andlise de nanoparticulas (BRAR; VERMA,
2011).

A redugédo no tamanho da particula resulta em um aumento da area
superficial, pois ha um maior numero de atomos expostos, que facilitam a
adesdo as superficies. A adesado a superficie das nanoparticulas a parede
intestinal, depois da administragdo oral, melhora a biodisponibilidade e a
absorcao do farmaco. O aumento da area superficial, aumenta a diversidade de

interacdes e permite uma maior probabilidade de interacido da nanoparticula
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com biomoléculas e membranas. Também ocorre uma redugao do atrito entre
particulas, reduzindo a viscosidade de dispersdes, auxiliando o processamento
industrial e a difusdo no meio biolégico (DURAN et al., 2010; FANGUEIRO et
al., 2012).

O sistema de liberagao controlada do farmaco € uma das principais
vantagens da utilizacdo de nanopaticulas, pois os farmacos tradicionais
necessitam de altas doses para atingir o efeito terapéutico, resultando em
muitos efeitos adversos para o paciente. A nanotecnologia permite que o indice
terapéutico de quase todos os farmacos, seja melhorado através de sistemas
eficientes, de entrega da droga aos alvos biolégicos. A melhor maneira de
aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade de um medicamento € manter sua
concentracado no local por tempo suficiente para que a agao terapéutica tenha
efeito (SULTANA; ARAYNE, 2006).

A melhora na biodisponibilidade de um farmaco através do sistema de
liberacdo controlada é possivel devido a reteng¢ao do principio ativo na matriz
de encapsulamento, que além de reter a droga, ajuda a evitar a fagocitose e a
elevagdo indesejada das concentracbes em locais indesejados (DAS et al.,
2011).

Nessa perspectiva, uma boa formulacdo deve manter a concentracao do
farmaco no plasma dentro da faixa terapéutica por um longo periodo de tempo,
pois evita doses frequentes de administracdo, reduz os efeitos adversos e
aumenta a adesao do paciente. Na figura 8 esta representado o gréafico que
demonstra o beneficio do uso de sistemas de liberagao controlada, comparado

a droga livre na sua forma convencional.
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Figura 8. Comparacéao do perfil farmacocinético da droga livre e da

nanoparticula.
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Fonte: Adaptado de DAS et al., 2011.

Em um sistema de liberagao controlada ideal, com apenas uma dose, 0
dispositivo é capaz de ampliar a concentragcdo do farmaco na faixa terapéutica
por um longo periodo. Ja a droga livre, apresenta tempo de agao relativamente
curto, precisando de varias doses para alcancar a faixa terapéutica.

Para atingir a faixa terapéutica rapidamente, a concentragdo da droga
livre geralmente € mais alta, atingindo a faixa toxica e causando efeito colateral
para o paciente. Como o tempo de acéo € curto, a droga passa da faixa toxica
para a faixa subterapéutica rapidamente, onde a concentracdo é baixa e
ineficaz para o efeito farmacolégico, necessitando de outra dose.

Diante do descrito, tratamentos com menores efeitos adversos sé&o
explorados em pesquisas ao redor do mundo. As nanoparticulas melhoram a
eficacia do tratamento do cancer de mama, com efeitos adversos
significativamente minimizados associados a terapéutica padrdo e podendo em
alguns casos, retardar o inicio da disseminacdo metastatica (BAWARSKI et al.,
2008; GOLDMAN et al., 2017; WANG; BILLONE; MULLETT, 2013).

1.5 CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos produzidos a partir

da degradacgédo do amido pela enzima amilase ciclodextrinaglicosiltransferase
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presente em diferentes bacilos, como Bacillus macerans e B. circulans
(BILENSOQY, 2011). Possuem facilidade em formar estruturas supramoleculares
para seu uso na administracdo de farmacos. Sdo capazes de desenvolver
sistemas 'inteligentes' para entrega eficiente de farmacos, especialmente os
hidrofébicos. Para o desenvolvimento desses sistemas, sdo formadas
nanoparticulas por meio de uma técnica simples de nanoprecipitagdo
(BITTENCOURT et al., 2019; DENADAI et al., 2012; MOREIRA et al., 2018)

Possuem um alto nivel de biocompatibilidade e podem se complexar
com diferentes tipos de moléculas (PINHO et al., 2014). Sao aplicadas nas
industrias farmacéutica, alimenticia, de papel, de artigos de higiene, cosmética,
téxtil, quimica e agricola (JIN, 2013).

Dependendo das condicbes exatas da reagdo, trés CDs principais
podem ser obtidas: a, B e y-ciclodextrinas, constituidas por 6, 7 ou 8 unidades
de glicopiranose, respectivamente (figura 9). Analisando a figura 9, pode-se
observar que a altura do cone é de aproximadamente 7,9 A para qualquer
ciclodextrina, enquanto o didmetro da cavidade varia em funcdo do numero de
unidades glicosidicas (BILENSOY, 2011).

Figura 9. Estruturas, dimensdes geométricas aproximadas e volumes

aproximados das cavidades de a, B e y-CD.
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Fonte: (JIN, 2013).
S&o moléculas ciclicas e rigidas devido a falta de rotagao livre no nivel

das ligagcbes entre as unidades de glicopiranose. Elas n&o sao totalmente



36

cilindricas, mas sim toroidais ou cénicas, constituindo um cone truncado, que
possui uma cavidade hidrofébica e um exterior hidrofilico (figura 10)
(BILENSQY, 2011). O principal interesse em CDs reside na sua capacidade de

formar complexos de inclusdo com varias moléculas.

Figura 10. Estrutura da B-ciclodextrina na forma de um cone truncado.
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Fonte: Adaptado de UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998.

Os grupos hidroxila secundarios (C2 e C3), localizados na borda mais
larga e os primarios (C6), localizados na borda mais estreita do anel, estdo
posicionados externamente, conferindo caracteristicas hidréfilas as CDs,
tornando-as soluveis em agua e insoluveis na maioria dos solventes orgéanicos.
A hidrofobicidade da cavidade da molécula é devido a presenca dos
grupamentos C-H e a expulsdo das moléculas de agua do interior das CDs,
que ocorre pela tensédo do anel, impedindo as ligagées de hidrogénio da agua
com os grupos presentes na cavidade. A hidrofobicidade da cavidade permite
que a CD se associe a uma ou mais moléculas organicas apolares para formar
complexos de inclusdo. Além disso, uma ou duas moléculas hospedes podem
ser capturadas por uma, duas ou trés CDs (BILENSOY, 2011; JIN, 2013;
MOREIRA, 2016).

Das CDs naturais, a BCD € a mais utilizada, pois apesar da sua reduzida
solubilidade em agua, que limita a sua aplicagdo farmacéutica, ela apresenta
uma capacidade de complexacdo de um elevado numero de farmacos
hidréfobos, seu custo € baixo, esta disponivel em elevadas quantidades e sua
utilizacdo € aprovada como excipiente para preparagdes farmacéuticas
(VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).
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O numero de artigos e patentes dedicados a aplicagao industrial de CDs
aumenta constantemente e grande parte deles refere-se a aplicagoes
farmacéuticas (BILENSOY, 2011).

E crescente a busca por farmacos com formulacdes mais estaveis,
melhores propriedades de biodisponibilidade e sistemas de liberagdao de droga
mais eficazes. Todos esses fatores impulsionam a pesquisa de combinagdes
de ciclodextrinas com diversas moléculas com potencial farmacolégico, visando
o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e com menores efeitos

adversos.

1.5.1 Formagao do complexo de inclusao (Cl)

Existem varios métodos para a formacao de complexos de inclusao (Cl)
entre CDs e moléculas bioativas. Na escolha, deve-se levar em consideragao
as propriedades da molécula hospede, a simplicidade do método, os custos
envolvidos e a facilidade em transposicdo em escala. Podem ser divididos em
fase liquida, fase semi-soélida e fase sdlida, sendo que os melhores resultados
sdo obtidos em fase liquida. Dentre os métodos de fase liquida, tem-se:
coprecipitagdo, neutralizagdo, liofiizacdo e secagem por pulverizagao
(CHORILLI et al., 2007; PINHO et al., 2014).

No método de coprecipitacdo, adiciona-se a molécula hdéspede na
solugao de CD. O sistema é mantido sob agitagdo magnética com parametros
de processo controlados. O material precipitado passa por remocgao do
solvente e agua por rotaevaporacao, liofilizagdo ou outro processo semelhante,
obtendo-se o complexo de inclusdo (PATIL et al., 2010).

Em uma solugdo aquosa, a ciclodextrina com sua cavidade levemente
apolar €& ocupada por moléculas de agua, que s&o energeticamente
desfavorecidas (interagdo polar-apolar), e, portanto, podem ser facilmente
substituidas por “moléculas hospedes” apropriadas que sdo menos polares que
a agua. A ciclodextrina dissolvida € a molécula “hospedeira” e a formagao do
complexo de inclusdo ocorre pela substituicao de moléculas de agua por um
“convidado” apropriado para a molécula (figura 11). Geralmente a proporcéo

hospede:hospedeiro é 1:1, mas de acordo com o tamanho da cavidade,
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tamanho do hdspede e das possiveis interagcdes entre eles, podem haver
proporgdes 2: 1, 1: 2 e 2: 2 (figura 11) (BILENSQY, 2011).

Figura 11. Formacao de complexos farmaco - CD com estequiometria 1:1 e
1:2.
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Fonte: Adaptado de DAVIS; BREWSTER, 2004.

No processo de complexacao, € importante a determinacédo da constante
de associacao ou afinidade do complexo (K), pois este parametro representa
composi¢ao quimica no equilibrio termodindmico entre as moléculas livres e
complexadas, permitindo avaliar o grau de afinidade entre as espécies. Essa
constante é determinada por métodos experimentais. Além disso, parametros
termodinamicos, como entalpia, entropia e energia livre de Gibbs, também
devem ser considerados como parametros importantes na avaliacdo do
processo de complexacao (PINHO et al., 2014).

Uma constante de associagao alta sugere uma elevada afinidade entre a
molécula héspede e a ciclodextrina, o que implica em liberagao prolongada do
farmaco. Em alguns casos, uma liberagéo inicial rapida, seguida por uma
liberagdo prolongada é necessaria para que o medicamento atinja rapidamente
uma concentragao terapéutica eficaz (FU; RECUM, 2014).

As constantes de associacao para aplicagdes farmacéuticas estdo no
intervalo entre 0 a 10°, onde 0 indica que o farmaco é incapaz de formar um
complexo com a ciclodextrina e 10° indica o limite superior para a formagao dos

complexos de farmacos com a ciclodextrina (DE MIRANDA et al.,, 2011;
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LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2007; VEIGA; PECORELLI;
RIBEIRO, 2006).

Durante a formagao dos Cl, nenhuma ligagéo covalente é quebrada ou
formada, sendo estes complexos mantidos devido as forgcas hidrofébicas,
interacdes de Van der Waals, interagdes dipolo-dipolo e ligagdes de hidrogénio,
que justificam os valores relativamente baixos de constante de equilibrio (figura
12) (DENADAI et al., 2006; PINHO et al., 2014).

Figura 12. Representacao esquematica da formagao de um complexo de
inclusdo em solugao aquosa.
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Fonte: Adaptado de BILENSOY, 2011.

A ligagado de hidrogénio ocorre quando o atomo de hidrogénio se liga a
um elemento eletronegativo. Geralmente, as ligagbes de hidrogénio entre o
hospede e a CD s&o provenientes dos grupos hidroxilas primarios (C6) das
CDs, que podem girar na ligagdo C5-C6. Enquanto as hidroxilas secundarias,
ligadas aos carbonos C2 e C3, estdo rigidamente ligadas, impossibilitando a
ligagcédo de hidrogénio. Este tipo de ligagdo tem grande importancia na formagao
de complexos de inclusdo no estado sélido. Para compostos em solugao
aquosa, esse tipo de ligagdo ndo é a principal responsavel pela complexagéo,
pois a agua compete com a CD para formar a ligagdo de hidrogénio com a
molécula hospede (LIU, LEI; GUO, 2002).

A interagdo de Van der Waals é considerada uma das principais

interacdes responsaveis pela estabilizagcdo dos complexos. E causada pela
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aproximacgao entre as moléculas, que desloca a nuvem de elétrons dos atomos
e resulta em momentos dipolares momentaneos, orientados de modo a
produzir uma atragdo entre as moléculas. Quanto maior a estabilizacdo do
complexo CD-héspede por forgas de Van der Waals maior o colapso da
estrutura do agregado de agua durante o processo de inclusao, permitindo a
remogao de agua da cavidade da CD e auxiliando na formagéao do complexo de
inclusao (VENTURINI et al., 2008). De todas as interagbes de Van der Waals, a
interacdo dipolo-dipolo desempenha um papel essencial na estabilizacdo do
complexo, bem como na determinagcdo de sua orientagdo (LIU, LEI; GUO,
2002).

Outra caracteristica de grande importancia para a formagdo dos
complexos de inclusdo em solucdo é o efeito hidrofdbico, que ocorre apds a
remogao da agua presente na cavidade da CD e favorece a inclusdo de
moléculas héspedes apolares (VALLE, 2003).

A interacdo eletrostatica ocorre quando duas moléculas de cargas
opostas interagem ou quando ha pelo menos uma espécie ibnica induzindo ou
interagindo com um dipolo. Assim, ha trés tipos de interacbes eletrostaticas
importantes, interacdo ion-ion, interagdo ion-dipolo e interagdao ion-dipolo
induzido. De todas essas, a interagdao ion-dipolo € a mais comumente
encontrada entre ciclodextrinas e compostos idnicos, que por sua vez
interagem com os grupos C-O-C da cavidade das CDs (LIU; GUO, 2002)

1.5.2 Nanoprecipitados hidrofébicos

Nanoprecipitados hidrofobicos (NPHs) sdo nanoparticulas sodlidas, de
baixa solubilidade, geralmente produzidas em misturas de solventes onde a
agua € o principal componente. Sdo formados quando o complexo de inclusédo
previamente dissolvido em um solvente menos polar que a agua é misturado
em agua sob agitagdo. Constituem sistemas de liberagdo controlada de
principios ativos pelo mecanismo de difusdo, onde as moléculas precisam se
difundir das nanoestruturas por efeito de solubilizacdo ou desgaste por atrito
(MOREIRA et al., 2018)

Muitas espécies quimicas, mesmo na presenca de ciclodextrinas,

continuam apresentando baixa solubilidade. No entanto, € possivel a dispersao



41

desses complexos de inclusdo no meio liquido na forma de nanoprecipitados
hidrofébicos, possibilitando o desenvolvimento de formulagbes liquidas e
reduzindo-se os custos com estabilizantes. Nos nanoprecipitados hidrofébicos,
como existe um numero razoavel de atomos/moléculas na superficie, ocorre
um aumento de interagcdes de Van der Waals entre a nanoparticula e o
solvente, do tipo dipolo induzido - dipolo induzido ou dipolo - dipolo induzido, de
tal modo a superar a atragdo gravitacional, impedindo assim a sedimentacao
(DENADAI et al., 2013; MOREIRA et al., 2018).

Quando as CDs sao utilizadas para a formagao de nanoprecipitados
hidrofébicos é esperado que a complexagdo possa reduzir o tamanho dos
nanoprecipitados (MOREIRA et al., 2018). Por exemplo, no trabalho de Lanna
et al. (2016), observou-se a redugdo do tamanho de nanoprecipitados
hidrofébicos de fitocomplexos de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken em BCD.
Moreira et al. (2018) mostraram resultado similar quando lactonas
macrociclicas da classe das avermectinas, ivermectina e abamectina, foram
complexadas em BCD.

Os NPHs geralmente sdo mais eficientes do que as moléculas livres,
como observado no trabalho de Bittencourt et al. (2019), onde foi proposto uma
nova formulagdo de inseticida contra larvas de aedes aegypti com NPHs
formados por benzoilfeniluréias e B-ciclodextrina.

Outras vantagens na formagdo de NPHs incluem, permitir a mistura de
dois ou mais principios ativos, resultando em um sistema de liberagcao
multifuncional; ser um método mais simples de fabricacdo de medicamentos e
com custos baixos (NASCIMENTO et al., 2014).

Sendo assim, além da estratégia de se produzir complexos de inclusao
supramoleculares, que por si sO ja constituem nanossistemas de liberagcao
controlada, é interessante se produzir um segundo nivel de agregacgao através
da formacdo de nanoprecipitados hidrofébicos de complexos de inclusao,
produzindo assim nanoparticulas ativas, de estabilidade coloidal, que

funcionam como reservatorios para liberacido dos principios ativos.

2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral a preparagédo e
caracterizagdo dos nanoprecipitados hidrofébicos obtidos a partir dos
complexos de inclusao arctiina/p-ciclodextrina (AC/BCD) e arctigenina/B-
ciclodextrina (AG/BCD); e avaliagao da citotoxicidade desses compostos frente
as linhagens tumorigénicas de adenocarcinoma de mama humano (T47D,
MCF-7 e MDAMB-231).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os complexos de inclusdo arctiina/B-ciclodextrina (AC/BCD) e
arctigenina/p-ciclodextrina (AG/BCD);

e Caracterizar a formagdo dos complexos obtidos, em fase sodlida por
espectroscopia na regiao do infravermelho (1V);

e Determinar os parametros termodinamicos da interacdo AC/BCD E AG/
BCD por calorimetria isotérmica de titulagéao (ITC);

e Auvaliar o efeito da ciclodextrina na formacado de nanoprecipitado hidrofébico
em mistura de solvente por medidas de espalhamento de luz dindmico
(DLS) e potencial zeta (ZP);

e Avaliar a citotoxicidade in vitro da AC e AG e dos seus nanoprecipitados
hidrofobicos obtidos a partir dos complexos de inclusdo em ciclodextrinas
pelo ensaio padrdo por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-
difeniltetrazolium (MTT) em linhagens celulares ndo tumorigénica, MCF10A

e tumorigénicas para o cancer de mama, T47D, MCF-7 e MDAMB-231.

3 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratérios:
Nucleo de Identificagdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da
Universidade Federal de Juiz de Fora; Instituto de Biotecnologia
da Universidade Federal de Uberlandia, Campus Patos de Minas e

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora,
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Laboratério de Fisico-Quimica e Fluidos, na Universidade Federal de Juiz de
Fora, Campus Governador Valadares. O resumo de todas as etapas do

trabalho esta descrito na figura 13.

Figura 13. Fluxograma das etapas do trabalho.
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Fonte: Autora, 2020.

3.1 INSTRUMENTACAO

O Nucleo de ldentificacdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais
(NIPPAN), da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de
Fora, disponibilizou os seguintes equipamentos para a realizagdo deste
trabalho:

e Rotaevaporador (modelo 558, Fisaton®); bomba a vacuo (modelo 121,

Prismatec®,) e Banho Ultratermostatico (modelo CT-281-28, Cientec®);

e Balanga semi-analitica (BL 320, Marte®).

O Laboratério de Fisico-Quimica e Fluidos, do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Campus Governador
Valadares, disponibilizou os seguintes equipamentos:

e Espectrbmetro de infravermelho médio com transformada de Fourier

(modelo Spectrum TwoTM, Perkin EImer®) e ATR (PIKE®) acoplado ao

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

e Microcalorimetro Isotérmico de Titulagdo (modelo VP-ITC, Microcal®).

O Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia em
Patos de Minas disponibilizou o seguinte equipamento para a realizagdo do
ensaio de citotoxicidade:

e Incubadora de CO; com revestimento de agua (Série 3, Thermo

Scientific®).

3.2 MATERIAIS E REAGENTES

As substancias identificadas como Arctiina e Arctigenina foram cedidas
pelo Nucleo de Identificagdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais
(NIPPAN).

O grau de pureza dos solventes, reagentes e meios de cultura utilizados
variou de acordo com a finalidade:

e para a preparacao e caracterizacdo dos nanoprecipitados hidrofébicos
formados a partir dos complexos de inclusdo, utilizou-se solventes de
grau P.A., das marcas Alphatec®, Cromato Produtos Quimicos LTDA®,
Isofar®, Quemis®, Sigma®, Vetec®;

e para a realizagdo dos ensaios biolégicos in vitro, utilizou-se meios de
culturas e reagentes de pureza adequada, das marcas Gibco®, Sigma®,
Cultilab® e Exodo Cientifica®.

3.3 PREPARAGAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Através dos métodos de coprecipitacao e liofilizacdo com adaptacoes, os
complexos de inclusdo foram preparados usando quantidades equimolares de
arctiina, arctigenina e f-ciclodextrina (BCD) (MOREIRA et al., 2018).

O roteiro utilizado esta descrito a seguir e esquematizado na figura 14.

As solucbes com quantidades equimolares de BCD e moléculas

hospedes foram preparadas em béqueres separados, sendo solubilizadas
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respectivamente em agua e em etanol. A solugao de molécula livre foi vertida
na solugdo de BCD aquosa e mantida sob agitacao por 48 h. Apds esse
periodo, as suspensdes foram rotaevaporadas para a retirada de etanol,

congeladas e liofilizadas.

Figura 14. Esquema de preparagao dos complexos de inclusdao com a BCD.
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Fonte: Autora, 2020.

-

3.3.1 Preparo das misturas mecanicas

A preparacido das misturas mecanicas das moléculas hospedes com a
BCD foi realizada em quantidades equimolares, utilizando pistilo e grau de
agata para a homogeneizagédo. Foram acondicionadas em tubos eppendorf® e
utilizadas para efeitos de comparagdo com os complexos de inclusdo nas
analises no estado sdlido. Na figura 15 estd apresentada uma representacao

esquematica da preparacao.

Figura 15. Processo de preparagao das misturas mecanicas.
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Fonte: Autora, 2020.
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3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO
EM ESTADO SOLIDO

3.4.1 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) das
moléculas livres, das ciclodextrinas, das misturas mecéanicas (MM) e dos
complexos de inclusédo, foram analisados através do equipamento da marca
Perkin EImer, com transformada de Fourier, modelo Spectrum Two TM, a partir
de pastilhas contendo KBr.

Os espectros foram obtidos como a média de 16 varreduras
consecutivas, com resolucdo de 2 cm™ e intervalo de onda de 4000 a 400 cm™.
Para a aquisicdo e processamento dos espectros foi utilizado o programa
Perkin Elmer Spectrum ES (versdo do aplicativo: 10.03.08.0133). A figura 16
representa o esquema do experimento. Os dados foram exportados para o

Microcal Origin 9.0 para edigéo.

Figura 16. Preparo das amostras para realizagao dos experimentos de

infravermelho.
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Fonte: Autora, 2020.

3.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE COMPLEXOS DE INCLUSAO
EM SOLUCAO/SUSPENSAO
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3.5.1 Titulagao calorimétrica isotérmica (ITC)

A caracterizagao termodinamica dos complexos de inclusao foi realizada
por calorimétrica isotérmica de titulagdo. O equipamento utilizado foi o
Microcalorimetro Microcal VP-ITC da Malvern (figura 17), usando rotagao de
300 rpm, 51 inje¢bes automaticas de 5,0 uL de titulante da molécula hdspede a
30,0 mM, em 1,5 mL do titulado em DMSO:H,0 - 90:10, v/v) (BCD 2,0 mM em
mistura de solvente DMSO: H,O - 90:10, v/v). O solvente DMSO;H20 foi
utilizado em virtude da baixissima solubilidade dos compostos. Para eliminar os
efeitos de difusdo de material da seringa para a cela e vice-versa, a primeira
injecdo de 1,0 uL foi descartada.

A titulagdo da molécula livre a 30,0 mM em 1,5 mL de DMSO:H,0 (90:10
v/v) é realizada como experimento de referéncia (branco) e utilizado na
subtracado das titulagdes das amostras, a fim de eliminar matematicamente os
efeitos de interacdo do complexo de inclusdo com o solvente. Os experimentos
foram realizados em duplicata e o tratamento dos dados executado com o

auxilio do programa Microcal Origin 7.0 para ITC.

Figura 17. Representagado esquematica do Microcalorimetro.
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Fonte: Autora, 2020.

3.5.2 Analise por fotometria de espalhamento de luz dindmico (DLS)
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As analises em suspensao foram realizadas para os nanoprecipitados
hidrofébicos. O tamanho de particulas em suspensao, expresso pelo didmetro
hidrodinamico (Dy), foi determinado por medidas de espalhamento de luz
dinamico (do inglés Dynamic light scattering, DLS). O equipamento utilizado foi
o Zetasizer Nano ZS90 da empresa Malvern, a temperatura foi de 25 °C com
termostatizacéo via sistema Peltier. Foi utilizada cubeta de polietileno de 1 cm
de caminho Optico, padrdo Malvern para a inser¢cdo das amostras, que foram
submetidas a um feixe de luz monocromatico (Laser He-Ne de 4 mW e
comprimento de onda de 633 nm), com intensidade de luz espalhada medida a
um angulo de 90°. Para a determinagdo do Dy, utilizou-se a média de cinco
medidas independentes, cada uma delas obtida a partir da média de 5
contagens (figura 18) (ALVES et al., 2014).

Para a realizagcdo dos experimentos, todas as amostras foram
preparadas a uma concentragao de 40,0 mM em DMSO. Na primeira analise
de todas as amostras, foi adicionado na cubeta de polietileno, o volume de 10,0
ML de cada uma dessas solugdes, acrescidos de 1,5 mL de agua ultrapura.
Foram realizadas 25 inje¢des de 10,0 yL da amostra na cubeta, sendo cada
injecdo analisada pelo equipamento até chegar em 250,0 uL. O tratamento dos

dados foi executado com o auxilio do programa Microcal Origin 9.0.
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Figura 18. Leitura das amostras por Fotometria de Espalhamento de Luz
Dinémico (DLS).
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Fonte: Autora, 2020.

3.5.3 Condutividade elétrica e potencial zeta (PZ)

O potencial zeta (PZ) e a condutividade elétrica das solugdes foram
determinados simultaneamente no moddulo zetasizer, com a finalidade de
avaliar a estabilidade coloidal das nanoestruturas bem como possiveis efeitos
de ionizagao dos nanoprecipitados. Para a determinagcao desses parametros,
as amostras foram preparadas da mesma forma que o experimento anterior de
DLS. O potencial zeta das nanoestruturas foi determinado pelo mesmo
equipamento usado pelo DLS, o Zetasizer Nano ZS90. A técnica usada foi de
micro eletroforese Doppler, com angulo de espalhamento de luz a 173° e
diferenca de potencial alternada 10 V, a partir dos valores de mobilidade
eletroforética, calculado pelo modelo de Smoluchowski (SZE et al., 2003). As
amostras foram inseridas em célula capilar de polietiieno DPS1060. O valor
final de potencial zeta e condutividade elétrica, foram calculados como a média
de 5 medidas independentes com 5 contagens cada, assim como a analise de
DLS.
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3.6 CITOTOXICIDADE EM CELULAS DO CANCER DE MAMA IN VITRO

As substancias isoladas arctiina e arctigenina, assim como seus
complexos de inclusdo formados com B-ciclodextrina foram avaliados quanto a
citotoxicidade em células do cancer de mama in vitro. O ensaio foi realizado
pelo Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia em
Patos de Minas, sob a coordenacéo e responsabilidade da Profa. Dra. Thaise

Gongalves de Araujo.

3.6.1 Manutenc¢ao de células tumorigénicas e nao tumorigénica

Para o estudo foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: MCF
10A, néo tumorigénica; T47D, MCF-7 e MDAMB-231, tumorigénicas. Na tabela
2 encontram-se as caracteristicas fenotipicas e genotipicas das linhagens
celulares de cancer de mama utilizadas. Todas foram autenticadas e mantidas
nos devidos meios de cultivo de acordo com as recomendagdes da ATCC

(American Type Culture Collection).

Tabela 2: Caracteristicas fenotipicas e genotipicas das linhagens celulares de
cancer de mama utilizadas.

Linhagem | Tipo histolégico Receptores Subtipo
molecular
T47D Ductal RE+/RP+/HER2- | Luminal A
MCF-7 Ductal RE+/RP+/HER2- | Luminal A
MDAMB-231 | Ductal RE-/RP-/HER2- | Basal (triplo
negativa)

A linhagem MCF10A foi cultivada em meio DMEM/F-12 (Gibco®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®), 10 ug/mL de fator de
crescimento epidérmico (epidermal growth fator, EGF) (Gibco®), 0,25 pg/mL de
hidrocortisona (Sigma®), 10 pyg/mL de insulina (Gibco®) e 50 pg/mL de
gentamicina (Cultilab®). As células T47D e MCF-7 foram cultivadas em meio
RPMI-1640 (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50 pg/mL

de gentamicina. A T47D ainda foi suplementada com 10 pg/mL de insulina. A
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linhagem MDAMB-231 foi cultivada em meio L15 (Gibco®) suplementado com
10% de soro fetal bovino e 50 pg/mL de gentamicina.

Todas foram mantidas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO;
(Thermo Scientific™ Forma Series 3 Water Jacketed CO; Incubator), exceto a
linhagem MDAMB-231. Os meios foram trocados em dias alternados, cerca de
trés vezes por semana, até atingirem 80-90% de confluéncia, quando foram

entdo utilizadas nos experimentos posteriores.

3.6.2 Avaliagao da citotoxicidade em células do cancer de mama in vitro

A viabilidade celular apds tratamento com as substancias isoladas e
complexadas com B-ciclodextrina (BCD) foi avaliada pelo ensaio padrao por
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)2,5-difeniltetrazolium (MTT), segundo as
recomendagdes do fabricante. As linhagens foram plaqueadas em placas de 96
pocos, (4x103 células/pogo) e as substancias diluidas em DMSO 2% (Exodo
Cientifica®). Para os tratamentos, estas foram utilizadas nas concentragées de
1,52 uM; 3,125 uM; 6,25 uM; 12,5 uM; 25 yM; 50 yM; 100 uM e 200 pM e
incubadas por 24 e 48 horas. Apos estes periodos, o tratamento foi retirado e
adicionou-se meio de cultura com MTT (Sigma®) (10% C/V), incubado por 4
horas. Em seguida, foi descartada a solugdo de meio com MTT e adicionado
200uL de DMSO por poco, para a diluicdo dos cristais de Formazan, e posterior
leitura a 560 nm em leitora Thermo Plate, TP-Reader. Como controles foram
incluidos nos experimentos: (1) amostras incubadas com meio de cultivo
contendo a mesma concentragao do diluente (DMSO); (2) amostras incubadas
apenas com meio de cultivo completo apropriado. Os ensaios foram realizados
em triplicata para cada substancia e concentragdo utilizada. A viabilidade
celular foi calculada para cada concentragao de cada uma das substancias a
partir de trés experimentos independentes realizados em triplicata (n=3),
conforme a seguinte formula:

Viabilidade (%) = _A474C 100
ADMSO — AC
Sendo:

AA = Absorbancia da Amostra
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AC = Absorbancia do controle de viabilidade (apenas com células)
ADMSO = Absorbancia do controle de tratamento (DMSO)

Os resultados foram apresentados como média + o desvio padréao (DP)
de trés experimentos independentes. As diferencas entre os tratamentos foram
comparadas utilizando o Software GraphPad Prism 8.0 e a analise de variancia
(ANOVA) unidirecional, seguido pelo pos-teste de TUKEY para multiplas

comparagdes. A significancia foi atribuida quando p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO
EM ESTADO SOLIDO

4.1.1 Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV)

Existem inumeras técnicas que permitem obter informacdes sobre a
estrutura molecular, ligagbes quimicas e interagdes intermoleculares. Dentre
estas podemos citar a espectroscopia no infravermelho (IV), que estuda a
interagdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus
objetivos principais a identificagdo das moléculas e o estudo de interagdes
intermoleculares. A espectroscopia IV tem sido amplamente utilizada para
analise de varias substancias, fornecendo importantes informacdes sobre os
grupos funcionais da amostra, sendo muito util para a caracterizacdo de
complexos de incluséo (DUTTA, 2017).

A excitagdo de uma molécula de um nivel de energia vibracional para
outro ocorre apenas quando ha absorg¢do no IV de uma energia especifica,
significando um comprimento de onda ou uma frequéncia especificos. Nem
todas as vibragbes moleculares resultam na absor¢cdo de energia no |V, para
que isso ocorra, o momento de dipolo da molécula deve variar a medida que a
vibragdo ocorre (FORATO et al., 2010; SOLOMONS; FRYHLE; JOHNSON,
2012). Por essa razao, apenas grupos funcionais polares séo sensiveis a
técnica.

No caso dos complexos de inclusdo, a penetragcdo de grupos funcionais

de moléculas hospede na cavidade das ciclodextrinas gera uma série de novas
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interacdes intermoleculares, as quais alteram a distribui¢do eletrénica sobre os
nucleos atdémicos envolvidos. Como consequéncia, o momento de dipolo das
ligagcbes ou grupos funcionais podem sofrer alteragdes, se refletindo no
espectro de IV como, aumento ou redugao das bandas. Outro efeito que pode
ocorrer em decorréncia das interagdes € a restricdo ou intensificagdo da
amplitude do movimento vibratério, que se reflete no espectro de IV como
deslocamentos das bandas (SUAREZ et al., 2014). Diante do exposto, foram
identificadas as interagdes entre as moléculas hospedes e a BCD através da
comparagao dos espectros de IV das moléculas livres, das misturas mecéanicas
e dos complexos de inclusao.

Observando o espectro na figura 19 e os dados da tabela 3, para o
complexo de inclusdo arctiina/p-ciclodextrina (AC/BCD), houve mudangas no
perfil das bandas do espectro de infravermelho, tais como: afinamento da
banda de BCD a 3436 cm™ (referente as hidroxilas), devido a formagéo de um
novo padrao de ligagcbes de hidrogénio; atenuacédo e deslocamento da banda
1760 cm™', correspondente a vibragdes da ligagdo C=0; e mudanca no perfil e
posicées de bandas na regido de 1500 a 900 cm™ associadas & BCD. As
alteragdes observadas sugerem a formagao do complexo de inclusdo, pois
geralmente alteragdes principalmente nas vibragdes caracteristicas do grupo
C=0, sao observadas na complexacdo e indicam uma modificagdo no
ambiente eletrénico do grupo C=0, sugerindo a existéncia de intera¢des entre
o grupo carbonila e grupos hidroxilas presentes nas CDs. Além disso, a
atenuacdo da banda em 2927 cm™ da AC/BCD, referente as vibragdes da
ligacdo C-H, sugere um novo padrdo de interagbes intermoleculares na
cavidade da ciclodextrina, indicando a formagdo do complexo de inclusdo no
estado sdélido (MOREIRA, 2016).

Na mistura mecanica do complexo de inclusdo AC/BCD (MM) nao
ocorreram mudangas significativas nas posigdes das principais bandas
observadas para a AC e BCD isoladas, sendo que o perfil observado é
justificado pela sobreposi¢do das bandas oriundas de AC e BCD. Portanto, a
simples mistura dos dois componentes em fase solida ndao € suficiente para
promover a inclusdo, ndo havendo neste caso, a formacdo do complexo de
inclusdo (ZORNIO, 2013).
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Figura 19. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho da
AC, AC/BCD, MM e BCD.
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Tabela 3. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho da
AC, AC/BCD, MM e BCD.

Atribuigcoes* Numero de onda (cm™)
AC AC/BCD MM BCD
Estiramento O-H 3413 3436 3389 3392
Estiramento C-H 2927 2927 2927 2927
Estiramento C=0 1764 1760 1764 -
Deformacdes O-H - 1644 1644 1638
Vibracoes relativas a C=C 1516 e 1516 1519 -
1456
Deformagodes C-H - 1425-1264 | 1425-1264 | 1414-1202
Vibragao do anel piranose - 1154 e 1154 e 1158 e
(acoplamento 6 (C-O-C), 1031 1031 1028
v(C-C), 6 (O-C-H), 6 (C-
C-H), 6 (C-C-0)
Ligagdes C-H de 1071 e - - -
aromaticos 1022

*atribuicbes feitas com base em estudo relatado na literatura (A.AL—SHAMMAA;'
SAOUR; ABDUL-KHALIK, 2013; EGYED, 1990; NANDANWAR; CHAUDHARI;
EKHE, 2016; SRIVASTAVA; YADAYV, 2019a).

Observando a figura 20 e os dados da tabela 4, assim como no espectro
de AC/BCD, para o complexo AG/BCD houve atenuagdo da banda a 1770 cm™,
referente as vibragdes C=0O; alteracdes de bandas de 1500 a 900 cm’
associadas a BCD e atenuacao da banda C-H. Os dados sdo semelhantes aos
do complexo AC/BCD, devido a similaridade entre as moléculas hdspedes, e
sugere a formagao do complexo de inclusdo para ambos os compostos.

A mistura mecanica do complexo de inclusdo AG/BCD (MM) também
nao sofreu alteragdes que justificassem a formacéo do complexo de incluséo,
pois o perfil observado ocorre pela sobreposi¢cao das bandas oriundas de AG e
BCD.
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Figura 20. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho da
AG, AG/BCD, MM e BCD.
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Tabela 4. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho da

AG, AG/BCD, MM e BCD.

Atribuigcoes* Numero de onda (cm™)
AG AG/BCD MM BCD
Estiramento O-H 3511 3381 3397 3392
Estiramento C-H 2950 2925 2932 2927
Estiramento C=0 1761 1770 1764 -
Deformacdes O-H - 1637 1637 1638
Vibracoes relativas a C=C | 1605, 1514 1513 1514 -
e 1466
Deformagodes C-H - 1417-1240 | 1452-1210 | 1414-1202
Vibragao do anel piranose 1157 e 1157 e 1158 e
(acoplamento 6 (C-O-C), 1029 1027 1028
v(C-C), 6 (O-C-H), 6 (C-
C-H), 6 (C-C-0)
Ligagdes C-H de 1035 e - - -
aromaticos 1015

~*atribuicdes feitas com base em estudo relatado na literatura (A.AL—SHAMMAA;_
SAOUR; ABDUL-KHALIK, 2013; EGYED, 1990; NANDANWAR; CHAUDHARI;
EKHE, 2016; SRIVASTAVA; YADAYV, 2019a).

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE COMPLEXOS DE INCLUSAO
EM SOLUCAO/SUSPENSAO

4.2.1 Titulagao calorimétrica isotérmica (ITC)

A técnica de titulagdo calorimétrica isotérmica (do inglés Isothermal
Titration Calorimetry, ITC) permite a medigdo de parametros termodinamicos
envolvidos na interacao entre duas moléculas e baseia-se na medi¢ao do calor
liberado ou absorvido durante essa interacdo. E uma técnica importante para a
caracterizagao de complexos de inclusdo, visto que podem ser obtidos dados

de estequiometria de complexagdo (N) entalpia (Ain:H®), entropia (TAnS°),
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variagdo de energia de Gibbs (AnG°), e constante de complexagdo (K;)
(HOLDGATE; WARD, 2005; PEROZZO; FOLKERS; SCAPOZZA, 2004).

Na figura 21 estdo apresentadas as curvas de titulagao de arctiina (AC)
(1) e da arctigenina (AG) (2) em BCD apds a subtragcao da curva de dilui¢ao.
Nos experimentos foi utilizada uma mistura DMSO/H,O 90:10 v/v, devido a
baixa solubilidade em agua, similar ao ja realizado em outros trabalhos
(MOREIRA et al., 2018). Além disso, optou-se por utilizar este solvente devido
ao fato de que é importante o conhecimento das interagcbes hdspede-
hospedeiro em DMSO, pois € a partir de solugdo de DMSO que se produz os
nanoprecipitados hidrofébicos. Portanto, entender as interagées nesse solvente
€ importante para se entender a formagao dos nanoprecipitados. Contudo, é
valido citar que percentual de agua de 10% em volume foi utilizado pelo fato de
que o DMSO puro é muito higroscépico e pequenas diferencas na
concentragdo de agua entre o titulante e titulado causam grandes perturbacdes
nos resultados termodinamcos. Por outro lado, uma mistura DMSO/H20 90:10,
por nao ser tao hidroscépica, evita diferengas na concentracéo de agua entre o
titulante e titulado.

Na tabela 5 estdao apresentados os valores termodinamicos de interacao
dos complexos de inclusdo com a BCD determinados para uma estequiometria
de 1:1. Considerando a baixa afinidade dos compostos, que resultou na
auséncia de declividade das curvas de titulagao (auséncia do perfil sigmoidal),
foi impossivel determinar a estequiometria. Entretanto, os parametros foram
calculados assumindo-se uma estequiometria de 1:1 similar ao realizado em
outros trabalhos (DE SOUSA et al., 2010; DENADAI et al., 2007; LULA et al.,
2007).
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Figura 21. Titulacado calorimétrica de (1) solugdo de AC/BCD e (2) solugao de

AG/BCD em DMSO e H,0. Curva final apds subtragcado da curva de titulagado do
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Tabela 5. Parametros termodinamicos de interacdo de AC/BCD e AG/BCD a

298,15 K.
Composto N K AintG® (kJ.mol") | AjnH® (kJ.mol") | TAinS°® (kJ.mol")
AC/pCD 1,00 13,20 £ 3,15 -6,38 -7,36 + 1,59 -0,97
AG/BCD 1,00 232,00 £ 11,30 -13,49 -1,03 £ 0,03 12,46

Fonte: Autora, 2020.

A temperatura e pressao constantes, a direcdo na qual uma reagao

avanga, ou seja, a diregdo na qual ela é espontdnea é a que leva a uma

reducdo na energia livre (G). A energia de Gibbs (AG) prevé a espontaneidade

do processo e esta relacionada com a entalpia e a entropia do processo por
meio da relagdo AG = AH - TAS (FREIRE, 2004; SRIVASTAVA; YADAYV,

2019b). Um AG negativo indica que ambos os sistemas liberam energia, isso

significa que as

reagdes prosseguem sem entrada de energia (sao

espontaneas) e avangam para a produgédo de produtos, sendo a formagao do

complexo AG/BCD, mais favoravel que a formacdo do complexo AC/BCD,

devido ao valor mais negativo de AG.
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Além disso, a formagao dos dois complexos é exotérmica (Aj:H° < 0) nos
dois casos. Por outro lado, o complexo de inclusdao AG/BCD possui valor
positivo de entropia (TAnS° > 0), ao contrario de AC/BCD que possui TAS® <
0. As bruscas diferengas nos valores de constante de equilibrio (uma ordem de
grandeza superior para o sistema AG/ BCD) e de variagdo de entropia sao
indicativos de que existam grandes diferencas no mecanismo de interagcao
entre os dois compostos com a BCD, em decorréncia das diferencas
estruturais.

O carater exotérmico da formagao dos complexos de inclusao sugere a
formacdo de interagbes estaveis entre as espécies (interagdes de Van der
Waals principalmente), bem como a formacéo de ligagbes de hidrogénio das
moléculas de agua liberadas da cavidade com o solvente. As moléculas de
agua ricas em entalpia da cavidade ciclodextrina sao liberadas da cavidade e
substituidas por moléculas hospedes menos polares que a agua, com uma
diminuicao simultdnea da energia do sistema (BILENSOY, 2011). Os valores
mais negativos de entalpia para o sistema AC/BCD €& condizente com a
hipétese de formacao de ligacbes de hidrogénio entre as espécies, ja que a
arctiina possui quatro hidroxilas do anel glicosidico e a arctigenina apenas uma
hidroxila fendlica (DENADAI et al., 2006).

A entropia esta relacionada ao grau de desordem que o sistema pode
assumir em fungdo dos processos de complexagdo. O valor negativo de
entropia observado para AC/BCD, pode ser atribuido a arquitetura rigida e nova
conformacgao assumida pelo composto apds a complexacgao, devido a formacéao
de ligagbes de hidrogénio entre as moléculas, conferindo maior volume e
menores graus de rotagcdo e translagdo de liberdade, quando comparado a
molécula livre (DE SOUSA et al., 2008).

O valor positivo de entropia, apresentado pela titulagcdo do complexo
AG/BCD, pode ser atribuida a quebra da estrutura de solvatagao da hidroxila
fendlica da AG com consequente liberacdo de moléculas de agua, que ganham
graus de liberdade rotacionais e translacionais, responsaveis pela desordem do
sistema. Este processo €& conhecido como “efeito hidrofébico” e esta
relacionado a interacdo de moléculas hidrofébicas como AG com a
ciclodextrina (FERNANDES et al., 2007). Como a molécula AG & menor e

possui somente uma hidroxila, € mais facil dessolvatar a molécula, gerando um
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maior ganho de entropia durante a complexacao, ja a molécula AC, possui um
maior numero de hidroxilas, dificultando a dessolvatacdo e causando menor

desordem ao sistema (figura 22).
Figura 22. Representacdo esquematica da dessolvatagcdo das moléculas de

Arctiina e Arctigenina para a formagao dos respectivos complexos de inclusédo
AC/BCD e AG/BCD.
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Fonte: Autora, 2020.

A extensao da complexagcao € mensurada pela constante de associacao
do complexo de incluséo, que estabelece o grau de afinidade entre o farmaco e
a cavidade da CD (OLIVEIRA, 2015). Os valores da constante de associagao
para os sistemas estudados sdo baixos e demonstram uma fraca interacédo da
molécula com a cavidade da BCD. Contudo estdo de acordo com os reportados
na literatura para complexos de inclusdo, os quais podem variar de 1 (na
auséncia de interagdo) a aproximadamente 100.000 (para substéncias que
exibem interacbes extremamente fortes com as ciclodextrinas) (CARRIER;
MILLER; AHMED, 2007).

Nos dados apresentados é possivel observar que AG/BCD possui valor

de Keq = 232 £ 11,3, possuindo uma interagdo mais forte com a ciclodextrina do
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que AC/BCD, com constante de Kqq =13,2 + 3,15. Essa diferenca entre os dois
sistemas pode estar relacionada a auséncia do glicosideo na molécula de AG,
tornando-a mais hidrofébica, com maior afinidade pela cavidade. Ja para o
sistema AC/BCD, apesar da formacéao de ligacdes de hidrogénio, a reducao de
entropia devido a menor mobilidade do composto bem como a menor tendéncia
de dessolvatagéo tornaram a complexagdo menos cooperativa.

Considerando que as constantes de formagdo sado muito baixas, é
importante uma estratégia para se evitar a dissociagdo dos compostos. Isso
pode ser obtido através da formagdo dos nanoprecipitados hidrofdbicos que

serao descritos no proximo tépico.

4.2.2 Analise por fotometria de espalhamento de luz dinamico (DLS) dos

nanoprecipitados hidrofébicos

No presente trabalho, medidas de espalhamento de luz dindmico (do
inglés Dynamic light scattering, DLS), potencial zeta (ZP) e condutividade
elétrica, foram utilizadas para avaliar o efeito da BCD no comportamento dos
nanoprecipitados hidrofébicos (NPHs) das moléculas livres de arctiina e
arctigenina.

O tamanho de particula € uma das mais importantes propriedades
fisicas das nanoestruturas, que precisa ser estimado com precisao, pois
desempenha um papel fundamental no controle das propriedades de diferentes
nanomateriais, por exemplo determinando a difusividade e a velocidade de
solubilizagdo. A medigdo da nanoparticula é realizada através da técnica de
dispersdo da luz, comumente utilizada desde o advento da nanotecnologia
(BRAR; VERMA, 2011)

A aplicagdo da técnica ndo decorre de forma simples, pois muitas
particulas sao irregulares ou polidispersas e possuem movimento (movimento
Browniano) quando estdo dispersas em um liquido ou em solugdo. A
velocidade do movimento browniano pode ser medida diretamente a partir do
padrdo de luz espalhada produzido pelas particulas em movimento
(MALVERN, 2013).

No caso de suspensodes liquidas, uma das aproximacodes utilizadas para

medidas de tamanho considera que as particulas do sistema, independente do
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seu formato, possuem hipoteticamente o didmetro de uma esfera de mesmo
coeficiente de difusdo (Cy). Dentro dessa abordagem, o didmetro das particulas
€ denominado didmetro hidrodinamico (Dy) estando inter-relacionado com Cy4
pela equacao de Einstein-Stokes (TANFORD; HUGGINS, 1962):

Equacéo 1:

_ RT
6NN Cq

Dy

Na equagao 1, R é a constante dos gases (J/mol.K), T é a temperatura
absoluta (Kelvin), n é a viscosidade do solvente (Pa.s), N, € o numero de
Avogadro (6,02 x 10%°) e C40 coeficiente de difusdo da particula (m?%/s).

No presente trabalho, as analises de didmetro hidrodinamico (Dy) foram
realizadas para medir o tamanho dos nanoprecipitados hidrofdbicos,
preparados pela dispersao de soluggo DMSO das moléculas livres e dos
respectivos complexos de inclusdo, em meio aquoso.

A partir dos resultados apresentados na figura 23 é possivel observar
que todas as substancias apresentam didmetros hidrodinAmicos em escala
nanométrica. Pode ser observado ainda que o tamanho de particula aumenta
com o aumento da concentracdo. Isso pode ser atribuido ao aumento da
colisdo entre as particulas e ao aumento da dificuldade de estabilizacido dos
nanoprecipitados no ambiente aquoso.

Observa-se no grafico 1, da figura 23, que para a AC e AC/BCD, os
valores de tamanho de particula, sdo maiores para o complexos de inclusao
formados, do que para a molécula livre AC. Ja no grafico 2, observa-se que
para a AG e AG/BCD, maiores valores de D, e de desvios padrbes para a
molécula livre AG, sugerindo uma maior instabilidade coloidal.

Uma possivel explicacdo pode ser dada pelo fato de que o sistema
AC/BCD € mais rico em ligagdes de hidrogénio, devido a presenga do
glicosideo na molécula AC, pois os dados de ITC apresentaram valores de
entalpia bem mais negativos para esse sistema. No caso dos nanoprecipitados
hidrofébicos, essas ligagbes de hidrogénio poderiam acontecer também entre
compostos de inclusdo, permitindo assim, um maior tamanho de particula.
Nesta linha de raciocinio, compotamento diferente seria esperado para o
sistema AG/BCD, em que a quantidade de hidroxilas para formagéao de ligagdes

de hidrogénio € menor.
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Figura 23. Distribuicao de tamanho de particulas em suspensao em fungao da
concentragado. Em (1) AC e AC/BCD e (2) AG e AG/BCD.
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Fonte: Autora, 2020.

4.2.3 Condutividade elétrica e Potencial zeta dos nanoprecipitados

hidrofébicos

Através da medigao do potencial zeta foi possivel determinar a carga de

superficie das particulas e a estabilidade da dispersdo. Quando as particulas
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entram em contato com uma solugdo aquosa de eletrdlito elas adquirem uma
carga de superficie como resultado de processos de adsorgao ou ionizagao. O
valor do potencial zeta refere-se a carga da bicamada elétrica que recobre a
particula, servindo como indicativo da estabilidade coloidal. Quanto maior o
valor do médulo desse potencial, maior a repulsdo eletrostatica entre as
particulas, menor agregacao, floculagdo ou sedimentagdo e melhor a
estabilidade da dispersdo (ALBERNAZ, 2014; DENADAI et al., 2012).

Se todas as particulas em suspensao tiverem um elevado potencial zeta
em modulo, ou seja, muito negativo ou muito positivo, elas tenderao a se repelir
e nao havera tendéncia para as particulas se aglomerarem. No entanto, se as
particulas tiverem baixos valores de potencial zeta, havera uma tendéncia de
coalescéncia e floculacdo das particulas. A linha diviséria entre suspensdes
estaveis e instaveis € geralmente tomada em +30 ou —30 mV. Particulas com
potenciais zeta mais positivos que +30 mV ou mais que -30 mV sao
normalmente consideradas estaveis (DUMAN; TUNC, 2009; MEKHAMER,
2010).

Conforme os dados dos graficos da figura 24, para todos os sistemas, foi
possivel observar a semelhanga do comportamento de carga superficial entre
as espécies, pois a maior parte dos valores de PZ encontram-se na faixa de -
30 mV a +30 mV, em uma regido de instabilidade, com tendéncia de
coalescéncia e sedimentacdo. Nao houve, entretanto, diferenga significativa
entre os valores de ZP para os sistemas na auséncia e na presenca de BCD,
provavelmente pela falta de sensibilidade do método, j& que as medidas de
tamanho de particula e de condutividade elétrica (mostrados abaixo), foram

diferentes para cada sistema.



Figura 24. Graficos de potencial zeta (PZ) em fungcéo da concentracao
crescente. Em (1) AC e AC/BCD e (2) AG e AG/BCD.
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Fonte: Autora, 2020.

66

A medicao da condutividade elétrica esta diretamente relacionada com a

capacidade de um material em conduzir corrente elétrica, sendo considerada

um parametro fisico-quimico utilizado para identificar e quantificar ions em

solugdo. A condutividade elétrica através das solug¢des ibnicas ocorre devido a
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migracao de ions positivos e negativos com a aplicagdo de um campo elétrico
alternado (GARCIA VELHO, 2006; SAHA et al., 2016).

Observando os graficos da figura 25, percebe-se que na presenca de
BCD, com o aumento da concentragcdo, a condutividade elétrica aumenta em
todos os sistemas, na auséncia e na presenca de BCD, devido ao aumento de
ions no meio, em virtude de diversos processos de ionizagdo possiveis tanto
para a molécula de BCD quando para as lignanas. Contudo, na presenca de
BCD, observa-se que os valores de condutividade sdo sempre maiores. Isso
ocorre devido a presenga de hidroxilas na ciclodextrina, que podem sofrer
ionizagdo liberando H* para o meio e aumentando a condutividade elétrica.
Comparando-se os dois sistemas, observa-se que para o composto AC/BCD
(1), os valores de condutividade sdo maiores do que para o AG/BCD (2), sendo

esta informacgao condizente com a maior quantidade de hidroxilas na arctiina.
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Figura 25. Valores de condutividade elétrica em fungédo da concentragao.
Em (1) AC e AC/BCD e (2) AG e AG/BCD.
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Fonte: Autora, 2020.

4.3 CITOTOXICIDADE IN VITRO

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos foi realizada pelo ensaio

padréo por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolium (MTT), um
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método colorimétrico de avaliagao da viabilidade celular. Células viaveis com
metabolismo ativo através da atividade das enzimas desidrogenases
mitocondriais, convertem o reagente MTT, um sal de coloragdo amarela e
soluvel em agua, em formazan, sal de coloragdo arroxeada e insoluvel em
agua, que apoés dissolvido em dimetilsulfoxido € quantificado por
espectrofotometria, em comprimento de onda de 560nm (AHMADIAN et al.,
2009).

A linhagem celular epitelial mamaria humana, MCF10A, € uma linhagem
nao tumorigénica, sendo um modelo in vitro amplamente utilizado para estudar
a funcdo e transformacdo normais das células mamarias. As linhagens
celulares tumorigénicas e T47D e MCF-7 representam o subtipo A luminal do
cancer de mama, sendo a T47D de carcinoma ductal invasivo. Ja a linhagem
MADAMB-231 é obtida a partir de adenocarcinoma de mama humano com
fendtipo triplo-negativo, sendo esta linhagem a mais agressiva da doenca. (QU
et al., 2015; TATE et al., 2012; YU et al., 2017).

Embora as linhagens T47D e a MCF-7 representem o subtipo A luminal
de cancer de mama, elas exibem caracteristicas moleculares distintas, em
presencga do estrogénio, a T47D é o modelo in vitro ideal para cancer de mama
responsivo a progesterona, pois a linhagem MCF-7 n&o é responsiva a
progesterona na presenca de estrogénio (YU et al., 2017).

As diferentes linhagens celulares nao tumorigénica e tumorigénicas,
foram tratadas com concentragbes de 100 e 200 pM de arctina (AC),
arctigenina (AG) e seus respectivos complexos de inclusdo, sendo estas
concentracbes definidas apdés a realizagdo de outros ensaios com
concentracdes inferiores, que nao apresentaram citotoxicidade para as células
utilizadas na pesquisa. O tempo de exposi¢cado das células tumorigénicas aos
compostos foi de 48 horas, haja visto que em teste com tempo inferior, de 24
horas, ndo houve citotoxicidade consideravel. Para 0s resultados de
viabilidade celular a significancia foi atribuida quando p < 0,05.

Inicialmente foram realizados ensaios de citotoxicidade com BCD pura
em linhagem n&o tumorigénica (MGF-10A) e linhagens tumorigénicas (T47D,
MCF-7, MDAMB-231). Como controles foram utilizadas amostras incubadas
com meio de cultivo contendo a mesma concentragdo do diluente (DMSO) e

amostras incubadas apenas com meio de cultivo completo apropriado.
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Conforme o grafico da figura 26 e a tabela 6 é possivel observar que os

tratamentos realizados com BCD pura ndo apresentaram citotoxicidade para as

linhagens celulares testadas.

Figura 26. Ensaio de citotoxicidade em linhagem nao tumorigénica (MGF10A)
e linhagens tumorigénicas (T47D, MCF-7 e MDAMB-231), utilizando BCD, a
100 uM e 200 pM, em 48 horas.
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Fonte: Autora, 2020.

Tabela 6. Valor médio de viabilidade celular (%) da linhagem n&o tumorigénica
(MGF10A) e linhagens tumorigénicas (T47D, MCF-7 e MDAMB-231), utilizando
BCD, a 100 uM e 200 uM, em 48 horas.

Concentragao | Compost Viabilidade Celular (%) das linhagens
o celulares:
MCF10A T47D MCF-7 MDAMB-
231
100 uM BCD 99,8 99,33 100 100
200 uM BCD 100 99,5 99,9 100
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Fonte: Autora, 2020.

Nas figuras 27 e 28 estao apresentados os resultados de avaliagdo da
citotoxicidade das lignanas e seus compexos de inclusdo. Embora seja
observada uma diminuigdo na viabilidade celular na linhagem de células
normais (MCF10A), os valores obtidos ndo demonstram citotoxicidade
significativa para essas células, sugerindo especificidade dos compostos para
células tumorais.

Observando o grafico da figura 27 e os valores de viabilidade da tabela
7, a AC a 100 yM, demonstrou ser mais citotdéxica para a linhagem T47D,
quando comparada ao complexo AC/BCD. Para a linhagem MCF-7 a média de
viabilidade n&o sofreu alteracdes entre AC e o complexo AC/BCD, sendo que
ambos n&o demonstraram potencial citotoxico para essa linhagem. As
linhagens MDAMB-231 e MCF10A nao apresentaram alteracbes na
citotoxicidade com o tratamento do complexo AC/BCD e AC a 100 pM, sendo
ambos pouco citotdxicos para essas linhagens.

A AC a 200uM, demonstrou ser mais citotdéxica para a linhagem T47D,
quando comparada ao complexo AC/BCD. Ja para as linhagens MCF-7 e
MDAMB-231, a viabilidade foi menor para o complexo AC/BCD do que para
AC, sugerindo maior eficiéncia do complexo e maior especificidade do mesmo
para essas linhagens. A linhagem MCF10A apresentou viabilidade alta para os
dois compostos, demonstrando que ambos nao apresentaram citotoxicidade
para essa linhagem. Os valores obtidos foram significativos e contribuem para

posteriores pesquisas a fim do desenvolvimento de um novo farmaco.
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Figura 27. Ensaio de citotoxicidade em linhagem nao tumorigénica (MGF10A)
e linhagens tumorigénicas (T47D, MCF-7 e MDAMB-231), utilizando AC e
AC/BCD, a 100 uM e 200 uM, em 48 horas. Asterisco (*) indica diferenga

significativa em relagdo ao grupo controle. **** > *** > ** > *
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Tabela 7. Valor médio de viabilidade celular (%) da linhagem n&o tumorigénica
(MGF10A) e linhagens tumorigénicas (T47D, MCF-7 e MDAMB-231), utilizando
AC e AC/BCD, a 100 uM e 200 uM, em 48 horas.

Concentragcao | Composto Viabilidade Celular (%) das linhagens
celulares:
MCF10A | T47D | MCF-7 | MDAMB-231
100 pM AC 84 24 60,6 64
AC/BCD 90,6 47 60,6 64
200 uM AC 84 24 60,6 64
AC/BCD 81 35 47,3 56,3

Fonte: Autora, 2020.
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Analisando o grafico da figura 28 e os valores de viabilidade da tabela 8
€ possivel observar que o complexo AG/BCD a 100 pM foi mais citotoxico para
a linhagem T47D, quando comparado com AG. O complexo também foi mais
citotoxico para as linhagens MCF-7 e MDAMB-231, demonstrando valores
satisfatorios de citotoxicidade.

Os valores obtidos para AG/BCD a 200 pM foram significativos e
semelhantes ao de 100 uM, visto anteriormente, demonstrando que o complexo
AG/BCD tem efeito citotdxico superior a molécula livre AG contra as linhagens
tumorigénicas testadas, sugerindo uma maior especificidade do complexo para

essas linhagens e apresentando um potencial para futuras terapias.

Figura 28. Ensaio de citotoxicidade em linhagem nao tumorigénica (MGF10A)
e linhagens tumorigénicas (T47D, MCF-7 e MDAMB-231), utilizando AG e
AG/BCD, a 100 uM e 200 pM, em 48 horas. Asterisco (*) indica diferenca

significativa em relagdo ao grupo controle. **** > *** > ** > *
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Tabela 8. Valor médio de viabilidade celular (%) da linhagem n&o tumorigénica
(MGF10A) e linhagens tumorigénicas (T47D, MCF-7 e MDAMB-231), utilizando
AG e AG/BCD, a 100 uM e 200 uM, em 48 horas.

Concentragao | Composto Viabilidade Celular (%) das linhagens
celulares:
MCF10A | T47D MCF-7 | MDAMB-231
100 uM AG 84 36,6 55 60
AG/BCD 81 32,3 44,6 54
200 pM AG 81,3 36 48,6 59,6
AG/BCD 77,3 31 43,3 54

Fonte: Autora, 2020.

5 CONCLUSAO

e O presente trabalho conseguiu envolver, diversas areas do conhecimento e
tecnologia, visando contribuicbes na pesquisa sobre a ciéncia dos arranjos
supramoleculares, bem como suas aplicagcdes no tratamento de doencas;

e Através das analises no estado sodlido, dos espectros de infravermelho foi
possivel observar as interagcdes intermoleculares na formacao dos
complexos de incluséo;

e As anadlises de calorimetria de titulacdo isotérmica confirmaram as
interacdes intermoleculares na formacdo dos complexos em solucdo. As
constantes de afinidade foram menores para o complexo de inclusao
AC/BCD (13,2 = 3,15) e maiores para o complexo AG/BCD (232 £ 11,3),
sendo estes, melhores quanto a estabilidade das interacdes;

e Os experimentos de fotometria de espalhamento de luz dindmico
possibilitaram observar a redugdao de tamanho do complexo de incluséo
AG/BCD, apresentando uma melhor estabilidade coloidal do que a molécula
livre arctigenina (AG). O complexo de inclusdo AC/BCD, apresentou maior
tamanho do que a molécula livre arctina (AC), devido ao padréo de
interagdes diferentes em sua formagao;

e Através da condutividade elétrica, os resultados demonstraram maiores

valores de condutividade para todos os complexos de inclusdo comparados
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as moléculas livres, devido ao aumento de ions no meio, causado pela
presenca de hidroxilas das ciclodextrinas e nas moléculas hospede;

e A citoxicidade in vitro para células do cancer de mama, verificada pelo
ensaio de viabilidade celular, demonstrou que a arctiina (AC), a arctigenina
(AG) e seus complexos de inclusao (AC/BCD e AG/BCD), sao capazes de
reduzir a viabilidade celular de linhagens de células tumorigénicas.

e A analise geral dos resultados sugere que a citoxicidade dos complexos
AC/BCD e AG/BCD foi mais eficaz do que as moléculas livres AC e AG,
exceto AC para a linhagem T47D.

e Com relagdo ao carater inovador, € o primeiro registro de avaliagdo da
citotoxicidade em células do cancer de mama in vitro utilizando complexos
formados com arctiina/B-ciclodextrina (AC/BCD) e arctigeninal/p-
ciclodextrina (AG/BCD).
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