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Com o aumento da expectativa de vida, o risco de fraturas e doengas do sistema
0sseo tornam-se um problema de satude publica. Estudos anteriores mostram que
a chalcona 4-metoxi (4-MC) apresenta atividade anti-inflamatoria e osteogénica,
sendo assim, o desenvolvimento de um sistema de liberacdo de farmaco
utilizando-se biomateriais, que seja eficaz na regeneracdo Ossea e fornecga
resultados permanentes, representa um desafio tecnoldégico promissor. Este
trabalho visou realizar estudo de pré-formulagdo da 4-MC obtida por sintese,
caracterizar sua toxicidade in silico e in vivo (toxicologia aguda e sub-cronica) e
HET-CAM, subsidiando o desenvolvimento de um sistema de liberagao
(scaffold) para regeneragdo oOssea pela microencapsulagdio da 4-MC em
polimeros biodegradaveis. As microparticulas (MPs) foram caracterizadas
quanto ao tamanho, perfil de liberagdo do farmaco, capacidade de encapsulagdo
de farmaco, morfologia por MEV e cristalinidade por raio-X, sendo empregadas
na confeccao de scaffolds e a atividade osteogénica dos scaffolds foi analisada,
in vivo, em modelo de ferida critica na calota craniana de ratos. Os resultados
obtidos nos estudos de pré-formulagao da 4-MC, apos sua purificagdo, indicam
que este composto ¢ insolivel, apresenta-se na forma de cristais, ¢ passivel de
sofrer degradagdo por oxidagdo, em sitios especificos da molécula e ¢é
fotossensivel. Quanto a sua seguranca, a 4-MC ndo apresenta evidéncias de
toxicidade em tecido renal e cardiaco em doses de até 2000 mg/kg e ndo causa
irritabilidade ocular. As MPs de PDLG 7507 (Copolimero DL-Lactideo-co-
Glicolideo) apresentaram tamanho médio entre 100 e 200 um. Os scaffolds
desenvolvidos contendo 10% de 4-MC mostraram liberagao de 70,45% de 4-MC
em 60 dias, capacidade de encapsulagio de 85,5%, rigidez ¢ morfologia
adequadas e demonstraram eficacia no modelo in vivo de regeneracdo dssea, com
cerca de 80% de fechamento da calota craniana apds 60 dias com evidente
estimulacdo de sintese de coldgeno, sendo biocompativel, osteocundutor e
osteoindutor. Em conjunto os resultados demonstram que os scaffolds de 4-MC
sdo uma alternativa segura e eficaz na regeneragdo Ossea.



Palavras-chave: Chalcona. Pré-formulagdo. Toxicologia. Biomateriais.
Scaffolds. Osteogénese.



(2E) -1-phenyl-3- (4-methoxy-phenyl) -2-propen-1-one
CHALCONE: PREFORMULATION STUDIES, TOXICITY,
DEVELOPMENT OF A RELEASE SYSTEM AND in vivo
ANALYSES IN CRITICAL-SIZED CALVARIAL DEFECT

Danyela Francine Benvenutti
August/2019
Supervisor: Tania Mari Bellé Bresolin, PhD.
Co-supervisor: Rogério Corréa, PhD.
Area of Concentration: Natural Products and Synthetic Bioactive Substances.
Number of Pages: 283

With the increase in life expectancy, the increased incidence of fractures and
diseases of the bone system has become a public health problem. Previous studies
have shown that chalcone 4-methoxy (4-MC) has anti-inflammatory and
osteogenic activity. Thus, the development of a drug release system using
biomaterials that is effective in bone regeneration and provides permanent results
represents a promising technological challenge. This work aimed to perform a
preformulation study of 4-MC obtained by synthesis, and to characterize its in-
silico and in vivo toxicity (acute and sub-chronic toxicology) and HET-CAM, to
support the development of a release system (scaffold) for bone regeneration by
the microencapsulation of 4-MC in biodegradable polymers. Microparticles
(MPs) were characterized by size, drug release profile, drug encapsulation
ability, SEM morphology and X-ray crystallinity, and were employed in the
manufacture of scaffolds. The osteogenic activity of the scaffolds was analyzed
in vivo, in a model of critical-sized defect in the calvarial bone in rats. The results
obtained in the preformulation studies of 4-MC, after purification, indicate that
this compound is insoluble; presents in the form of crystals; is susceptible to
oxidation degradation at specific sites of the molecule; and is photosensitive. In
regard to its safety, 4-MC showed no evidence of renal or cardiac toxicity at
doses up to 2000 mg/kg and did not cause eye irritability. PDLG 7507 (DL-
lactide-co-glycolide copolymer) MPs had an average size of between 100 and
200 um. The developed scaffolds containing 10% 4-MC showed 70.45% release
of 4-MC within 60 days, 85.5% encapsulation capacity, and adequate stiffness
and morphology, and demonstrated efficacy in the bone regeneration in vivo
model, with about 80% skullcap closure after 60 days with evident stimulation
of collagen synthesis. The scaffolds also proved to be biocompatible,
osteocunductive and osteoinductive. Together, the results demonstrate that 4-MC
scaffolds are a safe and effective alternative for use in bone regeneration.

Keywords: Chalcone. Preformulation. Toxicology. Biomaterials. Scaffolds.
Osteogenesis.
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1 INTRODUCAO

A classe das chalconas representa uma interessante fonte de obtengao de
novos farmacos, devido a sua versatilidade estrutural, facilidade de sintese e
ampla gama de atividade farmacologica (FONSECA, 2012). Sdo encontradas em
fontes naturais como as espécies do género Angelica (TABATA et al., 2005),
Glycyrrhiza (MA et al., 2005), Piper (MEISSNER; HABERLEIN, 2005) e
Ruscus (BOYLE et al., 2003). Analogos desta mesma classe vém sendo
estudados pelo NIQFAR (Nucleo de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas) da
UNIVALI ha mais de 18 anos. Entre estes, destaca-se a chalcona (2E) -1-fenil-
3-(4-metoxifenil) -2-propen-1-ona (4-MC), que apresenta potencial osteogénico
e acao anti-inflamatdoria (ORTOLAN et al., 2014; 2017).

No entanto, as chalconas apresentam baixa solubilidade em agua e
algumas sao fotossensiveis (MATTOS et al., 2012), o que representa um desafio
farmacotécnico com relagdo a formulagao na qual sera veiculada, bem como com
relagdo a embalagem, armazenamento e exposi¢do ao meio ambiente.
Conhecendo essas caracteristicas, a microencapsulagdo torna-se uma estratégia
eficaz na administragdo de medicamentos pouco soluveis e possibilitando o
controle sobre a liberagdo de farmacos durante um longo periodo de tempo, além
disso, contribuindo para a estabilidade do farmaco. No entanto, uma série de
problemas relacionados a interagdo entre o polimero e o farmaco exigem um
manejo cuidadoso dos procedimentos de microencapsula¢do, como por exemplo
a plastificacdo de microparticulas (MP) devido a adi¢ao de farmaco, a qual pode
afetar a estabilidade das formulagdes (HUANG et al., 2008).

Portanto, visando o estabelecimento de um novo farmaco, faz-se
necessario ampliar a sua caracterizagdo fisico-quimica, sua estabilidade em
condigoes fisiologicas, de armazenamento e de processo, ¢ conhecer a sua
toxicidade. Estes dados contribuem para direcionar o desenvolvimento do
sistema de liberagao da 4-MC, visando a regeneracao dssea.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo um estudo de pré-
formulagao e toxicidade da 4-MC, além de sua microencapsulagdo em diferentes
polimeros biodegradaveis para o desenvolvimento de scaffolds cuja eficacia na
regeneracao ossea foi avaliada no modelo de defeito critico de calota craniana
em ratos, procurando obter um sistema de liberagdo com eficacia terapéutica,
baixa toxicidade e estavel para a terapia de regeneracdo ossea.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema de liberacdo eficaz, seguro e estdvel para
veicular a chalcona 4-MC com aplicagdo na regeneragao ossea.

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver estudos de pré-formulagao da 4-MC, analisando suas propriedades
fisico-quimicas; estabilidade in silico e in vitro, por meio de estudos de
degradacdo forgada (radiagdo UV e visivel);

- Analisar o potencial de irritagdo ocular (HET-CAM) da 4-MC, a toxicidade in
silico e a toxicidade aguda e sub-cronica em camundongos;

- Desenvolver biopolimero de aplicaga@o topica contendo a 4-MC, que solucione
seus problemas de solubilidade e fotoinstabilidade, com atividade na regeneragdo
Ossea;

- Desenvolver scaffolds apropriados ao modelo in vivo de regeneracdo Ossea,
monitorando o efeito osteogénico e a biocompatibilidade do sistema.
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1 FISIOLOGIA DO OSSO

O osso, embora seja rigido, ¢ dindmico e estd em constante
remodelamento e possui as fungdes de hematopoiese, reserva mineral,
manutencao da integridade estrutural e é também conhecido como um 6rgio
endodcrino que contribui para a regulagdo de varios processos fisiologicos, sendo
formado por células e material extracelular calcificado (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2003; WEI; KARSENTY, 2015).

A matriz 6ssea ¢ constituida de minerais, matriz organica, por¢ao celular
e agua (RATH et al., 2000). A matriz mineral ou inorganica ¢ formada por célcio
(Ca) e fosforo (P), na forma de cristais de hidroxiapatita, Cas(POa)2, sendo
responsavel pelas propriedades de rigidez e resisténcia a compressdo. Outros
minerais também sdo encontrados, como CaCOs ¢ Mg(POs). (FIELD, 2000).

J& a matriz organica, ¢ composta por proteinas colagenas (PCs) e ndo
colagenas (PNCs). Além de células como osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos
(ANDRADE et al., 2007).

1.1 Proteinas colagenas

Nas PCs, tem-se o colageno tipo I que corresponde a 90% da
constituicdo proteica e serve de arcabougo estrutural da fase mineralizada
(YOUNG, 2003; THEIL et al., 2002).

Até o momento existem 28 tipos de colageno identificados, sendo que o
colageno tipo I ¢é a proteina mais abundante no corpo humano, esta proteina tem
a fungdo de proporcionar elasticidade, flexibilidade e estabilidade ao tecido em
que se encontra. Secretada por osteoblastos e fibroblastos, esta proteina é
formada por trés cadeias polipeptidicas paralelas helicoidais, enroladas uma na
outra, contendo ligagcdes cruzadas intermoleculares, formando estruturas
ordenadas conhecidas como fibrilas (MARINI et al., 2017; KNOTT; BAILEY,
1998).

Estas estruturas se ligam a outras macromoléculas (coldgenos e
proteoglicanos) em proporgdes variaveis para formar as fibras de colageno, que
entdo se juntam para formar estruturas de tecido como: tecido 6sseo, membranas
basais, ligamentos, tenddes, pele e vasos sanguincos (YAMAUCH]I;
SRICHOLPECH, 2012; VARMA et al., 2016).

Assim como essa proteina faz diferentes ligagdes para formar as fibrilas
e fibras de colageno em diferentes tipos de tecido, ela também se encontra em
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diferentes concentragdes, dependendo do tipo de tecido em que se encontram
(RITTIE, 2017).

No processo da formagdo do tecido 6sseo pode-se observar diferentes
graus de organizagdo do colageno na matriz, caracterizando diferentes etapas
desse processo. No calo 6sseo ha um alto grau de desorganizagdo dessas fibras,
este ¢ gradualmente substituido por osso lamelar durante a cicatriza¢ao dssea, o
qual apresenta um grau de organizagao maior, ¢ evolui para osso lamelar cortical
que apresenta um elevado grau de organizacdo (HOERTH et al., 2018). Este é
um componente essencial nos processos de formagdo, remodelagdo e
regeneragdo Ossea.

1.2 Proteinas nio colagenas

As PNCs tém a fun¢do de promover a mineralizagdo oOssea,
regulando a adesdo e atividade celular (YOUNG, 2003). Existem varios
tipos de PNC, como: osteocalcina, sialoproteina dssea, osteoprotegerina
(ANDRADE et al., 2007; ROSS, 2000), osteonectina (AARDEN et al.,
1994) e fibronectina glicoproteica (YOUNG, 2003).

1.2.1 Osteocalcina

A osteocalcina ¢ uma das proteinas ndo colagénicas mais abundantes no
osso, secretada por osteoblastos maduros, condrocitos hipertrofiados e
odontoblastos e composta estruturalmente por uma cadeia de 49 aminoécidos.
Esta proteina sofre uma modifica¢@o pds-translacional nas posi¢des 17, 21 e 24,
resultando em trés residuos de y-carboxiglutamato, através de uma reagdo de
carboxilagdo pela y-glutamil carboxilase (GGCX) tendo como cofator a vitamina
K (OWEN et al., 1990; ANDRADE ef al., 2007; RAIF e HARMAND, 1993).

Essa modificacdo aumenta sua afinidade pelo célcio e cristais de
hidroxiapatita, sendo entdo incorporada na matriz dssea, promovendo
mineralizagdo dssea ou regulacdo do crescimento dos cristais, sendo que sua
sintese ¢ aumentada pela 1,25-diidroxivitamina D e sua concentragdo ¢
proporcional a concentragdo de calcio. Porém a osteocalcina y-carboxilada
(GlaOC) contida na matriz ¢ssea sofre uma descarboxilagdo em contato com o
ambiente acido gerado durante os processos de reabsorgao dssea, diminuindo sua
afinidade pela hidroxiapatita, promovendo sua liberagdo na circulagdo. Este
processo faz com que exista duas formas de osteocalcina circulante, a GlaOC -
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carboxilada e GluOC ndo carboxilada (MORRIS et al., 1995; FERRON et al.,
2010; YOUNG, 2003).

Esta proteina também atua como indicador no prognoéstico de evolugao
de osteopatias, apresentando-se diminuida em doengas como osteoporose,
sindrome de Cushing, hipoparatireoidismo e aumentada em casos de
osteomalacia, doenca de Paget, carcinoma metastatico em 0sso, entre outras
(VIEIRA, 1999).

Embora durante muito tempo esta proteina tenha sido correlacionada
apenas ao processo de mineralizagdo Ossea, hoje sabe-se que a forma nao
carboxilada esta diretamente ligada a fungdo endodcrina exercida pelo 0sso, sendo
considerada um horménio proveniente do tecido 6sseo que atua na homeostase
da glicose (WEI; KARSENTY, 2015). Karsenty (2017) apresentou uma revisao
sobre esta proteina, na qual demonstrou que ela melhora varios aspectos do
metabolismo energético, desenvolvimento cerebral e cognicdo.

Estudos demonstram que GluOC nao carboxilada estimula a produgdo
de insulina, aumenta o gasto de energia e a sensibilidade a insulina em 6rgéos-
alvo, bem como previne a obesidade e a intolerdncia a glicose através de um
aumento na concentragao circulante da mesma (MIZOKAMI et al., 2017).

1.3.2 Osteopontina

Osteopontina (OPN) ¢ uma fosfoproteina glicosilada situada nos
depositos e na superficie da matriz 6ssea, sugerindo seu papel na
mineralizagdo da matriz dssea. Sendo produzida por varios tipos de células,
como osteoblastos, osteoclastos, células imunes, células endoteliais e células
epiteliais, atuando em diversos niveis fisiologicos (ANDRADE et al., 2007,
HAO et al., 2017).

Estudos demonstraram que a OPN estimula a ades@o, migragdo e
reabsor¢ao 0ssea através dos osteoclastos, estimulando a expressao de CD44
(glicoproteina da superficie celular envolvida nas interagdes célula-célula,
adesdo celular e migragdo) na superficie celular, sendo esta atividade
necessaria para a motilidade dos osteoclastos e reabsorgao 6ssea (SUZUKI
et al., 2002).

Osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos secretam OPN durante o
processo de remodelag@o dssea e aumentam a sua expressao em resposta a
estimulos mecénicos, o que faz desta proteina fator importante na formagao
e reabsorcdo 0ssea (KLEIN-NULEND et al., 1997). Também foi reportado
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que o processo de angiogenese na remodelacdo 6ssea ¢ facilitada pela OPN
(ASOU et al., 2001).

Hunter (2013) afirmou que a OPN modula a formacdo de
hidroxiapatita no tecido 6sseo, e propds dois possiveis mecanismos:
evitando o crescimento de cristais em areas "inapropriadas" ou regulando o
habito de crescimento do cristal.

Outros estudos mostraram que a presenca de OPN no meio tumoral
leva ao aumento do crescimento do tumor e a metastase e conseqiientemente
ao mau prognodstico (WAI; KUO, 2008). Porém, ainda ndo se tem o
conhecimento se o aparecimento de OPN circulante ¢ devido ao
recrutamento através do processo inflamatorio presente no microambiente
tumoral ou se ¢ propriamente recrutada pelas células tumorais (SHEVDE;
SAMANT, 2014).

A OPN atua também como promotor ou supressor da inflamagao e
carcinogénese inflamatoria, essa agdo esta associada com apoptose, e
estudos mostram que essa proteina altera essa associagdo dependendo do
tipo de doenga e da fase da atividade da doencga (IIDA et al., 2018).

Diversos autores correlacionam também esta proteina ao mau
prognostico de alguns tipos de cancer, sendo entdo considerada um
biomarcador para cancer de mama (XU et al., 2016), gastrico, nofigado
(CAO et al., 2012), pulmdo (CHEN et al., 2013; SHI et al., 2017), tireoide
(FERREIRA et al., 2016), carcinoma hepatocelular (SHANG et al., 2011)
entre outros.

1.2.3 Osteonectina

A osteonectina, também conhecida como SPARC (secreted protein,
acidic and rich in cysteine) ¢ uma proteina ndo colagénica abundante no
0sso, localiza-se nas células osteoprogenitoras, osteoblastos e ostedcitos
recentemente formados e esta relacionada com a mineralizagdao dssea. Seu
papel na mineralizag@o 6ssea esta relacionado com a habilidade de diminuir
a produgdo de cristais e controlar o crescimento de cristais de hidoxiapatita
(AARDEN et al., 1994; ROACH, 1994);

Esta proteina pode influenciar a formagdo, manutengdo e
remodelacdo Ossea através da regulagdo da expressdo do colageno I na
matriz d6ssea e em tecidos ndo mineralizados, além de atuar na
mineralizagdo, diferenciagdo e atividade dos osteoblastos e osteoclastos.
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Como estes fatores estdo interligados entre si, perturbagdes podem originar
efeito cascata levando a consequéncias para outros mediadores da biologia
ossea (ROSSET; BRADSHAW, 2016).

Varios estudos associam esta proteina a metastases tumorais, porém
com resultados divergentes entre si. Alguns descrevem que a osteonectina
atua como agente tumorigé€nico e metastatico, quando expresso pelas células
do estroma, através do aumento da atividade da metaloproteinase, producao
de VEGF (Fator de Crescimento do Endotélio Vascular) ou quimioatragao
(DE et al., 2003; MCKNIGHT et al., 2006; CHEN et al., 2007; DEROSA et
al., 2012). Podgorski et al (2009) afirmaram que a Catepsina K regula a
atividade biologica de osteonectina na metéstase dssea do cancer de prostata.

Por outro lado, outros autores a descrevem como inibidora de
tumor e metastases, quando produzida por células malignas, suprimindo o
desenvolvimento da lesdo 6ssea induzida pelo cancer no osso através da
regulagdo da maturacgdo e fungdo dos osteoclastos ou através da reducdo da
agregacdo plaquetaria (MCCABE et al., 2011).

Outro estudo mais antigo evidencia a osteonectina atuando em
tecidos ndo mineralizados, como facilitadora de doengas fibréticas, como as
da pele, coragdo, figado e rim (EYRE et al., 1984).

1.2.4  Sialoproteina éssea

A Sialoproteina Ossea (BSP-Bone Syaloprotein) também conhecida
como SIBLING (small integrin binding ligand N-linked glycoprotein), é
uma fosfoproteina ndo- colagena expressada em tecidos mineralizados
(BIANCO et al., 1991; GANSS et al., 1999). E sintetizada e secretada por
células formadoras de osso, dentina, cemento e condrocitos hipertroficos
(INANC et al., 2007; FISHER et al., 2001).

Estudos demonstram que a estimulagdo mecanica de osteoblastos
aumenta a expressao de BSP, e ao mesmo tempo, esta proteina promove
reabsor¢ao dssea via osteoclastos, aumentando a adesdo deste tipo celular na
matriz 6ssea (CARVALHO et al., 2002; ANDRADE et al., 2007).

Raynal et al. (1996) mostraram que a BSP participa de trés etapas
dareabsorg¢ao 6ssea, sendo elas: formacao, fixagao e ativacao de osteoclastos
e também que esta proteina estimula a reabsor¢do 6ssea de forma dose
dependente em estudos in vitro.
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Estudos in vivo corroboram estes resultados ao mostrar que a
auséncia de BSP afeta tanto a formagdo quanto a atividade dos osteoclastos
(BOUDIFFA et al., 2010).

Esta proteina interage com as células e com o mineral 6sseo via
integrinas, deste modo, encontra-se em uma posi¢do que facilita sua
atividade no desenvolvimento, remodelagcdo e reparo 6sseco (FISCHER;
FEDARKO, 2003). Além disso, Hunter et al. (1994), através de estudos in
vitro, sugerem que a mesma possa iniciar a formagdo de cristais de
hidroxiapatita na matriz dssea.

A auséncia de BSP gera um aumento na expressdo de osteopontina.
A regulagdo cruzada entre estas proteinas afeta o microambiente Osseo,
gerando uma dificuldade na reabsor¢do de matrizes mineralizadas e ao
mesmo tempo essa auséncia provoca um aumento na expressao de catepsina-
k, MMP2 (Metaloproteinase de Matriz-2) e MMP9 (Metaloproteinase de
Matriz-9), por sua vez, estes componentes provavelmente afetam a liberagado
de fatores ativos da matriz celular (BOUDIFFA et al., 2010).

Varios autores buscam descobrir todas as fun¢des que a BSP exerce
No nOsso organismo, que nado se restringe somente a remodelagao 6ssea. Por
exemplo, Marinovich et al. (2016), mostraram que a BSP atua no
crescimento da fibrocartilagem calcificada, além do enfraquecimento das
propriedades mecéanicas do tenddo, podendo ser empregada
terapeuticamente como conector de tenddes e ligamentos ao 0sso.

1.2.5  Osteoprotegerina

A osteoprotegerina (OPG), também chamada de membro da
superfamilia do receptor de fator de necrose tumoral (TNF) 11B, é produzida
por osteoblastos, fibroblastos e muitos outros tipos de células. A OPG
protege o esqueleto da reabsor¢ao dssea excessiva, ligando-se ao receptor
ativador do fator nuclear kappa-B ligante (RANKL) e evitando ligagdo ao
receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK) (BELIBASAKIS et al.,
2012; SIMONET et al., 1997).

Desse modo, a OPG inibe efetivamente a ativacdo e a maturagio
dos osteoclastos, sendo assim, os fatores que inibem ou estimulam a
reabsor¢do Ossea via osteoclastos agem via RANKL, RANK e/ou
osteoprotegerina (ANDRADE et al., 2007; ROSS, 2000).
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Com isso, pode-se afirmar que a associagdo entre RANKL/OPG
influencia a massa 6ssea. Estudos indicaram que a OPG também protege as
artérias da calcificacdo medial, mostrando que essa molécula possui fungdes
fora do tecido 6sseo (BOYCE; XING, 2007).

Zhang et al. (2016) analisaram a OPG quanto ao seu papel na
regulagdo da diferenciacdo das células-tronco mesenquimais da medula
ossea e da adipogénese da medula 6ssea, mostrando que esta proteina esta
diretamente envolvida nesses processos.

Outros autores sugerem que, o fato de criangas obesas terem
dificuldade em acumular massa 6ssea adequadamente ¢ influenciado pela
OPG (DIMITRI et al., 2011).

Alguns pesquisadores avaliaram a relagdo entre os niveis séricos de
OPG e a sindrome metabolica, e nestes casos esta proteina apresentou-se em
quantidades mais elevadas em relacdo a individuos saudaveis (MUSIALIK
etal., 2017).

Outros estudos mostram também que a OPG desempenha um papel
importante no desenvolvimento da arteriosclerose e ¢é considerada
marcadora desta patologia, porém seu mecanismo de a¢do ainda ndo esta
totalmente elucidado (HEN et al., 2011).

1.2.6  Fibronectina glicoproteica

A fibronectina é um mediador de diferenciagao e sobrevivéncia de
osteoblastos (GLOBUS et al., 1998). Se acumula extracelularmente em
locais de osteogénese (YOUNG, 2003).

Esta glicoproteina atua em diversos processos como adesao celular,
migracdo, diferenciacdo, proliferacdo, desenvolvimento embrionario,
coagulagdo e cicatrizagao de feridas (STEFFENSEN ef al., 2011).

Seu papel na remodelacdo 6ssea esta ligado a outros componentes
do tecido 6sseo como colageno, glicosaminoglicanas e varias glicoproteinas,
que juntos atuam mediando a liberagao de fatores de crescimento endogenos
e a expressao de genes (MARKS et al., 1988; REDDI et al., 1989; TAIPALE
etal., 1997).

Al-Qattan et al. (2014) estudaram a agdo da fibronectina em cirurgia
na calota craniana e relataram que esta proteina atua mediando a ligacdo
célula a célula durante o reparo do defeito 6sseo, tornando-se um importante
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elemento na tecnologia de células-tronco relacionadas a cirurgia
craniofacial.

Porém, assim como as outras proteinas presentes no 0sso, a
fibronectina também exerce outras fungdes no organismo. Alguns
pesquisadores afirmaram que a fibronectina plasmatica estd inversamente
relacionada ao aparecimento de trombose, afirmando que sua diminuigdo
gera um atraso no aparecimento de trombos, e sugerindo que a mesma
mantém o equilibrio entre hemostasia e trombose (WANG; NI, 2016;
MATUSKOVA, 2006).

1.2.7  Catepsina K

A Catepsina K (CatK) ¢ uma protease lisossomal expressa por
macrofagos ativos e predominantemente por osteoclastos no tecido dsseo. Ela se
torna ativa em pH acido e apresenta acentuada atividade de colagenase,
degradando principalmente o coldgeno tipo I dando origem a peptideos como
resultado da clivagem do coldgeno. Com isso pode-se afirmar que ¢ um fator
importante no processo de remodelagdo e reabsor¢do o6ssea (PENNYPACKER
et al.,2009; CHAPPARD et al., 2010; BARASCUK et al., 2010; LECAILLE et
al.,2008).

Mutagdes no gene que codifica a catepsina K sdo a base de uma
patologia conhecida como picnodisostose, esta doenga ¢ uma displasia
esquelética que apresenta como consequéncia baixa estatura, osteoesclerose,
fraturas frequentes e deformidades cranianas (MOTYCKOVA et al., 2002).

Estudos mostram que esta proteina também ¢ expressada em patologias
como tuberculose (KUBLER et al., 2015), pneumonite (REGHELLIN et al.,
2010), neoplasias como melanoma (QUINTANILLA-DIECK et al., 2008),
tumor de células gigantes (LINDEMAN et al., 2004), entre outras.

Estudos indicam também que a CatK estd relacionada a casos de
osteoporose, que ¢ um desequilibrio entre a reabsor¢do e¢ a formagdo Ossea,
processo mediado por osteoclastos e osteoblastos. Visto que a CatK reduz a
reabsor¢do Ossea, substincias inibidoras dessa proteina tém sido pesquisadas
com grande frequéncia pelas industrias farmacéuticas em busca de um tratamento
para esta patologia (DRAKE et al., 2017; LU et al., 2018).
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1.3 Principais células do sistema dsseo

Osteoblastos sdo células do tecido 6sseo derivadas de células-tronco
mesenquimais (MSC) e estdo dispostas ao longo da superficie 6ssea (CAPULLI
et al., 2014). Estas células se caracterizam por possuirem reticulo
endoplasmatico rugoso abundante, complexo de Golgi e vesiculas secretoras
(DAMOULIS; HAUSCHKA, 1997).

Estas células possuem prolongamentos citoplasmaticos, que se
comunicam com os prolongamentos dos ostedcitos (sinalizagdo direta por
juncdes comunicantes), possibilitando uma relagdo entre superficie Ossea e
matriz calcificada, sendo que essa comunicagdo também pode ocorrer de forma
indireta através da via paracrina extracelular (DOTY, 1981; POWELL et al.,
2011).

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela formagao do tecido
0sseo, sao elas que sintetizam os componentes de matriz organica e controlam a
mineralizagdo dessa matriz. Apds esse periodo de formagdo Ossea, os
osteoblastos achatam-se em transformam-se em células de revestimento 6sseo ou
se diferenciam em osteocitos (JUDAS et al., 2012).

Os osteodcitos sdo as células mais abundantes no tecido d6sseo, além
disso, participam da regulagdo da homeostasia do calcio sanguineo, percebem a
carga mecanica, transmitem essa informagao as outras células dentro do osso e
mantém o equilibrio entre osteoblastos e osteoclastos no metabolismo 6sseo
(KATAYAMA, 2016).

Sendo assim, estas células controlam a remodelagdo, reabsor¢do e
formacgao 6ssea, além de exercerem influéncias regulatorias em outros locais do
corpo humano, como por exemplo nas vias enddcrinas, regulando o metabolismo
do fosfato (SCHAFFLER et al., 2014).

Outras células encontradas no tecido 6sseo sdo os osteoclastos, células
multinucleadas que se originam de mondcitos hematopoiéticos, macrofagos e
células de revestimento do osso (ANDRADE et al., 2007).

Estas células sdo especializadas na reabsor¢do da matriz 6ssea. Durante
o processo de remodelacao ossea (Figura 2.1), os osteoclastos secretam citocinas
e outros fatores, com importante papel regulatorio nesse processo. Além disso,
os osteoclastos atuam na diferenciagdo de precursores de osteoblastos, no
deslocamento de células da medula 6ssea para o sangue, em respostas imunes,
processos inflamatdrios e neoplasicos que afetam o osso (BOYCE et al., 2009).
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Figura 2.1: Processo de remodelagdo dssea.
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Imagem adaptada de: Cruz, 2011.
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2 PROCESSO DE REGENERACAO DO OSSO E POSSIVEIS
TRATAMENTOS PARA DEFEITOS OSSEOS

O tecido 6sseo como mencionado anteriormente, estd em constante
remodelacdo, esse processo de remodelagdo Ossea ocorre através de eventos
coordenados com a participagdo de diversos elementos como, proteinas
colagenas e ndo-colagenas, hormonios como o horménio da paratiroide, vitamina
D3, citocinas como fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), fatores
de crescimento derivado de plaquetas (PDGFs), fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs), fatores de crescimento vasculares endoteliais (VEGFs),
fatores de transformagdo do crescimento (TGFs) e proteinas morfogenéticas
osseas (BMPs), que regulam o metabolismo dsseo, a fungdo ¢ a regeneragdo
(MARKS; ODGREN, 2002; BILEZIKIAN et al., 2002).

Estudos demonstram que as BMPs sdo importantes reguladores
envolvidos na formagdo de ossos novos e no reparo de fraturas. Essas proteinas
promovem a cicatrizagdo de fraturas estimulando a diferenciagdo de células
precursoras nao comprometidas em osteoblastos (SERRANO et al., 2013).

E através do estimulo dos fatores de crescimento transformador 3 ¢ das
proteinas morfogenéticas 6sseas -2 (BMP-2) ocorre o processo de diferenciagdo
das células mesenquimais em células osteogénicas (ANDRADE et al., 2007).

Resumidamente este processo de remodelacdo se da pela agdo de
osteoclastos, ostedcitos e osteoblastos mediados pelos fatores descritos acima,
onde ostedcitos mantém o equilibrio entre osteoblastos e osteoclastos e, a medida
que os osteoclastos absorvem o osso, osteoblastos sdo recrutados para formar
0Ss0S NOVOs € esse evento permite que o 0osso mantenha sua estrutura perfeita por
toda uma vida (DELAISSE, 2014).

Devido a capacidade de remodelagdo e regeneragdo, a maior parte dos
defeitos 6sseos podem ser curados espontaneamente sob ambiente fisiologico
apropriado, com excegdo dos defeitos criticos, onde devido a magnitude do
ferimento o osso fica incapacitado de se regenerar (LI ef al., 2015).

A regeneracdo Ossea ocorre em trés estagios, o primeiro onde ocorre o
processo de osteogénese (formagdo e desenvolvimento do o0sso), o segundo
ocorre a osteoinducdo, ou seja, inducdo da diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos ou condroblastos e por fim, a osteocondugdo que
¢ o processo de crescimento 6sseo por meio da aposigdo do o0sso circunjacente
(GARTNER; HIATT, 2003).
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Por outro lado, a consolidagdo 6ssea ¢ um processo com maior
complexidade e pode ser dividido em trés estagios principais:

- Fase inflamatoria que inicia imediatamente apos a fratura e ocorre
aproximadamente nas primeiras duas a trés semanas;

- Formagao do calo dsseo, onde os leitos circulatorios tanto medulares
quanto periosteais proliferam muito, o sistema arterial medular representa um
papel fundamental no suprimento sanguineo para essa etapa do reparo 0sseo;

- Remodelagdo 6ssea, onde o calo 6sseo € reabsorvido e remodelado,
neste processo, atuam os osteoclastos e osteoblastos, removendo e depositando
osso respectivamente (ISOLA; MORAES, 2012).

Com base no conhecimento da fisiologia dssea, podemos destacar a
osteoporose como umas das principais doengas que acometem este tecido, ela é
caracterizada pela perda progressiva de massa e densidade ossea devido ao
desequilibrio entre a reabsor¢do Ossea realizada pelos osteoclastos e a formagao
de osso novo realizada pelos osteoblastos (TROEN, 2006).

Conhecendo o mecanismo de agdo dos osteoclastos no tecido 6sseo,
pode-se sugerir que medicamentos que atuem na inibi¢do da atividade ou
formacgao dos osteoclastos, podem ser de grande utilidade na terapia de doengas
que causam perda 6ssea (KHAJURIA et al., 2011).

Neste contexto, pode-se mencionar novamente a catepsina K (CatK),
uma cisteina protease altamente expressa pelos osteoclastos. Estudos pré-clinicos
genéticos e farmacoldgicos demonstram que a inibicdo da CatK diminui a
reabsor¢do Ossea ¢ aumenta a expressdo de células da linhagem osteobléstica,
podendo promover a neoformagdo Ossea, melhorando sua microarquitetura e
resisténcia (DUONG et al., 2015).

Alguns farmacos inibidores de CatK (Figura 2.3) ja vém sendo
estudados como o relacatib, balicatib, odanacatib e ONO-5334 os quais entraram
em estudo clinico de distiirbios 6sseos metabolicos que causam aumento da
reabsor¢do Ossea, como a osteoporose, porém causaram importantes efeitos
colaterais (DUONG et al., 2015; XUE et al., 2019).
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Figura 2.3: Estrutura quimica de farmacos inibidores de catepsina K.
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Os dados de fase III da Merck sugerem que o odanacatib ¢ eficaz no
aumento da densidade 6ssea e reduz o risco de fraturas (CHAPURLAT, 2015),
porém aumenta também o risco de acidente vascular cerebral, cuja causa deste
efeito ¢ ainda desconhecida, como informado pela empresa.

A Novartis abandonou o balicatib em 2006 devido aos eventos adversos
dermatologicos e a GlaxoSmithKline abandonou o relacatib em 2007,
possivelmente devido a toxicidade. A Sanofi abandonou seu inibidor de
catepsina S/K, o SAR114137, em 2012 por razdes desconhecidas, porém
pesquisadores estdo estudando esta substancia como um candidato ao tratamento
da doenca de Chagas sob o programa New Therapeutic Uses do National Intitutes
of Health (NIH) (MULLARD, 2016).

Atualmente, ha apenas um inibidor da catepsina K em estudos clinicos,
o Medivir MIV-711, que avangou para testes de fase II para osteoartrite em
janeiro de 2016 (MULLARD, 2016). Ultima atualizagio deste estudo ocorreu em
margo de 2019 e avaliou a seguranca, tolerabilidade e eficacia de seis meses
adicionais de tratamento com MIV-711 em pacientes tratados no estudo inicial
durante seis meses que mostraram evidéncia de resposta, e seguranca,
tolerabilidade e eficacia no tratamento (MEDIVIR, 2019).

Por outro lado, ha também estudos sendo desenvolvidos pensando na
solugdo de problemas com fraturas em geral, ¢ nao apenas a osteoporose,
incluindo estudos com biomateriais para a substitui¢do do tecido 6sseo, que
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podem ser divididos em dois grandes grupos: os que substituem fungdes
puramente mecanicas e os destinados ao preenchimento de cavidades dsseas com
o intuito de reconstrugdo ¢ estimula¢do da neoformacgao de tecido mineralizado
(PAGAN, 2003). Neste contexto, os biopolimeros representam uma possivel
aplicagdo.
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3 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Polimeros biodegradaveis, ou seja, que podem se degradar em
componentes biologicamente compativeis sob condigdes fisioldgicas, podem ser
feitos com varios tipos de materiais, e estes materiais podem ser naturais ou
sintéticos, entre eles: proteinas (FRIESS, 1998), polissacarideos (MANO et al.,
2007), poliésteres, que podem ser obtidos de plantas e Dbactérias
(SURIYAMONGKOL et al., 2007) ou sinteticamente (LABET e THIELEMAN,
2009), além de policarbonatos (ROKICKI, 2000) e polianidridos (KUMARA et
al., 2002).

Amplamente estudados, apresentam muitas vantagens com relagdo aos
implantes elaborados com materiais ndo degradaveis, sendo uma delas, o
potencial risco de rejeicdo do material pelo hospedeiro. Dentre os materiais
comumente utilizados como implantes e veiculos em sistemas de liberagdo de
farmacos, os polimeros apresentam grande potencial de uso, sendo faceis de
produzir, manusear e apresentam caracteristicas mecéanicas semelhantes as dos
materiais biolégicos (JELONEK e KASPERCZYK, 2013; BARBANTI et al.,
2006; BARBANTI et al., 2005).

Sao alternativas seguras e vantajosas para a aplicagdo em regeneracao
ossea (JAHAN e TRABIZIAN, 2016), stents (SPADACCIO et al., 2009), fios
de sutura (ALTMAN et al., 2003), sistemas de liberagdo de farmacos (HAN et
al., 2016) e arcabougos na engenharia tecidual (WU e DING, 2004).

Na terapia de regeneracdo tecidual estes polimeros sdo utilizados em
forma de scaffold, que se adapta a diferentes tipos de células possibilitando uma
completa regeneracdo tecidual ou 6ssea. Para a sua aplicagdo ¢ importante que
se tenha pleno conhecimento sobre a cinética de degradagdo do polimero
selecionado, pois a taxa de degradagdo do mesmo deve ser igual ou menor que a
taxa de crescimento do novo tecido ou osso (HOLY et al., 1999).

Com relacdo aos biopolimeros utilizados na terapia tecidual, os
mecanismos de degradacao mais comuns sdo: hidrélise, onde a degradagio se da
através da reag@o que ocorre entre as cadeias poliméricas vulneraveis em contato
com as moléculas de agua, resultando em cadeias de menor tamanho, sendo esta
uma reagdo de segunda ordem, dependendo da concentragdo de ligagdes
atacaveis e da agua (I0OZZINO et al., 2017) e oxidagdo, a qual ocorre através de
agentes oxidantes (peroxidos) produzidos por células originarias de um processo
inflamatorio gerado ao redor do implante, devido a acdo de defesa do sistema
imune, levando a uma quebra de cadeias e diminui¢do do peso molecular do
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polimero (RASSELET et al., 2014; CASAS et al., 1999; LYU e UNTEREKER,
2009).

Dentre os materiais existentes, destaca-se o poli (acido latico-co-acido
glicolico) (PLGA) (Figura 2.4) ¢ um copolimero biodegradavel e bioreabsorvivel
amplamente utilizado no encapsulamento de farmacos, incluindo moléculas
pequenas hidrofilicas e hidrofobicas, DNA e proteinas (ZHENG, 2009;
MALAVIA et al., 2015), aprovado pelas agéncias reguladoras internacionais,
Agéncia de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos (FDA) e a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade (BARROW, 2004; KAPOOR et al., 2015).

Figura 2.4: Estrutura quimica geral do polimero poli (4cido latico-co-acido glicdlico) -
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Existem diversos tipos de PLGA disponiveis no mercado. Entre eles os
que possuem grupos funcionais na cadeia polimérica como éster, chamados de
endcapped ou acido carboxilico, chamados de non-endcapped, e os polimeros
sem a presenga de grupos funcionais na terminagao da cadeia (MAKADIA et al.,
2011).

Outro fator que difere um polimero do outro sdo as diferentes propor¢des
de 4cido latico e acido glicdlico na sua estrutura, produzindo co-polimeros com
diferentes pesos moleculares. Além disso, a hidrofilicidade e a lipofilicidade sao
determinadas pela proporcao destes elementos, o PLA (acido polilatico) possui
maior hidrofobicidade devido a presenga do grupo metila na sua estrutura e o
PGA (acido poliglicolido) ¢ bastante susceptivel a hidrolise, essa caracteristica
confere ao PLGA tempos de degradagdo e valores de Ty (Temperatura vitrea)
diferentes (FIALHO et al., 2003; MAKADIA et al., 2011).

Assim como existem diversos tipos de PLGA, também existem varios
métodos de encapsular o farmaco nesse polimero, entre eles, os mais conhecidos
para produzir microparticulas sdo, spray drying, fluido supercritico, pulverizagao
em banho térmico, leito fluidizado, extrusdo, co-cristalizagdo, liofilizacdo,
inclusdo molecular, polimerizagdo interfacial, coacervacao, emulsdo simples e
dupla por evaporagao de solvente, eletrospray coaxial, templates de hidrogel e
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fabricagdo microfluidica (HAN et al., 2016; MAKADIA et al., 2011; SUAVE et
al., 2006; SANTOS et al., 2000).

Este polimero pode ser utilizado em formulagdes destinadas a liberagao
do farmaco por via oral (CHAVES et al., 2018), parenteral (WISCHKE et al.,
2010), pulmonar (GIOVAGNOLI et al., 2007), musculos (KIM et al., 2006),
valvulas cardiacas (FILOVA et al., 2009), cicatrizagio de feridas (CHEREDDY
et al., 2015), na forma de scaffolds nas terapias teciduais (MIRONOV et al.,
2017), em regeneragdo 6ssea (PARK et al., 2017) e para desenvolver cartilagem
(CAMINAL et al., 2016).

A liberagdao do farmaco ¢ obtida via degradacdo e erosdo da matriz
polimérica (ANDERSON E SHIVE, 1997, 2012; FREDENBERG et al., 2011;
YUN-SEOK et al., 2010).

Estudos anteriores realizados por Gopferich (1996) demonstraram que a
degradacao do PLGA se da predominantemente através de hidrolise quimica das
ligagdes ésteres, tendo como produtos de degradagdo acido lactico e acido
glicdlico, que sdo substincias atoxicas e podem ser removidas do organismo por
vias metabolicas normais. Posteriormente Holy et al. (1999) demonstraram que
a taxa de degradagdo do mesmo ¢ influenciada por varios fatores como peso
molecular, cristalinidade, polidispersividade, morfologia, pH e temperatura.

Com base em todos esses dados, pode-se afirmar que o polimero PLGA
¢ uma escolha apropriada para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de
moléculas com acdo osteogénica e produgdo de scaffolds como alternativa na
terapia de regeneracgao Ossea.
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4 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulagdo de compostos ¢ uma técnica que fornece muitas
vantagens no desenvolvimento de sistemas de liberagao de farmacos, permite que
o composto encapsulado esteja protegido de possiveis processos de degradacao,
como fotdlise, por exemplo, ¢ aumenta a biodisponibilidade do farmaco tornando
as moléculas mais soliveis em meio aquoso (SINGH et al., 2010; ZVONAR et
al.,2010).

Além disso, ¢ uma alternativa eficaz no desenvolvimento de sistemas de
liberagdo controlada de farmacos, tanto localmente como na forma sistémica, e
possibilita a adaptacdo do tempo em que se deseja realizar a liberagdo do farmaco
através do tipo de polimero escolhido e seu peso molecular (SINGH et al., 2010).

Sendo assim, microparticulas poliméricas (MPs) representam uma
ferramenta adequada para variadas aplicagdes terapéuticas, devido a
possibilidade de controlar suas propriedades como tamanho de particula, forma,
estrutura interna, porosidade, carga de farmaco, eficiéncia de encapsulagao, e
para obter o desejado perfil de liberagdo (TRAN et al., 2011). Por este principio,
varias vias de administragdo podem ser exploradas, como a via oral (PASSERINI
et al. 2016), intramuscular (CAMBRONERO-ROJAS et al, 2015),
intraperitoneal (LU et al., 2008), intra-articular (MWANGI et al., 2015),
pulmonar (GIOVAGNOLI et al., 2014) e intranasal (TAKENAGA et al., 1998).

Este processo ¢ caracterizado pela formagdo de particulas que possuem
um tamanho variado entre 1 a 1000 pm e podem ser denominadas de
microparticulas (MPs), microesferas, microcapsulas ou micromatrizes. Existem
varios métodos de se obter essas MPs, como a técnica de evaporagao de solvente
por emulsdo tinica ou dupla emulsdo, spray drying, spray cooling, desolvatagao
por spray, fluido supercritico, extrusdo, coacervagao, liofilizagao, emulsificacao,
entre outras (YEO; PARK, 2005; SILVA et al., 2014).

Um exemplo de como esta técnica pode ser aplicada no auxilio de
diferentes terapias foi demonstrado por Azevedo et al. (2018), que utilizaram o
poli (4cido D,L-latico) (PDLLA) para encapsular acetilacetonato de hdlmio
utilizando uma técnica de evaporagdo de solvente por emulsdo Unica, com o
objetivo de desenvolver um método eficaz para fins de braquiterapia e obtengao
de imagem do sistema pulmonar.

Outro estudo investigou a microencapsulagdo de uma proteina,
utilizando como polimero o PLGA 75:25, incorporando-a via emulsdo por
eletrospray ou eletrospray coaxial, no intuito de obter um modelo de liberagdo
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controlada. Os autores concluiram que ambos os métodos de fabricagdo das MPs
promoveram a liberagdo controlada da proteina, sendo o método de emulsdo mais
eficaz (WANG et al., 2013).

Aziz et al. (2014) propuseram um método de desenvolvimento de
microcapsulas multinucleares de goma ardbica contendo oOleo de krill
encapsulado, pelo método de coacervagdo complexa, obtendo com sucesso
microcapsulas multinucleadas, de forma circular e com estabilidade suficiente
para manter sua estrutura.

Ma (2014) utilizou polimeros biodegradaveis como PLGA e
microesferas de quitosana para encapsular proteinas e peptideos como estratégia
para desenvolver um sistema de liberag@o de farmacos. Outros estudos utilizaram
polimeros do tipo PLGA para encapsular cetoprofeno, sabendo-se que este
farmaco atua como agente plastificante em matrizes poliméricas, utilizou-se
como método preventivo a inclusdo prévia do farmaco em B-ciclodextrinas e
posteriormente foi realizado a microencapsulagdo deste composto no polimero,
para neutralizar este efeito plastificante (ALBERTINI et al., 2015).

A microencapsulagdo também pode ser uma estratégia promissora no
encapsulamento de farmacos de baixa massa molecular, hidrofilicos e anfifilicos
(RAMAZANI et al., 2016), células procaridticas como Lactobacillus
acidophilus (DELLA PORTA et al, 2012) e farmacos hidrofobicos
(KLEEMANN et al., 2017) comprovando sua versatilidade de aplicagao.

Devido a sua vasta aplicabilidade, a microencapsulagéo torna-se uma
alternativa promissora e eficaz no desenvolvimento de novos farmacos,
promovendo uma liberagdo controlada do farmaco ajustavel de acordo com a
molécula e a via de administragdo desejada, facilitando também a adesdo do
paciente ao tratamento com a possibilidade de diminuigdo de doses didrias,
fornecendo estabilidade ao farmaco e auxiliando na diminuigao de efeitos toxicos
do mesmo.
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5 SCAFFOLDS

A necessidade global pela busca de biomateriais, especialmente na
aplicagdo Ossea aumenta a cada ano. Biomateriais sdo considerados materiais
naturais ou sintéticos utilizados para substituir parte de um sistema ou funcionar
em contato intimo com o tecido vivo. Eles podem servir como um scaffold
projetado para substituir, reparar ¢ manter estruturas de o6rgdos (PATEL;
FISHER, 2008).

Esta tecnologia inovadora tem atraido atengdo crescente como uma
estratégia alternativa para tratar 6rgdos e tecidos danificados que ndo podem se
autorregenerar, como queimadura de espessura total da pele, defeitos Osseos
criticos e doenga cronica da cartilagem. A engenharia de tecidos tem como
objetivo eliminar as desvantagens dos tratamentos clinicos convencionais
(THAVORNYUTIKARN et al., 2014).

O método mais utilizado como enxerto dsseo ¢ o autéogeno, o qual
fornece os trés elementos-chave para gerar e manter o tecido 6sseo: as células
progenitoras (osteogénicas), fatores de crescimento e matrizes osteocondutoras
e osteoindutoras, mas este método ainda estd sujeito a restrigdes devido a
quantidade limitada e um procedimento cirargico adicional. O enxerto alogénico
promove todos os fatores de regeneragdo dssea, porém, envolve alto custo, tempo
de espera de doador, bem como o possivel risco de doenga transmitida viral e
bacteriana (DAULAY et al., 2015; SCHIEKER et al., 2006).

Outro método aplicado ¢ o uso de biomateriais como enxertos 0sseos,
sendo uma alternativa promissora, pois ndo danificam tecidos saudaveis, ndo
aumentam os riscos de contaminagdes virais e bacterianas, além de serem
disponibilizados comercialmente (WILLIAMS, 1987). Com isso, pesquisas no
campo de biomateriais vém sendo realizadas continuamente por décadas, para
desenvolver os materiais sintéticos substitutos de osso mais apropriados. Os
scaffolds devem imitar a morfologia do 0sso, estrutura e fungdo, a fim de otimizar
a integragdo do tecido circundante, ou seja, que tenham propriedades
semelhantes a tecido 6sseo (DAULAY et al., 2015; KARAGEORGIOU;
KAPLAN, 2005).

Biomateriais empregados em scaffolds possuem arcabougo
tridimensional poroso, propriedades bioativas e biodegradaveis, que servem de
molde para a formagdo do novo tecido e normalmente possuem propriedades
osteocondutivas, e raramente propriedades osteoindutivas ou osteogénicas, além
de possuirem a grande vantagem de servir de suporte mecanico (BLOM, 2007;
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LIU; MA, 2008). Podem ser polimeros biodegradaveis naturais como o colageno,
a fibrina, a quitosana e o amido, que apresentam boa biocompatibilidade e
algumas propriedades osteocondutoras. No entanto, o uso desses materiais ¢
limitado devido a sua baixa estabilidade mecanica. Podem ser de origem natural
como as ceramicas (fosfato de calcio), especialmente hidroxiapatita (HA) e
fosfato tricalcico (TCP) os quais assemelham-se a fase mineral do osso e sdo
caracterizados como biocompativeis, bioativos e osteocondutores. Também ha
o0s materiais sintéticos bioabsorviveis, como o PLGA (poli acido latico-co-acido
glicolico); caprolactama (CPL) e cerdmicas porosas, ou hibridos (AHSAN;
NEREM, 2005; HUTMACHER et al., 2007; SCHIEKER et al., 2006).

A porosidade e o tamanho de poro dos scaffolds desempenham um papel
critico na formagdo do osso in vitro ¢ in vivo (Tabela 2.1). In vitro, a menor
porosidade estimula a osteogénese por suprimir a proliferacao de células e forgar
a agregacdo de células. Em contraste, in vivo, maior porosidade e tamanho de
poros resultam em maior crescimento 4sseo, por permitirem uma maior
vascularizag@o no local da regeneragdo 6ssea. Este fator contribui para que as
propriedades mecanicas do arcabougo sejam diminuidas, necessitando assim o
estabelecimento de um limite superior para o tamanho dos poros e porosidade,
para que se possa obter um equilibrio de acordo com a reparagdo, a taxa de
remodelacdo e a taxa de degradacdo do material de scaffold
(KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).

Tabela 2.1: Exemplos de scaffolds e taxa de porosidade e tamanho de poro.

Composicao Scaffold Porcentagem de  Porosidade = Tamanho de
cerdmica polimero ceramica (%) (%) Poro (um)
CaP amorfo PLGA 28-75 75 >100
HA PLLA 50 85-96 100 x 300
PLGA 60-75 81-91 800-1,800
PLGA 30-40 110-150
Bioglass® PLGA 75 43 89
PLLA 20-50 77-80 ~100
~10
PLGA 0,1-1 50-300
PDLLA 5-29 94 ~100

Fonte: Adaptado de (CHEN et al., 2008; REZWAN et al., 2006)
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Independentemente do tipo de tecido, um conjunto de aspectos
fundamentais s@o importantes na fabricagdo de um scaffold, como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades mecanicas, arquitetura e
tecnologia de produgdo (PATEL; FISHER, 2008; O'BRIEN, 2011; SHOICHET,
2010).

Biocompatibilidade: as células devem aderir; a func¢éo do tecido deve se
manter normal; as células devem migrar para a superficie através do scaffold e o
inicio da prolifera¢do ocorrer antes de estabelecer uma nova matriz (O'BRIEN,
2011).

Biodegradabilidade: o arcabougo projetado deve permitir que as células
do préprio corpo o substituam, sendo assim, 0 mesmo precisa ser biodegradavel,
de modo a permitir que as células reproduzam sua propria matriz extracelular.

A taxa de degradagdo também influencia na degradacao de subprodutos:
velocidade de degradagdo rapida resulta em concentragdes locais elevadas de
potenciais moléculas inflamatorias, que podem interferir com o processo de
reparo tecidual, obstruindo o crescimento do tecido (PATEL; FISHER, 2008;
O'BRIEN, 2011; SHOICHET, 2010).

Propriedades mecanicas: deve ter propriedades mecanicas consistentes
com a localizagdo anatomica para o qual sera implantado e, forte o suficiente
para permitir a manipulagdo cirurgica. A produgao de scaffolds com propriedades
mecanicas adequadas ¢ um dos grandes desafios na tentativa de projetar osso ou
cartilagem. Para estes tecidos, o scaffold implantado deve ter integridade
mecanica suficiente para funcionar a partir do tempo de implantagdo para a
realizagdo do processo de remodelacdo dssea (O'BRIEN, 2011);

Arquitetura: deve ter uma estrutura de poros interligados e a porosidade
elevada para promover proliferacdo e diferenciagao celular e também para a troca
de nutrientes e metabolitos. Além disso, uma estrutura porosa interligada ¢
necessaria para permitir a difusdo dos produtos de residuos para fora do scaffold,
e os produtos de degradagdo devem ser capazes de sair do corpo, sem
interferéncia com outros 6rgdos e tecidos circundantes. Outro componente ¢ o
tamanho médio do poro, pois as células interagem principalmente com os
scaffolds através de grupos quimicos sobre a superficie do material (PATEL,;
FISHER, 2008; O'BRIEN, 2011);

Tecnologia de produgdo: para que um scaffold se torne clinicamente e
comercialmente viavel, ele deve ser rentavel e reproduzivel em escalas maiores.
Também deve ser obtido por meio de processos de fabricagdo que atendam as
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boas praticas de fabricagdo (BPF). Deve-se determinar como sera sua forma final
de apresentacgdo e a melhor forma de armazenamento (O'BRIEN, 2011).

Intimeros métodos tém sido desenvolvidos e utilizados para fabricar
scaffolds 3D para aplicagdes na engenharia tecidual (THAVORNYUTIKARN et
al., 2014), entre eles, lixiviagdo particulada (Figura 2.5) (XIANG et al.,2006;
THAVORNYUTIKARN et al., 2014), lixiviagdo porogénia (MANO et al.,
2007), formacdo de espuma a gas (IKADA, 2006), auto montagem (ZHANG et
al., 2003, 20006), eletrospinning (LIANG et al., 2007), separacdo de fases
(SMITH et al., 2006), prototipagem rapida (HUTMACHER et al., 2000, 2001),
malha de fibra (CHEN et al., 2002), fibra de ligacdo (MOONEY et al., 1996),
modelagem por fundicdo (THOMPSON et al., 1995a,b), membrana de
laminacdo (MAQUET;JEROME, 1997) e liofilizagdo (BOLAND et al., 2004;
MANDAL; KUNDU, 2008; THAVORNYUTIKARN et al., 2014).

Figura 2.5: Micrografias de luz de cortes transversais de scaffold de PLGA 75:25
sintetizado por uma técnica de inversdo de fase / lixiviagdo de particulas (esquerda) e o
osso trabecular humano (direita). Uma estrutura de poros semelhantes, tamanho e
distribuicao pode ser observado em ambas imagens.

e
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Fonte: Adaptado de Shoichet, 2010.

Projetar scaffolds com uma composi¢do bioativa e um sistema de
liberagao de farmaco de longa duracdo ¢ um método promissor de fornecer uma
eficacia terapéutica na regeneracdo Ossea. El-Figi e colaboradores (2015)
propuseram o desenvolvimento de scaffolds eletrospun fibroso, incorporando
mesosporos de nanoparticulas de vidro bioativas de gelatina policaprolactona,
como matriz para a regeneragao 0ssea, € apresentaram em seu estudo resultados
significativos na reparagdo dssea.

Outro estudo aplicado em populagdo pediatrica apresentou a construgdo
de um scaffold constituido por apatita carbonatada com placas de 4cido polilatico
para a reparacdo de um defeito de cranio. Trinta e quatro pacientes pediatricos
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foram tratados e examinados a cada trés meses de pos-operatorio utilizando-se
tomografia computacional e os resultados demonstraram rapida osteogénese e
reduc@o no tamanho do defeito craniano (PATEL; FISHER, 2008).

Bonvallet e colaboradores (2015) analisaram o comportamento de
scaffolds acelulares semeados com fibroblastos, os quais foram enxertados em
defeitos de pele de tamanho critico. Verificou-se que os suportes de fibroblastos
semeados estimularam a cicatrizagdo de feridas com maior eficacia do que os
scaffolds acelulares e estimularam a formagdo de uma matriz dérmica e pele
semelhante a nativa. Além disso, promoveram a regeneragdo dos apéndices da
pele, como foliculos pilosos.

Wang e colaboradores (2015) mostraram um conceito para a preparagao
de scaffolds 3D biomimético poli (g-caprolactona) / hidroxiapatita / colageno
com excelente osteoinducao e capacidade de proliferagdo e regeneragdo Ossea.

Outros pesquisadores relataram a preparacdo de nanofibras de quitosana
pelo método de electrospinning e tratadas com fluido corporal simulado para
estimular a formagdo de hidroxiapatita na superficie, obtendo-se uma relagdo de
calcio e fosforo na hidroxiapatita formada, semelhantes ao osso natural, esses
scaffolds apresentaram um bom desempenho na terapia de regeneragdo Ossea
(THIEN et al., 2013).

Portanto, devido a comprovagdo da eficacia dos scaffolds em
tratamentos de fraturas do sistema Osseo, a incorporacdo de agentes com
atividade osteogénica, como as chalconas, representa uma possivel alternativa
terapéutica em processos de defeito 6sseo.
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6 CHALCONAS

As chalconas sdo uma familia de compostos caracterizados por uma
por¢do cetona o, P-insaturada (Figura 2.6) (ZHUANG et al., 2017). Estes
compostos apresentam em seu esqueleto um sistema capaz de conferir pigmento
amarelo as pétalas de algumas plantas e possuem dois estereoisdmeros, sendo o
isomero E, a forma termodinamicamente mais estavel, devido a isto, é a mais
comumente encontrada entre as chalconas. A configuragdo do isémero Z ¢
instavel devido aos fortes efeitos estéricos entre o grupo carbonila e o anel B
(CAMPOS-BUZZI et al., 2007; CORREA et al., 2001; NI et al., 2004;
EVRANOS AKSOZ; ERTAN, 2011).

As primeiras chalconas foram sintetizadas em laboratdorio em meados de
1800, e a partir de 1910 foram isoladas de plantas medicinais
(SHIMOKORIYAMA, 1962). Estes compostos sdo amplamente estudados
devido ao seu amplo espectro de atividades biologicas interessantes e a grande
facilidade de sintese. As chalconas tém sido associadas a agentes
antimicrobianos (PANDHURNEKAR et al., 2013; NIELSEN et al., 2004;
SATO et al, 1996), antifingicos (PANDHURNEKAR et al., 2013;
LAHTCHEYV et al., 2008; DE CARVALHO TAVARES et al. , 2011), antiviral
(TRIVEDI et al., 2007), antimalarico (KAUR et al., 2010, TOMAR et al., 2010);
anti-leishmania (BOECK et al., 2006, CHEN et al., 2001), anti-inflamatério
(VOGEL et al., 2010; YADAV et al., 2011; SHIH et al., 2018), antiagregante
plaquetario (REDDY et al., 2011), antitumoral (RAO et al., 2010; KIM et al.,
2010, SZLISZKA et al. ,2010; YADAV et al., 2011; KACHADOURIAN et al.,
2012, MAHAPATRA et al., 2015), anti-obesidade (BIRARI ez al., 2011), efeitos
antioxidantes e osteogénicos (ORTOLAN et al., 2014; 2017).

Figura 2.6: Representacdo esquematica da estrutura geral das chalconas.
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Outra propriedade referenciada as chalconas ¢ que algumas apresentam
atividades similares a insulina e melhoram a absor¢ao da glicose nos adipdcitos
(ENOKI et al., 2007).

Estudos realizados pelo NIQFAR mostraram que as acetamidochalconas
(1) e (2), avaliadas em testes antinociceptivos in vivo apresentaram efeitos duas
vezes maiores que farmacos de referéncia como 4acido acetilsalicilico e
acetoaminofen (CAMPOS-BUZZI et al., 2007).

) 2

Os derivados 1,3-diaril-2-propen-1-ona tém sido amplamente estudados
devido suas agr (1) inociceptivas, como o compos (2) oxilina, o qual
apresenta atividade dose-dependente, ndo competitiva e antagonista da
acetilcolina, histamina e ocitocina em modelos in vitro (CECHINEL FILHO et
al., 1996).

Ortolan ef al. (2014; 2017) estudaram também as chalconas (2E)-1-
fenil-3-(3,4-diclorofenil)-2-propen-1-ona (3); (2E)-1-fenil-3-(4-clorofenil)-2-
propen-1-ona (4); (2E)-1-fenil-3-(4-metilfenil)-2-propen-1-ona (5); (2E)-1-fenil-
3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona (6) e (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (7),
incorporadas em vaselina e obtiveram um resultado significativo quanto a
atividade osteogénica para todas as chalconas testadas na concentragdo de 10%,
sendo que a chalcona (2E)-1-fenil-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona (4)
apresentou um melhor resultado na formagdo do tecido 6sseo, promovendo
reparo completo no grupo de animais 45 dias apos o tratamento.
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Em outro estudo mais recente realizado pelo NIQFAR foram
demonstrados novos potenciais inibidores seletivos de COX-2, onde seis
compostos foram analisados, os resultados obtidos mostraram que todos os
compostos sintetizados foram mais potentes que o celecoxib na inibi¢do da COX-
2, possuindo também um maior indice de seletividade (MACARINI et al., 2019).

Em conclusdo, os compostos apresentados podem ser avaliados em
modelos in vivo, baseados nos resultados in silico € in vitro, € podem servir como
moléculas de sucesso para o desenvolvimento de novos inibidores de COX-2.

A licochalcona A demonstrou acelerar o ritmo de desenvolvimento do
esqueleto de peixe-zebra e a formagdo de tecido 6sseo ¢ melhorada sobre o
peridsteo dos ossos da calota craniana de ratos (KIM et al., 2012). Algumas
chalconas foram investigadas para o tratamento da doenga de Alzheimer e
apresentaram poténcia nanomolar para a inibicdo da colinesterase e perfil
neuroprotetivo (RAMPA et al., 2017, 2018).

A trans-chalcona apresenta atividades anti-diabética e anti-
inflamatoriacom aumento do efluxo de colesterol hepatico e previnindo a
resisténcia a insulina e a inflamacgao do figado (KARIMI-SALES, 2018).

Com isso, destaca-se a importancia da obtencdo de derivados obtidos a
partir do nucleo chalconico no intuito de encontrar moléculas estruturalmente
relacionadas com a bioatividade (SANTOS, 2008).
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6.1 CHALCONA (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona (4-MC)

A chalcona 4-MC ¢ obtida facilmente por condensagdo de Claisen-
Schimidt. Possui formula molecular de Ci6H1402, peso molecular ~ 238 g/mol e
apresenta LogP 3,1 (PubChem, 2018). Este composto esta relacionado a irritagao
ocular, na pele e no sistema respiratorio (ECHA, 2018). Nao ha dados na
literatura acerca de outras propriedades fisico-quimicas ou sobre a sua
estabilidade. Quanto a atividade bioldgica, Rashi et al. (1986) demonstraram que
a chalcona 4-MC ndo ¢ mutagénica sendo que este composto tem se demonstrado
de grande interesse para diversas areas de pesquisa devido as suas promissoras
acdes terapéuticas ja comprovadas e a facilidade de obtengdo através da sintese
organica.

A 4-MC ¢ particularmente atraente possuindo citotoxicidade
significativa observada contra MDA-MB-435 (linhagem celular de cancer de
mama), SF-295 (linhagem celular de glioblastoma), e linhas celulares HCT-8
(linhagem celular de adenocarcinoma ileocecal humano) (RAMALHO et al.,
2013). Estudos realizados por Lim e colaboradores (2013) demonstraram que a
4-MC possui efeitos regulatorios adversos no mecanismo de defesa mediado por
Nrf2 (fator nuclear eritroide 2), havendo um duplo beneficio, sendo
quimiosensibilizador ao promover a morte celular em células cancerosas e
quimioprotetor, ao evitar que células normais sofram a toxicidade induzida por
drogas anticancerigenas.

Outra atividade biologica relacionada a esse composto ¢ a atuagdo como
inibidor da enzima catepsina K, enzima essa predominantemente expressa em
osteoclastos e que exibe alta atividade da colagenase em relagdo aos colagenos,
sendo fortemente envolvida na progressao da osteoporose (RAMALHO et al.,
2013).

Stompor et al. (2015) estudaram a chalcona 4-MC juntamente com
outros compostos em uma linha totalmente diferente de investigago, para o uso
desse composto como inseticida natural com a¢do fagoinibidora contra pulgoes
da batata péssego (M. persicae [Sulz.]) e esta substancia mostrou atividade
moderada nesta analise.

Outros pesquisadores avaliaram o efeito de flavonoides e chalconas na
viabilidade celular, dano ao DNA e expressao do gene da topoisomerase Ila / IIb
em uma linhagem de células tumorais caninas (DHS82), entre os compostos
estudados a 4-MC apresentou o alto grau de citotoxicidade na auséncia de danos
consideraveis no DNA e exerceu maior inibigdo da expressdo da topoisomerase
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ITa do que a topoisomerase IIb e justificaram que o efeito mais especifico dessa
chalcona sobre a topoisomerase Ila pode ser devido a sua estrutura de cadeia
aberta (SILVA et al., 2013).

Iftikhar et al. (2017) avaliaram a atividade de alguns compostos
incluindo o 4-MC, contra linhagens celulares de cancer humano colorretal
(HCT116) e de mama (CAL-51) onde revelou atividades antiproliferativas
potentes, sendo que o 4-MC causou rapido acimulo de p53 em células HCT116
semelhantes a sua indugdo por controle positivo (Nutlin-3), esse resultado
demonstra que esta substancia atua como um estabilizador de p53 potente, com
atividade antiproliferativa aumentada.

Outros autores estudaram a 4-MC frente a quatro tipos de linhagens
celulares, demonstrando um valor de ICso de 81,34 uM em A549 (células
epiteliais de adenocarcinoma de pulmdo humano), 50,15 pM para B-16
(melanoma de camundongo) ¢ 64,34 uM para 3T3 (fibroblastos de camundongo)
(BORTOLOTTO et al., 2014).

Foi relatado por Henmi et al. (2009) que este composto atua na
supressao da proliferacao de células brancas de blastogénese e na proliferacao de
células de melanoma A375. Assim como, possui agdo anti-inflamatoria avaliada
através do modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina
(DHANAPAL et al., 2013).

Han et al. (2017) demonstraram que a chalcona 4-MC aumenta
significativamente a diferenciagdo de pré-adipocitos 3T3-L1, aumenta a
atividade transcricional induzida pelo PPARY e reverte o efeito inibitério do
TNF-a na diferenciacdo de adipocitos e na expressdo da adiponectina, podendo
entdo, ser utilizado na prevengao e tratamento da sindrome metabdlica e diabetes.

Este composto também apresentou atividade inibitéria de glutationa S-
transferase (GSTs), este tipo de farmaco frequentemente empregado na terapia
do cancer, devido ao fato de que a GSTs aumenta o metabolismo de drogas
anticancer, contribuindo para a resisténcia aos medicamentos, sendo assim, a
inibi¢do desta enzima desempenha um papel fundamental na terapia do cancer
(OZASLAN et al., 2018).

Além disso, estudos recentes em ferida critica da calota craniana em
ratos wistar utilizando como tratamento a chalcona 4-MC demonstraram que a
mesma possui promissora a¢ao osteogénica, havendo o fechamento da ferida em
45 dias e anti-inflamatoria (ORTOLAN et al., 2017).

Com base nas atividades terapéuticas ja comprovadas em literatura, a
chalcona 4-MC foi escolhida para ser investigada neste trabalho quanto a sua
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acdo osteogénica ao ser incorporada em formulagdes apropriadas, destinadas a
regeneracdo Ossea. Apesar destas atividades bioldgicas promissoras, a 4-MC
apresenta baixa solubilidade em agua.

Além disso, fotossensibilidade foi relatada para outra chalcona, a 5-(2-
benzoiletenil)-N-benzil-2 metoxibenzenesulfonamida (MATTOS et al., 2012),
ressaltando a necessidade de estudos de pré-formulagdo para a melhor
compreensdo das propriedades fisico-quimicas desta molécula, incluindo
também a sua estabilidade. Além disso, faz-se necessario desenvolver sistemas
de liberagdo adequados para melhorar a sua solubilidade, proteger contra a
degradacdo e direcionar o fdrmaco para o sitio de agdo, contribuindo para
estabelecer um promissor agente terapéutico.
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CAPITULO III
Chalcona (2E) -1-fenill-3- (4-metoxi-fenil) -2-propen-1-ona: ESTUDOS
DE PRE-FORMULACAO E ESTABILIDADE

Este artigo foi submetido ao periddico Pharmaceutical Research com fator de
impacto igual a 3.42.
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Resumo

As chalconas sdo uma classe de compostos amplamente estudados devido a sua
gama de atividades biologicas e pela facilidade de obtengdo através de sintese.
Em especial, a chalcona (2E) -1-fenil-3- (4-metoxi-fenil) -2-propen-1-ona (4-
MC), apresenta importante atividade anti-inflamatéria e osteogénica, entre
outras, sendo um promissor agente terapéutico. Apesar de sua importincia
terapéutica, as chalconas apresentam baixa solubilidade sendo também relatado
fotosensibilidade, caracteristicas que influenciam na sua sintese e no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo. Portanto, estudos de pré-formulagio
sdo de grande importancia para direcionar o futuro desenvolvimento de sistemas
de liberagdo adequados para esta molécula. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar a 4-MC obtida por sintese de Claisen-Schmidt, empregando
técnicas espectroscopicas como ressonancia magnética nuclear (RMN), Infra-
vermelho (FTIR) e espectrometria de massas (CG-MS), analisar suas
caracteristicas fisico-quimica como solubilidade em diversos solventes e, analise
de comportamento térmico por DSC/TG e hébito cristalino por difracdo de raio-
X (DRX), bem como analisar a sua estabilidade em modelos in silico e in vitro
(fotoestabilidade), empregando cromatografia liquida com detector de UV e MS.
Os resultados obtidos comprovaram a estrutura quimica da 4-MC, a qual
apresentou fusdo em 75 °C, e apresentando-se na forma cristalina, com auséncia
de polimorfismo, sendo praticamente insoltivel em agua, com solubilidade de
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1,39, 1,56 ¢ 2,08 pg/mL em metanol/PBS (60/40 v/v) a 18, 25 e 37 °C,
respectivamente. Na analise in silico, observou-se que o hidrogénio ligado ao
carbono localizado na posi¢do C6 de ambos os anéis sdo as posi¢des mais
provaveis para a auto-oxidacdo, sendo sugeridas as possiveis estruturas dos
produtos de degradag@o. Nas andlises de degradacéo in vitro a 4-MC mostrou-se
fotoinstavel frente a exposigao a luz visivel (degradagdo de 22,1 ¢ 56,4% a 1,2 ¢
2,4 milhdes de lux/h, respectivamente), monitorando por LC-UV. A analise por
LC-MS revelou o aparecimento de 4 produtos de degradagdo, em concordancia
com o estudo in silico. Estes resultados possibilitaram a compreensdo da
labilidade da 4-MC frente a incidéncia de luz e exposi¢do ao oxigénio, de modo
a direcionar o desenvolvimento de sistemas de liberacdo que preservem sua
estabilidade e melhorem a sua biodisponibilidade, bem como para a escolha dos
materiais de embalagem a serem empregados.
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Introducao

As chalconas sdo amplamente estudadas devido a sua ampla atividade
biologica, incluindo agdo antimicrobiana (SUWITO et al., 2015), anti-
hepatotoxicoa (KHAN et al., 2006), antileucémica (WINTER et al., 2014), anti-
inflamatoria (IQBAL et al., 2014), antimalarica (BHATTACHARIJEE et al.,
2007), quimiopreventiva (XU et al., 2015), entre outras.

Em especial a chalcona 4-metoxi (4-MC) apresenta atividade anti-
inflamatoria (DHANAPAL et al., 2013), osteogénica (ORTOLAN et al.; 2017),
quimiosensibilizadora e quimiopreventiva (LIM et al., 2013), inibidora de
catepsina K (RAMALHO et al., 2013), eficaz no tratamento da sindrome
metabodlica e diabetes (HAN et al., 2017), apresenta atividade inibitéria de
glutationa S-transferase (OZASLAN et al., 2018) e atua na supressio da
proliferacdo de células brancas de blastogénese e de células de melanoma A375
(HENMI et al., 2009).

Embora seja um composto com ampla atividade terapéutica
comprovada, ndo ha relatos de estudos de pré-formulagdo que incluam a sua
solubilidade ou habito cristalino e presenga de polimorfismo, os quais podem
afetar a sua biodisponibilidade, assim como sua a estabilidade.

A degradagdo quimica e estabilidade sdo assuntos bastante abordados no
desenvolvimento de novos farmacos, sendo as reagdes de hidrolise e auto-
oxidagdo as reagdes de degradacdo mais comuns. Algumas metodologias
computacionais sdo utilizadas para prever a estabilidade ou o tipo de via de
degradacdo que um composto pode apresentar em condi¢des especiais
(ANDERSSON et al., 2014; REIS et al., 2018). Neste contexto, estudos de
predigdo in silico de estabilidade tornam-se uma ferramenta valiosa para o futuro
desenvolvimento de um sistema de liberacdo de farmaco.
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2 Materiais e métodos
2.1 Materiais

Acetofenona; anisaldeido; hidroxido de sodio; placa de silica gel para
cromatografia em camada delgada (CCD) Merck GF254 20 x 20 cm; silica gel
60, 70-230 mesh (0,063-0,20 mm); silica gel 60, 10-230 mesh (0,063-0,20 mm);
CDCls; KBr. A agua ultrapura tipo I foi obtida em um sistema Milig. Os
solventes para uso em LC-UV eram de grau HPLC e no LC-MS eram de grau
LC-MS. Todos os demais solventes eram de grau PA.

2.2 Sintese e purificacio da chalcona (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-
propen-1-ona

A 4-MC foi sintetizada por condensacdo de Claisen-Schmidt
(BUKHARI et al., 2014). Inicialmente foi feita uma solug@o de hidroxido de
sodio (NaOH) (0,2184 g) solubilizada em 5 mL de etanol. Apdés completa
solubilizagdo do NaOH a mesma foi levada a banho de gelo, onde adicionou-se
p-anisaldeido (0,472 mL) e acetofenona (0,485 mL), essa solu¢do permaneceu
sob agitagdo até o término da reacdo, monitorando-se com CCD. Ao final da
reagdo a mesma foi evaporada a pressao reduzida e permaneceu em dessecador
durante 24 h.

A reagdo foi monitorada por CCD eluidas com solventes gradientes
como hexano e acetato de etila (70:30 v/v) para confirmar o término da reagao.
Os produtos obtidos foram filtrados sob pressdo reduzida, vertidos em agua
gelada e lavados sucessivamente até as lavagens se tornarem neutras ao teste em
papel tornassol, foram entdo secos num dessecador durante 24 h e purificados
por cromatografia em coluna.

A fragdo obtida foi impregnada com silica gel 70-230 mesh 60 como
uma pastilha, produzindo um peso final de 9 g. A coluna foi recheada com 85,756
g de silica gel 60 e eluida de forma gradiente iniciando com hexano 100% e a
polaridade aumentada gradativamente com acetato de etila. Aliquotas de 5 mL
foram coletadas em um total de 215 sub-fragcdes que foram evaporadas e
agrupadas de acordo com seu perfil cromatografico por CCD.

A subfragdo 91-153 (83,26% de rendimento) apresentou a forma de
cristais de agulha de cor levemente amarelada. Esta amostra foi recristalizada a
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partir de etanol aquecido utilizando carvao ativado, subsequentemente filtrada
sob pressdo negativa e seca durante 24 h.

A coluna foi recheada com 53,193 g de silica gel 60 e eluida em um
sistema de solvente gradiente iniciando com 100% hexano, aumentando a
polaridade gradativamente com acetato de etila. A amostra foi impregnada com
silica gel 60 de granulometria 10-230 mesh na forma de pastilha (5,655 g), a

Apods a secagem, as fragdes puras do produto foram coletadas e
caracterizadas conforme descrito abaixo.

2.3 Caracterizacio estrutural da 4-MC
2.3.1 Analise de infra-vermelho—FTIR

Espectros de FTIR foram registrados em um FT-IR Shimadzu® IR
Prestige-21 (Kyoto, Japao), utilizando espectroscopia de refletancia difusa DRS-
FTIR com o composto misturado em KBr. Cada espectro foi obtido de 3600 a
750 cm’!.

2.3.2 Espectrometria de massa e Cromatografia gasosa (CG-MS)

Estas analises foram realizadas utilizando um cromatdgrafo a gas com
um detector de massa acoplado, modelo Shimadzu QS-2010® (Kyoto, Japao).

A amostra foi dissolvida em diclorometano. Foi utilizado um sistema de
injecdo automatizado (auto-injetor) da Shimadzu modelo OAC 20i, o qual,
injetou 1 pL da solugdo. A separagdo foi feita usando uma coluna DB-1 (30 m x
0,25 mm, 0,10 pm) de fase estacionaria 100% de dimetilpolisiloxano. O fluxo de
gas Hélio foi mantido constante em 0,70 mL/min e a temperatura do injetor foi
de 300 °C no modo splitless com divisdo (Split) de 1:40. A temperatura inicial
da coluna foi mantida a 190 °C por 1 min e em seguida a velocidade de
aquecimento foi de 30 °C/min até atingir 310 °C, permanecendo nesta
temperatura por 8§ min. O detector de massas Shimadzu modelo QP2010S, foi
usado no modo SCAN com a razdo massa/carga de 30 a 450 Da e no modo de
ionizacdo por impacto de elétrons (EI) a 70 eV.
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2.3.3 Ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio 'H e Carbono 3C
(RMN)

As analises de RMN foram realizadas em equipamento Brucker
Advance DPT-300 (Billerica, Massachusetts). A chalcona foi solubilizada em
CDCls e os espectros de hidrogénio (RMN 'H) obtidos a 300 MHz e carbono
(RMN !3C) obtidos a 75,5 MHz.

Os deslocamentos quimicos foram referenciados ao padrdo
tetrametilsilano (TMS). Os dados foram relatados como desvio quimico (0, em
ppm), multiplicidade, constante de acoplamento (J, em Hz) e intensidade
integrada. A multiplicidade de um sinal particular foi indicada como s (singleto),
d (dupleto), t (tripleto) ou m (multipleto).

2.3.4 Difracao de Raio X (DRX)

Esta analise foi realizada em parceria com o departamento de quimica
da Universita Degli Studi di Perugia (UniPG), os padrdes de difragdo de raios X
(XRPD) foram coletados de acordo com o procedimento de varredura com o
difratdmetro de radiacdo PANalytical X'Pert Pro (Malvern, Reino Unido),
equipado com radiacdo Ka- Cobre (A= 1.5418 A), operado em uma corrente de
40 mA e voltagem 40 kV, girador de amostra e um detector RTMS (Real Time
Multiple Strip).

A chalcona foi analisada em sua forma pura para avaliar seu perfil de
cristalinidade e foi submetida a processo de recristalizagao em diversos solventes
para verificar a presen¢a de polimorfismo, os solventes utilizados foram acetato
de etila, acetona, acetonitrila, hexano, etanol ¢ metanol.

Os po6s foram depositados em um pogo raso de um porta-amostras. Antes
da andlise, uma superficie plana levemente aspera foi usada para pressionar o po,
para minimizar a orienta¢do preferencial dos angulos.

2.4 Calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria (DSC e TG)

Para a caracterizagdo termoquimica e pureza da chalcona, as curvas DSC
e TG foram obtidas em analisador DSC/TG Netzsch STA 449 F3 Jupiter®
(Alemanha), utilizando cadinho de porcelana parcialmente fechado com ~ 2 mg
da amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL/min) e taxa de
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aquecimento de 1 °C/min; Faixa de temperatura de 20- 450 °C. A equagdo de
Van't Hoff foi usada para determinar a pureza (Equagdo 1).

T. =T, — x, x (X% Equacio 1
=T 2 2t quagdo

2.5 Analise de solubilidade

Trés tipos de testes de solubilidade foram feitos, para diferentes
abordagens. Inicialmente foi realizado o ensaio de solubilidade aparente segundo
os critérios da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010), utilizando diferentes
solventes como DMSQO, acetonitrila, alcool metilico, alcool etilico, agua e
diclorometano, para realizar uma caracterizagdo geral da solubilidade da 4-MC,
em solventes de interesse analitico e farmacotécnico. Para tanto, as amostras de
4-MC previamente trituradas em gral de porcelana, foram transferidas para tubos
de ensaio (10 mg) com adigdo gradual de cada solvente até a completa
solubilizagdo visual das amostras, com agitacdo em vortex. A solubilidade em
cada um dos solventes foi classificada de acordo com o volume necessario de
solvente para a completa solubilizagdo da amostra (BRASIL, 2010), por
observagado visual.

Visando mimetizar o ambiente fisioldgico, para posterior realizagdo de
teste de liberagdo, foi testado o tampao fosfato (PBS) 0,1 M (pH =7,4) e a mistura
metanol/PBS (60/40 v/v). Preparou-se uma Solugdo Estoque (SE) de Chalcona
(concentragdo: 10 mg/100 mL) em metanol/PBS (60/40 v/v). Esta combinagdo
de solventes foi escolhida para superar o limite da fraca solubilidade da chalcona
apenas no PBS. Solu¢des de chalcona na faixa de 1 a 10 pg/mL, foram
preparados por dilui¢do da SE com metanol/PBS para se obter uma curva
analitica apds a leitura da absorbéncia de cada solugdo em 346 nm em
espectrofotometro Agilent, modelo 8453 (Mildo, Italia), utilizando o solvente
como branco, em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

A solubilidade termodindmica também foi realizada. Foi preparada uma
solucdo saturada de 4-MC em metanol/PBS (60/40 v/v) e deixada sob agitacdo
durante 24 h (a 18, 25 e 37 °C). As aliquotas da amostra foram centrifugadas a
3500 rpm durante 10 min. A absorbancia do sobrenadante foi analisada em 346
nm e a concentracdo foi calculada utilizando a curva analitica previamente
construida, conforme descrito acima. O ensaio foi realizado em triplicata para
cada temperatura.
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Para que uma metodologia apropriada para andlises de HPLC pudesse
ser desenvolvida, foi realizado um ensaio de solubilidade com um sistema de
solventes composto de dgua e acetonitrila. Uma SE numa concentragdo de 1000
pg/mL foi preparada dissolvendo a quantidade exatamente pesada de 4-MC em
acetonitrila. Desta SE foram aliquotados 100 uL em baldo volumétrico de 10 mL
completando o volume com cada um dos solventes, para obter uma concentragdo
de 10 pg/mL de chalcona em cada solvente. Os sistemas de solventes usados
foram 9:1; 8:2; 5:5; 2:8; 1:9 de H20:ACN (v/v). Cada solugdo foi analisada em
espectrofotometro UV-1601 Shimadzu® (Kyoto, Japdo) no comprimento de
onda de 346 nm, utilizando cubeta de quartzo (1 cm) usando o solvente como
branco. O sistema solvente escolhido foi aquele que proporcionou a maior
absorbancia.

2.6 Predicao da estabilidade in silico

No estudo in silico a predi¢do realizada foi feita em parceria com a
Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), sob supervisao do prof. Favero
R. Paula, as andlises computacionais foram realizadas utilizando o software
Spartan 08 116.2TM versdo para Windows (EUA) e todas as estruturas iniciais
foram construidas utilizando atomos estruturais e fragmentos de seu editor
molecular. A otimizagdo da geometria foi realizada utilizando o Molecular
Merck forca de campo (MMFF94) seguido por Modelo Austin (AC1). A
estrutura foi submetida a anélise conformacional. Incremento de angulo de tor¢ao
foi definido para 30° na faixa 0-360°, usando a pesquisa sistematica, pelo método
Density Functional Theory (DFT) e B3LYP / 6.311G (d, f). O nivel de conjunto
de base da teoria e a menor energia conformacional foi reotimizada. Nesta etapa
foram calculados o ntimero de elétrons em anélise de populag@o natural atdmica
(NPA) usando a energia de ponto inico no mesmo nivel da teoria da otimizagao
de geometria.

O principal mecanismo de auto-oxidagdo observado na reacgdo de
degradacao fotolitica (energias de captagdo de atomos de hidrogénio) sdo
calculados para um atomo de hidrogénio ligado a um atomo de carbono na
molécula, utilizando a equagdo 2 (SHARP, 2011; LIENARD et al., 2015.). Este
procedimento pode ser usado tanto para auto-oxidagdo, quanto para as previsdes
de degradagao fotolitica (YAMADA et al., 2008).

(BDE) EH abstragdo = Eradical + EHradical —E estado fundamental Equa(;gl() 2
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Estruturas quimicas de degradagdo por fotdlise foram previstas
utilizando-se software Zeneth (Zeneth7.0.0 27 07 _2016), este software ¢ eficaz
na predi¢do de estruturas quimicas de produtos de degradagdo, os quais podem
ser gerados experimentalmente e detectados por um espectrometro de massa, ou
outros métodos de detecg¢do, auxiliando na previsdo de provaveis vias de
degradacao.

2.7 Desenvolvimento de método analitico da chalcona por CLAE-UV e
UPLC-MSMS

Um método analitico por CLAE foi desenvolvido para analisar o perfil
cromatografico da chalcona e para monitorar a sua fotoestabilidade. A
metodologia foi validada quanto a precisdo e linearidade (ICH, 2005).

2.7.1 Método por CLAE-UV

A analise foi realizada em cromatografia a liquidos Shimadzu®, modelo
LC 20-AC (Kyoto, Japao), equipado com uma bomba quaternaria (LC-10ADvp),
detector tipo PDA (SPD-M10Avp) e amostrador automatico (SIL-20AF),
comunicador (SCL-10Avp) e forno de coluna (CTO-10Avp). Foi empregada
coluna C18 250 x 4,6 mm, 5 um modelo Luna, Phenomenex® (Torrance, USA),
injecdo de 20 uL, temperatura do forno 35 °C, tempo de corrida de 20 min. Como
fases moveis foram utilizados solventes orgénicos grau HPLC e agua ultrapura,
sendo inicialmente empregado sistema isocratico com solvente Agua:Metanol
75:25 v/v. A detecgdo foi realizada em 346 nm. Foram avaliados o tempo de
retengdo, resolugdo, simetria de pico e pureza dos picos.

Posteriormente foi empregado sistema gradiente para avaliagdo dos
produtos de degradagdo obtidos na andlise de fotoestabilidade, com solventes
Agua:Metanol:Acetonitrila (Tabela 3.1), utilizando a mesma coluna, nas mesmas
condigdes do sistema isocratico.
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Tabela 3.1: Sistema gradiente utilizado na avaliacdo dos produtos da fotodegradagao.
Tempo (min) Acetonitrila (%)  Metanol (%) Agua ultrapura (%)

0,01 45 5 50
5 70 5 25
10 80 5 15
18 85 5 10
22 95 5 0

24 45 5 50
26 45 5 50

2.7.1.2 Preparo da amostra

Inicialmente, pesou-se 10 mg de 4-MC, em baldo volumétrico (100 mL)
e solubilizado em metanol para atingir uma concentrag@o de 100 pg/mL (solucdo
estoque, SE).

Depois de solubilizar a amostra em ultrassom durante 15 min, | mL da
solugdo foram transferidos a um baldo volumétrico (10 mL) e o volume
completado com o mesmo solvente. A solugao foi novamente levada a ultrassom
por 5 min obtendo-se uma solu¢do de concentragdo de 10 pg/mL, seguida por
filtragdo em membrana de PTFE modificada de 0,45 pm e injetada no
cromatografo.

2.7.1.3 Validacio analitica

O método isocratico selecionado foi submetido a validag@o analitica de
acordo com a RDC n° 166 (BRASIL, 2017) e segundo a ICH (2005). A validagao
consistiu nos parametros de linearidade, seletividade e precisdo do método.

A linearidade ¢ a capacidade de um método analitico demonstrar que o
sinal obtido é diretamente proporcional a concentragdo do analito. Sendo assim,
uma curva analitica foi construida com a chalcona previamente purificada e
caracterizada. Foram realizadas dilui¢des sucessivas de uma solugdo estoque
(SE) a 100 pg/mL, preparada conforme descrita acima. A partir desta solu¢do
foram realizadas dilui¢des no intervalo de 2,5 a 30 pg/mL, em 8 niveis, injetando
cada solucdo em triplicata. Usando o programa excel foi construida a curva
analitica através da elaboragdo de um grafico de area média do pico versus
concentragdo, realizando a regressdo linear e a analise de residuos.

Para analisar a precisdo, foi utilizado o método de repetibilidade
(precisao intra-dia) que define a precisdo do método em repetir, em um pequeno
intervalo de tempo, os resultados obtidos nas mesmas condi¢des de analise, com
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0 mesmo analista, no mesmo equipamento e fazendo uso dos mesmos reagentes.
Nesta analise foram realizadas seis determinagdes independentes de solugdes da
amostra contendo 100% da concentracdo do teste (10 ng/mL) da chalcona,
preparadas no mesmo dia, pelo mesmo analista, conforme descrito no item
2.7.1.2. A precisdo foi expressa como desvio padrdo relativo (DPR), usando
Excel.

A seletividade foi determinada por meio da analise da pureza do pico da
chalcona usando o detector PDA.

2.8 Desenvolvimento de método analitico por UPLC-MSMS

As analises foram realizadas em cromatografia a liquidos Agilent,
modelo 1260 Infinity (Santa Clara, USA), equipado com uma bomba quaternaria,
operada com os ecluentes no modo gradiente, com detector de arranjo de
fotodiodo, a 254 nm, e um detector de massa triplo quadrupolo modelo 6420 que
foi operado utilizando a energia do capilar em 4 kV e a interface ESI
(Electrospray ionization) no modo positivo. A temperatura do gas de
dessolvatagdo (nitrogénio) mantida a 300 °C com fluxo de 9 L/min e pressdo de
15 psi. A varredura de massas (modo SCAN) de 100 a 1000 Da. O equipamento
estava equipado com um injetor automatizado modelo 1260 ALS, onde o volume
da amostra injetada foi de 5 ul, e o processo de separagdo foi realizado em uma
coluna EclipsePlus RRHD C18 Agilent (Santa Clara, EUA) de 50 mm x 2,1 mm
ID e 1,8 um de tamanho de particula. A coluna foi condicionada a 40 °C,
utilizando um forno (modelo 1260 TCC).

Utilizou-se o seguinte gradiente de elui¢do: fase mével A - acido
formico 0,1%, a fase movel C - metanol (mantido constante a 5%) ¢ a fase mdvel
B - acetonitrila (grau LCMS). A separagao foi realizada por meio da utilizagao
de um gradiente que iniciou com 5% a 65% da fase B em 5 min, entdo até 80%
em 12 min. E em seguida isocratico durante 8 min. A fase mével foi entdo
retornada a sua composi¢ao inicial em 1 min permanecendo durante 4 min no
fluxo de 0,4 mL/min.
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2.8.1 Preparo da amostra

Sendo uma analise qualitativa, uma quantidade suficiente de chalcona
foi adicionada em vial de 1,5 mL e posteriormente solubilizada com 1 mL de
metanol grau HPLC, a solucdo foi levada ao ultrassom durante 15 min, para
completa solubilizagdo do composto.

2.9 Analise de estabilidade in vitro do composto

2.9.1 Fotoestabilidade

Foram preparadas 3 placas de Petri contendo aproximadamente 10 mg
de chalcona e expostas a 1,2 e 2,4 milhoes de lux.h (VIS baixo e VIS alto), sendo
uma delas revestida com papel laminado para controle negativo. Outras 3 placas
de Petri contendo a mesma quantidade de chalcona foram expostas a luz
ultravioleta de 200 e 400 watts h/m? (UV baixo e UV alto, com espectro de
emissdo entre 320 e 400 nm) sendo uma delas revestida com papel laminado para
controle negativo. As placas foram alocadas e cdmara de fotoestabilidade
Mecalor®, modelo EC/0,2/R-F (Sao Paulo, Brasil) (BRASIL, 2005).

As amostras degradadas (10 mg), foram adicionadas em baldo
volumétrico (100 mL) e dissolvidas com 50 mL de metanol sendo levados ao
ultrassom durante 15 min e apds o volume do baldo foi completado com metanol
para atingir uma concentra¢ao de 100 pg/mL (SE). Uma aliquota de 1 mL da SE
foi transferido a um baldo volumétrico (10 mL) e o volume completado com o
mesmo solvente, para obtengdo da concentragdo alvo de 10 ug/mL o qual foi
analisado por CLAE-UV e UPLC-MSMS e CG-MS.
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3 Resultados e Discussio

3.1 Sintese da chalcona (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona e
caracterizacio fisico-quimica

Apds a sintese as amostras de chalconas foram armazenadas em
dessecador, totalizando 18,7372 g e foram purificadas através de cromatografia
em coluna aberta (CC). Apos purificagdo em coluna, a sub-fragdo 91-153 (6,865
g) apresentou-se na forma de cristais agulha de cor levemente amarelada (Figura
3.1). Segundo perfil analisado por CCD, estas fragdes correspondiam a chalcona
em estudo, porém restando alguma impureza (dados ndo mostrados).

Figura 3.1: Foto ilustrativa do cristal de chalcona.

Esta amostra foi recristalizada em etanol aquecido, utilizando-se carvao
ativo, sendo posteriormente filtrada sob pressdo negativa e mantida em
dessecador durante 24 h. Apos a secagem foi pesada obtendo-se 4,2435 g de
produto final puro (61,81% de rendimento).

As demais fragdoes foram primeiramente recristalizadas em etanol
aquecido com carvao ativo e posteriormente filtrados sob pressdo reduzida e
dessecados em dessecador durante 24 h. Apds a secagem as amostras foram
reunidas, obtendo-se um total de 1,5 g. Esta amostra foi novamente purificada
por CC. Ao final do procedimento obteve-se um total de 1 g de chalcona
purificada (66,66% de rendimento).



82

3.1.1 Caracterizacio estrutural

Para confirmagdo estrutural da chalcona (Figura 3.2), foram realizadas
analises no infravermelho, espectrometria de massa e ressondncia magnética
nuclear RMN- ! H ¢ RMN- 3C, comparando-se os resultados com estudos
prévios.

O espectro de absor¢do no IV (Figura 3.3), apresentou bandas de
absorc¢do, caracterizada pela deformagio axial de v C=C (C, sp2) em 1598 cm!.
Observou-se também deformacdo axial em 1654,92 cm’', indicativo de carbono
de grupamento cetona v C=0 ¢ deformagdo axial em 1263 cm, referente ao
carbono da ligagdo v C-O.

Os dados obtidos foram comparados com a literatura (ORTOLAN et al.,
2014), comprovando a estrutura do composto (Figura 3.2).

Figura 3.2: Estrutura quimica da chalcona.
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Figura 3.3: Espectro de IV da (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona (FTIR).
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Na analise de espectrometria de massa (figura 3.4), obtidas em
cromatografia a gas conforme item 2.3.2, pode-se comprovar a estrutura da
substancia em estudo, pois apresenta um padrdo de picos tipicos da chalcona
(2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona. Pode-se observar a presenga do
ion molecular em m/z 238, o pico base em m/z 77, pico em m/z 161 e m/z 133,
referentes aos fragmentos resultantes das quebras dos carbonos (Figura 3.4B).

Figura 3.4: Espectro de Massas obtido em cromatografia a gas em 70 eV (A), seus
respectivos fragmentos gerados em maior propor¢do e as estruturas dos principais

fragmentos da 4-MC (B).
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O cromatograma obtido indicou alta pureza do composto, apresentando
apenas um pico (Figura 3.5), com tempo de retengdo de 5,11 min.

Figura 3.5: Perfil cromatografico (CG) da chalcona 4-MC.
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Os perfis RMN-'H ¢ RMN-!3C registados da 4-MC apresentaram os
seguintes sinais: RMN-'H (CDCI3, 300 MHz) o: 3,85 (3H, s, OCH3), 6,92 (2H,
d,H-3 "), 6,95 (2H, d, H-5 "), 7,39 (1H, d, H-2), 7,44 (1H, d, H-3"), 7,52 (3H, s,
H-4"), 7,59 (2H, dd, H-5). "), 7,62 (2H, d, H-2"), 7,82 (1H, d, H-6 "), 8,0 (2H, dd,
H-2"), 8,02 (2H, dd, H-6 ") (Figuras 3.6 - 3.8).

RMN-!3C (CDCl3, 75,5 MHz): 55,42 (OCH3), 114,45 (C-3, C-5), 119,81
(C-2), 127,64 (C-1), 128,42 (C-2) ', C-6"), 128,57 (C-3 ', C-5"), 130,23 (C-2 ", C-
6"), 132,55 (C-4 "), 138,53 (C-I'), 144,70 (C-3), 161,71 (C-4 "), 190,59 (CO)
(Figuras 3.9).

Os perfis foram comparados com a literatura, confirmando a estrutura
do composto, como mostra a tabela 3.2.
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Figura 3.6: Espectro de RMN-'H da 4-MC obtido em equipamento Brucker Advance
DPT-300 300 MHz, CDCl; de solvente.
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Figura 3.7: Espectro ampliado de RMN-'H da 4-MC obtido em equipamento Brucker
Advance DPT-300 300 MHz, CDCl; de solvente.
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Figura 3.8: Espectro ampliado de RMN-'H da 4-MC obtido em equipamento Brucker
Advance DPT-300 300 MHz, CDCl; de solvente.

@
o
s
m -
3 S~ ©
< P~ @ <
o wﬁ
8y
) 0 @ |-
~© s@
<< <<
PES
0.00 000 002 3.070.04 0.02 0.25 0.02
o u T~ ] o ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 1.5 1.0 0.5 0 0.5

25 .
Chemical Shift (ppm)

Figura 3.9: Espectro de RMN-'3C da 4-MC obtido em equipamento Brucker Advance
DPT-300 75,5 MHz, CDCl; de solvente.
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Tabela 3.2: Tabela contendo dados de deslocamentos quimicos da 4-MC em RMN-3C e
RMN-'H em comparagdio com dados da literatura (CABRERA et al., 2007,
ROMANELLI et al., 2011; ORTOLAN et al., 2014).

Referéncia Chalcona Referéncia Chalcona
(RMN- (RMN-23C) (RMN-'H) (RMN-"H)
1B3C)

55,2 55,42 (-OCHs) 3,85 (s) 3,85 (s) (OCHa)
114,7 114,45 (C-3"",C-5"") 6,93 (d) 6,92 (d) (H-3")
119,5 119,81 (C-2) 6,96 (d) 6,95 (d) (H-5™)
127,7 127,64 (C-1") 7,3 7,39 (H-2)
128,4 128,42 (C-2°,C-6") 7,43 (d) 7,44 (d) (H-3")
128,5 128,57 (C-3°,C-5") 7,51 (d) 7,52 (s) (H-4")
130,4 130,23 (C-2"",C-6"") 7,58 (dd) 7,59 (dd) (H-5)
132,4 132,55 (C-4Y) 7.62 (d) 7,62 (d) (H-2")
138,5 138,53 (C-1Y) 7,81 (d) 7,82 (d) (H-6™")
144,5 144,70 (C-3) 8,00 (dd) 8,0 (dd) (H-2")
161,5 161,71 (C-4™) 8,03 (dd) 8,02 (dd) (H-6%)
190,4 190,59 (CO)

s= singleto, d= dupleto, dd= duplo dupleto.

3.1.2 Anailise de Difracdo de Raio X

Todo composto cristalino sélido apresenta seu proprio padrio de
difracdo de raios-X que consiste em um conjunto de picos de Bragg, sendo que
o padrio de difragdo de um composto pode ser considerado andlogo a uma
impressdo digital, com as posi¢oes de pico determinado pela simetria da célula
unitaria e pelos parametros de rede (BAROT et al., 2013). Na analise de difragdo
de raio X com a 4-MC original, recristalizada conforme descrito na metodologia
da sintese (Figura 3.10) pode ser observado que a amostra apresentou
comportamento tipico de estrutura cristalina, havendo varios picos de Bragg que
caracterizam o perfil cristalino da chalcona.
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Figura 3.10: Difratograma obtido em difratdmetro de radiagdo PANalytical X'Pert Pro,
equipado com radiagdio Ko- Cobre (A= 1.5418 A), operado em uma corrente de 40 mA e
voltagem 40 kV, da chalcona 4-MC recristalizada conforme descrito na sintese.
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Nas andlises realizadas com as amostras recristalizadas em diferentes
solventes, em todos os solventes o composto apresentou o mesmo padrdo de
cristalinidade, indicando a auséncia de polimorfismo, como pode ser observado
na figura 3.11.

Estes dados sdo importantes no desenvolvimento de um farmaco, visto
que o polimorfismo, um fendmeno que ocorre com diversas moléculas de
caracteristica cristalina, representa uma grande preocupacdo para a industria
farmacéutica. Essa caracteristica que um farmaco pode haver de se cristalizar em
diversas formas diferentes, pode afetar a solubilidade, biodisponibilidade,
estabilidade, toxicidade e agdo terapéutica do farmaco, assim como, pode afetar
as formulagdes alterando caracteristicas do farmaco como fluxo do pd e
compressibilidade (PRADO; ROCHA, 2015).
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Figura 3.11: Difratograma obtido em difratdmetro de radiagdo PANalytical X'Pert Pro,
equipado com radiagio Ko- Cobre (A= 1.5418 A), operado em uma corrente de 40 mA e
voltagem 40 kV, da chalcona 4-MC recristalizada em diferentes solventes.
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3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG)

Analise térmica refere-se a um grupo de técnicas nas quais propriedades
fisicoquimicas de uma substancia sdo mensuradas em fung¢do da temperatura ou
do tempo, enquanto a temperatura da amostra, sob uma atmosfera especifica, ¢
submetida a uma programacao controlada (GIRON, 2002).

A termogravimetria (TG), mede a perda ou o ganho de massa de uma
substancia em fung@o da temperatura. As curvas termogravimétricas apresentam
informagodes sobre estabilidade térmica (capacidade da substancia em manter
suas propriedades, durante o processo térmico, o mais proximo possivel de suas
caracteristicas iniciais) e a composicdo da amostra original, composi¢do de
algum composto intermediario e composigao de residuos (WENDLANDT, 1986;
DANIELS, 1973).

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC), mede a quantidade de
energia envolvida nos processos fisicos ou quimicos de uma amostra que ¢
submetida a um programa de temperatura controlada juntamente com um
material de referéncia termicamente inerte, esta técnica fornece informagdes
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sobre caracterizacdo como: transigdo vitrea, temperatura e tempo de
cristalizag@o, ponto de fusdo, calor especifico, oxidagdo, estabilidade térmica e
cinética de reagdo (DANIELS, 1973).

A 4-MC foi caracterizada termicamente através de DSC e TG (Figura
3.12). A curva de DSC demonstra um evento endotérmico, na faixa de
temperatura de 74 °C a 77 °C, com um consumo de energia de 101,8 J g,
caracteristico do processo de fusdo da substancia, em concordancia com valores
encontrados na literatura onde a temperatura de fusdo varia de 75 a 76 °C
(JOVTSCHEEFF, 1969). A curva de DSC demonstra também que a substincia
apresenta um Touser de fusdo em 74,9 °C. O processo de decomposigdo tem inicio
na temperatura de 196,8° C e térmico em 230 °C. Apresenta também perda de
massa de 88,26%.

A curva termogravimétrica (TG) apresenta um evento bem definido em
196,6 °C a 226,6 °C com perda de massa (Am) de 88,26%, onde ocorre
carbonizagfo e eliminag@o do material cabonaceo (Figura 3.10).

Figura 3.12: Curva DSC e TG da 4-MC, em atmosfera de N> a 1 °C min™!.
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Através da curva de DSC pode-se determinar a pureza da substincia
baseando-se na equagdo de Van't Hoff. A figura 3.13 apresenta o grau de pureza
da substancia em estudo aplicando-se a equacdo de Van't Hoff (Equacado 1), onde
pode-se observar um alto grau de pureza, com valor de 100,249 mol%. Esta curva
também fornece outros dados de caracterizagdo como a massa molar do
composto (238,281 g/mol) e temperatura de fusdo em ~78 °C.
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Com base no resultado do ensaio percebe-se uma pureza satisfatoria da
substincia, para que se obtenha resultados fidedignos nas andlises de
caracterizagao.

Figura 3.13: Curva de analise térmica da 4-MC com aplicagdo da equagdo de Van't Hoff.
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3.3 Solubilidade

Na literatura ndo ha relato sobre a solubilidade para este composto,
sendo assim, a escolha dos solventes (4gua, etanol, metanol, diclorometano,
acetonitrila e DMSO) se deu em fungdo da necessidade de uma caracterizagao
mais detalhada para auxiliar as proximas etapas do projeto, com interesse
analitico e farmacotécnico.

No teste de solubilidade aparente, de acordo com as analises, 0 composto
se mostrou praticamente insoltivel em agua (10 mg em 100 mL de agua),
facilmente soltvel em alcool etilico e metilico (10 mg em 700 pL), soliivel em
DMSO e diclorometano (10 mg em 10 pL) e ligeiramente soluvel em
acetronitrila (1 mg em 1 mL).

No teste de solubilidade dindmica, com metanol:PBS 60:40 v/v, quanto
maior a temperatura, maior foi a solubilidade da chalcona no meio, obtendo-se
os valores de solubilidade de 1,394; 1,562 e 2,084 pg/mL nas temperaturas de
18, 25 e 37 °C, respectivamente.

A diluigdo da SE (inicialmente preparada a 100 pg/mL em acetonitrila,
sendo portanto facilmente soltivel neste solvente) em misturas de H2O:ACN
demonstrou que solubilidade da chalcona foi proporcional ao volume do solvente
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organico, com valores de absorbancia de 0,728; 0,703; 0,825; 0,905 ¢ 0,921 para
as diluigdes 9:1, 8:2, 5:5, 2:8 ¢ 1:9 (H20:ACN), respectivamente, todas na
concentragdo final tedrica de 10 ug/mL. Estes resultados direcionaram o
desenvolvimento da metodologia por CLAE.

Tendo caracterizado a estrutura quimica e as propriedades fisico-
quimicas da 4-MC, foi entdo realizada a analise de sua estabilidade in silico e in
Vitro.

3.4 Predicao in silico

A degradagdo quimica e estabilidade sao fatores importantes em estudos
de pré-formulacdo, as reagdes de degradacdo mais comuns sdo hidrdlise e
oxidacdo (por oxigénio do ar). Para prever a estabilidade ou o tipo de via de
degradacdo de wuma determinada molécula, algumas metodologias
computacionais sdo utilizadas, para hidrolise e condigdes oxidantes sao
recomendados métodos ambientais que usam fungdes de Fukui, que permite
prever a suscetibilidade em reagdes envolvendo transferéncia de elétrons, e para
estabilidade de radicais de hidrogénio-abstraido, o método utilizado sdo os
calculos de energias de dissociag¢do de ligacao (BDE) (KIEFFER et al., 2010;
ANDERSSON et al., 2014; LIENARD et al., 2015).

No caso da 4-MC a fun¢@o BDE foi utilizada para estimar as energias
de abstragdo de hidrogénio, para estudar a auto-oxida¢ao do composto. Todos os
resultados estdo apresentados na tabela 3.3. Também se utilizou a fung¢ao Fukui,
a qual demonstrou que atomos de hidrogénio dos carbonos C2 e C6 do anel de
benzeno da chalcona apresentaram valores altos sendo as principais regides de
susceptibilidade a oxidagdo. No entanto, estes atomos de hidrogénio sdo
estabilizados por ressonéncia e podem ter dificuldade em receber um elétron.
Portanto, o mecanismo de transferéncia de elétrons provavelmente ndo esta
ocorrendo na oxidagdo da estrutura quimica da chalcona.

BDE ¢ uma medida da for¢a de ligacdo de uma ligacdo quimica, que €
definida como a energia padrao da mudanga quando uma ligagdo ¢ quebrada por
uma reagdo (BLANKSBY, ELLISON, 2003). O BDE ¢ indicador de sitio
primario de auto-oxidagdo de compostos organicos e ¢ 1til na previsdo de
estabilidade de farmacos (ANDERSSON et al., 2014, LIENARD et al., 2015).

Observando os baixos valores de BDE da estrutura (Tabela 3.3), as
energias dos atomos de hidrogénio de ligagdo olefinica (anexo ao carbono o e )
revelam alta susceptibilidade oxidativa que caracteriza uma instabilidade nesta
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regido em ambiente oxidante. O hidrogénio ligado ao carbono localizado na
posicao C6 de ambos os anéis apresentaram valores baixos BDE em comparagao
com outros atomos dos mesmos anéis, indicando essas posi¢des como as mais
provaveis para a auto-oxidagdo. Os resultados calculados também sugerem que
o radical metoxila € a regido mais estdvel em todas as condigdes estudadas.

Tabela 3.3: Valores da funcdo Fukui e titulos de energias de dissociacdo dos radicais

(abstragdo de hidrogénio) de hidrogénio da estrutura 4-MC.

Atomos de hidrogénio

Vi BDE (EH abstragio) Kcal mol™!
H-C2 0.372129 103.9651
H-C3 0.363964 115.1199
H-C4 0.363139 114.5793
H-C5 0.364253 102.7451
H-C6 0.370338 101.5996
H-C a Olefin 0.357547 87.24826
H-C B Olefin 0.363882 93.24597
H-C2' 0.361054 106.3495
H-C3' 0.361372 109.2143
H-C5' 0.360638 107.2577
H-Co' 0.361677 105.4928
H1-Metoxila 0.352051 128.9337
H2-Metoxila 0.358678 128.9555
H3-Metoxila 0.351966 207.0838

Nas andlises de predigdo in silico por fotodegradagdo utilizando-se o
software Zeneth, algumas estruturas quimicas foram elucidadas. Os resultados
obtidos nesta analise mostram as possiveis vias de degradag@o que podem ocorrer

com esta molécula, e estdo descritas na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4: Possiveis estruturas quimicas de produtos de degradagdo da chalcona 4-MC

através de exposicao a luz.

Nomenclatura da
transformacio

Estrutura Quimica

Isomerizacio
fotoquimica de alceno

Hidratacio de alceno

Cicloadi¢ao
fotoquimica de dois
alcenos

Oxidacao de alcool em
composto de carbonila

Adicao conjugada
intermolecular de
heteronucleéfilos

Oxidacao benzilica a
alcool ou cetona

Reacio aldol
intramolecular

Oxidagao de carbono
benzilico terciario em
hidroperéxido

o—

- <]

M

o—
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3.5 Desenvolvimento de método analitico por CLAE-UV

A fim de estimar a pureza cromatografica das amostras de chalcona
sintetizadas e de monitorar os testes de degradagao forgada foi desenvolvida uma
metodologia por CLAE-UV, com base no estudo de solubilidade e perfil de
absor¢ao no UV da molécula.

Inicialmente foi empregado como fase estacionaria uma coluna de fase
reversa Luna Phenomenex® C18 (250 x 4,6 mm), temperatura de 35 °C, usando
como fase moével, uma mistura de acetonitrila:agua (20:80 v/v), em um gradiente
linear de 30 min até chegar a 100% de acetonitrila (gradiente 1), com fluxo de 1
mL/min. Foram injetados 20 pL da amostra a 10 pg/mL em metanol, resultando
no cromatograma da Figura 3.14.

Figura 3.14: Perfil cromatografico por CLAE-UV da 4-MC (10 pg/mL) no gradiente 1.
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Tendo em vista a elevada reteng@o da chalcona, a qual eluiu num tempo
de retencdo de 25 min, com um pico anterior adjacente, foi aumentada a forca da
fase mével iniciando a corrida com 70:30 (Agua: ACN), segundo o gradiente 2
(Tabela 3.5).
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Tabela 3.5: Gradiente 2 para analise da 4-MC por CLAE-UV.

Tempo (min) Acetonitrila (%) Agua ultrapura (%)
0,01 30 70
21 100 0
31 30 70
35 30 70

O cromatograma obtido estd representado na Figura 3.15, no qual se
observou uma reducdo no tempo de retencdo da chalcona, a qual eluiu em 23
min.

Figura 3.15: Perfil cromatografico por CLAE-UV da 4-MC (10 pg/mL) no gradiente 2.
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Visando diminuir ainda mais o tempo de eluigdo, foi testado um novo,
gradiente 3 (Tabela 3.6), aumentando ainda mais a forca de elui¢do no inicio da
corrida, cujo resultado esta na Figura 3.16, com elui¢do da chalcona em 14 min.
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Tabela 3.6: Gradiente 3 para analise da 4-MC por CLAE-UV.

Tempo (min) Acetonitrila (%) Agua ultrapura (%)
0,01 50 50
21 100 0
26 50 50
28 50 50

Figura 3.16: Perfil cromatografico por CLAE-UV da 4-MC (10 pg/mL) no gradiente 3.
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Porém, tendo em vista que o cromatograma continuava apresentando um
pico com tempo de retengdo muito préximo ao da chalcona e a andlise ainda
estava com um tempo prolongado, testou-se um novo sistema de solvente usando
agua: metanol (75:25) no modo isocratico, por 20 min.

Como resultado obteve-se o cromatograma apresentado na Figura 3.17.
Nestas condi¢des de analise, houve melhor resolucdo entre os picos e a chalcona
apresentou um tempo de retengdo de 8,6 min. Devido aos resultados obtidos, este
sistema de solvente foi escolhido e posteriormente foi validado.



99

Figura 3.17: Perfil cromatografico por CLAE-UV da 4-MC (10 wmL) no modo
isocratico
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3.5.1 Validacio do método isocratico

A International Conference Harmonization (ICH) (2005) determina que
a validagdo € necessaria quando a metodologia analitica empregada ndo ¢ oficial
ou para novas substancias onde nenhuma metodologia analitica foi aplicada e
aconselha que as mesmas sejam adequadas para a detecg@o e quantificagdo de
produtos de degradag@o. A validagdo analitica seguiu os protocolos segundo a
RDC n° 166 (BRASIL, 2017) e segundo a ICH (2005).

O método mostrou seletividade adequada, com pureza do pico da
chalcona de ~ 99% ¢ a resolugéo entre os picos vizinhos foi de 2,01.

A metodologia mostrou ser linear no intervalo de concentragao testado,
de 5 —30 pg/mL ((Figura 3.18). Através da analise de regressao linear, calculou-
se a equacao da reta y = 26,316 x - 36,296 com coeficiente de correlagdo (r) de
0,999 e coeficiente de determinagao de (r?) de 0,998. A distribuigdo aleatoria dos
residuos deixados pelo modelo, representados graficamente na Figura 3.19,
indicam aparente homocedasticidade dos dados.
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Figura 3.18: Curva analitica da 4-MC, por CLAE-UV.
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Figura 3.19: Gréfico de distribuigdo de residuos da 4-MC.
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A precisao do método foi determinada através da analise de seis réplicas
da solugao padrao de 4-MC na concentragdo de 10 pg/mL, nas mesmas condigdes
e pelo mesmo analista, os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 3.7.

Através dos resultados obtidos o método utilizado para a analise da 4-
MC apresentou-se preciso, visto que os coeficientes de variagao foram inferiores
a 2% (BRASIL, 2003).
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Tabela 3.7: Determinacdo da variagdo da quantificacdo da 4-MC na concentragao de 10
pg/mL no ensaio de repetibilidade.

Réplicas Concentrac¢io (ug/mL)
1 10,12
2 10,11
3 9,97
4 9,98
5 10,00
6 10,00
Média 10,03
S 0,07
DPR (%) 0,68

3.5.2 Anilise da fotoestabilidade por CLAE-UV

Nas analises iniciais por CLAE-UV, ndo foi observada a presenga de
produtos de degradacdo das amostras, tanto as expostas na luz visivel quanto no
UV, quando comparadas com as amostras controle (Figura 3.20).
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Figura 3.20: Analises de fotodegradagdo por CLAE-UV, método isocratico, da 4-MC
submetidas a intensidade de luz de: (a) UV 200 watts hora/m?, (b) UV 400 watts hora/m?,
(c) amostra controle.
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Figura 3.21: Analises de fotodegradagdo por CLAE-UV, método isocratico, da 4-MC
submetidas a intensidade de luz de: (a) 1,2 milhdes lux/h, (b) 2,4 milhdes lux/h e (c)
amostra controle.
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Porém, aa amostras expostas a radiagdo revelaram uma diminui¢io na
area do pico do analito, indicando que houve degradagdo. O teor de 4-MC foi de
81,2; 69 e 65,4% para as amostras submetidas a luz UV controle, UV 200 e UV
400 watts horas/m?, respectivamente. J4 as amostras submetidas a luz visivel
apresentaram um teor equivalente a 93,5; 39,48 e¢ 21,57% de chalcona para as
amostras controle, 1,2 e 2,4 milhdes de lux, respectivamente. Estes resultados
indicam que a chalcona 4-MC ¢ mais sensivel a luz visivel.

Devido este resultado, um novo gradiente foi testado para analisar estas
amostras, utilizando-se um gradiente semelhante ao aplicado nas analises em
UPLC-MS-MS, o qual apresentou os produtos de degradagio.

Nesta analise pode-se observar a presenga de 4 picos de degradacdo para
as amostras submetidas a luz UV (Figura 3.22), os mesmos observados na analise
por UPLC-MS-MS e CG-MS, e 5 picos de degradagdo para as amostras
submetidas a degradag@o em luz visivel (Figura 3.23). Estes dados preliminares,
sugerem que o composto 4-MC ¢ bastante sensivel a luz UV e visivel,
necessitando de maiores cuidados na sua sintese, armazenamento e manipulacao.

Porém, nesta analise, também pode ser observado que a amostra controle
(Figura 3.22c e 3.23c), apresenta um pico suplementarem 13,39 min, indicando
que o lote utilizado de chalcona, o qual foi sintetizado no ano de 2015 e analisado
em 2019, embora tenha sido conservado em local apropriado, com baixa umidade
e protegido da luz, sofreu degradagdo. Em analise macroscépica dos cristais, foi
observada descoloracdo (dados nao mostrados).
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Figura 3.22: Analises de fotodegradagdo por CLAE-UV, método gradiente, da 4-MC
submetidas a intensidade de luz de: (a) UV 200 watts hora/m?, (b) UV 400 watts hora/m?,
(c) amostra controle.
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Figura 3.23: Analises de fotodegradagdo por CLAE-UV, método gradiente, da 4-MC
submetidas a intensidade de luz de: (a) 1,2 milhdes lux/h, (b) 2,4 milhdes lux/h e (c)
amostra controle.
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3.6 Analise da fotoestabilidade por UPLC-MSMS

Como ndo houve separagido adequada dos produtos de degradagdo das
amostras expostas a radiagdo por CLAE-UV no método isocratico, procedeu-se
a analise por UPLC-MSMS o qual utiliza uma coluna com menor tamanho de
particula.

O perfil cromatografico e possiveis estruturas de produtos de degradagio
da chalcona no modo SCAN positivo da amostra submetida a exposic¢ao a luz
visivel com intensidade de 1,2 milhdes de lux.h (VIS baixo) sdo apresentadas na
figura 3.24.

Figura 3.24: Perfil cromatografico (A e B) e possiveis estruturas dos produtos de
degradacdo da chalcona (C) em analise por UPLC-MS-MS no modo SCAN+ da amostra
4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2 milhdes de lux.h.
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A andlise por UPLC-MS-MS revelou dois picos aos 7.461 minutos,
ambos com ions moleculares m/z 238, identificados como 4-MC e seu isomero



109

geométrico, como pode ser observado nos espectros de massa de ion produto
(Figura 3.25). Alcenos conjugados podem sofrer uma mudancga de configuragio
induzida pela luz de E para Z ou Z para E isomero. O grupo conjugador garante
que a olefina tenha uma absorg@o apreciavel na faixa quase UV do espectro
(comprimento de onda tipicamente 300 nm ou mais) e pode ser um anel
aromatico, um grupo insaturado em ambos os lados do alceno ou um sistema
estendido que consiste em de um alceno ou alcino que por si s6 ¢ conjugado com
outro grupo insaturado (na posi¢do 2) (BAERTSCHI et al., 2011).

Figura 3.25: Espectro de massas da anélise de LC-MS-MS no modo SCAN+ do pico em
7,461 minutos, da amostra de 4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2
milhdes de lux.h. (A); Fragmentagdo proposta de 4-MC e seu isdmero (B).
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A isomerizagdo de chalconas fotoinduzidas tem sido descrita na
literatura ha algum tempo, devido ao fato desse grupo de compostos possuir alta
sensibilidade a radiagdo UV e visivel (BRAUN et al., 2006). Mais estudos sao
necessarios para determinar a estrutura dos isdmeros formados.

Considerando a natureza apolar da fase solida da coluna cromatogréfica,
0 composto que apresentar o maior tempo de aquisi¢do, naturalmente, é o que
apresenta maior tempo de reteng@o e consequentemente, ¢ aquele que apresenta
maior afinidade pela coluna, sendo, portanto, mais apolar. Assim, procedeu-se a
analise do momento dipolar dos dois isdmeros (E e Z) atribuiveis a chalcona 1-
fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona, para identificar cada um dos isomeros
no cromatograma, foram atribuidos a eles os respectivos percentuais de
ocorréncia, 16.52299152 debye para o isomero E (Figura 3.26 A) e 12.99349276
debye para o isomero Z (Figura 3.26 B) (SONZA, 2017).

Figura 3.26: Mapa de densidade eletronica dos isdmeros E e Z da chalcona 4-metoxi.
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Os picos em 8.716 min (Figura 3.27), 9.009 min (Figura 3.28), 9.319
min (Figura 3.29), 10.57 min (Figura 3.30) ¢ 10.89 min (Figura 3.31) sdo
provavelmente dimeros formados na fotodegradagdo correspondente ao ion
molecular de 476,2 Da, alcenos, alenos, cetenos e cumulenos que nao sao
estereoquimicamente exigentes, podem sofrer cicloadi¢do [2 + 2] sob irradiagdo
UV para produzir os derivados de ciclobutano. Pelo menos um dos alcenos deve
ser substituido por um grupo conjugador (aril, alcenil, alcinil ou carbonil) para
garantir que o alceno tenha uma absorgdo aprecidvel na faixa UV proxima do
espectro (comprimento de onda tipicamente 300 nm ou mais).

O pico em 9.836 minutos corresponde ao ion molecular de 498,2 Da
(Figura 3.32). Os alcenos ativados podem sofrer adigdo intermolecular por
grupos nucleofilicos; os alcenos sdo ativados por um grupo de retirada de
elétrons, como a cetona. A reacdo ¢ catalisada pela base e o escopo da
transformagdo € restrito a alcenos ativados por um grupo fortemente retraido e
com pelo menos um hidrogénio na posic¢ao beta. Além disso, quinonas, quinonas
metidas e compostos relacionados sdo excluidos; suas adi¢des conjugadas sdo
cobertas por outras transformagdes.

Todos os dados obtidos a partir dos espectros de massa dos produtos de
degradacao (Figura 3.27 - 3.32) estdo de acordo com algumas estruturas previstas
no teste in silico (Tabela 2). Algumas estruturas quimicas foram propostas com
base no estudo in silico, propondo a estrutura mais provavel combinada com a
fragmentacao de ions do espectro de massa, mas estudos adicionais precisam ser
realizados para provar esses produtos.
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Figure 3.27. Espectro de massas da analise de LC-MS-MS no modo SCAN+ do pico em
8,716 minutos da amostra de 4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2
milhGes de lux.h. (A); Fragmentagéo proposta do dimero de 4-MC (B).
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Figure 3.28. Espectro de massas da analise de LC-MS-MS no modo SCAN+ do pico em
9,009 minutos da amostra de 4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2
milhdes de lux.h. (A); Fragmentagéo proposta do dimero de 4-MC (B).

x10 4 |+ESI Product lon:1 (9.009 min) Frag=135.0V CID@40.0 (477.2000 -> **) Chalcona UV Baixo PI Pos 01.d A
105.1000
25 l121 3000 191.1000 233.8000
0 e *
x10 4 |+ESI Product lon:2 (9.013 min) Frag=135.0V CID@40.0 (459.2000 -> **) Chalcona UV Baixo Pl Pos 01.d
105.1000
5
0 | 4
x104 |+ESI Product lon:3 (9.016 min) Frag=135.0V CID@10.0 (459.2000 -> **) Chalcona UV Baixo Pl Pos 01.d
105.1000
5
h 459.2000
*
0 s
x10 4 |+ESI Product lon:4 (9.020 min) Frag=135.0V (459.2000 -> **) Chalcona UV Baixo Pl Pos 01.d
54 4594000
105.2000
0

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

B

m/z 105




114

Figure 3.29. Espectro de massas da analise de LC-MS-MS no modo SCAN+ do pico em
9,319 minutos da amostra de 4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2
milhGes de lux.h. (A); Fragmentagéo proposta do dimero de 4-MC (B).
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Figure 3.30. Espectro de massas da analise de LC-MS-MS no modo SCAN+ do pico em
10,579 minutos da amostra de 4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2
milhdes de lux.h. (A); Fragmentagéo proposta do dimero de 4-MC (B).
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Figure 3.31. Espectro de massas da analise de LC-MS-MS no modo SCAN+ do pico em
10,899 minutos da amostra de 4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2
milhGes de lux.h. (A); Fragmentagéo proposta do dimero de 4-MC (B).
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Figure 3.32. Espectro de massas da analise de LC-MS-MS no modo SCAN+ do pico em
9,836 minutos da amostra de 4-MC submetida a luz visivel com intensidade de 1,2
milhdes de lux.h. (A); Fragmentagéo proposta do dimero de 4-MC (B).
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Ap6s identificagcdo do perfil do espectro de massas dos compostos de
degradagdo, foi realizada uma comparagdo entre os perfis cromatograficos das
amostras expostas a diferentes intensidades de luz. A Figura 3.33 traz o perfil
cromatografico da analise por UPLC-UV no comprimento de onda de 254 nm da
4-MC nas diferentes intensidades de luz visivel comparando com a amostra
controle, a qual ndo foi submetida a exposi¢ao de luz. Nesta analise observa-se a
presenca de ao menos 4 picos suplementares apds exposigao.

Através desta analise, pdde-se concluir que os produtos de degradacdo
possuem grupos cromoforos, podendo ser detectados com o detector PDA. A
presenga do pico 3 (elui¢do proximo de 9 min) ja na amostra controle (recoberta
com papel laminado) pode ser indicio de uma degradagdo desta amostra, pois
logo apds a sintese este pico ndo era observado e a amostra mostrou sofrer
modificacdo da cor (diminuiu a intensidade da cor amarelada mesmo armazenada
em dessecador, nas condigdes ambiente).

Figura 3.33: Perfil cromatografico por UPLC-UV no comprimento de onda de 254 nm
da amostra de chalcona, onde (a) Vis controle, (b) Vis baixo e (c) Vis alto.

a|. b|. c

De acordo com os resultados observados nos cromatogramas, sugere-se
que a exposi¢do a luz visivel é dose-dependente, aumentando a quantidade de
produtos de degradagdo com o aumento da intensidade.

Assim como a luz visivel, a 4-MC também apresentou sensibilidade
frente a luz UV. Como pode ser observado na Figura 3.34, que apresenta o perfil
cromatografico da analise por UPLC-UV (254 nm) da 4-MC, submetida a
diferentes intensidades de luz UV, comparando-se com a amostra controle.

Porém, esta analise ndo apresentou comportamento dose-dependente,
obtendo-se picos de maior intensidade da amostra exposta a luz UV de menor
intensidade. Estes dados sugerem que a chalcona apresenta certa sensibilidade a
luz UV, permanecendo estavel apos certa exposicao, ao contrario da luz visivel,
frente a qual demonstra grande instabilidade.
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Estes dados sdao de suma importancia para o desenvolvimento de novos
farmacos, auxiliando no direcionamento da escolha do método de administra¢ao
a ser utilizado e da forma farmacéutica mais adequada, neste caso ¢ necessaria a
protecdo frente a luz, para assegurar a estabilidade deste composto a longo prazo.

Nas analises por CG-MS das amostras degradadas (Figuras 3.35 e 3.36),
pode-se observar a presenca de alguns dos produtos de degradagido observados
anteriormente, porém nao aparecem todos os produtos formados, possivelmente,
estes produtos ndo sdo compostos volateis, ndo podendo ser observados por este
método.

Nesta andlise, também pode ser observado que a amostra de menor
incidéncia de luz UV (UV baixo) apresentou picos mais intensos, sugerindo
maior concentra¢ao dos produtos de degradacdo, ou ainda que na maior dose de
radiagdo os produtos de degradagdo possam ter sofrido uma degradagdo
adicional.

As estruturas dos produtos de degradagdo sugeridas com base nos
espectros de massa estdo representadas na figura 3.24-B. Os dados obtidos nos
espectros de massa mostram que o peso molecular de alguns produtos formados
coincidem com algumas estruturas previstas no ensaio in silico, como ¢ o caso
das estruturas (2) Isomero da chalcona, (3) Cicloadi¢ao fotoquimica de dois
alcenos, (4) Adigdo conjugada intermolecular de heteronucledfilos e (6)
Cicloadigdo fotoquimica de dois alcenos. A estrutura quimica (5) foi proposta
com base no estudo in silico, na tentativa de desenhar a estrutura mais provavel,
porém estudos adicionais precisam ser realizados para a comprovagdo da
estrutura quimica destes produtos.

Figura 3.34: Perfil cromatografico da analise por UPLC-UV no comprimento de onda de
254 nm da amostra de 4-MC, onde (a) UV controle, (b) UV baixo e (¢) UV alto.
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Figura 3.35: Sobreposi¢ao do perfil cromatografico da 4-MC analisado por CG-MS, onde
(a) UV controle, (b) UV alto e (c) UV baixo.
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Figura 3.36: Sobreposi¢ao do perfil cromatografico da 4-MC analisado por CG-MS, onde
(a) VIS controle, (b) VIS baixo e (c) VIS alto.
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De acordo com os resultados, o0 método por UPLC-MSMS foi indicativo
de estabilidade pois mostrou boa resolugdo entre o pico do analito e dos produtos
de degradacao por fotoestabilidade.
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4 Conclusoes

Aspectos como pureza da molécula, caracteristicas estruturais, fisico-
quimicas e estabilidade de compostos sdo fatores de suma importancia no
desenvolvimento de um novo produto. Sendo assim foram empregados ensaios
de pré-formulagao para a chalcona 4-MC, para avaliar as caracteristicas inerentes
ao processo de desenvolvimento de sistema de liberagao para este composto.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a chalcona
foi sintetizada com elevado grau de pureza, tendo sua estrutura identificada por
meios espectroscopicos e sua pureza comprovada por meio de RMN, analise
térmica e CG-MS. Trata-se de um composto desafiador para a tecnologia
farmacéutica, possuindo algumas caracteristicas criticas para o desenvolvimento
de um sistema de liberacdo de farmaco, como a baixa solubilidade e
fotosensibilidade. A 4-MC possui sensibilidade a luz visivel, tendo uma
degradacao de 22,14 ¢ 56,35% a 1,2 ¢ 2,4 milhdes de lux/h, respectivamente,
necessitando de maiores cuidados durante a sintese ¢ manipulagdo e tornando
necessario o desenvolvimento de sistemas que o protejam da luz e a0 mesmo
tempo melhorar a sua solubilidade, para que aumentem sua biodisponibilidade.

Estudos in silico foram essenciais para este estudo, pois possibilitaram
verificar estruturalmente o local mais provavel onde ocorre os processos de
degradac@o. Nesta analise de predi¢ao observou-se que os atomos de hidrogénio
dos C2 e C6 do anel de benzeno sdo as regioes mais suscetiveis a oxidagao. Os
hidrogénios do C6, de ambos os anéis, apresentaram valores baixos BDE em
compara¢do com outros atomos dos mesmos anéis, indicando essas posi¢des
como as mais provaveis para auto-oxidagdo do benzeno. A predicdo de
instabilidade via oxidagdo da molécula foi confirmada nos testes de
fotoestabilidade, o qual apresentou 4 produtos de degradagdo. Sendo que as
estruturas propostas para estes produtos na andlise in vitro de fotoestabilidade
coincidiram com algumas estrututas encontradas no ensaio de predicéo in silico,
mostrando a eficiéncia e importancia deste estudo.

Todos esses dados corroboram com o desenvolvimento de um sistema
de liberagao de farmaco eficaz e seguro para este firmaco e como consequéncia
com o desenvolvimento de novos produtos.
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CAPITULO IV
Avaliacio toxicolégica in silico, in vitro e in vivo da chalcona 4-metoxi

Este artigo serd submetido ao periddico Regulatory Toxicology and
Pharmacology, fator de impacto 2,996.
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Avaliacio toxicolégica in silico, in vitro e in vivo da chalcona 4-metoxi

Danyela Francine Benvenutti®, Rogerio Corréa?, Lanfranco Barberini®, Stefano
Giovagnoli®, Maurizio Ricci®, Tania Mari Bellé Bresolin®, Fellippe Ramos
Wolff?, Maria Verdnica Dal Pastor?, istrJosé Roberto Santin®

® Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI), P.O. Box 360,88302-202, Itajai,
SC, Brazil

b Department of Pharmaceutical Sciences Universita degli Studi di Perugia, Via
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Resumo

A chalcona 4-metoxi (4-MC) é um composto muito promissor possuindo a¢ao
anti-inflamatoria, osteogénica, entre outras, com indicios de atuagdo como
inibidor de catepsina K. Apesar disso, pouco se sabe sobre seus mecanismos de
acdo e toxicidade. Estudos realizados com farmacos inibidores de catepsina K
demonstraram efeitos toxicos importantes, aumentando o risco de derrame,
efeitos adversos demartologicos entre outros. Portanto, este trabalho buscou
investigar, através de técnicas in silico, in vitro e in vivo os possiveis efeitos
toxicos da 4-MC. Os dados preliminares obtidos por andlise toxicoldgica in
silico, sugerem que a chalcona 4-MC ndo causa mutagenicidade com base em
teste de AMES com coeficiente de similaridade maior que 0,70. Nos ensaios de
toxicologia aguda e sub-cronica em camundongos pela via oral, ndo foram
observadas reac¢des toxicas, danos renais ou cardiotoxicidade. Somente na dose
de 2000 mg/kg houve efeito hepatotoxico. Esses dados obtidos sugerem a
seguranca deste candidato a insumo farmacéutico ativo (IFA) e servem de
subsidio para um desenvolvimento racional de um novo farmaco, como
alternativa segura aos inibidores de catepsina K.
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1 Introducéao

Chalconas s@o cetonas a,f-insaturadas que apresentam atividades
terapéuticas comprovadas por diversos autores, destacando-se a acdo anti-
inflamatoria (SHIH et al., 2018), anticancerigena (MAHAPATRA et al., 2015),
osteogénica (ORTOLAN et al., 2014; 2017) e quimiopreventiva (ORLIKOVA
et al., 2011). Pelo fato das chalconas apresentarem indicios de atuagdo como
inibidores de Catepsina K, ressalta-se a importancia de estudos de toxicidade,
uma vez que este alvo apresenta interesse para a industria farmacéutica e
farmacos inibidores de Catepsina K, como o relacatib, o balicatib, o odanacatib
e 0 ONO-5334 tiveram seus estudos clinicos suspensos pelo fato de causaram
importantes efeitos colaterais (DUONG et al., 2015).

Estudos toxicologicos sdo importantes durante a o desenvolvimento de
novos farmacos pois proporcionam o entendimento das interagdes que ocorrem
entre os farmacos e o organismo, possibilitando ao investigador conhecer os
efeitos adversos, que podem ser desde irritagdes leves até lesdes graves e
permanentes de um o6rgdo. Sendo assim, esse conhecimento reduz a
probabilidade de uma nova molécula falhar nas etapas de estudos clinicos, que
requerem elevado investimento, evitando riscos a satide (OGA, 2008).

Para a analise de irritagdo, o ensaio de membrana corioalantoide (HET-
CAM) ¢ uma boa alternativa por apresentar muitas vantagens em comparagao
aos ensaios de toxicidade convencional, como o baixo custo, a facilidade de
manipulagdo dos embrides, a possibilidade de monitoramento continuo da
resposta do hospedeiro e, acima de tudo, este ensaio ¢ considerado um ensaio in
vivo com a vantagem de, nos primeiros 12 dias de incubagdo do embrido de
frango, nio ser necessaria a permissio do Comité Nacional de Etica para realizar
experimentos (MANCIOCCO et al., 2011). Este ensaio ¢ um método alternativo
ao teste de Draize, de irritagdo ocular, realizado em animais.

Neste sentido, a fim de assegurar o uso e estabelecer os limites de doses
seguros de uma substincia, ¢ necessario realizar ensaios toxicologicos pré-
clinicos, tais como estudos in silico, in vitro € in vivo. A avaliagao toxicologica
empregando métodos computacionais pode auxiliar na elucidagdo do mecanismo
de agfo da substancia, além de proporcionar a predigao de possiveis reacdes de
toxicidade da molécula. Aliado aos métodos in silico, a avaliagdo da toxicidade
aguda, seguida de ensaios de doses repetidas (sub-agudo) por 28 dias (ANVISA,
2019) e avaliagdo da mutagenicidade empregando animais de experimentagao
fornece dados importantes que visam ao uso seguro de uma substancia.
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Tendo em vista todas essas necessidades, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os possiveis efeitos toxicologicos da chalcona 4-metoxi empregando
ensaios in silico, in vitro e em animais. Estes dados contribuem para o
estabelecimento de um novo insumo farmacéutico ativo (IFA), o qual apresenta
potencial para ser incorporado em diferentes formas faramacéuticas, no
tratamento de diversas enfermidades.
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2 Metodologia
2.1 Ensaio de toxicologia in silico

A avaliagdo toxicoldgica in silico da chalcona 4-MC foi realizada
utilizando o programa T.E.S.T — Toxicity Estimation Software Tool, versao 11.0
(http://www.epa.gov/nrmrl/std/qsar/qsar.html). Este programa ¢ fornecido
gratuitamente pela USEPA (United States Environment Protection Agency) e foi
desenvolvido para permitir uma rapida estimativa da toxicidade, usando uma
variedade de metodologias de QSAR. No programa T.E.S.T foram desenhadas e
inseridas as estruturas dos compostos isolados. Uma vez introduzida a estrutura
quimica do composto, a sua toxicidade foi estimada utilizando metodologias
avancadas de QSAR. O composto foi submetido a analise toxicolodgica in silico
utilizando a metodologia de hierarquia (Hierarchial method) que determinou os
seguintes parametros: a capacidade mutagénica e carcinogénica do composto e o
potencial toxicologico para a reprodugao.

2.2 Anailise do potencial téxico da 4-MC em membrana corioalantoide
(CAM)

O monitoramento do potencial toxico da chalcona foi realizado através
do ensaio da membrana corioalantoide de frango denominado HET CAM (Hens
Egg Test-Chorion Allantoic Membrane) na Universita Degli Studi di Perugia sob
supervisao do prof. Lanfranco Barberini. Para o ensaio CAM, foi preparada uma
solu¢do de chalcona em PBS:DMSO a duas concentragdes diferentes (1 e 10
uM).

Primeiramente os instrumentos foram desinfetados em etanol 70%, em
seguida os ovos de galinha branca fertilizados foram higienizados com etanol a
70% e incubados a 37 °C com umidade de 60% em uma incubadora de ovos.

No sétimo dia de incubagao, foi colocado um Delrin® (E. I. du Pont de
Nemours) na superficie da CAM, a casca foi novamente fechada com a mesma
pelicula protetora e o ovo novamente colocado na incubadora.

No oitavo dia de incubagdo (T0), foi realizado o tratamento da CAM
com a amostra e o controle e 0 ovo colocado novamente na incubadora.

Nos dias 9 (T24) e 10 (T48) de incubagdo, foram avaliados os eventos
macroscopicos € microscopicos da resposta angiogénica, em microscopio com
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aumento de 6,5x, para a verificagdo do aparecimento de irritacdo e
extravasamento das veias sanguineas.

2.3 Animais

Para realizagdo dos experimentos de toxicologia aguda foram utilizados
ratos Wistar fémeas, idade entre 2 a 3 meses, com peso médio de 150 a 200 g e
para os experimentos de toxicologia sub-cronica foram utilizados camundongos
Swiss machos e fémeas, idade entre 2 a 3 meses, com peso médio de 25 a 35 g,
provenientes do Biotério da Universidade do Vale do Itajai. Antes de iniciar
todos os experimentos, os animais permaneceram em adaptacdo pelo periodo de
3 dias, e durante o periodo experimental, foram mantidos em alojamentos de
caixas de polipropileno especificas, sendo 05 o nimero maximo de animais por
caixa. A cama utilizada nas caixas foi a maravalha, que foi substituida 03 vezes
na semana (segunda, quarta e sexta-feira). Destaca-se que os animais foram
mantidos em condi¢gdes normais de biotério, com ciclo de luz, temperatura e
umidade controlados, bem como acesso a alimento e agua ad libitum. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos de
experimentag@o animal recomendados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimenta¢do Animal (CONCEA), e de acordo com a Lei n® 11.794 de 2008
da Constituicdo Federal. Ao final do experimento, os animais foram submetidos
a procedimentos cirurgicos para retirada de 6rgéos e coleta de sangue, recebendo
anestésicos para completa sedagdo antes do processo. No que tange a questdes
éticas, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-
Parecer 035/18p) da Universidade do Vale do Itajai.

2.4 Ensaio de toxicologia aguda

O estudo foi conduzido de acordo com o OECD (Guidelines for testing
chemicals — teste nimero 420) (OECD, 2001) e aprovado no CEUA-UNUVALI
(parecer 046/17). Para todo o experimento, foram utilizados ratos Wistar, fémeas
(n=16). Inicialmente, dois animais (n=2) previamente em jejum de 12 horas,
receberam uma dose oral tinica via gavagem de chalcona 4-MC na concentragao
de 300 mg/kg. Apds a administragdo, durante as primeiras 12 h, nos periodos de
15, 30 e 60 minutos e a cada 4 h os sinais toxicos de carater geral foram
observados, sendo avaliados os seguintes pardmetros: atividade geral, frémito
vocal, irritabilidade, resposta ao toque, aperto da cauda, contor¢do, trem
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posterior, tonus corporal, for¢ca de agarrar, ataxia, tremores, convulsoes,
estimulac¢des, cauda em straub, hipnose, anestesia, lacrimagdo, ptoses, micgao,
defecacdo, piloerecdo, respiracdo, cianose. Os animais foram monitorados
durante 48 h, quanto sua sobrevivéncia e inicio de qualquer sinal de toxicidade,
sendo o inicio ¢ a duracdo dos sintomas tdxicos observados e registrados
sistematicamente.

Se os primeiros animais ndo demonstrassem nenhum sinal de toxicidade,
sobrevivendo pelas 48 h, dois outros animais, ratos Wistar fémea (n=2)
receberiam uma dose elevada de chalcona 4-MC (2000 mg/kg), sendo observado
da mesma forma por 48 h.

Se, estes outros animais também sobrevivessem pelas 48 h apos a
administragdo da dose elevada de 4-MC, dar-se-ia continuidade ao experimento
com ratos Wistar fémea (n=12), que receberiam a dose de 2000 mg/kg de 4-MC
cada, monitorando-os por 12 dias, para observar o tempo de sobrevivéncia e
sinais toxicos. Durante este periodo, o peso corporal dos animais foi aferido e
registrado. Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados e
eutanasiados por meio de deslocamento cervical e o sangue coletado para analise
bioquimica onde foram avaliados os pardmetros bioquimicos alanina
aminotranferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e pardmetros de
fungao renal (ureia, creatinina) (OECD 407, 1995).

2.5 Ensaio de toxicologia sub-cronica

Para realizagdo desta metodologia, camundongos Swiss de ambos os
sexos (n=50, sendo 25 machos/25 fémeas), foram tratados por via oral através de
gavagem com chalcona 4-MC ou veiculo (dgua), durante 30 dias, seguindo
diretrizes da OECD Testing Chemicals Diretriz 407 (OCDE, 2008) e aprovado
no CEUA-UNUVALI (parecer 035/18p). Os animais foram divididos em 05
grandes grupos (n=10). Os grupos 1 a 4, receberam chalcona 4-MC nas doses de
250, 500, 1000 e 2000 mg/kg, respectivamente, enquanto o grupo 5 recebeu
solugdo veiculo (salina), oralmente, uma vez a cada dois dias, durante 30 dias. O
horério de administragdo do extrato foi padronizado para minimizar a variagdo
biologica entre os animais durante o estudo.

Durante o tratamento, foram observados e monitorados sinais de
toxicidade, mudangas no comportamento, consumo alimentar, ingestdo hidrica e
mortalidade. Assim como foram observados ao longo do estudo a resposta a dor,
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tremores, convulsdes, reflexos, mic¢do, salivagdo e cor da pele. O peso corporal
dos animais foi aferido semanalmente.

2.5.1 Analise bioquimica e histologica

Ao final do estudo, ap6s 30 dias, os animais foram anestesiados
utilizando soluc¢do de cloridrato de xilasina (10 mg/kg, i. p.) e cloridrato de
quetamina (70 mg par/kg, i.p.). Apés completa anestesia dos animais, foi
realizado a retirada de sangue pela artéria mesentérica superior para realizagao
de exames bioquimicos. No sangue foram avaliados parametros bioquimicos
alanina aminotranferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e pardmetros
de funcdo renal (ureia, creatinina) (OECD 407, 1995).

Apos a coleta do sangue, foram eutanasiados através da técnica de
deslocamento cervical para retirada dos 6rgaos. Foram coletados pulmdes, rins,
figados e coragdes para avaliagdo das caracteristicas macroscopicas. Para
avaliagdo histologica, os drgaos vitais (coragao, rins e figado) foram devidamente
armazenados em solugdo de formol 10% e encaminhadas para produgdo das
laminas histologicas. As laminas obtidas foram submetidas a coloragdo, para
posterior analise.

2.6 Analise estatistica

Os resultados serdo expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.) e analisados estatisticamente pela analise de wvaridncia com
comparagdes multiplas (ANOVA). Os dados serdo analisados no programa
Excel, admitindo como significativamente estatistico o p < 0,05.
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3 Resultados e Discussao
3.1 Analise toxicoldgica in silico

Analises foram obtidas pelo software TEST (Toxicity Estimation
Software Tool).

Estas analises mostraram que o composto 4-MC nao apresenta risco de
causar mutagenicidade, com base em teste de AMES (Toxicity Benchmark), o
resultado foi negativo, apresentando um coeficiente de similaridade maior que
0,70.

Na predi¢ao de toxicidade para o desenvolvimento (reprodu¢ao), o 4-
MC, os dados ndo sdo relevantes, resultando num coeficiente de similaridade
baixo. A similaridade do teste foi com base nos seguintes compostos: fenindiona,
que tem acdo anticoagulante e feniltoloxamina, que atua como inibidor de
receptores H1.

3.2 Analise de potencial toxico da 4-MC em membrana corioalantoide
(CAM)

A fotografia das membranas corioalantoides da 4-MC nas concentragdes
de 1 e 10 pM em DMSO 0,12% e amostra controle em PBS/DMSO 0,12%
(Figura 4.1) demonstra uma provavel desnaturacdo das proteinas de CAM, pois
tornaram a superficie do anel opacas. No entanto, ndo se observou atividade
inflamatoria, hemorragias ou neoangiogénese ap6s a remogdo do anel de Delrin®.
O anel Delrin® foi utilizado para delimitar a area de contato da 4-MC e ajustar a
concentragdo do composto no local, facilitando a visualizagdo da acdo do
composto na membrana corioalantoide. Na tabela 4.1, encontram-se os
parametros avaliados nesta analise e seus resultados.

Sugerindo-se que a chalcona 4-MC é compativel com terapias que visam
o tratamento em mucosas ou regeneracdo tecidual, sendo seguro seu uso em
scaffolds para regeneracao dssea.



Figura 4.1: Fotografia das membranas corioalantoide tratadas com as amostras contendo chalcona 1 ¢ 10uM em DMSO 0,12% e amostra
controle (PBS/DMSO 0,12%), utilizando lente de ampliagdo de 6,5x.

Amostras Tempo Zero 24 horas 48 horas

PBS/DMSO 0,12%

1 ptM/DMSO 0,12%

10 pM/DMSO 0,12%




Tabela 4.1: Parametros das membranas corioalantoides tratadas e controle.

soA Efeito nos
Sobrevivéncia
= vasos
A ¢ Embriio .
Embrido mostra Volume sanguineos
TOh  T24h  T48h
1 Mortos apds tratamento
CH 1uM + DMSO 8 8 8
2 0.012% 20nL
CH 1pM + DMSO S S S
3 0.012% 20pL
CH 1pM + DMSO S S S
4 0.012% 20uL
CH 1uM + DMSO S S S Pequeno
5 20 pL sangramento,
0.012% 5
ndo letal
CH 10pM + DMSO
6 0.12% 20 pL S N N
CH 10pM + DMSO S S S
7 0.12% 20nL
8 Mortos apds tratamento
CH 10pM + DMSO 8 8 8
? 0.12% 20nL
CH 10pM + DMSO S S
10 0.12% 20 pL N
S S S
11 PBS + DMSO 0.12% 20 pL
12 PBS + DMSO 0.12% 20 pL S S S
13 PBS + DMSO 0.12% 20 pL S S S
14 PBS + DMSO 0.12% 20 pL S N N
S S S
15 PBS + DMSO 0.012% 20 pL
16 PBS + DMSO 0.12% 20 pL S S S
17 PBS + DMSO 0.12% 20 pL S S S
18 PBS + DMSO 0.12% 20 pL S S S

Legenda: (S)= embrides que sobreviveram; (N)= embrides que ndo sobreviveram.

A CAM ¢ transparente e amplamente vascularizada, sendo que a

vascularizagdo ¢ um passo importante para a nova regeneragao tecidual, portanto,
com o ensaio CAM, foi possivel monitorar os efeitos da 4-MC nos vasos
sanguineos e a mesma ndo apresentou nenhum sinal de toxicidade. Geralmente,
a biocompatibilidade e a auséncia de toxicidade de uma molécula, ou de uma
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formulagdo, resultam, neste ensaio, na auséncia de hemorragias, vasos
fantasmas, neoangiogénese ou outras reagdes adversas.

3.3 Chalcona 4-MC néo provoca alteragdes toxicologicas agudas

Nesta analise os animais que receberam as primeiras doses v.o. de 300
mg/kg e 2000 mg/kg ndo demonstraram nenhum sinal de toxicidade. Todos os
animais sobreviveram nas primeiras 48 h. Com isso, se deu prosseguimento na
analise de toxicologia aguda para avaliagdo de 12 dias.

Nos 12 dias seguintes, os animais foram monitorados a cada 2 dias
quanto ao comportamento, variagdo de peso e alimenta¢do. Nao foi observado:
irritabilidade, resposta ao toque, contorcao, alteragdes no trem posterior ou tonus
corporal, tremores, convulsdes, movimento de straub, hipnose, sinais de
anestesia, aumento ou diminui¢do de defecacao, piloereg@o ou cianose.

Alteragdes de peso corporal e de peso relativo dos 6rgdos ¢ um indice
simples e sensivel de toxicidade apds exposi¢ao a substancias potencialmente
toxicas (STANLEY et al., 2005).

Quanto a variagdo de peso acumulado durante os 12 dias do
experimento, ndo foi observado variagdo anormal (Figura 4.2).

Figura 4.2: Parametros de variagdo de peso acumulado da anélise toxicoldgica aguda do
composto 4-MC (2000 mg/kg v.o; n=12).
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Os resultados obtidos mostram um consumo de ra¢do semelhante ao
grupo controle no inicio do experimento e uma mudanga no habito dos animais
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apos 10 dias de tratamento com um consumo maior para o grupo tratado com
chalcona em comparagdo com o grupo controle (Figura 4.3).

Figura 4.3: Parametros de variagdo de consumo de rag¢@o da andlise toxicoldgica aguda
do composto 4-MC (2000 mg/kg v.o; n=12).
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Nos dados obtidos de variacdo de consumo de agua, mostram nos
animais tratados com a chalcona 4-MC um consumo maior de 4gua maior que o
grupo controle, com um aumento de consumo nos ultimos 2 dias de analise em
comparagdo com o grupo controle (Figura 4.4).

Figura 4.4: Parametros de variagdo de consumo de 4gua da analise toxicologica aguda do
composto 4-MC (2000 mg/kg v.o; n=12).
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Os dados obtidos mostraram que a chalcona 4-MC néo afetou o peso dos
animais, sugerindo que este composto ndo impede o crescimento de ratos, € ndo
promove mudangas significativas na ingestdo de alimentos e agua, indicando
metabolismo normal e condi¢do de satide normal dos animais tratados (Figuras
42,43¢44).

Apo6s 12 dias, os animais foram anestesiados, o sangue foi coletado, para
avalia¢do da fungdo hepética e renal (Figura 4.5), de acordo com os resultados
ndo foram observadas alteragdes significativas destes dois pardmetros quando
comparados com a amostra controle, indicando que a chalcona 4-MC nao
provoca alteracdes toxicoldgicas aguda nestes dois 6rgdos e posteriormente
foram eutanasiados com deslocamento cervical.

De acordo com andlises estatisticas ANOVA, ndo houve significancia
nos resultados obtidos em todas as amostras em comparagdo com grupo controle.
Sugerindo auséncia de toxicidade aguda, em relagdo aos pardmetros analisados.

Figura 4.5: Pardmetros de avaliacdo de fungdo hepatica (AST e ALT) e fungdo renal
(Uréia e Creatinina), da analise toxicologica aguda do composto 4-MC.

A B

150 40-
30

g 100 g

=) S
= : 20

7] |

< 50 <
10:
0: 0-

Controle 4-MC Controle
c D
60

- T g

3 =)

ES 40- g

E ©
o £

3 c

2 20 K
0: .

Controle 4-MC Controle

Além disso, o exame macroscopico ndo revelou quaisquer lesdes,
alteragdes de coloragdo ou patoldgicas de orgdos vitais que poderiam ser
atribuidas ao tratamento com 4-MC, e o0 mesmo, ndo produziu qualquer alteragdo
anormal nos pesos relativos ou absolutos dos 6rgdos, como pode ser observado
na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Efeitos da chalcona 4-MC no peso de 6rgdos de ratos. Os animais foram
tratados oralmente com agua destilada (controle) e chalcona 4-MC (2000 mg/kg). Valores
expressos como média + Desvio padrdo (n = 3).

Orgios Tratamento
Controle Chalcona 4-MC
Figado Absoluto 8,98 + 1,38 8,80+ 0,87
Relativo 3,83 +£0,65 3,87+0,45
Rim direito Absoluto 1,11+0,08 1,35+0,30
Relativo 0,47 +0,03 0,59+ 0,10
Rim esquerdo Absoluto 1,14 +0,08 1,14 +0,09
Relativo 0,48 +0,03 0,50+ 0,02
Baco Absoluto 0,73 +£0,12 1,01 £0,21
Relativo 0,31+0,04 0,44 + 0,08
Coragdo Absoluto 1,01 +£0,34 1,36 + 0,60
Relativo 0,43+0,14 0,60 = 0,08
Pulméo Absoluto 1,16 0,10 1,12+0,49
Relativo 0,49 + 0,05 0,49+ 0,014

3.2 Analise toxicolégica sub-cronica

A avaliagdo da toxicidade sub-cronica da 4-MC ¢ fundamental para a
aplicagdo na terapia de regeneracdo bem como visando o futuro emprego deste
candidato a IFA em outras vias de adiminstragdo e formas farmacéuticas, tendo
em vista seu potencial como inibidor de catepsina k, a ser comprovado. Antes de
desenvolver um sistema de liberagdo para o composto que seja biocompativel
para a regeneragao do tecido 0sseo, € crucial conhecer suas caracteristicas fisico-
quimicas e toxicidade (RIBATTI et al., 2006).

Nesta analise, no decorrer dos 30 dias, os animais ndo demonstraram
nenhum sinal de toxicidade e todos sobreviveram.

Durante toda a analise, ndo foram observados sinais tais como:
irritabilidade, resposta ao toque, contor¢ao, alteragdes no trem posterior ou tonus
corporal, tremores, convulsdes, movimento de straub, hipnose, sinais de
anestesia, aumento ou diminui¢do de defecacao, piloereg@o ou cianose.

Nos dados coletados de variagdo de peso (Figura 4.6) e agua (Figura
4.8), pode ser observado que a chalcona 4-MC ndo apresentou alteragdes
significativas nestes parametros, no consumo de ragdo (Figura 4.7), pode ser
obervado um aumento de consumo em todos os grupos entre os dias 19 e 26 de
analise para machos e fémeas, porém esse aumento ndo afetou o peso dos
animais. Sendo assim, a chalcona 4-MC ndo promoveu mudangas na ingestao de
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alimentos e agua, indicando metabolismo e condi¢do de saude normal dos
animais tratados.

De acordo com analises estatisticas ANOVA, ndo houve significancia
nos resultados obtidos nestas amostras em comparagdo com grupo controle.
Sugerindo auséncia de toxicidade sub-cronica, em relagdo aos pardmetros
analisados.

Figura 4.6: Variacdo de peso em animais tratados com diferentes concentragdes de
chalcona 4-MC, submetidos ao ensaio de toxicidade sub-cronica (30 dias). A)
Camundongos fémeas; B) Camundongos machos. Dados expressos como média + e.p.m.
de cinco animais por grupo. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA.
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Figura 4.7: Parametros de variagdo de consumo de rag¢@o da andlise toxicoldgica aguda
do composto 4-MC. A) Camundongos fémeas; B) Camundongos machos. Dados
expressos como média de cinco animais por grupo. Andlise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA.
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Figura 4.8: Parametros de variagdo de consumo de 4gua da analise toxicologica aguda do
composto 4-MC. A) Camundongos fémeas; B) Camundongos machos. Dados expressos
como média de cinco animais por grupo. Analise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA.
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Ap6s 30 dias, os animais foram anestesiados e o sangue foi coletado
através de puncgdo cardiaca para avaliagdo da fung@o hepatica e renal de machos
e fémeas (Figura 4.9 e 4.10, respectivamente), de acordo com os resultados nao
foram observadas alteragdes significativas destes dois parametros quando
comparados com a amostra controle.

De acordo com andlises estatisticas ANOVA, ndo houve significancia
nos resultados obtidos em todas as amostras em comparagdo com grupo controle
(Figura 4.9 e 4.10), sugerindo auséncia de altera¢des cronicas nos parametros
analisados.

Figura 4.9: Pardmetros de avaliacdo de funcgdo hepatica (AST e ALT) e fungdo renal
(Uréia e Creatinina), da andlise toxicologica sub-cronica do composto 4-MC de
camundongos machos.

40

I 150
30
—_ 5 100 I
S =
220 E
=
a 12
< < 50
10
0 0
Controle 4-MC Controle 4-MC
60 4
0,8
540 I g 06
£ g
B é 0,4
520 £ I
33
S 02
0 0
Controle 4-MC

Controle 4-MC



144

Figura 4.10: Parametros de avaliagdo de fun¢do hepatica (AST e ALT) e funcdo renal
(Uréia e Creatinina), da andlise toxicologica sub-cronica do composto 4-MC de
camundongos fémeas.
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Posteriormente os animais foram eutanasiados com deslocamento
cervical e orgdos retirados para andlise histologica (coragdo, rins e figado), de
acordo com os resultados preliminares obtidos (dados ndo mostrados), ndo foram
observados toxicidade cardiaca e renal, porém foi observado alguma toxicidade
hepatica na dose mais elevada (2000 mg/kg), sendo assim, estudos adicionais
precisam ser realizados para a comprovagao destes dados obtidos, os quais serdo
avaliados por especialistas em patologia.



Tabela 4.3: Efeitos da chalcona 4-MC no peso de 6rgdos de camundongos fémeas. Os animais foram tratados oralmente com agua destilada
(controle) e chalcona 4-MC (250, 500, 1000 e 2000 mg/kg). Valores expressos como média + Desvio padrdo (n =5).

Orgios Tratamento
Controle Chalcona 4-MC Chalcona 4-MC Chalcona 4-MC Chalcona 4-MC
(250 mg/kg) (500 mg/kg) (1000 mg/kg) (2000 mg/kg)
Figado Absoluto 1,67 +£0,2 1,55+0,22 1,57+0,16 1,50 £ 0,19 1,43 £ 0,06
Relativo 4,24 £0,15 4,23 +0,22 3.88+0,48 4,19 £ 0,51 3,78 £ 0,29
Rim direito Absoluto 0,22+ 0,04 0,19 +0,03 0,20+ 0,01 0,21 +£0,02 0,21 +£0,02
Relativo 0,57 £ 0,04 0,54 + 0,04 0,51 +£0,05 0,59 + 0,06 0,56 £ 0,07
Rim esquerdo Absoluto 0,23+ 0,04 0,20+ 0,01 0,22 +0,03 0,21 +£0,02 0,21 +£0,02
Relativo 0,59 £ 0,07 0,55+0,03 0,54 + 0,04 0,60 £ 0,08 0,55+ 0,02
Baco Absoluto 0,16 £0,01 0,13 £0,02 0,13 +£0,01 0,13 £0,02 0,13+0,014
Relativo 0,40 £ 0,04 0,35+ 0,02 0,33 £ 0,05 0,36 £ 0,05 0,34 + 0,04
Coragdo Absoluto 0,16 £ 0,03 0,16 £ 0,016 0,17 +0,01 0,17 £0,04 0,15 + 0,009
Relativo 0,41 +0,018 0,44 £ 0,06 0,42 £ 0,09 0,48 £ 0,11 0,41 £ 0,05
Pulmao Absoluto 0,26 £ 0,05 0,22 + 0,04 0,20 £ 0,01 0,21 £ 0,05 0,22 + 0,04

Relativo 0,66 + 0,13 0,63 +0,10 0,50 + 0,06 0,59+ 0,14 0,59 +0,10
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Tabela 4.4: Efeitos da chalcona 4-MC no peso de érgdos de camundongos machos. Os animais foram tratados oralmente com agua
destilada (controle) e chalcona 4-MC (250, 500, 1000 e 2000 mg/kg). Valores expressos como média + Desvio padrdo (n = 5).

Orgios Tratamento
Controle Chalcona 4-MC Chalcona 4-MC Chalcona 4-MC Chalcona 4-MC
(250 mg/kg) (500 mg/kg) (1000 mg/kg) (2000 mg/kg)
Figado Absoluto 1,73 +0,18 2,08 £0,12 1,86 +0,22 1,95+0,17 1,73 +£0,15
Relativo 3,83 +£0,65 3,87 +£0,45 4,38 £0,31 4,5+0,2 3,98 +0,21
Rim direito Absoluto 0,27 £0,04 0,30 +0,03 0,29 + 0,02 0,33 +0,02 0,30 + 0,02
Relativo 0,47 £ 0,03 0,59 + 0,01 0,68 +0,03 0,78 £ 0,05 0,69 + 0,03
Rim esquerdo Absoluto 0,28 +£0,04 0,30 £0,02 0,28 0,04 0,33 +0,03 0,28 + 0,02
Relativo 0,48 £ 0,03 0,50 + 0,02 0,67 £ 0,07 0,77 £ 0,04 0,66 + 0,05
Baco Absoluto 0,12+ 0,01 0,13 +£0,01 0,11 +£0,02 0,12 +£0,02 0,11+ 0,01
Relativo 0,31 £ 0,04 0,44 £ 0,08 0,26 + 0,04 0,28 £ 0,03 0,26 + 0,04
Coragdo Absoluto 0,17 £0,02 0,20 £ 0,01 0,20 £ 0,02 0,21 £ 0,04 0,18 £ 0,01
Relativo 0,43 +0,14 0,60 + 0,08 0,47 £ 0,09 0,49 £+ 0,08 0,42 £ 0,03
Pulmao Absoluto 0,25 +£ 0,02 0,23 £ 0,03 0,22 £ 0,02 0,21 £ 0,02 0,20 + 0,04

Relativo 0,49 + 0,05 0,49+ 0,014 0,53 +0,04 0,49 + 0,05 0,47 +0,08




4 Conclusao

A 4-MC nao revelou toxicidade relevante nos testes in silico onde foi
observado que este composto nao apresenta risco de causar mutagenicidade e
apesar de na predi¢do de toxicidade para o desenvolvimento (reprodugio), o
mesmo ter apresentado potencial toxicologico, esses dados precisam ser
realvaliados pois o resultado obtido ndo foi relevantes, apresentando um
coeficiente de similaridade baixo.

Nos ensaios in vivo de toxicologia aguda e ensaio em membrana
corioalantoide (HET-CAM) este composto também ndo apresentou nenhuma
alteracdo significativa.

Nos ensaios de toxicologia sub-cronica ndo foram observados efeitos
toxicos nas andlises bioquimicas do sangue, assim como ndo foi observada
toxicidade nos tecidos cardiaco e renal. Em contrapartida, foi observado efeito
toxico no tecido hepatico na dose mais elevada, porém sdo resultados
preliminares qualitativos, que necessitam ser reavaliados por especialista em
patologia e estudos adicionais precisam ser realizados para que se possa
estabelecer a dose segura desta molécula.

Sendo assim, conclui-se que a 4-MC embora tenha apresentado
toxicidade hepatica na dose mais elevada, ¢ uma molécula segura e compativel
na dose recomendada para uso na terapia de regeneracdo 6ssea, onde demonstrou
efeitos terapéuticos significativos com uma dose de concentracédo igual a 10% de
4-MC (3,4 mg).
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CAPITULO V

Uma nova abordagem estabilizadora para melhorar a
fabricacdo de microparticulas biodegradaveis que incorporam
moléculas ativas plastificantes: o caso da chalcona 4-metoxi

Este artigo foi publicado no periédico Journal of Pharmaceutical Innovation,
com fator de impacto igual a 1,934 (2019).
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Uma nova abordagem estabilizadora para melhorar a
fabricacdo de microparticulas biodegradaveis que incorporam
moléculas ativas plastificantes: o caso da chalcona 4-metoxi

Danyela Francine Benvenutti ®, Tania Mari Bell¢ Bresolin®, Rogério Corréa ?,
Stefano Giovagnolli®, Riccardo Vivani®, Maurizio Ricci®

2 Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI), P.O.Box 360,88302-202, Itajai, SC, Brasil
b Departamento de Ciéncias farmacéuticas - Universita degli Studi di Perugia, Via del
Liceo 1, 06123 Perugia, Italia

Resumo

A microencapsulagdo ¢ uma estratégia vantajosa para veicular moléculas ativas
de maneira controlada. No entanto, o carreamento de farmacos pode ser
extremamente desafiador, especialmente quando se emprega polimeros
pseudoplasticos vitreos, como polilactideos (PLA) e poli (4cido latico-co-acido
glicolico) (PLGA), que podem sofrer extensas alteracdes fisicas e morfologicas
na fabricacdo de microparticulas (MP), devido ao efeito plastificante dos
farmacos, levantando sérias preocupagdes com armazenamento a longo prazo.
Como a 4-metoxi chalcona (4-MC) mostrou ser pouco soluvel e fotossensivel, a
microencapsulagdo apresenta-se como uma estratégia interessante para veicular
este candidato a farmaco. O objetivo deste capitulo foi investigar o efeito da
propor¢ao de 4-MC em MP de PLA e PLGA de diferentes pesos moleculares e
terminagdes de cadeia bem como o uso de hidrotalcitas modificadas com
estearato (SHTC) como uma solug@o inovadora nas formulagdes de MPs, para
sobrepor o efeito plastificante do farmaco nos polimeros empregados. Foram
utilizados sete tipos de polimeros, do tipo poliéster, ¢ as MP produzidas pelo
método de evaporagdo de solvente, carregadas com até 20% (m/m) de 4-MC. A
intercalagdo de 4-MC-sHTC foi obtida com uma dupla emulsao O/A/O. Todas
as formulagdes foram caracterizadas. A carga de 4-MC nas MPs demonstrou uma
certa alteragdo dose-dependente no tamanho, morfologia e comportamento de
liberagdo, além de aglomeragdo das MPs e baixo teor do farmaco em algumas
formulagoes, devido ao um efeito plastificante da 4-MC. Em alguns casos, houve
segregacdo ¢ aparecimento de cristais de 4-MC na superficie da particula. A
plastificagdo foi maior para os polimeros mais hidrofébicos e uma relagdo
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inversa foi observada entre a liberagdo do farmaco e a plastifica¢do, que também
afetou a cinética de liberacdo do farmaco. A formulagdo contendo o R202S MP
a20% de 4-MC foi a mais afetada pela agdo plastificante. A adi¢do de hidrotalcita
intercalada com 4-MC como composto de inclusdo (4-MC-sHTC) conferiu maior
estabilidade as MPs, sendo observado um aumento de estabilidade ao longo de 8
meses de armazenamento a t. a. ¢ 30% de umidade relativa. Portanto, esta
estratégia mostrou ser eficaz e pode ser aplicada a outros sistemas de liberagao
de farmacos microparticulados.

Palavras chave: chalcona 4-metoxi, hidrotalcitas, plastificagdo, estabilidade de
formulagoes, microparticulas biodegradaveis.



153

1 Introducéao

As chalconas sdo uma familia de compostos caracterizados por um
arcabouco comum 1,3-diaril-2-propen-1-ona contendo em sua estrutura um
grupamento cetona a, B-insaturado (ZHUANG et al., 2017). Sdo amplamente
estudadas por possuirem ampla atividade terapéutica e grande facilidade de
sintese. Varios autores comprovaram diferentes atividades biologicas atribuidas
as chalconas como, agente antimicrobiano (NIELSEN et al., 2004;
PANDHURNEKAR et al., 2013; SATO et al, 1996), antifingicos
(PANDHURNEKAR et al., 2013; DE CARVALHO TAVARES et al., 2011;
LAHTCHEV et al., 2008), antiviral (TRIVEDI et al., 2007), antimalarico
(KAUR et al., 2010; TOMAR et al., 2010); anti-leishmania (BOECK et al.,
2006; CHEN et al., 2001). ), anti-inflamatorio (VOGEL et al., 2010; YADAYV et
al., 2011), antiagregante plaquetario (VIJAYA et al., 2011), antitumoral
(YADAV etal.,2011; RAO et al., 2010), (KACHADOURIAN et al., 2012; KIM
et al., 2010; MAHAPATRA et al., 2015; SZLISZKA et al., 2010), efeitos
antioxidantes e osteogénicos (ORTOLAN et al., 2014; 2017).

Entre todos, a (2E) -1-fenil-3- (4-metoxifenil) -2-propen-1-ona (4-MC)
¢ particularmente atraente com algumas comprovagdes de atividade citotoxica
frente as linhagens celulares MDA-MB-435, SF-295 e HCT-8 (RAMALHO et
al., 2013), além de se apresentar como agente quimioprotetor,
quimiossensibilizador (LIM et al., 2013) e anti-inflamatério (DHANAPAL et al.,
2013). No entanto, essas caracteristicas promissoras do 4-MC refletem questdes
intrinsecas, como baixa solubilidade em agua e fotossensibilidade ja relatada
para outra chalcona, como a 5-(2-benzoiletenil)-N-benzil-2
metoxibenzenesulfonamida (MATTOS et «al, 2012), Portanto, a
microencapsulacdo pode ser util para desenvolver abordagens eficazes de
liberagao de 4-MC. A este respeito, microparticulas poliméricas biodegradaveis
(MPs) representam uma ferramenta poderosa em muitas areas terapéuticas,
devido a possibilidade de controlar propriedades como tamanho de particula,
forma, estrutura interna, porosidade, teor de farmaco e liberagdo controlada
(TRAN et al., 2012; WEI et al., 2012). Por este principio, varias vias de
administragdo, como oral (PASSERINI et al., 2016), intramuscular
(CAMBRONERO-ROJAS et al., 2015), intraperitoneal (LU et al., 2008), intra-
articular (MWANGI et al., 2015), pulmonar (GIOVAGNOLI et al., 2014) e
intranasal (TAKENAGA et al., 1998), podem ser exploradas.
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Porém, varios problemas podem afetar a fabricacdo e a estabilidade das
MPs quando pequenas moléculas hidrofobicas, como o 4-MC, estdo sendo
aprisionadas na matriz polimérica. Muitas dessas questdes estdo relacionadas a
interacao farmaco-polimero (HUANG et al., 2008) e sdo mais frequentemente
observadas com polimeros pseudoplésticos vitreos, como polilactideos (PLA) e
poli (acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) (BLASI et al., 2007). Esses
polimeros sdo aprovados pelo Federal Drug Administration (FDA) para uso
parenteral e tém sido explorados como materiais de suporte para uma ampla
variedade de aplicagdes farmacéuticas e biomédicas, desde direcionamento de
farmacos até estruturas de engenharia de tecidos (DeLUCA et al., 1993; GE et
al., 2009 GIOVAGNOLI et al., 2008, 2007, 2004).

O aspecto mais interessante na utilizagdo de poliésteres ¢ a possibilidade
de adaptar a liberacdo do farmaco de acordo com propriedades precisas do
polimero, como peso molecular (PM) e composi¢do de mondmeros, que alteram
seu perfil de tempo de biodegradacdo (MAKADIA; SIEGEL, 2011). No entanto,
pelas razdes acima, pequenas moléculas retidas podem alterar drasticamente as
propriedades térmicas e mecanicas das particulas, bem como seu comportamento
de liberagdo. Além disso, sabe-se que o efeito plastificante de pequenos fArmacos
hidrofobicos produz sérios problemas de fabricagdo, baixo rendimento das
formulagoes e baixo teor de farmaco encapsulado apos a preparacio, bem como
a estabilidade limitada ao armazenamento (KALOGERAS, 2011).

Apesar da importancia desses aspectos que potencialmente dificultam o
desenvolvimento de tais formas farmacéuticas, faltam solugdes nesta area.
Recentemente, demonstrou-se que as ciclodextrinas sdo capazes de prevenir a
plastificagdo induzido por cetoprofeno em MP de poliéster de baixo PM,
evitando as interagdes fisicas entre o farmaco e as cadeias poliméricas
(ALBERTINI et al., 2015). Seguindo este principio, no presente trabalho foi
explorada uma nova abordagem de estabilizagdo para melhorar a produgdo e o
armazenamento a longo prazo de MP de poliéster carregado com 4-MC,
empregando pela primeira vez o uso de uma argila anidnica hidrotalcita
modificada com estearato (sHTC). Inicialmente a 4-MC foi encapsulada em MPs
de poliéster avaliando o efeito da carga de 4-MC em varios lotes de PLA e PLGA,
analisando o comportamento de liberagdo e cinética. Posteriormente, o uso de
sHTC foi explorado no lote de MP mais afetado pelo farmaco.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais

Os polimeros poli (DL-Lactideo- co-Glicolideo) (75:25), viscosidade
inerente 0,76 dL/g, PM 66000-107000 e 1,1-1,54 g/cm® de densidade
(PDLG7507), com terminagao acida; acido poli (DL-Lactideo- co-Glicolideo)
(50:50), PM 38.000-54.000 e viscosidade inerente 0,45-0,60 dL/g (Resomer®
RG504H), com terminagao acida; poli (DL-Lactideo- co-Glicolideo, 50:50), PM
38.000-54.000 e viscosidade inerente 0,45-0,60 dL/g (Resomer® RG504), com
terminagdo éster; Poli (DL-Lactideo- co-Glicolideo) (50:50), PM 7.000-17.000
e viscosidade inerente 0.16-0.24 dL/g de (Resomer® RG502), com terminagao
éster; poli (DL-Lactideo- co-Glicolideo) (50:50), PM 40.000 e viscosidade
inerente 0,4 dL/g (PDLG5004A 50:50), com terminagdo em éacido carboxilico;
acido poli (D, L - lactideo) PM 10.000-18.000 e viscosidade inerente 0.16-0.24
dL/g (Resomer® R202H), com terminagdo acida; poli (D, L- lactideo), PM
10.000-18.000 e viscosidade inerente,0,16-0,24 dL/g (Resomer® R202S), com
terminagdo éster; foram adquiridos da Purasorb® (PURAC Bihem, Gorinchem,
Holanda) e Boerhinger Ingelheim (Mildo, Itdlia). O polietilenoglicol 400 foi
adquirido da Farmalabor srl (Mildo, Italia). Todos os outros produtos quimicos e
reagentes eram de grau PA.

2.2 Sintese e caracterizagao estrutural da chalcona

A 4-MC foi sintetizada e caracterizada de acordo com item 2.2 do
capitulo III deste trabalho.

2.3 Método de preparacio das microparticulas

As microparticulas (MPs) foram preparadas pelo método de
emulsificagdo/evaporacao de solvente de emulsdo tinica O/A. De acordo com
estudos anteriores, estabeleceu-se que a quantidade de estabilizador adequado
para a fase estérica ¢ de 0,1% de PVA, preparado em agua ultrapura, sob agitagdo
a 70 °C durante 6 h seguido pela agitacdo em temperatura ambiente, durante a
noite.

Para a fase oleosa, foi escolhido um solvente apropriado para solubilizar
a chalcona e os polimeros, assim, ambos foram pesados de acordo com a
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concentragdo estabelecida a 5, 10 e 20% (p/p), onde foi pesado 22,5; 45 ¢ 90 mg
de chalcona 4-MC, para 427,5; 405 e 360 mg do polimero, respectivamente de
carga tedrica e a relacdo de fase interna:externa na emulsdo foi de 1:100 v/v,
depois foram adicionados 5 mL de diclorometano e a mistura foi agitada em
vortex para solubilizar. Os polimeros escolhidos foram PDLG7507, Resomer®
RG504H, Resomer® RG504, Resomer® RG502, PDLGS5004A, Resomer®
R202H e Resomer® R202S.

A temperatura inicial do reator foi de 4 °C. Em seguida, 500 mL de PVA
0,1% foi adicionado no interior do reator, até se conseguir a estabilidade da
temperatura de partida, a agitacdo foi realizada a 600 rpm durante todo o
processo. Depois, foi adicionado a solugdo contendo a chalcona e polimero,
descrita acima, a qual foi adicionada lentamente ao PVA, para uma formagao
homogénea de MPs, na temperatura de 4 °C mantida por 5 min, entdo a
temperatura foi aumentada para 25 °C durante 1 h, depois ajustada a 30 °C
durante 1 h, a 40 °C durante 30 min para evaporar o solvente. Em seguida foi
resfriado a 15 °C, uma temperatura abaixo da temperatura de transi¢ao vitrea do
polimero (Tg) para evitar a deformagdo das particulas durante a filtragdo em
Hidrogénio gasoso. As MPs foram filtradas sob pressdo de N2 a temperatura
ambiente através de um filtro de Nitrocelulose Millipore de 5 um (Millipore,
Mildo, Italia). Trés ciclos de lavagem consecutivos foram realizados com agua
ultrapura e, em seguida, as MPs foram secas a vacuo por 24 h, em temperatura
ambiente.

2.4 Preparacio do composto de inclusio 4MC-sHTC

O 4-MC foi incluido na regido intercamada de um Mg-Al HTC
(Hidrotalcita) na forma de estearato.

Primeiro, o Mg-Al HTC permutado com &nions CH3(CH2)16COz-
estearato (ST), até 75% da capacidade de troca idonica (COSTANTINO et al.,
2005). O composto final de estearato HTC (sHTC) tinha a seguinte composigao:
Mgo.s7Alo33(OH)2  STo.248(NO3)o0s2 05H20 como determinado por analise
termogravimétrica (TGA). Porgdes de 1 g deste composto foram entdo
intimamente misturadas com 1 g de 4-MC so6lido moendo-as suavemente num
gral de porcelana, durante cerca de 10 min. A mistura solida foi entdo aquecida
a 80 °C durante 5 dias num forno. Depois disso, o composto final foi armazenado
em um recipiente fechado a temperatura ambiente protegido da luz. A analise de
XRPD e RMN-"'H foi realizada para confirmar a inclusdo da 4-MC.



157

2.5 Preparacgdo de microparticulas carregadas com 4-MC-sHTC

A preparagdo de MP mais afetada pela carga de 4-MC foi selecionada
para investigar o uso de 4-MC-sHTC na fabricagdo de MP. As MP foram
carregadas com 4-MC-sHTC a uma razdo farmaco-polimero equivalente a 5%,
10 e 20% m/m. Foi utilizado um método de emulsificagdo/evaporagdo de
solvente A/O/A de dupla emulsdo, utilizando os mesmos procedimentos e
condigdes descritos na se¢do 2.3. Uma quantidade pesada de 4-MC-sHTC foi
completamente dispersa em agua e misturada por vortex em solucdo de
diclorometano contendo o polimero a uma relagdo de 1:10 v/v para formar uma
emulsdo de A/O. A emulsdo foi transferida gota a gota para uma segunda solucéo
aquosa de PVA a 0,1% p/v, agitada a 600 rpm, a uma razdo de 1:100 v/v.
Posteriormente, o mesmo programa de temperatura descrito anteriormente foi
empregado para evaporar o solvente organico e ap6s a sua formacao, a MP foi
recuperada por filtragdo sob pressdo de N> e lavada trés vezes com agua
ultrapura. A secagem a vacuo foi entdo realizada por 24 h.

2.6 Caracterizacio das microparticulas

O comportamento térmico da MP foi avaliado por DSC utilizando um
calorimetro de varredura diferencial Mettler Toledo DSC 821 (Mettler Toledo,
Suic¢a) equipado com um sistema de resfriamento com N2 liquido. O sistema foi
calibrado usando um padrio de indio. As MPs contendo a chalcona foram
comparadas com 4-MC livre e MP em branco.

O efeito de 4-MC na temperatura de transi¢ao vitrea do polimero (Tg)
foi avaliado num conjunto de amostras preparadas como descrito abaixo. As
quantidades de 5 mg de cada amostra foram exatamente pesadas e
hermeticamente seladas em cadinhos de aluminio com 40 pL de tampa com pino.
As amostras foram submetidas a dois ciclos de aquecimento: de 15 a 90 °C, a
uma taxa de 5 °C/min e de -5 a 85 °C a 5 °C/min, em triplicata. A Ty foi
determinada como o ponto de inflexdo entre o inicio da Ty e o Tg na segunda
rampa de aquecimento, a fim de evitar qualquer historico térmico da amostra. Os
dados de DSC foram tratados com o software STARe.

As caracteristicas morfologicas, estrutura superficial e porosidade foram
investigadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) usando um
microscopio eletronico de varredura FEG LEO 1525 (Bruker, Milan, Italia). As
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amostras foram preparadas colocando-se a MP sobre um suporte metalico (stub)
coberto com um disco adesivo de carbono de dupla face. As amostras foram
revestidas por aspersdo com cromo antes da imagem. O revestimento foi
realizado a 20 mA durante 25 s.

Os padrdes de difragdo de raios X (XRPD) foram coletados de acordo
com o método de varredura por passos com o difratdbmetro de radiagdo
PANalytical X'Pert Pro, Cu Ka, operando a 40 kV e 40 mA. Os pos foram
depositados em um pogo raso de um suporte de amostras. Antes da andlise, uma
superficie plana levemente aspera foi usada para pressionar o p6, embalando-o
no pogo para minimizar a orientagdo preferencial.

Para determinar a distribui¢do de tamanho de MP, utilizou-se um
Accusizer C770 (PSS Inc., Santa Barbara, CA, EUA) baseado em “Single
Optical Optical Sensing” e equipado com um sistema de auto dilui¢do. As MPs
foram suspensas em agua deionizada antes da analise. As andlises foram
realizadas em triplicata e o tamanho foi expresso como didmetro médio
volumétrico (dmv). O periodo de populagdo foi calculado de acordo com a Eq. (1)

Span=dso-dio @)
dso

onde dio, dso e doo sdo os didmetros das particulas a 10, 50 e 90%,
respectivamente, da distribui¢do da populacdo calculada a partir da amostra.

O teor de farmaco (% DC, Eq. 2) ¢ a eficiéncia de encapsulagdo (% EE,
Eq. 3) foram medidos por espectrofotometria utilizando um espectrofotometro
UV Agilent 8453 equipado com um controlador de temperatura Peltier.

A extragdo do 4-MC na MP para realizar essas analises foi realizada
dissolvendo uma quantidade fixa de MP numa solugdo de acetonitrila: metanol a
1:4 v/v. A solucdo/dispersdo obtida foi centrifugada a 3400 rpm durante 15
minutos a temperatura ambiente. Apos a centrifugagdo, 1 mL de sobrenadante
foi diluido em metanol e submetido a analise UV-Vis. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos como média + D.P. Uma curva
analitica de 4-MC em metanol foi construida na faixa de concentragdo de 2-20
pg/mL (Ymax = 346 nm, 12 = 0,9991).

tidade de firmaco encapsulado
0, DC= quan
0 Peso MP

* 100 2)
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% _ cargade farmaco real

* 100 3)

carga de farmaco teérica
2.7 Liberacao do farmaco in vitro

Os experimentos de liberag@o do farmaco foram realizados pelo método
do saco de dialise. De modo a assegurar condigdes de imersdo ao longo da
experiéncia, empregou-se uma solugdo de PEG400 a 30% p/v em PBS 0,1 M a
pH 7,4 como meio de liberagdo. Resumidamente, uma quantidade pesada de MP
foi dispersa no meio de liberagdo e colocada num saco de dialise (12-14 kDa
MWCO). A bolsa foi afundada em um tubo Falcon conico de 50 mL e incubada
a 37 °C. Em intervalos de tempo predeterminados, as aliquotas foram retiradas e
substituidas por uma soluc¢ao de liberagdo fresca mantida a 37 °C. O perfil de
farmaco liberado de cada formulacdo em func¢do do tempo foi construido por
espectrofotometria de UV utilizando o método descrito acima. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em média + D.P.

2.8 Cinética e mecanismo de liberacio de farmaco

Modelos classicos foram empregados para investigar o mecanismo de
liberagdo de 4-MC da MP e para verificar o efeito do teor de 4-MC-sHTC
(GIOVAGNOLI et al., 2008):

a) o modelo Higuchi (Eq. 4) ¢ um dos mais populares para estudar o transporte
Fickiano puro, embora limitado & difusdo unidimensional a partir de
superficies planas (HIGUCHI, 1961):

M= A/D(2C, — C,)t 4)

onde M: ¢ a quantidade cumulativa de fAirmaco liberada no tempo t, t € o tempo,
A ¢ a area superficial, D a difusividade do farmaco através da matriz e Co e Cs
sd0 a concentracdo inicial do farmaco e a solubilidade do farmaco,
respectivamente.

b) a equagdo de Korsmeyer-Peppas, ¢ utilizado para analisar liberagdo de
farmaco de microparticulas poliméricas, e em casos onde a liberag@o ¢ uma
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combina¢ao do transporte Fickiano puro e do transporte de caso II (Eq. 5)
(RITER ¢ PEPPAS, 1987a):

M

onde M,, ¢ a quantidade de farmaco liberado no infinito, £ ¢ uma constante que

incorpora caracteristicas estruturais e geométricas da microcapsula, n ¢é

. . : ~ M, ’ - ~ .
correlacionado ao mecanismo de liberagdo e M—t ¢ a liberacdo fracional do
(=]

principio ativo.

¢) para n aproximando-se de 1, o mecanismo ¢ deslocado para um transporte
de caso II (KOSMIDIS et al., 2003) e Eq. 5 se transforma em uma cinética
de ordem zero (Eq. 6).

M
ﬁ = kt (6)

Os perfis de liberagdo de 4-MC da MP foram ajustados aos modelos
acima. A falta de ajuste foi avaliada pela aplicagdo de um método de Levenberg-
Marquardt para a minimizagdo da fungdo ¥ reduzida (KATARE et al., 2004;
LEVENBERG, 1944; MARQUARDT, 1963; RIVALS, PERSONNAZ, 2003).
As estimativas calculadas do parametro n da Eq. 5 foram utilizados para avaliar
o mecanismo de liberagdo predominante.

2.9 Estabilidade de armazenamento da MP carregada com 4-MC

A estabilidade da MP 4-MC e 4-MC-sHTC foi avaliada por analises de
MEV, DSC e XRPD. Alteragdes na morfologia e estado fisico do farmaco foram
determinadas em 20% m/m de MP carregada ao longo de 8 meses de
armazenamento a temperatura ambiente ¢ 30% de umidade relativa. Amostras
para analises de MEV, DSC ¢ XRPD foram preparadas conforme descrito na
secdo 2.4.
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2.10 Analise estatistica

Os dados de transicdo vitrea foram analisados para diferenga estatistica
por ANOVA unidirecional e ANOVA unidirecional em categorias aplicando os
métodos post-hoc de comparagdo multipla de Dunnet e Holm-Sidak para
determinar diferencas em relagdo ao grupo de referéncia MP branco com nivel
de significancia de 95%. Os dados de liberacdo in vitro foram analisados
aplicando ANOVA two-way ¢ o método de comparagdo multipla post-hoc de
Holm-Sidak, para determinar as diferencas entre e dentro dos grupos com nivel
de significancia de 95%.
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3 Resultados e discussao
3.1 Sintese e caracterizagao estrutural da chalcona

Os resultados obtidos nesta etapa estdo descritos no item 3.1 do Capitulo
1.

3.2 Efeito do carregamento do 4-MC na MP de poliéster
3.2.1 Caracterizacio da MP carregada com 4-MC (MP 4-MC)

As propriedades e caracteristicas da MP 4-MC sdo mostradas na Tabela
5.1. O rendimento total do processo de preparagdo variou entre 43 e 99%, com
% de eficiéncia de encapsulacdo (EE) entre 56 ¢ 100%. Uma redugdo de % EE
dependente da carga foi observada para os polimeros com terminacgao éster
RG504 ¢ R202S, enquanto os polimeros com terminagdo acida RG504H e
R202H, mostraram um comportamento oposto com % EE e % teor aumentando
com o carregamento. Todas as outras formulagdes apresentaram um
comportamento mais consistente com valores de % EE > 80%. O teor de farmaco
variou entre 3,7 e 4,4%; 4,6 ¢ 10%; 11 e 20 % a 5%, 10% e 20% m/m de carga
de 4-MC, respectivamente. Esses achados destacam a alta afinidade de 4-MC
pelas matrizes de PLA e PLGA, como comprovado pelo alto teor do farmaco,
medido que, nos melhores casos, atingiu quase 100%.

O tamanho das particulas e as observa¢des morfologicas evidenciaram
mudangas significativas dependendo da carga do 4-MC. Conforme relatado na
Tabela 5.1, os valores de dmv foram menores nas MPs com 5% m/m, variando
entre 50 e 80 pm, aumentando sensivelmente com o teor. O maior aumento foi
registrado para RG504H e RG504. Tal aumento ndo foi acompanhado por um
aumento de amplitude que, com valores de 1,03 e 1,72, respectivamente,
permaneceu praticamente inalterado. O maior aumento de span dependente da
carga foi registrado para R202H e R202S MP, com valores de até 1,85 ¢ 2,41 a
20% m/m de carga de 4-MC, respectivamente.
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Tabela 5.1: Propriedades de microparticulas de polimeros biodegradaveis contendo chalcona 4-MC encapsulada em diferentes

porcentagens.
Branco 5% 10% 20%

Polimero Aumvum) Span  duvum Teor (%) EE (%) dmvum) Teor (%) EE (%) | duwum Teor (%) EE (%)
(D.P.) (D.P.) Span (D.P) (D.P.) (D.P.) Span (D.P) (D.P.) (D.P.) Span (D.P) (D.P.)

PDLG7507 81,3 1,18 84,4 1,08 4,1+ 82,2+ 71,3 1,19 8,6+ 85,5+ 82,9 1,11 17,3 86,3 +
(37,1) (38,2) 0,6 6,1 (32,2) 0,1 7,6 (36,3) 0,9 9,3

RG504H 55,2 1,47 59,2 1,07 3,7+ 74,2 + 54 1,20 8,6+ 85,7+ 288,7 1,03 19,6 + 98,2 +
(25,1) 24) 0,9 9,4 (24,2) 0,3 3,3 (113,23) 1,6 15,7

RG504 67,7 1,50 59,9 1,26 42+ 84,1 £ 54,5 1,45 4,6 + 46,2 + 108,9 1,72 12,4+ 61,5+
(34,1) (27,2) 0,6 6,2 (26,7) 1,4 13,6 (66,8) 1,1 11,1

RG502 78,1 1,36 65,6 1,04 42+ 84,2 + 54,9 1,10 9+ 90,1 + 67,2 1,13 193 + 96,6 +
(39,9) (26,2) 0,5 52 (22,8) 0,8 7,6 (30,9) 1,3 13,5

PDLG5004A 50,5 1,19 62,5 1,09 4,4 + 87,9 + 65,8 1,06 10+ 100 + 79,1 1,04 19,9 + 99,3 +
201 (25,3) 0,4 43 (27,4) 0,7 7,0 (32,9) 1,7 17,2

R202H 67,3 0,87 72,3 1,01 39+ 78,8 + 71,5 0,83 10,1 100 + 91,8 1,85 18,7 + 93,6 +
(23.3) (26,3) 0,7 6,9 (28,4) +1,1 10,8 (58,4) 2,6 26,1

R202S 67,9 0,92 74,2 0,77 43+ 85,6 £ 109,1 1,64 6,6 + 65,7 + 64,2 2,41 113+ 56,4 +
(25,3) (2L,1) 0,1 1,5 (61,1) 1,4 13,7 (41,3) 1,1 11,5
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A figura 5.1 mostra as distribuigdes de tamanho das MPs.
Consistentemente com a Tabela 5.1, a dispersdo populacional aumentou com o
carregamento de 4-MC e foi particularmente alta para MPs elaboradas com
RG504H, RG504, R202H e R202S.

A presenca de agregados foi considerada a responsavel por tal dispersao,
como mostram os grandes picos com didmetros > 150 um. A este respeito, a
comparagdo com observagdes de morfologia de particulas confirmou tal
suposic¢ao para todos os lotes de MP 4-MC, mas MP RG504H e R202S a 20%
m/m de carga (Fig. 5.2). De fato, as microfotografias de MEV evidenciaram a
presenca de grandes particulas na MP RG504H, com um tamanho consistente
com o medido pela analise de tamanho de particula (Fig. 5.2H), enquanto que a
ampla populagdo de MP R202S com blocos irregulares de polimero resultantes
da aglomeracdo e fusdo de particulas, foi principalmente atribuida a uma
provavel polimerizagdo dos polimeros (Fig. 5.2D).

Ampla agregacdo de MPs foi observada mesmo na menor carga de 4-
MC para R202S e RG504H, sendo atribuida ao efeito plastificante do polimero,
uma vez que foi observado sinais evidentes de fusdo de matriz (Fig. 5.2C, 5.2H).
Deformagdo consideravel e rachaduras aleatorias foram observadas para MP
RG502 e PDLG5004A a 20% m/m de carga (Fig. 5.2N, 5.2n).

Esses resultados sugerem um efeito plastificante do 4-MC que mostra
um impacto direto na morfologia e formacéo da MP. Tal comportamento variavel
observado na dependéncia da carga de 4-MC pode estar relacionado com as
diferencas na composi¢do do polimero e¢ peso molecular (PM). Como os
polimeros de PLA e PLGA apresentam baixa Ty e alta deformabilidade, o
encapsulamento de moléculas como 4-MC pode afetar notavelmente as
caracteristicas e a estabilidade das MPs.

Em particular, o carregamento de 4-MC mostrou um impacto profundo
na MP R202S que, a 20% m/m de carga, perdeu sua morfologia, produzindo
agregados grandes e blocos poliméricos fundidos. A comparagdo entre a MP
R202H e a R202S, polimero mais hidrofébico e com terminagdo éster, mostra
claramente que a hidrofobicidade do polimero ¢ um fator chave na interagdo com
0 4-MC. De fato, a MP R202H manteve sua morfologia apesar do aumento no
tamanho devido a presenca de agregados em maiores cargas, o que ¢
provavelmente devido ao efeito plastificante sobre o polimero (Fig. 5.1B, 5.2a-
5.2d).

Uma vez que a hidrofobicidade aumenta com o aumento do PM do
polimero, polimeros PLGA 50:50 ainda maiores, tais como RG504H, RG502 ¢
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PDLG5004A foram afetados pelo aprisionamento de 4-MC com mudangas
morfologicas drasticas na maior carga. Com estes polimeros, a terminagao éster
pareceu ndo ter a mesma importancia observada para os polimeros de PLA de
baixo PM (Fig. 5.2H, 5.2h). Além disso, o MP no carregamento mais alto,
embora menos aglomerado, exibiu perda de regularidade, aumento de tamanho,
rugosidade superficial, bem como a presenga de fraturas e residuos citados
anteriormente, provavelmente atribuiveis aos cristais de 4-MC (Fig. 5.2H, 5.2N,
5.2n).

Por outro lado, o PDLG7507, que é um polimero de PLGA de 75:25 de
alto peso molecular, representa uma excegdo, uma vez que, embora mais
hidrofébico, apresentou a maior estabilidade apos o encapsulamento de 4-MC
(Fig. 5.1 G, 5.2 0 - 5.2 R). E provével que 0 maior PM juntamente com um maior
teor de acido lactico determinou maior resisténcia na interagdo entre o polimero
e o farmaco, embora a presenca de cristais de 4-MC ainda fosse observada na
superficie do MP a 20% m/m de carga (Fig. 5.2R).
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Figura 5.1 Comparagéo das distribui¢cdes de tamanho de particula de MP em branco ¢ MP
carregado em 4MC: A) R202S, B) R202H, C) RG504H, D) RG504, E) RG502, F)
PDLG5004A, G) PDLG7507.
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Figura 5.2 Comparagéo da morfologia MP, da esquerda para a direita, 0%, 5%, 10%, 20%
m/m 4-MC carregamento: (A-D) R202S, (a-d) R202H, (E-H) RG504H, (e-h) RG504 (I-
N) RG502, (i-n) PDLG5004A, (O-R) PDLG7507.

0% chalcona 5% 4-MC 10% 4-MC 20%4-MC
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3.2.2 Investigacao do efeito plastificante do 4-MC sobre o polimero

A luz dos resultados obtidos pelas anélises de tamanho de particula e
MEV, uma investigagdo mais profunda do efeito plastificante do 4-MC sobre o
polimero foi realizada através da aquisi¢@o de perfis térmicos ¢ XRPD de MPs
branco e carregadas. Como mostrado na Tabela 5.2, a 4-MC causou uma
mudanca na Ty do polimero dependente da carga. Além disso, a alteragdo
observada na Ty também foi dependente das propriedades do polimero. Em
particular, foi registado um desvio linear significativo dependente da carga de
anti-plastificante para efeito plastificante para RG502 e, particularmente, MP
RG504H (p <0,05). RG504 e PDLG5004A foram os menos afetados (p> 0,05).

As maiores alteragdes de T, foram registradas para os polimeros com
terminagdo acida RG504H, PDLG7507, R202H e R202S com terminagdo éster.
Em detalhe, registrou-se um efeito anti-plastificante significativo para RG504H
a 5% e 10% m/m de carga (p <0,05) que se transformou numa plastificagdo
marcante, com uma diminui¢do de -17 a 20% m/m de carga (p <0,05).

O PDLG7507 sofreu efeito plastificante significativo em todas as
cargas, enquanto o R202S apresentou um aumento quase linear de plastificagdo
com carga ¢ a 20% m/m, mostrou o efeito mais forte. Este comportamento
corresponde a observagdes anteriores que revelaram dificuldades na formacgao de
MP. Surpreendentemente, o R202H foi fortemente plastificado a 5% e 20% m/m
de carga (p <0,05), enquanto apenas um ligeiro efeito foi observado a 10% m/m.

Como 4-MC parece ser igualmente capaz de produzir um efeito
plastificante ou anti-plastificante, dependente da concentragdo, em polimeros de
poliéster, a razdo para esse comportamento pode residir em uma espécie de
equilibrio entre os dois efeitos a 10% de carga.

A Figura 5.3 exibe os perfis DSC dos diferentes lotes de MP. Além de
confirmar os resultados acima com desvios dependentes da carga dos perfis de
T,, também mostra que, em linha com a analise morfologica, a maioria dos lotes
de MP contendo 20% de 4-MC, mostram uma pequena transi¢do adicional
correspondente a fusdo do composto, a qual, no estado puro, se funde em torno
de 74 °C (Fig. 5.3H). Os sinais pareciam mais intensos para os lotes MP RG504,
RG504H, RG502 e PDLGS5004A. Isso sugere que 4-MC, nesse valor de carga,
poderia saturar a matriz polimérica e segregar em pequenos aglomerados na
superficie do MP.

Uma confirmag@o adicional desta hipotese foi obtida por analise de
XRPD (Figura 5.4). De fato, os perfis de MP RG504H, PDLG5004A, R202S e
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RG502 mostraram a presenca a 20% m/m de pequenos sinais tipicos de 4-MC
cristalino (Figura 5.4D - 5.4G, 5.4H). Em particular, RG504H e RG502
apresentaram a maior cristalinidade. Todos os outros lotes foram completamente
amorfos em todas as cargas de 4-MC (Figura 5.4A - 5.4C).

A energia da temperatura de transi¢do vitrea Tg foi inversamente
proporcional ao contetdo de 4-MC na matriz polimérica. De fato, como ja
observado (BENOIT et al., 1986), os eventos de Ty mudam de acordo com a
quantidade de farmaco molecularmente dispersa na matriz. Na Figura 5.5, uma
etapa de Ty mais nitida correspondeu @ MP com menor carga de 4-MC (Tabela
5.1) e se tornou mais difusa a medida que a %DC aumentou.

De fato, as MP RG504H e R202S que apresentam os menores valores
de %DC apresentaram proporcionalmente um maior valor de Tg a 20% m/m de
4-MC em comparagdo com cargas mais baixas. Este fendmeno confirma a
plastificagdo da matriz com um possivel impacto na liberagdo do farmaco e no
envelhecimento das particulas de poliéster (ALLISON, 2008; RAWAT,
BURGESS, 2011).
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Tabela 5.2: Analise térmica de MPs contendo 4-MC. Valores de temperatura de Tg em diferentes cargas de 4-MC e mudanga de T, em

comparagdo com a MP branco.

i Branco 5% 10% 20%

Polimero

T, £D.P. T, £D.P. ATy * T, £ D.P. ATg* T, £ D.P. ATg*
PDLG7507 41,7£3,1 324+28 -9,3%* 33,3+£0,5 -8,4%* 274+£0,5 -14,3%*
RG504H 24,5+0,6 33,1£24 +8,6%* 28,4+32 +3,9%* 7,6 £0,6 -16,9%*
RG504 25,9+0,5 28,1 £0,6 +2,2 24,6 £0,5 -1,2 26,8+ 1,8 +0,9
RG502 29,1 £2.8 31,7+ 1,3 +2,6 31,L3£ 1,0 +2,2 25,62 £ 0,05 -3,5%%*
PDLG5004A 29,6 +2,8 274142 -2,3 29,8 +£22 +0,2 26,5+1,2 -3,1
R202H 447+£5,6 30,0+ 1,4 -14,7%* 40,8 £ 3,5 -3,9 28,5+£1,2 -16,2%*
R202S 39,2+£2,0 41,1+ 1,8 +1,9 30,3£0,7 -9,0%* 16,5+£22 -22,8%*

*AT,= Tg carregada-Tg branco; ** p<0,05 comparado com branco.
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Figura 5.3: Termogramas de DSC para MP branco e MP carregados com 4-MC: A)
RG504, B) RG504H, C) PDGG5050A, D) RG502, E) R202H, F) R202S, G) PDLG7507,
H) po cristalino de 4-MC fundindo a cerca de 74 °C. As setas indicam a fusdo de 4-MC.
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Figura 5.4: Perfis XRPD de MPs carregadas com 4-MC: A) R202H, B) RG504H, C)
PDLG7507, D) RG504H, E) RG504 PLDG5004A, F) R202S, G) RG502, H) Perfil XRPD
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Figura 5.5: Painel esquerdo - Graficos de correlagdo lineares entre a variagdo medida de
T, do polimero ¢ a % de liberagdo do farmaco; Painel direito - Gréaficos de contorno que
mostram a relagdo entre o tamanho do MP, a mudanca de T, ¢ a porcentagem de liberagdo
do medicamento. A) 5%, B) 10% ¢ C) 20% p / p de carga de 4-MC. Circulos pretos
representam pontos de dados.
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3.2.3 Efeito de carga de 4-MC nos perfis de liberacgio in vitro

Como esperado ¢ amplamente documentado na literatura, as
modificagdes observadas induzidas pela carga de 4-MC sobre a matriz
polimérica influenciaram sua liberagdo a partir da MP, como resultado de uma
organizagdo fisica diferente da matriz polimérica, bem como do estado fisico da
molécula ativa.

Para quase todos os lotes, os perfis de liberagdo do farmaco in vitro
foram de fato afetados pelo carregamento, embora ndo de uma maneira linear. A
5% m/m, as MPs PDLG7507, R202H e R202S apresentaram liberagdo
incompleta ao longo de 30 dias, com apenas 10, 20 ¢ 60% de liberagdo,
respectivamente (Fig. 5.6A). A liberagdo mais rapida foi observada para
RG504H e PDLG5004A a qual atingiu o maximo no dia 12, enquanto RG504 e
RG502 atingiram 80% aos 30 dias. A 10% m/m, o PDLG7507 MP foi o mais
lento, atingindo quase 30% ap6s 30 dias e todos os outros lotes aumentaram de
acordo com a concentracdo de 4-MC. Em particular, RG504H ¢ RG504
liberaram completamente 4-MC nos dias 14 e 20, respectivamente, ¢ R202H
atingiu 60% no dia 30. RG502 e PDLG5004A foram os menos afetados pela
carga da chalcona (Fig. 5.6B). A 20% m/m de carga, os unicos lotes liberando
100% foram MP RGS504, PDLG5004A e RG502 nos dias 14, 20 e 24,
respectivamente, enquanto que até 80% da liberagdo foi medida no dia 20 e 24
para MP R202H e RG504H. PDLG7507 e R202S permaneceram bastante
baixos, com apenas cerca de 30% e 20% de 4-MC liberados, respectivamente
(Fig. 5.6C).

Tal comportamento complexo pode ser entendido em parte
considerando as alteragdes causadas pela 4-MC na morfologia das particulas,
tamanho e estrutura da matriz.
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Figura 5.6: Perfis de liberagdo in vitro de MP contendo 4-MC durante um periodo de 30
dias. A) 5%, B) 10% e C) 20% p/p de carga de 4-MC. A experiéncia foi realizada em
triplicata em 30% p/v de PEG400, 0,1 M de PBS pH 7,4 a 37 °C.
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As alteragdes destacadas pelas analises de tamanho de particula, MEV e
DSC e os dados relatados nas Tabelas 5.1 e 5.2 se correlacionam com o
comportamento de liberacdo observado acima. Em particular, a consisténcia da
liberagao do farmaco do RG502 ¢ PDLG5004A reflete a estabilidade observada
pelo DSC com o aumento da carga de chalcona, embora as diferengas
morfolégicas ja discutidas a 20% de carga (Fig. 5.3). Além disso, a reducdo na
liberagao do farmaco da MP R202S e RG504H a 20% de carga ¢ o resultado da
formagdo de aglomerado observada para MP R202S e o aumento de 5 vezes do
tamanho de MP RG504H (Tabela 5.3, Fig. 28, 29). Por outro lado, o aumento de
4-MC cristalino na MP, como mostrado por analises de XRPD ou DSC e a
presenga de aglomerados de farmaco na superficie da particula mostrada por
MEV, provavelmente contribuiu para a liberagdo mais rapida de MP RG504H,
RG504 ¢ PDLG5004A.

A liberagdo particularmente baixa de MP PDLG7507 em todas as cargas
provavelmente resultou do alto PM deste polimero e da maior porcentagem de
monomeros de acido lactico. A liberagdo foi apenas parcialmente influenciada
pelo efeito plastificante e pela segregacdo do 4-MC na superficie do MP a 20%
de carga (Fig. 5.2, Tabela 5.1).

A fim de estabelecer uma ligagdo entre as propriedades da MP, o efeito
do carregamento de 4-MC e a porcentagem de liberagdo do farmaco, analise de
correlagdo e graficos de contorno foram construidos como mostrado na Figura
5.5. Os graficos de contorno mostram claramente que, a 5% m/m, a maior
porcentagem de liberagdo de farmaco (area sombreada vermelho-laranja) foi
observada quando ocorreu o efeito anti-plastificante (AT¢> 0). Com carga de 10%
e 20%, o maximo foi deslocado para uma area de efeito plastificante moderado
(-5 <ATg <0). A liberagdo dependente do tamanho foi observada a 5% de carga,
onde MP de tamanhos maiores liberaram o farmaco mais devagar que as
particulas menores (Fig. 5.5A, painel direito). Em cargas mais altas, essa
correlagao foi perdida, como mostrado pela area sombreada em azul na Figura
5.5B e 5.5C no painel direito. A liberagdo mais lenta de farmaco em MP de
particulas menores a 20% de carga pode ser explicada considerando fenomenos
agregativos e a formagdo de aglomerados, como no caso do RG202S discutido
anteriormente. Por outro lado, a liberagao mais rapida de particulas maiores pode
ser parcialmente atribuida a presenca de aglomerados de 4-MC na superficie do
MP, como mostrado anteriormente por analises de MEV, XRPD e DSC.

De acordo com os graficos de correlagdo no painel esquerdo da Figura
5.5A - 5.5C, a liberagdo do farmaco e o ATy estdo correlacionados em uma
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relagdo inversa, especialmente a 20% m/m de carga (r*> = 0,87907, Fig. 5.5C).
Em cargas mais baixas, essa correlagdo diminuiu (r*> = 0,69357 a 5% m/m; r* =
0,23598 a 10% p/p, Fig. 5.5A, 5.5B). Inesperadamente, estes dados sugerem
claramente que o aumento do efeito plastificante do polimero devido ao
carregamento do 4-MC reduziu a liberagdo do farmaco.

Este comportamento pode ser explicado considerando que, no caso de
materiais com baixo Tg, tais como polimeros de PLA e PLGA, o efeito da
exposicao de longo prazo a temperaturas proximas a Ty ou superior € conhecido
por causar o recozimento de matrizes solidas que podem resultar em polimeros
menos poroso, mais deformavel e com textura homogénea (FREDENBERG et
al.,2011).

Este ¢ o caso das MPs carregadas com 4-MC, as quais se apresentaram
ndo porosas € com um nucleo continuo, independentemente do polimero
utilizado (Fig. 5.7).

Figura 5.7: Exemplos de morfologia interna de MPs contendo 20% de 4-MC. (A) R202S,
(B) R202H, (C) RG504H ¢ (D) PDLG5004A.
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A homogeneidade interna e a falta de poros observados para a MP que
sofreu efeito plastificante e o provavel amolecimento da matriz da MP podem
explicar a relagdo inversa entre taxa de liberagdo e efeito plastificante. Esta
suposic¢ao pode correlacionar-se com o efeito observado de fechamento de poros
observado em MP PLGA devido a plastificagdo em dgua e relaxamento estrutural
(ALLISON, 2008; HUANG et al., 2015; KANG, SCHWENDEMAN, 2007).
Além disso, a alta deplecao de T, medida para alguns lotes a 20% de carga, torna
o amolecimento de MP inevitavel e esse fendmeno ¢ frequentemente associado
a agregacdo de particulas ¢ aglomeragdo que reduzem a superficie disponivel
para hidratagdo e difusdo de drogas. Tal efeito pode ser predominante sobre o
aumento da difusividade e permeacdo devido a fendmenos de relaxamento da
matriz.

Além disso, embora a plastificagdo posterior devido a adgua deva ser
esperada apds o primeiro passo de hidratagdo, a liberagcdo de 4-MC reduz
progressivamente a extensdo da plastificacdo devido ao vazamento da molécula
plastificante. Tais fendmenos podem desempenhar um papel na determinagao do
abrandamento da liberagdo do farmaco ao longo do tempo.

3.2.4 Cinética de liberacio de farmaco

A fim de compreender melhor a cinética de liberagdo, os perfis de
liberagdo obtidos foram ajustados a modelos cinéticos bem conhecidos. Os
resultados de ajuste com os modelos de Higuchi, Peppas e ordem zero (Eq. 4, 5
e 6) sdo relatados na Tabela 5.3. O modelo de Peppas ¢ usualmente aplicavel
sobre os primeiros 60% da curva de liberagdo, no entanto, uma vez que nao foram
observadas diferencas significativas no desempenho, o modelo foi aplicado a
todo o conjunto de dados. Por outro lado, o modelo Higuchi, embora aplicavel a
superficies planas e processos de difusdo unidimensional, foi util para destacar o
transporte Fickiano puro inicial.

Previsivelmente, o modelo de Peppas (Eq.5) ajustou melhores dados
experimentais, como mostrado por valores 1> geralmente mais altos e menor
reduzido. R202S, R202H e PDLG7507 MP apresentaram a maior correlagdo ¢ a
menor redugdo do y* correspondente, enquanto um menor desempenho foi
observado para MP dos polimeros RG504H e PDLG5004A.

O tinico caso em que Eq. 6 era comparavel a Eq. 5 foi para a liberagdo
de farmaco da MP PDLG7507 a 10% p/p de carga (r* = 0,98001 ¢ 0,98214,
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respectivamente) (Tabela 5.3), cujo perfil de liberagdo quase linear estd proximo
de um comportamento de taxa constante.

O modelo de Higuchi (Eq. 4) mostrou seu melhor desempenho para a
MP RG502 e funcionou melhor que a Eq. 5 para R202S, R202H, RG502,
PDLG5004A e PDLG7507 a 5 e 20% de carga. Uma certa mudancga ndo linear
do desempenho da interagdo do polimero com a carga de farmaco foi observada.
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Tabela 5.3: Comparag@o de ordem zero, modelos Higuchi e Peppas com dados de liberagdo in vitro de 4-MC de MP biodegradavel.

Modelo Ordem Zero Higuchi Peppas
o,
Polimero coﬁtgl/’l[:lo r’ Red. y2** r Red. y2** r Red.y** n+ (E.P.)
5 0.93566 26.03 0.94355 22.84 0.96754 13.14 0.69 +£0.07
R202S 10 0.31446 308.88 0.80750 86.73 0.94453 24.99 0.28 £0.04
20 0.57485 37.79 0.89985 8.90 0.93912 5.41 0.35+0.05
5 0.68301 29.31 0.95217 4.42 0.97531 2.28 0.38 +0.04
R202H 10 0.91631 52.93 0.97736 14.32 0.98736 7.99 0.60 +0.04
20 0.71833 369.72 0.95072 64.68 0.95761 55.65 0.43 +0.06
5 0.78798 258.74 0.98739 15.39 0.99103 10.94 0.45+0.03
RG502 10 0.90918 124.14 0.98662 18.29 0.99414 8.00 0.59+0.03
20 0.80597 237.34 0.96392 44.14 0.96440 43.55 0.48 +0.06
5 0.89992 212.22 0.91090 188.94 0.93322 141.62 0.67 +0.13
RG504H 10 0.99029 16.56 0.91400 146.69 0.99083 15.65 0.91+0.07
20 0.89385 109.32 0.77327 233.51 0.88224 121.28 0.98+0.21
5 0.97138 21.37 0.87195 95.61 0.96822 23.73 0.99+0.10
RG504 10 0.97760 34.49 0.88341 179.47 0.97584 37.19 0.92+0.10
20 0.85187 408.10 0.97234 76.22 0.97241 76.02 0.51+0.07
5 0.80973 276.28 0.89126 157.90 0.89660 150.15 0.57+0.13
PDLGS5004A 10 0.70183 488.15 0.85191 242.45 0.85193 242.41 0.50+0.13
20 0.96038 74.90 0.96997 56.76 0.99416 11.04 0.69 +0.04
5 0.22668 19.86 0.73034 6.93 0.78947 5.41 0.36 +0.09
PDLG7507 10 0.97663 2.72 0.84177 18.39 0.97344 3.09 1.05+0.12
20 0.29836 134.59 0.79337 39.64 0.86320 26.24 0.34 + 0.08

*2 = 2 ajustado para o niimero de termos do preditor no modelo; **Reduzido > = %*/DoF conforme obtido pelo método de Levenberg-Marquardt.
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Estimativas do expoente n de Peppas calculadas a partir da Eq. 5 foram
utilizados para estimar o processo responsavel pela liberagdo. Na Tabela 5.3, os
valores de n variaram de 0,28 a 1,14. Uma difusdo Fickiana pura das esferas foi
associada a n = 0,43 (RITGER e PEPPAS, 1987b, 1987c; SIEPMANN e
PEPPAS, 2001). Para particulas esféricas, ¢ estabelecido que para n < 0,43 um
transporte Fickiano puro pode ser assumido, enquanto 0,43 < n <0,85 ¢
geralmente ligado a um mecanismo combinado de difusdo e transporte de caso
II, muitas vezes referido como transporte anomalo, e quando n > 0,85 ocorre um
transporte de caso-II indicando uma cinética de ordem zero & medida que o n se
aproxima de 1 (RITGER e PEPPAS, 1987b, 1987c; SIEPMANN e PEPPAS,
2001).

O transporte Caso II caracteriza sistemas de liberagdo controlada por
inchamento, enquanto o transporte anomalo ¢ uma mistura de processos
Fickianos e ndo-Fickianos. Naturalmente, no presente trabalho, sendo a
contribui¢do da degradacdo do polimero ndo modelada pela equagdo cinética
empregada, as seguintes dedugdes devem ser cuidadosamente consideradas
especialmente para polimeros PLGA 50:50 de baixo peso molecular, para os
quais a modelagem de liberagdo pode ser significativamente distorcida em
tempos mais altos.

Apesar dessas limitagdes, a liberagdo do 4-MC pareceu se correlacionar
bem com as caracteristicas do polimero. De fato, a difusdo Fickiana pura pareceu
ocorrer a partir do polimero de baixo peso molecular MP R202S, R202H e
RG502, com a excegdo do polimero PDLG7507 de elevado PM. Por outro lado,
um mecanismo de liberagdo combinada mais complexo foi encontrado para
RG504H, RG504 ¢ PDLG5004A (n > 0,50). Como mencionado anteriormente,
o carregamento de farmaco teve alguma influéncia no mecanismo de liberagao,
no entanto, tal dependéncia ndo ¢ direta. Para alguns lotes de MP, um aumento
na carga de fArmaco causou uma mudanga de um transporte anomalo para o caso
II ou para transporte Fickiano puro. Este ¢ o caso do MP RG504 e R202S. Um
comportamento mais consistente, quase independente da carga, foi observado
para MP R202H, RG502 e PDLG5004A que mostrou um mecanismo de difusdo
Fickiano puro predominante (0,38 < n <0,60) e um mecanismo de combinagdo
de transporte de difusdo Fickiano - transporte caso-II (0,45 < n < 0,69),
respectivamente. O MP PDLG7507, como ja destacado, pareceu se comportar de
forma menos consistente ao seguir um mecanismo de difusdo Fickiano puro a 5
e 20% de carga (n = 0,36; 0,34), enquanto a liberagdo se aproximou de uma
cinética de ordem zero a 10% de carga (n = 1,14).
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Enquanto um mecanismo Fickiano puro predominante pode ser
associado com a presenca aumentada de 4-MC na superficie do MP, o transporte
de caso II e os processos andmalos dependem das propriedades da matriz da MP
e do estado fisico, bem como das caracteristicas do polimero. A relagdo global
entre todos os pardmetros de formulagdo pode explicar o comportamento
complexo observado para os diferentes lotes de MP. Juntamente com o aumento
da carga, os eventos de plastificagdo tém um papel no aumento da difusividade,
provocando assim uma mudanga para o transporte Fickiano. A este respeito, MP
altamente plasticizado mostrou uma tendéncia a liberar a 4-MC principalmente
através de difusdo (Figura 5.8-A). O tamanho teve uma influéncia no mecanismo
de liberagdo que também dependia do carregamento. De fato, a 5% e 10% de
carga, um deslocamento de quase ordem zero para o transporte andmalo e
Fickiano ocorreu com o aumento do tamanho de 50 para > 100 pum. Um
comportamento mais esparso foi observado a 20% de carga, embora uma
tendéncia a cinética de ordem zero foi novamente vista para particulas
extremamente grandes (MP RG504H a 20% de carga - Figura 5.8-B).

Portanto, além das propriedades do polimero, o efeito de carga da 4-MC
foi decisivo para influenciar a cinética de liberagdo do MP PLA e do PLGA, pois
alterou a morfologia da MP, tamanho, distribuicdo do farmaco no MP,
plastificagdo da matriz e, portanto, a tendéncia ao amolecimento da matriz
polimérica.
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Figura 5.8: Influéncia de A) T, shift e B) dmy no processo de liberagao, representado pelas
estimativas de Peppas, dos diferentes lotes MP no aumento da carga de 4-MC.
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3.3 Compostos de inclusio de Hidrotalcita como estratégia para evitar
problemas de fabricacio de MP

Considerando o notavel efeito do carregamento do 4-MC em todos os
lotes, mas em particular na MP R202S a 20% de carga, este lote foi selecionado
para testar o uso de hidrotalcita (sHTC) como uma estratégia para evitar
problemas de fabricagdo que possam ocorrer ao microencapsular farmacos
fortemente plastificantes em MP de PLA ¢ PLGA. O pressuposto inicial ¢ que o
encapsulamento de compostos de inclusdo sHTC do farmaco possa evitar o
contato direto da molécula ativa com o polimero, favorecendo assim a formagao
de MP e limitando as questdes de estabilidade durante o armazenamento.

Para atingir este objetivo, abordagens inovadoras foram aplicadas para
permitir o carregamento de 4-MC em argilas lamelares sHTC. De fato, o 4-MC
¢ altamente hidrofobico e ¢ desprovido da carga negativa necessdria para a
ligagdo com as camadas HTC carregadas positivamente. Portanto, HTC foi
modificada com ST para formar um bolso hidrofébico capaz de acomodar 4-MC
em grandes quantidades. Deste modo, foi possivel obter > 50% m/m de composto
4-MC-sHTC. O composto de inclusdo foi obtido como descrito acima e tinha a
seguinte composi¢ao: Mgo,67Alo,33(OH)2STo,248 (NO3)0,082(4-MC)o,se.

Os padrdes de XRPD (Fig. 5.9) exibiram um aumento do espagamento
basal de 30,5 A (distancia entre camadas tipica de sHTC) a cerca de 38 A. Ao
mesmo tempo, os picos tipicos do 4-MC cristalino estavam ausentes, atestando
que o 4-MC estava aprisionado dentro do espago hidrofobico gerado pela
intercalagdo com ST. As medi¢des de RMN-"'H em 4-MC extraidas com etanol
a partir de sHTC mostraram que a sua estrutura molecular permaneceu inalterada.

O composto 4-MC intercalado com hidrotalcita (4-MC-sHTC) foi entdo
encapsulado em MP R202S utilizando um método de emulsificagdo/evaporagio
de solvente A/O/A de emuls@o dupla. As MPs foram carregadas em quantidades
equivalentes a 5%, 10% e 20% m/m de 4-MC-sHTC. A mudanga no método de
preparagdo utilizada foi necessaria uma vez que o método de emulsdao O/A
utilizado para a preparagdo de MP carregado com 4-MC ndo ¢ compativel com a
utilizacdo do 4-MC-sHTC. De fato, a dispersio de 4-MC-sHTC em
diclorometano levaria a extragdo de 4-MC da HTC com a 6bvia perda das
vantagens dessa estratégia. Por conseguinte, 0 4-MC-sHTC foi primeiro disperso
em agua e depois emulsionado na solug@o de polimero organico e assim disperso
numa segunda fase aquosa com um estabilizador. Tal procedimento deve
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assegurar um contato reduzido do composto com o solvente organico, evitando
assim a lixiviagdo do 4-MC da argila.

As caracteristicas da MP obtida sdo apresentadas na Tabela 5.4 O
tamanho de particula resultou aumentado em comparagdo com a MP obtida
anteriormente a 5% e 10% de carga, mas muito mais baixo a 20% de carga
(Figura 5.9). O teor de farmaco foi geralmente comparavel ao relatado na Tabela
5.2 e consistente com o aumento da carga, com % EE entre 60% e 80%. O achado
mais importante foi a redugdo drastica do efeito plastificante, com uma deplegao
maxima de Tg de apenas cerca de -5 °C a 20% de carga, comparado com -22 °C
medido para MP R202S carregado com 4-MC (ver Tabela 5.2 e 5.4) (Figura
5.11).

As distribui¢des de tamanho de particula foram geralmente mais
homogéneas, especialmente a 20% de carga, com a presenca de poucos
agregados apenas a 5 % de carga (Figura 5.9 e Tabela 5.4). A MP manteve sua
forma esférica, ndo apresentando alteracdes com o carregamento, mas com uma
superficie rugosa como resultado das diferengas no processo de formagdo de
particulas (Figura 5.9). A razdo para tal morfologia pode ser entendida olhando
para a estrutura interna da MP (Figura 5.9). O método de dupla emulsdo produziu
MP com cavidades internas que representam o espago anteriormente ocupado por
goticulas organicas e menores gotas de agua internas. O nucleo poroso mais
heterogéneo produz as irregularidades responsaveis pela rugosidade superficial
observada. Essa porosidade interna ndo ¢ transferida para a superficie da
particula que, embora irregular, parece compacta e continua.

Analise de EDX foram realizadas e os espectros obtidos e mostram os
sinais dependentes de carga dos componentes Mg e Al da sHTC, assim como o
mapeamento de EDX mostra a distribui¢do de 4-MC-sHTC dentro e fora da MP
em 5, 10 e 20% de carga (Figura 5.10).

Os perfis térmicos e XPRD da MP sdo apresentados na Figura 5.11, onde
a presenga de fusdao da 4-MC ¢ observada a 10 e 20% de carga (Figura 5.11 A).
Os perfis de DSC correlacionam-se com perfis de XPRD que mostram pequenos
picos a 20% de carga, provavelmente atribuiveis a uma pequena quantidade de
4-MC cristalino (Figura 5.11 B).

Tais observagdes sugerem que uma pequena quantidade de 4-MC pode
ser liberada do composto de inclusdo durante a preparagdo, um fendmeno
provavelmente devido a um contato parcial do s6lido 4-MC-sHTC disperso com
o solvente organico por emulsificagao.
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Esta presenca foi confirmada mesmo medindo a liberagdo de 4-MC ao
longo de 30 dias (Figura 5.12). De fato, MP carregadas com o composto
intercalado (4-MC-sHTC) a 20% de carga, o 4-MC foi quase completamente
liberado na primeira semana. Este comportamento pode ser explicado
considerando uma localizagdo da molécula perto da superficie e a presenca
parcial de 4-MC livre como sugerido por DSC e XRPD.

Figura 5.9: Comparagéo da distribuigdo de tamanho de particula (esquerda) e morfologia
externa e interna (direita) de R202S MP carregada com 4-MC-sHTC em A) 5%, B) 10%,
C,D)20%p/p.
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Tabela 5.4: Propriedades e efeito nos valores de T, para MP contendo 4-MC-sHTC em diferentes cargas de farmaco.
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Branco 5% 10% 20%
Polimero v Ay Teor EE v Teor EE v Teor EE (%)
(um)  Span | (um)  Span (%) = (%) = (um)  Span (%) = (%) £ (um)  Span (%) £ LD.P
D.P.) D.P.) D.P. D.P. D.P.) D.P. D.P. D.P.) D.P. o
49.6 98.6 68.2 + 122.4 80.3 + 61.5 122+ 60.9 +
(28.3) 161 (49.8) 101 3403 2.8 (49.7) 1.00 8.0£05 5.4 (28.0) 1.24 0.5 5.4
R2028 T, +D.P. T,+D.P. AT, * T,+D.P. AT, * T,+D.P. AT, *
414404 383+1.0 -3.0%* 39.1+£0.2 D%k 362+0.6 5.0k

*ATy= T4 contendo 4-MC - Tg branco;

** p < 0,05 comparado com branco.
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Em carregamentos mais baixos, a liberagdo foi muito mais lenta, com
apenas 25 - 30% de 4-MC liberados ao longo de 30 dias. Em comparagdo com
os perfis obtidos com a MP R202S carregado com 4-MC, o uso do sHTC parece
permitir a extensdo da liberagdo por um periodo de tempo mais longo. Deve-se
ter em mente que o baixo perfil de liberagdo de 4-MC a 20% m/m na MP R202S
foi devido a agregacdo de particulas e formagdo de grandes aglomerados com
perda da morfologia das particulas. Pelo contrario, com a MP sHTC, o tamanho
e a forma das MPs sdo preservados e a liberagdo lenta observada ¢ imputavel ao
efeito da inclusdo de 4-MC na argila e a um estado vitreo superior da matriz
polimérica.

A investigacdo do possivel mecanismo de liberagdo da MP foi realizada
como ja descrito para MP carregada com 4-MC. Mesmo nesse caso, o0 modelo
mais adequado foi o dos Peppas, que foi, portanto, empregado para teorizar o
mecanismo de liberagdo mais provavel (Tab. 5.5).

As estimativas n relatadas na Tabela 5.5, sugerem que um transporte
Fickiano puro ¢ o processo dominante que leva a liberagdo de 4-MC (0,12 <n
<0,32) em todas as cargas. Portanto, o uso de sHTC ndo alterou drasticamente os
processos de liberagao da MP R202S, no entanto, a evidente porosidade interna
resultante do método de preparagdo de emulsdo dupla mudou ainda mais o
mecanismo principal de liberagdo para a difusdo Fickiana pura. Este efeito ja foi
descrito para particulas porosas (KLOSE et al., 2006).

Os resultados evidenciam que a inclusdo nas argilas sHTC reduz o
impacto dda encapsulagdo do 4-MC no estado fisico da MP, resultando em um
comportamento mais consistente.
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Tabela 5.5: Comparagdo de ordem Zero, modelos de Higuchi e Peppas para dados de liberagdo in vitro de 4-MC de R202S MP carregados
com o composto de inclusdo 4-MC-sHTC.

Modelo Zero order Higuchi Peppas
% p/p carga r* Red. y>** r* Red. y>** r* Red. x?**  n+(S.E.)
5 0.29612 71.63 0.87003 13.23 0.95858 4.22 0.32+0.05
10 0.23766 99.96 0.86092 18.24 0.97501 3.28 0.30+0.03
20 0.92165 1628.24 0.22508 656.60 0.90815 77.82 0.12+0.05
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Figura 5.10: Painel a) Espectro de EDX mostrando os sinais dependentes de carga dos
componentes Mg e Al da sHTC; Painel b) mapeamento EDX da distribui¢ao 4-MC-HTCs
dentro e fora do MP em 1) 5%, 2) 10% e 3) 20% de carga (vermelho = sinal Mg, verde =
sinal Al).
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Figura 5.11: A) Termogramas de DSC para MP R202S contendo 4-MC- sHTC. B) Perfil

de XPRD para MP R202S contendo 4-MC- sHTC.
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Figura 5.12: Perfil de liberagdo da MP R202S contendo 4-MC- sHTC durante 30 dias.
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3.3.1 Estabilidade da MP carregada com 4-MC e 4-MC-sHTC

A fim de obter dados sobre como a estratégia SHTC pode afetar a
estabilidade do armazenamento de MP, os lotes de MP carregados com 4-MC a
20% m/m e 4-MC-sHTC foram mantidos durante 8 meses a temperatura e
umidade controladas. Analises térmicas e de XRPD, bem como observagdes
morfologicas, foram entdo replicadas.

Variagdes significativas de Ty foram registradas para MP RG504H,
PDLG7505, RG504 ¢ PDLG5004A (Figura 5.13), alinhados com as pequenas
alteragdes observadas na cristalinidade (Figura 5.14). Além disso, os perfis DSC
também mostraram um aumento no sinal de fusdo de 4-MC quase em todos os
lotes mencionados (Figura 5.13B).

Variagdes de Ty ndo significativas foram medidas para MP RG502 e
R202S carregadas com o composto de inclusao.
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Estas mudancas observadas podem ser o resultado de uma reorganizagao
da distribui¢do de 4-MC na matriz polimérica. Se uma cristalizagdo lenta ocorre,
um aumento combinado de T € esperado devido a segregacdo de cristais que dao
origem a uma nova fase fisica, reduzindo a quantidade de ativos molecularmente
dispersos na matriz polimérica. Por sua vez, se ocorrer solubiliza¢do adicional,
mais deplecdo de T pode ser registrada.

Tais eventos podem corresponder aos observados na Figura 5.13, onde
o aumento de Ty registrado para MP RG504H e, em muito menor propor¢ao, para
MP RG504 e PDLG5004A refletem uma possivel cristalizacdo e segregacao de
4-MC, parcialmente confirmada pelos perfis de XRPD (Figura 5.14).

Figura 5.13: Perfil térmico das MPs apos 8 meses de armazenamento.
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Os perfis de XRPD (Figura 5.14) apos 8 meses de incubagdo mostraram
um pequeno aumento de cristalinidade para alguns lotes, tais como MP RG504H,
PDLG5004A e, em menor grau, MP PDLG75057 (Figura 5.14). Estas
modifica¢des podem ser devidas a uma tendéncia lenta do 4-MC em recristalizar
e segregar, o que pode tornar-se um problema consideravel em relagdo ao
armazenamento a longo prazo de tais formulagdes.

A MP R202S carregada com 4-MC-sHTC era quase idéntica, com perfis
mostrando pequenos picos ndo correspondentes aos principais sinais de 4-MC.

As mudancgas de perfil destacadas na Figura 5.14 foram parcialmente
confirmadas pela medi¢do das alteragdes de Tg nos lotes envelhecidos.

Como pode ser visto na Figura 5.14, a MP carregada com 4-MC
preservou a sua forma esférica, no entanto, foi observado um aumento
significativo de agregados para quase todos os lotes (Fig. 5.14A - 5.14D, 5.14F).
Apenas a MP PDLG7507 apareceu menos aglomerada, embora com um aumento
de cristais de superficie, provavelmente atribuivel a 4-MC. A agregacdo ¢ devida
ao amolecimento do polimero que suaviza a matriz polimérica ao longo do tempo
e favorece a fusdo e a aderéncia das particulas.

Por outro lado, a MP R202S carregada- com 4-MC-sHTC estava
praticamente inalterada (Figura 5.14G). MP R202S carregada com 4-MC a 20%
m/m ndo foram consideradas neste estudo, uma vez que a sua estrutura e
morfologia ja foram perdidas pouco tempo ap6s a preparagao.
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Figura 5.14: Morfologia do MP carregado com 20% p/p 4-MC e 4-MC-sHTC apds
armazenamento por 8 meses a temperatura ambiente e 30% de UR.
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4 Conclusao

Os resultados evidenciam informagdes importantes para abordar
questdes de fabricagdo de MPs com PLA e PLGA contendo 4-MC e apontam
para uma nova estratégia de estabilizagdo. O efeito plastificante consideravel
induzido pela retengdo de 4-MC provocou sérios problemas na fabricagdo e
armazenamento da MP, confirmando o efeito plastificante que pequenas
moléculas podem exercer sobre matrizes poliméricas de temperaturas vitreas
baixas. Em particular, o efeito extensivo sobre a MP R202S carregada com 4-
MC impediu a recuperagdo e sua estabilidade.

A formagdo do complexo de inclusdo 4-MC-sHTC proposta como uma
estratégia de estabilizagdo foi bem-sucedida na melhoria da estabilidade da MP.
Embora esta abordagem tenha sido testada apenas no lote da MP R202S
carregado a 20% m/m, a mais problematica, os resultados obtidos poderiam ser
razoavelmente estendidos a todas as MP PLA e PLGA semelhantes. A suposi¢do
de que o aprisionamento de 4-MC na argila teria limitado a interagcdo com o
polimero foi confirmada pela maior estabilidade durante a obtengdo e
armazenamento de 8 meses. Portanto, esta estratégia se mostra uma alternativa
viavel a ser transferida para outros sistemas de liberagao de farmacos, via MPs.
Cabe ressaltar, porém, que além da restricdo a um tnico lote de MP, outra
limitagdo potencial do presente estudo ¢ a diferenca entre o método de preparagao
de emulsdo Unica versus o de emulsdo dupla requerido para encapsular o
composto de inclusdo de 4-MC-sHTC.

Entretanto, embora tenham sido obtidas MPs mais porosas ¢ irregulares,
essas diferencas morfologicas ndo impedem as interagdes farmaco-polimero
responsaveis pela desestabilizagdo observada, especialmente considerando a alta
afinidade do 4-MC com os polimeros de poliéster. Portanto, as diferengas no
método empregado isoladamente ndo podem justificar a melhoria observada na
estabilizagdo da MP.
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CAPITULO VI

Atividade osteogénica da 4-metoxi chalcona em scaffolds
biodegradaveis

Este artigo sera submetido ao periddico European Journal of Pharmaceutical
and Biopharmaceutics, com fator de impacto igual a 4,67.
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Atividade osteogénica da 4-metoxi chalcona em scaffolds
biodegradaveis
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Resumo

O tecido dsseo apresenta capacidade inerente para regenerar-se, entretanto, em
algumas circunstancias a sua capacidade regenerativa ¢ alterada ou o dano ¢ tao
extenso que impossibilita o reparo 6sseo. Diante da baixa eficacia ou elevado
custo das alternativas disponiveis para enxertos e reparos 6sseos, ha necessidade
de investimento em novos farmacos e enxertos para a reparagao o6ssea, sendo a
chalcona 4-metoxi (4-MC) muito promissora por apresentar agdo osteogénica e
anti-inflamatoria. Este candidato a farmaco foi previamente submetido a estudos
de pre-formulagdo e incorporacdo em microparticulas poliméricas
biodegradaveis. Este trabalho visou desenvolver uma plataforma de liberagdo da
4-MC para regeneragdo 6ssea, por meio de scaffold polimérico biodegradavel. O
polimero escolhido para o desenvolvimento dos scaffolds foi o PLGA 7507 com
o qual foi desenvolvido microparticulas (MPs) contendo 10% de chalcona, com
formacao de scaffolds através do processo de sinterizagdo. As MPs e os scaffolds
foram caracterizados através de andlises de microscopia eletronica de varredura
(MEV), analise de tamanho de particulas, eficiéncia de encapsulagio e analise de
comportamento térmico (DSC). Também foi realizado analise de liberagdo de
farmaco em células de Franz e o potencial irritante dos scaffolds no modelo HET-
CAM. A regeneracdo ossea foi avaliada no modelo de ferida critica na calota
craniana de ratos. Os grupos controle (scaffolds branco) e tratado (scaffolds
contendo a 4-MC), ap6s 30 e 60 dias, foram eutanasiados e as calotas retiradas
para analise de transiluminescéncia, analises histologicas ¢ MEV. Os scaffolds
produzidos apresentaram tamanho de poros entre 100 e 200 um e liberagdo de
farmaco de 70,45% em 60 dias, ambos pardmetros desejaveis na terapia tecidual
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ossea. Os scaffolds contendo 4-MC demonstraram um fechamento da ferida de
aproximadamente 25,98% e 62,99% para os grupos controle e tratado de 30 dias,
respectivamente ¢ de 58,88 ¢ 79,44% para os grupos controle ¢ tratado de 60
dias, respectivamente. Foi evidenciada grande quantidade de células e vasos
sanguineos dentro dos poros dos scaffolds, sendo essa caracteristica mais
evidente nos scaffolds contendo a chalcona, quando comparados com os
scaffolds controle (sem a chalcona). A acdo osteogénica da 4-MC foi
comprovada pela maior formag@o de colageno e ossos primario e secundario em
comparagdo com o grupo controle. Portanto, a plataforma desenvolvida é um
sistema eficaz e que atinge todos os requisitos para a terapia de regeneragao
ossea, sendo que a incorporagdo da 4-MC melhorou significativamente a
atividade osteogénica do sistema.
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1 Introducéao

O Defeitos 6sseos de grande extensdo, podem resultar de incidentes
traumaticos, fragilidade o6ssea originaria de doengas degenerativas ou idade
avancada, anormalidades congénitas, infec¢do ou clncer e representam um
grande desafio para a medicina reconstrutiva (PARK et al., 2017).

No Brasil o crescente problema da violéncia, doengas ocupacionais e
acidentes de transito, constituem mais de 90% dos atendimentos médicos
destinados a traumatologia, resultando em um problema epidemioldgico e de
gestdo, devido ao elevado niimero de procedimentos realizados e alto valor de
recursos financeiros envolvidos. No ano de 2017 foram realizados cerca de 7.392
procedimentos de alta complexidade e 92.400 procedimentos de média
complexidade em traumatologia e ortopedia (BRASIL, 2018). Nas cirurgias
ortopédicas realizadas pelo Sistema Unico de Saude (SUS) sdo disponibilizados
enxertos metalicos (cromo-cobalto), parafusos de titanio ou liga de titanio,
cimento Osseo sem antibidtico e componentes de polietileno de alto peso
molecular (BRASIL, 2017).

Para que ocorra remodelagdo Ossea, os enxertos devem possuir
caracteristicas especificas imprescindiveis, tais como: ser osteocondutores
(porosos para que ocorra a migragdo celular promovendo um ambiente
vascularizado), rigidos para garantir resisténcia mecénica, osteoindutores
(possuir uma substancia com ag@o osteogénica), apresentar seguranca biologica,
auséncia de restrigoes de tamanho, longa vida util e custo razoavel (HUANG et
al.,2016).

Atualmente, entre as opgdes terapéuticas disponiveis, existe a terapia a
laser de baixa poténcia que tem sido utilizada para auxiliar no reparo do tecido
0sseo apds cirurgia, porém essa metodologia nio estd devidamente padronizada
quanto aos parametros de estimulagdo (SANTINONI et al., 2017).

Outra opgdo sdo as proteinas morfogenéticas Osseas recombinantes
humanas (rthBMP-2). Seu uso foi aprovado pela Agéncia Federal de Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration [FDA]) em
2002. Essa proteina apresenta uma ag¢ao de aceleragdo na reparagdo 6ssea quando
inserida no local de tratamento, independente da associagdo com o material
carreador. Entretanto, além do processo de difusdo ser rapido, quando aplicada
em altas concentragdes, diretamente no tecido 6sseo, ndo ¢ tdo efetiva em
osteogénese e ¢ um material de alto custo, dificultando sua utilizagdo em areas
muito extensas (LEE ef al., 1994; BOSTROM et al., 1995; ZHAO et al., 2005;
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ISSA et al., 2008; ISSA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2017). Seu uso esta
correlacionado a aumentos significativos nas despesas hospitalares e estima-se
que seu uso em procedimentos toracolombares degenerativos potencialmente
custou mais de US$ 900 milhdes em despesas hospitalares de 2002 a 2008 nos
Estados Unidos da América (EUA) (DAGOSTINO et al., 2014).

Este cenario motiva a investigacdo de novos farmacos e enxertos para o
processo de reparacdo Ossea, sendo as chalconas potenciais candidatos devido a
sua ampla atividade terapéutica, descrita por varios autores. Choi et al. (2018),
estudaram quatro tipos de chalconas e observaram que as mesmas possuem
capacidade de diferenciagdo osteogénica in vitro e propriedades antibacterianas,
sendo que substituicdes nos anéis A e B por grupamentos hidroxila e metoxi
geram diferentes potenciais de toxicidade e proliferagdo celular. Ortolan et al.
(2014; 2017), avaliaram a agdo osteogénica e anti-inflamatoéria de diversas
chalconas e em especial a chalcona (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-
ona (4-MC) apresentou resultados expressivos, mesmo veiculada em vaselina,
no modelo de ferida critica na calota craniana de ratos, onde apresentou cerca de
60% de fechamento da ferida em 30 dias. Porém, ndo ha relato de veiculagdo de
chalconas em plataformas de liberagdo adequadas ao uso em enxertos 90sseos,
tampouco foi explorado o mecanismo de a¢do osteogénica.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema
de liberacdo da chalcona 4-MC, na forma de scaffolds poliméricos
biodegradaveis e biocompativeis, como arcabougo na terapia de regenerago
Ossea com todas as caracteristicas necessarias para promover uma completa
remodelacdo 6ssea, empregando uma tecnologia acessivel para paises em
desenvolvimento como € o caso do Brasil.
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2 Metodologias
2.1. Materiais

A 4-MC foi sintetizada e caracterizada de acordo com item 2.2 do
capitulo III deste trabalho. O polimero, de grau farmacéutico, Poli (D, L-
lactideo:glicolideo, 75:25), ou PLGA 7507, com viscosidade 0,76 dL/g, peso
molecular 66,000 - 107,000 e densidade 1,1 — 1,54 g/cm® foi adquirido da
Purasorb® (PURAC Bihem, Gorinchem, Holanda). Os demais reagentes e
solventes utilizados foram de de grau analitico.

2.2 Desenvolvimento de sistema de liberac¢iao

O desenvolvimento de um sistema de liberagdo para a 4-MC foi
realizado de acordo com a metodologia descrita no capitulo V. Esta etapa foi
realizada em parceria com o professor Dr. Maurizio Ricci na Universidade de
Perugia, Italia. A chalcona foi incorporada inicialmente em diversos tipos de
polimeros pelo método microencapsulagdo por evaporagao de solvente e
posteriormente foi selecionado o polimero que melhor se adaptou a chalcona para
produzir os scaffolds, o qual apresenta acdo osteocondutiva. De acordo com
estudos prévios mencionados no capitulo V deste trabalho, o polimero escolhido
para o desenvolvimento dos scaffolds foi o PDLG 7507, o qual ¢ aprovado pelo
FDA como sendo um polimero seguro e eficaz na regeneracgdo dssea. A técnica
utilizada na produgdo das MPs foi a mesma descrita no item 2.3 do capitulo V
deste trabalho. A concentracdo de 10% de chalcona se baseou em estudos
anteriores, onde a 4-MC foi incorporada nesta concentragdo, em vaselina
(ORTOLAN et al., 2014).

2.3 Caracterizacao das microparticulas (MP)

As MPs foram caracterizadas quanto a sua estrutura superficial e
porosidade por MEV usando um microscopio eletronico de varredura FEG LEO
1525 (Bruker, Milan, Italia). Os padrdes de difracdo de raios X (XRPD) foram
coletados de acordo com o procedimento de varredura de passos com o
difratdmetro de radiacdo PANalytical X'Pert Pro, Cu Ka, operando a 40 kV e 40
mA e para determinar a distribui¢cdo de tamanho de MP, utilizou-se um Accusizer
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C770 (PSS Inc., Santa Barbara, CA, EUA) baseado em “Single Optical Optical
Sensing” e equipado com um sistema de auto diluicao.

O teor de farmaco (% DC, Eq. 1) e a eficiéncia de encapsulagdo (% EE,
Eq. 2) foram medidos por espectrofotometria utilizando um espectrofotdmetro
UV Agilent 8453 equipado com um controlador de temperatura Peltier,
empregando curva analitica previamente construida, na faixa de 2-20 ug/mL
(Ymax = 346 nm, 12 = 0,9991).

uantidade de fairmaco encapsulado

%DC=2 DR * 100 Eq.1
carga de farmaco real

EE=—2rgade S «100 Eq.2

carga de farmaco teérica

Estes procedimentos estdo descritos no item 2.6 do capitulo V deste
trabalho. Estes ensaios foram realizados na Universita Degli Studi di Perugia em
Perugia, Italia.

2.4 Desenvolvimento de scaffolds

Os scaffolds contendo MPs com 10% de 4-MC e MPs branco (isentas de
farmaco) foram produzidos através da sinterizagao.
Foi pesada uma quantidade de MPs equivalente a 3,4 mg de 4-MC, conforme
estudos prévios (ORTOLAN et al., 2014) levando em consideracdo a %DC ¢ a
%EE. Essas MPs foram adicionadas em uma placa de acrilico contendo um
molde metalico com formato cilindrico, com orificio central de 4,5 mm de
diametro, ¢ 1 mm de altura, considerando o tamanho da ferida critica de 5 mm
de didmetro. Todo o desenvolvimento das MPs e consequentemente dos scaffolds
foi realizado com base neste diametro, para que pudesse ser realizado a analise
in vivo de regeneragdo Ossea.

Em seguida as MPs foram levadas a estufa a 40 °C durante 5 h, para que
ocorresse a sinterizagao, ou seja, a jungdo das MPs, que se reorganizam formando
um aglomerado rigido e resistente (scaffolds).

2.5 Analise de liberacao de farmaco (Célula de Franz)

A liberagdo de farmaco dos scaffolds foi analisada por células de Franz,
onde uma solugdo PBS/PEG 400 30% foi usada como fase receptora (volume de
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15 mL) para garantir uma solubilidade adequada do farmaco e a manutengao das
condigoes sink durante o experimento, tendo em vista os esutods de solubilidade
demonstrados no capitulo III do presente trabalho. As células de difusdo foram
mantidas a 37 °C usando um banho de 4gua circulante. Scaffolds feitos com o
polimero PDLG 7507 contendo 10% de 4-MC (3,4 mg) foram colocado na
superficie da membrana sintética de acetato de celulose (5 mm?) voltado para o
compartimento doador da célula de difusdo de Franz. Amostras da fase receptora
(1 mL) foram retiradas a 1, 6 e 24 h, 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 ¢ 60 dias ¢
substituidas por solugdo de fase receptora fresca. A quantidade de farmaco
liberada em fun¢@o do tempo foi analisada por espectrometria UV.

2.6 Anilise do potencial irritante em modelo de membrana corioalantoide
(CAM)

O monitoramento do potencial toxico dos scaffolds contendo chalcona
foi previamente realizado através do ensaio da membrana corioalantoide de
frango denominado HET CAM (Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membrane)
na Universita Degli Studi di Perugia sob supervisdo do prof. Lanfranco
Barberini, conforme descrito no capitulo IV.

Para avaliar o potencial irritante do polimero, um scaffold contendo 10%
de chalcona foi fabricado com as caracteristicas idénticas aos utilizados em
analise in vivo neste trabalho.

Apo6 realizar os procedimentos de esterilizagdo de instrumentos,
higienizagdo e incubacdo dos ovos, no terceiro dia foi realizado a dissociaga70
da membrana da casca do ovo e realizado o corte na casca e o ovo colocado
novamente na incubadora.

No oitavo dia de incubagdo (T0), foi realizado o tratamento da CAM
com a amostra de scaffold e o ovo colocado novamente na incubadora. Nos dias
9 (T24) e 10 (T48) de incubagdo, foram avaliados os eventos macroscopicos e
microscopicos (com lente de ampliagdo de 6,5x) da resposta angiogénica.

2.7 Monitoramento de efeito osteogénico em modelos pré-clinicos

O monitoramento do efeito osteogénico da substincia em estudo foi
realizado através do procedimento de feridas criticas na calota craniana de ratos.
Foram utilizados 46 ratos Wistar, machos com 45 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade do vale do Itajai, os mesmos
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foram alimentados com ragdo granulada Nuvital® na quantidade de 10 a 20
g/animal/dia e 4gua a vontade, mantidos em ambiente com ciclo claro/escuro de
12/12 h a temperatura de 22 °C £ 2. Quanto as questdes éticas, o projeto foi
submetido a apreciagdo no Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade
do Vale do Itajai e foi aprovado sob n° de protocolo CEUA 046/17 (Anexo 1).

2.7.1. Animais

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar fémeas,
idade entre 2 a 3 meses, com peso médio de 150 a 200 g, provenientes do Biotério
da Universidade do Vale do Itajai. Antes de iniciar todos os experimentos, os
animais permaneceram em adaptacdo pelo periodo de 7 dias, e durante o periodo
experimental, foram mantidos em alojamentos de caixas de polipropileno
especificas, sendo 05 o nimero maximo de animais por caixa. A cama utilizada
nas caixas foi a maravalha, que foi substituida 03 vezes na semana (segunda,
quarta e sexta-feira). Destaca-se que os animais foram mantidos em condi¢des
normais de biotério, com ciclo de luz, temperatura ¢ umidade controlados, bem
como acesso a alimento e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal
recomendados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(CONCEA), e de acordo com a Lei n® 11.794 de 2008 da Constituicao Federal.
Ao final do experimento, os animais foram anestesiados e posteriormente
eutanasiados por deslocamento cervical. No que tange a questdes éticas, este
modelo foi realizado apos aprovagdo do CEUA Univali (parecer n°® 046/17).

2.7.2 Procedimento experimental

Os animais, sob condigdes estéreis do campo cirtrgico foram
anestesiados com solugdo de cloridrato de cetamina (10%), xilazina (2%) e agua
destilada; aplicando-se 0,1 mL/100 g, via ip e tricotomizados manualmente. Na
regido da linha média da calota craniana, os planos cutaneo (pele e hipoderme) e
periosteal foram rebatidos e entre as suturas interparietal e interocipital, com uma
trefina cirurgica de 5 mm de diametro, adaptada em pega de mao de baixa rotagdo
e, sob constante irrigagdo com soro fisiologico, foi removido um disco de tecido
contendo as corticais 6sseas € 0 0SS0 esponjoso subjacente até a exposi¢do da
dura-mater.
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Apos este procedimento a ferida foi lavada com soro fisiologico e
aplicado o tratamento contendo scaffolds branco para grupo controle, € o
tratamento com scaffolds contendo 10% de 4-MC no grupo tratado, além do
grupo Shan, no qual ndo foi aplicado nenhum tipo de tratamento. Em seguida, o
periosteo foi reposicionado e suturado, utilizando-se fio absorvivel Catgut 5-0
simples (Polysuture®), seguindo-se a sintese dos tecidos moles com fio ndo
absorvivel 6-0 (Polysuture®). Para analgesia, foi administrado por via
subcutanea, cetoprofeno 1% (0,25 mL/100 g) nas primeiras 72 h, conforme as
diretrizes da SBCAL (principio do bem estar animal) (ORTOLAN et al., 2014).

2.7.3 Analise da regeneracio dssea

Apds 30 e 60 dias da intervencdo cirdrgica, os animais foram
eutanasiados com sobredose anestésica seguida de perfusdo intracardiaca de
paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 removendo-se as calotas
cranianas ¢ mantendo as amostras na mesma solugdo fixadora utilizada para a
perfusdo intracardiaca durante 7 dias.

Apos este periodo, foram obtidas fotografias das feridas para andlise
quantitativa, calculando-se as 4reas das feridas remanescentes (em mm?) através
do software Image J (NIH, USA), calculando-se a porcentagem média de
regeneracao Ossea para cada grupo. Os dados obtidos neste programa foram
tratados estatisticamente utilizando-se analise de varidncia ANOVA (p < 0.05),
utilizando o programa Excel.

2.7.3.1 Analise histologica

Prosseguindo com as analises de regeneragao 6ssea, foram selecionadas
algumas amostras para avaliagdo histologicas. Estas amostras foram
desmineralizadas em solu¢do de EDTA a 7% em tampao fosfato, desidratadas
em alcoois de concentragdes crescentes (70, 90 e 100%), clareadas em xilol e
incluidas em parafina. Cinco cortes semisseriados (1:10) obtidos em micrétomo
rotatorio, com espessura de 7 um, corados com Hematoxilina e Eosina, foram
utilizados para observacdo, em microscopia de luz transmitida. Nesta analise
foram avaliados os tipos celulares e teciduais presentes na area de reparo das
feridas e os mesmos foram documentados com fotomicroscopio (BXS50,
Olympus, Tokio, Jap3o).
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2.7.3.2 Anailise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Nesta etapa, foram separadas 3 amostras de cada grupo para analises de
MEYV, onde foi observado o processo de degradag@o do polimero em meio in vivo
e a regeneracdo Ossea. Estas andlises foram processadas com colaboragdo do
professor Dr. Rilton Alves de Freitas no centro de microscopia eletronica da
Universidade Federal do Parana - UFPR.

As amostras foram primeiramente desidratadas via ponto critico CO2
utilizando equipamento BAL-TEC CPD 030 Critical Point Dryer. Apods a
desidratagdo, as amostras foram fixadas em suporte metalico utilizando-se fita
adesiva de cobre e posteriormente revestidas com ion-ouro por um auto-
revestidor de ions SCD 030 Balzers Union FL 9496 Balzers. Em seguida foram
analisadas em microscopio eletronico de varredura JSM-6360LV (JEOL, Japao),
onde foram sistematicamente observadas a 45x, 450x, 2000x, 3500x ¢ 10000x
amplificagdes de magnificacao.

2.7.3.4 Analise da presenca de colageno

Foi realizado a analise para confirmar a presenca de fibras de colageno
sugeridas na analise de MEV.

As amostras foram desmineralizadas, desidratadas, clareadas e incluidas
em parafina conforme procedimento descrito no item 2.7.3.1 deste capitulo.
Cinco cortes semisseriados (1:10) foram obtidos em micrétomo rotatério, com
espessura de 7 pm. Em seguida, as ldminas foram coradas seguindo a
metodologia de Masson Martoja realizada em trés etapas.

Na primeira etapa, as laminas foram banhadas com Xilol (3 min), alcool
absoluto (3 min), alcool 90% (3 min), alcool 70% (3 min) e dgua destilada (3
min). Apos, as ldminas foram banhadas em hematoxilina férrica (4 min), fucsina
punceau (4 min), depois foram lavadas em 4gua acética 1%, em seguida banhadas
em verde claro acético (6 min), novamente lavadas em agua acética 1% e
desidratadas em alcool.

Por fim, foram colocadas em alcool 99% (3 min) duas vezes, seguido de
alcool 99%:xilol (50:50) durante 3 min e por ultimo xilol puro (3 min) duas
vezes. Estas 1aminas foram utilizadas para observagao, em microscopia optica.
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2.9 Docking molecular da chalcona 4-MC com catepsina K e MEK1

As analises de docking molecular foram realizadas pelo aluno Thales
Uchoa da Costa Sobrinho, do curso de engenharia quimica da Universidade do
vale do Itajai - Univali.

Por meio do RSCB Protein Data Bank — Banco de dados de proteinas,
obteve-se as estruturas das enzimas Catepsina K (1ATK) e MEK1 (1S9J). Os
receptores alvo, foram preparados com a remogdo de solventes, adi¢do de
hidrogénio e adigdo de cargas eletrostaticas, sendo que os aminoacidos
incompletos foram corrigidos pelo banco de dados de rotdmeros de Dunbrank.

Todos os ligantes foram desenvolvidos pelo espaco de trabalho do
ACD/ChemSketch (ACD, 2015), sendo estes submetidos a posterior optimizagao
geométrica no software Chimera 1.12 (PETTERSEN et al., 2004), empregando
pacote de campos de forca Amber ffl4s. As cargas eletrostaticas foram
adicionadas utilizando pacote de Gasteiger.

Admitiu-se o ligante como flexivel em nimero maximo de 8 poses,
sendo selecionadas e apresentadas as menores energias. O docking molecular
realizado pelo software Autodock Vina, foi desenvolvido por intermédio de
scripts para Virtual Screening com linguagem Shell. Apos o atracamento foram
observadas as poses dos ligantes utilizando Chimera 1.12 ¢ AutoDockTools
(SANNER, 1999), sendo que as intera¢des intermoleculares entre o ligante e os
aminoacidos do receptor, foram representadas graficamente.
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3 Resultados e discussao

Os resultados sobre o rendimento, capacidade de encapsulagdo do
farmaco e caracterizagdo das MPs de PDLG 7507 foram descritos no item 3.2 no
capitulo IV deste trabalho, as quais foram empregadas para a obtengdo dos
scaffolds.

3.1 Desenvolvimento e caracterizacio dos scaffolds

Os scaffolds obtidos através de sinterizagdo das MPs apresentaram
rigidez, aspectos morfoldgicos e poros tipicos para a regeneracao dssea. A partir
das imagens obtidas por MEV, ¢ possivel verificar a diferenca entre as MPs antes
e apds passarem pelo processo de sinterizagdo. Ao serem transformadas em
scaffolds, as estruturas apresentaram poros interconectados entre si, uma
geometria interna regular e distribui¢do uniforme de particulas (Figura 6.1).

Os scaffolds de PLGA porosos fornecem uma superficie adequada para
as células do tecido 6sseo se anexarem, proliferarem e diferenciarem (CHEN et
al., 2017). Os poros obtidos ficaram entre 100 a 200 pm, sendo um tamanho
ideal para proporcionar um ambiente adequado a formagdo de novos 0ssos e
matriz extracelular. Combinado com a inclusdo de uma molécula com atividade
osteogénica, esta plataforma representa uma alternativa na terapia da regeneragao
oOssea, sendo um sistema com agao osteocondutora devido a porosidade adequada
e osteindutora pela a¢do da 4-MC.
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Figura 6.1: Fotomicrografias das MPs do polimero PDLG7507 contendo 10% de 4-MC
antes do processo de sinterizagdo (A, B e C) e ap0s sinterizac@o para formagéo de scaffolds
(D, E e F), em diferentes aumentos.

3.2 Liberacao do farmaco a partir dos scaffolds

De acordo com dados na literatura para que ocorra regeneragao ossea €
necessario um tempo de aproximadamente 3 a 4 meses (LIU; KERNS, 2014),
com isso, o objetivo do sistema de liberagdo criado foi de obter uma liberagdo
lenta da 4-MC.

No estudo realizado por meio do método célula de Franz (figura 6.2),
scaffolds contendo 10% de 4-MC os resultados obtidos demonstraram uma
liberagao lenta, sendo que apoés 60 dias cerca de 70% do farmaco havia sido
liberado da matriz polimérica (Figura 6.3), efeito este esperado para o polimero
selecionado, o qual possui um alto PM.
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Figura 6.2: Sistema de células de Franz utilizado para analisar o perfil de liberagéo do 4-
MC em scaffolds de PDLG7507.

Figura 6.3: Perfil de liberagao do 4-MC em scaffolds de PDLG7507.
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As caracteristicas fisico-quimicas do composto encapsulado também
influenciam na taxa de liberagdo do mesmo, como PM, hidrofilicidade e
concentragdo do farmaco dentro do polimero, sendo que quando hidrofébicos,
como ¢ o caso da 4-MC, conforme a caracteriza¢cdo demonstrada no capitulo III,
essa caracteristica dificulta a difusdo da dgua em sistemas microparticulados e
reduzem a taxa de degradacao do polimero, diminuindo assim a taxa de liberacao
do farmaco (KLOSE et al., 2008).
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3.3 Avalia¢io do potencial irritante dos scaffolds pelo método de HET-CAM

Seguindo a tendéncia de estudos de biocompatibilidade de polimeros, o
ensaio HET- CAM, preditivo do potencial irritante em mucosas (SPIELMANN
et al., 1997) foi utilizado neste trabalho com a mesma finalidade, verificar se o
polimero que foi utilizado ¢ seguro e compativel com o sistema em que foi
proposto ser utilizado (BORGES et al., 2003; CHIU; RADISIC, 2010;
DEVOLDER et al., 2012). O método de ensaio CAM ¢ bastante utilizado para
avaliar biomateriais por ser um ensaio rapido, de baixo custo e que ndo necessita
de aprovacao de comité de ¢tica (MANCIOCCO et al., 2011).

Apbs o tratamento da CAM com a amostra, nos dias 9 (T24) e 10 (T48)
de incubagdo (Figura 6.4), ndo foram observados sinais de atividade inflamatoria,
hemorragias ou neoangiogénese, confirmando que o polimero PLGA 7507 ¢
compativel com terapias que visam ao tratamento em mucosas ou regeneragao
tecidual, sendo seu uso seguro nos scaffolds de regeneracdo 6ssea segundo o
procedimento descrito no presente trabalho.

Figura 6.4: Fotografias da membrana corioalatéide contendo scaffold PLGA 7507 + 4-
MC a 10%, onde A= tempo 24 h ¢ B=tempo 48 h aumento de 6,5x.

3.4 Avaliacio in vivo de regeneracio 6ssea

Apds observagdo das fotografias das feridas no programa Imagel
(Figura 6.5), foram obtidos valores de médias das areas de feridas remanescentes
tendo como parametro a area da ferida critica do grupo Shan (Figura 6.6).

Estes resultados foram avaliados quantitativamente utilizando-se analise
de varidincia ANOVA e demonstraram que, as feridas no tempo de 30 dias
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apresentaram uma porcentagem de fechamento de ferida de aproximadamente
25,98 € 62,99% para o grupo controle (scaffold) e tratamento (scaffold contendo
4-MC), respectivamente. Ortolan et al. (2017), relatam uma redugdo de cerca de
60% da area da ferida no grupo tratado com 10% de 4-MC veiculado em vaselina,
portanto a plataforma de liberagdo parece ter melhorado o desempenho da 4-MC,
na mesma dose. Para os grupos no tempo de 60 dias foi alcangado um fechamento
de aproximadamente 58,88 ¢ 79,44%, para os grupos controle ¢ tratamento,
respectivamente. Destaca-se que no presente trabalho a 4-MC foi exaustivamente
purificada até apresentar uma poténcia > 95%.

As andlises apresentaram significdncia em todos os parametros testados,
grupos controle e tratamento de 30 ¢ 60 dias, demonstrando que, mesmo sem
conter a chalcona encapsulada, o scaffold de PLGA atua como condutor de
regeneracao Ossea, facilitando a formagao tecido dsseo na ferida.

Figura 6.5: Fotografias das feridas criticas da calota craniana de ratos submetidos a
tratamento com scaffold contento chacona 4-MC encapsulada.

Tratamento 30 : Tratamento 60
Controle 30 dias dias Controle 60 dias dias
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Figura 6.6: Area média da ferida (mm?) dos grupos Shan, controle 30 dias, tratamento 30
dias, controle 60 dias e tratamento 60 dias. [**] = p<0,01; [***] = p<0,001 ANOVA.
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3.3.1 Analise histologica
3.3.1.1 Grupo Shan apés 30 dias

Na analise histologica, as feridas remanescentes do grupo Shan (Figura
6.7), o grupo no qual ndo foi utilizado nenhum tipo de tratamento, a area central
do defeito ndo mostrou sinal de inflamacgao, apds 30 dias de analise. No entanto,
ndo ocorreu neoformagdo Ossea nas bordas da ferida critica, com superficies
oOsseas revestidas principalmente por células achatadas que caracterizam
osteoblastos inativos, ou seja, ndo houve processo de regeneragao 6ssea no local,
com discreta presenga de ostedcitos na matriz dssea.
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Figura 6.7: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo Shan, 30 dias
apos o experimento, onde A (aumento 10x) e B (aumento 40x). Coloragdo H.E.

2 B

3.3.1.2 Grupo controle apés 30 dias

O grupo controle de 30 dias (Figura 6.8) apresentou formagao de tecido
conjuntivo fribroso, discreto indicio de inflamago, com a presenca de leucdcitos
e macrofagos, sendo essa resposta imune esperada no processo de degradagdo do
polimero. Embora o uso do PLGA seja indicado para a regeneragdo 6ssea, tenha
bons resultados clinicos ¢ biocompatibilidade comprovada por 6rgdos como
FDA, alguns estudos mostraram que os subprodutos acidos gerados no processo
de degradagdo do polimero in vivo podem levar ao surgimento de respostas
inflamatorias no local da ferida (PARK et al., 2017; BROWN et al., 2015).

Este grupo também apresentou neoformagdo Ossea, com osteoblastos
ativos e inativos nas bordas Osseas. Assim como, ostedcitos na matriz Ossea
mineralizada, porém, de forma desorganizada indicando formacgdo de osso
primério. Também foi observada a presenga das MPs de PLGA com evidente
processo de degradacdo (Figura 6.8 B), onde percebeu-se a perda de sua forma
esférica, indicando a biodegradacdo esperada do arcabougo polimérico. Assim
como, grande quantidade de células entre as MPs indicando que este sistema teve
uma importante a¢ao osteocondutora, facilitando a migragao e adesdo das células
do tecido osseo.
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Figura 6.8: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo controle apos
30 dias, onde A (aumento 10x) e B (aumento 40x), com seta indicando a presenga de MPs
remanescentes. Coloragdo H. E.

Legenda: Processo de degradagdo do polimero sinalizado com seta.

3.3.1.3 Grupo tratado apés durante 30 dias

O grupo tratamento com 30 dias de analise (Figura 6.9), apresentou
formacao de tecido conjuntivo fribroso, discreto indicio de inflamagdo, formagao
de vasos sanguineos entre as MPs, neoformagdo o6ssea apresentando matriz
osteodide secretada pelos osteoblastos ativos nas bordas dsseas. Pode-se observar
indicios de remodelamento dsseo com areas caracteristicas de 0sso primario com
grande quantidade de ostedcitos desorganizados. Apresenta sinais caracteristicos
de matriz mineralizada e ndo mineralizada.

Neste grupo pode-se observar grande quantidade de PLGA
remanescente apresentando sinais tipicos de degradacao (Figura 6.9 A) e grande
quantidade de células e formagao de vasos sanguineos nos poros do scaffold, com
uma maior quantidade de osteoblastos ativos na superficie da ferida em
comparagdo com o grupo controle, sugerindo agdo osteocondutora do sistema
desenvolvido, conforme ja verificado no grupo controle (Figura 6.8), e
adicionalmente uma acao osteoindutora devido a presenga da 4-MC (Figura 6.9).

O estudo de liberagdo (Figura 6.3) mostrou a liberagdo de cerca de 40%
do farmaco a partir dos scaffolds, apos 30 dias. Embora em condicdes fisiologicas
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a liberacdo possa diferir do modelo in vitro, pode-se inferir que a plataforma de
liberagao desenvolvida funcionou com um reservatorio de liberagao prolongada
da 4-MC, uma vez que, ap6s 30 dias, ainda ha indicios de MPs no tecido (Figura
6.9).

Figura 6.9: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo tratado apds
30 dias, onde A (aumento 10x), com seta indicando a presenca de MPs remanescentes e
B (aumento 40x). Coloracdo H. E.

R’ N Nus e d AN R oAl
Legenda: Processo de degradagdo do polimero sinalizado com a seta.

3.3.1.4 Grupo controle apés 60 dias

O grupo controle de 60 dias (Figura 6.10) apresentou formagao de tecido
conjuntivo fribroso, discreto indicio de inflamagdo e neoformacgdo dssea, com
osteoblastos ativos e inativos na superficie da ferida critica. Apresentou poucos
ostedcitos na matriz 6ssea mineralizada, de forma desorganizada indicando
formagao de osso primario. Também pode ser visto nesta analise a presenca de
grande quantidade de MPs em processo de degradagdo. De modo similar aos
demais experimentos, este grupo controle com scaffolds branco, apresentou
células e vasos sanguineos entre as MPs indicando a¢do osteocondutora do
sistema. Pode ser observado na figura 6.10 que embora tenha grande quantidade
celular entre os poros, esta amostra apresentou menor regeneragdo Ossea,
apresentando cerca de 58,88% de fechamento de ferida e menor degradagdo do
polimero quando comparada com o grupo tratado com chalcona por 30 dias
(Figura 6.9) onde a ferida critica teve um fechamento de 62,99% (Figura 6.5),
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refor¢ando a hipotese de que a presenca da chalcona no interior das MPs favorece
sua degradacdo, assim como, estes dados corroboram com a afirmago de que a
4-MC possui atividade osteogénica.

Figura 6.10: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo
controle apés 60 dias, onde A (aumento 10x), com seta indicando a presenca de
MPs remanescentes e B (aumento 40x). Colorac¢io H. E.

A . « ,«‘ B /
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Legenda: Processo de degradagdo do polimero sinalizado com a seta.

3.3.1.5 Grupo tratado apds 60 dias

No grupo tratado apds 60 dias de experimento (Figura 6.11), houve
formacdo de tecido conjuntivo fribroso, muitos o0ssos novos, poucas MPs
remanescentes foram observadas ao longo da margem do defeito, além de um
discreto processo inflamatorio, consequéncia dos subprodutos de degradacdo do
polimero. Também se destaca o aparecimento de matriz ostedide com ostedcitos
organizados e vasos sanguineos no centro do defeito indicando remodelagao
Ossea com areas caracteristicas de 0sso secundario, além disso, podem ser vistos
sinais caracteristicos de matriz mineralizada e ndo mineralizada.

Assim como o exemplo anterior (grupo tratado 30 dias, Figura 6.9),
neste grupo o polimero apresentou sinais de degradacdo, sendo visivel, em
algumas areas, completa deformagdo das MPs (Figura 6.11 A). Pode ser
observado também grande quantidade de células nos poros do scaffold, sugerindo
acdo osteocondutora do sistema desenvolvido, € a0 mesmo tempo osteoindutora
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com grande quantidade de osteoblastos ativos na superficie da ferida devido a
presenca da 4-MC. Neste ensaio ocorreu o fechamento da ferida critica quase por
completo, cerca de 79,44% (Figura 6.5), que ndo havia sido evidenciada apos 30
dias.

Figura 6.11: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo
tratado, 60 dias apds o experimento, onde A (aumento 10x), com seta indicando a
presenca de MPs remanescentes e B (aumento 40x). Coloracio H. E.

w0 %

A

Legenda: Processo de degradagdo do polimero sinalizado com a seta.

Segundo Giannouds e colaboradores (2007; 2008) que propuseram um
conceito denominado “modelo diamante de interagdes na cicatrizagao 6ssea”, o
ambiente em que se encontra o defeito dsseo deve ser estavel e altamente
vascularizado para que se possa ocorrer a regeneragdo 6ssea completa.

O sistema criado para a regeneragao 0ssea neste trabalho, atingiu todos
0s requisitos necessarios para esse tipo de terapia, sendo um bom suporte
mecanico com rigidez adequada, osteocondutor facilitando a migracdo celular
entre os poros, osteoindutor induzindo a formagao de células osteogénicas devido
a acdo da molécula encapsulada e facilitou a formacao de vasos sanguineos, estes
de grande importincia na terapia 6ssea.
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3.3.2 Analise Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e pesquisa de
formacio de coligeno

Para confirmar os resultados obtidos nas analises histologicas de H. E.
foram realizadas analises em MEV combinadas com coloragao tricomio Masson-
Martoja para verificagdo de presenga de coldgeno indicativo de regeneragdo
oOssea.

O coléageno tipo I corresponde a 90% da matriz orgénica do osso e
confere a esse tecido propriedades de resisténcia a tragao, sendo um componente
importante no processo de regeneragdo 0ssea, pode ser encontrado em diferentes
graus de organizag@o nesse processo dependendo da etapa de remodelagdo em
que a fratura dssea se encontra (HOERTH et al., 2018).

Sabendo-se da importancia da formacdo das fibras colagenas no
processo de regeneragdo Ossea, analises histoquimcas complementares foram
realizadas para confirmar a formagdo desse elemento nas amostras testadas.

3.3.2.1 Analise do grupo sem tratamento (Shan)

Nas analises realizadas com o grupo Shan foi observada a presenca de
células sanguineas e fibroblastos na regido da ferida por MEV (Figura 6.12-A),
porém ndo foi observada a presenca de fibras de colageno ou formagao dssea.
Em concordancia com os dados obtidos por MEV, no ensaio de coloragéo
Tricomio Masson-Martoja nao foi observada a presenca de colageno ou
neoformacdo ossea (Figura 6.12-B).

Nesta metodologia, as fibras de colageno apresentam coloragdo verde
quando observadas por microscopio (MARTOJA, MARTOJA-PIERSON,
1970). Sendo assim, como pode ser observado na figura 6.12 B, as laminas
avaliadas nio apresentaram formagao de fibras colagenas.
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Figura 6.12: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo Shan,
A=MEYV (aumento 3500 x), B= Coloracio Tricomio Masson- Martoja (40x).

SEM HV: 15.0 kV WD: 10.38 mm VEGA3 TESCAN'

SEM MAG: 3.50 kx Det: SE 20 pm
View field: 79.1 yum  Date(m/dly): 09/28/18 CME-UFPR

Na imagem por MEV, este grupo apresentou evidéncias da presenca de
fibras de colageno (ALMEIDA IR ef al., 2013) e ostedcitos dispostos entre o
colageno indicando um processo de regeneragdo 6ssea no local da ferida, com
atuagdo de osteoblastos (Figura 6.13-A). As areas com coloragdo verde (Figura
6.13-B), comprovam a presenga de coldgeno, que pode ser visto tanto na regido
de formagao dssea a qual contém ostedcitos, quanto na regido entre os poros do
polimero.

Estes dados complementam os obtidos nas andlises anteriores, onde
pode ser observado processo de regeneragdo ossea (Figura 6.8) facilitada pela
presen¢a do scaffold, comprovando mais uma vez sua agdo osteocundutora.
Apesar de ndo possuir uma molécula osteogénica encapsulada, este sistema
obteve cerca de 25,98% de fechamento de ferida.
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Figura 6.13: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo controle apds
30 dias, A= MEV (aumento 3500 x), B= Coloragdo Tricomio Masson- Martoja (aumento
40x).

SEM HV: 15.0 kV WD: 8.93 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 3.50 kx Det: SE 20 ym
View fleld: 79.1 um  Date(m/dly): 09/28/18 CME-UFPR

3.3.2.3 Grupo tratado apdés 30 dias

Este grupo apresentou presenga de fibras de colageno e ostedcitos
dispostos entre o colageno indicando um processo de regeneragdo dssea no local
da ferida, com atuag@o de osteoblastos (Figura 6.14-A), também pode ser
observado nesta figura a formagdo de canais de Havers (osteons), conferindo
micro-irrigacao sanguinea facilitando o fluxo de nutrientes e células sanguineas
na estrutura 6ssea (ZANIVAN et al., 2009).

A figura 6.14-B novamente indica a presenga de colageno, que pode ser
visto tanto na regido de formagao 6ssea onde contém ostedcitos quanto na regido
entre os poros do polimero.

Assim como os dados obtidos por coloragdo H. E. deste mesmo grupo
de tratamento (Figura 6.9), a fotomicrografia obtida apresenta atividade
regenerativa facilitada pela presenca da molécula 4-MC. Quando comparamos
essas imagens (Figura 6.14-A) com as obtidas do grupo controle (Figura 6.13-
A), percebemos uma visivel mudanga de conformagao das fibras de colageno,
que se tornam mais organizadas demonstrando uma transi¢do do processo de
regeneracao 0ssea, onde comega a ser formado o tecido 6sseo.
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Figura 6.14: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo tratado apds
30 dias, A= MEV (aumento 3500 x), B= Coloragdo Tricomio Masson- Martoja (aumento
40x).

-

SEM HV: 15.0 kv WD: 8.25 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 3.50 kx Det: SE
View field: 79.1 ym  Date(m/dly): 09/28/18 CME-UFPR

3.3.2.4 Grupo controle apés 60 dias

Neste grupo pode ser observado a presencga de fibras de colageno, porém
com uma maior organizagdo entre elas, fazendo com que os osteocitos que estdo
dispostos entre o coldgeno se tornem menos visiveis, devido a aproximagio
destas fibras, embora tenha ocorrido um fechamento de ferida inferior as
amostras que contém a chalcona (Figura 6.5), estas andlises mostram uma grande
atividade regenerativa, com grande presenca de coladgeno entre os poros (figura
6.15-B), comprovando mais uma vez a acdo osteocondutora do scaffold
polimérico.
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Figura 6.15: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo controle apds
60 dias, A= MEV (aumento 3500 x), B= Coloragdo Tricomio Masson- Martoja (aumento
10x e 40x).

SEM HV: 15.0 kv WD: 8.47 mm

SEM MAG: 3.50 kx Det: SE
View fleld: 79.1 ym _ Date(midly): 09/28/18 CME-UFPR

3.3.2.5 Grupo tratado apds 60 dias

Na imagem por MEV com um aumento de 3500 x (figura 6.16-A), neste
grupo, percebe-se um importante fechamento da ferida critica, corroborando os
resultados anteriores (Figuras 6.5 e 6.11). Pode ser observado que as fibras de
coladgenos estdo dispostas entre si com uma maior organizagdo entre elas,
tornando o local da ferida mais compacto, este processo ¢ indicativo de
regeneracao 0ssea, com formagao de osso primario e secundario.

Em comparagdo com o grupo controle apo6s 60 dias (Figura 6.15) e o
grupo tratado ap6s 30 dias (Figura 6.14), os ostedcitos ndo estdo visiveis, pois
estdo localizados entre as fibras de colageno e estas como estdo mais proximas
umas das outras. Neste grupo também pode ser observado a presenga de cristais
mineraizados na superficie, indicando a presenc¢a minerais como hidroxiapatita.

Como pode ser observado nas amostras coradas (figura 6.16-B), os
ostedcitos estdo mais organizados, caracteristica de osso secundario. As areas em
verde mostram a maior abundancia de colageno, em comparagdo com o grupo
controle apos 60 dias (Figura 6.15-B) e o grupo tratado apos 30 dias (Figura 6.14-
B), tanto na regido de formagao 6ssea a qual contém ostedcitos, quanto na regido
entre os poros do polimero.
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Figura 6.16: Corte histologico de defeito critico na calota craniana do grupo tratado apds
60 dias, A= MEV (aumento 3500 x), B= Coloragdo Tricomio Masson- Martoja (aumento
10x e 40x).

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.15 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 3.50 kx Det: SE 20 pm
View field: 79.1 um | Date(m/dly): 09/28/18 CME-UFPR

A reconstrugdo de defeitos 6sseos tem sido amplamente estudada ha
anos ¢ métodos disponiveis atualmente possuem varias limitagdes. Para superar
tais limitagdes, varios biomateriais ¢ métodos tém sido desenvolvidos para
reparar e substituir defeitos 0sseos extensos.

E de suma importincia conhecer todos os elementos envolvidos no
processo de regeneragdo Ossea para poder desenvolver um medicamento eficaz.
Varios sistemas podem ser desenvolvidos, através da incorporagdo ou
encapsulagcdo de moléculas que atuem como inibidoras ou estimuladoras de
algum dos elementos responsaveis pelo processo de regeneragao e remodelagio
ossea. Como neste trabalho, onde foi desenvolvido um scaffold produzido com
polimero biodegradavel contendo uma molécula encapsulada, a qual, estudos
anteriores realizados por Ortolan et al. (2017) indicam sua a¢do osteogénica e
em outro estudo realizado por Ramalho et al. (2003), onde confirmam sua agdo
inibidora de catepsina K.

Visando contribuir para a elucida¢do do mecanismo de agdo da 4-MC
na regeneracgao 6ssea, analises complementares foram realizadas utilizando-se o
método de docking molecular comparando a acdo inibidora de catepsina K da
chalcona 4-MC com os medicamentos de referéncia que ja tiveram esta ago
comprovada.
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3.5 Avaliacio de docking molecular da chalcona 4-MC

A catepsina K como mencionado anteriormente, atua na regeneragao
ossea ativando osteoclastos. Sendo assim, uma molécula que iniba essa enzima,
também ird inibir a sintese de osteoclastos no 0sso, como consequéncia, podera
diminuir a reabsor¢do dssea, tornando-se um farmaco eficaz em processos de
desgaste 6sseo como a osteoporose ¢ também na regeneragdo Ossea.

3.5.1 Catepsina K

As energias de farmacos de referéncia inibidores de Catepsina K foram
obtidas, juntamente com a energia da 4-MC e estdo apresentadas na Tabela 6.1,
onde se demonstra que a 4-MC apresenta energia de inibi¢do proxima a dos
farmacos de referéncia, comprovando o seu potencial para inibi¢do desta enzima.

Tabela 6.1: Energias de acoplamento das estruturas chalconicas com substituintes
propostos por Topliss e dos farmacos de referéncia para a macromolécula alvo Catepsina
K.

Estrutura (kcaﬁmol) Estrutura (kcaﬁmol)
ArAr4Br -6,3 ArAr4N(CHs), -6,5
ArAr4C(CHzs); -6,9 ArAr4NH, -6,3
ArARA4CF; -7 ArAr4aNHTButil -6,6

ArAr4CH,CH3 -6,4 ArAr40CH,Ph -7

ArAr4CH3 -6,4 ArAr40CH;3 -6,3
ArAr4CH(CHs3), -6,9 ArAr40(CH;);CH3 -6,4
ArAr4Cl -6,3 2-balicatib -1,7
ArAr3,4Cl, -6,6 3-balicatib -7,8
ArAr4OH -6,2 4-metoxichalcona -6,4
ArAr40SPropil -6,6 L-06235 -1,7
ArAr3,4(CHs), -6,8 L-873724 -6,8
HArAr3CF; -7,3 Odanacatib -1,7
ArAr4CHex -7,6 ONO-5334 -7,3
ArArNO; -6,8 Relacatib -7,3

ArArdNCH,(CHs), 64 - ]
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Contudo, na Figura 6.17-A pode-se verificar que ndo ha interagdo entre
o ligante 4-MC com o aminoacido caracteristico do sitio ativo Cisteina (CYS).
Os aminoacidos TRP'®* e TRP'® interagem com a silhueta do ligante,
especialmente com carbonos sp?, enquanto interagdes do aminoacido GLN' vio
de acordo com a lei da complementariedade, uma vez que o grupo metoxi
apresenta carga negativa e o aminoacido um polo positivo.

Figura 6.17 — Pose da 4-MC: (A) silhueta da macromolécula Catpesina K formando
complexo ligante-receptor com a chalcona, (B) aminoacidos que realizam interagdo com
com a molécula e (C) tipos de interagdes do ligante com os aminoacidos.
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Este estudo evidencia que a 4-MC ndo apresenta energia de acoplamento
superior aos dos farmacos de referéncia provavelmente devido a pequena
extensdo de sua molécula, quando comparada ao 3-balicatb (farmaco de
referéncia com melhor energia de docking), conforme Figura 6.18.

Figura 6.18: Pose de atracamento sobreposta do relacatib (coloracdo rosa) em relagdo a
chalcona (coloragdo cinza).

3.5.2 MEK1

Referente a macromolécula alvo MEK1, as energias dos farmacos de
referéncia, juntamente com os compostos chalconicos estdo dispostas na Tabela
6.2.

Quanto as energias de acoplamento, a 4-MC apresenta-se capaz de
realizar inibi¢do da MEK1. Quanto ao complexo ligante-receptor formado entre
a chalcona e a MEK1, nota-se a ocupagdo do sitio ativo por interagdo com bolsdo
hidrofébico. Entretanto ndo ha interacdo com o aminoacido LY'S na melhor pose,
sendo este o responsavel pelo reconhecimento de inibidores no sitio alostérico
de acordo com a Figura 6.19 (A).
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Na Figura 6.19 (B), estd apresentada a segunda melhor pose do ligante
com energia de -7,4 kcal/mol, onde existe a intera¢cdo com o aminoacido LYS97.

Tabela 6.2: Energias de acoplamento das estruturas chalconicas com substituintes
propostos por Topliss e dos farmacos de referéncia para a macromolécula alvo MEK1.

Estrutura E (kcal/mol) Estrutura E (kcal/mol)
ArAr4Br -7,8 ArAr4N(CHs)2 -1,7
ArArd4C(CHas)s -7,9 ArArdNH> -7,8
ArAr4CF; -8,9 ArAr4NHTButil -8,3
ArAr4CH>CH3 -8,1 ArAr40OCH2Ph -9
ArAr4CH3 -8 ArAr4OCH3 -7,6
ArAr4CH(CHj3):2 -8,6 ArAr40O(CH2);CHs -8
ArAr4Cl -7,9 2-Balicatibe -8,8
ArAr3,4ClL2 -8,1 3-Balicatibe -8,1
ArAr4OH -7,8 4-metoxichalcona -71,5
ArAr4OSPropil -8 L-06235 -8,7
ArAr3,4(CHs)2 -8,3 L-873724 -6,8
ArAr3CF; -8,6 Odanacatib -6,2
ArArdCHex -8,8 ONO-5334 -8,9
ArArNO2 -8,1 Relacatib -7,4

ArAr4NCH>(CH3)2 -74 - -
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Figura 6.19 Poses da 4-metoxichalcona. Em (A) interagdo do ligante somente com o
bolsdo hidrofobico, em (B) interagdo do ligante com bolsdo hidrofébico e aminoécido
LYS97.
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6.20: Apresentagdo dos tipos de interagdes realizadas entre o ligante 4-MC e o receptor.
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A melhor energia de acoplamento referente ao ONO-5334, deve-se a
capacidade de melhor interagdo com o bolsao hidrofébico do sitio ativo, uma vez
que sua conformacao lhe permite ocupar volumes maiores e ainda interagir com
o0 aminoacido LYS"’, conforme apresentado na Figura 6.21.
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Figura 6.21: Pose de acoplamento do farmaco de referéncia ONO-5334 no sitio ativo
alostérico da MEK1 e as interagdes do complexo ligante-receptor.
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Os resultados obtidos nesta analise demonstram atividade inibidora de
catepsina K a 4-MC, sendo esse o provavel mecanismo de acdo da mesma na
regeneragdo Ossea.

Esses dados também servem de justificativa para a baixa acdo anti-
inflamatoria observada nas andlises histoldgicas obtidas no ensaio in vivo de
defeito critico na calota craniana. Uma leve inflamagao foi observada em todas
as amostras contendo scaffold, sendo esta inflamacdo esperada devido a
degradacao do polimero. Sugere-se entdo, que devido a grande afinidade da 4-
MC pela catepsina K, ao ser liberada no tecido esta se liga rapidamente a esta
enzima para exercer sua funcdo inibidora e se torna pouco disponivel para se
ligar a outros sitios a fim de exercer atividade anti-inflamatorias.

Esse provavel acontecimento aumenta a eficacia do tratamento, pois ¢
necessario que ocorra uma pequena agao inflamatéria no meio para que células
sejam recrutadas para dentro dos poros do scaffold, facilitando a regeneragao no
local.
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4 Conclusao

Os resultados, em conjunto, comprovam os resultados anteriormente
publicados sobre o efeito da 4-MC na regeneragao 6ssea, porém, contribuem com
evidéncias de provaveis mecanismos de a¢do, como a a¢ao inibidora de catepsina
K, comprovada pelas andlises de docking molecular. Ao inibir a catepsina K, a
acdo dos osteoclastos ¢ inibida, diminuindo o processo de reabsor¢aoo Ossea, esta
acdo pode ser o mecanismo pelo qual a chalcona promova a regeneragao dssea.

Além disso, estes resultados, em conjunto, indicam a eficicia desta
plataforma de liberagdo da 4-MC em promover a osteoconducdo através dos
poros com diametro adequado para esta terapia e a osteoindugdo, pela agdo da 4-
MC que atuou facilitando a formagdo de osso secundario em apenas 60 dias de
tratamento, no presente modelo.

Os scaffolds de PGLA desenvolvidos demonstram resultados estruturais
compativeis com o desejado para a regeneragdo 6ssea com didmetro de poros
adequados para a migragdo celular e formagdo de vasos sanguineos e tempo de
degradagdo do polimero e liberagdo de farmaco adequados. Os resultados obtidos
com as imagens de MEV e histologicas indicam uma degradagao adequada do
polimero, restando poucas MPs nas amostras apds 60 dias as quais, visivelmente
deformadas pela ac¢do da degradagdo, perdem sua forma esférica.

Os resultados obtidos nas laminas coradas com H. E. e Masson- Martoja,
comprovaram a ac¢do osteogénica da 4-MC veiculada nos scaffolds, apresentando
maior atividade dos osteoblastos em comparagdo com o controle e maior
quantidade de fibras de coldgeno, assim como apresentou formacdo de osso
primario j& nas amostras de 30 dias e osso secundario nas amostras de 60 dias,
comprovando a a¢do de regeneragdo e remodelagdo 6ssea da plataforma de
liberagao.

Pode-se concluir entdo, que os scaffolds de 4-MC produzidos sao uma
alternativa eficaz e segura para a terapia de regeneracdo ossea.



235

CAPITULO VII

Consideracoes Finais
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Consideracoes Finais

Neste trabalho foi realizado um estudo de sintese, purificagdo e
caracterizagdo da 4-MC, onde se realizou, além da caracterizagao fisico-quimica
da molécula, estudos de pré-formulagdo, abordando analises de seguranca e
estabilidade do farmaco em estudo. Assim, foram realizados ensaios
toxicoldgicos pela via oral, tendo em vista a necessidade da comprovagao da
seguranga desta molécula para a continuagdo do projeto.

Nos estudos de docking molecular realizados neste trabalho foi
evidenciada a acdo inibidora de catepsina K da molécula estudada, corroborando
com resultados de estudos in vitro demonstrados em trabalhos anteriores, como
o realizado por Ramalho ef al. (2013). Farmacos inibidores de catepsina K sao
de grande interesse para a inddstria farmacéutica, por serem uma terapia
potencial contra a osteoporose, porém os farmacos estudados até o momento
apresentaram importantes reagoes adversas (dados descritos no capitulo II deste
trabalho), com base neste historico, analises de seguranca da molécula
investigada neste trabalho ¢ de suma importancia para uma futura utilizagdo da
4-MC como um farmaco.

Em seguida, foram realizados estudos de estabilidade frente a luz e
oxidagdo, devido ao fato de se ter conhecimento da sensibilidade das chalconas
frente a luz, sendo facilmente isomerizadas nesta condigdo (BRAUN et al.,
2006). Também foram realizadas analises de predic¢do in silico para caracterizar
0s possiveis sitios suscetiveis a degradagdo. Tais estudos podem subsidiar futuros
desenvolvimentos de outros sistemas de liberagdo da 4-MC.

Atualmente tem-se observado um aumento consideravel em pesquisas
destinadas as terapias de regeneragdo tecidual. Porém, ainda ndo ha um sistema
realmente eficaz, ou seja, que possua todas as caracteristicas essenciais para
promover a regeneracgdo 0ssea sendo osteocondutor, osteoindutor, que promova
uma alta circulagdo sanguinea local e que veicule uma substancia capaz de
acelerar e promover a osteogénese, sendo ao mesmo tempo de baixo custo
comparado com as alternativas disponiveis, de modo a ser acessivel ao sistema
publico de satde.

O objetivo principal deste projeto foi obter um sistema capaz de suprir
todas essas necessidades, fabricando um scaffold que serve de suporte mecanico
para sustentar o osso fraturado, € a0 mesmo tempo composto de um polimero
biodegradavel e biocompativel, veiculando um farmaco seguro e com ag@o
osteogénica, elaborado com tamanhos de particulas e poros compativeis com o
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processo de regeneragao dssea, sendo assim, osteocondutor e osteoindutor, e que
além de atuar como um sistema adequado para a regeneragdo dssea, atue como
um estabilizador da molécula em uso, evitando seu contato direto com a luz.

Entao, foi selecionado um polimero ja bastante utilizado e aprovado por
orgaos como FDA e EMA para o uso em sistemas administrados por via oral e
parenteral, para tornar o sistema compativel com o mercado atual. As MPs foram
desenvolvidas com os polimeros testados, visando a estabilidade do sistema de
modo se obter um sistema seguro e realmente eficaz para a terapia desejada.

A MP selecionada foi empregada na obtengdo de uma plataforma tipo
scaffold, o qual se mostrou eficaz na regeneracao dssea, atendendo a todas as
necessidades inerentes a esse tipo de terapia. Os resultados da andlise in vivo de
ferida critica em calota craniana demonstraram que os scaffolds produzidos
foram biodegradaveis e biocompativeis, ndo geraram resposta inflamatoria
significativa de rejei¢do no local da ferida, tiveram agdo osteocundutora
apresentando grande quantidade de células entre os poros inclusive nas amostras
controle, indicando o beneficio deste sistema, mesmo sem a presenca de um
farmaco. Porém, a agdo osteogénica, com formacdo de o0ssos primarios e
secunddrios, foi evidenciada somente nas amostras que continham a 4-MC
encapsulada.

Ao mesmo tempo, o sistema desenvolvido ¢ de custo baixo, com
polimero disponivel comercialmente e seguro, a tecnologia de obtencdo dos
scaffolds é bastante acessivel, bem como o farmaco ¢ disponivel comercialmente,
em grau analitico e facil de ser sintetizado. Portanto, esta plataforma,
desenvolvida de forma racional, representa um sistema de liberagdo da 4-MC,
que pode vir a ser um potencial candidato a firmaco para o tratamento de fraturas
osseas, promovendo a regeneragdo dssea em curto prazo.
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ANEXO A - Protocolo de aceitacio da Comissao de ética no uso
de animais - CEUA.
UNIVALI

PARECER COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNIVALI

Protocolo: CEUA 046/17 Data: 01/09/2017

Titulo: CHALCONA (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona: SINTESE, CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA,
ESTABILIDADE E DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE LIBERAGAO.

Coordenador do Projeto: Prof. Dra. Tania Mari Bellé Bresolin;

Executores: Mst. Danyela Francine Benvenutti

Colaboradores: Prof. Dr. José Roberto Santin

Objetivos

Objetivo Geral: Sintetizar e caracterizar fisico-quimicamente e biologicamente a chalcona (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-
2-propen-1-ona (chalcona), analisar sua estabilidade e desenvolver um sistema de liberagéo do farmaco.

Objetivos Especificos: - sintetizar e caracterizar a estrutura quimica da chalcona empregando métodos
cromatograficos (CCD, CLAE) e espectroscopicos (UV, fragmentagéo de massas, FTIR);

- analisar as propriedades fisico-quimicas da chalcona tais como solubilidade em diferentes solventes, comportamento
térmico, morfologia (microscopia eletronica e difragao de raios X), presenga de polimorfismo;

- desenvolver metodologia analitica por CLAE indicativa de estabilidade da chalcona, analisando a estabilidade da
chalcona em estudos de degradagao forcada empregando &cido, alcali, agentes oxidantes, calor, umidade, radiagéo (UV e
visivel), metais e diferentes valores de pH, bem como em estudo de estabilidade acelerada e de longa duragéo;

- analisar a citotoxicidade da chalcona;

- desenvolver sistema de liberag&o do farmaco, monitorando o efeito osteogénico em modelos pré-clinicos;

- analisar a biocompatibilidade do polimero utilizado.

|. RESUMO: Chalconas séo cetonas a-B- insaturadas com dois anéis aromaticos, um ligado diretamente  fungéo cetona
(anel A) e outro & dupla ligagao (anel B). Entre as atividades farmacoldgicas, atribuidas & presenga desta insaturagéo na
estrutura, estdo as propriedades anti-inflamatérias, antinociceptivas, antitumorais, antivirais, antileishmania e osteogénica.
Elas podem ser encontradas em produtos naturais sendo extraidas de plantas ou obtidas por sintese. O presente trabalho
tem como objetivo sintetizar a chalcona (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona, por condensagao alddlica de Claisen
Schmidt a partir da acetofenona variando-se os benzaldeidos substituidos, sendo as reagdes monitoradas por CCD,
caracterizar quimicamente, por meio de métodos espectroscopicos e cromatograficos, além de analisar suas propriedades
fisico-quimicas como solubilidade, comportamento térmico, morfologia e cristalinidade. Visa também analisar sua
estabilidade frente a diferentes solventes, valores de pH, calor, radiagdes (UV e visivel), desenvolvendo e validando
metodologia analitica indicativa de estabilidade do farmaco por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Assim
como, desenvolver um sistema de liberagéo do farmaco, como scaffolds, visando a regeneragéo 6ssea e ainda, caracterizar
a sua citotoxicidade e analisar a sua agéo osteogénica assim como, a eficacia do sistema de liberagéo produzido em feridas
criticas na calota craniana. Tais informagdes servirdo de subsidio para o desenvolvimento de um sistema de liberagdo do
farmaco promissor na terapia de regeneragéo 6ssea.

Il. ANALISE:
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Data de inicio e término: ADEQUADA.
Inicio - 022017; Término - 03/2018.

Qualificagio da equipe e treinamento: ADEQUADA.
Orientadora do projelo ndo possui expenénda prévia com o modelo animal cu metodologia proposta. A
execulora possul experidncia prévia de um ano e o colaberador, expedéncia de 12 anos.

Justificativa do projeto: ADEQUADA.

Detalhamento dos procedimentos experimentais: ADEQUADO.

Procedimento cirirgico: Faridas crificas em calola craniana - Os animais, sob condigies estérais do
campo crirgics serdo anestesiados com solugdo de clordrato de cetamina (10%), xilazina (2%) e dgua
destilada; aplicando-se 0,1mi/100g/ip e Ficolomizados manualmente na regido da linha média da calota
cranana, os planos culdnec (pele e hipederme) e periosieal serdo rebalidos e entre as suluras
nlerparietal e interocpital, com uma trefina cinirgica de 5 mm de didmetro, adaptada em pega de mio de
baixa rolagio e sob constante Fmigagdo com soro fisiclogico serd removido um disco de lecido contendo as
corticais Gsseas e 0 0550 esponjoso subjacente alé a exposigio da dura-mater. Apds este procedimento a
ferida serd lavada com soro fisiclogico e aplicado © rratamenio contendo scaffolds sem a molécula para
grupo controle @ nos animais experimantais, apts esla rigago, serd aplicado o tratamento com scaffolds
contendo a molécula, (2E) 1-ferd-3-(-4-maloxilienill-2-propen-1ona na concentragio de  10%,
concentrago esla avaliada em estudes anteriores como sendo a mais eficaz (ORTOLAN el al, 2013). Em
sequda, o perdsleo serd reposicicnado e suturado, ulilizando-se fio absorvivel Catgut 5-0 simples
(Polysuture®), seguindo-se a sintese dos lecidos moles com fic ndo absorvivel 6-0 (Polysuture®). Para
analgesia, serd administrado por via subcutdnea, cetoprofenc 1% (0,25 mi/100g) nas primeiras 72 horas,
conforme as direlrizes da SBCAL (principio do bem estar animal) (ORTOLAN et al,, 2013).

Andlise de Biocompatibilidade do Polimero: Serdo utlizados 2 grupos para Branco e Tratamento
contendo 5 animais cada, para analises nos lempos de 60 e 90 dias. Sob condigles estéreis do campo
cirlrgico serao anestesiados com solugdo de cloridrato de cetamina (10%), xilazina (2%) e dgua destilada;
aplcando-se 0,1ml100g/p e Ficolomizados manualmente na regido dorsal do animal, apés higienizagdo
da drea com alcool iodado, cnde serdo adicionades lubeles de polietileno contendo © polimero no seu
nterior pure e lubeles conlende pelimero com chalcona ne seu inleror. Anles de serem adicionados na
regdo dorsal do animal e preenchidos com as amostras, os lubeles serdo higienizados com alosol e agua
purificada, e erxugados com gaze eslérl. Em sequida serd realizada a sulura da regide, ulifzando-se fio
nao absorvivel 6-0 (Polysuture®). Para analgasia, serd administrado por via subcutinea, celoprofeno 1%
(0,25 ml/100g) nas primeiras T2 horas, conforme as diretrizes da SBCAL (principio do bem estar animal)
(KOLOKURIS, et al,; 1936). Apds 60 e 90 dias cs animais serdo eutanasiados com sobredose aneslésica
sequida de perfusdo niracardiaca de paraformaldeide a 4% em lampdo fesfato 0,1M, pH 7.4 e os lubetes
serdo removidos para andlises histologicas.

Condigdes de manutengdo: ADEQUADAS.

Caixas de polipropilenc contendo maravalha, 5 animais por caixa. Os animais serdo mantidos no
laboratério 209 do selor F6 (Farmacolega). Serdc uliizadas cadas de pepeldo e papel como
enriquecimento ambiental.

Namero de animais solicitados e planejamento estatistico: ADEQUADO.
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o 0= resJdtzdos cbicos serdo spreseniados como 35 mddas = amo padrao das médias ce n="0 (CRTOLAN et al,
20%3). A andise de vardnca (ANOVA) de uma via seguica por 2s% pest hoc ce Bonferreni serd utiizada para
avalar os nive's de signific3ncia esititica entre os grupos. Seguide paio teste de mikplas comparagbes Student -
Newman - Keus, uilzando o programa para wincows, GraphPadPrism versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
EUA). Um valor de p<0.05 serd consderado estatisticamente sigrificatvo e as ldminas anglisadas cuaitativamens
am microsoopa ce luz ranemitica, avalando-ze tipos celulares e teciduais ne érea de reparo das fercas. Os
exemplares padronizades das reas de repare serdo cocumentaces com fotomicroscépic (BX50, Oympus, Toko,
Japic).

« Espécie, linhagem e sexo: ADEQUADA.
Ratos, Wistar, fdmeas, 45 dias e 150-200g.

IIl. PARECER:
IV. REANALISE:
V. PARECER FINAL: APROVADO
[ (x) Aprovado ( ) Pendente () Ndo Aprovado |
Telmo José Meazadri

Coordenader CEUA/UNIVALI
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PARECER COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNIVALI

Protocolo: 035/18p Data: 01/10/2018

Titulo: Avaliagéo toxicoldgica in vivo, in vitro e in silico da chalcona 4-metoxi
Coordenador do Projeto: Profa. Dra. José Roberto Santin.

Executores: Mst. Danyela Francine Benvenutti.

Colaboradores: Tania Mari Bellé Bresolin.

Objetivos

Objetivos Geral: Avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos cronico, mutagénico e citotéxico da chalcona 4-metoxi
em camundongos, assim como sua toxicidade in silico..

Objetivos Especificos:
+ Avaliar os efeitos toxicoldgicos sub-cronicos da chalcona 4-metoxi utilizando o ensaio de doses repetidas (28
dias);
« Verificar os efeitos da chalcona 4-metoxi sobre 0 ganho de peso no modelo de toxicidade sub-cronica;
« Avaliar parametros hematoldgicos, bioquimicos, enzimaticos e renais no soro de animais submetidos ao
ensaio de toxicidade aguda e sub-cronica;
* Realizar a andlise de peso relativo e absoluto dos 6rgéos (figado, rins, bago, pulmdes, coragéo e cérebro);
« Avaliar o efeito mutagénico da chalcona 4-metoxi utilizando o ensaio micronucleo;
« Avaliar a citotoxicidade da chalcona 4-metoxi em células HepG2 (hepatécitos) utilizando o ensaio de MTT;
« Quantificar a capacidade de hemdlise da chalcona 4-metoxi;
* Verificar a toxicidade da chalcona 4-metoxi utilizando o programa de toxicologia preditiva TEST.

|. RESUMO:

Chalconas séo cetonas a-B- insaturadas com dois anéis aromaticos, um ligado diretamente & fung&o cetona (anel
A) e outro a dupla ligagdo (anel B). Entre as atividades farmacoldgicas, atribuidas a presenca desta insaturagéo na
estrutura, estdo as propriedades anti-inflamatérias, antinociceptivas, antitumorais, antivirais, antileishmania e
osteogénica. Elas podem ser encontradas em produtos naturais sendo extraidas de plantas ou obtidas por sintese.
O presente trabalho tem como objetivo sintetizar a chalcona (2E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona, por
condensagéo aldélica de Claisen Schmidt a partir da acetofenona variando-se os benzaldeidos substituidos, sendo
as reagbes monitoradas por CCD, caracterizar quimicamente, por meio de métodos espectroscopicos e
cromatograficos, além de analisar suas propriedades fisico-quimicas como solubilidade, comportamento térmico,
morfologia e cristalinidade. Visa também analisar sua estabilidade frente a diferentes solventes, valores de pH, calor,
radiagGes (UV e visivel), desenvolvendo e validando metodologia analitica indicativa de estabilidade do farmaco por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Porém, para contribuir com o estabelecimento de um novo farmaco,
faz-se necessario também estudar sua estabilidade em condigdes fisioldgicas, de armazenamento e de processo, e
conhecer a sua toxicidade, afim de assegurar o seu uso e estabelecer os limites de doses seguros para a sua
utilizagao. Assim o objetivo do projeto sera avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos crnico, mutagénico e citotéxico
do Avaliagdo toxicolégica in vivo, in vitro e in silico da chalcona 4-metoxi em camundongos e sua toxicidade in silico.
Estes dados permitirao direcionar o desenvolvimento do sistema de liberagéo do farmaco em questéo, almejando
uma alternativa terapéutica para a regeneragdo dssea.
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Il. ANALISE:

o Data de inicio e término: 01/09/2018 a 31/12/2018 - ADEQUADO.

* Qualificagdo da equipe e treinamento: ADEQUADO.

« Justificativa do projeto: ADEQUADO.

« Detalhamento dos procedimentos experimentais: INADEQUADO - Verificar parecer.
« Condigdes de manuten¢ao: ADEQUADO.

« Numero de animais solicitados e planejamento estatistico: ADEQUADO.

« Espécie, linhagem e sexo: ADEQUADO.

lll. PARECER: Ad referendum

o Faz-se necessario informar, de maneira clara e padronizada, o método de eutanasia dos animais ao longo
do protocolo;
o Faz-se necessario deixar claro qual é o experimento 3, 0 qual ndo esta inserido no item 9.1.

0 detalhamento dos procedimentos experimentais apresenta as seguintes inconsisténcias:

* Noitem 11.3 observa-se a negativa para o uso de farmacos anestésicos, no entanto, no item 11.1
menciona-se que a eutanasia sera realizada por deslocamento cervical em animais anestesiados. Além
disso, no item 15.2 0 método de eutanasia é discordante do indicado no item 11.1.

o Nositens 11.6, 14 e 15.2 observa-se a mengao de um experimento nimero 3, o qual nao consta no item
9.1.

De acordo com todos os itens acima descritos, o projeto fica PENDENTE - Ad referendum, para que todos os
pontos abordados sejam respondidos pelos autores do projeto.

IV. REANALISE:
Todos os itens acima foram devidamente corrigidos.

V.PARECER FINAL: APROVADO

David Til
Coordenador CEUA/UNIVALI



