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RESUMO

O aumento na incidéncia de neoplasias malignas no mundo tem estimulado pesquisas que
visam desenvolver novos farmacos e alternativas terapéuticas que possibilitem debelar o
problema. Neste sentido a tecnologia de liberacdo controlada de farmacos apresenta-se
como ferramenta de grande relevancia destacando-se os lipossomas. Compostos contendo
0 nucleo pirimidinico demonstram notavel propriedade antineoplasica, descrita na literatura.
O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar lipossomas contendo composto 4-
amino-pirimidinico-bissubstituido, avaliar sua citotoxidade e investigar a acao antitumoral in
vivo, frente o Sarcoma 180, do farmaco isolado e encapsulado. Os lipossomas contendo
composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido foram preparados pelo método de hidratagao
do filme lipidico e submetidos a ensaios de estabilidade acelerada e em tempos pré-
determinados. Os ensaios de citotoxidade foram realizados utilizando o método colorimétrico
MTT. Os experimentos in vivo foram submetidos, aprovados e devidamente protocolados
junto @ Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE. Os testes de
atividade antitumoral seguiram a metodologia de Santos e colaboradores (2005). Os cortes
histolégicos do tumor foram corados pela Técnica Hematoxilina-Eosina (HE). Apds o
processo de preparacdo, as formulagdes de lipossomas contendo composto 4-amino-
pirimidinico-bissubstituido demonstraram-se homogéneas. O didmetro médio e o indice de
polidispersdo das vesiculas foram 298,75 + 30,37 nm e 0,37 £ 0,01, respectivamente. A
eficiéncia de encapsulacdo foi de 82,93 * 0,04%. Observou-se reducdo da viabilidade
celular diante dos compostos testados. O teste in vivo utilizando lipossomas contendo p-F-
pirimidina e sua forma livre demonstrou uma inibicdo tumoral de 66,47 *+ 26,8% e 50,46 *
16,24%, respectivamente. A determinagéo do indice mitético revelou redugéao do niumero de
mitoses dos grupos tratados. Os resultados demonstram que a incorporacdao de p-F-
pirimidina em lipossomas, potencializou seu efeito citotéxico e antitumoral, viabilizando,

portanto, seu uso terapéutico.

Palavras-chave: neoplasias; 4-amino-pirimidina; nanotecnologia; lipossomas; viabilidade

celular.
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ABSTRACT

The increasing incidence of neoplastic diseases in the world has stimulated research aimed
at developing new drugs and therapeutic alternatives that allow overcome the problem,
taking as an alternative technology for controlled release of drugs, especially liposomes.
Compounds containing a pyrimidine core demonstrate remarkable property antineoplastic
described. The aim of this study was to develop and characterize liposomes containing
compound 4-amino-pyrimidine-bissubstituido, assess their cytotoxicity and to investigate the
antitumor action in vivo, forward Sarcoma 180, the drug alone and encapsulated. Liposomes
containing compound 4-amino-pyrimidine-bissubstituido were prepared by hydration of the
lipid film and tested for accelerated stability and predetermined times. Cytotoxicity assays
were performed using the MTT method. The in vivo antitumor activity was performed
according to the protocol of the Ethics Committee on Animal Experimentation (EAEC) UFPE.
The histological sections of the tumor were stained with hematoxylin-eosin (HE) technique.
After the preparation, formulations of liposomes containing compound 4-amino-pyrimidine-
bissubstituido proved to be homogeneous. The average diameter and the polydispersity of
the vesicles were 298.75 + 30.37 and 0.37 + 0.01 nm, respectively. The encapsulation
efficiency was 82.93 + 0.04%. Observed reduction in cell viability before the compounds
tested. The in vivo test using liposomes containing p-F-pirymidine and free form showed an
inhibition of tumor 66.47 £ 26.8% and 50.46 + 16.24%, respectively. The determination of the
mitotic index was a reduction in the number of mitoses treated groups. The results
demonstrate that the incorporation p-F-pyrimidine into liposomes potentiated their cytotoxic
and antitumour, allowing therefore its therapeutic use.

Keywords: cancer; 4-amino-pyrimidine; nanotechnology; liposomes; cell viability.



CAPITULO 1

1.1 Introducao

O cancer é um grupo de doencas caracterizado por um crescimento celular
descontrolado, invas&o tecidual e metastases (DASHORA et al, 2011). E uma das principais
causas de morte no mundo e foi responsavel por cerca de 7,9 milhdes de mortes em 2007,
correspondendo a 38% e 62% em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos,
respectivamente (GLOBOCAN, 2008). Estima-se que em 2030, serdo 27 milhdes de casos
incidentes de cancer, 17 milhées de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente,
com cancer. No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 s&do validas também para o ano
de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer
(INCA, 2011). Tal doenca tem aumentado de maneira consideravel em todo mundo,
apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade (GARRIDO et al, 2003), configurando-
se, na atualidade, como um dos mais importantes problemas de saude publica mundial
(GUERRA; GALLO; MENDONCA, 2005).

Este quadro, e o fato da atual terapia com farmacos convencionais ser limitada
devido a impossibilidade do aumento da sua concentracdo no sangue, a baixa solubilidade,
aos efeitos colaterais inerentes as terapias com doses elevadas (BATISTA; CARVALHO;
SANTOS-MAGALHAES, 2007), tem estimulado pesquisas que visam desenvolver novos
farmacos e alternativas terapéuticas que possibilitem enfrentar o problema. Dessa forma, o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmacos tem sido alvo de novas
pesquisas.

Estudados por mais de quatro décadas, entre as varias formas de sistema de
liberagcao controlada de farmacos, os lipossomas sao vesiculas nanométricas formadas por
bicamadas concéntricas de fosfolipidios, que apresentam capacidade de incorporar uma
diversidade de compostos, sejam eles hidrofilicos ou hidrofébicos (ALLEN; HANSEN;
LOPES DE MENEZES, 1995; VOINEA; SIMIONESCU, 2002).

Os lipossomas podem ser utilizados como carreadores de farmacos antineoplasicos,
para alcangar a acumulacao seletiva do farmaco no tecido, onde se encontra o tumor ou nas

células tumorais. Os lipossomas tém sido carreadores aceitos clinicamente no tratamento do



cancer, visto que eles alteram a farmacocinética e biodistribuicAo dos farmacos
antineoplasicos (MAMOT et al, 2003).

Compostos heterociclicos vém apresentando grande importancia devido a sua
aplicabilidade nos mais diversos campos da quimica moderna e devido a enorme variedade
e complexidade estrutural (PIZZUTI, 2005), sendo fonte de diversos e extensos estudos.
Dentre os sistemas heterociclicos destacam-se as pirimidinas e seus derivados devido a
suas propriedades farmacoldgicas e bioldégicas. Os compostos contendo pirimidina
apresentam atividade antifungica (ANDERSON et al, 1945; MANGALAGIU et al, 2001),
antiviral (NASR; GINEINAH, 2002), antimicrobiana (CHOWDHURY, MATIN, ANWAR, 1997;
KANTH et al, 2006; BHUIYAN et al, 2006), antitumoral (BARALDI et al, 2002; FALCAO et al,
2006) e anti-inflamatéria (SONDHI et al, 2001; FALCAO et al, 2006), estando presente na
estrutura quimica de varios produtos farmacéuticos, como medicamentos para hipertensao e
ansioliticos, bem como em outros agentes antimicrobianos e antitumorais (LUNA et al,
2011).

Considerando a aplicabilidade dos derivados da pirimidina e suas diversas
propriedades farmacoldgicas, com enfoque em sua agédo antitumoral, as vantagens obtidas
com a utilizacao dos sistemas de liberagéo controlada na terapia antineoplasica, a saber os
lipossomas, julgou-se importante realizar esta abordagem, pois a associacdo destes
compostos permanece ainda em campo aberto a estudos associado a escassez de
trabalhos. Portanto, a utilizacéo de sistemas de liberagdo controlada surge, como alternativa
para o0 desenvolvimento de lipossomas contendo 2-fenil-4-amino-6-p-fluor-fenil-5-

carbonitrila-pirimidina na quimioterapia do cancer.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

e Desenvolver lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido para

avaliar sua acao antitumoral frente ao Sarcoma-180.

1.2.2. Objetivos especificos

e Obter e caracterizar lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-
bissubstituido;

e Realizar estudos de estabilidade acelerada e em tempos pré-determinados das
formulacdes obtidas;

e Avaliar a citotoxidade frente a linhagem celular tumoral;

e Investigar a agédo antineoplasica in vivo, frente a tumor sélido experimental, do
farmaco isoladamente e encapsulado;

e FEfetuar avaliagdo morfoldgica e determinagéo do indice mitético dos tumores.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Cancer

O cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengcas que se
caracterizam pela multiplicacdo e disseminacdo descontrolada de formas anbémalas de
células do préprio corpo, diferenciadas pela etiologia, histéria natural e forma de tratamento,
que invadem tecidos e 6rgaos. Tumor ou neoplasia, que significa “novo crescimento”, pode
ser designado como benigno ou maligno. Cancer, tumor maligno e neoplasia maligna séao
sinbnimos e caracterizam-se pela rapida divisdo, onde as células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, podendo espalhar-se para outras regides do corpo. As células
que crescem de forma localizada, sem invasao a tecidos adjacentes sao classificadas como
tumores benignos (INCA, 2010; WEINBERG, 2008).

A génese do tecido neoplasico permite classificar as neoplasias de acordo com o
nome do tecido que a originou. Geralmente, a denominagéo € feita indicando o nome do
tecido seguido do sufixo oma. Essa classificagdo primaria € utilizada para tumores benignos
e malignos. Quando tumores malignos surgem do tecido conjuntivo (ossos, musculo e
cartilagem) eles sdo denominados sarcomas. Os tumores derivados do tecido epitelial
chamam-se carcinomas e constituem o tipo mais comum de céancer, incluindo pele, boca,
estbmago, intestino, bexiga, Utero, préstata, pancreas entre outros. Carcinomas com padrao
glandular recebem, ainda, a terminologia adenocarcinoma (ROBBINS; COTRAN, 2005;
ALMEIDA et al, 2005).

As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo,
estando inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao meio ambiente e aos habitos
ou costumes proprios de uma sociedade. As causas internas sdo, na maioria das vezes,
geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se
defender das agressdes externas (INCA, 2013).

De todos os casos, 80% a 90% dos canceres estdo associados a fatores ambientais,
COmo 0 cigarro, a exposicao excessiva ao sol e alguns virus. Outros fatores, como alguns
componentes dos alimentos que sao ingeridos, ainda estdo em estudo. Os fatores de risco
ambientais de cancer sdo denominados cancerigenos ou carcindégenos. Esses fatores

atuam alterando a estrutura genética (DNA) das células.
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Figura 1.1 — Acdo de agentes cancerigenos sobre células normais (Fonte: INCA, 2013).

Antigamente, a incidéncia do cancer era relativamente rara devido, provavelmente, a
menor expectativa de vida (PONCE et al, 1996) aliada a auséncia de diagnéstico, porém,
atualmente a reducdo das taxas de mortalidade e de natalidade com consequente
prolongamento da expectativa de vida e envelhecimento populacional, levou ao aumento da
incidéncia de doencas cardiovasculares e do cancer. Além disto, os atuais padrées de vida
adotados em relacdo ao trabalho, nutricdo e consumo em geral expde os individuos a
fatores ambientais mais agressivos, relacionados a agentes quimicos, fisicos e bioldgicos
resultantes de um processo de industrializagdo cada vez mais intenso (INCA, 2006).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estimou que em 2005 ocorreram 35
milhdes de mortes por doengas crbénicas no mundo, sendo que aproximadamente 7,6
milhdes, ou 21,7%, corresponderam as neoplasias (WHO, 2005). Tal doenca esta entre as
principais causas de morte no mundo e foi responsavel por cerca de 7,9 milhdes de mortes
em 2007, correspondendo a 38% e 62% em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos,
respectivamente (GLOBOCAN, 2008). Estima-se que em 2030, serdo 27 milhdes de casos
incidentes de céancer, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente,
com cancer. No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 serdo validas também para o ano
de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer
(INCA, 2011). Com estas taxas crescentes configura-se, na atualidade, como um dos mais
importantes problemas de saude publica mundial (GUERRA; GALLO; MENDONGA, 2005).

O aumento na incidéncia e mortalidade por neoplasias malignas no mundo no inicio
do século XXI, somadas a expectativa de acréscimo nos seus valores nas proximas
décadas, tém apontado para a necessidade urgente de se intensificar pesquisas que visam
desenvolver novos farmacos e alternativas terapéuticas que possibilitem enfrentar e debelar
o problema (WHO, 2002).



O tratamento do cancer é feito através de formas bem estabelecidas: a exciséo
cirurgica, radioterapia, quimioterapia e transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, é
necessario combinar mais de uma modalidade (INCA, 2013).

A escolha da cirurgia para o tratamento do cancer depende da natureza e do estagio
da doenca. A intervencdo cirdrgica pode ser necessaria para garantir o acesso de
quimioterapicos aos vasos sanguineos (BOYLE; LEVIN, 2008), ou para reduzir nédulos
visiveis de tumor, aumentando a eficiéncia da quimioterapia ou da radioterapia (AL-
SHAMMAA; YONEMURA, 2008; ALMEIDA et al, 2005). A radioterapia, por sua vez, é o
tratamento no qual se utilizam radia¢des para destruir um tumor ou impedir que suas células
aumentem. O transplante de medula éssea é o tratamento utilizado para algumas doencas
malignas que afetam as células do sangue, consistindo na substituicdo de uma medula
O0ssea doente, ou deficitaria, por células normais de medula 6ssea, com o objetivo de
reconstituir a nova medula (INCA, 2013).

O tratamento quimioterapico € entendido como a utilizagdo de agentes quimicos
direcionados para matar ou controlar células tumorais. Ele carrega um alto risco devido a
toxicidade das drogas e aos efeitos colaterais que essas causam, diminuindo ainda mais a
qualidade de vida do paciente. A eficacia da quimioterapia depende ainda de varios fatores
como as drogas e as doses utilizadas, a via de administragdo e a condigdo do paciente
(JAIN, 2001). Além disso, durante o percurso até o tumor, a droga pode interagir com outros
tecidos e ser metabolizada pelo organismo, comprometendo a sua biodisponibilidade na
colénia neoplasica e, por conseguinte, sua eficacia (OOYAMA et al, 2008).
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Figura 1.2 - Mecanismos de agdo da quimioterapia (Fonte: adaptado de
drcarlosrey.blogspot.com).




Uma diversidade de farmacos compdem o arsenal terapéutico disponivel ao
tratamento quimioterapico, apresentando compostos de origem natural e sintética.
Entretanto, a eficacia destes compostos atualmente disponiveis frente a tumores sélidos é
limitada (COCCO et al, 2006), pois, além de fatores inerentes ao farmaco, os tumores
apresentam uma rapida divisdo celular, respondendo pouco aos agentes quimioterapicos
existentes e o tratamento curativo, utilizando qualquer uma das modalidades terapéuticas ou
mesmo a combinagdo das diversas modalidades, é extremamente dificil (KENNEDY et al,
1980).

Entdo, apesar da diversidade de drogas ja utilizadas no tratamento do cancer, as
dificuldades encontradas na quimioterapia convencional (efeitos tdxicos sistémicos, baixa
biodisponibilidade do farmaco e pouca aceitagdo da terapia pelo paciente, por exemplo)
incentivaram pesquisadores a desenvolver novas formas de entregar os farmacos. Avangos
na terapia do cancer estdo progredindo devido ao emprego de sistemas de liberagao
controlada de farmacos, os quais tém o intuito de melhorar o transporte e as propriedades
dos farmacos quimioterapicos (LAPENDA et al, 2012).

1.3.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma ciéncia interdisciplinar, que se encontra em rapida
expansdo, e abrange biologia, quimica, engenharia, fisica etc. Nos ultimos anos os
nanotecndlogos tém estudado as propriedades dos nanomateriais para diversas aplicacdes
biologicas, destacando-se a terapéutica (MENDONGCA, 2011).

Esta tecnologia possibilita avangos na pesquisa de cancer por meio da utilizagdo de
lipossomas (NIE et al, 2007), que sao estruturas construidas na escala nanométrica,
unidade de medida que correlaciona-se com a bilionésima parte do metro (10°) (Figura 1.3)
(FARAJI; WIPF, 2009).
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Figura 1.3 - Representacdo esquematica da escala nanométrica (Fonte:

www.cienciasparalelas.com.br).

A nanotecnologia tem sido bastante utilizada na area de desenvolvimento de
medicamentos, pois 0s nanocarreadores promovem uma melhoria na liberagdo dos
farmacos, direcionando e controlando a liberacdo de farmacos com baixa solubilidade em
agua, baixa biodisponibilidade e alta toxicidade, por exemplo (SAHOO; PARVEEN; PANDA,
2007; SAKATA et al, 2007).

1.3.3 Sistemas de Liberacao Controlada - SLC

A tecnologia de liberacado controlada de farmacos representa uma das areas mais
dindmicas da ciéncia, envolvendo aspectos multidisciplinares diversos e contribuindo
bastante para o avango na pesquisa de novas alternativas terapéuticas. O principal objetivo
desta tecnologia € a liberagao progressiva e controlada da substancia pelo condicionamento
a estimulos do meio em que se encontra, manutengédo dos niveis plasmaticos do farmaco
em concentragcdes constantes dentro da faixa terapéutica, eliminando desta forma as
variagbes que geralmente sdo observadas no decorrer do tratamento como os efeitos
toxicos (picos além da faixa terapéutica) e falta de efetividade (dose subterapéutica) da
substancia ativa (Figura 1.4). Portanto, os sistemas de liberagdo controlada oferecem o uso
otimizado do composto (LO et al, 2001; DUNNE et al, 2003).
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Figura 1.4 — Farmacocinética comparativa de formas farmacéuticas convencionais e de
liberacéo controlada (Fonte: LIRA, 2007).

A utilizacdo destes sistemas em relacdo as formas farmacéuticas convencionais
apresenta vantagens, como: o uso de substéncias labeis e/ ou toxicas, pois o0
encapsulamento promove a protegcdo do composto frente a fatores externos, protegendo
ainda o organismo, pois proporciona uma diminuicao dos efeitos tdéxicos (ALLEN; HANSEN;
LOPES DE MENEZES, 1995; VOINEA, SIMIONESCU, 2002); otimizagdo do numero de
doses; liberagdo do farmaco por um tempo maior; direcionamento a alvos especificos e
maior conveniéncia para o paciente (BRANNON-PEPPAS, 1995; PETITTI; VANNI;
BARRESI, 2008).

Ha uma variedade de nanocarreadores que podem ser utilizados como sistemas de
liberacdo controlada, como microparticulas, nanoparticulas, lipossomas, dendrimeros,
nanotubos, dentre outros (Figura 1.5); como também diferentes tipos de liberagdo podem
ser produzidos (continua, pulsatil) de acordo com o farmaco, o dispositivo escolhido e a via
de administracao (PETITTI; VANNI; BARRESI, 2008).
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Figura 1.5 - llustragdo de alguns tipos de nanocarreadores (Fonte: adaptado de FARIJ;
WIFP, 2009).

1.3.4 Lipossomas

Das varias formas de sistema de liberacao controlada de farmacos, os lipossomas
despertam grande interesse para pesquisa. Eles vém sendo estudados ha mais de 40 anos
sendo descritos, na década de 60, por Bangham e colaboradores (1965) como modelos de
membranas biolégicas, sendo esta pesquisa pioneira nos estudos com lipossomas. Em
termos gerais, essa pesquisa tinha como objetivo investigar as caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas das membranas artificiais formadas por compostos anfifilicos em solugdes.
Com os resultados obtidos no trabalho de Bangham, os lipossomas impuseram-se como um
sistema modelo simples para o estudo de membranas bioldgicas (SANTOS; CASTANHO,
2002).

A utilizacao dos lipossomas como sistemas de liberagdo de farmacos foi proposta na
década de 70, por Gregory Gregoriadis (GREGORIADIS; LEATHWOOD; RYMAN, 1971
apud SANTOS; CASTANHO, 2002). Entretanto, as primeiras formula¢des de lipossomas
estudadas nao produziram os resultados esperados, devido a instabilidade das vesiculas, ao
baixo teor de encapsulacdao dos farmacos e a escolha inadequada da via de administracao
(LASIC, 1998). Com isso, percorreu-se um longo caminho para que os lipossomas se
convertessem em carreadores terapéuticos de uma diversidade de agentes como
quimioterapicos, antigenos, hemoglobina e cofatores, imunomoduladores e material
genético (TORCHILIN, 2005; BATISTA, CARVALHO, SANTOS-MAGALHAES, 2007).
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1.3.4.1  Aspectos gerais

Os lipossomas sao definidos como sistemas lipidicos dispersos constituidos
frequentemente por fosfolipides, os quais em meio aquoso se organizam espontaneamente
em bicamadas formando vesiculas esféricas. A orientacdo em bicamadas é determinada
pela natureza dos grupos polares e das cadeias carbbnicas. Essas bicamadas circundam
uma cavidade aquosa interna onde se encontra um meio aquoso. Considerando que 0s
lipossomas sao constituidos por moléculas anfifilicas, os mesmos sao capazes de
encapsular substancias hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas. Moléculas hidrofilicas sé&o
encapsuladas na sua cavidade aquosa interna, onde estdo presentes os grupos polares dos
fosfolipides. As substancias lipofilicas sdo acomodadas na regido apolar da bicamada e as
anfifilicas ao longo de toda sua extenséo, interagindo com a regiao apolar e polar (Figura
1.6) (CARVALHO JUNIOR, 2008).
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Figura 1.6 — Representagdo esquematica dos lipossomas (Fonte: CARVALHO JUNIOR,
2008).

Estas vesiculas sdo consideradas como uma excelente forma de sistema de
liberacdo controlada de farmacos e substancias biologicamente ativas devido a sua
flexibilidade estrutural seja no tamanho, composicao e fluidez da bicamada lipidica, como na
sua capacidade de encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas. Além disso, os
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lipossomas também apresentam algumas propriedades bioldgicas bastante atrativas: sédo
biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos (LAPENDA et al, 2012).

1.3.4.2 Composicao

Os lipossomas sao constituidos por moléculas com caracteristicas anfifilicas,
principalmente por fosfolipidios, os quais podem ter origem natural ou sintética. Desde a
preparacao original de Bangham em 1960, ocorre uma constante evolu¢do, em razao dos
significativos avangos na tecnologia de producdo, que implicam em modificacdes nas
propriedades dessas estruturas, objetivando sempre a otimizagdo dos efeitos desejados
(OLIVEIRA, 1993).

Um componente lipidico relevante, parte da maioria das formulagdes de lipossomas,
€ o colesterol que atua melhorando a fluidez da bicamada lipidica, além de melhorar a
estabilidade da vesicula na presenca de fluidos biolégicos como o sangue, através da
reducdo da interagcdo das proteinas plasmaticas com as membranas dos lipossomas,
diminuindo assim a desestruturagdo dos mesmos. Algumas preparagdes também possuem
lipidios apresentando carga efetiva negativa, por exemplo, fosfatidilserina e fosfatidilglicerol,
ou positiva, como a estearilamina. A presenga de cargas nos lipossomas pode influenciar a
taxa de incorporacao de substancias, impedir a agregagao/fusdo das vesiculas lipidicas por
repulsdo eletrostatica e modular o seu destino no organismo (FREZARD et al, 2005; LIRA,
2007).

1.3.4.3 Classificacao

O tamanho das vesiculas, o niumero de lamelas e a composicdo quimica dos
lipossomas, ou seja, as suas caracteristicas de interacdo com os sistemas biologicos, sao
as formas mais comuns de classificagao dos lipossomas (TORCHILIN, 2005).

De acordo com o numero de bicamadas os lipossomas sdo classificados em
vesiculas unilamelares pequenas (SUV — Small Unilamellar Vesicles) e vesiculas
unilamelares grandes (LUV— Large Unilamellar Vesicles) - quando constituidos de uma
Unica bicamada lipidica. Quando as vesiculas sdo formadas por bicamadas sucessivas
separadas por compartimentos aquosos, os lipossomas sao denominados multilamelares
(MLV- Multilamellar Vesicles) (Figura 1.7) (CARVALHO JUNIOR, 2008). Essas variacdes
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influenciam diretamente na absorgéo, distribuicdo, metabolismo, eliminacdo e no perfil de
toxicidade das drogas encapsuladas.

OOS

MLV LUV

Figura 1.7 - Classificacdo dos lipossomas quanto ao numero de lamelas (Fonte: LASIC,
1998).

A obtencao de lipossomas com diametro reduzido e distribuicdo homogénea das
vesiculas é um importante fator para a garantia da estabilidade desta forma farmacéutica.
Com isso, a eficiéncia de encapsulagao aumenta de acordo com o aumento do didmetro —
LUV > MLV > SUV, a estabilidade dos lipossomas diminui com o aumento do didmetro e a
capacidade de extravasamento diminui com o aumento do didametro (CARVALHO JUNIOR,
2008; OLIVEIRA, 1993).

De acordo com a composicado quimica e em relacao as caracteristicas de interacédo
com os sistemas bioldgicos, os lipossomas podem ser classificados em convencionais,
furtivos, sitio-especificos e polimorficos (Figura 1.8) (CARVALHO JUNIOR, 2008; LAPENDA
et al, 2012).

Figura 1.8 - Classificacdo dos lipossomas quanto a constituicdo. A- Lipossomas

convencionais. B- Lipossomas sitio-especificos. C- Lipossomas furtivos. D-
Lipossomas direcionados de longa circulacdo. E- Lipossomas polimérficos:
1- lipossoma sensivel ao pH; 2- lipossoma catiénico (Fonte: TORCHILIN,
2005).
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Os lipossomas convencionais sdao compostos basicamente de fosfolipideos, como
por exemplo, lipidios naturais (fosfatidilcolina de ovo ou soja) ou sintéticos como a
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e a dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), colesterol e um
lipidio com carga (positiva ou negativa), como estearilamina. Eles foram os primeiros a
serem preparados sendo entdo conhecidos como lipossomas de primeira geragdo. Em
administracbes intravenosas, esses lipossomas podem se associar com as opsoninas do
plasma e serem reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear sendo removidos da
circulagao, principalmente pelo figado e pelo bago. Lipossomas do tipo LUV e MLV séo
rapidamente reconhecidos e eliminados da circulagdo, enquanto que os SUV tém meia-vida
mais longa (TORCHILIN, 2005; CARVALHO JUNIOR, 2008; LAPENDA et al, 2012).

Os lipossomas de longa circulagdo também contém fosfolipides, como constituinte
principal, mas apresentam na superficie da bicamada lipidica outro componente que torna a
superficie das vesiculas mais hidrofilica, como por exemplo, os fosfolipides acoplados a
cadeia de polietilenoglicol (PEG), podendo-se citar o diestearoilfosfatidiletanolamina
acoplado ao polietilenoglicol 2000 (DSPE—PEGZOOO). Esses derivados hidrofilicos conferem

aos lipossomas furtivos a sua caracteristica mais importante que é a prevencao da
opsonizagdo e consequente diminuicdo da captura pelas células do sistema fagocitario
mononuclear, 0 que aumenta a sua biodisponibilidade (TORCHILIN, 2005; CARVALHO
JUNIOR, 2008; LAPENDA et al, 2012).

Os lipossomas direcionados ou sitio-especificos foram desenvolvidos na tentativa de
aumentar a acumulacao de farmacos carreados por lipossomas nos tecidos e érgaos alvos
(BATISTA et al, 2007). Moléculas como anticorpos, proteinas, peptideos, carboidratos e
folatos ficam acopladas na superficie dos lipossomas sem comprometer a integridade da
membrana e as propriedades do ligante, através de ligacdo covalente ou pela insercéo na
membrana lipidica depois de serem modificadas com residuos hidrofébicos. Ha um
aperfeicoamento dos lipossomas sitio-especificos através da combinacdo de suas
propriedades com as dos lipossomas furtivos em uma sé preparagado, obtendo-se entao
lipossomas direcionados de longa circulacao (TORCHILIN, 2005; LAPENDA et al, 2012).

Por fim, os lipossomas polimoérficos sdo aqueles que se tornam reativos devido a
mudanga na sua estrutura desencadeada por uma alteracdo de pH, temperatura ou carga
eletrostatica. Lipossomas sensiveis ao pH sao utilizados para liberar o farmaco no
citoplasma ou no tecido intersticial de tumores, visto que estes tém o pH menor que o
fisiologico. Eles sdo preparados com fosfolipides derivados da fosfatidiletanolamina (PE),
como por exemplo, a dioleoifosfatidiletanolamina (DOPE) (TORCHILIN, 2005; CARVALHO
JUNIOR, 2008). Os lipossomas termo-sensiveis sao formados por uma mistura de lipidios
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que tém sua Tc (Temperatura de transicdo de fase) um pouco acima da temperatura
fisiologica. Em locais com hipertermia, como tecidos tumorais, ha a liberagdo do conteudo
do lipossoma. Os lipossomas catidnicos, por sua vez, apresentam carga positiva na
superficie e eles tém sido utilizados para terapia génica, liberando acidos nucleicos dentro
das células (TORCHILIN, 2005; BATISTA; CARVALHO; SANTOS-MAGALHAES, 2007;
LAPENDA et al, 2012)

1.3.4.4 Métodos de preparacao

A preparacao de lipossomas nao é apenas a formacao aleatéria das membranas,
mas obter membranas formadoras de vesiculas com estrutura e tamanho ideais com
propédsito de encapsular substancias biologicamente ativas (ANDRADE et al, 2004).

Existem varios métodos de preparacao de lipossomas, como extrusado, ultrassom,
microfluidizagéo, evaporagédo em fase reversa e hidratagdo de filme lipidico. Nesse, a fase
organica é preparada com a solubilizagéo dos lipideos em solventes organicos, formando-se
o filme lipidico pela evaporacao do(s) solvente(s) a pressao reduzida. Entdo, a fase aquosa
€ adicionada ao recipiente contendo o filme lipidico formando-se espontaneamente as
vesiculas (SANTOS; CASTANHO, 2002; FREZARD et al, 2005). Os lipossomas obtidos pelo
método da hidratacdo do filme lipidico podem ser submetidos a acao de ultrassom com
ajuda de uma sonda ou banho, convertendo os MLVs em SUVs (ANDRADE et al, 2004;
HATZI et al, 2007).

Figura 1.9 — Etapas comuns a todos os métodos de preparacdo de lipossomas (Fonte:
adaptado de New, 1990).
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1.3.4.5 Caracterizacao

Varios métodos de caracterizacdo podem ser utilizados para garantir o controle de
qualidade dos lipossomas imediatamente apds a sua preparacdo e durante o seu
armazenamento. Os parametros fisico-quimicos utilizados para caracterizacdo dos
lipossomas sao diversos, dentre eles: estudos de estabilidade acelerada e em tempos pré-
determinados, avaliagdo macroscépica e microscopica, tamanho de particula, indice de
polidispersdo, eficiéncia de encapsulacdo e potencial zeta (SANTOS-MAGALHAES et al,
2000; ANDRADE et al, 2004).

A estabilidade de um produto farmacéutico é definida como a capacidade de uma
formulagdo permanecer dentro de certos limites estabelecidos em relagdo as suas
caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldégicas (ANDRADE et al, 2004). Os estudos de
estabilidade acelerada e em tempos pré-determinados ajudam na definicAo da melhor
formulacao durante o processo de otimizacdo. O estudo de estabilidade acelerada tem como
objetivo submeter as preparacdes obtidas a condigdes de estresse para simular processos
como transporte e armazenamento, entdo as formulagcdes sao avaliadas através de testes
de centrifugacdo, estresse mecanico e ciclos de congelamento/ descongelamento. Ja o
estudo de estabilidade em tempos pré-determinados tem como objetivo estabelecer a
durabilidade das formulacdes, e os parametros avaliados neste estudo sdo: determinagéao
do teor do farmaco e taxa de encapsulagdo, didmetro da particula e o indice de
polidispersdo, potencial zeta e variagdo do pH das formulacbes ao longo do tempo
(LAPENDA et al, 2012).

Os aspectos macroscoépicos e microscopicos também sdo observados. Quanto aos
aspectos macroscopicos pode-se observar o surgimento de alteragdes no aspecto geral das
preparagdes, como: homogeneidade, cor, viscosidade, deposi¢cdo de materiais, formagéo de
grumos, cremagem, floculagéo, coalescéncia e separagao de fases. Através da avaliagao
dos aspectos microscopicos, que podem ser obtidos através da microscopia oéptica,
eletrbnica de varredura e de transmissao, avaliam-se a morfologia e homogeneidade no
tamanho dos nanossistemas obtidos (ANDRADE et al, 2004).

O potencial zeta reflete o potencial de superficie dos lipossomas, o qual é
influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociagao
de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies idnicas
presentes no meio aquoso de dispersdao. Este pardmetro € determinado utilizando-se
técnicas de eletroforese. Um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para
uma boa estabilidade fisico-quimica da suspenséo coloidal, pois grandes forgas repulsivas
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tendem a evitar a agregacao em funcao das colisdes ocasionais dos lipossomas adjacentes.
A determinacado do potencial zeta também pode ser Gtil na elucidacdo do mecanismo de
associacao dos farmacos aos lipossomas (SCHAFFAZICK et al, 2003).

1.3.4.6 Mecanismos de interacao dos lipossomas com as células

A interacédo dos lipossomas com as células pode acontecer variando de acordo com
varios fatores, como: a dimensao, composi¢ao e carga elétrica das vesiculas, propriedades
fisico-quimicas do farmaco carreado e caracteristicas especificas das células (NEW, 1990).

Conforme New (1990), a interagdo dos lipossomas com as células agrupa-se em
quatro processos: adsorcao, onde o lipossoma € fixado na célula, atraves de forgas fisicas
de atragdo, estabelecimento de ligagbes entre a membrana das vesiculas e receptores
celulares, liberando lentamente para o espago extracelular o seu conteddo que vai
penetrando na célula; endocitose, processo pelo qual as células (monécitos, macréfagos e
outras células) interiorizam variados produtos, os quais sado fixados em estruturas
vacuolares, ditas fagossomas, sé depois disso havendo liberacdo dos farmacos que
veiculam; transferéncia lipidica, que consiste na passagem de fosfolipidios através das
membranas celulares e; fusdo, onde os fosfolipidios dos lipossomas fundem-se a

membrana, e passam a fazer parte da mesma.
1.3.4.7 Aplicacao dos lipossomas na terapia antitumoral

O uso de lipossomas como vetor de quimioterapicos abre grandes perspectivas para
o tratamento do cancer, pois possibilita maior eficacia, reduzindo a toxicidade e a dosagem
do medicamento antineopléasico (MOGHIMI; PATEL, 1992). E possivel ainda adicionar mais
de um farmaco ao lipossoma, gerando assim um complexo farmacolédgico sinérgico (MINKO
et al, 2006). A adigao de ligantes a superficie dos lipossomas com afinidade para receptores
especificos para células tumorais, direcionam o farmaco exclusivamente aos tecidos que
apresentam células neoplasicas. Isso aumenta a eficdcia terapéutica do farmaco
encapsulado e reduz seus efeitos colaterais em relacdo aqueles convencionais (ARAUJO,
2005; SAPRA, TYAGI, ALLEN, 2005)

Com o uso de formulagbes de lipossomas, Oliveira (1993) demonstrou um efeito no
prolongamento do tempo de meia-vida da daunomicina e vimblastina, e ainda redugéo da
toxicidade terapéutica da actinomicina, podendo-se observar uma DLg, de 0.8 ug/ g para o
farmaco livre e 8 pg/ g com o farmaco encapsulado em lipossomas. Andrade e
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colaboradores (2004) constataram que a encapsulacao da lectina de Cratylia mollis (Cra) em
lipossomas produziu um aumento da atividade antitumoral in vivo contra o Sarcoma 180
comparando-se com o tratamento com Cra em solugdo, além disso, a andlise
histopatologica revelou que a encapsulacdo da Cra produziu uma redugdo no efeito
hepatotoxico. Carvalho Junior (2008) observou que lipossomas pH-sensiveis de longa
circulacao contendo cisplatina foram capazes de manter o efeito antitumoral da cisplatina
sem induzir toxicidade aparente. Estes estudos demonstram a efetividade da utilizagéo de
lipossomas na terapia antitumoral, sendo possivel, também, encontrar formulagdes de
lipossomas comercializadas como o DOXIL® (injecdo de lipossomos de Cloridrato de
doxorubicina), indicado para o tratamento do sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS
(SEQUUS, 2013).

1.3.5 Compostos heterociclicos

Os compostos heterociclicos correspondem a uma classe de compostos que
apresentam diversas propriedades biol6gicas a serem exploradas, sendo as propriedades
farmacéuticas, agroquimicas, e veterinarias mais amplamente reconhecidas cientificamente
(HO, 2005).

Entre as varias classes de compostos heterociclicos que merecem atencao por sua
ampla aplicacdo, temos as pirimidinas, amplamente distribuidas na natureza, tendo em vista
gue tomam parte na constituicdo de estruturas quimicas fundamentais para a vida, estando
presentes em organismos vivos, em moléculas de &cidos nucleicos, como DNA e RNA, os
quais sao essenciais para a biossintese de proteinas (PORTE, 2011).

1.3.6 Pirimidinas

Pirimidinas sdo aminas heterociclicas aromaticas (heteroaromaticas), isoeletrénicas
ao benzeno (JOULE; MILLS, 2013), nas quais dois atomos dos seis que constituem o anel
benzénico estao substituidos por nitrogénio (Figura 1.10) (CAREY; SUNDBERG, 1990).

Por serem compostos intimamente relacionados a célula e consequentemente a vida
apresentam numerosas aplicagbes, no que diz respeito a Quimica Farmacéutica, devido as
suas propriedades farmacoldgicas e biolégicas que tém sido extensivamente estudadas. A
atividade farmacolégica é observada principalmente quando o grupo amino esta ligado ao
anel pirimidinico nas posic¢des 2 e 4 (SILVA et al, 2008).
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Figura 1.10 — Anel Pirimidinico

InUmeros trabalhos relatam a aplicabilidade farmacoldégica e biolégica de drogas
contendo este anel, citando-se como exemplos atividades antifungica (ANDERSON et al,
1945; MANGALAGIU et al, 2001), antivirais (NASR; GINEINAH, 2002), antimalarica
(TOKUTAKE, 1977), antimicrobianas (CHOWDHURY, MATIN, ANWAR, 1997; KANTH et al,
2006; BHUIYAN et al, 2006), anti-inflamatéria (SONDHI et al, 2001; FALCAO et al, 2006),
anti-histaminica (SHISHOO et al, 2001), analgésica (BRUNO et al, 2002), protetora da
mucosa gastrica (SANFILIPPO et al, 1992), diurética (PAPESH; GROVE; SHROEDER,
1956), além de anticancerigeno (EL-GABY et al, 1999) e antitumoral (BARALDI et al, 2002;
FALCAO et al, 2006). O anel da pirimidina pode ser encontrado na estrutura quimica de
varios produtos farmacéuticos, como medicamentos para hipertensdo (HO et al, 2009) e
ansioliticos (LOEW et al, 1984), bem como em outros agentes antimicrobianos e
antitumorais (BARALDI et al, 2002).

1.3.6.1 Sintese de compostos pirimidinicos

Além de serem encontrados na natureza, compostos heterociclicos como as
pirimidinas, podem ser obtidos a partir de reagbes de condensagdo envolvendo a
participagdo da malononitrila ou seus derivados, de maneira simplificada pode-se definir que
a mais ampla rota para sintese de pirimidinas envolve a combinagdo de reagentes com
esqueletos contendo N — C — N com aqueles contendo C — C — C (TAYLOR; MCKILLOP,
1970).
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1.3.6.2 Atividade antitumoral dos compostos pirimidinicos

Os agentes utilizados no tratamento anticancer incluem uma grande variedade de
compostos que agem por varios mecanismos, porém apresentam significativa toxicidade
sobre os tecidos normais (BOENTE; SAMPAIO; DEL GIGLIO, 2010). Com isso, se faz
necessario uma pesquisa continua por novas drogas mais eficazes, mais seletivas e menos
toxicas.

Os derivados pirimidinicos apresentam uma promissora atividade antitumoral e esta
atividade varia em fungdo das substituicbes efetuadas na molécula. As pirimidinas 2,4-
bissubstituidas e 2,4,6-trissubstituidas apresentam potente atividade anticancerigena como:
inibidores de CDK, inibidores de a-TNF, inibidores de proteina tirosina quinase, inibidores da
quinase (PI-3 e AKT) e inibidores de citocina (XIE et al, 2009) e seu efeito citotoxico ainda
pode ser atribuido a sua atuagdo como: inibidores de quinases dependentes de ciclina,
inibidores de xantina oxidase, antagonistas do receptor de adenosina (GHORAB et al,
2010).

De uma forma geral, os analogos da pirimidina, como Gencitabina, Citarabina (AraC;
também chamado citosina arabindsido), 5-Fluorouracil, Floxuridina e outros tém a
capacidade de inibir a biossintese dos nucleotideos de pirimidina. A Gencitabina, por
exemplo, atua incorporando-se ao DNA inibindo o alongamento das cadeias de DNA
nascente (CHABNER; WILSON; SUPKO, 2001).

O 5-fluorouracil atua como um antimetabdlito e age como um inibidor irreversivel da
timidilato-sintase (BOENTE; SAMPAIO; DEL GIGLIO, 2010), além de ser andlogo dos
antifolatos. Estes inibidores apresentam uma especificidade elevada sendo bastante utéis
como agentes terapéuticos (VOET; VOET; PRATT, 2006). Os compostos pirimidinicos,
possivelmente atuam por mecanismo semelhante, tendo em vista a similaridade quimica dos

seus nulcleos fundamentais.
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Figura 1.11 - Estrutura quimica do 5-Fluorouracil e anel pirimidinico (Fonte:

merckbiosciences.com).
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2.1 Resumo

Este trabalho descreve o desenvolvimento de lipossomas contendo o composto 2-
fenil-4-amino-6-p-fluor-fenil-5-carbonitrila-pirimidina e a avaliagdo de sua atividade
antineoplasica in vivo. Os lipossomas foram preparados através do método de hidratagdo do
filme lipidico e sonicados para obtengédo de lipossomas unilamelares pequenos (SUV). Os
nanossistemas foram submetidos a ensaios de estabilidade acelerada, a tempos pré-
determinados e verificagdo da eficiéncia de encapsulagdo. Foram realizados ensaios de
citotoxicidade com células HeLa, utilizando reducao com sal tetrazélico (MTT) e a atividade
antineoplasica foi investigada utilizando-se Sarcoma 180 em camundongos albinos Swiss. O
comportamento celular foi observado através da determinagdo do indice mit6tico. Os
lipossomas contendo o composto pirimidinico ndo exibiram alteracées com relacdo ao
tamanho de particula e pH apds os testes de centrifugagdo e agitagdo mecanica e
mantiveram-se estaveis em suspensao durante 30 dias. A eficiéncia de encapsulacao foi de
82,93 £ 0,04%. Observou-se maior citotoxicidade frente ao composto encapsulado com uma
ICso de 2,28 ug/ ml. O teste in vivo utilizando lipossomas contendo composto 4-amino-
pirimidinico, sua forma livre e 5-Fluorouracil demonstrou uma inibicdo tumoral de 66,47 *
26,8%, 50,46 + 16,24% e 14,47 + 9,22, respectivamente. A determinagédo do indice mitético
demonstrou uma redugdo do numero de mitoses nos animais tratados quando comparado
ao grupo controle. Este trabalho demonstra que o desenvolvimento de formulacdes de
lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico pode ser uma alternativa a ser adotada
com o objetivo de superar as limitagbes relacionadas ao atual tratamento antineoplasico,

garantindo desta forma seguranca e eficacia terapéutica.

Palavras-chave: neoplasias; 4-amino-pirimidina; lipossomas; viabilidade celular; indice

mitotico.
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2.2 Abstract

The major objective of this study was to develop a liposomal based controlled release
system containing compound 4-amino-2-phenil-6-(-p-fluor-phenil)-5-carbonitrile-pyrimidine-
bissubstituted and evaluate its antineoplastic in vivo activity. Liposomes were prepared by
the method of hydrating the lipid film and sonicated to obtain small unilamellar liposomes
(SUV). The nanosystems were tested for accelerated stability and predetermined times and
verification of encapsulation efficiency. Cytotoxicity assays were performed with HeLa cells,
using tetrazolium salt reduction (MTT) method and the antineoplastic activity was
investigated using the experimental Sarcoma 180 tumor in Swiss mice. The cell behavior
was observed by determining the mitotic index. Liposomes containing the pyrimidine
compound exhibited no change with respect to particle size and pH testing after
centrifugation and mechanical stirring and remained stable in suspension for 30 days. The
encapsulation efficiency was 82.93 + 0.04%. There was a greater reduction of cell viability
when compared to the encapsulated compound with an 1Cs, of 2.28 ug/ ml. The in vivo tests
using liposomes containing compound 4-amino-pyrimidine, unincapsulated pirimidine
compound and 5-Fluorouracyl shown an inhibition of tumor 66.47 + 26.8, 50.46% + 16.24%
and 14.47 + 9.22, respectively. The determination of the mitotic index showed a reduction in
the number of mitoses in treated animals compared to the control group. This results
demonstrates that the development of liposome formulations containing compound 4-amino-
pyrimidine can be an alternative overcome the limitations related to the toxicity of current

anticancer treatment, thus ensuring more safety and therapeutic efficacy.

Keywords: cancer; 4-amino-pyrimidine; liposomes; cell viability; mitotic index.
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2.3 Introducao

Os processos patolégicos de natureza neoplasica tém aumentado de maneira
consideravel em todo mundo, apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade.’
Atualmente, estas patologias constituem um dos mais importantes problemas de saude
publica.? Este quadro, e o fato da atual terapia causar toxicidade sistémica, resultando em
citotoxicidade para as células normais, ® tem estimulado pesquisas que visam desenvolver
novos farmacos e alternativas terapéuticas que possibilitem enfrentar o problema.

Assim, uma estratégia € o uso de sistemas de liberagdo controlada como
carreadores de antineoplasicos, para alcancar a acumulagao seletiva do farmaco no tecido
onde se encontra o tumor ou nas células tumorais. Os lipossomas tém sido aceitos
clinicamente no tratamento do cancer, visto que alteram a farmacocinética e biodistribuicao
dos farmacos antineoplasicos.*

Os compostos heterociclicos vém apresentando grande importancia devido a sua
grande aplicabilidade nos mais diversos campos da quimica moderna e devido a enorme
variedade e complexidade estrutural,® sendo fonte de diversos e extensos estudos. Dentre
os sistemas heterociclicos destacam-se as pirimidinas e seus derivados devido a suas
propriedades bioldégicas. Os compostos contendo pirimidina apresentam atividade

1314 astando

antifangica,® ” antiviral,® antimicrobiana,®'" antitumoral' ® e anti-inflamatéria,
presentes na estrutura quimica de varios produtos farmacéuticos, como medicamentos para
o tratamento da hipertensao e ansioliticos, bem como em outros agentes antimicrobianos e
antitumorais."

Um trabalho recentemente publicado por LUNA e colaboradores (2011)" demonstrou
interessante interacao de compostos pirimidinicos 4-aminados e membranas lipidicas. Além
disso, estes compostos apresentam potente atividade anticancerigena atuando como

inibidores de CDK, inibidores de a-TNF, inibidores de proteina tirosina quinase, inibidores da

quinase (PI-3 e AKT) e inibidores de citocina.®
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Considerando a aplicabilidade dos derivados pirimidinicos e suas diversas
propriedades farmacoldgicas, com enfoque em sua agédo antitumoral, as vantagens obtidas
com a utilizacdo dos sistemas de liberagao controlada na terapia antineoplasica, a saber os
lipossomas, objetivou-se realizar esta abordagem, pois a associagdo destes compostos
permanece ainda em campo aberto a estudos associado a escassez de trabalhos. Portanto,
o presente estudo visou o desenvolvimento de lipossomas contendo composto 4-amino-
pirimidinico-bissubstituido, realizagcdo de ensaios de citotoxicidade frente a linhagem celular
HelLa e avaliagdo da sua atividade antitumoral frente ao Sarcoma 180, com avaliacdo da

taxa de inibicao tumoral e determinacéo do indice mitético.

2.4 Material e Métodos

2.4.1 Materiais

O composto pirimidinico 4-aminado foi fornecido pelo “Grupo de pesquisa em novos
farmacos e produtos naturais bioativos”, supervisionado pelo Prof. Dr. Emerson Peter da
Silva Falcdo. O colesterol (CHO), a estearilamina (SA) e o 5-Fluorouracil (5-Fu) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). A fosfatidilcolina de soja (PC) foi obtida da
Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). O metanol e o cloroférmio foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). As solugdes aquosas foram preparadas com agua purificada obtida

do sistema de purificagdo Human UP 900 (Human Corporation, Seoul, Korea).

2.4.2 Sintese dos compostos pirimidinicos

O derivado pirimidinico foi produzido pelo “Grupo de pesquisa em novos farmacos e

produtos naturais bioativos” a partir de reagdes consecutivas (Figura 2.1), utilizando a

7

metodologia descrita por Melo e colaboradres (2002)," onde um aldeido aromaético

apropriado reage inicialmente com a malononitrila, originando bisnitrila substituida, que apds
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ser purificada e cristalizada reage com uma amidina, originando o composto 2-fenil-4-amino-
6-p-fluor-fenil-5-carbonitrila-pirimidina. A reagao sintética € monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD).

A estrutura sintetizada é avaliada por técnica usual de espectrometria de massa
(espectrometro de massas modelo Delsi-Nermag, acoplado ao cromatégrafo gasoso - HP
5890), Ressonancia Magnética de Prétons (RMN-H) (espectréfotometro Varian modelo
UNITY), Infravermelho (espectrometro Burker, modelo IFS 66) e ponto de fusédo

(Electrothermal digital - modelo 9100).™

2.4.3 Preparacao de lipossomas contendo composto 2-fenil-4-amino-6-p-fluor-
fenil-5-carbonitrila-pirimidina

Os lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido foram
preparados conforme o método de formacao do filme lipidico obtido através da evaporacao
dos solventes.® Assim como os lipidios (PC, CHO e SA - 7:2:1, 42 mM), o derivado
pirimidinico (10 mg) foi solubilizado no sistema de solventes organicos cloroféormio:metanol
(3:1 v/iv). A mistura foi submetida a evaporacdo a vacuo para completa eliminagdo do
solvente organico e consequente formagao do filme lipidico. O filme formado foi hidratado
com tampao fosfato pH 7,4 para formagédo das vesiculas lipidicas multilamelares (MLV —
vesiculas multilamelares). Com objetivo de diminuir as vesiculas a lipossomas unilamelares
pequenos (SUV — vesiculas unilamelares pequenas), os lipossomas foram sonicados (Vibra

cell, BRANSON, USA) a 200 W e 40 Hz por 300s.

2.4.3 Caracterizacao dos lipossomas contendo composto 2-fenil-4-amino-6-p-
fluor-fenil-5-carbonitrila-pirimidina
Os lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido foram

submetidos a testes de estabilidade acelerada e em tempos pré-determinados com o
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objetivo de se verificar a durabilidade das preparagcdées. Com a realizacao dos testes foram
avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, como aspecto macroscopico, tamanho de
particula, indice de polidispersao, pH, potencial Zeta, além da eficiéncia de encapsulagéao.

Os testes de estabilidade acelerada submetem as preparagdes obtidas a condigbes
de estresse para simular processos como transporte e armazenamento.'® Para tanto, as
formulagdes preparadas foram divididas em aliquotas e submetidas a centrifugagéo a 6.000
rp.m. por 1 h a4 £ 1 °C (Centrifuga KN-70, Kubota, Japao), simulando a passagem
acelerada do tempo e; estresse mecanico, onde as amostras foram colocadas em tubo
eppendorff® e em seguida imersas em banho-maria, e submetidas a agitacao horizontal sob
180 vibragbes/ min., a uma temperatura controlada de 37 + 1 °C, durante 48 h (Polytest® 20
Bioblock Scientific, France), para simular condi¢cdes de transporte.

O teste de estabilidade em tempos pré-determinados tem o objetivo de estabelecer a
durabilidade das formulacdes.'® Neste sentido, o teste avaliou as condicdes das formulacées

logo apéds a preparacao e a intervalos de tempos regulares (7, 15 e 30 dias).

A avaliacdo dos aspectos macroscépicos foi realizada a fim de observar o
surgimento de alteragcdes no aspecto geral das preparagdes, como a homogeneidade, cor,
viscosidade, deposicdo de materiais, formacdao de grumos, cremagem, floculagao,
coalescéncia e separagao de fases.

O tamanho de particula e indice de polidispersdo foram determinados pela
Espectroscopia de Correlagao de Fétons utilizando um Analisador de tamanho de particulas
a laser (Beckman Coulter, UK), onde 3 amostras de cada formulacéo de lipossomas foram
diluidas em agua ultra-pura.?

@) teor de farmaco e eficiéncia de encapsulagao foram
analisados por espectrofotometria de UV-Vis (Ultrospec ® 3000 pro, Amersham Biosciences,
Suécia). As analises foram realizadas em triplicata e os valores foram expressos como

média £ D.P. O teor do composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido foi quantificado
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retirando-se uma aliquota da suspensao de lipossomas (20 uL), que foi dissolvida em
metanol e sonicada durante 5 min. Em seguida, o composto foi quantificado através de
espectrofotometria (260 nm), usando a curva-padrao do 4-amino-pirimidinico-bissubstituido,
com concentragdes variando de 0,5 a 5 ug/ ml em metanol. A eficiéncia de encapsulagao foi

18 21 ytilizando unidades

obtida através da técnica de ultrafiltragdo/ ultracentrifugagéao,
Microcon ® (Millipore, EUA), onde uma aliquota da formulacao de lipossomas (400 L) foi
centrifugada a 10.000 r.p.m. durante 1 h a 4 °C; em seguida, o produto filtrado foi
quantificado por espectrofotometria de UV-Vis (260 nm), sendo calculada pela equagéo:
EE% = (total de 4-amino-pirimidinico-bissubstituido - 4-amino-pirimidinico-bissubstituido
livre/ total de 4-amino-pirimidinico-bissubstituido x 100%.2°

A carga superficial das vesiculas, potencial Zeta, foi mensurada pela determinacao
da mobilidade eletroforética (Nanotrac®, USA), 3 amostras de 50 pl foram diluidas em 950

ul de agua ultrapura. Todos os resultados sdo apresentados pela média + desvio-padrao

(D.P.).

2.4.4 Cultura de células

Os ensaios in vitro foram realizados no Laboratério Nanobiocell (UFPE-CAV)
utilizando a linhagem celular HelLa (carcinoma epidermdide de colén de utero) em fase
exponencial de crescimento. As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ), cultivadas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de solugao de antibiéticos (penicilina 1000 Ul/ ml + estreptomicina 250 mg/ ml) e
1% de L-glutamina 200 mM e mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO, e 80% de

umidade.?

2.4.6 Determinacao da viabilidade celular
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A viabilidade celular foi determinada através do ensaio do MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) que se baseia na redu¢do dos sais
amarelos de tetrazdlio por redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas.
Formam-se, intracelularmente, cristais azuis que sao solubilizados e posteriormente
analisados por espectofotometria UV/ visivel. Deste modo, quanto menor for a viabilidade
celular, menor a reducdo do MTT e menor o sinal espectofotométrico.?

Uma suspensao celular (10° células/ mL) foi distribuida em placa de cultura com 96
pocos (198 ul/ pogo). As placas foram incubadas a 37 °C em estufa (Sedas, Mildo-ltalia),
com atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO, Apds 24h de incubagao, o composto 4-
amino-pirimidinico-bissubstituido em suas formas livre (diluido em DMSO), encapsulada e 5-
Fluorouracil, foram todos diluidos em DMEM para obter as concentragdes finais de 20; 10; 5;
2,5 ug/ mL e em seguida 22 ul foram adicionados aos pogos. Foi realizado controle com
DMEM. 72 h apés o tratamento, os efeitos citotoxicos das amostras testes foram avaliados,

sendo as células incubadas por 3 h com MTT, para posterior leitura.

A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de placas, utilizando comprimento de
onda de 490 nm. A média das absorbancias do grupo controle foi considerada como 100%
de viabilidade. Com isso, os resultados foram avaliados pela determinacao da inibicao da
proliferagdo celular em relagdo ao controle. Cada teste foi realizado, trés vezes para

confirmacao dos resultados apresentados pela média = D.P.

2.4.7 Ensaio antitumoral in vivo

2.4.7.1 Animais experimentais
Os animais utilizados foram camundongos albinos Swiss (Mus musculus), machos

com idade de 35 a 60 dias e peso médio de 30,0 g, provenientes do Biotério do Laboratério
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de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA — UFPE. Os animais foram mantidos a temperatura
ambiente a 22 °C + 2 °C, sob ciclo dia/ noite natural (12 h luz e 12 h escuro), com livre
acesso de agua e alimento durante o experimento e distribuidos em grupos segundo

delineamento experimental.

Os experimentos com os animais foram conduzidos de acordo com o protocolo da
Comissao de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE (Recife, Brasil), Processo

ne 23076.050686/2012-43.

2.4.7.2 Atividade antitumoral do composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido

em suas formas livre e encapsulada

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade antitumoral in vivo do
composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido, em suas formas livre e encapsulada, frente ao
tumor sarcoma 180.

Células do tumor (5,0 x 10° células ml 7'), na forma ascitica obtidas de animais com
manutengao a cada 7 dias, foram inoculadas via subcutanea (S.C.) na regido axilar direita
dos camundongos. O teste foi realizado com 4 grupos de 6 animais. O tratamento foi
iniciado, 24 h ap6s inoculagao do tumor por 7 dias consecutivos. Inje¢cdes de solugdes de 4-
amino-pirimidinico-bissubstituido livre e lipossomas contendo 4-amino-pirimidinico-
bissubstituido numa dose equivalente a 15 mg/ Kg do peso corpéreo do animal, 5-
Fluorouracil (controle positivo) numa dose de 20 mg/ Kg de peso do animal e o placebo
(solucao salina) em dose peso-dependente foram administrados intraperitonealmente (I.P.).
As doses terapéuticas foram previamente estudadas. A solugdo de 4-amino-pirimidinico-

bissubstituido foi preparada em 2,5% Tween 80 e solucéo estéril de NaCl a 0,9%."

Apds uma semana de tratamento, os animais foram sacrificados com overdose do

anestésico urethame (1,25g/ Kg). Os tumores foram removidos e, antes da andlise
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microscopica, foram pesados. A inibicao tumoral foi determinada a partir do peso médio dos
tumores dos grupos de animais tratados em relagéo ao grupo controle néo tratado, através
da equacgéo: IT% = C — T /C x100%, onde C é o peso médio dos tumores dos animais do
grupo controle (solucdo salina) e T corresponde ao peso médio dos tumores dos animais
dos grupos tratados (composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido livre e encapsulado e o 5-

Fluorouracil).?

2.4.8 Determinacao do indice mitético (IM)

O tumor dos animais foi removido e submetido a analise do indice mit6tico. Os
tecidos foram mantidos em uma solugao de formol a 10% neutro tamponado até inclusées
em parafina. Os cortes, realizados em micrétomo ajustado para 4 um, foram submetidos a
técnica de coloragdo Hematoxilina-Eosina (H.E.). As imagens histologicas destas laminas
foram capturadas por camera digital (Moticam 3.0) acoplada ao microscépio 6ptico (Nikon-
E200), sob foco fixo e clareza de campo, obtendo-se 10 campos por lamina com aumento
final de 400X. As fotomicrografias foram avaliadas através do software Image J versao 1.44
(Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.), onde
em cada um dos campos foram contados e determinados o numero de mitoses,
determinando a partir destes a média do numero de mitoses por tumor. Para confeccao do
grafico, os valores obtidos foram normalizados para o controle, sendo o controle igual a

100%.

2.4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos da avaliacao histomorfométrica foram estatisticamente analisados

através do teste T de student, realizados no Software SPSS 15.0 (Statistical Package for the
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Social Sciences), com o intuito de se verificar possiveis diferengas entre os grupos. Foi

adotado o nivel de significancia de p < 0,05.

2.5 Resultados e discussao

2.5.1 Preparacao e caracterizacao dos lipossomas

Os lipossomas contendo o composto 2-fenil-4-amino-6-p-fluor-fenil-5-carbonitrila-
pirimidina foram preparados usando o método de hidratagcao do filme lipidico, por este ser
adequado para encapsulacdo de substancias lipossoltveis,? aplicando-se as caracteristicas
apresentadas pelo composto: baixa polaridade que o deixa insoluvel em solugdo aquosa,
identificada através de testes de solubilidade, com isso, o0 mesmo foi adicionado a fase
organica (cloroférmio:metanol), sendo, portanto, incorporado nas membranas dos
lipossomas.®

Foram utilizados 10 mg do composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido na
preparagao dos lipossomas, onde os valores do composto encapsulado foram equivalentes
a 1 mg/ mL. Apds o processo de preparagao, os lipossomas apresentaram aspecto leitoso
opaco, homogéneo, com efeito tyndall evidente, confirmando a presenca de vesiculas
unilamelares pequenas (SUV).?

O estudo da estabilidade das formulagbes foi realizado para analisar o
comportamento do composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido nas formulagdes. Uma
abordagem anterior ja demonstrou interessante interacdo de compostos pirimidinicos 4-
aminados e membranas lipidicas.'

No estudo de estabilidade acelerada (Tabela 2.1) foram avaliados aspectos
macroscépicos, o tamanho de particula e indice de polidisperséao (PDI) e pH das

formulagées como preconizado pela literatura.® As formulagdes de lipossomas contendo
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composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido ndo apresentaram alteragdes na aparéncia
visual e apresentaram-se estaveis durante a centrifugacao e estresse mecanico.

Os ensaios de estabilidade em tempos pré-determinados (Tabela 2.2), realizados
num periodo de 30 dias, demonstraram que ndo houve alteragcbes macroscépicas nas
formulagdes e estas mantiveram as caracteristicas iniciais apresentadas apds a preparagao.
O diametro médio dos lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido foi
de 298,75 nm, e o PDI permaneceu em torno de 0,37. O didametro da mesma foi aumentado
pela presenca de substancia lipolifica® e, além disso, seu discreto aumento ao longo do
tempo pode estar relacionado a tendéncia que as particulas apresentam de agregarem-se
em funcéo do tempo?. O indice de polidispersdo ndo apresentou alteracdes significativas,
indicando homogeneidade na distribuicdo do tamanho das vesiculas.?” Foi observado um
ligeiro decréscimo nos valores de pH. Estas variagbes nao constituem ou representam
instabilidade nas formulacdes.

Os lipossomas contendo composto apresentaram um valor de potencial zeta de 37,7
+ 2,26, enquanto os lipossomas brancos, sem composto, apresentaram um potencial de
37,5 £ 1,62. A presenca da estearilamina, lipideo carregado positivamente, na composi¢céao
da bicamada, confere aos lipossomas uma superficie carregada positivamente. Lipossomas
com valores de potencial zeta negativos ou positivos, acima de 30 mV, apresentam uma boa
estabilidade em suspensdo, pois forgas repulsivas atuam prevenindo a agregagcao das
vesiculas.?® ?°

A eficiéncia de encapsulacao, calculada relacionando o percentual total e livre do

composto, apresentou-se como 82,93 + 0,04.

2.5.2 Estudo da Viabilidade celular
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O estudo da viabilidade celular foi realizado objetivando-se avaliar o efeito do
composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido em suas formas livre e encapsulada e do 5-
Flurouracil, farmaco com atividade conhecida, sobre esta linhagem celular.

A figura 2.2 demonstra a viabilidade celular de HelLa frente aos compostos testados.
Observa-se que o aumento da concentragdo dos compostos gera um decréscimo na
viabilidade celular, significando aumento da mortalidade, conforme apresentado na
literatura.*®

Lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido apresentaram
uma maior citotoxidade quando comparado aos demais compostos testados, nas
concentracdes 5, 10 e 20 (ug/ ml). Este resultado corrobora com a literatura, comprovando
0 aumento da eficécia terapéutica de compostos encapsulados em lipossomas.*'

A atividade citotéxica dos compostos foi determinada de acordo com a escala do
National Cancer Institute (NCI),®* onde os compostos sdo considerados sem atividade
citotoxica quando a inibigado percentual apresenta-se no intervalo de 1 - 20%, com pouca
atividade quando essa percentagem situa-se entre 20 e 50%, atividade moderada quando a
inibicao € de 50 para 70% e de alta atividade, quando o intervalo de inibigao fica entre 70 a
100%. Portanto, o composto encapsulado na concentragdo de 20 pg/ ml apresentou alta
atividade (75,91 %), enquanto o composto livre, na mesma concentracao, apresenta pouca
atividade (46,63 %) e 5-FU atividade moderada (60%). Estes dados reiteram as vantagens
associadas ao uso dos lipossomas.

Os valores de Cls, foram calculados baseados nos perfis dose-resposta obtidos para
a viabilidade celular. Assim uma reducao na viabilidade celular em 50% das células é obtida
quando 3,91; 2,28 e 3,09 ug/mL de pirimidina livre e encapsulada e 5-Fluorouracil,
respectivamente, sdo aplicados nas células Hela. Estes resultados reforcam as analises

realizadas neste estudo, demonstrando que o composto encapsulado em lipossomas
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apresenta maior citotoxidade em menores concentragbes quando comparado aos demais

compostos testados, sendo superior, inclusive, ao 5-Fluorouracil.

2.5.3 Estudo da atividade antitumoral in vivo

Nesta avaliagdo, além do composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido em suas
formas livre e encapsulada, utilizou-se o 5-Fluorouracil, como controle positivo, por ser um
farmaco clinicamente efetivo contra o cancer humano e em camundongos,® e além disso
ser um analogo da pirimidina, de modo a poder se atribuir possivel mecanismo de agao ao
farmaco em estudo.

As doses utilizadas foram definidas a partir de estudos preliminares. Um estudo
realizado por Falcdo e colaboradores (2006)'® com o objetivo de definir a toxicidade de
alguns derivados pirimidinicos demonstrou que estes apresentam baixa toxicidade, sendo,
portanto, definida, para este estudo, uma dose minima capaz de produzir efeito antitumoral.

A atividade antitumoral foi calculada através da comparacdo do peso médio dos
tumores dos diversos grupos experimentais e comparacao com 0s grupos controle.

Apds o tratamento, houve uma mudanga no peso dos tumores (Figura 2.3), sendo
observada uma maior reducdao no grupo tratado com lipossomas contendo composto 4-
amino-pirimidinico-bissubstituido (1,42 + 1,14 g), em comparagdo com o composto livre
(2,10 = 0,69 g) e o 5-Fluorouracil (3,63 + 0,39 g), tendo os animais do grupo controle
tumores com uma massa média de 4,24 £ 0,91 g. Estes resultados demonstram que os
lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido produziram um maior
efeito regressivo na massa tumoral que o composto livre e até mesmo com relacao ao 5-
Fluorouracil, farmaco com atividade antitumoral reconhecida.

Os animais tratados com lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-
bissubstituido apresentaram uma inibicao satisfatéria (Figura 2.4), 66,47 + 26,8%, conforme

protocolos do NCI que consideram como satisfatérios os resultados cujo percentual de
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inibicdo tumoral apresentam-se acima de 60%.%* O composto em suspensdo apresentou
uma inibicdo de 50,46 + 16, 24%, enquanto o grupo tratado com 5-Fluorouracil apresentou
uma inibigéo de 14,47 + 9,22%, inibicao inferior ao produzido pelo composto testado.

A atividade antitumoral do composto em estudo j4 é descrita na literatura e é

atribuida a compostos contendo o nucleo pirimidinico, '* ¢ 32

porém o aumento da
efetividade destes compostos quando encapsulados ainda nao foi relatado na literatura,
sendo confirmada pelos trabalhos que abordam os lipossomas como responsaveis pelo
aumento da eficicia das substancias encapsuladas por eles.” '

Os derivados da pirimidina apresentam potente atividade antitumoral como inibidores
de CDK, inibidores de a-TNF, inibidores de proteina tirosina quinase, inibidores da quinase
(PI-3 e AKT) e inibidores de citocina'® e o 5-Fluorouracil, anédlogo da pirimidina, atua,
principalmente interferindo na sintese do timidilato.*® E possivel que o composto 4-amino-

pirimidinico estudado apresente um mecanismo de agdo semelhante entretanto dados

adicionais seriam necessarios para se inferir com certeza um mecanismo de atuagao.

A maior inibicdo observada pelo composto 4-amino — pirimidinico testado, quando
encapsulado, demonstra que os lipossomas podem representar carreadores adequados
para esta classe de compostos, na terapia antitumoral, devido a sua capacidade para
aumentar a eficacia da droga.?® E possivel que tal efeito deva-se a uma alteracdo da
farmacocinética e biodistribuicdo do farmaco, ja documentada para outros farmacos

antineoplasicos.”

2.5.4 Determinacéo do indice Mitético (IM)

Independente do grupo estudado, o tumor invadiu a musculatura, o tecido 6sseo e
gorduroso. Também foram observadas é&reas de necrose e hemorragia. As células
neoplasicas apresentaram-se arranjadas predominantemente em padrdo sélido,

pleomorficas, grandes, com citoplasma abundante e sem bordas definidas. Os nucleos
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apresentaram-se hipercromaticos, grandes, variando de ovais a alongados. Foram
observadas varias figuras de mitose, algumas atipicas.

O numero de mitoses expressa a atividade da divisdo celular, entdo quanto maior a
atividade proliferativa de um tecido, maior serd o nimero de mitoses verificadas,** sendo a
anélise do indice mitético um importante indicador de proliferacdo adequada das células,®
possibilitando o conhecimento do nivel de atividade celular do tecido em estudo, fornecendo
informacdes sobre o seu comportamento bioldgico.*®

A inibicao da divisdo celular observada através dos valores dos indices mitoticos
(Figura 2.5) demonstra que os animais tratados com lipossomas contendo composto 4-
amino-pirimidinico-bissubstituido apresentaram uma maior inibigdo do numero de mitoses,
32,15%, quando comparado ao 5-Fluorouracil (71,39%) e composto na forma livre (87,69).
Estes dados demonstram que o composto testado apresenta capacidade antiproliferativa® e
esta é intensificada pela encapsulacdo em lipossomas, sendo estes responsaveis pelo

aumento da eficécia terapéutica do composto testado.®’

2.6 Conclusoes

Os resultados obtidos demonstraram que as formulagbes de lipossomas contendo
composto 2-fenil-4-amino-6-p-fluor-fenil-5-carbonitrila-pirimidina mantiveram-se estaveis
apds terem sido submetidas aos testes de estabiliade acelerada e em tempos pré-
determinados.

Os ensaios in vitro demonstraram que o0 encapsulamento do composto em
lipossomas potencializou o efeito do composto testado em comparagdo a utilizagdo do
mesmo em sua forma livre.

A utilizacdo de lipossomas nos testes in vivo aumentou a eficacia do composto,

produzindo uma inibicdo tumoral relevante quando comparado ao grupo controle. Estes
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resultados demonstraram que a atividade antitumoral do composto 4-amino-pirimidinico
testado foi maior em relacdo ao 5-Fluourouracil.

A analise histoldgica, através da determinacdo do indice mitético, apresentou
concordancia com os resultados obtidos na avaliagdo do peso tumoral, uma vez que em
ambos foi observado uma inibigdo da proliferacdo celular, seja pelo aumento da inibigdo
tumoral, seja com a redugao do numero de mitoses nos grupos tratados com lipossomas
contendo composto.

O resultados obtidos demonstram que o desenvolvimento de lipossomas contendo
composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido € uma alternativa que pode ser adotada com
objetivo de superar as limitagdes relacionadas ao atual tratamento antineoplasico,
garantindo desta forma seguranca e eficacia terapéutica. Além disso, 0 composto mostrou-

se mais efetivo do que o 5-Fluorouracil, farmaco clinicamente aceito na terapia antitumoral.
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Figura 2.1 - Esquema reacional. 1 - aldeido aromatico; 2 — Malononitrila; 3 - Bisnitrilas

substituidas; 4 — Amidina.
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PARAMETROS LIPO BRANCO LIPO p-F-pirimidina
CARACTERISTICAS @: 138,45 + 25,04 @:270,04 + 24,94
INICIAIS IPD: 0,32 + 0,04 IPD: 0,39 +£0,10
pH: 6,53 + 0,05 pH: 7,17 £ 0,23

Analise macroscopica: sem

alteracbes

Analise macroscopica: sem

alteracdes

i @: 149,55 + 9,83
CENTRIFUGAGAO

IPD: 0,31 + 0,05

pH: 7,34 £ 0,13

Analise macroscopica: sem

@:276,90 + 35,21

IPD: 0,34 £ 0,05

pH: 7,16 £ 0,16
Analise macroscopica: sem

alteracdes

alteracbes
ESTRESSE @: 103,82 + 8,73
MECANICO IPD: 0,36 + 0,01
pH: 6,58 + 0,10

Analise macroscépica: sem

alteracoes

@: 285,18 + 20,88
IPD: 0,38 £ 0,02
pH: 7,41 £ 0,13
Analise macroscépica: sem

alteracdes

Tabela 2.1 - Estudo de estabilidade acelerada dos lipossomas contendo composto 4-amino-

pirimidinico-bissubstituido. @: Tamanho de particula; IPD: indice de

polidispersao; pH: potencial Hidrogénionico; Analise micro e macroscopica:

homogeneidade, cor, viscosidade, deposicdo de materiais, formagdo de

grumos, cremagem, floculacao, coalescéncia e separacao de fases.
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LIPO p-F-pirimidina

'"(tgir;’:)“ o IPD pH
0 270,04 + 24,94 0,39+0,10 7,17+0,23
7 287,88 +20,58 0,37+0,01 7,12 +0,39
15 295,74 +73,10 0,36+0,03 6,58 + 0,04
30 34135+2532 0,36+0,02 6,61+0,12

Tabela 2.2 — Estudo da estabilidade em tempos pré-determinados de lipossomas branco e
lipossomas contendo 4-amino-pirimidinico-bissubstituido durante 30 dias. @:
Tamanho de particula; IPD: indice de polidispersdo; pH: potencial

Hidrogénionico.
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Figura 2.2 — Viabilidade celular de HeLa frente aos compostos livre e encapsulado (Lipo p-

F) e 5-Fluorouracil nas concentragdes de 2,5; 5; 10; 20 ug/ ml.
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Figura 2.3 — Peso dos tumores dos grupos tratados com solucao salina, 20 mg/ Kg de peso
corpéreo de 5-Fluorouracil e 15 mg/ Kg de peso corporal do composto 4-

amino-pirimidinico-bissubstituido livre e encapsulado.
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Figura 2.4 — Avaliacao da inibicdo tumoral dos grupos tratados com 5-Fluorouracil (20 mg/

Kg), 4-amino-pirimidinico-bissubstituido livre (15 mg/ Kg de peso corporal) e
lipossomas contendo 4-amino-pirimidinico-bissubstituido (15 mg/ Kg de peso

corporal).
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Figura 2.5 - Efeito da adminstracdo de 5-Fluorouracil (20 mg/ Kg), 4-amino-pirimidinico-
bissubstituido livre (15 mg/ Kg de peso corporal) e lipossomas contendo 4-
amino-pirimidinico-bissubstituido (15 mg/ Kg de peso corporal) sobre o
numero de mitoses. Os valores foram normalizados para o controle (100%). *

aponta diferengas significativas estatiscamente (p < 0,05).
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O desenvolvimento de lipossomas contendo composto 2-fenil-4-amino-6-p-flour-fenil-
5-carbonitrila-pirimidina, preparados através da técnica de hidratacdo do filme lipidico,
apresentou bons resultados. Foram realizados testes de estabilidade acelerada e em tempo
pré-determinado e estes permitiram a avaliacdo de varias caracteristicas como aspecto
macroscopico, tamanho de particula, indice de polidispersao, pH, potencial zeta e eficiéncia
de encapsulagdo. A avaliacdo destes parametros possibilitou o0 acompanhamento da
estabilidade da formulagéo, demonstrando que ndo houve alteragées significativas ao longo
do estudo.

Os testes in vitro permitiram confirmar a atividade do composto, frente a uma
linhagem celular indiferenciada (HelLa), e além disso demonstraram a eficacia da utilizacao
de lipossomas como carreadores de farmacos otimizando a agdo dos compostos,
ampliando, assim, a atividade citotoxica.

No que se refere a atividade antitumoral, verificou-se uma expressiva inibicdo do
crescimento da massa neoplasica realizada pelo composto testado, tanto em sua forma livre
como encapsulada, sendo mais expressiva no ultimo. A encapsulagdo em lipossomas
contribuiu com uma maior eficacia terapéutica.

Com a analise histologica, foi observado uma reducdo da proliferacdo celular no
grupo que apresentou melhor inibicdo tumoral, o grupo tratado com lipossomas contendo
composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido, corroborando com os resultados do trabalho,
confirmando o aumento da eficacia dos compostos encapsulados em lipossomas.

O resultados obtidos confirmam que sistemas de liberagdo controlada baseados em
lipossomas contendo composto 4-amino-pirimidinico-bissubstituido podem ser uma boa
alternativa para se superar as limitagdes relacionadas ao metabolismo do hospedeiro
possibilitando melhores prognosticos no tratamento de neoplasias malignas e representando
um promissor horizonte para futuras pesquisas, ja que o composto, além de apresentar
atividade antitumoral, mostrou-se mais efetivo que o 5-Fluorouracil. .
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