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RESUMO

BERTOZ, M. A. Sintese de derivados da mangiferina, avaliacdo do potencial
antialérgico e efeitos na membrana biologica. 2018. 182f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2018.

As doencas alérgicas representam um problema de salde publica mundial, sendo a
rinite e a asma as doencas mais comuns. Essas doencas exigem o uso continuo de
medicamentos cujos efeitos colaterais comprometem a qualidade de vida dos alérgicos
e justifica a busca por novos farmacos, ou formulacdes, relevantes no tratamento das
alergias. Neste contexto, destaca-se a planta medicinal Mangifera indica L. cujo extrato
aquoso, o Vimang®, tem sido utilizado para o tratamento de diversas patologias. O
estudo fitoquimico deste extrato levou ao isolamento de varios compostos fendlicos,
dentre os quais a mangiferina (Mgf) é a majoritaria (~46 %) e responsavel por
propriedades farmacolégicas importantes tal como a antialérgica. Esta molécula é
metabolizada no intestino e transformada na sua aglicona, o noratiriol (Nrt), que é
encontrada no plasma em maior concentracdo que a Mgf. Como a relacédo estrutura-
atividade destas substancias ainda € pouco explorada, este estudo propds a sintese de
novas moléculas, a partir do esqueleto da Mgf, com modificacdes estruturais em seus
substituintes para avaliacdo, in vitro, do potencial antialérgico. Foram sintetizadas
moléculas analogas da Mgf (compostos 4, 5 (Nrt) e 6), através de modificacdes pontuais
de hidroxilas do anel xantbnico, por meio de uma estratégia sintética que proporcionou
maior rendimento reacional. O Nrt apresentou maior potencial antialérgico que a Mgf
sugerindo que o acucar, de fato, interfere na biodisponibilidade. A presenca de hidroxilas
nas posicdes 6 e 7 do anel xantdnico (grupo catecol) € crucial para a bioatividade, pois
estes substituintes influenciam consideravelmente a solubilidade da molécula. Os
grupos hidroxila nas posic¢des 1 e 3 do anel xantdnico também sdo importantes, uma vez
gue a substituicdo da hidroxila, apenas na posicdo 3, inibiu totalmente a bioatividade.
Como a Mgf e o Nrt (os mais bioativos) sdo pouco sollveis em agua e susceptiveis a
oxidagcdo quimica, ou degradacdo enziméatica, foi planejada a incorporagdo em
nanocarreadores lipossomais, a fim de melhorar a biodisponibilidade. O estudo da
melhor formulacdo foi desenvolvido para a Mgf pela maior quantidade disponivel e por
seu merecido destaque nas mais diversas aplicagbes biolégicas. Os lipossomos de
PC:PE:COL (52:28:20), nas concentragfes lipidicas de 2,9; 14,5 e 29 mmol/L, foram
preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico em diferentes razdes Mgf/lipideo
(0,01; 0,02; 0,04 e 0,10), nos pHs 6,5; 7,0 e 7,4. Todas as formula¢cdes foram estaveis
no periodo de 29 dias, com tamanhos ao redor de 100 nm e indices de
polidispersividade ao redor de 0,3, apropriados para aplicagdo intravenosa. A
formulacdo com maior capacidade de carga (3,4 %) foi a de 2,9 mmo/L de lipideos totais
e razdo Mgf/lipideo de 0,1 a qual foi mantida nos ensaios biolégicos. A formulacéo
lipossomal manteve o perfil de inibicdo da desgranulagdo observado para os bioativos
livres. Este resultado é relevante para a aplicacdo bioldgica, uma vez que o bioativo esta
protegido de degradacdo quimica e ainda exerce suas propriedades farmacolégicas.
Como os lipossomos séo sistemas que mimetizam a membrana biologica, a localizacao
da Mgf e os efeitos na membrana foram estudados por anisotropia de fluorescéncia,
DSC e RPE, no pH 7,4. Os resultados mostraram que a Mdf interage com a membrana
lipidica, aumentado sua fluidez e diminuindo a cooperatividade lipidica, reforcando a
bioatividade dessa molécula vinculada a sua agédo em proteinas de membrana, o que é
comum para moléculas polifendlicas.

Palavras-chave: Alergias. Mangiferina. Noratiriol. Lipossomos.
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1. INTRODUCAO
1.1 Alergias

1.1.1 Prevaléncia das doencas alérgicas

Alergias sao reacdes de hipersensibilidade do sistema imune a substancias
normalmente inofensivas denominadas alérgenos ou antigenos. Algumas destas
substancias incluem poeira, pélen, pelos de animais, alimentos, mofo,
medicamentos e venenos de insetos (HOLGATE; POLOSA, 2008; DIAMANT et al.,
2010; SIMONS et al., 2015; LARSEN; BROGE; JACOBI, 2016).

As doencas alérgicas tais como asma, rinoconjuntivite, sinusite, alergias
alimentares, dermatites, entre outras, tém alcancado propor¢cdes epidémicas
mundialmente, com constante crescimento de suas taxas de incidéncia e
prevaléncia (RING et al., 2001; PAWANKAR et al., 2011; HAAHTELA et al., 2013;
WHEATLEY et al, 2015; WORLD ALLERGY ORGANIZATION, 2018),
representando um problema de salude da sociedade moderna, principalmente em
paises industrializados (WHEATLEY et al., 2015; GREENHAWT, 2016; VENTER et
al., 2016). As alergias afetam todos os grupos etarios e podem aparecer a qualquer
momento, mas seu aumento € preocupante em criancas e adultos jovens (BERGER,
2003; ASHER et al., 2006; HOLGATE; POLOSA, 2008). Estudos recentes estimam
que 10 a 30 % dos adultos e 20 a 40 % das criancas apresentam rinite alérgica
(BERGER, 2003; BAROODY, 2003; PAWANKAR et al., 2011; WORLD ALLERGY
ORGANIZATION, 2018). No entanto, a asma é considerada a maior causa de
hospitalizagdo e visitas a centros de emergéncia, além de ser o maior motivo de
auséncia na escola e no trabalho (WORLD ASTHMA DAY — NIH, 2016; AKINBAMI;
SIMON; SCHOENDORF, 2016). Pode-se dizer que, atualmente, as doencas
alérgicas respiratérias sdo as doencas crbnicas mais comuns entre criangcas e
adultos jovens (RING, 2012; CALDERON et al., 2012) e isso é mais preocupante no
caso das criancas devido ao prognéstico de doenca crbnica e, frequentemente,
agravante (PAPADOPOQULOS et al., 2012).

O Brasil faz parte do grupo de paises que apresentam as maiores taxas de
prevaléncia de asma e rinite alérgica, doencas que se encontram entre as dez
razdes mais frequentes da procura de atendimento primario a saude (IBIAPINA et
al., 2008). De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) do Ministério da

Saude e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2015), a asma atinge
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aproximadamente 6,5 milhdes de brasileiros com mais de 18 anos de idade.
Anualmente ocorrem, no Brasil, cerca de 350 mil internagcbes por asma, constituindo-
se a quarta causa de hospitalizacéo pelo Sistema Unico de Saude (SUS) (IBIAPINA
et al., 2008) e o terceiro maior valor gasto com uma doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015; WORLD ALLERGY ORGANIZATION, 2018). A Associacdo Brasileira
de Alergia e Imunologia (Asbai) publicou, em mar¢co de 2015, dados alarmantes
sobre a despesa gerada pela asma para o sistema de saude no Brasil. S6 os
medicamentos consumiram mais da metade dos recursos de familias com asmaticos
e 0 custo da doenca teve impacto importante na renda familiar (10 %).

Apesar do progresso na patofisiologia das alergias, e da disponibilidade de
varias terapias nos ultimos anos (FRITSCHER; SOLE; ROSARIO, 2002; GALLI et
al., 2008) como o uso de medicamentos anti-histaminicos, corticosteroides e
imunoterapia, a cura para essas doencas ainda nao foi alcancada (CHAUHAN et al.,
2015). Para a maioria das pessoas, as estratégias usadas para tratar os sintomas
alérgicos, ou prevenir as doencas, tém se mostrado ineficientes e impraticaveis, o
gue enfatiza a necessidade da descoberta de novos farmacos e novas alternativas
que possam intervir nas respostas imunolégicas de forma mais eficiente (HOLGATE;
POLOSA, 2008; TOSCA et al., 2018; WORLD ALLERGY ORGANIZATION, 2018).

1.1.2 Tratamento das doencas alérgicas

As diretrizes clinicas no tratamento de alergias recomendam uma combinacao
entre a orientacdo ao paciente, a reducdo do contato com os alérgenos, a
farmacoterapia e a imunoterapia da alergia. No cotidiano, € dificil controlar os
sintomas apenas evitando contato com os alérgenos e, com isso, muitos pacientes
fazem uso de medicamentos. Embora farmacos seguros e acessiveis estejam
disponiveis para o tratamento dos sintomas das alergias, muitos pacientes relatam
alivio insuficiente e efeitos colaterais desagradaveis, principalmente quando sao
usados os corticosteroides, muitas vezes inevitaveis (ROLLAND; GARDNER;
O'HEHIR, 2009; PANERARI; GALENDE, 2018). Além disso, a farmacoterapia
disponivel no mercado ndo tem efeito sobre a progressdo da doenca e o tratamento
tem que ser administrado muitas vezes enquanto houver a prevaléncia dos
sintomas, o que significa terapia de longa duracéao.

Os medicamentos mais usados sao aqueles contendo anti-histaminicos,

estabilizadores de mastdécitos, leucotrienos e corticosteroides (MELTZER, 2011;
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MELVIN; PATEL, 2011; CHAABAN; COREY, 2012), disponiveis nas formas nasal,
ocular, oral, tdpica, aerossol, entre outras. Dependendo do paciente, da gravidade
da doenca alérgica, e tempo de uso, estes medicamentos podem resultar em efeitos
colaterais desagradaveis tais como fadiga, tontura, boca seca, irritabilidade, insénia,
tremor e aumento de peso. No caso dos corticosteroides, os efeitos colaterais s&o
mais drasticos e incluem Ulcera gastrica, aumento de pressao arterial, fraqueza
muscular, atraso no crescimento infantil, além de glaucoma (via ocular) e
sangramento (via nasal) (MELVIN; PATEL, 2011; MEHTA et al., 2016).

A imunoterapia da alergia é, atualmente, uma forma de tratamento promissora
no alivio dos sintomas alérgicos (REISACHER; SCHWANKE, 2016; KUMAR et al.,
2015; REIG et al., 2017). Ela é baseada na administracdo lenta, por via injetavel ou
sublingual, de pequenas doses de anticorpos, os quais afetam 0s mecanismos
imunoldgicos basicos e resultam na inducdo de tolerancia imunoldgica e alivio dos
sintomas alérgicos por um longo periodo (LARCHE; AKDIS; VALENTA, 2006;
BURKS et al., 2013; LARSEN; BROGE; JACOBI, 2016). No entanto, as mudancas
no sistema imunolégico associadas com a imunoterapia sdo complexas e 0s
mecanismos responsaveis pela eficicia clinica deste tipo de tratamento ainda estdo
sendo investigadas (HANCI et al., 2016).

Apesar dos bons resultados alcancados com a imunoterapia, esta ndo é para
todos, uma vez que € contraindicada para portadores de asma grave, pacientes em
uso de betabloqueadores, pacientes com doencas autoimunes, ou malignas,
doentes psiquiatricos e idosos. Ressalta-se o risco de choque anafilatico e morte,
gue aparecem em pequenas porcentagens, mas ndo podem ser desconsideradas
(NELSON et al., 1997; SENTI; VON MOOS; KUNDIG, 2014).

Apesar da disponibilidade de varias terapias nos ultimos anos (GALLI et al.,
2008; CHAUHAN et al., 2008; MELTZER, 2011; SEIBERLING et al., 2012; YANAI et
al., 2012; MELTZER, 2013; BENEDE et al., 2016; MEHTA et al., 2016), o controle
dos sintomas alérgicos, para muitos pacientes, permanece em niveis subétimos.
Portanto, tratamentos adicionais com o uso de novos medicamentos e mecanismos
de acado diferenciados sdo muito importantes. Por essa razdo, a patofisiologia
continua sendo amplamente estudada, de forma que este conhecimento seja
revertido para a descoberta de novos medicamentos e/ou formulagbes que possam
modular as respostas alérgicas e contribuir para melhor qualidade de vida da

populacao alérgica. Neste contexto, o desenvolvimento de inibidores que atuem de



Introdugdo | 5

forma eficiente sobre diferentes pontos da cascata bioquimica de células do sistema
imune promete a melhora das respostas alérgicas agudas, representando uma
oportunidade terapéutica relevante (KOVAROVA; RIVERA, 2004).

1.1.3 Reacdes de hipersensibilidade

As reacOes de hipersensibilidade ocorrem quando o sistema imune do
individuo reage de maneira excessiva, ou indesejavel, mediante a presenca de um
antigeno, que pode ser proprio, ambiental ou referente a microrganismos, causando
algum tipo de disturbio (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Essas reacfes, de
acordo com o tipo de resposta imune e 0s mecanismos que as desencadeiam, foram
classificadas em quatro tipos: I, Il, lll e IV (RAJAN, 2003), como mostra a Figura 1.

As reacOes de hipersensibilidade do tipo I, ou imediata, sdo mediadas por
anticorpos imunoglobulina E (IgE), que sdo produzidos em resposta a antigenos
ambientais especificos. Nessa reacdo, o componente celular € o mastécito ou o
basofilo, os quais apresentam receptores especificos para IgE, levando a uma
ligacdo cruzada com subsequente liberacdo de substancias farmacologicamente
ativas (RAJAN, 2003; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

As reagOes de hipersensibilidade do tipo Il s&o reagbes autoimunes,
mediadas por anticorpos IgG e IgM, que podem causar lesdo tecidual pela ativagao
do sistema complemento, recrutando células inflamatérias e alterando as funcdes
celulares (RAJAN, 2003).

Nas reacfes de hipersensibilidade do tipo Ill, a mediacdo ocorre por
imunocomplexos formados contra antigenos estranhos ou préprios. Estas reagfes
acontecem devido a excessiva formacdo ou a dificuldade de remocdo desses
imunocomplexos, que acabam se depositando em algum lugar do organismo,
particularmente nas paredes dos vasos sanguineos, gerando uma reacao
inflamatoria local com recrutamento de células e ativacdo do complemento com
posterior destruicdo tecidual (RAJAN, 2003).

Finalmente, as reacdes de hipersensibilidade do tipo IV sdo mediadas por
linfocitos T auxiliares CD4" ou CD8". Nesse tipo de reacdo, os linfocitos podem
reconhecer antigenos proprios via apresentacdo de uma ceélula apresentadora de
antigenos (APC) ou pela prépria célula do tecido normal ou, ainda, pela ligacdo dos

linfécitos T CD8™ nesse tecido, culminando, em ambos 0s casos, com secre¢édo de
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citocinas, as quais levam a reacdo inflamatéria, lesdo e morte tecidual (RAJAN,
2003).

Figura 1 - Os quatro tipos de reacbes de hipersensibilidade. Nas reacBes de tipo |
(anafilaxia), os anticorpos IgE ligam-se ao antigeno realizando ligacdo cruzada com IgE
adjacentes, liberando mediador. Nas reacdes de tipo Il (citotdxicas), anticorpos IgG ou IgM
reconhecem o0 antigeno associado as membranas celulares, ativando o sistema
complemento. Nas reacBes de tipo Il (imunocomplexo), ha formagdo de complexos
antigeno-anticorpo. Nas reacdes de tipo IV (hipersensibilidade tardia), ha mediacdo por
linfécitos sensibilizados.

TIPO | TIPO I TIPO I TIPO IV

Mastécito
\ Antigeno farmacoldgico Anticorpo Comp{emento

\ J J q
) D /d Antigeno ligado & célula ) Qe 0 —

, Antigeno
/processado

e
Leucécito Célula T sensibilizada

Liberacdo de mediador 2
polimorfonuclear Citocinas

Hemacia

Fonte: Medicina Net (2018).

1.1.3.1 Reagdes de hipersensibilidade do tipo |

As reacdes de hipersensibilidade do tipo | sdo, também, conhecidas como
imediata, anafilatica, alérgica ou atOpica, pois € uma resposta rapida, que pode
causar diversos efeitos locais ou sistémicos. Exemplos de consequéncias
patologicas ou hipersensibilidade do tipo | sdo as alergias comuns, nas quais o
individuo é alérgico a um determinado antigeno em virtude de componentes
genéticos, geograficos e ambientais. Os antigenos mais comuns, como ja
mencionados, estdo relacionados ao pdlen, acaros, alimentos, medicamentos,
fungos e pelos de animais. Em geral, estes antigenos sédo proteinas, ou produtos
quimicos ligados as proteinas, de baixo a medio peso molecular (5 — 70 kDa),
estaveis, glicosilados, de alta solubilidade em fluidos corporais, e ndo causam
reacdo imunoldgica em individuos que ndo sejam alérgicos aquela substancia.

Na hipersensibilidade do tipo I, ocorrem as reacdes alérgicas imediatas, que
se desenvolvem minutos apds a exposicdo ao alérgeno, e as reacdes alérgicas de
fase tardia, que levam a um processo inflamatoério o qual ocorre de forma mais lenta
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Estas reacdes alérgicas se diferem quanto aos
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tipos de antigenos e manifestagfes clinicas, mas todas apresentam caracteristicas
comuns e sao iniciadas por uma mesma sequéncia de eventos divididos em fase de
sensibilizacado, fase de ativacéo e fase efetora, como mostra a Figura 2.

No momento em que o individuo entra pela primeira vez em contato com o
alérgeno o qual penetrou o tecido epitelial, a APC (p. ex. célula dendritica) realiza a
captura deste antigeno, o transporte para o linfonodo, o processamento e a
apresentacdo aos linfocitos T CD4" imaturos, os quais vao se diferenciar em células
Th2 ou em células T foliculares auxiliares (Trn). As células Th2 diferenciadas migram
para os tecidos nos locais de exposi¢cdo aos alérgenos contribuindo para a fase
inflamatdria, enquanto que as células Tgy permanecem nos oOrgdos linfoides e
secretam citocinas Th2 (IL-4 e IL-13), as quais estimulam a mudanca de classe dos
anticorpos de linfécitos B para producdo de IgE. Esta imunoglobulina reconhece
receptores FceRI especificos presentes na membrana dos mastocitos, permitindo a
sua sensibilizacdo (primeira fase) (HOLOWKA; BAIRD, 1996; MINAI-FLEMINGER,;
LEVI-SCHAFFER, 2009).

Se nédo houver novo contato do individuo com este alérgeno, nenhuma reacao
ocorrerd. No entanto, se houver um segundo contato, inicia-se a fase de ativacdo na
qual o alérgeno liga-se a IgE na membrana dos mastécitos provocando a ativacao
desta célula, o que culmina com a terceira fase, a efetora, na qual ocorre a
desgranulacdo mastocitaria e liberacado do contetdo granular para os tecidos. Neste
processo, sdo liberados mediadores pré-formados que incluem aminas biogénicas
(histamina) e macromoléculas de granulos secretoérios (proteases, carboxipeptidase
A, catepsina G, heparina), e os mediadores recém-sintetizados que incluem
mediadores lipidicos (PGD,, LTC4, PAF) e citocinas (TNF, IL-4, IL-5, IL-13).

As aminas biogénicas e os mediadores lipidicos levam ao aumento da
permeabilidade vascular, a vasodilatacdo, broncoconstricdo e hipermotilidade
intestinal, que sao eventos da resposta imediata. A liberacdo de citocinas promove 0
recrutamento de outras células para o local, como neutréfilos, eosindfilos,
macrofagos, basdfilos, e linfécitos T do tipo Th2. Essas células sdo ativadas e
liberam enzimas que, juntamente com as macromoléculas contidas nos granulos
secretorios dos mastocitos ja ativados, causam reacdo inflamatéria, lesdo e
remodelamento tecidual no local, culminado com a reacdo de fase tardia, que
acontece de 2 a 4 horas depois da reagédo imediata, sendo menos intensa e mais
duradoura (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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Figura 2 — Eventos indutores da hipersensibilidade tipo I. Em presenca de um alérgeno, ha
estimulo de células T auxiliares, que produzem IL-4, e estimulam células B a produzirem
IgE. Esse anticorpo sensibiliza os mastocitos por meio da ligacdo ao receptor FceRl, e a
partir de uma segunda exposicdo ao alérgeno, 0os mastocitos sdo ativados e secretam
mediadores responsaveis pelas reacfes patolégicas da hipersensibilidade tipo |,
coletivamente chamadas de reagfes alérgicas.
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Fonte: Abbas, Lichtman e Pillai (2015).

Como exemplos de reacdes de hipersensibilidade do tipo I, ou reacdes
alérgicas, pode-se citar a rinite alérgica e a asma que sdo as doeng¢as mais comuns.

A rinite alérgica é causada pela exposicdo aos alérgenos, como pélen de plantas ou
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acaros de poeira doméstica, 0s quais entram em contato com o0 organismo por meio
de inalacdo e localizam-se no trato respiratério superior. Neste caso, a mucosa nasal
se torna irritada, com edema, infiltracdo de leucdcitos e eosindfilos, secrecdo de
muco e obstrucdo nasal, levando o paciente a desenvolver tosse, espirro, coceira,
corrimento nasal e dificuldade para respirar (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
Caso a reacgdo alérgica ocorra nas vias aéreas inferiores, tem-se uma situacao mais
grave, a chamada asma brénquica. Nessa enfermidade, ha repetidas reacbes
alérgicas de hipersensibilidade de fase imediata e de fase tardia, no pulméo, as
quais levam a obstrucdo intermitente e reversivel das vias aéreas, inflamacao
cronica dos bronquios, hipertrofia das células do musculo liso brénquico e
hiperreatividade aos broncoconstritores (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). A
constricdo brénquica e a secrecdo aumentada de muco dificultam a passagem do ar,
enquanto a inflamacéo crénica, em virtude do recrutamento de eosinofilos, leva ao
remodelamento tecidual, diminuicdo do Ilumen das vias aéreas inferiores e

agravamento do quadro do individuo asmatico.

1.2 Mastocitos como alvo terapéutico

Os mastocitos sdo ceélulas do sistema imune intimamente relacionadas aos
processos alérgicos (HOLOWKA; BAIRD, 1996; HIRANO et al., 2006; LIU et al.,
2010). Os mastécitos estdo localizados no tecido conectivo de uma variedade de
mucosas e 0rgaos vascularizados tais como pulméo, pele, mucosa do intestino e
conjuntiva, onde eles estdo em contato com o ambiente externo (KINET, 2007
METZ; SIEBENHAAR; MAURER, 2008; ZHANG et al., 2016; WAWRZYNIAK et al.,
2016). Estas células estdo estrategicamente posicionadas para atuarem como uma
das primeiras células de defesa no ataque a antigenos, toxinas ambientais, bactérias
e virus (GALLI; TSAI, 2010; WALKER; HATFIELD; BROWN, 2012; SILVA; JAMUR,;
OLIVER, 2014; MOON; BEFUS; KULKA, 2014).

Nas doencas alérgicas, os mastocitos sao ativados por um mecanismo que
depende de IgE, devido ao grande namero de receptores de alta afinidade para IgE
(FceRIl) que estas células expressam (BARSUMIAN, 1981). Os anticorpos IgE
soluveis se ligam aos receptores FceRI de maneira praticamente irreversivel, com
uma constante de dissociacdo, Kd, na ordem de 1 x 10° M (ISERSKY et al., 1979;
HOLOWKA; BAIRD, 1996).
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O FceRIl (Figura 3) é um receptor tetramérico membro da familia de
receptores de reconhecimento imune multicadeia (MIRR) (KEEGAN; PAUL, 1992).
Este receptor € constituido por uma cadeia o que se liga a IgE, por uma cadeia B
responsavel por amplificar o sinal (LIN et al., 1996), e por duas cadeias y que sdo
ligadas entre si por uma ligacdo dissulfeto e sdo responsaveis pela competéncia
sinalizadora deste receptor (NADLER et al., 2000). A capacidade de sinalizacdo &
possivel em virtude da presenca de um segmento de aminoacidos chamado
segmento de ativacdo do receptor baseado na tirosina (ITAM) (CAMBIER et al.,
1995), o qual possui residuos candnicos de tirosina que sao fosforilados quando o

receptor, ocupado pela IgE, reconhece o alérgeno.

Figura 3 - Estrutura do receptor de alta afinidade para IgE (FceRI). A molécula € composta

por 3 subunidades, o, B e v, sendo a cadeia a responsavel pelo reconhecimento do
antigeno e as demais cadeias responsaveis pela transducédo do sinal. As tirosina quinases,

Lyn e Syk, ligam-se as cadeias 3 e vy, participando dos eventos de sinalizacao.

IgE
ligada

Fonte: Abbas, Lichtman e Pillai (2015).

A ligacéo de IgE ao receptor FceRI sensibiliza os mastocitos para um alérgeno
especifico (MASUDA; SHIMITZ, 2008). A exposicdo subsequente dos mastocitos
sensibilizados ao mesmo alérgeno resulta na ligacdo cruzada e agregacdo dos
imunocomplexos os quais particionam para dominios da membrana, denominados
lipid rafts (SIMONS; IKONEN, 1997; HOLOWKA; SHEETS; BAIRD, 2000; SIMONS;
TOOMRE, 2000), onde ocorrem 0s eventos iniciais da ativagdo dos mastocitos e da
transducéo de sinais. ApOs a agregacdo dos imunocomplexos, ocorre a fosforilagdo
dos ITAMs, das cadeias B e y do receptor, pela proteina tirosina quinase da familia
Src chamada Lyn (PAOLINI; JOUVIN; KINET, 1991; BOLEN et al, 1992; PRIBLUDA,
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PRIBLUDA; METZGER, 1994), iniciando uma cascata de sinaliza¢ao celular como
mostra a Figura 4.

A fosforilacdo dos ITAMs, na subunidade y do receptor, cria um novo sitio de
ligacdo para outra proteina tirosina quinase chamada Syk, que se associa ao
receptor através de seus dois dominios SH2. O recrutamento de Syk pelos ITAMs
fosforilados resulta na fosforilagdo da LAT (Linker for Activation of T cells), uma
proteina localizada nos lipid rafts da membrana plasmatica. A partir da fosforilacéo
da LAT, diferentes cascatas de sinalizacdo sédo desenvolvidas as quais levam a
liberacdo de mediadores alérgicos de natureza diversa. Estes mediadores, como ja
comentado, s&o divididos em trés classes de moléculas bioativas: eicosanoides
(prostaglandinas, leucotrienos), citocinas (IL-4, TNF-a) e conteudo dos granulos
citoplasmaticos (histamina, serotonina, proteases, B-hexosaminidase) (GALLI et al.,
2008).

A ativacdo da LAT propicia o translocamento da enzima fosfolipase Cy (PLCy)
do citosol para a membrana plasmatica, onde a PLCy catalisa a hidrolise de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Ptdins(4,5)P,) para formar os mensageiros inositol-
1,4,5-trifosfato (InsP3) e diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 1993). O InsP; liga-se a
seu receptor no reticulo endoplasmatico e determina a liberacdo das reservas de
Ca’* para o citoplasma. A proteina STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1),
localizada no reticulo endoplasmatico, funciona como um sensor para Ca** e, devido
a deplecdo das reservas deste ion, mediada por InsP3;, STIM1 sofre alteracao
conformacional e oligomerizacdo seguidos pela translocacdo desta proteina para
regides de justaposicdo entre o reticulo endoplasmatico e a membrana plasmatica
(LIOU et al., 2005). Nestas juncdes, STIM1 acopla-se ao canal de Ca?'
Orail/CRACM1 (Ca** Release Ativated Channel) para induzir o influxo de Ca*" por
meio de um processo denominado SOCE (Store Operated Ca** Entry) (LEWIS,
2007). O aumento da concentracéo intracelular de Ca*ea geracéo de diacilglicerol
(DAG) induzem a ativagcdo da proteina quinase C (PKC), com consequente
desgranulacdo dos mastoécitos e liberacdo de mediadores quimicos pré-formados
responsaveis pela resposta alérgica imediata e sintomas de rinite, conjuntivite,
dermatite, asma entre outros (WERNERSSON; PEIJLER, 2014; LUNDEQUIST e
PEIJLER, 2011; GALLI et al., 2008).
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Finalmente, a LAT ativada permite, ainda, a ativacdo da via das MAP
qguinases com consequente producao de citocinas e fatores de crescimento (TNF-a,
IL-4), secretados horas apds o estimulo antigénico, que propagam a producdo de
IgE e resultam na inflamac&o alérgica. Pela mesma via das MAP quinases ocorre a
ativacdo da fosfolipase A2 (PLA2), a qual catalisa a conversado de fosfolipideos de
membrana em mediadores inflamatdrios lipidicos como as prostaglandinas e
leucotrienos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Em resumo, a ativagdo dos mastocitos e a consequente desgranulacdo com
liberacdo de mediadores quimicos leva as reacdes de hipersensibilidade do tipo I, ou
seja, as reacOes alérgicas, imediata ou tardia, responsaveis por todos os sintomas
alérgicos jA& mencionados. Portanto, tratamentos adicionais que fagam uso de novas
moléculas, ou formulagbes, com mecanismos de acédo diferenciados e que atuem

nos diferentes pontos da cascata de sinalizacdo celular sdo altamente desejaveis.

Figura 4 - Sinalizagéo celular dos mastécitos. O intercruzamento de receptores FceRI por
um antigeno leva ao deslocamento dos receptores agregados para os lipid rafts, onde o
receptor é fosforilado pela forma ativa de Lyn. O recrutamento para o receptor e ativacao de
Syk leva a fosforilacdo da LAT, a qual permite que a transducdo de sinais seja dividida em
cascatas que levardo a sintese e secrecdo de mediadores lipidicos e citocinas, através da
ativacdo de MAP quinases, além da ativacéo da PLCy, que inicia a via de desgranulagéo
dos mastocitos.
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Fonte: Adaptado de Santos (Tese de Doutorado, 2012).
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1.3 Modelo biossensor baseado em mastocitos

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que integram um componente
biolégico com um transdutor eletrénico, o qual converte o sinal biolégico em uma
resposta elétrica mensuravel (NAAL et al., 2003; NAAL et al., 2004; CURTIS et al.,
2008; TURNER, 2013). O transdutor de sinais pode ser eletroquimico, 6ptico,
acustico ou eletrbnico (SCHELLER et al.,, 2001; SHRUTHI; AMITHA; MATHEW,
2014).

Os biossensores que empregam células como componente biolégico
constituem uma ferramenta promissora, com indmeras aplicagfes, incluindo
monitoramento ambiental (BANERJEE; BHUNIA, 2010; WANG et al., 2015; SUN et
al., 2015), diagnéstico clinico (JIANG et al., 2016; ALVES et al., 2016; YANASE et
al., 2016) e triagem de moléculas com potencial farmacologico (ZANG et al.; 2012;
RAMASAMY; BENNET; KIM, 2014; PREVEL et al., 2014).

Para os dispositivos biossensores baseados em células, é importante
destacar as vantagens que os colocam a frente de biossensores baseados somente
em enzimas ou anticorpos. Nos biossensores celulares, os caminhos enziméaticos ja
estdo otimizados e os cofatores, substratos e reagentes estdo disponiveis, uma vez
que as células sao produtoras de proteinas sinalizadoras as quais se encontram em
seu ambiente natural, e cujas sensibilidades aos analitos s&o inquestionaveis em
funcdo de sua capacidade de reconhecimento (MCCORMACK et al., 1998; NAAL et
al., 2004; CURTIS et al., 2008). Além disso, os receptores celulares e as proteinas
sinalizadoras sdo mantidos e regenerados pela prépria célula conforme necessario
(PANCRAZIO et al., 1999).

As células do sistema imune tém sido utilizadas como elemento sensivel em
biossensores celulares, uma vez que estas células reconhecem antigenos com alta
sensibilidade e especificidade (WANG e LIU, 2010). Os mastécitos apresentam um
excelente potencial para a aplicacdo em biossensores, uma vez que estas células
sdo robustas e podem ser facilmente sensibilizadas para reconhecer antigenos
especificos, gerando sinais bioldgicos mensuraveis quando expostos aos antigenos
(PAGE; PIZZICONI, 1997; STENGER et al., 2001; WANG,; LIU, 2010; WANG et al.,
2015; JIANG et al., 2016; YANASE et al., 2016).

A linhagem de células RBL-2H3 (Rat Basophilic Leukemia), derivada de
mastoécitos de ratos, € bem apropriada para o0 emprego em biossensores celulares
(NAAL et al.,, 2004; CURTIS et al.,, 2008). Estas ceélulas crescem em cultura,
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associadas a substratos solidos e podem expressar mais que 1 x 10° receptores
FceRI por célula. Ao contrario de mastocitos nativos, cujos receptores ja sao ligados
a anticorpos IgE de especificidade desconhecida, as células RBL podem ser
marcadas com IgE exdgenas de especificidade conhecida para o antigeno desejado,
de acordo com o interesse da analise (XU et al., 1998). Como a ligacdo de IgE ao
FceRI é forte, o receptor pode ser totalmente ocupado em concentracdes de IgE
menores que 5 x 10™° M (aproximadamente 1 pg/mL) (HOLOWKA; BAIRD, 1996).
Além disso, somente poucas centenas de moléculas de FceRIl ha membrana celular
precisam ser intercruzadas para disparar a transducdo de sinais em mastocitos e a
desgranulacéo.

Durante a desgranulacdo, diversos mediadores alérgicos, como a histamina,
sdo secretados e entre eles esta a enzima B-hexosaminidase (B-hex), cujo papel
ainda ndo é bem esclarecido, mas ha indicios de que esteja envolvida na
degradacdo de glicoproteinas e proteoglicanas da matriz extracelular, remodelando
tecidos inflamados (LUNDEQUIST; PEIJLER, 2011). Como a enzima §-
hexosaminidase € liberada junto com a histamina, esta enzima tem sido usada como
marcador biolégico para a desgranulacdo mastocitaria, e bioensaios tém sido
conduzidos com base nesta liberagdo (HUANG et al., 2014). Estes bioensaios sé&o
apropriados para monitorar o potencial antialérgico de novas moléculas, potenciais
novos farmacos (GRANBERG; FOWLER; JACOBSSON, 2001; SANTOS et al, 2013
a,b; HUANG et al., 2014; JUCKMETA, THONGDEEYING; ITHARAT, 2014;
SEUANES et al., 2015).

A quantificacdo da B-hexosaminidase pode ser feita através de substratos
enzimaticos colorimétricos (SEREBRIISKII; GOLEMIS, 2000; AKETANI et al., 2001)
ou fluorimétricos (DEMO et al., 1999; FISCHER; DE MOL, 1999). Neste estudo, foi
utiizado o substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminida
(MUG), o qual reage com a enzima [B-hexosaminidase para formar o produto

fluorescente metilumbeliferona, como ilustra a Figura 5.
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Figura 5 - Reacdo de clivagem do substrato fluorogénico metilumbeliferil-N-acetil-B-D-

glucosaminida (MUG) pela enzima [(-hexosaminidase liberada no processo de
desgranulacdo mastocitaria, gerando o produto fluorescente metilumbeliferona.

C|)H3CO C|)H300
NH NH HO o o
OH o_ O 0 O B-hexosaminidase  oH O_ OH
OH  H H H + _
_ OH
H H H H
CHj
H OH CHs H OH
MUG N-acetil-glucosaminida Metilumbeliferona

Fonte: Naal e colaboradores (2004).

O ensaio classico empregado para quantificar a desgranulacdo de mastocitos
€ chamado, por nds, como ensaio padrdo, como mostra a Tabela 1. Este ensaio
consiste em um numero significativo de etapas, as quais incluem a sensibilizacdo
das células com IgE, estimulo celular por um antigeno, aliguotamento do
sobrenadante celular para a reacdo enzima-substrato (B-hexosaminidase/MUG) e
medida de fluorescéncia da metilumbeliferona produzida. A reacdo enzima-
substrato, para este ensaio, € conduzida em pH 4,4, o qual é 6timo para a atividade
da B-hexosaminidase, e a reagéo € inibida pelo aumento do pH reacional de 4,4 para
10. O consideravel niumero de etapas que envolvem este bioensaio, incluindo a
transferéncia do sobrenadante das células aderidas, torna o ensaio padrdo
inapropriado para analises que requeiram alta capacidade de processamento (high-
throughput analysis). Para adaptar as condigcbes deste ensaio a um modelo que
permitisse a triagem, em tempo habil, de muitas amostras, foi desenvolvido o ensaio
direto para a quantificacdo da B-hexosaminidase de modo que ndo houvesse perda
de seletividade e capacidade para deteccdo da desgranulagdo e de sua inibicéo
(NAAL et al.,, 2004). Este ensaio direto trata-se de um ensaio conduzido in situ,
realizado em um numero significativamente reduzido de etapas (Tabela 1), que pode
ser utilizado como um modelo biossensor baseado em mastocitos capaz de analisar
um numero significativo de amostras com alta sensibilidade e reprodutibilidade
(NAAL et al., 2004).

Devido a sensibilidade dos mastdcitos e seu papel nas alergias, esse modelo
biossensor pode ser usado, ainda, para avaliar se novas moléculas, ou novas
formulacbes, estimulam a desgranulacdo e o0s processos alérgicos. Além da
viabilidade para o screening de moléculas com potencial farmacolégico, o

biossensor baseado em mastocitos pode ser usado para a deteccdo de toxinas
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quimicas e bioldgicas, desde que as células sejam sensibilizadas com anticorpos
especificos para o reconhecimento de tais toxinas.

Tabela 1 - Etapas para a quantificacdo da enzima B-hexosaminidase pelo ensaio padréo e
direto (modelo biossensor).

Ensaio Padréo

Ensaio Direto (Biossensor)

Sensibilizacao celular com anticorpo

Sensibilizacao celular com anticorpo

N2 v
Adicao do bioativo com potencial antialérgico Adicao do bioativo com potencial antialérgico
N2 N2
Incubacéo a 37°C por 20 minutos Incubacéo a 37°C por 20 minutos
N2 N
Estimulo com antigeno Estimulo com antigeno
N2 N2
Incubacéo a 37°C por 60 minutos Incubacéo a 37°C por 60 minutos
N N2
Parada da desgranulagdo no gelo Parada da desgranulagdo no gelo
N N2
Aliguotamento do sobrenadante J
N2 N2
Adicéo do substrato fluorogénico Adicéo do substrato fluorogénico
N N
Incubacéo a 37°C por 30 minutos Incubacéo a 37°C por 30 minutos
v \2
Parada da rea¢do com tampao pH 10 ¢
N2

Leitura de fluorescéncia Leitura de fluorescéncia

Fonte: Adaptado de Naal e colaboradores (2004).

1.4 Substéancias naturais: as xantonas como alternativa terapéutica

As substéncias naturais, ou também chamadas metabdlitos secundarios, sao
moléculas originadas a partir do metabolismo secundario de uma dada espécie ou
familia de plantas, podendo ser empregadas como marcador taxondémico (BRUM,
2012; GONCALVES; LIMA, 2016). Essas substadncias ndo sao consideradas
essenciais para a sobrevivéncia das plantas, mas podem fornecer uma vantagem
competitiva importante. Por apresentarem diversas atividades biologicas, tais
substéancias tém sido utilizadas como farmacos para o tratamento de muitas doencas
(KINGSTON; NEWMAN, 2002; BOLDI, 2004; JACHAK; SAKLANI, 2007; VYAS et al.,
2012; VO; NGO; KIM, 2012; NEWMAN; CRAGG, 2012; BELLIK et al., 2012, 2013;
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NEGI et al., 2013; CRAGG et al., 2014; KHAN; GILANI, 2015), além de que suas
estruturas basicas relevantes servem de prototipos para o desenvolvimento de
novas moléculas sintéticas (BAKER; ALVI, 2004; BUTLER, 2008).

Uma classe importante de compostos naturais sao as xantonas, ou dibenzo-y-
pironas (Figura 6), cuja estrutura é constituida por heterociclos oxigenados (PINTO;
SOUSA; NASCIMENTO, 2005; VYAS et al., 2012; MIRZA; CHI; CHI, 2013; NEGI et
al., 2013; WEZEMAN; BASE; MASTERS, 2015; YANG et al., 2016), podendo ser
classificadas em xantonas oxigenadas simples, xantonas glicosiladas, xantonas
preniladas, bisxantonas, xantonolignoides e xantonas mistas (PERES et al., 2000;
PINTO; SOUSA; NASCIMENTO, 2005).

Figura 6 — Estrutura quimica bésica da xantona.

\\

Fonte: Ahmad e colaboradores (2016).

As atividades biologicas desta classe de compostos sao relacionadas ao
esqueleto triciclico e variam conforme a natureza e/ou posi¢cado dos substituintes no
esqueleto xantonico (NEGI et al., 2013). As xantonas glicosiladas séo divididas em
C-glicosidicas e O-glicosidicas, e as ligacbes C-C e C-O ligam a molécula de acucar
ao nucleo xanténico.

As C-glicosideo xantonas sao mais resistentes a hidrélise acida e enzimética,
Sdo0 mais raras e possuem poucas estruturas identificadas, comparadas as O-
glicosideo xantonas (NEGI et al. 2013). A isomangiferina e a mangiferina s&o
exemplos de C-glicosideo xantonas, sendo que neste estudo a mangiferina € nosso
foco de interesse.

A mangiferina (2-C-B-D-glicopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona)  (Mgf)
(Figura 7) foi inicialmente isolada de arvores da popular mangueira, da familia
Anacardiaceae, do género Mangifera indica Linn. Foi a primeira xantona a ser
farmacologicamente investigada e, no ano de 1968, foram descobertas propriedades
cardiotonicas e diuréticas relacionadas a ela (FINNEGAN et al., 1968).
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Figura 7 — Estrutura quimica da mangiferina.

Fonte: Garcia-Rivera e colaboradores (2011).

Em Cuba, a mangiferina € encontrada como composto majoritario do
Vimang® (NUNEZ-SELLES et al., 2002), um extrato padronizado e registrado pelas
Autoridades Cubanas Reguladoras de Saude como um fitomedicamento anti-
inflamatério (PARDO-ABREU et al., 2006; GARCIA-RIVERA et al., 2011). Ela é
também recomendada pelo Sistema Indiano de Medicina para o tratamento de
doencas imunodeficientes tais como artrite, diabetes e hepatite (MIRZA; CHI; CHI,
2013). Além destas, outras atividades biolégicas tém sido relatadas para a
mangiferina tais como antialérgica (MATKOWSKI et al., 2013; NUNEZ-SELLES;
VILLA; RASTRELLI, 2015; RIVERA et al., 2006), antitumoral (RAJENDRAN et al.,
2015; LI et al., 2016), antiviral (MASIBO; QIN, 2008), antioxidante (FERREIRA et al.,
2013), antimicrobiana (MASIBO; QIN, 2009), imunomoduladora e radioprotetora
(MASIBO; QIN, 2008; PRABHU et al., 2009; VYAS et al., 2012; MATKOWSKI et al.,
2013; BENARD; CHI, 2015). Em modelos animais de alergias, a mangiferina reduz
significativamente os niveis de IgE, as reacfes anafilaticas, as reacfes alérgicas
cutaneas induzidas por histamina e inibe a proliferacéo de linfécitos (RIVERA et al.,
2006). Segundo Guo e colaboradores (2014), a mangiferina pode exercer efeito
antiasmatico, pois reduz consideravelmente o nimero de células inflamatorias, a
infiltracdo de eosindfilos, a producéo de IgE e de prostaglandina D2. E capaz, ainda,
de diminuir a producdo de citocinas relacionadas a resposta de células Th2 e de
aumentar as respostas relacionadas as células Thl, devido a inibicdo da via de
sinalizacdo de STAT-6 (GUO et al., 2014).

A aglicona da mangiferina é a molécula de noratiriol (1,3,6,7-tetrahidroxi-9H-
xanten-9-ona) (Nrt) (Figura 8) obtida pela clivagem da ligacdo C-glicosideo da
mangiferina por agcdo de bactérias intestinais do género Bacteroides (SANUGUL et

al., 2005). A transformag&o da mangiferina em noratiriol é seguida pela absor¢éo do
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noratiriol no célon com consequente passagem para a circulagdo sanguinea (BOCK;
MUNOZ-FURLON; SAMPSON, 2001), o que pode explicar as propriedades
farmacoldgicas da mangiferina, administrada por via oral, € a maior concentracao de
noratiriol no plasma comparado a mangiferina.

O noratiriol inibe a liberacdo, in vitro, de mediadores produzidos por
mastocitos peritoneais de ratos (WANG et al., 1994a) e suprime o0 extravasamento
cutdneo de plasma, in vivo, causado por mediadores inflamatérios (WANG et al.,
1994b). Além disso, inibe o cancer de pele causado por radiagdo UV (LI et al., 2012)
e atua como potente radioprotetor sem nenhum efeito colateral conhecido (LEI et al.,
2012).

Figura 8 — Estrutura quimica do noratiriol.
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Fonte: Sanugul e colaboradores (2005).

Apesar do conhecido potencial antialérgico da mangiferina (RODEIRO;
DELGADO; GARRIDO, 2014; NUNEZ-SELLES; VILLA; RASTRELLI, 2015) assim
como de seu derivado, o noratiriol, nada se sabe sobre a importancia dos grupos
substituintes no potencial farmacologico destas moléculas, o que justifica a sintese
de novos compostos baseados na estrutura quimica da mangiferina, a fim de
investigar perfis terapéuticos diversos.

Assim, foram realizadas a sintese do noratiriol e de compostos com
modificacbes pontuais nas hidroxilas fenolicas como mostra o Esquema 1. E
importante destacar, como ja mencionado, que o noratiriol € formado no organismo a
partir da clivagem da mangiferina, por acdo de bactérias, e este estudo mostra a
obtencédo do noratiriol por meio de estratégias sintéticas que independem da acéo de
microrganismos.

A obtencdo de novas moléculas baseadas no esqueleto xanténico da

mangiferina permite explorar o potencial antialérgico, através do modelo biossensor
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baseado em mastdcitos (NAAL et al, 2003), e estabelecer uma relagcdo da estrutura
com a bioatividade.

Esquema 1 - Evolucdo de moléculas a serem investigadas quanto ao potencial antialérgico,
baseada na estrutura quimica da mangiferina como modelo.

O OH
Modificacbes o
G|U nas hidroxilas R~ O O
\ /R
(0] (0] O

R=H, CH,
Fonte: Elaborada pelo autor.
1.5 Biodisponibilidade da mangiferina

A estrutura quimica da mangiferina, de acordo com a regra de Lipinski, atende
aos quatro requisitos que favorecem alta biodisponibilidade oral, tais como massa
molar menor que 500 g/mol, menos que 5 doadores de ligacdes de hidrogénio,
menos que 10 aceptores de ligacdes de hidrogénio e logP calculado inferior a +5
(logP Mgf = +2,73) (NUNEZ-SELLES, 2005; VYAS et al., 2012). No entanto, a
biodisponibilidade de uma substancia depende da acessibilidade, solubilidade nos
fluidos gastrointestinais, internalizacdo celular, metabolismo, transporte através das
membranas e eficiéncia na circulacdo (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014,
MCCLEMENTS,; LI; XIAO, 2015).

Assim, apesar das caracteristicas quimicas estruturais da mangiferina serem
favoraveis para um bom candidato a farmaco, a mesma é classificada, segundo o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), como um composto pertencente a
classe IV, ou seja, de baixa solubilidade e baixa permeabilidade na membrana
(WANG et al., 2013; KHURANA et al., 2018), o que limita a sua entrega por via oral.

Muitos estudos relatam os problemas da administracdo oral da mangiferina.
Segundo Wang e colaboradores (2013), a solubilidade aguosa do composto, em
37°C, € 0,16 mg/mL, com um coeficiente de particdo Oleo-agua (logP) experimental,
em tampao fosfato (pH 6,8), igual a 0,15 (WANG et al., 2013). Tais valores sugerem
baixa solubilidade aquosa, pobre lipofilicidade e permeabilidade intestinal e,
consequentemente, baixa biodisponibilidade (HAN et al., 2010). Em modelos
animais, a biodisponibilidade oral da mangiferina foi avaliada pela administracdo de
doses diferentes de solucdo do bioativo (25, 50 e 100 mg/Kg). A analise
subsequente de amostras sanguineas, em diferentes tempos (0 a 12 horas) apos

tratamento, mostrou que a sua biodisponibilidade absoluta foi menor que 1 %,
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diminuindo da menor para a maior dose empregada. Em humanos, ap6s 1 hora da
administracdo de 0,9 g da mangiferina, foi encontrada a concentracdo plasmatica
maxima de, apenas, 38,64 + 6,75 ng/mL (HOU et al., 2012), considerada muito baixa
frente a dose administrada. Além da baixa solubilidade, ressaltam-se, ainda,
problemas decorrentes de oxidacdo quimica, ou fotodegradacdo, que podem
contribuir para a redugdo da eficiéncia da mesma como um bioativo
(ALEXOPOULOU et al., 2006).

Como consequéncia, 0 uso clinico da mangiferina €, atualmente, limitado e
evidencia a importancia da incorporagdo em sistemas nanocarreadores, a fim de
aumentar sua biodisponibilidade, estabilidade e, consequentemente, sua eficacia
terapéutica (GORDON; ROEDIG-PENMAN, 1998; TARDI et al., 2000; NOBLE et al.,
2009; YANG et al., 2009).

1.6 Lipossomos

1.6.1 Caracteristicas dos lipossomos

Os lipossomos séo vesiculas que podem ser constituidas por uma ou mais
bicamadas fosfolipidicas orientadas concentricamente em torno de um
compartimento aquoso, sendo denominados de uni ou multilamelares dependendo
do nimero de bicamadas como mostra a Figura 9 (PIERRI; GREMIAO, 1999;
BATISTA et al., 2007).

Figura 9 - Representacdo da organizagéo estérica dos lipossomos compostos por uma unica
bicamada lipidica (unilamelar) ou véarias bicamadas lipidicas concéntricas (multilamelar).

Unilamelar Multilamelar

Fonte: Adaptado de Mirus Transfectopedia® (2018).

A composicao basica dos lipossomos € de fosfolipideos, com maior propor¢ao

de fosfatidilcolinas as quais sdo exemplos de lipideos que se estabilizam em solucéo
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aguosa em amplas faixas de pH e concentracdo ionica (KOYNOVA; CAFFREY,
1998).

Um dos critérios utilizados na caracterizacdo dos fosfolipideos é a
temperatura de transicdo de fases (Ty) (Figura 10), que é a temperatura na qual
ocorre a transicdo de um estado mais ordenado das cadeias hidrocarbdnicas,
chamado fase gel tilted, para um estado de maior movimentacdo das moléculas,
chamado fase de cristal-liquido ou fluida. Uma fase intermediaria entre esses dois
estados é a chamada fase gel rippled, que tem a aparéncia de ondulacbes e €&
identificada por uma temperatura de pré-transicdo (Tp) (Figura 10). Os tipos de
lipideos que compdem as membranas alteram a fluidez da mesma e exercem
influéncia significativa nos valores da Ty, sendo que abaixo deste valor a
permeabilidade da camada lipidica € menor que aquela observada acima da Ty.

O colesterol é um componente lipidico importante nos lipossomos e sua
presenca leva ao aumento da rigidez das membranas no estado cristal-liquido, e a
diminuicdo da rigidez no estado gel, de modo a deixar a membrana em estado de
fluidez intermediaria, eliminando a transicdo de fase, como mostra a Figura 10
(LASIC, 1998; FREZARD et al., 2005; BATISTA et al., 2007; HASAN, 2017).

Figura 10 - Diferentes fases de membranas lipidicas saturadas, hidratadas e contendo
colesterol (tilted = inclinada; rippled = ondulada).

Transicdo
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Fase gel tilted Fase gel rippled Fase fImda
Fase ordenada solida Fase desordenada liquida
+ Colesterol + Colesterol

J
b

Fase fluida
Fase ordenada liquida

Fonte: Adaptado de Hasan (2017).
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1.6.2 Métodos de preparo dos lipossomos

Os lipossomos podem ser preparados por diferentes metodologias (PIERRI;
GREMIAO, 1999). O método de hidratac&o do filme lipidico é o método mais comum
gue se baseia na dissolucdo dos lipideos em solventes organicos, evaporacao do
solvente e obtencdo do filme lipidico (BATISTA et al.,, 2007). A hidratagdo deste
filme, feita em solucdo aquosa, sob agitacdo, leva a formacdo de lipossomos
majoritariamente multilamelares, os quais séao estruturas dificeis de serem estudadas
em virtude do niumero de compartimentos internos e heterogeneidade. Assim, para a
reducdo do nimero de bicamadas, eles podem ser submetidos, apos a hidratacéo, a
processos de sonicacgéo, extrusdo, congelamento-descongelamento, eletroformacao
e variacao da pressao osmotica (Figura 11) (BATISTA et al., 2007). O processo de
transformacdo dos lipossomos multilamelares em unilamelares € importante
principalmente no caso de aplicacdes bioldgicas, uma vez que as particulas
unilamelares menores sao opsonizadas mais lentamente pelos macréfagos,
permanecendo por mais tempo na circulacdo sanguinea e permitindo a liberacao
mais prolongada do bioativo (IMMORDINO; DOSIO; CATTEL, 2006).

Figura 11 - Obtencdo de lipossomos uni ou multilamelares a partir da hidratagdo do filme
lipidico seguida de processos mecanicos e eletrostaticos.
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100 nm —/ o

@ Pressdo osmdtica :

Vesiculas Oligolamelares
(OLV): 100 — 1000 nm
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Vesiculas multllamelares (MLV) e
multivesiculares (MVV): > 50 nm
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Hidratagdo
Filme lipidico seco lnchamento das bicamadas

Fonte: Adaptado de Rani (2013), Vahed e colaboradores (2017) e Lélia (2018).
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Vesiculas unilamelares de menor tamanho, em relacdo aquelas obtidas pelo
filme lipidico, podem ser produzidas pelo método de inje¢cdo de etanol. Neste
meétodo, os lipideos séo dissolvidos em etanol e injetados, por meio de uma seringa
de vidro ou bomba peristaltica, em uma solucdo aquosa aquecida sob agitacéo,
seguida de evaporagdo do solvente (LASIC, 1993; SHARMA; SHARMA, 1997;
PIERRI; GREMIAO, 1999; BATISTA et al., 2007; TEJERA-GARCIA et al., 2011).

Com relacdo ao tamanho, as vesiculas unilamelares, constituidas por uma
Gnica bicamada, podem ser pequenas (small unilamellar vesicles, SUV; 25 — 50 nm),
grandes (large unilamellar vesicles, LUV; 100 nm) ou gigantes (giant unilamellar
vesicles, GUV; > 1000 nm). Quando as vesiculas apresentam mais que uma
bicamada, elas podem ser classificadas como vesiculas multilamelares (multilamellar
large vesicles, MLV; > 50 nm), multivesiculares (multivesicular vesicles, MVV; > 50
nm) ou oligolamelares (oligolamellar vesicles, OLV; 100 — 1000 nm) (RANI, 2013).

O tamanho das vesiculas e o0 método escolhido deve ser adaptado para o tipo
de farmaco a ser incorporado e os objetivos do estudo (TANDRUP SCHMIDT et al.,
2016).

1.6.3 Lipossomos como nanocarreadores

A formulacdo de lipossomos propicia a aplicagcdo destes sistemas como
nanocarreadores de substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, em que as primeiras se
localizam no compartimento aquoso e as lipofilicas se inserem ou adsorvem na
membrana lipidica como mostra a Figura 12 (BATISTA et al., 2007; ALLEN e
CULLIS, 2013; MONTEIRO et al., 2014).

Os lipossomos como nanocarreadores apresentam uma série de vantagens.
Eles sdo formados por substancias biodegradaveis, biocompativeis e néo
imunogénicas, altamente versateis para a terapia clinica (BATISTA et al., 2007,
HILLAIREAU e COUVREUR, 2009). Outras vantagens incluem semelhanca com a
membrana biolégica, coalescéncia com as membranas celulares, protecdo das
substancias encapsuladas da degradacdo enzimatica e liberacdo gradual do
farmaco encapsulado, aumentando o0 seu tempo de ag¢do no organismo
(LARIONOVA et al., 2008).
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Figura 12 - Representagdo do lipossomo como nanocarreador de substancias hidrofilicas ou
lipofilicas inseridas, respectivamente, em regifes polares e apolares.

O

O Farmaco hidrofilico
a» Farmaco lipofilico

Fonte: Elaborada pelo autor

Varios parametros de uma formulacdo tais como composicdo lipidica,
proporcao bioativo/lipideo, técnicas de preparo, meio tamponante, estrutura e
propriedades fisico-quimicas do bioativo podem interferir na eficiéncia de
encapsulacdo, na estabilidade dos lipossomos, na interacdo com a membrana
plasmatica e na liberacdo do bioativo. Portanto, a escolha de uma composi¢ao
lipidica para carrear um bioativo ndo é uma tarefa facil, e muito se tem para ser
explorado, o que justifica a intensa pesquisa em nanotecnologia nos ultimos anos
(MOVILEANU; NEAGOE; FLONTA, 2000; LANDI-LIBRANDI et al., 2012; MIGNET et
al., 2012; MIGNET; SEGUIN; CHABOT, 2013; KERDUDO et al., 2014; GARG, 2016;
SOUKOULIS; BOHN, 2018).

Devido a sua versatilidade, o uso de lipossomos como carreadores de
farmacos tem sido empregado em estudos relacionados a anestésicos (FRACETO e
DE PAULA, 2006; ROGOBETE et al., 2015), anti-inflamatérios (MANCONI et al.,
2009), antioxidantes (CHAUDHURI et al.,, 2007; KERDUDO et al., 2014;
APOSTOLOVA,; VICTOR, 2015), antivirais (KUMAR et al., 2015), antialérgicos
(ELSAYED et al., 2007; LOPES; COELHO; OLIVERA, 2015) e anticanceres (XIAO et
al., 2009; SEGUIN et al., 2013; PEREZ-HERREO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

No caso especifico dos polifendis, grande parte dos estudos com lipossomos
estdo focados na atividade antioxidante (VAN DIJK; DRIESSEN, 2000;
ALEXOPOULOU et al., 2006; PAWLIKOWSKA-PAWLEGA et al., 2007; KERDUDO
et al., 2014) ou anticancer (GONIOTAKI et al., 2004; MIGNET; SEGUIN, CHABOT,
2013; JEETAH; BHAW-LUXIMON; JHURRY, 2014; BENJAKUL ete al.,, 2015;
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ESTANQUEIRO et al.,, 2015) e nenhum trabalho até o presente momento tem se
dedicado a avaliacdo do potencial antialérgico, tampouco envolvendo xantonas tal
como a mangiferina proposta para este estudo. Assim, a incorporacdo da

mangiferina e derivados pode representar um avanco para a terapia clinica.

1.6.4 Lipossomos como modelos de membranas biologicas

O alvo para compostos bioativos encontra-se em diferentes localizagdes nas
células do corpo humano. De forma geral, os bioativos atuam tanto em nivel de
diferentes membranas biologicas quanto dentro de compartimentos limitados por
estas membranas (TARAHOVSKY et al., 2008; MARCZAK, 2009). Mesmo no ultimo
caso, o bioativo deve interagir com a membrana, e atravessa-la para atingir o alvo.
Por este motivo, a hidrofobicidade de compostos biologicamente ativos € uma das
caracteristicas farmacoldgicas mais importantes, e sua interacdo com a membrana
tem um papel crucial na atividade biolégica (HENDRICH, 2006; GABRIELSKA et al.,
2006; LONDONO-LONDONO et al., 2010).

Para os polifendis, tem sido postulado que estes sdo habeis em controlar os
mecanismos de sinalizacdo celular por meio de receptores na superficie celular, ou
pela intercalacdo nas bicamadas lipidicas da membrana (TARAHOVSKY et al.,
2008). Gamet-Payrastre e colaboradores (1999) revelaram que etapas de
sinalizacdo na membrana relacionadas com proteinas quinases, tais como
fosfoinositideo-3-quinase e proteina quinase C, sdo moduladas por polifendis
(GAMET-PAYRASTRE et al.,, 1999). Particularmente interessante para n0SsO0S
estudos é o fato de que as propriedades antialérgicas dos polifendis séo atribuidas a
sua capacidade para interferir na proteina FceRIl, localizada na membrana
plasmatica, e responsavel pela ativacdo dos mastdcitos em um processo alérgico
(FUJIMURA et al. 2004; TARAHOVSKY et al., 2008; SANTOS et al., 2013 a,b).

No caso da mangiferina (e derivados), pouco se sabe sobre seu mecanismo
de atuacdo em nivel celular. Portanto, o conhecimento da localizacdo da mangiferina
na membrana bioldégica apds administracdo e a sua interferéncia na fluidez da
bicamada séo fatores importantes para compreender o potencial biologico e
relacionar a estrutura com a bioatividade. Assim, neste estudo utilizando os
lipossomos como modelo de membrana bioldgica, tais respostas foram investigadas
por meio das técnicas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), anisotropia de

fluorescéncia e Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE).
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5. CONCLUSOES

A sintese dos analogos da mangiferina pela rota sintética 02 foi mais
eficiente comparado a rota sintética 01, uma vez que possibilitou a producéao dos
compostos 4 (1,3-dihidroxi-6,7-dimetoxi-9H-xanten-9-ona), 5 (noratiriol) e 6 (1-
hidroxi-3,6,7-trimetoxi-9H-xanten-9-ona) por meio de critérios reacionais
importantes, tais como niumero menor de etapas e maior rendimento global.

O noratiriol (5) mostrou maior potencial antialérgico em relacdo a
mangiferina, sugerindo que a presenca do anel glicosidico prejudica a interacao
com a membrana biolégica e, consequentemente, diminui a bioatividade. A
substituicdo dos grupos hidroxila do noratiriol por grupos metoxila nos compostos
4 e 6 diminuiu a solubilidade e o potencial antialérgico, sugerindo dificuldades de
interacdo com os alvos celulares.

O potencial antialérgico da mangiferina e do noratiriol, livres ou
incorporados nos lipossomos, aumentou com a concentragdo dos bioativos, ou
seja, €& dependente da concentracdo. No entanto, foi observada menor
porcentagem de inibicdo da desgranulacdo mastocitaria para os bioativos
incorporados nos lipossomos. Concluiu-se que esse resultado é decorrente do
tempo curto de exposicdo da formulacdo as células, que se limita a 60 minutos,
para garantir a viabilidade celular. Porém, o fato de a formulacéo ter mantido o
perfil de inibicdo dos bioativos reforca sua relevancia, porque parte das
moléculas estdo mais solUveis e protegidas de degradacdo quimica, que faz
diferenca no potencial farmacoldgico final. Finalmente, ressalta-se que nem os
lipossomos e nem o0s bioativos estimularam a desgranulacdo mastocitéria,
sugerindo que a formulacdo nao apresenta propriedades alergénicas.

A formulacao lipossomal L4 (PC:PE:COL, 52:28:20; concentracdo lipidica
total de 2,9 mmol/L; razdo bioativo/lipideo de 0,1; temperatura de hidratacédo de
75°C; pH fisiologico de 7,4) escolhida para carrear a mangiferina apresentou
eficiéncia de encapsulacdo de 29 %, maior capacidade de carga (3,4 %) e
estabilidade fisico-quimica no periodo de 29 dias (tamanho de particula ao redor
de 100 nm, Pdl de 0,3 e potencial Zeta de 30 mV, em modulo), sendo
recomendavel para aplicacbes intravenosas. Além disso, a estabilidade da
formulacdo foi mantida apés a liofilizagdo, sendo que o crioprotetor de trealose

10 % foi o mais apropriado.



Conclusoes | 115

A mangiferina interagiu com a membrana biolégica aumentando a fluidez
da fase gel e diminuindo a fluidez da fase liquido cristalina, em um papel similar
ao do colesterol. Além disso, diminuiu a cooperatividade entre as cadeias
lipidicas, que € um parametro claro de interacdo de moléculas com a membrana
biol6gica. Estes resultados reforcam a bioatividade da mangiferina, cuja acéo
pode estar associada a interacdo com receptores localizados na superficie
celular ou intercalados na membrana, que € um comportamento caracteristico
dos polifenadis.

Finalmente, podemos concluir que nossos objetivos foram alcancados,
uma vez que nossos estudos contribuiram para o desenvolvimento de uma
formulacdo estavel que pode ser promissora para o tratamento de alergias, com

boas perspectivas para novos estudos e para aplicagdes in vivo.
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