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RESUMO

O presente estudo objetivou desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antitumoral de
nanocapsulas convencionais e furtivas contendo acido usnico, visando uma futura aplicagdo
terapéutica. As nanocapsulas de PLGA e PLGA-PEG contendo 4cido usnico foram obtidas pelo
método de deposicao interfacial do polimero pré-formado e caracterizadas através da eficiéncia
de encapsulacao, pH, tamanho de particulas, indice de polidispersao, carga de superficie e estudo
de liberag¢do in vitro. A atividade antitumoral in vivo do A4cido tusnico foi avaliada em
camundongos machos Swiss, onde os animais receberam doses diarias de 15 mg / kg / dia de
acido usnico encapsulado em nanocédpsulas convencionais (NC-PLGA/AU) e furtivas (NC-
PLGA-PEG/AU) ou 4cido tsnico (AU) em suspensdo por 7 dias. O pH, o tamanho e o indice de
polidispersdo das particulas ndo tiveram variagdes significativas durante 60 dias para as
nanocapsulas em suspensdo armazenadas a 4°C, comprovando a boa estabilidade dos
nanocarreadores obtidos. Além disso, as nanocapsulas convencionais e furtivas apresentaram
altas eficiéncias de encapsulagdo, proximas a 100% e as cargas de superficie variaram de -18,96 a
-29,42. Os perfis de liberacao do acido tsnico a partir das nanocépsulas de PLGA e PLGA-PEG
apresentaram um efeito burst abaixo de 15% e um perfil de liberagdo gradual e controlado até
12h, atingindo um maximo de farmaco liberado em torno de 60% do seu conteudo inicial em 48h.
Nos estudos in vivo a atividade antitumoral do acido usnico livre foi comprovada, porém, quando
nanoencapsulado o acido usnico promoveu uma inibi¢do da massa tumoral acima de 50%,
quando comparado ao grupo controle, e de aproximadamente 26% quando comparado com o
farmaco livre. Em suma, foram obtidas nanocapsulas furtivas estaveis e com boa atividade
bioldgica indicando que estes nanocarreadores sdo uma alternativa para a utilizagdo do acido

usnico na terapia anticancerigena.

Palavras chave: Nanocapsulas furtivas, acido usnico, atividade antitumoral.
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ABSTRACT

The goal of this study was to develop, characterize and evaluate the antitumor activity of
conventional and stealth nanocapsules containing usnic acid, aiming to future therapeutic
application. The nanocapsules of PLGA and PLGA-PEG containing usnic acid were obtained by
interfacial deposition of preformed polymer and characterized by encapsulation efficiency, pH,
particle size, polydispersity, surface charge and release studies in vitro. The in vivo antitumor
activity of usnic acid was evaluated in Swiss male mice, where the animals received daily doses
of 15 mg / kg / day of usnic acid encapsulated in nanocapsules conventional and stealth (NC-
PLGA/AU and NC-PLGA-PEG/AU, respectively) or usnic acid (UA) in suspension for 7 days.
The pH, the size and polydispersity of the particles didn’t change significantly during 60 days in
suspension at 4°C, proving the good stability of these nanoparticles. Moreover, the conventional
and stealth nanocapsules showed high encapsulation efficiencies, close to 100% and the surface
charges ranged from - 18.96 to - 29.42. The release profiles of usnic acid from the nanocapsules
of PLGA and PLGA-PEG showed a burst effect under 15% and a gradual release profile and
controlled up to 12 hours, reaching a maximum drug released in about 60% of its initial content
in 48 hours. In the in vivo study of the antitumor activity of usnic acid free was proved, however,
when the loaded usnic acid promoted an inhibition of tumor mass over 50% compared to the
control group, and approximately 26% compared with free drug. Summarizing, stealth
nanocapsules were obtained and stable with good biological activity indicating that these

nanocarriers are an alternative to the use of usnic acid in the anticancer therapy.

Keywords: Stealth nanocapsules, usnic acid, antitumoral activity.
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1. Cancer

Cancer ¢ o nome dado a um grupo de doencas malignas caracterizadas pelo
crescimento anormal e descontrolado de células que sofreram alteragdo em seu material
genético, em algum momento de seu ciclo celular. Essas células geneticamente modificadas
podem invadir os tecidos e o6rgaos, espalhando-se para outras regides do corpo (ROBBINS et

al., 2000).

Os diversos tipos de células do corpo originam os diferentes tipos de cancer. A
velocidade de multiplicagdo das células e a capacidade de invadirem tecidos e 6rgaos vizinhos
ou distantes sdo outras caracteristicas que diferenciam os varios tipos de cancer entre si. De
acordo com a Organizacao mundial de Satide (OMS), constatou-se que anualmente 10 milhdes
de casos de cancer sdo diagnosticados em todo o mundo e seis milhdes de pessoas morrem por

causa da doenca, prevendo-se que até 2020, a incidéncia anual sera de 15 milhodes de casos.

Oitenta por cento dos pacientes de cancer morrem nos paises em desenvolvimento,
contra 50 por cento das nagdes ricas, sendo que a incidéncia de cancer ¢ mais elevada nas
nacdes ricas que nas pobres (INCA, 2008). Portanto o cancer ¢ uma patologia que independe
de classe economica, regido ou idade, que acomete pessoas em todo o mundo.

Ao longo dos anos, o perfil da populagdo brasileira vem se modificando e langando um
desafio para o Sistema de Saude, o controle dos agravos de doencas cronicas. Entre as causas
de morte no Brasil, o cancer ocupa a segunda posicao, sendo considerado problema de saude
publica. O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou para 2008 e 2009 uma ocorréncia de
466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excegdo do cancer de pele do tipo

ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e de pulmao, no sexo masculino, e os canceres de
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mama e de colo do tutero, no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude
observada no mundo (BRASIL, 2007).

Apesar das melhorias no tratamento quimioterapéutico do cancer, os regimes
quimioterapéuticos existentes que usam agentes citotoxicos cldssicos apresentam algumas
limitagdes, que inclui um indice terapéutico estreito que ndo permite muitas vezes a
administracdo de uma quantidade suficiente da droga a fim induzir a resposta pretendida.
Além disso, a resposta a quimioterapia varia significativamente entre os pacientes. Portanto,
uma evolugdo da metodologia tradicional, baseada na necessidade de aumentar o indice
terapéutico de drogas da quimioterapia e diminuir a toxicidade em células normais, esta sendo
buscada (HARLEY et al., 2008; NISHIYAMA et al., 2009).

A fim de descobrir novas alternativas para o tratamento do cancer, as substancias
naturais vém recebendo uma atengdo especial, dentre essas substancias, o acido Usnico, que €
um derivado liquénico, se destaca por apresentar varias atividades bioldgicas, incluindo a
atividade antitumoral (SANTOS et al., 2006). Porém, o acido usnico apresenta algumas
caracteristicas desfavoraveis, tais como baixa solubilidade em &4gua e uma elevada
hepatotoxicidade (INGOLFSDOTTIR, 2002; PRAMYOTHIN et al., 2004). Entdo, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de sistemas nanocarreadores, tais como as nanoparticulas,
que sao dispositivos multifuncionais, capazes de diagnosticar e tratar, de forma eficaz e
segura, doencas devastadoras como o cancer, a fim de atender as necessidades terapéuticas dos

pacientes (SINGH & LILLARD Jr; 2009).
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2. Acido Usnico
2.1. Propriedades fisico-quimicas do &cido Usnico

Entre os varios compostos de origem natural o dcido usnico (2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-
8,9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzofurano, Ci;sH;s07) ¢ um dos mais bem conhecidos e
estudados (figura 1). Isolado pela primeira vez em 1844, data da origem da quimica organica e
fitoquimica, trata-se de um metabélito secundério produzido por liquens INGOLFSDOTTIR,
2002). Na natureza o acido Usnico esta presente principalmente nas seguintes espécies de
liquens: Cladonia (cladoniaceae), Usnea (usneaceae), Lecanora (lecanoraceae), Ramalina

(ramalinaceae) ¢ Parmelia (parmeliaceae) (COCCHIETTO et al., 2002).

H4C

FIGURA 1. Estrutura quimica do acido usnico (LIRA et al, 2009).

O 4cido usnico apresenta-se na forma cristalina com coloragao amarelada (figura 2), e
segundo a projecdo angular do grupo metila do carbono quiral na posicdo 9b possui duas
formas enantioméricas (+)-acido usnico e (-)-acido tsnico (COCCHIETTO et al., 2002). Este

metabolito liquénico apresenta carater hidrofobico, sendo praticamente insolivel em agua,
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parcialmente soluvel etanol e facilmente diluido em éter quente, acetona, benzeno, metanol,
cloroférmio, acetato de etila e diclorometano (ASAHINA; SHIBATA, 1954; TAKAI et al,
1979; INDEX MERCK, 1995). Em 4gua, sua solubilidade é de menos de 0,01g/100mL a 25°C
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Essa caracteristica hidrofobica do acido Gisnico ¢ explicada pela
presenga de trés grupos cetonicos € o anel furano unindo seus anéis aromadticos, além de
pontes de hidrogénio intramoleculares, que contribuem para sua natureza lipofilica e sua
acidez ¢ justificada pela presenca do anel fendlico, cuja estrutura ¢ instavel (ASAHINA;
SHIBATA, 1954; MULLER, 2001). O ponto de fusdo do 4cido usnico é em torno de 204°C e

o peso molecular de 344,32 g/mol (INDEX MERCK, 1995).

FIGURA 2. Estrutura quimica do acido tisnico: (A) aspecto macroscopico em forma de pé com

coloragdo amarelada e (B) aspecto microscopico na forma de cristais (LIRA, 2007).

2.2. Propriedades bioldgicas do &cido Usnico

O acido tsnico ¢ bastante utilizado na medicina popular no tratamento de micoses,
alivio na dor de garganta e dente, febre, com agdo anti-séptica e cicatrizante
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Além disso, varias pesquisas tém confirmado potenciais

atividades do acido usnico frente a terapias, tais como: antimicrobiana (antimicobacteriana),
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antiviral, antiparasitaria, antifingica, antiinflamatodria, antipirética, analgésica, gastroprotetora

e antitumoral (DE CARVALHO et al., 2005; ODABASOGLU et al., 2006).

2.2.1. Antimicrobiana

De acordo com trabalhos descritos na literatura o principal papel bioldgico do acido
usnico na natureza ¢ o de antibiotico. As primeiras avaliagdes sobre sua agdo antibacteriana
datam da década de 50, quando o acido usnico foi descoberto mediante a busca por novos
compostos antibioticos. Investigacdes nos ultimos anos t€ém ampliado o conhecimento desse
metabdlito liquénico como antibidtico (BUSTINZA, 1951; COCCHIETTO et al., 2002).

A avaliacdo da atividade antimicobacteriana utilizando cinco compostos liquénicos
diferentes revelou que a melhor acdo foi exibida pelo acido tusnico extraido da Cladonia
arbuscula, a concentragdo inibitoria minima (CIM) de 32 pg/mL frente ao Mycobacterium
aurum, onde despertou interesse por mais investigagdes (INGOLFSDOTTIR et al., 1998).

Elo e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do &cido usnico frente
a sete cepas de microrganismos resistentes, tais como, enterococo vancomicina-resistente e
estafilococo meticilina-resistente clinicamente isolados, foram utilizadas 12 concentra¢des do
acido Unico que variaram de 0,0195 a 40 mg/mL, o qual foi verificado uma alta atividade
(CIM) frente a esses isolados, quando comparado com a ampicilina (droga de referéncia),

mostrando o potencial valor clinico do &cido usnico.
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2.2.2. Antiviral, Antiparasitaria e Antifungica

Investigou-se a inibigdo do Popilomavirus in vitro usando células 3T6 (linhagem de
fibroblastos de camundongo), nesta investigacdo o 4acido Usnico inibiu severamente a
replicacdo do DNA viral através de uma a¢do indireta de dréstica inibi¢do da transcricdo do
RNA, esta agdo aconteceu em concentragdes ndo toxicas (5 e 10 pg/mL) sendo observada
consideravel viabilidade das células 3T6 (aproximadamente 80%) durante o experimento
(CAMPANELLA et al., 2002).

Estudos da avaliagdo da atividade in vitro do acido tsnico extraido da Cladonia
substellata contra o protozoario Trypanosoma cruzi apontaram o potencial uso desse
composto na doenga de Chagas, uma vez que, este metabolito foi efetivo em varias
concentracgdes (10 a 50 mg / mL) frente as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas
causando danos a mitocondrias e cinetoplasto (DE CARVALHO et al., 2005).

A atividade antifungica do 4acido Uisnico também foi descoberta nos anos 50, quando se
observou a inibigdo do fungo Tricophyton mentagrophytes apds tratamento com o acido
(BUSTINGA, 1951; WANDERLEY, 2007). Em 1996, Proska e colaboradores observaram
inibi¢do no crescimento do Penicillum fraquentans e Verticillum albo-atrum, apds tratamento

com o acido usnico.

2.2.3. Antiinflamatoria

Vijayakumar e colaboradores (2000) estudaram a acdo antiinflamatoria do (+)-acido
usnico em ratos Wistar com edema de pata, os resultados revelaram uma significante atividade
dose dependente do acido Usnico comparado com o ibuprofeno (na mesma concentracao),

farmaco padrao de referéncia como anti-inflamatério. No estudo de edema de pata agudo, a
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redugdo foi de 0,82 mL (controle) para 0,55 ¢ 0,47 mL (acido usnico e ibuprofeno,

respectivamente).

2.2.4. Gastoprotetora

Estudos indicam que o acido usnico, isolado da Usnea longissima, esta sendo testado
no tratamento da Ulcera gastrica em animais. Induzida pela indometacina, lesdes gastricas
foram significativamente reduzidas por todas as doses utilizadas de acido usnico (25, 50, 100 e
200 mg/kg de peso corporal), quando comparado ao grupo tratado com a ranitidina (droga
referéncia). Esse efeito gastroprotetor do dcido usnico pode ser atribuido ao seu efeito redutor
contra o dano oxidativo e seu efeito inibitorio na infiltracdo neutrofilica em estomago de ratos

(ODABASOGLU et al., 2006).

2.2.5. Antitumoral

A pesquisa desenvolvida por Ribeiro-Costa e colaboradores (2004) avaliou o efeito
citotoxico do acido usnico livre e encapsulado em microesferas de PLGA contra carcinoma
epidermoéide de laringe (HEp-2) demonstrando que a concentragdo requerida para inibir 50%
da proliferacao celular (Clsp) foi de 12,6 e 14,4 ng/mL, respectivamente. Células de carcinoma
de pulmdo humano (NCI-H 292) também foram utilizadas na investigagdo da agdo
antiproliferativa do acido usnico livre e em nanocapsulas, os resultados desse trabalho
exibiram uma atividade citotoxica consideravel com Clsy de 10 e 13,8 pg/mL para o acido
usnico livre e encapsulado, respectivamente (SANTOS et al., 2005).

A atividade antitumoral in vivo foi avaliada apds administracdo intraperitoneal em

camundongos Swiss de acido usnico livre e em microesferas foi avaliada contra Sarcoma-180
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revelando uma importante inibicdo do tumor de 63% para o acido usnico encapsulado e de
42% para o composto livre (RIBEIRO-COSTA et al., 2004).

Na pesquisa desenvolvida por Santos e colaboradores (2006) também foi estudada a
atividade antitumoral in vivo do acido usnico em sua forma livre e nanoencapsulado frente ao
Sarcoma-180. Neste estudo, obteve-se um aumento da inibigdo tumoral do acido tisnico em

nanocapsulas (68%) quando comparado com o metabdlito livre (43%).

2.3. Famacocinética do &cido Usnico

Em 1992, Krishna e Venkatarama estudaram a farmacocinética do acido usnico em
coelhos ap6s a administrag@o oral e intravenosa de doses de 20 e 5 mg/Kg de peso corporal,
respectivamente. Os resultados encontrados demonstraram um tempo de meia-vida de 11 horas
para a via intravenosa e de 18 horas para a via oral e uma biodisponibilidade absoluta de 77,8

% apods administragdo oral.

2.4. Mecanismo de ac¢ao e toxicologia do acido Usnico

O mecanismo de acdo do acido usnico ndo estd completamente elucidado. Porém,
existem propostas relatadas na literatura que buscam esclarecer esse mecanismo. Fortes
indicios relacionam o mecanismo de agdo do acido usnico com a respiragdo celular.
Pramyothin e colaboradores (2004) constataram que o (+) acido usnico age alterando a
integridade da membrana celular, permitindo a liberagdo de enzimas hepatoespecificas,
principalmente das transaminases, além de causar destruicdo da funcdo mitocondrial. Esse
dano hepatocelular foi confirmado quando individuos, nos Estados Unidos, que consumiram

. . . ® o] r ;o ’ :
LipoKinetix , um suplemento dietético que contém d&cido Usnico como componente,
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apresentaram faléncia aguda do figado (NEFF et al., 2004). Essa destrui¢do ocorreu devido ao
aumento da produgdo de oxigénio reativo, uma forma de radical livre, pela cadeia
transportadora de elétrons, levando a morte celular (HAN et al., 2004).

Desta forma, os maiores impedimentos com relagdo a sua introducao na terapéutica sao
sua baixa solubilidade em agua, conseqlientemente nos liquidos bioldgicos, e seus efeitos
hepatotoxicos. Estas dificuldades para a aplicacdo terapéutica do acido usnico podem ser
superadas pela sua nanoencapsulacdo em sistemas de liberagdao controlada para diminuigao da
toxicidade e aumento da eficacia terapéutica. Estudos realizados demonstraram, através de
analises bioquimicas e histopatoldgicas, que ha uma reducdo da toxicidade do acido usnico
quando este ¢ inserido em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, tais como,

nanocapsulas (SANTOS et al., 2006).

3. Sistemas de liberacao controlada de farmacos

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos surgiu na década de 60, como um
método comercialmente atrativo para administracdo do principio ativo com liberagdo
controlada, ou seja, com velocidade constante. Dai em diante, a liberagdo pdde ser manipulada
para a produgdo de sistemas de liberacdo controlada ou prolongada da substincia bioativa
(SWARBRICK, 1996).

Os sistemas de liberagdo controlada (figura 3) apresentam dois objetivos principais:
manter constante e dentro da faixa terapéutica a concentragdo sanguinea de uma determinada
substancia (firmaco), assegurando uma maior biodisponibilidade e reduzir os efeitos
colaterais, realgcando, assim, a adesdo do paciente ao tratamento com um menor nimero de

dosagens requeridas (MORA-HUERTAS et al., 2010).
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Muitas patologias apresentam potencial de tratamento por meio da vetorizagdo de
farmacos. Especialmente no cancer, o aumento da permeabilidade vascular do tecido tumoral,
decorrente da méa formagdo da neovasculatura capilar, possibilita o extravasamento de
carreadores de farmacos apresentando entre 10 a 700 nandmetros de didmetro. Assim, a
aplicagdo de sistemas de transporte vetorizado para o tratamento do cancer pode reduzir a
incidéncia de efeitos toxicos em relacdo as células sadias, reduzir a dose do agente
quimioterdpico para um dado grau de resposta terapéutica e assim, melhorar a eficacia

terapéutica (HARLEY et al., 2008).

-
.
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Nivel subterapéutico \l Sistema de Liberacio Controlada

Concentracdo do farmaco

r

Tempo

FIGURA 3. Perfil farmacocinético de doses multiplas ou em sistema de libera¢do controlada de

farmacos (LIRA, 2009).

O controle da liberacdo de farmacos ocorre através da utilizacdo de carreadores,
capazes de permitir a otimizagdo da velocidade de cedéncia e do regime de dosagem das
substancias. Dentre os vetores, incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais
(lipossomas e nanoparticulas) (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos, tais como, microparticulas,
nanoparticulas e lipossomas (Tabela I) oferecem diversas vantagens em relagao as formas de

dosagens convencionais, seja porque protegem os principios ativos labeis da degradacdo e/ou
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inativagdo pelo suco gastrico e melhoram sua biodisponibilidade, ou determinam o aumento
da penetragcdo celular de substancias hidrofilicas (WANDERLEY, 2007). Além disto, o
direcionamento da substincia biologicamente ativa ao sitio de agdo desejado poderd, nao
somente melhorar a eficiéncia terapéutica, como também permitir a reducdo da quantidade do
farmaco a ser administrada para obtencdo da resposta bioldgica, minimizando os efeitos

colaterais indesejaveis (MAGENHEIM & BENITA, 1991).

TABELA 1. Sistemas de liberacdo controlada de medicamentos (Adaptado de WANDERLEY, 2007).

Sistema Descricéo llustragdo Referéncia

Sistemas vesiculares onde

o farmaco é confinado em
Microcapsulas e
uma cavidade interna, a
Nanocapsulas

qual é revestida por POHLMANN et al., 2002;

c NISHIOKA; YOSHINO,
membrana polimérica.

2001.

Constituida por matriz
Microesferas e
polimérica densa, na qual o

Nanoesferas
farmaco fica disperso.
Vesiculas esféricas,
Lipossomas constituidas por uma ou TORCHILIN, 2005.

varias bicamadas lipidicas.
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Um sistema perfeito de liberagdao controlada de farmacos, embora ainda nao alcangado,
deve ser capaz de direcionar farmacos para o sitio alvo desejado, com a minima exposi¢ao dos
demais tecidos ndo desejados. Esse sistema de liberagdo de farmacos, por si so, deve ser
farmacologicamente inativo, ter toxicidade minima, ser prontamente metabolizado e depurado
da circulagdo apos ter exercido sua funcdo. Além de ser confortavel para o paciente, simples de
se administrar e remover, facil de fabricar e esterilizar (FORSSEN; WILLIS, 1998; ZHOU et
al., 2002).

A utilizacdo de sistemas coloidais nanoestruturados, tais como as nanoparticulas
poliméricas, constitui uma estratégia para alterar a biodistribuicdo de farmacos apos

administragdo (TORCHILIN, 2006).

3.1. Nanoparticulas

O termo nanoparticulas ¢ usado para definir particulas poliméricas coloidais que tém
tamanho (diametro) que varia de 10 a 1000 nm. As nanoparticulas sdo classificadas em
nanoesferas e nanocapsulas (MOINARD-CHECOT et al., 2008). Estes dispositivos diferem
entre si segundo a composi¢do e organizagao estrutural (SCHAFFAZICK et al., 2003). As
nanocapsulas s3o constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo,
geralmente de natureza oleosa, podendo o farmaco estar dissolvido neste nicleo e/ou
adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam oleo em
sua composicao, sao formadas por uma matriz polimérica, onde o fA&rmaco pode ficar retido ou
adsorvido (figura 4) (VAUTHIER-HOLTZSCHERER et al., 1991; ALLEMANN et al., 1993).

Nanocapsulas sdo potenciais carreadores de farmacos, com destaque a sua vantagem

sobre outros sistemas coloidais no que se refere ao confinamento do farmaco no interior da
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cavidade central, que confere uma adequada protecdo ao principio ativo frente a degradagdo
no meio bioldgico, além de permitir a veiculagdo de moléculas hidrofobicas porque as
nanocédpsulas aumentam a solubilidade de componentes hidrofébicos em meio aquoso,
(TORCHILIN, 2006). Ademais, quando se associam agentes bioativos a esses
nanocarreadores, ha reducdo da dosagem, alteragdo da farmacocinética e aumento da
biodistribui¢do do fadrmaco nos 6rgdos-alvo, resultando em melhor eficécia terapéutica. Além
disso, a toxicidade da droga ¢ reduzida como conseqiiéncia do acimulo de principio ativo no
orgdo de destino e menor concentragdo no tecido sadio, além de propiciarem um elevado
potencial de interagdo com as superficies bioldgicas, devido a sua habilidade de

bioadesividade (ARANGOA et al., 2000; KOO et al., 2005).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede O O Matriz
polimérica O polimérica
' o O o
Nucleo 0 O
oleoso %
Farmaco 3) b) ©) d) Farmaco

FIGURA 4. Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco
dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido & parede polimérica das
nanocapsulas; c¢) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou

disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas. (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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3.1.1. Nanocapsulas furtivas

O principal obstaculo ao uso das nanocépsulas convencionais ¢ que sdo rapidamente
removidos do organismo pelo sistema fagocitdrio mononuclear (SFM). Os macréfagos do
SFM, que sdo tipicamente células de Kupffer ou macréfagos do figado, sdo capazes de
remover nanoparticulas desprotegidas da circulagdo sanguinea segundos apds a administragao
intravenosa, as tornando ineficazes como dispositivos de entrega de farmaco orgao-especifico
(GREF et al.,, 1994). Porém, esses macrofagos ndao podem identificar diretamente as
nanoparticulas, mas reconhecem proteinas opsoninas especificas ligadas a superficie dessas
particulas (FRANK; FRIES, 1991).

Opsonizagdo ¢ o processo pelo qual um organismo ou particula estranha ficam
recobertos pelas proteinas opsoninas, o que 0s tornam mais visiveis para as células
fagocitarias. Apds a opsonizagdo, a fagocitose, que ¢ a captura e eventual destrui¢do ou
remogdo do material estranho da circulagdo sanguinea, pode ocorrer. Juntos, esses dois
processos formam o principal mecanismo de limpeza para a remo¢do de componentes
indesejados no organismo (PERACCHIA et al., 1999; PLARD; BAZILE, 1999). Em regra
geral, a opsonizacdo de particulas hidrofobicas em comparagdo as particulas hidrofilicas,
ocorre mais rapidamente devido a maior adsor¢do de proteinas de soro do sangue em suas
superficies (MULLER et al., 1992; NORMAN et al., 1992).

Para evitar o reconhecimento das nanocapsulas pelo SFM, nanocapsulas furtivas
(sistemas Stealth®) que sdo “invisiveis”, ou seja, menos visiveis, menos reconhecidos pelos
macréfagos, foram desenvolvidos através da modificagcdo da superficie da nanocapsulas pela
ligacdo das cadeias do polimero polietilenoglicol (PEG) ao polimero constituinte da

membrana da nanocapsula. Com isso, uma “nuvem” de cadeias hidrofilicas na superficie da
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nanocapsula ¢ formada, a qual diminue a opsonizagdo e o reconhecimento por macréfagos, e,
consequentemente, propicia um longo tempo de permanéncia no plasma (figura 5)

(MOSQUEIRA et al., 2001).

—— Cadeias de Polietilenoglicol (PEG)

Parede Polimérica (PFLGA)

Cavidade Oleosa

» Farmaco Lipofilico

FIGURA 5. Representagdo esquematica de nanocapsulas poliméricas contendo cadeias de

polietilenoglicol em sua superficie (furtivas).

O polietilenoglicol ¢ um polimero hidrofilico, biodegradavel e biocompativel que ¢
usado na area farmacé€utica para aumentar a biocompatibilidade dos materiais que entram em
contato com o sangue (DORATI et al., 2007).

A natureza hidrofilica e flexivel das cadeias de PEG na superficie das nanoparticulas
permite a essas cadeias adquirir uma conformagdo mais estendida quando estdo livres numa
solucdo. Conseqilientemente, quando as opsoninas € outras proteinas sdo atraidas para a
superficie da particula por for¢as de Van der Waals e outras forcas, elas encontram as cadeias
de PEG na superficie estendidas e comegam a comprimi-las. Essa compressdo modifica as
cadeias de PEG para uma conformacdo mais condensada e de alta energia. Essa mudanca na

conformagdo cria uma for¢ca oponente repulsiva que, quando ¢ grande o suficiente, pode
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completamente equilibrar e/ou sobrepor a forga atrativa entre a opsonina e a superficie da
particula (OWENS e PEPPAS, 2006).

Mosqueira e colaboradores (2001) mostraram que ligagdes covalentes das cadeias do
polietilenoglicol reduzem a depuracdo das nanocapsulas pelos componentes do sangue apos
administrag@o intravenosa e altera a biodistribui¢@o destes dispositivos em camundongos.

Neste contexto, o desenvolvimento de um novo sistema de liberagdo controlada de
medicamentos, nanocapsulas furtivas, capazes de viabilizar a administracdo do acido Usnico
em uma formulagdo que melhore sua solubilidade, bem como, diminua a dose terapéutica
diminuindo os efeitos toxicos e permaneca mais tempo na corrente sanguinea aumentando a
eficdcia terapéutica, torna-se uma inovagdo util no desenvolvimento de alternativas para o

tratamento do cancer.
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OBJETIVOS
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1. Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antitumoral das nanocapsulas

convencionais e furtivas contendo acido tisnico, visando uma futura aplicagdo terapéutica.

2. Objetivos Especificos

e Preparar nanocéapsulas convencionais e furtivas contendo acido snico;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das nanocéapsulas, a fim de se estabelecer
um perfil de estabilidade desse sistema carreador de fairmaco;

e Estudar a cinética de liberagdo in vitro do acido tsnico, a partir das nanocapsulas;

e Avaliar a atividade antitumoral in vivo das nanocapsulas convencionais e furtivas

contendo acido usnico.
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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade
antitumoral das nanocapsulas convencionais e furtivas contendo acido tsnico (AU), visando
uma futura aplicagdo terapéutica. Apos testes de estabilidade das nanocapsulas em suspensao
armazenadas a 4°C durante o periodo de 60 dias, ndo foram observadas modificacdes
significativas relacionadas ao pH, tamanho e indice de polidispersdo das particulas. Estes
resultados comprovam a estabilidade dos nanocarreadores desenvolvidos. Ademais, as
nanocapsulas convencionais e furtivas apresentaram eficiéncia de encapsulacdo do acido
usnico e cargas de superficie adequadas. Uma liberagdo de AU em torno de 60% a partir das
nanocapsulas de PLGA e PLGA-PEG foi alcangada em 48 h. O estudo in vivo comprovou a
atividade antitumoral do AU livre e ainda foi observado que a nanoencapsulagdo do farmaco
potencializou sua atividade anticancerigena. No entanto, ndo houve diferenca significativa
entre as preparagdes convencionais e furtivas. Em suma, foram obtidas nanocéapsulas de
PLGA-PEG furtivas estaveis com atividade biologica significativa, indicando que estes

nanocarreadores sao uma alternativa vidvel para a utilizacdo do AU na terapia anticancerigena.

Unitermos: Cancer, acido Gsnico, nanocapsulas furtivas, PLGA-PEG, atividade antitumoral.



Desenvolvimento, caracterizacéo e avaliacao da atividade antitumoral de nanocapsulas convencionais e furtivas contendo acido Usnico 50

ABSTRACT

The goals of this study were to develop, characterize and evaluate the antitumor
activity of conventional and stealth nanocapsules containing usnic acid (UA), intend to a
future therapeutic application. After stability tests of nanocapsules in suspension form stored
at 4°C for 60 days, no significant changes related to the pH, size and polydispersity of
particles were observed. These results confirm the stability of nanocapsules. Moreover, both
conventional and stealth nanocapsule formulations showed appropriate encapsulation
efficiency and surface charges. A release of UA around 60% from the nanocapsules of PLGA
and PLGA-PEG was achieved in 48 hours. The in vivo study confirmed the antitumor activity
of free UA and showed that the drug loading into nanocapsules potentiated its antitumor
activity. Summarizing, stable stealth PLGA-PEG nanocapsules were obtained with significant
biological activity, indicating that these nanocapsules are an alternative to the use of UA in the

anticancer therapy.

Keywords: Cancer, usnic acid, stealth nanocapsules, PLGA-PEG, antitumor activity.
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INTRODUCAO

Apesar das melhorias no tratamento do cancer, os regimes quimioterapicos existentes
que utilizam agentes anticancerigenos classicos apresentam algumas limitagdes, que inclui um
indice terapéutico estreito e efeitos citotoxicos em células sds. Além disso, a resposta a
quimioterapia pode varia significativamente entre os pacientes. Portanto, uma evolucdo da
metodologia tradicional, baseada na necessidade de aumentar a eficdcia terapéutica dos
farmacos e diminuir a toxicidade em células normais, estd sendo alcangada pela
nanotecnologia farmacéutica (Harley e Frenkel, 2008; Nishiyama e Eguchi, 2009).

Os sistemas de liberagdo controlada nanométricos apresentam vantagens com relacao
aos sistemas terapéuticos convencionais no tratamento do cancer. Eles sdo capazes de manter
constante e dentro da faixa terapéutica a concentragdo plasmatica do farmaco, assegurando
uma maior biodisponibilidade e uma redugdo dos efeitos colaterais, diminuindo o nimero de
dosagens requeridas, realgando, assim, a adesdo do paciente ao tratamento (Mora-Huertas et
al., 2010). Desta forma, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de sistemas
nanocarreadores, tais como as nanoparticulas, que sao dispositivos multifuncionais, capazes de
diagnosticar e tratar, de forma eficaz e segura, doengas com elevado indice de mortalidade
como o cancer (Singh e Lillard Jr, 2009).

A fim de desenvolver novas alternativas para o tratamento do cancer, as substancias de
origem natural vém recebendo atencdo especial, dentre essas, o 4cido usnico (AU), um
derivado liquénico que se destaca por apresentar varias atividades bioldgicas, incluindo a
atividade antitumoral (Santos et al., 2005; 2006). No entanto, o AU apresenta algumas
caracteristicas desfavoraveis, tais como baixa solubilidade em 4agua e uma elevada

hepatotoxicidade (Ingolfsdottir, 2002; Pramyothin et al., 2004; Santos et al., 2006). Com o
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objetivo de contornar esses entraves da utilizacdo do AU na terapéutica, foi proposta a
nanoencapsulacdo em nanocapsulas convencionais de acido polilatico e glicolico (PLGA)
(Santos et al., 2005; 2006). Esses trabalhos demonstraram o aumento da eficacia do AU pela
nanoencapsulagcdo. No entanto, o principal obstaculo ao uso das nanocapsulas convencionais €
a sua rapida remocao da circulagdo sanguinea pelo sistema fagocitario mononuclear (Gref et
al., 1995). Neste contexto, o presente trabalho propde o desenvolvimento um novo sistema de
liberagdo controlada capaz de viabilizar a administragdo do acido usnico por via parenteral.
Nanocapsulas furtivas, de longa circulagdo sanguinea, preparadas com um copolimero de
PLGA e polietilenoglicol (PLGA-PEG) contendo AU sdo entdo propostas para melhorar a sua

eficacia e diminuir a hepatotoxicidade.

MATERIAL E METODOS

Materiais

Acido tsnico, poloxamer 188 (Synperonic® F68), dleo de soja e Urethame®™ foram
adquiridos na Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200) foi
adquirida da Lipoid (Dusseldorf, Alemanha). O copolimero de D, L-acido lactico e acido
glicolico (PLGA 50/50, viscosidade inerente 0,57 dl / g) foi adquirido de Birmingham
Polymers (EUA). O copolimero dibloco de PLGA e polietilenoglicol covalentemente ligado
(PLGA-PEQG, Resomer® RGP d50105; PLGA 50/50 45 kDa, contendo aproximadamente 10%
PEG 5kDa) foi fornecido pela Boehringer Ingelheim (Alemanha). Os solventes utilizados no
estudo foram obtidos da Merck (Hamburg, Alemanha). A 4gua foi purificada por osmose

reversa (Milli-Q, Millipore®,EUA).
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Preparacdo das nanocapsulas

As nanocépsulas convencionais (NC-PLGA) e furtivas (NC-PLGA-PEG) contendo
acido usnico foram obtidas pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado
proposto por Santos e colaboradores (2005). Resumidamente, uma mistura organica
constituida por polimero (PLGA ou PLGA-PEG) (0,15 g), fosfatidilcolina de soja (0,15 g),
6leo de soja (0,15 g) e acido usnico (0,01 g), foi dissolvida em acetona (15 mL). Esta fase
organica foi adicionada lentamente e sob agitacdo mecanica (150 rpm) na fase aquosa
contendo poloxamer solubilizado em 45 mL de tampao fosfato pH 7,4. As nanocapsulas foram
formadas imediatamente apds a mistura, € permaneceram sob agitacdo magnética por 30
minutos. O solvente orgénico foi removido sob evaporacdao a vacuo (Eyela NAJ-160, Tokyo
Rikakikai Co. Ltd, Japao). Em seguida, a suspensdo coloidal foi concentrada a um volume
final de 10 mL para obter uma concentrag¢do de 1,0 mg/mL de acido isnico. As suspensdes de

nanocapsulas foram armazenadas a 4°C para os estudos de estabilidade.

Estudo de estabilidade e caracterizacdo das nanocapsulas convencionais e furtivas

A estabilidade das nanocapsulas convencionais sem (NC-PLGA) e com acido usnico
(NC-PLGA/AU) e as nanocapsulas furtivas sem (NC-PLGA-PEG) e com o acido tsnico (NC-
PLGA-PEG/AU), foram avaliadas através de estudos de estabilidade acelerada e a longo
prazo. Com relagdo aos estudos de atividade acelerada, apds a preparacdo, amostras das
suspensdes de nanocapsulas foram submetidas a centrifugacao (3.500 rpm por 1 hora a 25°C) e
agitacdo mecanica horizontal (180 revolugdes/min durante 48 horas a 37°C). O aspecto
macroscopico (formagdo de sedimento, cremagem, exsudato oleoso, separacdo de fases) e

microscopico (presenga de aglomerados, cristais de AU e o6leo), a avaliagdo do pH, a
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determinagdo do tamanho e do indice de polidispersdo das particulas foram avaliados apds
cada ensaio. Para avaliagdo da atividade a longo prazo, as amostras de nanocapsulas
(armazenadas a 4°C) foram analisadas quanto aos aspectos macro e microscopicos, variagoes
do pH, tamanhos de particulas e indices de polidispersao, em intervalos de tempos pré-
determinados.

A caracterizagdo fisico-quimica foi realizada apds a preparacao das suspensodes de
nanocapsulas. As nanocapsulas convencionais e furtivas foram avaliadas com relagdo a
distribuicdo do tamanho de particulas, indice de polidispersdo, eficiéncia de encapsulagao,

carga de superficie e cinética de liberagdo in vitro.

Tamanho de particulas e indice de polidisperséo

O tamanho médio, a distribui¢do de tamanho e o indice de polidispersio das
nanocapsulas foram determinados por espectroscopia de autocorrelagdo de fotons (PCS),
utilizando analisador de particulas a laser Delsa"™Nano-S (Beckman Coulter, UK) em
intervalos de tempo de: 0, 15, 30, 45 e 60 dias. As andlises foram realizadas utilizando
amostras diluidas em agua deionizada (2:1) a 25°C com angulo fixo de 90°. Os resultados

obtidos através de trés experimentos independentes foram apresentados como média + D.P.

Determinacéao da eficiéncia de encapsulacéo

A concentracdo de acido tsnico encapsulado nas nanocdpsulas foi determinada por
espectrofotometria UV apds a aplicacio da técnica de ultrafiltracao/ultracentrifugacao
utilizando unidades filtrantes Microcon” (Millipore, EUA). Apds a centrifugacio das amostras

de nanocépsulas (Ultracentrifugue KT-20000, Kubota, Japao) a 10.000 rpm por 1 h a 4°C, a
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concentragio de 4cido usnico no sobrenadante foi determinada a 280 nm (ULTROSPEC®
3000 Pro, Amersham Biosciences, Suécia), utilizando um método validado (Siqueira-Moura et
al, 2008). Desta forma, a eficiéncia de encapsulacio (%) foi calculada pela diferenca entre as

concentracdes do farmaco total na preparacao e nao encapsulada (livre no sobrenadante).

Carga de superficie

O potencial de carga superficial (potencial zeta) das nanocapsulas contendo acido
usnico foi determinado por mobilidade eletroforética utilizando um Zetatrac Legacy
(Microtrac, EUA). O potencial zeta das nanocéapsulas foi medido apds diluicio em agua
deionizada a 25°C. Os resultados (média £ D.P.) sdo representantes de trés experimentos

independentes.

Estudo de liberacéo in vitro

Os estudos de liberagdo in vitro do acido tusnico a partir das nanocapsulas
convencionais e furtivas foram efetuados através da técnica de dialise em condi¢des Sink. Uma
aliquota de 2 mL de acido tsnico encapsulado em nanocépsulas foi inserido em membrana de
dialise (membrana de celulose cut-off = 15-20 x, Sartorius, Gottingen, Alemanha), selada e
imersa em becker contendo 250 mL de solugao tampao fosfato (pH 7,4 , 0,2 M). O sistema foi
mantido sob agitagdo a 100 rpm, 37 £+ 1°C durante 96 h. Em intervalos de tempo pré-
determinados (0,5, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 24, 26, 28, 30, 48, 50, 52, 54, 72, 74, 76,
78, 80 e 96 h) aliquotas de 1 mL do meio foram retiradas e o 4cido tsnico foi quantificado por
espectrofotometria UV a 280 nm utilizando metodologia previamente validada (Siqueira-

Moura et al., 2008). Apds a retirada de cada aliquota, o meio da cinética foi reposto com uma
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quantidade igual da solugdo tampao fosfato (1 mL) a 37 °C. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os resultados expressos como porcentagem dos valores médios e seus respectivos
desvios-padrao.
Ensaio de atividade antitumoral in vivo

Para desenvolvimento do estudo de atividade antitumoral foram utilizados 25
camundongos machos, albinos, da linhagem Swiss, com 45 a 60 dias de idade, e peso entre 40
a 50 gramas, procedentes do Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami-
LIKA/UFPE (Recife, Brasil). Os animais foram mantidos em ambiente climatizado sob
temperatura controlada (22 + 2°C), com ragao e agua ad libitum e aclimatizados para um ciclo
claro:escuro de 12 h:12 h. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o protocolo
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de

Pernambuco (Processo n°® 23076.020870/2009-63).

Primeiramente, foi inoculada uma suspensio celular (5,0 x 10° células mL ™) do tumor
ascitico Sarcoma-180 (com sete dias de implantado), via subcutanea na regido subaxilar dos
camundongos. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais,
consistindo de cinco animais cada. O tratamento foi iniciado 24 h ap6s inoculagdo do tumor, e
mantido durante sete dias consecutivos com inje¢des didrias (via i.p.) de uma suspensao de
acido usnico em solucdo de bicarbonato de sodio (pH 8,0) ou do 4&cido usnico
nanoencapsulado (nanocapsulas convencionais e furtivas) utilizando uma dose de 15 mg / kg /
dia durante sete dias. Os grupos controle foram tratados com solucdo salina. Apds o
tratamento os animais foram anestesiados com Urethame® e sacrificados por pungao cardiaca.

A inibicdo tumoral foi determinada a partir do peso médio dos grupos de animais

tratados em relacdo ao grupo controle ndo tratado de acordo com a seguinte formula: %
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inibi¢cdo do tumor = (C — T)/C x 100, onde C ¢ o peso do tumor do grupo controle ¢ T é o
peso do tumor dos grupos tratados com acido Usnico.

As amostras sanguineas foram coletadas em microtubos MiniCollect® K3EDTA
(Greiner Bio-One, Austria) para andlise hematologica. Os parametros hematoldgicos,
incluindo concentragdo de hemoglobina (Hb), hematocrito (Htc), volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), amplitude de distribui¢do de células vermelhas (RDW), contagem de células
brancas (WBC) e contagem de células vermelhas (RBC), foram analisados no Laboratorio de
Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Universidade federal de Pernambuco (Recife,
Brasil).

Os tumores e oOrgdos (figado, rins, bago, coracdo e pulmdo) dos animais foram
dissecados, pesados e adequadamente tratados para posterior analise histopatologica. Os
tecidos foram mantidos em solugao tamponada de formalina a 10% até inclusdes em parafina.
Cortes (4 mm) da amostra de tecidos, fixados em Hematoxilina e corados em Eosina (HE)
foram analisados por microscopio optico (Olympus BH-2, Japan). As andlises histopatologicas

foram realizadas no Centro Académico de Vitoéria.

Anélise estatistica
A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o teste t de Student’s (p < 005).

Os resultados experimentais foram expressos no formato de média + D.P.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo de estabilidade e caracterizagdo das nanocapsulas

Com relacdo aos testes de estabilidade acelerada, todas as formulagdes apresentaram
estabilidade quando submetidas aos testes de simulagdo de transporte ¢ armazenamento por
agitagdo mecanica, ou seja, as formulagcdes de nanocipsulas mantiveram suas aparéncias
macroscopicas iniciais quando submetidas a testes de resisténcia ao estresse mecanico.
Ademais, as formulagdes nao apresentaram modificagdes fisico-quimicas significativas

quando submetidas a centrifugacdo que simula a passagem acelerada do tempo.

No armazenamento a longo prazo a 4°C, a estabilidade das suspensdes de nanocapsulas
foi mantida por 60 dias. ApoOs este periodo, apesar de apresentar homogeneidade
macroscopicamente, as formula¢des apresentaram sinais microscopicos de instabilidade, tais
como goticulas de 6leo e presenca de cristais de acido Usnico. Esses resultados demonstram
que ocorre instabilidade das nanocapsulas com liberagao de moléculas do farmaco da cavidade

oleosa interna, que cristalizam no meio aquoso externo das nanocapsulas.

Analise de pH

O pH das formulacdes foi avaliado logo apo6s a preparagdo e por um periodo de 60
dias. Todas as formulagdes apresentaram um decréscimo nos valores de pH com o transcorrer
do estudo, porém esta diminui¢do nao foi significativa (p < 0,05) entres os grupos estudados
(Tabela I). A variagao de pH das nanocépsulas pode ter ocorrido devido a degradacao dos

constituintes das nanocapsulas, tais como o 6leo, o polimero e os fosfolipideos, tornando o
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meio levemente acido. Além disso, o acido usnico, no caso das nanocapsulas que continham o
farmaco, vai sendo liberado por estes nanocarreadores com o passar do tempo, sendo também
responsavel por essa diminuicdo do pH. Resultados semelhantes foram obtidos em
nanocapsulas de PLA, onde ocorreu um decréscimo significativo no pH das formulacdes (de
4,6 +0,2 a 3,8 +0,1) devido a degradagdao do PLA produzindo acido latico livre (Guterres et
al., 1995) e em nanocépsulas de PLGA (de 7,40 + 0,03 a 6,98 £ 0,05), também por degradagdo

de seus constituintes (Santos et al., 2005).

TABELA I. Variacdo do pH das formula¢des das nanocapsulas convencionais e furtivas com e sem

acido tisnico durante o armazenamento a 4°C por 60 dias.

Tempo (dias)
Formulagdes

0 7 15 30 45 60
NC-PLGA 7,12+0,14  7,10+0,01 7,02+0,01 7,01+0,10 7,01+0,02 6,88+0,02
NC-PLGA-PEG 7,22+0,18  7,16+0,11  7,14+0,13 7,14+0,16 7,10+0,12 6,97+0,14
NC-PLGA/AU 7,30£0,02  7,25+0,15 7,25+0,21 7,24+0,15 7,21+0,18 7,07+0,19
NC-PLGA-PEG/AU 7,42+0,04 7,41+0,04 7,41+0,01 7,38+0,04 7,38+0,02 7,28+0,01

NC-PLGA e NC-PLGA-PEG = nanocépsulas convencionais e furtivas sem acido tsnico, respectivamente.
NC-PLGA/AU e NC-PLGA-PEG/AU= nanocapsulas convencionais ¢ furtivas com acido usnico,
respectivamente.

Avaliacdo do tamanho e do indice de polidispersdo das particulas

A distribuicdo de tamanho e o indice de polidispersdo das nanoparticulas sao
pardmetros importantes a serem avaliados durante o desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas, visto que indicam o grau de uniformidade de tamanho e da dispersdao de uma
amostra (Schaffazick et al., 2003).

Os resultados obtidos na avaliacdo do didmetro médio de particulas das suspensdes de

nanocapsulas ap6s a preparacdo encontram-se demonstrados na Figura 1. Particulas
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apresentando didmetro médio menor que 150 nm foram obtidas com a utilizagdo de PLGA e
PLGA-PEG, tamanho este considerado apropriado para administra¢do in vivo de nanocapsulas
através da via intraperitoneal (Santos et al., 2006). Além disso, os valores iniciais de indice de
polidispersao menores que 0,3 (Figura 2) indicam a presenca de populagdes monodispersas de
particulas ou apresentando uma faixa estreita de distribui¢do do tamanho das particulas. Por
outro lado, a utilizagdo dos polimeros diblocos PLGA-PEG nas nanocépsulas furtivas
conduziu a um aumento de aproximadamente 20% do tamanho das particulas. Este efeito
ocorre devido a presenca das cadeias de PEG na superficie das nanocapsulas, as quais sdo
responsaveis pelo aumento do seu didmetro (Mosqueira et al., 2001).

No presente estudo, o tamanho e o indice de polidispersdo das nanocapsulas também
foram avaliados durante 60 dias como pode ser visualizado nas Figuras 1 e 2, onde ndo foi
observado um aumento significativo destes dois parametros ao longo do tempo de
armazenamento. Esses resultados mostram que com o passar do tempo, as nanocapsulas
contendo ou ndo com o farmaco, mantiveram sua estabilidade quanto ao tamanho de

particulas.
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FIGURA 1. Variagdo do tamanho de particulas médio das nanocapsulas convencionais e furtivas com
e sem acido usnico durante o armazenamento a 4°C por 60 dias: NC-PLGA= nanocapsulas
convencionais sem acido usnico, NC-PLGA-PEG = nanocépsulas furtivas sem &cido usnico; NC
PLGA/AU = nanocéapsulas convencionais com acido usnico, NC-PLGA-PEG/AU = nanocapsulas

furtivas com acido usnico.
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FIGURA 2. Variacdo do indice de polidispersdo das nanocépsulas convencionais e furtivas com e sem
acido tisnico durante o armazenamento a 4°C por 60 dias. NC-PLGA= nanocéapsulas convencionais
sem 4cido usnico; NC-PLGA-PEG = nanocépsulas furtivas sem &cido usnico; NC PLGA/AU =
nanocapsulas convencionais com acido usnico; NC-PLGA-PEG/AU = nanocapsulas furtivas com acido
usnico.
Determinacédo da eficiéncia de encapsulagao

Neste estudo, valores elevados da eficiéncia de encapsulagdo do 4cido usnico em

nanocapsulas convencionais (NC PLGA/AU = 97,1 + 0,26%) e furtivas (NC PLGA-PEG/AU

=96,8 £ 0,30%) foram obtidos. Esses resultados corroboram com resultados anteriores obtidos
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por Santos e colaboradores (2005) para nanocapsulas convencionais (NC-PLGA/AU)
contendo AU (99,4 + 0,2%).

Segundo Cauchetier e colaboradores (2003), quando se utiliza a técnica da
nanoprecipitagdo sao obtidas nanocapsulas com alta capacidade de encapsulagdo de farmacos
lipofilicos de um modo efetivo e reprodutivel, devido a sua cavidade central oleosa. De fato, a
incorporagdo de farmacos lipofilicos em nanocépsulas tem demonstrado ser altamente
dependente do grau de lipofilia do farmaco e de sua afinidade pelo 6leo empregado na
preparagdo das nanocapsulas, além do pH do meio. Resultados de eficiéncia de encapsulagao
de farmacos lipofilicos em suspensdes de nanocapsulas de aproximadamente 100% foram
verificados em diversos trabalhos (Ammoury et al., 1990; Guterres et al., 1995; Rodrigues Jr

et al., 1995).

Carga de superficie

Os valores de potencial zeta das nanocapsulas situaram-se na faixa de -18,96 a -29,42
mV, indicando uma boa estabilidade das formulacdes. O potencial zeta ¢ um pardmetro que
esta relacionado a carga de superficie de particulas em suspensdo e depende principalmente da
natureza quimica do polimero, da natureza quimica do agente estabilizante e do pH do meio.
Quando as nanocapsulas sdo preparadas a partir de polimeros de poliéster, sao obtidos valores
de potencial negativos devido a presenca de grupos carboxilicos terminais do polimero.
Porém, a literatura ndo relata nenhum valor especifico para medi¢do de potencial zeta, no
entanto, na maioria dos casos relatados na literatura, os valores de potencial zeta das

nanocapsulas apresentam-se na faixa de -20 a -30 mV, o que permite prever uma boa



Desenvolvimento, caracterizacéo e avaliacao da atividade antitumoral de nanocapsulas convencionais e furtivas contendo acido Usnico 64

estabilidade coloidal, devido a uma alta energia de limitacdo entre particulas (Mora-Huertas et
al., 2010).

Entretanto, valores mais negativos do potencial zeta foram obtidos para as
nanocapsulas convencionais (-29,42 + 0,39 mV) e furtivas (-27,09 + 1,72 mV) contendo acido
usnico com relagdo as nanocapsulas convencionais (-20,33 £ 2,11 mV) e furtivas (-18,96 +
1,66 mV) sem acido usnico. Estes valores de potencial zeta das nanocapsulas contendo acido
usnico indicam presenca de uma maior quantidade de cargas negativas na superficie das
particulas e sugerem a presenca de moléculas do fArmaco adsorvidas na parede polimérica das
nanocapsulas, além daquelas encapsuladas na cavidade oleosa interna. Essa configuragdo das
nanocapsulas NC-PLGA/AU ou NC-PLGA-PEG/AU contendo moléculas de AU na parede
polimérica aumenta o potencial zeta em aproximadamente 10 mV e impede o mascaramento
das cargas negativas dos grupos carboxilicos terminais do PLGA pelas moléculas de PEG
(Neckel; Lemos-Senna et al., 2005). De acordo com a literatura, o potencial zeta pode ser
utilizado para avaliar se o farmaco encontra-se no interior da matriz polimérica de
nanoparticulas ou cavidade oleasa de nanocipsulas ou adsorvido na superficie de
nanocarreadores (Magenheim e Benita, 1991; Calvo et al., 1997; Wischke ¢ Schwendeman,

2008).

Estudo de liberacgéo in vitro

Os perfis de liberagcdo do acido Usnico a partir das nanocépsulas convencionais €
furtivas estdo demonstrados na Figura 3. Efeitos burst de 14 + 1,71% e 12 + 0,35% foram
observados nas primeiras 2 h de liberagdo do AU a partir de NC-PLGA/AU e NC-PLGA-

PEG/AU respectivamente. O méaximo de liberacdo do farmaco foi atingido em 48 h em torno
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de 60 £ 0,09% e 57 £ 0,66% do seu contetido inicial, para as nanocapsulas convencionais e
furtivas, respectivamente.

As cinéticas de liberagdo do acido usnico a partir das formulagdes NC-PLGA/AU e
NC-PLGA-PEG/AU foram ajustadas pelo modelo exponencial baseado na lei de difusdo de

Fick de acordo com a equagdo M, /M =(1- k,.e "), com excelente grau de correlagio com

os dados experimentais, r > 0,98. A partir deste modelo exponencial, foram determinadas as
constantes de velocidade de liberagdo (k) do farmaco para as nanocapsulas convencionais ¢
furtivas, sendo de 0,134 + 0,026 ¢ 0,107 = 0,003, respectivamente.

As cinéticas de liberacdo do AU durante as primeiras doze horas das formulagdes NC-
PLGA/AU e NC-PLGA-PEG/AU para foram ajustadas com o modelo linear de raiz quadrada
do tempo (inserts A e B da Figura3, respectivamente). Os sistemas apresentaram um perfil de
liberacdo gradual e controlado até¢ 12 h, com velocidades de 297,96 + 3,14 pg/h e 288,63 +
5,04 pg/h para NC-PLGA/AU e NC-PLGA-PEG/AU, respectivamente. Destes resultados do
perfil de cinética de liberagdo in vitro, verifica-se que a presenga das cadeias de PEG na
superficie das nanocapsulas furtivas ndo afetou de forma significativa a velocidade de

liberacao do acido usnico a partir das nanocapsulas.
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FIGURA 3. Perfil de liberagdo do acido usnico a partir das nanocépsulas convencionais (®) e furtivas
(M) sob condigdes sink. Cada ponto representa a media de trés experimentos diferentes + desvio
padrdo. As linhas representam o ajuste a0 modelo exponencial baseado na lei de difusdo de Fick.

Insert: Grafico do ajuste da liberagdo do acido usnico pela raiz quadrada do tempo (t = 12h) das
nanocapsulas NC-PLGA/AU (A) e NC-PLGA-PEG/AU (B). As linhas representam o delineamento do

modelo linear.

Ensaio de atividade antitumoral

O estudo da atividade antitumoral mostrou que o &cido usnico nanoencapsulado
promoveu uma inibi¢ao da massa tumoral em torno de 54,58 + 3,58% e 56,87 + 7,41% para as
nanocapsulas convencionais e furtivas, respectivamente (Figura 4). Portanto, destes resultados
ndo sdo observadas variagdes significativas na atividade antitumoral do AU em relacdo aos

dois nanocarreadores. Quando comparado ao grupo tratado com o farmaco livre, observou-se
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que a nanoencapsulacao potencializou a a¢do do farmaco em torno de 26%, pois a forma livre

inibiu apenas 29,31 + 10,96% do crescimento tumoral.
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FIGURA 4. Avalia¢ao da atividade antitumoral do acido tsnico livre e nanoencapsulado frente a
Sarcoma 180 em camundongo: AU Livre (acido snico em suspensdo), NC-PLGA/AU (acido tisnico
encapsulado em nanocapsulas convencionais) e NC-PLGA-PEG/AU (4cido usnico encapsulado em

nanocapsulas furtivas).

Em relacdo a andlise hematoldgica dos animais (Tabela II), alteragdes significantes nao
foram observadas nos indices hematimétricos dos animais tratados e ndo tratados, quando
comparados com o controle negativo, exceto nos niveis de WBC. Neste caso, foi observada
uma elevacao nos niveis do WBC, quando comparamos os animais inoculados com sarcoma-

180 com os saudaveis (Controle negativo = 3,2 + 0,12). Isso pode ser um indicativo de que o
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organismo dos animais doentes estd passando por um processo inflamatorio, justificando
assim o aumento nos niveis de células brancas no sangue. Contudo, nos animais tratados com
0 acido usnico nanoencapsulado, este aumento foi menor (WBC = 10,5 + 0,52 ¢ 10,5 + 0,10,
nanocapsulas convencionais e furtivas, respectivamente) quando comparado ao grupo tratado
com o acido usnico livre (WBC = 12,4 + 1,22), sugerindo que houve uma maior eficacia na
acao do farmaco e, conseqlientemente, uma diminui¢do do processo inflamatorio associado ao

tumor.

TABELA I1. Analise hematolégica de animais tratados com acido usnico livre e nanoencapsulado.

Parametros Hematoldgicos

Formulagdes WBC 107l RBC 109l Hb g/dL Het (%) VCM HCM CHCM RDW

*Controle (-) 3240,12  10,4£0,03  18,5£0,05 51,0+044  52,8+049  17,8£0,05 33,4+0,57  16,6+0,45
"Controle (+) 14,0122 944040  162+0,81  52,94240 556025 18,120,11  32,440,05  17,8+0,17
AU 1244122 85:0,15 1614035 522£0,69 574030 183£0,05 319+034  20,5:030
NC PLGA/AU 10,560,52  9,1£0,05  16,6+0,01 53,7032  580+1,07 173£0,55 30,5:034  21,3+0,86
NCPLGAPEGIAU  105:010 874039  158+0,17 50,1£0,85  58,5:0,88  17,140,15 33,1£020  21,5£0,37

* Controle ( - ) animais saudaveis e controle ( +) animais com Sarcoma 180 nio tratados. "Contagem de células
brancas (WBC), contagem de células vermelhas (RBC), concentragcdo de hemoglobina (Hb), hematodcrito (Htc),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e amplitude de distribuigdo de células vermelhas (RDW).

A analise histopatoldgica do tumor e do figado dos animais tratados e ndo-tratados com
AU livre e encapsulado em nanocdpsulas convencionais e furtivas estdo representadas nas
Figuras 5 e 6 respectivamente. Micrografias dos tumores revelaram células pleomorficas e
anaplasicas, com relagdes ao nucleo-citoplasma aumentadas. Os nticleos intensamente corados
das células neoplasicas demonstravam cromatina frouxa e nucléolos proeminentes.
Observaram-se varias figuras de mitoses tipicas e atipicas. O estroma estava constituido por

escassas fibras colagenas e delicados capilares. Areas de necrose variaveis e focos de
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hemorragia também foram detectados, além da invasdo de tecido muscular estriado
esquelético, tecido adiposo unilocular, nervos e vasos sanguineos, caracterizando, portanto,
um comportamento agressivo local. Nos animais tratados com 4acido Usnico livre e
nanoencapsulado, areas de necrose intensa foram observadas, como podem ser visualizadas na
Figura 5, confirmando a acdo antitumoral do acido usnico frente ao Sarcoma-180 (Santos et

al., 2006).

| . :
W EC

FIGURA 5. Andlise histopatolégica do tumor dos animais (HE, 400x): A) Grupo controle; B) AU
livre; C) Nanocapsulas convencionais contendo AU; D) Nanocapsulas furtivas contendo AU. As setas

indicam areas de necrose.
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Alteracdes histologicas ndo foram observadas no bago, rins, coracdo ou pulmado de
qualquer um dos animais tratados com &cido usnico livre ou encapsulado, entretanto, no
estudo histopatologico do figado alteracdes foram encontradas. Este oOrgdo apresentou
arquitetura lobular com veias hepaticas regularmente distribuidas nos animais. O sistema porta
de todos os animais estava bem conservado. No seio do 16bulo, os hepatocitos dos animais do
grupo controle apresentaram na grande extensdo do parénquima como elementos isomorfos
com hepatocitos bem preservados. No entanto, no figado dos animais tratados com o farmaco
livre, foram identificadas degeneracdo microvacuolar e alteragdes nucleares nos hepatdcitos.
Porém, estas alteracdes foram reduzidas de forma significativa quando os animais foram
tratados com o composto nanoencapsulado (Figura 6).

Esses resultados corroboram dados anteriores descritos na literatura (Santos et al.,
2006). Pramyothin e colaboradores (2004) constataram que o acido usnico age alterando a
integridade da membrana celular, permitindo a liberagdo de enzimas hepatoespecificas,
principalmente das transaminases, além de causar destruicdo da funcdo mitocondrial. Esse
dano hepatocelular foi confirmado quando individuos, nos Estados Unidos, que consumiram
LipoKinetix®, um suplemento dietético que contém &cido Gisnico como componente,
apresentaram faléncia aguda do figado (Neff et al., 2004). Essa destruicdo se da devido ao
aumento da produg¢do de oxigénio reativo, uma forma de radical livre, pela cadeia

transportadora de elétrons, levando a morte celular (Han et al., 2004).
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FIGURA 6. Analise histopatologica do figado dos animais (HE, 400x): A) Grupo controle; B) AU

livre; C) Nanocapsulas convencionais contendo AU; D) Nanocapsulas furtivas contendo AU. A seta

indica area de degeneracdo microvacuolar.

CONCLUSOES

Com o presente estudo, foram obtidas nanocépsulas convencionais e furtivas estaveis,
sem variagdes significativas de pH, tamanho de particulas e indice de polidispersdao das
nanocapsulas sob a forma de suspensdo durante o armazenamento a 4°C por 60 dias. Em
relacdo a caracterizagdo, foram obtidas eficiéncias de encapsulacao elevadas do acido usnico,

proximas a 100%, além de cargas de superficie que garantem a estabilidade das particulas de
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acordo com a literatura. Através do estudo da cinética de liberag@o in vitro, conseguiu-se
tracar um perfil de liberacdo do acido usnico com um maximo de aproximadamente 60% em
24 h. Na avaliagdo da atividade antitumoral, confirmou-se a atividade anticancerigena do
acido usnico livre, a qual foi potencializada apds a sua encapsulagdo em nanocapsulas

convencionais e furtivas.
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Foram obtidas nanocapsulas convencionais e furtivas estaveis, sem variagdes
significativas de pH, tamanho de particulas e indice de polidispersdao ao longo do

estudo, sendo desta forma possivel a realizagao dos demais experimentos do trabalho;

Em relacdo a caracterizagdo, foram obtidas elevadas eficiéncias de encapsulagdo,
proximas a 100%, sendo isso possivel devido as nanocépsulas apresentarem um nticleo
oleoso o qual favorece a encapsulagdo do acido isnico por ser uma molécula lipofilica.
Além disso, as cargas de superficie obtidas estavam de acordo com a literatura, onde
foi possivel diferenciar as nanocapsulas convencionais e furtivas e as que continham

ou ndo o acido Gsnico;

As nanocapsulas de PLGA e PLGA-PEG apresentaram perfis de liberagdo gradual e
controlada do acido Usnico até as primeiras 12h da cinética, atingindo um maximo de
farmaco liberado em torno de 60 % do seu conteido inicial em 48h, confirmando
assim que as nanocapsulas apresentaram caracteristicas de sistemas de liberagao
controlada. Além disso, as nanocapsulas convencionais apresentaram uma velocidade
de liberagdo do acido usnico levemente maior em relagdo as furtivas, sugerindo que
essa diferenga pode ter ocorrido devido a presenca das cadeias de PEG que estdo na

superficie das nanocapsulas, dificultando a liberagao do acido tsnico;
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Na avaliagdo antitumoral, confirmou-se a atividade anticancerigena do acido Usnico
livre, onde foi observada uma redugdo de aproximadamente 30% da massa tumoral, a
qual foi potencializada apds a encapsulacdo do principio ativo nas nanocépsulas

convencionais e furtivas, elevando essa inibi¢do para em torno de 55%;

Nao foram observadas alteragdes significantes nos indices hematimétricos dos animais
tratados e nao tratados, quando comparados com o controle negativo, exceto nos niveis
de WBC onde um aumento foi observado. Contudo, os animais tratados com o acido
usnico nanoencapsulado, este aumento foi menor quando comparado ao grupo tratado
com o acido usnico livre, sugerindo que houve uma maior eficacia na acdo do farmaco

e, conseqiientemente, uma diminuigdo do processo inflamatorio;

Na andlise histopatoldégica, os animais tratados com acido Ttusnico livre e
nanoencapsulado, apresentaram dareas de necrose intensa, confirmando a agdo
antitumoral do &cido usnico frente ao Sarcoma-180. Alteracdes histologicas nao foram
observadas no baco, rins, coragdo ou pulmao de qualquer um dos animais tratados com
acido usnico livre ou encapsulado, entretanto, no estudo histopatologico do figado,
alteracdes foram encontradas, contudo, estas altera¢des foram reduzidas de forma

significativa quando os animais foram tratados com o acido snico encapsulado.

Estes resultados sugerem que a nanoencapsulacdo do acido usncio pode potencializar

sua atividade antitumoral, desse modo permitindo o seu uso para aplicagao terapéutica.
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Forma e preparacdo de manuscritos

Instrucdes para apresentacédo dos trabalhos
1. Estrutura dos originais
1.1.Cabecalho: constituido por:

- Titulo do trabalho: deve ser breve e indicativo da exata
finalidade do trabalho.

- Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituicao(des) a(s)
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1.6 Resultados e Discussdo: deverdo ser acompanhados de
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significado dos dados obtidos e resultados alcangados. E
facultativa a apresentagdo desses itens em separado.

1.7 Conclusfes: Quando pertinentes, devem ser fundamentadas
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no texto.
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