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RESUMO

Nanoparticulas sdo carreadores coloidais poliméricos utilizados como sistemas
de liberagdo controlada de firmacos e podem agir como um veiculo carreador de
farmaco capaz de atingir tecidos ou células tumorais, enquanto protege a inativagao
prematura do principio ativo durante o seu transporte. O acido fumarprotocetrarico
(FPA), uma depsidona [-orcinol, ¢ considerado um metabolito secundario
biologicamente ativo da espécie de liquens Cladonia verticillaris, pois as atividades
antibacteriana, antimicobacteriana e antitumoral tém sido atribuidas a este acido. As
microemulsdes sdo potentes sistemas carreadores de farmacos para as administragdes
oral, topica e parenteral, pois oferecem vérias vantagens, tais como: formagdo
espontdnea, estabilidade termodinamica, melhoramento da solubilizagio e
biodisponibilidade do farmaco. O objetivo deste trabalho baseia-se na investigacdo das
atividades citotoxica, toxica e antitumoral de nanocépsulas de copolimero de acido
latico e glicdlico (PLGA-50/50), contendo o 4&cido fumarprotocetrarico. As
nanocapsulas, obtidas pelo método de deposicao interfacial de copolimero pré-formado,
foram preparadas sem (FPA-NC) e com o sistema de microemulsio O/A (FPA-
NC/ME), como fase oleosa interna. Os parametros fisico-quimicos e de estabilidade
destas preparacdes também foram analisados, tais como: alteracdes de pH; doseamento
quimico e determinacdo da taxa de encapsulagdo. O perfil cinético de liberagao in vitro,
foi obtido pelo método de dialise direta. Os ensaios de citotoxicidade do FPA livre e
encapsulado foram realizados frente as linhagens celulares, NCI-H 292 e HEp-2,
cultivadas em meio MEM (Meio Minimo Essencial). A atividade antitumoral foi
avaliada frente ao tumor s6lido Sarcoma 180, em camundongos Swiss, sendo a inibi¢ao
tumoral calculada pela comparagdo dos pesos médios dos tumores dos grupos tratado e
controle, respectivamente. Os ensaios de toxicidade in vivo do FPA em suas formas,
livre e encapsulada, foram averiguados durante 8 semanas, apos o tratamento diario,
utilizando a dose de 11 mgKg' Ao término do tratamento, os animais foram
sacrificados e os 6rgaos (bago, figado e rins) foram dissecados e submetidos as analises
histopatologicas. As formulagdes FPA-NC/ME apresentaram uma consideravel
estabilidade em comparagdo com as formulagdes obtidas sem este sistema, ou seja,
permaneceram estaveis apos os ensaios de estabilidade acelerada. Quanto ao estudo do
pH, ao longo do tempo (60 dias), nao foi evidenciada variagcdo significativa em ambas
formulagdes estudadas, FPA-NC (7,37 a 6,65) e FPA-NC/ME (7,43 a 6,88), porém
apresentaram taxas de encapsulacdo distintas do principio ativo, ou seja, 49,5% e
86,2%, respectivamente. O perfil cinético de liberacdo in vitro do FPA a partir das

nanocapsulas/microemulsdao (NC/ME) exibiu uma liberacdo maxima de 40,8% nas
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primeiras 4 horas, considerando-se 86,2% da concentracdo teérica do FPA encapsulado.
A viabilidade das células NCI-H 292 tratadas com FPA, NC e¢ FPA-NC foram
observadas até a concentragdo de 50 ug.mL™, todavia as células tratadas com FPA/ME
apresentaram na concentracio de 6,25 ug.mL™(25% de viabilidade celular) uma elevada
citotoxicidade. Entretanto, as células tratadas com o sistema FPA-NC/ME apresentaram
uma reducio do efeito citotoxico, permitindo a determinagio da ICsy a 12,5 pg.mL™.
Em relagdo as células HEp-2, a viabilidade celular foi preservada apds o tratamento
com FPA, NC e FPA-NC até a concentracio de 50 pg.mL’, sendo que as células
tratadas com FPA/ME apresentaram toxicidade a 6,25 pg.mL™ (~35% viabilidade
celular). Contrariamente, o sistema FPA-NC/ME apresentou uma redugdo do efeito
citotoxico. Estes resultados demonstram que o FPA livre e nanoencapsulado, sem o
sistema de microemulsdo O/A, ndo apresentaram acdo citotoxica sobre as linhagens
celulares estudadas, NCI-H 292 e HEp-2. O perfil de toxicidade in vivo foi analisado,
através da analise histopatologica dos 6rgdos bago, figado e rins tratados com o FPA e
FPA-NC/ME. O aspecto morfologico das células esplénicas manteve-se inalterado, apos
o tratamento do FPA em suas formas livre e encapsulada, porém o figado e os rins
demonstraram lesdes significativas, tais como: necrose nos hepatocitos € uma
glomerulonefrite mesangioproliferativa, respectivamente. No estudo da atividade
antitumoral evidenciou-se que a quimioterapia realizada, durante 7 dias, com FPA-NC
apresentou uma inibi¢do tumoral de 61,4%, quando comparado com a sua forma livre
(58,9%), frente ao Sarcoma 180. Alteraces histopatologicas nos tecidos, esplénico,
hepatico e renal ndo foram evidenciadas, ap6s o tratamento com o FPA em suas formas
livre e encapsulada, quando comparadas ao grupo controle. Estes resultados indicam
que a nanoencapsulagdo continua sendo uma alternativa para a aplicacdo terapéutica de
farmacos com acdo anticancerigena, tanto para a obten¢dao de uma melhor eficacia

terapéutica quanto para a minimizagao dos efeitos toxicos.
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ABSTRACT

The potential of controlled release in optyimizing drug targeting has offered a
tremendous advancement in the manipulation of novel dosage forms such as
nanoparticles, wich are solid colloidal polymeric carriers in size range of 1-1,000 nm.
Oil-in-water microemulsions as a drug delivery system include improvement of drug
solubilization. The fumarprotocetraric acid, a B-orcinol depsidone, is obtained from
Cladonia verticillaris and its antibacterial, antimycobacterial and antitumor activities
had been evaluated. The main purpose of this work is to investigate the cytotoxicity,
toxicity and antitumor activity of free and fumarprotocetraric acid (FPA) encapsulated
into PLGA-nanocapsules prepared by interfacial deposition of a pre-formed copolymer
method. The physicochemical and stability parameters of the nanocapsules were also
investigated. The cytotoxic effect of FPA on different forms, free (FPA) and
encapsulated with and without oil-in-water —microemulsion (FPA-NC and FPA-
NC/ME), respectively, was evaluated on human lung cancer (NCI-H 292) and larynx
epidermoid carcinoma (HEp-2) cells line cultured in MEM (Minimum Essential
Medium). The toxicity was analized on Swiss mice with a daily treatment for 8 weeks.
After treatment, animals were sacrificed and their organs (liver, kidneys, and spleen)
were submitted to histopathological analysis. The analysis of the antitumor activity was
assessed against solid tumor Sarcoma 180 in Swiss mice, and was estimated by the
tumor inhibition. Results showed that the encapsulation efficiency of the
fumarprotocetraric acid into PLGA-nanocapsules in different carriers was 49.5% (FPA-
NC) and 86.2% (FPA-NC/ME), respectively. The kinetic profile of FPA from
nanocapsule-microemulsion formulation presented a gradual augmentation of the drug
release, achieveing 40.8% at a 4 hours. The viability of NCI-H 292 cells treated with
FPA, NC and FPA-loaded nanocapsules was maintained even at 50 pg.mL’. In
contrast, the cell treatment with o/w microemulsion (ME) or FPA-ME promoted a high
cytotoxicity at 6.25 ug.mL™" (25% cell viability). Concerning HEp-2 cells, their viability
was preserved after treatment with FPA, NC or FPA-NC even at 50 pg.mL™. Results
showed that FPA have no cytotoxic effects on NCI-H 292 or HEp-2 cells, and FPA-
loaded nanocapules have no cytotoxic effect on NCI-H 292 cells. In contrast, the o/w
microemulsion exhibited a high cytotoxicity on both cells. No behavioral alterations
were observed in animals during the toxicity assay of FPA formulations. No statiscally
significant difference in body weight was detected for animals treated with free and
encapsulated FPA in relation to the control group. However the treatment with FPA
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encapsulated in NC/ME promoted pronounced injuries in liver and kidneys of animals.
Cellular and renal tubules necroses were detected in kidneys. The antitumor activity
promoted by free FPA, unloaded-nanocapsules and FPA-loaded nanocapsules evaluated
on Sarcoma 180-bearing mice promoted 61.4% of tumor inhibition when compared with
free FPA (58.9%) in relation to the control group.

Results showed that encapsulation of fumarprotocetraric acid into PLGA-
nanocapsules can be a potential alternative to allow in a diversity of therapeutical
applications. The nanoencapsulation with microemulsion can therefore be considered as
a potential alternative to improve solubilization of lichens metabolites, such as
fumarprotocetraric acid. However microemulsions prepared with Cremophor®

exhibited a substancial in vitro and in vivo toxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O cancer ¢ causado em quase todos os casos por mutagdo ou por ativacdo anormal
de genes celulares que controlam o crescimento e a mitose celular. Estes genes anormais
sdo chamados de oncogenes (Guyton & Hall, 2002).

Cancer (do latim CANCER - Caranguejo) ¢ uma traducdo latina da palavra grega
carcinoma (KRVKINOS) que tem o mesmo significado. Esta palavra ¢ utilizada para
designar os tumores malignos, desde os povos antigos, e teve sua origem decorrente da
semelhanca com o referido crustaceo, pelo seu carater infiltrativo. Galeno utilizou-a
pela primeira vez, aproximadamente 138-201 a.C., para indicar um tumor maligno da
mama em que as veias superficiais desses Orgdos apareciam intumescidas,
assemelhando-se a pata de caranguejo (Murrad & Katz, 1996).

Hoje esta claro que o cancer ¢ uma doenga genética, pois como todas as células de
um tumor possuem o oncogene pode-se concluir que o tumor ¢ um clone mutante. Os
oncogenes normalmente desempenham fungdes celulares basicas, em geral relacionadas
a regulacdo da multiplicagdo celular. Entretanto, vérios tipos de eventos podem
transformar um proto-oncogene em um oncogene, estado no qual ele promove as duas
principais caracteristicas do cancer: multiplicacdo celular descontrolada, levando a um
crescimento excessivo de um grupo de células chamado de tumor e a dispersao de
células pelo corpo para formar novos tumores, um processo chamado metéstase
(Griffiths et al., 1998).

O cancer pode surgir ndo apenas em decorréncia da ativacdo de oncogenes
promotores do crescimento, mas também devido a inativagdo de genes que normalmente
suprimem a proliferagdo celular (genes supressores do cancer ou anti-oncogenes)
(Robbins et al., 2001).

Carcinogénese e/ou oncogénese sdo termos que designam o processo de
desenvolvimento de uma neoplasia, desde as alteragdes mais precoces no DNA, que
supostamente ocorrem em uma so célula ou em um pequeno grupo delas, até a formagao
de um tumor que pode destruir o organismo hospedeiro. Este processo neoplasico ¢ um
processo dindmico, que evolui em multiplas etapas (Montenegro & Franco, 1999)

(Figura 1).
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Figura 1: A¢do dos agentes carcinogénicos no DNA
(http://press2.nci.nih.gov/sciencebehind/cioc/molecular/30.1.jpg)

1.1.1. Epidemiologia

Atualmente, o cancer ¢ considerado a segunda causa de morte no Brasil e em 1994,
os neoplasmas foram responsaveis por 10,86% dos 887. 594 o6bitos registrados, sendo
que 53,81% dos 6bitos por neoplasia ocorreram entre homens e 46,05%, entre as
mulheres (Ministério da Saude/INCA, 2003).

Na Regido Nordeste, as neoplasias representam a terceira causa de morte por
doenca, consistindo de 6,34% dos Obitos atestados, ficando apenas 0,02 pontos
percentuais depois das doengas infecciosas e parasitarias. Pernambuco apresenta uma
taxa bruta de incidéncia de neoplasias estimada em 112,69 casos para homens e 146,42
casos para mulheres, no ano de 2003, para cada 100.000 individuos (Ministério da
Saude/INCA, 2003).

As taxas de sobrevida de todos os canceres vém aumentando continuamente nos
ultimos 20 anos, tendo sido geralmente maior para as mulheres do que para os homens.
As taxas de sobrevida atuais relativas a cinco anos, para todos os canceres, aumentaram
de 18% para 29% nos homens e de 33% para 43% nas mulheres, entre 1970 e 1990
(Spence & Johnston, 2003).

1.1.2. Cancerologia Experimental

Tradicionalmente, os fdrmacos utilizados para o tratamento do cancer foram

descobertos através da triagem, em grande escala, de substancias quimicas de sintese e

Simonetti, A.C.



http://press2.nci.nih.gov/sciencebehind/cioc/molecular/30.1.jpg

Atividade Antitumoral e Toxicidade de Nanocdpsulas...
produtos naturais contra sistemas tumorais em animais, principalmente leucemias
murinas (Hardman & Limbird, 1996).

A realizagdo de testes in vivo e in vitro para detectar a atividade antitumoral de
novas substancias ¢ de vital importancia para a descoberta de novos quimioterapicos.
Testes in vivo aplicados a cancerologia experimental t€ém sido os mais recomendaveis,
apesar de serem dispendiosos e com respostas nao muito rapidas (Rodrigues, 2001).
Estes ensaios permitem a andlise de um grande nimero de amostras, viabilizando a
localizagao dos principios ativos em determinadas fragdes obtidas durante o processo de
extragdo de produtos de origem natural (Favaro et al., 1990).

Carreadores coloidais tais como os lipossomas e nanoparticulas tém sido
freqlientemente utilizados para a liberagdo intravenosa de agentes anti-cancerigenos
para tumores solidos, devido ao rapido seqiiestro desses carreadores pelos macréfagos

no figado e bago (Laverman et al., 2001).

1.1.3. Tratamento

Devido a importancia epidemioldgica dos processos neopldsicos, inumeras
abordagens terapéuticas vém sendo investigadas. As categorias basicas para o
tratamento sdo: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Esta ultima apresenta aspecto
desfavoravel, devido a inespecificidade do farmaco e a dificuldade em se estabelecer
uma dose efetiva para destruir o maximo de células com o minimo de efeitos colaterais
para as células normais (Santos, 2003). Segundo o Ministério da Saude/INCA (2003), a
hormonioterapia, a imunoterapia e as terapéuticas combinadas também sao alternativas
disponiveis para o tratamento do cancer.

O potencial para tratar pacientes de cancer pelas abordagens imunologicas se
mostra muito promissor para os imunologistas e oncobiologos, pois a imunoterapia tem
o potencial de ser o tratamento mais especifico planejado para os tumores, devido a
utilizagdo Util de anticorpos monoclonais tumor-especificos (Abbas et al., 2000; Abbas
et al., 2003). O sistema imunoldgico necessita enfrentar as extremas dificuldades em
desempenhar sua fun¢do de reconhecimento e destruicdo das células tumorais, pois as
mesmas exibem muitas semelhangas com as células normais, apesar da sua tendéncia
anormal de proliferacao (Stites et al., 1997).

Um marco muito importante no desenvolvimento racional de fArmacos direcionados
contra oncogenes especificos foi alcangado em 1988, quando o FDA aprovou a

Herceptina, um anticorpo monoclonal contra a proteina oncogénica Erb-2, para o
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tratamento de cancer metastatico de mama (Cooper, 2001). A Biologia Molecular esta
comecando a fornecer ferramentas para encontrar de forma precisa quais genes sao
amplificados, deletados e mutados em células tumorais em um determinado paciente,
assim podendo provar a sua importdncia no acompanhamento e prevenc¢ao do cancer
(Alberts et al., 1997). Podendo-se antecipar que a metodologia baseada na proteina C
reativa (PCR) tornar-se-4 um procedimento de diagnostico rotineiro tanto no
rastreamento de predisposicdo do cancer quanto no monitoramento dos pacientes,
visando o planejamento da sua terapia (Henry, 1999).

A maioria dos fArmacos utilizados atualmente no tratamento de cancer ou danificam
o DNA ou inibem a sua replicagao. Uma nova abordagem promissora para a terapia do
cancer ¢ o uso de fArmacos capazes de inibir o crescimento do tumor por interferir com
a angiogénese (formacao dos vasos sangiiineos), em vez de atuarem diretamente contra
as células cancerosas (Cooper, 2001). Mediadores da angiogénese e proteinas que tém
expressao regulada, em vasos sangiiineos recém-formados, tais como as integrinas o.,[33
e oyfs, representam alvos farmacologicos potentes para a terapia anti-angiogénica
(Reynolds et al., 2003). Além disso, pesquisas estdo sendo desenvolvidas para a
producdo de farmacos capazes de inibir as enzimas proteinases, secretadas pelo tumor,
uteis na redug¢do do crescimento celular e desenvolvimento neoplasico (Stone &
Darlington, 2000).

As células cancerosas, por crescerem mais rapidamente que as células normais da
maioria dos tecidos, tém necessidades maiores de nucleotideos como precursores na
sintese de DNA e RNA, assim sdo, em geral, mais sensiveis aos inibidores da
biossintese de nucleotideos do que as células normais (Nelson & Cox, 2000).

Os agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento do cancer incluem uma grande
variedade de compostos que atuam por varios mecanismos, porém os agentes
atualmente disponiveis manifestam toxicidade significativa sobre os tecidos normais
com uma maior complicacdo do seu uso, devendo-se considerar criteriosamente o risco
versus beneficio quando se usam esses agentes (Silva, 2002). Em decorréncia da
toxicidade associada aos farmacos anti-cancerigenos em tecidos normais, uma nova
estratégia tem sido postulada fundamentando-se na associacao de fArmacos antitumorais
com nanoparticulas coloidais. A utilizagdo de nanocarreadores contendo
anticancerigenos visa sobrepor os mecanismos de resisténcia celular e ndo-celular e
aumentar a seletividade dos farmacos em células cancerosas, enquanto reduz a

toxicidade em tecidos normais (Brigger et al., 2002).
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1.2. Sistema de Liberac¢ao Controlada de Farmacos

O conceito pioneiro de farmacos direcionados a sitios especificos do organismo
foi postulado por Erlich em 1906, definido como “balas magicas”. A tecnologia de
sistemas de liberagcdo de farmacos, como um método comercialmente atrativo para a sua
administracdo de forma controlada e sitio especifica, surgiu no inicio da década de 80
Estes tipos de farmacos tém sido foco de tremenda atencdo, ao longo das ultimas trés
décadas, pois o interesse pela manutengcdo nos niveis terapéuticos desses farmacos
coincide com a aceitacdo publica e médica de cada sistema (Lachman et al., 2001).

A administracdo de formas farmacéuticas convencionais em doses multiplas
promove uma variagdo na concentragdo plasmatica do farmaco, atingindo por vezes
niveis subterapéuticos e toxicos durante os intervalos entre as doses (Figura 2). J& os
farmacos administrados sob sistema de velocidade controlada, permanecem em
concentragdes sangiiineas praticamente constantes, em funcdo do tempo (liberagdo
segundo cinética de ordem zero), ap6s a administragdo do farmaco em dose unica. Este
método vem sendo util para o tratamento de sindromes metabolicas, tais como a

diabetes melitus insulino-dependente (Prista ef al., 1995; Ansel et al., 2000).

LIBERACAO CONTROLADA
E SUSTENTADA DE FARMACOS
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Figura 2. Perfis de libera¢do de fArmacos em funcdo do tempo: convencional x controlada
(http://Lpes.igm.unicamp.br)

Os sistemas de liberagdo de farmacos, freqlientemente descritos como ‘“drug
delivery systems”, oferecem inimeras vantagens e desvantagens quando comparados a
outros sistemas de dosagem convencional, tais como (Prista et al., 1995; Lachman et al.,

2001):
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I) Vantagens:

- Diminuicdo do nimero de administragoes diarias;

- Maior adesdo do paciente ao tratamento;

- Podem ser interrompidas durante o repouso noturno para as repeti¢des das
doses medicamentosas;

- Minimizacao dos riscos de erro ou esquecimento, por parte dos pacientes;

- Introdug¢do gradual do farmaco, evitando oscilagdes, durante o tratamento;

- Biodisponibilidade aumentada do farmaco;

- Margem de seguranca aumentada para farmacos potentes;

- Reducao dos efeitos adversos.

IT) Desvantagens:

- Risco de acimulo do farmaco no organismo, devido a velocidade de
eliminagdo lenta do mesmo;

- Dificuldade de eliminagao rapida dos farmacos, em casos de posologias que
exigem muito rigor;

- Nao permissao do fim imediato da agdo terapéutica, nos casos de implantes
subcutaneos;

- Perda da flexibilidade no ajustamento dos regimes posologicos;

- Sao concebidas para uma populagdo normal (auséncia de doenga que altere a
distribuicao e metaboliza¢cdo do farmaco);

- Fatores economicos (dispendiosos);

- Nem todos os fAirmacos sdao adequados.

1.2.1. Sistemas Nanoparticulados

1.2.1.1. Nanoparticulas (Nanoesferas e Nanocapsulas)

O potencial de liberagdo sitio-especifica, por direcionamento de farmaco, tem
fornecido considerdveis vantagens na manipulacao de novas formas de dosagens, tais
como as nanoparticulas, as quais sdo carreadores coloidais poliméricos solidos com
tamanho de 1-1000 nm (1 pm) (Gaur ef al., 2000).

Na literatura sdo citados dois tipos de nanoparticulas: as nanoesferas e as

nanocapsulas, cada uma com caracteristicas proprias. As nanoesferas exibem formato
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esférico e sdo constituidas por uma rede polimérica densa envolvendo toda a estrutura
das particulas, enquanto que as nanocapsulas sao vesiculas solidas que apresentam uma
cavidade interna oca, geralmente de natureza oleosa, estabilizadas por um filme
interfacial de agentes tensoativos e revestidas, superficialmente, por uma parede

polimérica irregular pouca espessa (Couvreur, 1985).

ativo distribuido
uniformemente
na interior

(A)

ativo
concentrado no
nicleo

(B)

modelo corte transversal (interior)

Figura 3: Formas farmacéuticas nanoparticuladas: (A) esfera (sistema matricial) e (B) capsua

(sistema reservatorio) (http://Lpes.igm.unicamp.br).

Os sistemas de liberacdo controlada do tipo polimérico sdo classificados de
acordo com varios mecanismos de cinética de liberagdo, ja conhecidos ha algum tempo,
tais como: o monolitico e o reservatdrio (Figura 4). No sistema s6lido monolitico, o
farmaco (principio bioativo) ¢ disperso ou dissolvido em um polimero inerte e a difusdo
do farmaco ¢ a etapa limitante, sendo a taxa de liberacdo dependente da escolha do
polimero. Enquanto que, no sistema reservatdrio o principio bioativo forma uma
particula interna (nucleo) envolvida por uma parede de difusdo inerte (Brannon-Peppas,

1997).

SISTEMA MONOLITICO SISTEMA RESERVATORIO

dissolugio
da
membrana

difusao
e/ou
osmose

Difusdo

Figura 4. Mecanismos de liberagdo do principio ativo a partir de nanoesferas e nanocapsulas

(Brannon-Peppas, 1997).
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1.2.1.1.1. Aplicacoes Bioldgicas

As nanoparticulas tanto podem ser utilizadas como preparacdes de infusdo
intravascular, emulsdes injetaveis para ambas administragdes, parenteral e enteral, assim
como formas de dosagem de vacinas para o uso de injegdes subcutadneas ou
intramusculares (Gibaud et al., 1998; Lemoine & Preat, 1998). Estes sistemas coloidais
poliméricos t€m sido propostos como vetores de fArmacos no sentido de modificar a sua
farmacocinética, incluindo a alteracdo no perfil de distribuicao tissular, podendo ainda
aumentar a biodisponibilidade de muitas susbtancias ativas (Gibaud et al., 1998).

Existem inGimeras areas promissoras para o emprego de nanoparticulas, tais
como a vetorizacdo de farmacos anticancerigenos; antibioticos; farmacos de origem
peptidica ou protéica; oligonucleotideos e de uso de oftalmico (Couvreur, 1985).

Nanoparticulas podem ser formuladas para uma liberagao sitio-direcionada do
farmaco no sistema linfatico, cérebro, paredes arteriais, pulmdes, figado e bago ou para
uma circulagdo sistémica prolongada (Hans & Lowman, 2002). Estas utilizadas para
carrear farmacos para o cérebro sdo de consideravel importancia, pois sdo capazes de
ultrapassar a barreira hematoencefalica, obstaculo para um grande numero de farmacos,
tais como: antibidticos, agentes anti-neoplasicos, farmacos do sistema nervoso central
(SNC), especialmente neuropeptideos (Kreuter, 2001).

A nanoencapsulacdo dos oligonucleotideos, moléculas hdbeis na inibicdo da
expressao génica e no tratamento de infecg¢des virais e/ou cancer, demonstra protegé-los
da sua répida degradacao, promovendo a sua subseqiiente incorporacao em diferentes
tipos de células (Lambert et al., 2001). A incorporacdo de oligonucleotideos em
carreadores poliméricos, tais como as nanoparticulas, poderd melhorar ndo apenas a sua
estabilidade e captura, mas como também modificar a localizacdo intracelular dos
mesmos (Berton et al., 1999).

Carreadores coloidais nanoparticulados podem agir como um veiculo carreador
de farmaco capaz de atingir tecidos ou células tumorais, enquanto protegem a inativagao
prematura do mesmo durante o seu transporte (Brigger ef al., 2002). A encapsulacio
permite uma melhoria na estabilidade do farmaco, em decorréncia da sua protecao
(condigdes de armazenamento) e redugdo dos possiveis efeitos toxicos ou adversos
produzidos. O principal interesse destes carreadores baseia-se na melhoria do efeito
terapéutico, pelo direcionamento das moléculas ativas em seus sitios de acdo desejaveis

e pelo ocasionamento de uma elevada concentragdo local (Guinebretiere ef al., 2002).

Simonetti, A.C.




Atividade Antitumoral e Toxicidade de Nanocdpsulas...

Existem alguns parametros importantes para a eficacia da acdo das
nanoparticulas, como carreadores de farmacos, tais como: o tamanho e potencial zeta
das particulas, a taxa de encapsulacdo do farmaco e as suas caracteristicas de liberacdo,

visto que podem ser controlados na produ¢do farmacéutica (Hans & Lowman, 2002).

1.2.1.1.2. Atualidades

Recentemente ha um consideravel interesse no desenvolvimento de
nanoparticulas furtivas (“Stealth™ nanoparticles™), como sistema carreador de farmaco.
Estas nanoparticulas de longa circulacao podem ser preparadas pela modificagdo em sua
superficie com polimeros ndo-idnicos, flexiveis e hidrofilicos, tais como o
polietilenoglicol (PEG), poloxamers e poloxaminas, promovendo assim a libera¢do de
farmacos no reconhecimento ¢ na retificagdo de seus indices de toxicidade, assim como
na deteccdo de doencas e desordens vasculares, por métodos de imagens médicas
(Moghimi & Hunter, 2000; Li et al., 2001). A presenga de poloxamers e poloxaminas,
na superficie, diminui a adsor¢do protéica (opsonizagdo), a fagocitose das
nanoparticulas pelas células ndo parenquimatosas do figado ¢ aumenta o alcance nos
sitios de infec¢do, inflamacao, intravascularizacao de tumores sélidos, e em barreiras
naturais, tal como a mucosa nasal (Amiji & Park, 2000; Gref ef al., 2003).

Nanoparticulas magnéticas estdo sendo utilizadas como agentes de contraste em
imagens por ressonancia magnética por promovem uma linfotropia adequada, ou seja,
as particulas sdo fagocitadas pelos macréfagos dentro dos linfonodos promovendo uma
elevada resolugdo de contraste (Brigger et al., 2002).

A especificidade e a longa circulacdo promovidas pelas nanoparticulas, em
determinados tipos celulares, podem ser alcangadas através da utilizagdo de ligantes tais
como: anticorpos monoclonais, agucares, lectinas ou fatores de crescimento. Como
exemplo, pode-se citar as nanoparticulas poliméricas furtivas contendo o
polietilenoglicol (PEG) associado com a biotina, vitamina H solivel em 4gua, e
conjugado com a galactose na superficie da particula, sendo assim facilmente
endocitadas pelas células hepaticas tumorais (Barrat, 2000; Kim & Kim, 2003). Estas
nanoparticulas também tém sido reportadas por melhorarem o direcionamento do fator-
o de necrose tumoral recombinante, promovendo um maior acimulo do farmaco no
tumor (Vauthier ef al., 2003).

Os sistemas de liberacdo de farmacos preparados por polimeros biodegradaveis

sdo consideravelmente utilizados, devido a possibilidade de libera-los, sob forma
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controlada, ¢ de aumentar a sua eficacia, enquanto a sua toxicidade é reduzida apos a
administracao parenteral (Magenheim & Benita, 1991; Julienne et al., 1992). A mais
conhecida classe de materiais biodegradaveis para a liberagdo controlada ¢ a de
copolimeros derivados de &cidos latico e glicolico (PLGAs) (Jalil & Nixon, 1990).
Além disso, uma nova classe importante de polimeros de poli (éter uretano) esta sendo
utilizada para a preparagdo de nanocapsulas, devido as suas excelentes propriedades
fisicas (flexibilidade, degradacdo, etc...), resisténcia a fibrose e consideravel
biocompatibilidade (Bouchemal ef al., 2004).
Considera-se ainda que a aplicagdo de nanoparticulas poliméricas como formas
de dosagens de liberagdao controlada de farmacos anticancerigenos tém proporcionado
imenso interesse no desenvolvimento de sistemas efetivos para tratamento do cancer

(Soppimath et al., 2001).

1.2.1.1.3. Nanoparticulas na Terapia do Cancer

A agdo terapéutica de farmacos em células tumorais ¢ eficaz quando alguns
problemas sdo superados, tais como: a resisténcia do farmaco, no tumor, devido as
barreiras fisiologicas (mecanismos nao-celulares), resisténcia do farmaco na célula
(mecanismo celular), além da distribui¢do, biotransformacgao e a excre¢ao dos farmacos
anticancerigenos no organismo. A estratégia baseia-se na associa¢do destes farmacos
com nanoparticulas, as quais sdo capazes de sobrepor estes mecanismos e reduzir,
subseqiientemente, a sua toxicidade em tecidos normais (Brigger et al., 2002).

Vérios estudos tém demonstrado que o perfil de distribuicdo dos farmacos
anticancerigenos ¢ alterado quando os mesmos s3o associados as nanoparticulas
convencionais, pois as mesmas sao rapidamente removidas da circulagdo sangiiinea pelo
sistema mononuclear fagocitico (MPS). Esta captura pelo figado e baco reduz a
probabilidade das nanoparticulas penetrarem nos capilares do tumor, enquanto que os
espagos intersticiais tumorais sao atingidos (Lambert ef al., 2001).

A doxorrubicina ¢ um dos firmacos mais prescritos na terapia do cancer, pois
expressa a sua capacidade citotoxica pela inibigdo da sintese dos acidos nucléicos em
células cancerosas (Yoo et al., 2000). Além disso, tem-se observado que a
doxorrubicina associada as nanoparticulas de polialquilcianoacrilato (PACA)
demonstraram aumentar a sobrevida dos camundongos acometidos por metéastase
hepatica do tumor MS5076. Deste modo, propds-se que as células de Kupffer

desempenham uma fungdo reservatéria, apos a fagocitose da nanoparticula, favorecendo
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a elevada concentra¢do do farmaco nas células tumorais (Soma et al., 2000). A eficacia
terapéutica, em sitios tumorais, também tem sido observada com nanoparticulas de
quitosana contendo a doxorrubicina associada a dextrana, uma macromolécula inerte e
carreadora de farmacos quimioterapicos (Mitra et al., 2001).

Segundo Singla et al., (2002) e Mu & Feng (2003), as nanoparticulas
poliméricas e biodegradaveis podem também ser adotadas como carreadoras coloidais
de farmacos pouco soluveis em 4gua, tal como o paclitaxel (Taxol®), um diterpendide
pseudoalcaldoide com mais de 12 000 componentes naturais com atividade
anticancerigena. Considerando-se a sua elevada hidrofobicidade, as nanoparticulas
promovem a sua maior reten¢do nos sitios tumorais com as subseqiientes redug¢do do

crescimento tumoral e aumento da sobrevida dos animais tratados.

1.2.1.2. Nanocapsulas

Técnicas de nanoencapsulagdo resultam em produtos constituidos de particulas
revestidas que agem como sistemas liberadores de farmaco. Na realidade, as
nanocapsulas possuem melhor estabilidade na presenca de fluidos biologicos
(Ammoury, 1990; Stainmesse, 1990) durante o armazenamento € a sua preparacao ¢é
apropriada para escala industrial (Colombo et al., 2001).

As nanocapsulas podem ser consideradas como sendo uma alternativa de
sucesso diante de outros carreadores de moléculas ativas (Ammoury, 1990; Stainmesse,
1990), pois o perfil farmacocinético do fairmaco ¢ modificado, a sua eficiéncia ¢é
aumentada, enquanto que a quantidade administrada e os riscos dos efeitos adversos sao
diminuidos (Benita, 1996). A mudanca no padrao de distribui¢ao ¢ vitoriosa, devido ao
enderecamento especifico do principio ativo em seu alvo celular ou a nivel tecidual
(Couvreur et al., 1982; Grislain et al., 1983).

Sistemas de liberagdo nanovesiculares variam em tamanho de 20 a 500 nm
incluindo principalmente lipossomas unilamelares e nanocapsulas (Fessi et al., 1989). O
uso das nanocapsulas ¢ atrativo, devido a sua cavidade central oleosa a qual possibilita
um elevado nivel de encapsulagdo de substincias lipofilicas como a atovaquone
(Cauchetier et al., 2003). Farmacos lipofilicos, os quais apresentam consideravel
solubilidade na matrix polimérica ou na cavidade oleosa das nanocdpsulas, sdo mais
rapidamente incorporados em comparagdo com os componentes hidrofilicos, embora

que estes ultimos podem ser absorvidos em nivel da superficie particular (Barrat, 2000).
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O método de preparagdo dessas nanovesiculas depende da natureza do farmaco
(hidrofilico ou lipofilico) a ser encapsulado (Zambaux et al., 1998).

Existem fatores limitantes na escolha no desenvolvimento de lipossomas, em
relacdo as nanocépsulas, tais como: a sensibilidade da membrana fosfolipidica diante de
um ambiente de degradacdo e a rapida liberacdo do fArmaco diante da bicamada lipidica
(Grit et al., 1989). Adicionalmente, os lipossomas tém demonstrado uma baixa taxa de
encapsulacdo, uma reduzida estabilidade em condi¢des de armazenamento e uma rapida
liberagdo de fArmacos hidrossoluveis no sangue (Soppimath et al., 2001). Enquanto que
as nanocapsulas solidas e biodegradaveis demonstram suas vantagens sobre os
lipossomas, devido ao seu tamanho extremamente pequeno com o subseqiiente
potencial em se localizar no sitio patoldgico, tal como o tumor sélido, através do
mecanismo passivo de direcionamento. Considera-se ainda, que a sua elevada
estabilidade e a habilidade de criar uma liberagdo controlada oferecem opgdes
vantajosas (Hans & Lowman., 2002; Singla et al., 2002).

Fessi et al., (1989) desenvolveram um método original denominado de técnica
de deposicdo interfacial para a obten¢do de nanocépsulas, nanométricas, reprodutiveis,
redispersiveis e formadas instantaneamente, as quais sdo constituidas por um nucleo
oleoso coberto por uma fina parede de polimero pré-formado e biodegradavel. Neste
procedimento, através do deslocamento de um solvente semi-polar miscivel, acetona, no
qual o polimero esta inicialmente solubilizado, para a fase aquosa constituida de
tampao-fosfato pH 7,4, com conseqiiente deposi¢do do polimero, agora insoluvel, na
superficie de nanogoticulas emulsificadas, produzindo uma suspensdo coloidal com
elevada capacidade carreadora de farmacos. Este método apresenta a vantagem sobre o
método de polimerizagdo interfacial, devido a auséncia de monomeros e oligdmeros dos

reagentes restantes do processo de polimerizagdo (Figura 5) (Gallardo et al., 1989).

¥ Monémero
..: e hidrofilico b
& . # | Monémero &
[ ] .,JF lipofilico
et e
@ @ E—
@
Dispersio de mondmeros Reacio na interface Nanocapsula

Figura 5. Método de copolimerizacgdo interfacial para se preparar nanocapsulas

(http://Lpes.igm.unicamp.br)
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1.2.2. MICROEMULSOES

As microemulsdes sdo potentes sistemas carreadores de farmacos para as
administracdes oral, topica e parenteral. Estas oferecem varias vantagens, tais como:
formagdo espontanea, estabilidade termodindmica, melhoramento da solubilizacdo e
biodisponibilidade do firmaco, assim como a sua liberagdo controlada pelas vias de
administracdo citadas anteriormente. Em decorréncia da elevada capacidade de
solubilizagdo ¢ estabilidade termodindmica oferecidas pelas microemulsdes, estes
sistemas farmacéuticos sdo considerados veiculos atrativos para a administragdo
parenteral. Na microemulsdo, o didmetro das goticulas dispersas varia entre 10 e 75 nm
(Tenjarla, 1999).

A microemulsdo pode ser de trés tipos: (1) 6leo/agua (O/A), na qual a dgua ¢ a
fase continua; (2) agua/dleo (A/O), na qual o 6leo ¢ a fase continua e (3) bicontinua, na
qual os volumes de dgua e dleo sdo aproximadamente iguais (Lachman et al., 2001).
Recentemente tem-se reportado que microemulsdes Oleo/agua (O/A), formadas
espontaneamente pela simples mistura de tensoativos, foram preparadas como um
sistema de liberacdo de farmacos apresentando algumas vantagens, tais como: a
melhoria na solubilidade do fArmaco; um potencial uso parenteral e producao industrial,
em larga escala, sem elevada energia de homogeneizagdo (Park & Kim, 1999). A
liberagdo do principio biativo da microemulsdo depende de varios parametros, tais
como: a propor¢ao de dgua e 6leo nas fases continua e descontinua, a distribui¢do e a
difusdo do farmaco em ambas fases do sistema (Trotta et al., 1989).

O 4cido clonixico, pouco soluvel em 4gua, foi incorporado em microemulsdes
0leo/agua (O/A) visando melhorar a sua solubilidade, com a subseqiiente redugdo da
dor, apds inje¢des intramusculares ou intravenosas. Portanto, a formulacdo de
microemulsao pode ser aplicada para farmacos que induzem dor durante injecao (Lee et
al., 2002). A utilizacdo de microemulsdes tem sido limitada como veiculos carreadores
de farmacos para a via ocular, devido a quantidade consideravel de tensoativos que
podem eventualmente causar irritagdo na mucosa ocular (Calvo ef al., 1996).

Atualmente as microemulsdes estdo sendo utilizadas em preparacdes
farmacéuticas espermicidas, ou seja, como veiculos de antibidticos ou antivirais capazes
de prevenir doengas sexualmente transmissiveis, tais como o virus HIV-1, HSV, HPV e

bactérias Neisseria gonorrheae e C. trachomatis (D’Cruz & Uckum, 2001).
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1.3. LIQUENS

Liquens s3o simbidticos de fungos (micobiontes) e algas (fotobiontes). Estes
produzem um numero considerdvel de componentes organicos, intracelulares e
extracelulares, os quais podem ser facilmente extraidos de seus tecidos e classificados
de acordo com a sua localizagdo no talo (Figura 6) (Bose & Banerjee, 1976). Os
produtos intracelulares sdo carboidratos, carotendides, vitaminas, aminoacidos e
proteinas, freqlientemente soluveis em adgua, enquanto que os metabolitos extracelulares
sdo compostos resultantes de seu metabolismo secundario, classificados em quatro
grupos  quimicos, bioenergeticamente relacionados:  depsideos, depsidonas,
dibenzofuranos e 4cidos Uusnicos (Culberson & Elix, 1972). Estes metabolitos
secundarios tém sido mundialmente utilizados farmacologicamente, apesar dos seus
mecanismos de agdo ndo terem sido completamente elucidados (Yamamoto et al.,

1998).

Figura 6. Microestrutura do talo liquénico: (A) Fotobionte; (B) Hifas medulares;

(C) Hifas corticais (Oliveira, 2003).

1.3.1. Funcio Bioldgica dos Liquens

Os metabdlitos secundarios oriundos de substancias liquénicas tém atraido a
atencdo de varios pesquisadores, por mais de 100 anos (Lawrey, 1986). Dentre as

20.000 espécies de liquens conhecidas, apenas uma pequena parcela tem sido analizada
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e identificada como possuidora de componentes secundarios biologicamente ativos
(Romagni et al., 2000). Atualmente, muitos liquendlogos assumem que dacidos
liquénicos, isto ¢, aqueles componentes secundarios insoliveis em agua, apresentam
varias func¢des bioldgicas na natureza, embora o seu mecanismo de a¢do ndo tenha sido
completamente elucidado (Rundel, 1978).

As substancias liquénicas sdo eficientes contra bactérias e fungos, impedem o
desenvolvimento de tumores e células cancerosas, além de possuirem atividades
farmacoldgica e antigerminativa, dentre outras. De fato, substincias liquénicas de
natureza fenoélica tém apresentado a¢do comprovada contra tumores e células cancerosas
(Nascimento et al., 1994). Baseando-se neste dado, pode-se afirmar que ha estudos
indicativos na possibilidade de utilizagdo de uma base de sulfato de zinco associada ao
metabolito secundario, acido isnico, como terapia adjuvante do tratamento cirurgico da
lesdo cérvico-vaginal causada pelo Papiloma Virus Humano (HPV) (Scirpa et al.,
1999).

Postula-se também que os componentes fenolicos produzem alteragdes
hemoliticas e dérmicas, ou seja, danos nos constituintes de membrana dos eritrocitos e
produg¢do de dermatites de contato. Esta atividade ¢ decorrente da presenca de
alérgenos, tais como depsideos, depsidonas e derivatos do acido usnico (Hidalgo et al.,
1993).

Em tempos atuais, as substancias liquénicas tém apresentado uma importante
funcdo em técnicas de biomonitoramento, ou seja, em mapeamentos dos efeitos da
polui¢do em areas amplas. O acumulo de poluentes no talo podera mostrar o padrao de
distribuicao de cada poluente e o perfil das condigdes naturais (Caviglia et al., 2001).

De acordo com Yoshimura (1993), as principais fun¢des naturais dos liquens
ndo foram ainda completamente compreendidas, apesar de terem sido detectadas varias
atividades bioldgicas, tais como: largo espectro de defesa contra virus, bactérias,
parasitas, predadores e contra fatores de estresse ambiental (ex.: raios ultra-violeta)

(Cocchietto et al., 2002).

1.3.2. Acido Fumarprotocetrarico
1.3.2.1. Estrutura Quimica Molecular (C;;,H16012)

O 4cido fumarprotocetrarico, uma depsidona [-orcinol, ¢ um éster aromatico
contendo o grupo carboxilico em seu anel terminal, ou seja, um &cido carboxilico

insaturado vinilico (Figura 7) (Edwards et al., 2003).
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Il
JO—C—CH=CH-COOH

CH; H, OH
HO Cco COOH
OHC CH,4
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Figura. 7. Estrutura quimica do 4cido fumarprotocetrarico (Edwards et al., 2003).

1.3.2.2. Caracteristicas Fisico-Quimicas

O 4acido fumarprotocetrarico apresenta-se como cristais em forma de pequenas
agulhas, com ponto de fusdo de 250-260°C e massa molecular de 472,37. Apresenta
uma limitada solubilidade na maioria dos solventes organicos, sendo solivel em acetona
hidratada (80~90%) e titulado como um acido dibasico (Asahina & Shibata, 1954).

Segundo Asahina & Shibata (1954), a equag¢do de hidrdlise do 4cido

fumarprotocetrarico ¢ descrita como tal:

CH 6042+ H,0 =2 C{H,O4 (acido fumarico) + CgsH40y (acido protocetrarico)

1.3.2.3. Ocorréncia

O acido fumarprotocetrarico constitui um metabodlito secundario de liquens. A
sua biossintese foi confirmada pela utilizagdo de células de Cladonia verticillaris
imobilizadas em alginato (Fontaniella et al., 2000). Dados sugerem que células
imobilizadas representam a melhor maneira para a produgdo de metabolitos liquénicos,
tais como, os acidos evérnico, Usnico e fumarprotocetrarico (Blanco et al., 2002).

Espécies de Cladonia (ex.: Cladonia imperialis, C. crinita e C. verticillaris)
estdo entre as mais conhecidas Cladoniaceae nos tropicos da América Latina (Stocker-
Worgotter, 2001). Uma nova espécie encontrada na California, Cladonia lacryma,
similar as outras espécies da Cladonia, também ¢ caracterizada pela presenca do acido
fumarprotocetrarico (Hammer, 1991). Observou-se também a presenga consideravel
deste acido em amostras russas de Parmelia stygia e na medula da Cladonia pyxidata
(Herbacher et al., 1995). Enquanto que, na Cladonia verticillaris (Figura 8) o acido

fumarprotocetrarico ¢ transportado da medula para o cortex, em resposta a uma
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rehidratacdo, pois muitas espécies de liquens acumulam-se no cortex por estimulo de

luz (Mateos et al., 1993).

Figura. 8. Talo liquénico da Cladonia verticillaris.

(http://.matisse.chem.uniromal.it/ apol)

Liquens fendlicos tém sido reportados por formarem um anteparo protetor no
cortex liquénico que filtra a radiacdo e, por meio disso, protegem os pigmentos
fotosintéticos nas células fotobioticas. Afirma-se que a ocorréncia natural dos liquens
Cladonia verticillaris, em regides ensolaradas e protegidas da luz, implica mudangas no
conteudo do pigmento. Portanto, liquens que crescem em localizagdes ensolaradas
contém mais carboxilato metil -orcinol, orcinol e acido fumarprotocetrarico do que

aqueles encontrados em regides de baixa intensidade de luz (Legaz et al., 1986).

1.3.2.4. Aplicacdes Biologicas
1.3.2.4.1. Atividade Antibacteriana

Acido  protoliquesterinico, um  o-metileno-y-lactona e o  A4cido
fumarprotocetrarico, uma depsidona [-orcinol sdo considerados os principais
metabolitos secundarios biologicamente ativos da espécie de liquens Cetraria islandica
(musgo irland€s). A atividade antibacteriana tem sido atribuida tanto ao &cido
protoliquesterinico quanto ao 4cido fumarprotocetrarico (Gudjonsdottir & Ingolfsdottir,
1997). Embora que, segundo Bustinza (1951), o 4cido fumarprotocetrarico ndo tenha

apresentado atividade antibacteriana contra E. coli e S. aureus.
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1.3.2.4.2. Atividade Antimicobacteriana

Liquens vém sendo utilizados com finalidades medicinais ha décadas e alguns
tém sido requisitados por serem efetivos no tratamento da tuberculose pulmonar, tais
como as espécies de Cetraria islandica (musgo irland€s), Lobaria pulmonaria e
Cladonia (Vartia, 1973).

Diversos componentes liquénicos apresentam atividade contra espécies de
Mycobacterium ¢ organismos Gram-positivos. Deste modo, apesar das inumeras
dificuldades encontradas na aplicacdo das cepas M. tuberculosis multifirmaco-
resistentes, faz-se necessario a constante busca por novos agentes antituberculostaticos,
incluindo, a re-investigagdo de varios metabdlitos liquénicos com respectiva atividade
antimicobacteriana (Gangadharam, 1993). Em decorréncia da escassa solubilidade em
agua e a eficacia reduzida comparada aos varios antibidticos de outras fontes, os

componentes liquénicos ndo vém sendo usados como potentes agentes antimicrobianos

(Ingolfsdottir et al., 1998).

1.3.2.4.3. Atividades Citotoxica e Antitumoral

Segundo Lima et al., (1990) baseando-se em dados referentes a atividade
antitumoral dos polissacarideos e dos fenois, obtidos de diferentes espécies de liquens,
estudos foram iniciados com extratos de Cladoniaceae ocorrentes em tabuleiros
arenosos do Estado da Paraiba, Brasil.

Em relagdo a atividade citotoxica, Cladonia dendroides foi a espécie cujos
extratos contendo atranorina, acido protocetrarico e dcido fumarprotocetrarico, na forma
etérea, apresentou uma concentragdo inibitéria de 50% do crescimento (Clsy) inferior a
50 pg/mL contra as células MDA-MB231. Isto permite supor que o principio ativo
deste extrato ¢ a atranorina, com a provavel associagdo ao complexo do acido
fumarprotocetrarico. Quando o extrato bruto apresenta ICsy inferior a 50 pg/mL, o
resultado ¢ considerado satisfatério para o prosseguimento de estudos antineoplasicos,
ou seja, menor toxicidade serd ocasionada ao organismo (Nascimento et al., 1994).

Segundo Oliveira (2003), o 4cido fumarprotocetrarico isolado da Cladonia
verticillaris (Raddi. Fr.) exibe atividades edematogénica e antipirética frente ao modelo
experimental de inflamagdo aguda (edema de pata induzido por zimosan), sugerindo a

acdo sobre o bloqueio da sintese de prostaglandinas.
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1.4. MECANISMO DE ACAO PROPOSTO DO ACIDO
FUMARPROTOCETRARICO

Apesar do conhecimento sobre o mecanismo de inibicdo dos acidos liquénicos
em varios organismos, estudos recentes tém sugerido que alguns acidos liquénicos
interferem no metabolismo energético. Estes acidos tais como: tsnico, vulpinico ¢ a
atranorina influenciam na mitocondria e no metabolismo energético, devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, lipofilicidade e ionizagdo e por exibirem caracteristicas
do 2,4-dinitrofenol (DNP), um classico desacoplador da fosforilagcdo oxidativa (Abo-
Khatwa et al., 1996). Segundo Vavasseur (1991), a atividade antimicrobiana destes
liquens estd associada ao desacoplamento da fosforilagdo oxidativa nas células

microbianas.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL:

Determinar as atividades citotoxica, toxica e antitumoral de um sistema
carreador de fdrmaco, nanocapsulas de copolimero biodegradavel de éacido latico e
glicolico (PLGA), contendo o 4&cido fumarprotocetrarico, extraido de Cladonia

verticilaris, visando uma possivel aplicagdo anticancerigena e tuberculostatica.

3.2. ESPECIFICOS:

e Encapsular o 4cido fumarprotocetrarico em nanocapsulas de copolimero de acido
latico e glicolico (PLGA 50/50), utilizando o 6leo de soja ou uma mistura de
microemulsdo (O/A) e 6leo de soja, como fase oleosa interna;

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

e Estudar a cinética de liberagdo in vitro do 4cido fumarprotocetrarico a partir das
nanocapsulas;

e Estudar a citotoxicidade do acido fumarprotocetrarico, livre e encapsulado, frente
as células humanas de cancer de pulmao (NCI-H 292) e cancer epidermoide de
laringe (HEp-2);

e Determinar a toxicidade in vivo do acido fumarprotocetrarico, livre e encapsulado,
em modelos animais murinos;

e Analisar a atividade antitumoral in vivo do acido fumarprotocetrarico, livre e

encapsulado, frente ao Sarcoma 180, em camundongos.

Simonetti, A.C.




Atividade Antitumoral e Toxicidade de Nanocdpsulas...

ARTIGO

ANTITUMOR ACTIVITY AND TOXICITY OF FUMARPROTOCETRARIC
ACID-LOADED NANOCAPSULES

Trabalho a ser submetido ao

“International Journal of Pharmaceutics”

Simonetti, A.C.




Atividade Antitumoral e Toxicidade de Nanocdpsulas...

Antitumor activity and toxicity of fumarprotocetraric acid-loaded

nanocapsules

Ana C. Simonetti*®, Noemia P. Santos®, Milena. S. Ferraz*, Daniele B. Cruz®, Silene C.
Nascimento®, Eugénia C. Pereira®, Nicacio H. Silvab, Nely K. Hondad, Nicodemos T.

Pontes®, E. Socrates T. Egito® and Nereide S. Santos-Magalhdes™”*

*Laboratorio de Imunopatologia Keizo-Asami (LIKA)
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria 50670-901 Recife-PE, Brasil
bDepartamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias Biologicas, UFPE
‘Departamento de Antibidticos, Setor de Farmacologia, Laboratério de Cultura de
Células e Cancerologia Experimental, UFPE, Brasil
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Departamento de Quimica, Laboratorio
de Produtos Naturais, UFMS, Brasil
‘Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Laboratorio de Sistemas Dispersos,

UFRN, Brasil

Keywords: Fumarprotocetraric acid; Nanocapsules; Microemulsions; Cytotoxicity;

Toxicity; Antitumor activity

*Corresponding author

Dr. Nereide Stela Santos Magalhaes (D<)

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Grupo de Sistemas de Liberacdo Controlada de Medicamentos
Laboratorio de Imunopatologia Keiso-Asami (LIKA)

Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria
50670-901, Recife, PE, Brazil

Tel: +55-081-32718587; fax: +55-081-32718485

E-mail: nssm@ufpe.br

Simonetti, A.C.



mailto:nssm@ufpe.br

Atividade Antitumoral e Toxicidade de Nanocdpsulas...

Abstract

Nanoparticles are polymeric colloidal carriers used as drug delivery systems.
Oil-in-water microemulsions as a drug delivery system include improvement of drug
solubilization. The main purpose of this work is to investigate the citotoxicity, toxicity
and antitumor activity of free and fumarprotocetraric acid (FPA), obtained from
Cladonia verticillaris, encapsulated into PLGA-nanocapsules.

Results showed that the efficiency of the fumarprotocetaric acid into PLGA-
nanocapsules in different carries was 49.5% (FPA-NC) and 86.2% (FPA-NC/ME)
respectively. The viability of NCI-H 292 and HEp-2 cells treated with FPA, NC and
FPA-loaded nanocapsules was observed even at 50 pg.mL™". In contrast, the NCI-H 292
and HEp-2 cells treaty with with o/w microemulsion (ME) or FPA-ME promoted a high
cytotoxicity at 6.25 pg.mL™, 25% and 35% cell viability, respectively. The treatment
with FPA encapsulated in NC/ME promoted pronounced injuries in liver and kidneys of
animals. However the antitumor activity promoted by free FPA, unloaded-nanocapsules
and FPA-loaded nanocapsules evaluated on Sarcoma 180-bearing mice promoted 61.4%
of tumor inhibition when compared with free FPA (58.9%) in relation to the control
group.

The nanoencapsulation with microemulsion without Cremophor® can therefore
be considered as a potential alternative to improve solubilization of lichens metabolites,

such as fumarprotocetraric acid.
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1. Introduction

The key purpose of nanotechnology is the design of miniaturized drug carrier
systems to achieve suitable stability, improved absorption, controlled release,
quantitative transfer and, therefore, the expected pharmacodynamic activity (Santos-
Magalhaes et al., 2000). The potential of site specific delivery in optimizing drug
targeting has provided a tremendous advancement in handling new dosage forms such
as nanoparticles, which are solid colloidal polymeric carriers in size range of 1-1,000
nm (Gaur et al., 2000).

Nanoparticles may act as a drug vehicle able to target tumor tissues or cells, to a
certain extent, while protecting the drug from a premature inactivation during its
transport. Thus, in order to deliver therapeutic agents to tumor cells in vivo, one must
overcome the following challengers: (i) drug resistance at the tumor level due to
physiological barriers (noncellular based mechanisms), (i1) drug resistance at the
cellular level (cellular mechanisms), and (iii) distribution, biotransformation, and
clearance of anticancer drugs in the body (Brigger et al., 2002).

Nanovesicular drug delivery systems varying in size from 20 to 500 nm
encompasses mainly unilamellar liposomes and nanocapsules (Fessi et al., 1989).
Nanocapsules are an attractive choice because of their oil-based central cavities, which
allow a high encapsulation level for lipophilic substances such as atovaquone
(Cauchetier et al, 2003). The two main factors that have limited the pratical
applications of liposome tecnology are the sensitivity of phospholipid membranes to
environmental degradation, and rapid drug leakage across the phospholipidic bilayer
(Grit et al., 1989). Furthermore, many liposomes have presented a low encapsulation
efficiency, a poor storage stability, and a rapid leakage of water-soluble drugs in the
blood (Soppimath et al., 2001).

Microemulsions have been proposed as potential drug carrier systems for oral,
topical and parenteral administration. They offer the advantage of spontaneous
formation, thermodynamic stability (Tenjarla, 1999). Moreover, further advantages of
o/w microemulsions as a drug delivery system include improvement of drug
solubilization and bioavailability, potential for parenteral use, easy manufacturing and
scale-up, and production on large industrial scale without high-energy homogenization

(Park & Kim, 1999).
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Lichens are symbionts of fungi and algae. They commonly produce a large
number of organic compounds, which can easily be isolated from their tissues (Bose and
Banerjee, 1976). Lichenic metabolites exhibit many pharmacological properties such as
antimicrobial (Bustinza, 1951; Pereira, 1991), cytostatic (Ravinskaya and Vainhstein,
1975; Lawrey, 1977), antitumor (Fukuoka et al., 1968) and other activities (Appa-Rao
and Prabhakar, 1987).

The fumarprotocetraric acid, a -orcinol depsidone, is an aromatic aldehyde that
contains an ester side chain with a vinylic unsaturated carboxylic acid (Edwards ef al.,
2003). The biosynthesis of the fumarprotocetraric acid has normally been confirmed by
using alginate-immobilized cells of Cladonia verticillaris (Fontaniella et al., 2000).

The  protolichesterinic  acid, an  a-methylene-y-lactone, and the
fumarprotocetraric acid, a B-orcinol depsidone, are considered the major biologically
active secondary metabolites in the lichen Cetraria islandica (L.)Ach., also known as
Iceland moss. Its antibacterial activity has been attributed to protolichesterinic acid as
well as fumarprotocetraric acid. Lichens have long been used for medicinal purposes
throughout the ages and some, such as Cetraria islandica (Iceland moss), Lobaria
pulmonaria e Cladonia species were widely reputed to be effective in the treatment of
pulmonary tuberculosis (Vartia, 1973).

The present work is concerned with the preparation of injectable nanocapsules of
poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) prepared with and without o/w microemulsion as
oily internal phase. Fumarprotocetraric acid was encapsulated in both colloidal carriers
in order to compare the antitumor activity of such systems. Furthermore,
physicochemical properties, cytotoxicity, and toxicity of these preparations were

investigated.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Poly (D,L-lactic-acid-co-glycolic acid) polymer (PLGA) 50:50 was purchased
from Birmingham Polymers (USA); soya phosphatidylcholine (Epikuron 200) was
obtained from Lucas Meyer (Germany); poloxamer (Synperonic F-68 ®) was generously
supplied by ICI (England); analytical grade solvents, monobasic potassium phosphate,
sodium hydroxide and all other reagents with analytical grade were purchased from

Merck (Darmstadt, Germany); HPLC grade acetonitrile was obtained from SIGMA-
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Aldrich (USA). Fumarprotocetraric acid (FPA) was extracted from Cladonia
verticillaris (Paraiba, Brazil), and characterized at the Chemistry Laboratory of the
Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS), Brazil. Human lung cancer (NCI-H
292) and larynx epidermoid carcinoma (HEp-2) cell lines were obtained from the

'Animal Cell Catalogue', Rio de Janeiro Cell Bank, Brazil.

2.2. Methods
2.2.1. Formulation of microemulsions

The microemulsions were composed of Epikuron 200® as surfactant (S),
Cremophor® RH 40 as cosurfactant (CS), Captex® 200 as oily phase (O), and pH 7.4
phosphate buffer, as aqueous phase (A). The Epikuron 200, Cremophor® RH 40 and
Captex were mixed, and then, the aqueous phase was poured into under
shaking with an Ultra Turrax apparatus (22,000 rpm for 5 min). The air incorporated to
the system was removed by ultra-sound (ultra-sound cleaner, 5 min) and the system was
refrigerated for 48 h at 4°C. Following another homogenizing cycle was carried out
using the same previous conditions (Ultra-Turrax). Finally, the system was filtrated by

0.8 mm STAR membrane (Damasceno, 2004).

2.2.2. Formulation of fumarprotocetraric acid loaded-nanocapsules

Two different nanocapsule formulations containing fumarprotocetraric acid
(FPA) were prepared using the copolymer of lactic and glycolic acids (PLGA 50/50).
The first one consisted in using soybean oil as oily phase, whereas the other one was
prepared with a mixture of soybean oil and an oil-in-water microemulsion as the oily
phase.

Nanocapsules formulations were manufactured according to the interfacial
deposition of a pre-formed copolymer method (Fessi et al., 1989). Briefly, the organic
phase was prepared as follows. The polymer, the phospholipid and the soybean oil were
each separately dissolved in 27 ml of acetone. The fumarprotocetraric acid was
solubilized either in the soybean oil or in an oil-in-water microemulsion previously
prepared (Damasceno, 2004). Acetonic phospholipid solution was obtained by
increasing the temperature to 40°C. After dissolution, both organic solutions were
mixed and maintained at 40°C under magnetic stirring at 150 rpm. The aqueous phase

was consisted of poloxamer in 50 mL of a phosphate buffer solution at pH 7.4 at 0.2 M.
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Finally, the organic solution was poured into the aqueous phase under magnetic
stirring at 150 rpm. The acetone, which rapidly diffused towards the aqueous phase, was
then removed under reduced pressure at 40°C. The colloidal suspension was
concentrated to a 10 mL final volume by removing water under the same conditions.
Two formulations containing FPA were obtained: FPA-loaded nanocapsules (FPA-NC)
and FPA-loaded nanocapsules with microemulsion (FPA-NC/ME). Unloaded similar
formulations termed NC and NC-ME were also prepared as control. Formulation
parameters such as the nature and the volume of the organic and aqueous phase, the
nature and the concentration of surfactants and polymer have relevant implications on

the particle size distributions (Jullienne et al., 1992).

2.2.3. Physicochemical characterization and stability assesment of FPA-loaded

nanocapsules

The physicochemical analysis of FPA-NC and FPA-NC/ME was carried out
immediately after preparation. Parameters such as the macroscopic aspect, pH changes,
fumarprotocetraric acid content and encapsulation ratio were analyzed. All formulations
were visually observed in order to determine the homogeneity and possible change in
appearance. Color, viscosity, material deposition, aggregate formation, creaming,
flocculation or eventual phase separation were evaluated. The pH changes were
monitored by means of a digital pH-meter with a glass electrode.

Formulated nanocapsules were submitted to both accelerated and long-term
stability testing aiming to state the formulation durability. The nanocapsule
formulations were subjected to centrifugation (6,000 rpm for 1 h), mechanical stress
(150 strokes/min at 37°C during 48 h) and freeze-thawing cycles (16 h at -18°C + 1°C,
and 8 h at 25°C = 1°C) (Jullienne et al., 1992). Long-term stability of nanocapsule
suspensions stored at 4 + 1°C was examined. Physicochemical properties of

preparations were evaluated at 7, 15, 30, 45 and 60 days or until unstability signs.

2.2.4. Assay of the fumarprotocetraric acid

The fumarprotocetraric acid was assayed by high-performance liquid
chromatography (Waters chromatograph system, USA). The FPA loaded into
nanocapsules was extracted with 200 mL of dimethylssulfoxide (DMSO) under
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ultrasonic agitation for 5 minutes and completed to 10 mL with mobile phase
acetonitrile/water (9:1). The FPA quantification was performed according to an isocratic
method. The chromatographic run was performed using a Bondapack C18 column (10
mm particle size, 125 A, 300 mm x 3.9 mm LD., Waters, USA) and a mobile phase
consisted of acetonitrile/water (9:1) at a flow-rate of 1 mL/min. The fumarprotocetraric
acid peak was detected at a wavelength of 254 nm, with a retention time of about 1.8
min. The calibration curve was prepared with solutions of FPA with DMSO ranging in
concentration from 2 to 10 mg/mL. The total sample volume injected into HPLC system

was 20 mL.

2.2.5. Fumarprotocetraric acid encapsulation efficiency

The encapsulation ratio of FPA into nanocapsules was determined after
ultrafiltration performed through ultracentrifugation using ultrafreeO units (Millipore,
USA) for 1 h. The FPA concentration in the supernatant was determined by HPLC as
above described. The FPA encapsulation ratio was calculated on the basis of the total

FPA content into the nanocapsule formulation.

2.2.6. Invitro release profile of FPA loaded-nanocapsules

The in vitro release profile of FPA from nanocapsules was determined according
to Santos-Magalhaes et al., (1995). An aliquot of 5 mL of the fumarprotocetaric acid
loaded-colloidal suspensions were directly placed into a dialysis bag (cellulose
membrane, cut off 12, 000, Sigma-Aldrich-D9652). The sample introduced in an
dialysis bag was then placed into 250 mL of a solution (phosphate buffer, pH 7.4). The
system was thermostated at 37°C £+ 1°C and maintained under magnetic stirring at 140
rpm. At given time intervals (0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 360 minutes and 24, 48,
72 h), 2 mL aliquots of the dissolution medium was withdrawn and the FPA content
was measured by the HPLC assayed as above described. The FPA released amount was
calculated in relation to the initial content of FPA into nanocapsules. Assays were
performed in triplicates and results were expressed in percentage of the mean values and

their deviation.
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2.2.7. Cytotoxicity of FPA loaded-nanocapsules

The cytotoxic effect of free and encapsulated fumarprotocetraric acid was
evaluated on human lung cancer cell (NCI-H 292) and larynx epidermoid carcinoma
cell line (HEp-2). The cytotoxicity was evaluated by the colorimetric technique using 3-
(4,5-dimethyltiazole-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Mosmann, 1983
modified by Alley ef al., 1988). Cell suspensions were diluted to 10°.cells.mL" and
aliquots of 220 uL of such a suspension were seeded on 96 well plates. After 24 hours,
samples of free and encapsulated FPA were placed in contact with NCI-H 292 and HEp-
2 cells at different concentration ranging from 6.25 pg.mL™" to 50 pg.mL™". After 72 h
incubation of cells, a solution of MTT (25 pL/well) was added and plates were
incubated for 2 hours. The supernatant was removed and DMSO (100 uL/well) was
added to dissolve the formazan crystals. The reading of plates was carried out at 590
nm. The maintenance of cells and all experiments were carried out at 37°C under a 5%
CO, atmosphere. DMSO (2%) and unloaded nanocapsules were used at the same
sample concentrations as controls. Each dosage group was assessed in quadruplicate.

Results are expressed as the mean values of viable cells and their respective deviation.

2.2.8. Toxicity of FPA- loaded nanocapsules

The toxicity of FPA was assessed in Swiss albino mice, which were randomly
divided in four groups with six animals each one. Animals received daily intraperitoneal
injections of free, unloaded-nanocapsule and encapsulated fumarprotocetraric acid
(FPA, NC and FPA-NC/ME) at a dose of 11 mg/kg body weight for 8 weeks. The
control group was treated with buffered phosphate saline (pH 7.4). After treatment,
animals were sacrificed and their organs (liver, kidneys, and spleen) were submitted to
histopathological analyses. Sample tissues were preserved in a 10% buffered-formaline
solution until paraffin inclusions. Slices of sample tissues (4 um) were prepared, and a
staining with haematoxyline and eosine was developed before examination by optical

microscopy (Olympus BH-2, Japan).

2.2.9. Antitumor activity of FPA loaded-nanocapsules

The antitumor activity of FPA loaded-nanocapsules was evaluated in mice

against Sarcoma 180. Tumor ascytic cells (5.10° cells.mL™ suspension) were
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subcutaneously inoculated into male Swiss mice (34-41 g body weight, 45-60 days old).
Four groups of six animals were randomly established as control and treated groups.
Chemotherapy started after 24 h of tumor implantation by intraperitoneal injections of
free FPA or FPA loaded-nanocapsules (FPA-NC) at a dose of 15 mg.kg ' per day for 7
days. The control groups were treated with buffered phosphate saline (pH 7.4) or
unloaded nanocapsules. After a week treatment, animals were sacrificed, tumor and
organs (liver, spleen and kidneys) were removed. Tumor weights were measured and
tumor inhibition was then calculated for treated animal groups in relation to the
untreated control group. Animal organs were submitted to histopathological analyses as
above described. Animal experiments were performed according to the National Cancer
Institute (NCI) (Geran et al., 1972) with the approval of the Ethic Committee for

Animal Experimental Assays of the Federal University of Pernambuco, Brazil.

3. Results and discussions

3.1. Preparation of fumarprotocetraric acid-loaded nanocapsules (FPA-NC)

Initially, an attempt to optimize the amount of FPA incorporated in PLGA-
nanocapules were performed to guide the choice of a stable formulation. The
concentration of constituents and parameters of formulations were varied (table 1).
Several FPA-NC and FPA-NC/ME formulations were developed and evaluated
according to their initial physicochemical characteristics and their long-term stability.
The FPA showed limited solubility in different solvents including acetone. In order to
solve this solubility issue, FPA was solubilized in an oil-in-water microemulsion
previously prepared. Therefore FPA (5 mg) was incorporated in the o/w microemulsion
(1.5 mL) and then introduced in the soybean oily phase. Furthermore, acetone (7 mL)
was added to the oily phase to provide a better drug solubilization. The influence of the
type and concentration of the oil was also analyzed. Concerning the oil nature, it was
verified that soybean oil allowed more stable nanocapsules than sunflower oil. The
influence of the concentration of PLGA (50/50) on the stability of nanocapsules was
evaluated varying from 0.270 to 0.150 g. An amount of 150 mg of PLGA (50/50) was
considered enough to obtain stable nanocapsules with a better physicochemical aspect
after submission to accelerated testing (centrifugation, mechanical stress and freeze-
thawing cycles). A 1:1 hydrophilic-hydrophobic surfactant ratio was required to

maintain the equilibrium of this system.
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Table 1. The nature and concentration of constituents in nanocapsule formulations

Constituents Formulations

NCl1 NC2 NC3 Nc4 NC5 NC6 NC7 NC8 NC9 NC10
PLGA (50:50mg) 270 200 250 150 150 150 200 200 150 150
Epikuron 200 (mg) 253 200 200 150 150 150 200 200 200 220
Poloxamer (mg) 250 200 200 150 150 150 200 200 200 220
Soybean Oil (mg) 270 200 250 150 150 150 200 200 150 150
Microemulsion (ml) - - - - - - - - - -
*FPA (mg) 80 10 10 15 10 20 10 10 10 10
Acetone (ml) 28 26 27 26 28 28 22 26 40 30
DMSO (ml) - 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.8 0.2 - -
Phosphate buffer solution 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
(pH 7.4 at 0.2M)
Final Volume 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

*FPA - Fumar Protocetraric Acid

Constituents Formulations

NC11 NC12 NCI13 NC14 NC15 NC16 NC17 NC18 NC19 NC20
PLGA (50:50mg) 150 150 140 130 120 120 120 120 110 110
Epikuron 200 (mg) 200 170 160 160 160 150 150 130 120 120
Poloxamer (mg) 200 170 160 160 160 150 150 130 120 120
Soybean Oil (mg) 120 120 100 100 100 110 100 100 100 100

Microemulsion (ml) - - - - - - - - -

*FPA (mg) 10 10 10 15 10 10 10 10 5 5
Acetone (ml) 38 30 30 26 30 30 28 33 28 30
DMSO (ml) - - - - - - - 0.2 0.1 -
Phosphate buffer solution 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
(pH 7.4 at 0.2M)

Final Volume 10 10 10 10 10 10 30 10 10 10
Constituents Formulations

NC21 NC22 NC23 NC24 NC25 NC26 NC27 NC28 NC29 NC30

PLGA (50:50mg) 125 150 125 125 120 130 150 150 150 130
Epikuron 200 (mg) 100 150 150 100 130 120 125 125 120 125
Poloxamer (mg) 100 150 150 100 130 120 125 125 120 125
Soybean Oil (mg) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Microemulsion (ml) - - - - - - - 1.5 - -
*FPA (mg) - - - - _ _ _ 5 6 7
Acetone (ml) 25 25 25 26 25 25 28 27 30 30
DMSO (ml) - - - - - - - - - -
Phosphate buffer solution 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
(pH 7.4 at 0.2M)

Final Volume 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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3.2. Stability assessment of fumarprotocetraric acid-loaded nanocapsules

Nanocapsules suspension presented an initial macroscopic aspect of a colloidal
fluid with bluish hue reflect. This property is a preliminary evidence for the formation
of nanocapsules.

Nanocapsule suspensions prepared with and without o/w microemulsion were
submitted to mechanical resistance testing. Only the preparation with o/w
microemulsion maintained stability after mechanical agitation and centrifugation of
nanocapsules. Both nanocapsule suspensions hold stability even after the seventh
freeze-thaw cycle. The stability of both nanocapsule formulations was maintained for
two months when stored at 4+1°C. A slight decrease in pH values was observed over a
period of 60 days for the nanocapsules. The pH varied from 7.37 to 6.65 and from 7.43
to 6.88 for FPA-NC and FPA-NC/ME formulations, respectively (Fig. 1).

The encapsulation efficiency of the fumarprotocetraric acid into PLGA-
nanocapsules in different carriers was 49.5% (FPA-NC) and 86.2% (FPA-NC/ME)

respectively.
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Figure 1. The pH evolution for nanocapsule formulations: (®) FPA-NC, and (M) FPA-NC/ME

stored at 4 +£1°C.
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3.3. In vitro release kinetic of FPA-loaded nanocapules

The kinetic profile of FPA from nanocapsule-microemulsion formulation
presented a gradual augmentation on the drug release, achieveing 40.8% at 4 hours (Fig.
2). Considering that the FPA encapsulation ratio of this system was 86.2%, less than
50% of the encapsulated drug was released during 4 h, when a bulk saturation was

observed.

40 ) /E

FPA released (%)
. T .
\\

Time (hours)

Figure 2. In vitro kinetic profile of FPA-loaded nanocapsules prepared with o/w microemulsion

(FPA-NC/ME).
3.4. Cytotoxicity activity of FPA loaded-nanocapsules

The cytotoxity of the fumarprotocetraric acid on NCI-H 292 and HEp-2 cells
after 72 h incubation at different concentrations is shown in figure 4. The viability of
NCI-H 292 cells treated with FPA, NC and FPA-loaded nanocapsules was observed
even at 50 pg.mL" (Fig. 3a). In constrast, the cell treatments with o/w microemulsion
(ME) or FPA-ME promoted a high cytotoxicity at 6.25 pg.mL™" (25% cell viability).
Nevertheless, treatments with FPA-loaded nanocapsules-microemulsion system
promoted a reduction on the cytotoxic effect allowing the determination of the ICsg
(12.5 pg.mL™). Concerning HEp-2 cells (Fig. 3b), their viability was preserved after
treatment with FPA, NC or FPA-NC even at 50 pg.mL™. The treatment with FPA o/w
microemulsion (ME) and FPA-ME promoted a similar cytotoxic effect (~35% cell
viability) at 6.25 ug.mL™". Results showed that FPA have no cytotoxic effects on NCI-H
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292 or HEp-2 cells, and FPA-loaded nanocapsules have no cytotoxic effect on NCI-H

292 cells. In contrast, the o/w microemulsion exhibited a high cytotoxicity on both cells.
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Figure 3. The cytotoxic effect of the treatment with FPA-loaded nanocapsules with or without

oil-in-water microemulsion on (A) NCI-H 292 and (B) HEp-2 cells.
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3.5. Toxicity of FPA-loaded nanocapsules

No behavioral alterations were observed in animals during the toxicity assay. No
statistically significant difference in body weight was detected for animals treated with
free and encapsulated FPA in relation to the control group. Histopathological analysis of
spleen, liver and kydneys of animals treated with free FPA and FPA-loaded
nanocapsules prepared with microemulsions are illustrated in figure 4. No alterations on
animal organs were revealed after treatment with FPA suspension (Fig. 4.1a/b/c). After
treatment with unloaded and FPA-loaded nanocapsules-microemulsion, no significant
alteration was detected in animal spleen (Fig. 4.Ila), which preserved their primary
foliculus. However the treatment with FPA encapsulated in NC/ME promoted
pronounced injuries in liver (Fig. 4.1Ib) and kidneys (Fig. 41Ic) of animals. Cellular and
renal tubules necroses were detected in kidneys with an accentuated
mesangioproliferated glomerulonephrites. Furthermore intense areas of necroses in

hepatocytes were observed.

l.a Il.a

Lb ILb 7

l.c Il.c

7

Figure 4. Histopathological aspect of animal organs after treatments with with free FPA
(I) and FPA-loaded nanocapsules with o/w microemulsion (II): (a) spleen, (b) liver and

(c) kidneys. The magnificence was 20x (™ arrays denote area of necrosis).
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3.7. Antitumor activity of FPA loaded-nanocapsules on Sarcoma—180 tumor

The antitumor activity promoted by free FPA, unloaded-nanocapsules and FPA-
loaded nanocapsules were evaluated on Sarcoma 180-bearing mice Fig. 5 and Fig.6,
respectively. Fumarprotocetraric acid-loaded nanocapsules promoted 61.4% of tumor
inhibition when compared with free FPA 58.9 % in relation to the control group.

Furthermore, unloaded nanocapsules exhibited a tumor inhibition of 6.0%.
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Figure 5. Evaluation of tumor weight after treatment with FPA, unloaded-nanocapsules

and FPA-loaded nanocapsules (FPA-NC), without o/w microemulsion.
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Figure 6. Evaluation of the antitumor activity of FPA-loaded nanocapsules against
Sarcoma-180: free FPA and FPA-loaded nanocapsules (FPA-NC), without o/w

microemulsion.
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3.7.1. Histopathological analysis

No histological alterations were observed in organs of animals treated with free
(Fig. 7.1) and FPA-loaded nanocapsules (Fig. 7.11). No morphological alterations were
observed in spleen, liver and kidneys of the animals treated with free FPA and FPA-
loaded nanocapsules, differently of showing extensive areas of necrosis and

angioproliferated glomerulonephrites of groups treated with oil-in-water microemulsion.

Il.b

Figure 7. Histopathological aspect of animal organs after treatments with with free FPA
(I) and FPA-loaded nanocapsules without o/w microemulsion (II): (a) spleen, (b) liver

and (c) kidneys. The magnificence was 50x .
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4. Conclusions

Results showed that encapsulation of a poorly water soluble drugs,
fumarprotocetraric acid, into PLGA-nanocapsules can be a potential alternative to allow
in a diversity of therapeutical applications. The nanoencapsulation with oil-in-water
microemulsion can therefore be considered as a potential alternative to improve
solubilization of lichens metabolites, such as fumarprotocetraric acid. However o/w

microemulsions prepared with Cremophor® exhibited in vitro and in vivo toxicity.
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5. CONCLUSOES

e Foram obtidas nanocapsulas de PLGA, contendo o &cido fumarprotocetrarico,
preparadas sem (FPA-NC) e com o sistema de microemulsio O/A (FPA-NC/ME),
como fase oleosa interna, ¢ na concentracdo de 0,5 mg/mL, com uma taxa de
encapsulacao de 49,5 e 86,2%, respectivamente.

e O perfil cinético de liberagdo in vitro do acido fumarprotocetrarico a partir de
nanocapsulas (FPA-NC/ME) demonstrou uma liberacio maxima de 40,8%, nas
primeiras 4 horas, demonstrando uma liberagdo gradual ao longo do tempo.

e A viabilidade das células NCI-H 292 e HEp-2 tratadas com FPA, NC ¢ FPA-NC
foram observadas até a concentragdo de 50 pg.mL'. Em contraste, o tratamento
realizado com as formulagdoes ME, FPA-ME e¢ FPA-NC/ME exibiram elevada
citotoxidade, em ambas linhagens.

e O perfil de toxicidade in vivo demonstrou que o FPA encapsulado com o sistema
microemulsao promoveu lesdes significativas, hepatica e renal, confirmadas através
da andlise histopatologica dos 6rgaos.

e Evidenciou-se que formulagdes preparadas sem o sistema de microemulsdo O/A
promoveram uma inibi¢do tumoral de 61,4%, quando comparado com a sua forma
livre (58,9%), frente ao Sarcoma 180.

e Alteragdes histopatologicas ndo foram observadas, apds o tratamento
quimioterapico com o FPA em ambas formas, livre e encapsulada, quando
comparadas ao grupo controle.

e A nanoencapsulagdo com o sistema de microemulsdo O/A pode ser considerada
uma alternativa para melhorar a solubilizacdo de substancias liquénicas pouco
soluveis em agua, tal como o acido fumarprotocetrarico. Entretanto, microemulsoes
preparadas com o Cremophor® promove uma consideravel toxicidade in vitro e in
Vivo,

e Estes resultados indicam que a nanoencapsulacdo continua sendo uma alternativa
para a aplicagdo terapéutica de fdrmacos com a¢do anticancerigena, tanto para a
obten¢do de uma melhor eficécia terapéutica quanto para a minimizacao dos efeitos

tOXICOos.
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ANEXOS
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