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RESUMO

A solasodina, alcaldide esteroidal obtido principalmente de plantas do
género Solanum, pertencente a familia Solanaceae, que apresenta duas formas glicosiladas:
solamargina e solasonina. A potente a¢do antitumoral da solasodina frente tumores malignos e
benignos de pele, ¢ decorrente da presenca de uma mistura de glicosideos presentes na molécula
e ja vem sendo comercializado como Curadem®. A por¢do glicosidica, portanto, viabiliza o
reconhecimento de receptores de membrana induzindo sua internaliza¢dao e viabilizando sua
acdo biologica. As limitagdes de rendimento na extracao dos glicosideos da solasodina permite
a extracdo da aglicona em maior rendimento. Assim sendo, este trabalho visa o
desenvolvimento de um nanosistema mais efetivo na entrega da solasodina e avaliacdo da agao
antiproliferativa frente a diferentes linhagens celulares. Nanocépsulas furtivas contendo
solasodina (SSD-NC) foram obtidas pelo método de precipitacdo de um polimero pré-formado
e caracterizadas através da avaliagao da morfologia por microscopia eletronica de varredura,
determinag¢do do pH, tamanho médio, indice de polidispersdo e carga de superficie de particulas.
A atividade antiproliferativa da solasodina nanoencapsulada foi avaliada frente as linhagens
celulares NIH 3T3 (fibroblastos normais), 4T1 (cancer de glandula mamaéria de murino) e MCF-
7 (cancer de tumor de mama). A citotoxidade das SSD-NCS foi determinada pelo método MTT
apos tratamento de 48 horas, utilizando concentragdes de 100 a 0,78 pg/mL de SSD-NC. O
mecanismo de morte celular avaliado através da marcagdao com anexina V e iodeto de propidio,
a determinagdo do potencial de membrana mitocondrial e a fragmentagdo de DNA das células
tratadas com SSD-NC (3,125 e 6,25 pg/mL) foram realizados por citometria de fluxo. As
células 4T1 e MCF-7 apresentaram uma redugdo significativa dose e tempo-dependente na
viabilidade, enquanto que as células NIH 3T3 apresentaram citoxidade reduzida até
concentragdes > 25 ug/mL. Os valores de ICso de SSD-NC nas linhagens 4T1 e MCF-7 foram
de 5,31 e 4,14 pg/mL, respectivamente. Aumento na fragmentagao do DNA das células 4T1 e
na MCF-7 foi observado em func¢ao do aumento da concentragao de SSD-NC. As células foram
marcadas apenas pelo iodeto de propidio, demonstrando perda da permeabilidade da membrana
celular, sugerindo necrose como mecanismo de morte celular. A analise do potencial de
membrana mitocondrial revelou que o tratamento com SSD-NC induziu alteragdes na
membrana dessas organelas, confirmando os resultados obtidos através do método MTT, onde
as c¢lulas apresentaram alteracdo em sua viabilidade. Estes achados sugerem que o tratamento
das células 4T1 e MCF-7 com SSD-NC induz o processo de necrose associado a severas
alteragdes morfologicas nas células. A encapsulacdo da solasodina apresentou um potencial
efeito antiproliferativo, viabilizando futuros estudo in vivo da agdo antitumoral.

Palavras-chave: Solasodina. Nanocapsulas furtivas. Citotoxidade. Mecanismo de morte
celular.



ABSTRACT

Solasodine, a steroidal alkaloid obtained mainly from plants of the genus Solanum and
Solanaceae family, is presented in two glycosylated forms: solamargine and solasonine. The
potent antitumor action of solasodine against benign and malignant skin tumors is due to the
presence of a mixture of glycosides present in its molecular structure, alredy being marketed as
Curaderm®. A glycoside moiety, therefore, enables the recognition of membrane receptors and
induces the cellular internalization allowing the biological activity. The extraction yield of
solasodine glycosides is limited, but the extraction of aglycone occurs in higher yield. Thus,
this study aims to develop and characterize more effective delivery nanosystems of solasodine
and evaluate its antiproliferative activity against different cell lines. Stealth nanocapsules
containing solasodine (SSD-NC) were obtained by the method of interfacial precipitation of a
preformed polymer and characterized trough the morphology using scanning electron
microscopy, and measurements of pH, particle size, polydispersity and surface charge. The
antiproliferative activity of SSD-NC was evaluated against the cell lines NIH 3T3 (normal
fibroblasts), 4T1 (murine breast cancer) and MCF-7 (human breast cancer) at concentrations
ranging from 25.0 to 0.78ug/ml. The cytotoxicity of SSD-NC was determined by MTT assay
after treatment of cells with concentrations varying from 25 to 0.78 pg/mL for 48 hours. The
mechanism of cell death was evaluated by annexin V or propidium iodide staining, the
mitochondrial membrane potential and DNA fragmentation of cells using flow cytometry at the
concentrations of 3.125 and 6.25 pg/mL. A significant reduction in the viability of 4T1 and
MCEF-7 cells was verified in a dose and time-dependent manner, whereas the normal cells NIH
3T3 showed a lower cytotoxicity up to concentrations > 25 pg/mL. ICso values of solasodine
encapsulated against 4T1 and MCF-7 cells were 5.31 and 4.14 pg/mL, respectively. A slight
increase in DNA fragmentation of 4T1 and MCF-7 cells was found with the increase in SSD-
NC concentrations. Cells were labeled only with propidium iodide, indicating loss of cell
membrane permeability and suggesting necrosis as the death mechanism. Analysis of
mitochondrial membrane potential showed that the treatment with SSD-NC induces changes in
the organelle membranes, confirming the results of the MTT assay, where the cells presented
alterations in viability. These findings suggest that treatment of 4T1 and MCF-7 cells with SSD-
NC induces necrosis process associated with severe morphological changes. Encapsulation of
solasodine presented a potential antiproliferative effect, allowing future in vivo study of
antitumor action.

Keywords: Solasodine. Stealth nanocapsules. Cytotoxicity. Cell death mechanism.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satide (OMS), previsoes feitas para o ano de
2030 sugerem o aparecimento de 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de
mortes por cancer ¢ 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. Sendo que a maior
incidéncia se dara em paises de baixa e média renda (INCA, 2012).

Dentre os tipos de canceres, o de mama ¢ um dos mais frequentes tanto em paises em
desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, sendo o responsavel pelo maior indice de
mortalidade entre as mulheres. As estimativas do INCA para o ano de 2012, e que valem para
2013, indicam o surgimento de mais 53 mil novos casos de cancer de mama no Brasil.

O cancer ¢ ocasionado pela proliferacao descontrolada de células levando ao acimulo e
consequentemente a formagao de tumores, podendo ou nao expandir para tecidos adjacentes
provocando metastase. Os processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular sdo
regulados por mecanismos especificos (uma familia de fatores de crescimento extracelular) que
devem permanecer em equilibrio. Quando os limites da resposta adaptativa a um estimulo forem
ultrapassados ou a adaptacao for impossivel, a célula entra em processo de morte celular por
apoptose ou necrose (ROBBINS et al., 2000). A apoptose € um tipo de morte celular que ocorre
de forma organizada e controlada e possui papel fundamental na homeostase dos organismos
(KERR et al., 1972). E um processo fisiologico altamente regulado de morte celular
desempenhando papel relevante na protecdo de organismos contra a carcinogénese (FESIK,
2005; GHOBRIAL et al., 2005; JIN et al., 2005). A necrose ¢ o tipo de morte celular
desordenado e ndo programado iniciado por estimulos ambientais que resultam em rapida
desregulagdo da homeostasia (BRAS et al., 2005).

Apesar das melhorias na quimioterapia, procedimento mais comumente empregado no
tratamento do cancer, o agente quimioterapico possui um indice terapéutico estreito e que ndo
permite muitas vezes a administracdo de uma quantidade suficiente do farmaco para obtencao
da eficaicia maxima (NIH, 2005). Devido as limitagdes dos tratamentos, atualmente a
comunidade cientifica tem se empenhado em descobrir moléculas potencialmente efetivas na
terapia do cancer e que ndo induzam efeitos colaterais severos. As plantas tem sido descritas
como uma das principais fontes de novas moléculas anticarcinogénicas, dentro desse contexto
plantas da familia da Solanaceae tem atraido interesse (NEWMAN et al., 2007).

A solasodina, C27H43NOz, peso molecular 413,6358 g.mol!, é um alcaloide esteroidal

obtido principalmente de plantas do género Solanum pertencente a familia Solanaceae. Os
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alcaloides esteroidais sdo amplamente conhecidos por suas atividades biologicas, uma vez que,
provavelmente, atuam como mecanismo de defesa nos organismos que os produzem. Os
alcaloides esteroidais e suas formas glicosiladas do género Solanum sdo relatados
cientificamente por possuirem atividade antifingica, antiproliferative, antitumoral,
moluluscida, teratogénicos e embriotoxica, além de atividade antioxidante. A porcao
glicosidica viabiliza o reconhecimento de receptores de membrana induzindo sua internalizagao
e viabilizando sua a¢do bioldgica. As limitagdes de rendimento na extragdo dos glicosideos da
solasodina permite a extracdo da aglicona em maior rendimento, sendo a encapsulacdo da
solasodina uma alternativa para aumentar sua atividade bioldgica.

A nanotecnologia farmacéutica ¢ a area das ciéncias farmacéuticas envolvida no
desenvolvimento, caracterizagdo e aplicagdo de sistemas terap€uticos em escala nanométrica
ou micrométrica. Estudos de tais sistemas tém sido realizados ativamente no mundo com o
proposito de direcionar e controlar a liberagdo de farmacos. O principal objetivo de uma forma
farmacéutica de liberacdo controlada €, portanto, manter a concentragdo plasmatica constante
do farmaco no nivel terapéutico, eliminando as variagdes que geralmente sdo observadas no
decorrer do tratamento com dose subterapéuticas ou efeitos toxicos da substancia ativa. Dentre
esse vetores se destacam as nanocéapsulas, nanoparticulas que apresentam em sua estrutura uma
membrana polimérica, com surfactantes lipofilicos e/ou hidrofilicos na interface, e um nucleo
oleoso.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi encapsular a solasodina em nanocapsulas
furtivas e avaliar sua atividade antiproliferative frente a linhagens de cancer de mama, 4T1 e

MCEF-T7.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1  CANCER
2.1.1 Aspectos gerais

Para manutenc¢ao da vida os processos de proliferacao, diferenciacao e morte celular sao
regulados por mecanismos especificos (uma familia de fatores de crescimento extracelular) que
devem permanecer em equilibrio. Quando as células comecam a se dividir desordenadamente,
devido a alguma mutacdo genética, pode-se originar uma doenca maligna, o cancer. Essa
patologia ¢ caracterizada pela proliferagao desregulada de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo causando metastase. Essa proliferagao
desordenada deve-se a uma alteracdo ou danos no material genético das células que sdo
acumulados ao longo do tempo (ROBBINS et al.,2000).

Embora a proliferacao desenfreada de células geneticamente modificadas seja a maior
caracteristica, o cancer se desenvolve lentamente, podendo demorar anos para a formacao de
um tumor apds a exposicdo ao agente carcinogénico. Esse processo, denominado
carcinogénese, ¢ dividido em trés estagios principais: a iniciagdo, promog¢ao € progressao
(Figura 1). A primeira fase da carcinogénese, a iniciacdo, ¢ caracterizada pela exposi¢ao da
célula ao agente cancerigeno (composto quimico, radiagdes X ou ultravioleta, virus), levando a
modificacdo de alguns genes. No estdgio da promocao, as células que ja tiverem seus genes
alterados, sofrem o efeito dos agentes que nao sao mutagénicos, mas promovem a expansao da
populagdo celular com uma mutagdo inicial de forma gradual e lenta. A terceira fase,
progressdo, se caracteriza pela proliferacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas,
formando uma massa tumoral no local. Algumas células podem se desprender dessa massa e
atingir a corrente sanguinea, sendo levadas e instaladas em outros tecidos causando a metastase

(POLLOOCK, 2006).

Figura 1: Fases do processo de carcinogénese. No estagio de iniciacdo as células sofrem a agao
dos agentes carcinogénicos. Na promoc¢ao, agentes ndo mutagénicos promovem a expansao
celular das células previamente alteradas geneticamente. O estagio de progressao se caracteriza

pela proliferagcdo descontrolada e irreversivel das células.
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Fonte: Instituto Nacional do Céancer (INCA), 2011.

De acordo com a Organiza¢ao Mundial de Satde (OMS), estimou-se que no ano de 2030
pode-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e
75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. Sendo que a maior incidéncia se dara
em paises de baixa e média renda (INCA, 2012).

Cancer de mama ¢ um dos mais frequentes tipos de canceres, tanto em paises em
desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, sendo o responsavel pelo maior indice de
mortalidade entre as mulheres. As estimativas do INCA para o ano de 2012, e que valem para
2013, indicam o surgimento de mais 53 mil novos casos de cancer de mama no Brasil (Figura

2).

Figura 2: Incidéncia por tipo de cancer na populacao brasileira para os anos de 2012 e 2013.

Localizacao primaria  casos novos  percentual Localizagao primaria casos novos  percentual
Prostata 60180  30.8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27.9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8.8% Golo do Utero 17.540 9.3%
Golon e Reto 14.180 7.3% Golon e Reto 15.960 8.4%
Estomago 12.670 6,5% Glandula Tireolde 10.590 56%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Bronquio e Pumdo  10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4,0% Estimago 7420 3,9%
Bexiga 6.210 3,% Ovario 6.190 3,9%
Laringe 6.110 31% Corpo do Utero 4520 24%
Linfoma ndo Hodgkin 5190 2.7% Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2.4%
Sistema Nervoso Central 4.820 25% Sistama Nervoso Central 4450 2.4%

*Numeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10
Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), 2012

As terapéuticas aplicadas no tratamento de neoplasia as malignas variam entre:
procedimentos locais, como cirurgia e radioterapia, e sistémicas tais como quimioterapia e

terapias hormonais (INCA, 2012). Apesar das melhorias na quimioterapia, procedimento mais
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comumente empregado no tratamento do cancer, o agente quimioterapico possui um indice
terapéutico estreito e que ndo permite muitas vezes a administracdo de uma quantidade
suficiente do faArmaco para obtencdo da eficacia maxima. Além disso, esse tratamento possui
efeitos colaterais como morte de células sanguineas, alopecia (queda de cabelo), alteracdes
gastrointestinais (nduseas, vomito e diarreia), perda de apetite e infertilidade (NIH, 2005).

Devido as limitacdes dos tratamentos, atualmente a comunidade cientifica tem se
empenhado em descobrir moléculas potencialmente efetivas na terapia do cancer e que ndo
induzam efeitos colaterais severos. Cerca de 60% dos farmacos anticancer utilizados como
agentes terapéuticos nas ultimas décadas foram desenvolvidas a partir de produtos naturais,
dentre eles se destacam a vimblastina (Velban®), a vincristina (Oncovin®) e o paclitaxel

(Taxol®) (NEWMAN et al.,2007).

2.2  MORTE CELULAR

O mecanismo de controle da proliferagao e diferenciacao celular ¢ modulado através de
sinais estimulantes ou inibidores que devem permanecer equilibrio (FOSTER, 2008; MESTER;
REDEUILH, 2008). Entretanto, células tumorais perdem a capacidade de regular esses sinais
devido a algum dano ou alteragdo genética, levando a célula a crescer e dividir-se
desordenadamente, contribuindo para o desenvolvimento dos tumores. Quando os limites da
resposta adaptativa a um estimulo forem ultrapassados ou a adaptagao for impossivel, a célula
entra em processo de morte celular por apoptose ou necrose (BAYLY et al.,1997; COTRAN,
et al.,2000; KUWANA; NEWMEYER; 2003 FOSTER, 2008).

A apoptose ¢ um tipo de morte celular que ocorre de forma organizada e controlada e
possui papel fundamental na homeostase dos organismos (KERR et al.,1972). E um processo
fisiologico altamente regulado de morte celular desempenhando papel relevante na proteg¢ao de
organismos contra a carcinogénese (FESIK, 2005; GHOBRIAL et al.,2005; JIN et al.,2005).

O processo de apoptose ¢ caracterizado por diversas alteragdes morfologicas e
bioquimicas das células como perda do volume, condensa¢do da cromatina levando a aparéncia
de nucleos picnoticos, alteragdes no citoesqueleto que induzem contragdo celular, formagao de
corpos apoptoticos (fragmentos celulares envoltos por membrana plasmatica) e degradagao do
DNA. Os corpos apoptéticos sdo rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos
desencadear uma reposta inflamatoria (LAVIN, 1993; MAJNO et al., 1995; YASUHARA et
al.,2003; LIAO et. al., 2005). Ocorre também a fragmentagdo de organelas como complexo de

Golgi, reticulo endoplasmatico e mitocondrias (FRANK et al.,2001; LANE et al.,2002). Essas
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alteracdes morfoldgicas sdo consequéncia de uma cascata de eventos moleculares e
bioquimicos especificos e geneticamente regulados (SARASTE; PULKKI, 2000).

As capazes pertencem a familia das cisteinas proteases (possuem uma cisteina no sitio
ativo) e sdao as principais enzimas participantes na ativacdo do processo de apoptose
(NICHOLSON; THORNBERRY, 1997). Essas proteinas s3o sintetizadas na forma de
zimogenios praticamente inativos e quando ativadas ap6s um sinal de morte celular, elas clivam
substratos vitais das células causando as alteragdes bioquimicas e morfoldgicas caracteristicas
desse processo de morte celular (GHOBRIAL et al.,2005).

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada por duas diferentes maneiras: pela via
extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca ¢
desencadeada pela interacdo de ligantes especificos a um grupo de receptores de fatores de
necrose tumoral (rTNF) localizados na superficie da membrana plasmatica iniciando a ativagao
de caspases (BUDIHARDJO et al.,1999). A via intrinseca ¢ ativada ap6s alteragdes funcionais
e/ou estruturais ocorridas na mitocondria desencadeando a liberagdo de moléculas sinalizadoras

responsaveis por ativar as caspases (IGNEY et al.,2002)(Figura 3).

Figura 3: Representagdo das vias de ativagdo da apoptose.
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Fonte: Adaptado de IGNEY et al., 2002.

Uma das alteracdes morfologicas das células apoptoticas ¢ a exposicdo da
fosfatidilserina A na face externa da membrana plasmatica. A fosfatidilserina ¢ um fosfolipide
encontrado na face interna da membrana de células viaveis e, quando externalizada em células
em processo de apoptose, serve tanto para o reconhecimento e remogao de corpos apoptoticos
por fagbcitos como também proporciona um local de ligagdo para a proteina anexina V
(FADOK et al.,1992). A anexina V tem a capacidade de se ligar fortemente aos fosfolipides de
membrana plasmatica sendo essa ligacdo uma forte evidéncia da fase precoce da apoptose
(MOCHIZUKI et al.,2003; MOSS & MORGAN, 2004).

A necrose ¢ o tipo de morte celular desordenado e ndo programado iniciado por
estimulos ambientais que resultam em rapida desregulacdo da homeostasia (BRAS et al.,2005).

Entre as caracteristicas basicas desse processo inclui o aumento do volume celular,
dilatagdo das mitocondrias e do reticulo plasmatico, desagregacao dos ribossomos, hidrolise do

DNA e perda da integridade de membranas, inclusive dos lisossomos (KOMATSU, 1995;
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KUMAR et al.,2005)(Figura 4). A alteragdo na permeabilidade da membrana, por diminui¢ao
nos niveis de ATP, compromete a bomba de Na+/K+ ¢ de outros fendmenos que sdo ATP-
dependentes (TRUMP et al.,1997). Com o rompimento das organelas e da membrana
plasmatica ha a liberacdo de componentes intracelulares o que leva a uma reagao inflamatoria
local (KERR et al.,1995; BOUJRAD et al.,2007).

Ocorre a também digestdo aleatoria do DNA, a cromatina ndo se remodela, a membrana
plasmatica perde sua integridade e a célula entra em citolise imediata, sendo esse o estagio final
da declinio celular e caracteristica basica no processo de necrose (SARASTE & PULKKI, 2000;
JEFFREY, 2000; MELLO et al.,2001; HAIL et al.,2006). A necrose ¢ controlada pela interagao
de diferentes vias de sinalizagdo (FESTJENS et al, 2006; GOLSTEIN & KROEMER, 2007).
Dentre elas, através da proteina que interage com o receptor de morte (RIP), bem como o fator
2 associado ao receptor de TNF (HOLLER et al.,2000; LIN et al.,2004). Outra via esta
associada a ativagdo da poli-ADP-ribose polimerase que reduz a producao de ATP em células
com DNA danificado (ZONG et al.,2004) (Tabela 1). Os estudos que investigam os
mecanismos de morte celular s3o de extrema importancia para o desenvolvimento de novos

agentes antineoplasicos.

Tabela 1: Caracteristicas diferenciais entre células apoptoticas e células necréticas. Adaptado

de ITO & OTSUKI, 1998.

CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS BIOQUIMICAS FISIOLOGICAS
Reducdo do volume | Processo regulado pela | Geralmente induzida por

citoplasmatico ativagdo das caspases estimulos fisiologicos

Alteragdo na orientagao

Digestdao ndo aleatoria

Fagocitose por células

membrana

DNA

dos fosfolipides na | do DNA adjacentes ou
APOPTOSE | membrana plasmatica macrofagos
Formacao de corpos | Dependente de ATP Nao induz resposta
apoptoticos inflamatoéria
Aumento de tamanho | Regulado pela interacdo | Geralmente induzida por
celular de diferentes vias de | estimulo patologicos
sinalizacao
NECROSE | Perda da integridade da | Digestdo aleatoria do | Fagocitose por

macrofagos
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Figura 4: Morfologia das células apoptoticas e células necroticas.
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2.3 SOLASODINA

2.3.1 Propriedades fisico-quimicas da solasodina

A solasodina, (1S, 28, 4S, 5'R, 6R, 7S, 8R, 9S, 128, 13R, 16S ) - 5',7,9,13-tetrametil-5-
oxaspiro[ciclopentano[10.8.0.0"{2,9}.0"{4,8}.0"{13,18} Jicosano-6,2'-piperidin]-18-en-16-o0l,
C27H43NO2, peso molecular 413,6358 g.mol™!, é um alcaloide esteroidal obtido principalmente
de plantas do género Solanum pertencente a familia Solanaceae que apresenta duas formas
glicosiladas: a solamargina e a solasonina.

A solasonina apresenta uma molécula de galactose ligada a Ramnose e a glicose,
enquanto a solamargina apresenta uma molécula de glicose ligada a outras duas de ramnose.

(Figura 5).

Figura 5: Estrutura quimica da solasodina (a) e suas formas glicosiladas solasonina (b) e

solamargina (c¢) (RIPPERGER, 1995).



25

H
\ N7
\ f—~
-~ .
¥ [Ty W
e | ol
- ~
A
/A ’/&:}\ -
HO e
H
N
H
__‘N . 0
(s} -
OH
g
OH 0——~-L-0
oH OH | . \ 2 o]
e S Hi€— ! n”
Y Ho~Lp2 /Mo 9
HO =" "o 0 HO . 0~ °H
\'O“'Cg?.‘ H HO T
HO=—\
B OH = C

Fonte: RIPPERGER, 1995.

A solasodina possui um coeficiente de particdo de 4,6 o que explica a sua alta
solubilidade em solventes organicos como benzeno, piridina e cloroféormio e sua baixa
solubilidade em metanol, acetona e etanol. Seu carater lipofilico pode ser evidenciado pela
presenca do nucleo esteroidal na sua estrutura. Entretanto, assim como algumas classes de
alcaloides, em pH &cido o grupo amino ¢ protonado formando um sal soluvel em agua. A

solasodina apresenta-se na forma cristalina com colorac¢do branca (figura 6).

Figura 6: Aspecto macroscopico da solasodina em forma de p6 com coloracdo branca.
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2.3.2 Propriedades bioldgicas da solasodina

Os alcaloides esteroidais sao amplamente conhecidos por suas atividades bioldgicas,
uma vez que, provavelmente, atuam como mecanismo de defesa nos organismos que os
produzem contra herbivoria e outras defesas interespécies. Assim, estudos cientificos vém
sendo desenvolvidos a fim de avaliar o poder farmacologico dessas substancias. Os alcaloides
esteroidais e suas formas glicosiladas do género Solanum sao relatados cientificamente por
possuirem atividade antifingica, moluluscida, teratogénicos e embriotoxica, além de atividade

antioxidante (ESTEVES-SOUZA et al.,2012).

2.3.2.1 Atividade antifingica

A atividade antifngica da solasodina foi demonstrada através da inibi¢dao dose-
dependente do fungo Phytophthora cactorum, causador de varias doencas em plantas (NES, et
al.,1982). A aglicona solasodina foi reportada como agente fungistatico (SEGAL;
SCHLOSSER, 1975; SINDEN et al.,1973). Em 1983, Rowan e colaboradores observaram
inibi¢do no crescimento de 35% de Colletotrichum gloeosporioide, considerado um dos

maiores patogenos de plantas do mundo, causada pela solasodina na concentracao de 25 yg/mL.

2.3.2.2 Atividade antiparasitaria

Chataing e colaboradores (1998) testaram heterosideos alcaloidicos extraidos de uma

espécie do género Solanum, sobre formas epimastigotas e tripomastigotas de duas diferentes
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cepas de Trypanosoma cruzi e relataram que os glicoalcaldides possuem uma maior atividade
inibitoria quando comparados a aglicona solasodina. Também foi demonstrado que a solasonina
requer uma maior concentracao para induzir efeito inibitorio de crescimento nas cepas em
relagdo a solamargina. Udalova e colaboradores (1994) demonstraram a importancia da por¢ao
de carboidrato ramnose na toxidade contra nematoides fitoparasitas. A atividade leishmanicida
foi reportada por Miranda e colaboradores em 2012, afirmando que a solasodina apresentou
valores de Clso muito altos para atividade avaliada e que os glicosideos (solasonina e
solamargina) demonstraram ser mais ativas contra a leishmania em relagdo ao controle positivo
(cetoconazol). De acordo com Mcconville e Fergunson (1993), isso pode estd ligado a

necessidade de algum tipo de aglcar para ocorrer atividade.

2.3.2.3 Atividade antiinflamatoria

A atividade antiinflamatoéria foi investigada em um estudo realizado por Emmanuel e
colaboradores em 2006. A solasodina mostrou atividade contra edemas induzidos em ratos por
carragenina. A carragenina ¢ um extrato soliivel em dgua utilizada em modelos animais de
inflamacdo para testes de farmacos analgésicos, que quando injetada por via subcutinea
provoca inchago e dor. A solasodina reduziu em 13,9 a 44,7% o processo de reac¢do inflamatoria

em fun¢do do tempo de tratamento.

2.3.2.4 Neurogénese

Lecanu e colaboradores (2011) estudaram a indu¢ao de neurogénese in vivo € in vitro
em duas espécies de animais diferentes (ratos e camundongos). A solasodina exibiu
propriedades neurogénicas, induzindo as células P19 (teratocarcinoma), NT2 (células
precursoras) e PC12 (feocromocitoma) a se diferenciar em neurdnios na concentragdo de 90
uM. Além disso, induziu a formag¢do de axonios nas células P19 e demonstrou in vivo

propriedades proliferativas e diferenciacdo em progenitores neuronais.

2.3.2.5 Atividade citotoxica e antitumoral
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J& tem sido demonstrado que ¢ a mistura padrao das formas glicosiladas da solasodina
(33% solasonina + 33% solamargina + 34% de di e monoglicosideos) que apresentam atividade
citotoxica significante contra uma variedade de linhagens de células cancerosas, incluindo
células leucémicas humanas e células 1547 de osteosarcoma humano, através da indugao de
apoptose (VIJAYAN et al.,2002; TROUILLAS et al.,2004; ONO et al.,2006). A atividade
antitumoral da solasodina foi comprovada também em camundongos utilizando modelos
experimentais de tumores asciticos: sarcoma 180 (S-180). Um aumento significativo da
sobrevida dos animais e inibi¢ao do tumor foi observado (CHAM et al.,1987). Além disso,
Cham e colaboradores também demonstraram, em 1991, que um creme formulado com altas
concentragdes da mistura padrdo dos glicosideos (10%) apresentou resultados efetivos no
tratamento de tumores de pele benignos e malignos. Além disso, foi demonstrado que em baixas
concentragdes (0,005%), o tratamento foi eficiente para outros tipos de cancer de pele, sendo
que a mistura glicosilada de solasodina ndo apresentou efeitos adversos sobre o figado, rins ou
sistema hematopoiético.

A alta atividade das formas glicosilada da solasodina esta relacionada a expressao
elevada da proteina ligadora da ramnose na membrana plasmatica de células cancerigenas, em
relacdo as células sadias. Apds a internalizac¢do, a solasodina glicosilada induz a apoptose
celular através da expressdo de receptores externos, como o receptor do fator de necrose I,

TNFR-1 (CHAM et al.,2011).

24 NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE
FARMACOS

A nanotecnologia pode ser defenida como uma tecnologia que tem permitido controlar,
manipular, estudar as estruturas em tamanho nanométricos 0,1 a 1000 nm (Figura 7). O amplo
desenvolvimento de tecnologias em escala nanométrica esta mudando o meio cientifico em
termos de diagnostico de doengas, tratamento e prevencao. Esta inovagao tecnoldgica tem sido
referida como nanomedicina pelo Instituto Nacional de Satde e tem o potencial para
transformar as descobertas moleculares decorrentes da gendmica e protedmica em beneficio
para a saude de pacientes (SINGH, 2009).

A nanotecnologia farmacéutica ¢ a area das ciéncias farmacéuticas envolvida no

desenvolvimento, caracteriza¢do e aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica
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ou micrométrica. Estudos de tais sistemas tém sido realizados ativamente no mundo com o

proposito de direcionar e controlar a liberacao de farmacos (SAKATA et al.,2007).

Figura 7: Nanoescala.
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Fonte: Adaptado de NIH, 2007.

Sistemas de liberagao controlada de medicamentos sdo desenvolvidos para se obter uma
concentracdo plasmatica ou niveis de concentracao teciduais de farmacos de forma controlada,
atingindo o efeito terap€utico desejado e evitando possiveis reacdes adversas inerentes ao
composto. Estes sistemas podem controlar a liberacdo do principio ativo, prolongar a sua
liberagdo e/ou direciond-lo a sitios especificos de ag¢do (células, 6rgios, microrganismos). Na
terapia medicamentosa utilizando formas farmacéuticas convencionais como comprimidos,
solucdes, suspensoes, capsulas, etc. torna-se dificil manter as concentragdes plasmaticas de
farmacos em nivel terapéutico por um longo periodo de tempo, devido a liberacdo imediata de
todo o conteudo de farmaco. Este fato gera, inicialmente, um pico maximo de concentracao
plasmatica que pode atingir niveis toxicos. Apos esse pico maximo, a concentracao plasmatica
torna-se insuficiente para agdo farmacologica sendo uma dose subterapé€utica, proporcionando
flutuacdes aleatdrias da biodisponibilidade do principio ativo (LEE et al.,2004). O principal
objetivo de uma forma farmacéutica de liberacao controlada ¢, portanto, manter a concentracao
plasmatica constante do farmaco no nivel terapéutico, eliminando as variagdes que geralmente
sdo observadas no decorrer do tratamento com dose subterap€uticas ou efeitos toxicos da

substancia ativa (Figura 8).
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Figura 8. Farmacocinética de sistemas farmacéuticos convencionais e sistemas de liberagao

controlada ou sustentada de farmacos.
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Fonte: LIRA, 2007.

2.4.1 Sistemas Nanoparticulados

O controle de liberagao de farmacos em sitios de acao especificos, através da utilizacao
de vetores, capazes de permitir a otimizagdo da velocidade de liberagao e do regime de dosagem
das substancias, tem sido uma area de intensa pesquisa nos ultimos dez anos. Dentre os vetores,
incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e nanoparticulas)
(SCHAFFAZICK et al.,2003).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
diametro que varia de 10nm a 1000nm. O termo nanoparticula inclui: as nanocapsulas, que sao
constituidas por um envoltdrio polimérico pouco espesso disposto ao redor de um nuicleo oco
ou de natureza oleosa e estabilizada por um filme interfacial de agentes tensoativos, € as
nanoesferas que sao sistemas matriciais em que o farmaco estd fisicamente e uniformemente
dispersa ou solubilizada na matriz polimérica, obtendo-se um sistema monolitico, ndo sendo
possivel identificar um nucleo diferenciado (SOPPIMATH et al.,2001; SINGH et al.,2009).

Esses sistemas, em geral, podem ser utilizados para melhorar o direcionamento de
farmacos, ¢ a biodisponibilidade, sustentar a liberacdo de farmacos ou solubiliza-los para
administragdo sistémica. Sendo assim, o agente terapéutico fica protegido da degradacdo
enzimatica (GE et al.,2002). A vantagem de usar nanoparticulas para liberacdo de drogas esta

no fato destas possuirem um pequeno tamanho e serem constituida de polimeros
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biodegradaveis. O seu tamanho nanométrico permite que elas passem através do endotélio, do
epitélio, tumores ou ainda que elas penetrem microcapilares. E o uso de materiais
biodegradaveis na preparacao das nanoparticulas, permite que ocorra uma liberacao sustentada
da droga (SINGH et al.,2009).

Os sistemas nanoparticulados apresentam varias vantagens em relacdo aos lipossomas,
como a maior estabilidade em fluidos bioldgicos e durante o armazenamento, além do controle
de liberagdo do farmaco e a possibilidade de serem administrado por via oral (SOPPIMATH et
al.,2001; SCHAFFAZICK et al.,2003). Dentre os sistemas nanoparticulados, destacam-se as
nanocépsulas como foco deste trabalho.

As nanocapsulas sdo sistemas nano-vesiculares que apresentam em sua estrutura uma
membrana polimérica, com surfactantes lipofilicos e/ou hidrofilicos na interface, e um nucleo
oleoso. O farmaco pode esta dissolvidos na cavidade aquosa ou oleosa, e/ou adsorvidos a parede
polimérica. A cavidade pode conter a substancia ativa sob a forma liquida ou s6lida ou como
uma dispersao molecular (SCHAFFAZICK et al.,2003; MORA-HUERTAS et al.,2010)(Figura
9).

Figura 9: Diferentes estruturas das nanocapsulas: em A, nucleo oleoso involto pela parede
polimérica e em B, substancia ativa dissolvida no nucleo oleoso e/ou adsorvida a parede

polimérica das nanocapsulas.
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Fonte: Adaptado de MORA-HUERTAS, 2010.
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2.4.2 Nanocapsulas furtivas

Quando administrado intravenosamente, os carreadores de firmacos convencionais sao
rapidamente identificados na corrente sanguinea pelo Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM),
principalmente pelas células de Kupffer no figado e os macrofagos no baco. A remog¢ao dos
sistemas coloidais da circulagdo, geralmente ocorre porque, receptores especificos que estao
nas células de Kupffer e nos macréfagos reconhecem proteinas do plasma que se ligam a
superficie desses sistemas (processo de opsonizacdo) (MOSQUEIRA et al.,2001 a;
SOPPIMATH et al.,2001; RAO et al.,2004).

Para evitar estes inconvenientes, nos tltimos 10 anos foram desenvolvidas técnicas, que
visam controlar os processos de opsonizacdo, principalmente pela modificacdo da superficie
dos carreadores. Essa modificacdo tém-se dado principalmente pela adi¢gdo de polimeros
hidrofilicos a superficie dos sistemas coloidais (AVGOUSTAKIS et al.,2003). A eficiéncia
da modificagdo da superficie pode ser estimada através da carga de superficie, densidade dos
grupos funcionais ou pelo aumento da hidrofilia da superficie. Outra técnica que pode ser
utilizada é o potencial zeta. O Potencial zeta pode ser positivo ou negativo, dependendo da
natureza do polimero ou do material utilizado para o revestimento (SOPPIMATH et al.,2001).

Muitos polimeros sao capazes de reduzir drasticamente a interacao do coldide com as
proteinas presente no plasma, destes o0 PEG (polietilenoglicol) tem sido amplamente estudado
(Figura 10). Ele € um polimero neutro, hidrofilico e ndo-imunogénico que pode ser adsorvido
ou ligado covalentemente a superficie de coldides hidrofobicos. A presenca desse polimero
reduz a identificacdao pelo SFM, aumento sua circulagdo na corrente sanguinea. Além de evitar
o reconhecimento pelos anticorpos do organismo, a presenca do PEG na superficie das
nanoparticulas aumenta o tempo de resisténcia destas na circulagdo sistémica (MOSQUEIRA
et al.,2001a; HANS & LOWMAN, 2002). Os carreadores de farmacos que possuem esse
mecanismo de “driblar” o SFM sdo chamados de furtivos (MOSQUEIRA et al.,2001b). O
mecanismo pelo qual o PEG obtém esses resultados ocorre através da protecdo estérica que
confere aos sistemas coloidais. As cadeias de PEG na superficie das nanoparticulas sdo
flexiveis, organizando-se em conformac¢ao de nuvem, que evita a interagdo de outros polimeros
com a superficie das particulas. Isso evita a opsonizagado, pois diminui a adsor¢do de proteinas
(opsoninas) a superficie das nanoparticulas e consequentemente o processo de fagocitose da

mesma (SOPPIMATH et al.,2001).
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Figura 10: Estrutura quimica do PEG.

HG\'{/\D/\}‘KW

Fonte: SEITZ; MEHTA;YEAGER, 2000.

Ademais, a formulagdo de sistemas nanoparticulados com PLGA-PEG, possibilita a
funcionalizacdo das cadeias de PEG com ligantes os quais podem aumentar a seletividade
celular no sitio-alvo, aumento sua internalizacdo pelos receptores mediadores de endocitose.
Esta aplicacao ¢ bastante promissora na area de desenvolvimento de novas tecnologias para o
tratamento do cancer (BETANCOURT et al.,2009; WANG et al.,2010 ).

Peracchia e colaboradores (1999), em seus estudos observaram que nanocapsulas
furtivas tiveram um tempo maior na circulacdo sanguinea, depois de administrada
intravenosamente em camundongos, do que as que nao continham PEG.

Mosqueira e colaboradores (2001), avaliaram a relagcdo entre as caracteristicas fisico-
quimicas de nanocapsulas de PLA revestidas com PEG e ativacdo do sistema complemento
avaliado em funcao da clivagem do componente do sistema complemento C3, além da captacao
dos sistemas coloidais por macrofagos (células da linhagem J774A1). Os resultados revelaram
que a presen¢a de PEG diminui a ativacao do sistema complemento e o consequente clearance
plasmatico por parte das células do Sistema do Reticulo Endotelial. Esses resultados sdo

proporcionais ao tamanho da cadeia de PEG e a sua densidade na formulacao.

2.4.3 Meétodos de preparacio de nanocapsulas

Hé varios métodos de preparagao de nanoparticulas poliméricas:

a) Polimerizacao interfacial — consiste em verter, lentamente e sob agitacdo, uma fase
organica composta, do monomero, de etanol e de um 6leo, completamente solubilizada, sobre
uma fase aquosa, composta de agua e de uma tensoativo ndo-idnico. A formacdo das
nanocépsulas se da de forma espontanea no meio (Figura 11a). As vantagens desse método

consistem em ser de preparagdo simples, rapida e de facil transposicao industrial. Além disso,
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as suspensdes sdo estaveis a temperatura ambiente, podendo ser esterilizadas por autoclaves, e
ainda possuem elevadas taxas de encapsulagdo para farmacos lipofilicos (FALLOUH et
al.,1986). Por outro lado, devido a reatividade dos monomeros utilizados, reagdes quimicas
entre estes e o fArmaco e outros constituintes da preparacao podem acontecer, antes ou durante

o processo de polimerizacdo (COUVREUR et al.,2002).

b) Deposicao interfacial de polimeros pré-formados — este método foi proposto por Fessi
e colaboradores em 1988, sendo um protocolo simples de preparacdo de suspensdes de
nanoparticulas. Esse método ¢ constituido por duas fases: a fase organica e a fase aquosa. A
fase organica contém o farmaco a ser encapsulado, o 6leo, o tenso-ativo de baixo EHL
(Equilibrio Hidroéfilo-Lipofilo) e o polimero, solubilizado em solvente miscivel em agua. A fase
aquosa ¢ formada pela agua e por um tensoativo hidrofilico (Figura 11b). A formacao das
nanocépsulas ¢ formada instantaneamente no momento em que a fase apolar ¢ vertida, através
de um funil, sobre fase aquosa (Figura 5B). Este método apresenta como vantagem o menor
diametro das nanoparticulas obtidas (aproximadamente 200nm), a monodispersao e auséncia

de mondmeros residuais (FESSI et al., 2010, COUVREUR et al.,2002).

¢) Emulsificaciao-difusdo — em 1988, Quitanar-Guerreiro e colaboradores propuserem um
método, também baseado na utilizagdo de polimeros pré-formados, chamado de emulsificacao-
difusdo. Neste, um solvente parcialmente soluvel em dgua ¢ previamente saturado com agua
para garantir um equilibrio termodindmico inicial. O polimero, o 6leo e o farmaco sdo
solubilizados no solvente saturado em 4gua e entdo mistura ¢ emulsificada, sob agitagdo
vigorosa, com a fase aquosa, que contém um tensoativo ndo-idnico. A adicdo de agua
subseqiiente ao sistema causa difusao do solvente para a face externa, resultando na formacao
das nanocépsulas. As vantagens desse método em relagdo aos anteriormente citados sdo a menor
quantidade de solventes organicos utilizados e a possibilidade de preparacao das nanocépsulas

com nucleo aquoso (FESSI et al.,2010, COUVREUR et al.,2002).
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Figurall: Métodos empregados na preparagdo das nanocépsulas poliméricas. Em A, Método
de Polimerizagdo Interfacial; B, Método de precipitacio de Polimeros Pré-formados

(SCHAFFAZICK et al.,2003).

A) Método de Polimerizacdo Interfacial
[
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Formacio das EvVaporacao do solvente e
nanocapsulas do excesso de agua

B) Metodo de prempﬁagao de polimero pré-formado
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das nanocapsulas e do excesso de agua

Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003.

2.4.4 Polimeros utilizados na preparacio das nanocapsulas

A sele¢do de matérias-primas para a preparacdo de nanoparticulas ¢ um passo
importante na elaboracdo do produto farmacéutico. Sdo intimeros os fatores que devem ser
considerados como a toxicidade das matérias-primas, a via de administracdo, a
biocompatilidade e a biodegradabilidade dos polimeros.

Devido ao potencial oferecido pela quimica de polimeros hoje, um niimero limitado de
polimeros podem ser utilizado para a preparagdo das nanoparticulas para liberagdo in vivo. Para
essa finalidade, o polimero deve possuir algumas propriedades adequadas. Ele deve ser
biodegradavel, a fim de ser eliminado totalmente do corpo em periodo curto de tempo,
permitindo a repeticdo da administracdo sem, que ocorra risco de acumulagao. Ele também deve
ser atoxico e ndo imunogénico. Além disso, a escolha do polimero deve ser feita visando
propriedades adequadas para a liberacdo da droga, para as quais as nanoparticulas sao

desenvolvidas (OKADA, 2002; NAIR AND LAURENCIN, 2007 PREAT et al.,2012).
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O polimero pode ser sintético, semi-sintético ou natural, tendo como exemplos: goma
arabica, gelatina (natural), etilcelulose, ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, ciclodextrinas
semi-sintéticas e, como polimeros sintéticos, PCL, poli (alquilcianoacrilato) e poli (4cido
latico), poli (4cido glicoloco) e copolimeros (poli (acido latico-co-glicélico- PLGA)
(COUVREUR et al.,2002; HANS & LOWMAN, 2002).

A tabela 2 apresenta uma lista de polimeros mundialmente usados na composigdo de

nanocarreadores.

Tabela 2. Polimeros mundialmente usados na constituicilo das nanoparticulas.

Material Nome completo Abreviaturas ou nomes comerciais

Homopolimero Poly(lactude) . l-'l,_f:\

Sintetico Poly(lactide-co-glycohde) PLGA
Poly(epsilon-caprolactone) PCL
Poly(isobutylevanoacrylate) PICBA
Poly(isohexyleyanoacrylate) PIHCA
Poly(n-butyleyanoacrylate) PBCA

. Poly(acrylate) and poly(methacrylate) Eudragit*

Polimeros natural Chitosan
Alginate
Gelatin
Albumin

Copolimeros Poly{lactide )-poly(ethylene glveol) PLA-PEG
Poly{lactide-co-glyeolide)-polyviethylene glycol) PLGA-PEG
Poly{epsilon-caprolactone )-poly(ethylene glyeol) PCL-PEG
Poly(hexadecyleyanoacrylate-co-poly(ethylene glycol) eyanoacrylate) Poly(HDCA-PEGCA)

Coloides Estabilizantes ~ Dextran Fo8
Pluronic Fos PVA

Poly{vinyl alcohol)
("upnly_mcu (see above)
Tween® 20 or Tween™ 80

Fonte: VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009.

Pesquisas demonstraram que a liberagdo da droga nesses sistemas poliméricos pode
ocorrer através de dois mecanismos: difusao ou degradacdo ou mesmo pela associacdo desses
dois processos. (SOPPIMATH et al.,2001).

Na difusdo, a droga encapsulada pela membrana polimérica ou suspensa na matriz
polimérica dissolve e difunde para fora do polimero. A difusdo do fAirmaco através da matriz
polimérica, esta condicionada a outras propriedades especificas da molécula do firmaco como
solubilidade, tamanho da molécula, distribui¢ao do farmaco na matriz polimérica e interacdes
especificas com o polimero (FAISANT et al.,2002).

Na degradacao, o polimero ¢ degradado naturalmente pela hidrélise das ligacdes ésteres,
liberando o farmaco ou pode sofrer degradacdo enzimatica ou por ambos 0s processos
(FAROKHZAD & LANGER, 2006). Desta forma ha uma liberagdo continua da droga, o qual

conduz a um perfil farmacocinético de liberacdo controlada. A degradacdo dos polimeros
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depende principalmente de trés propriedades: da composi¢do quimica, pois a taxa de
degradacdo depende do tipo de ligacdes quimicas, da cristanilidade, quanto maior sua
cristanilidade mais lenta ¢ sua degradagdo e da hidrofobicidade, visto que um ntimero elevado
de grupamentos hidrofobicos retarda a degradacao.

Segundo Fessi e colaboradores (2010), a liberacao in vitro das substancias encapsuladas
também sofre influéncia de outros fatores, como a concentragdo ¢ caracteristicas fisico-
quimicas da substancia encapsulada, principalmente sua solubilidade e coeficiente de parti¢ao,
a natureza do 6leo, tamanho de particula e método de preparagao empregado.

Poli (4cido latico-co-glicolico) (PLGA), figura 12, ¢ um polimero que apresenta grande
potencial de uso para tecnologias de liberagdo controlada e engenharia de tecidos, uma vez que
sua hidrodlise origina dois compostos endogenos e facilmente metabolizados no sistema
biologico via ciclo de Krebes, sendo considerado, portanto, biodegradavel. Além disso, PLGA
apresenta baixissima toxicidade e j& vem sendo utilizado em experiéncias clinicas, por isso o
PLGA ¢ aprovado pelo FDA e pela Agéncia Europeia de Medicina (EMA) (FESSI et al.,2010;
SIEGEL et al.,2011).

Figura 12: Estrutura molecular do PLGA. Em x, a quantidade de subunidade de acido latico e

em y, a quantidade de subunidades de acido glicdlico.

O
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O

Fonte: KALAIVANI, 2008.

O PLGA ¢ soluvel em um vasto numero de solventes, como compostos clorados,
tetrahidrofurano, acetona e acetato de etila, e apresenta peso molecular que varia desde 5000 a
20000 Da, além disso, suas caracteristicas fisico-quimicas dependem, majoritariamente, da
proporcao de acido glicdlico e latico presente em sua composi¢do. A taxa de decomposi¢ao,
por exemplo, sofre influencia desta propor¢ao: PLGAs com alta proporc¢ao de acido glicolico
apresenta degradacdo mais lenta que aqueles que contem mais baixas propor¢des de acido
latico. Tal fato é explicado uma vez que o acido latico apresenta um grupo radical metila que,

em altas proporcdes, dificulta estericamente o ataque nucledfilo da d4gua que ocorre na hidrdlise
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do éster (WANG et al.,2001; SIEGE et al.,2011).

O PLGA também ¢ bastante utilizado em combinacao com outros polimeros, resultando
em caracteristicas interessantes aos sistemas nanoparticulados produzidos. Mudangas na
superficie de nanoparticulas, por exemplo, sdo técnicas utilizadas para bloquear as interacdes
eletrostaticas e hidrofobicas que atuam na liga¢do entre proteinas opsonizadoras e as
nanoparticulas, que acarretam na eliminacdo dessas particulas da circulacdo sanguinea pelo
sistema reticulo endotelial, este processo ¢ um das mais importantes barreiras biologicas para
nanoparticulas baseadas em sistemas de liberagao controlada. (FESSI et al.,2010; KUMARI et
al.,2010). A mais comum mudan¢a de superficie utilizada ¢ a ligacdo entre o PLGA ¢ o
polietilenoglicol (PEG) como ja foi descrito acima.

Vérios compostos terapéuticos vem sendo encapsulados com sucesso em nanoparticulas

contendo PLGA para o sistema de liberacao controlada (tabela 3).

Tabela 3: Farmacos encapsulados em nanoparticulas de PLGA e nivel de estudo.

Referéncia

DANHIER et al.,2009

Farmaco Nivel de estudo

Paclitaxel Pré-clinico (ratos)

Diclofenaco In vivo AGNIHOTRI et al.,2009
Flurbiprofeno Pré-clinico ARAUJO et al.,2009
(Coelhos)
Rolipram Pré-clinico LAMPRECHT et al.,2001
Tacrolimus Pré-clinico LAMPRECHT et al.,2005
Betametasona Pré-clinico HIGAKI et al.,2005
(Coelhos)
Urocortina Pré-clinico (Ratos) HU et al.,2011
Loperamida Pré-clinico TOSI et al.,2007

Acido sialico

Insulina

Pré-clinico

Pré-clinico

COSTANTINO et al.,2005
CUI et al.,2006
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antiproliverativa da solasodina

encapsulada em nanocapsulas furtivas.

3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e caracterizar a nanocapsulas furtivas contendo solasodina;

e Avaliar a citotoxidade da solasodina encapsulada frente a diferentes linhagens
celulares;

e Avaliar a capacidade de fragmentagao de DNA das células frente a solasodina
nanoencapsulada,

e Determinar o tipo de morte celular frente ao tratamento com solasodina
nanoencapsulada;

e Avaliar o potencial de membrana mitocondrial das células frente a solasodina

nanoencapsulada.
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ABSTRACT

In this work, we report the development and characterization of stealth nanocapsules containing
solasodine and their in vitro antiproliferative activity. Nanocapsules were obtained by the method of
interfacial deposition of a pre-formed polymer with 178.5 + 1.58 nm of mean size diameter. The
treatment of 4T1 and MCF-7 cells with concentrations of solasodine-loaded nanocapsules ranging
from 3.125 to 25 pg/mL for 48 h induced significant reduction of their viability. On the contrary, the
normal NIH 3T3 cells did not show significant loss of viability. A significant DNA fragmentation, an
increase in propidium iodide+ cell number and a mitochondrial membrane potential reduction were
detected. These cytotoxic results demonstrate that solasodine-loaded nanocapsules induced necrosis
cell death associated with severe cell morphological alterations. This study shows that encapsulation
of solasodine present antiproliferative effects and identifies the nanocapsules system as a promising

drug cancer therapy.

Keywords: Solasodine, nanocapsules, antiproliferative activity, flow citometry.
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1. Introduction

Breast cancer is one of the most frequent types of cancers, both in developing countries as
in developed countries and is responsible for the highest mortality rate among women. The
therapies applied in the treatment of this malignancies ranging from local to systemic
procedures [1,2]. Due to the limitations of the treatments currently the scientific community has
been engaged in discovering molecules potentially effective in cancer therapy and which do not
induce severe side effects.

Plants have been used historically by humans as a source of precursor chemicals for
development of new chemotherapeutic agents [3]. About 60% of the anticancer drugs used as
therapeutic agents in the past decades have been developed from natural products, among them
stands out vinblastine (Velban ®), vincristine (Oncovin ®) and paclitaxel (Taxol ®) [4]. Plants
of the family Solanaceae are rich sources of secondary metabolites with pharmacological
properties, such as glycoalkaloids and steroidal alkaloids [5,6,7,8]. The solasodine is a steroidal
alkaloid which is present particularly in the genus Solanum and can be used as a nitrogen
analogue of diosgenin, for commercial synthesis of various steroidal drugs. Cham (1990)
reported that the glycoside moiety enables the recognition of membrane receptors and induces
the cellular internalization allowing the biological activity [9]. The extraction yield of
solasodine glycosides is limited, but the extraction of aglycone occurs in higher yield. Thus, the
encapsulation is an alternative to enhance the biological activity of solasodine tendo em vista
que ird melhorar a acessibilidade da droga a célula.

Nanotechnology aims to create systems with controlled drug released, with greater
permanence in the systemic circulation thereby increasing therapeutic efficacy with lower doses
and low toxicity [10,11]. Among these systems, nanoparticles stand out because of great
therapeutic potential, stability in biological fluids and during storage. Thus, the objective of this
study was to encapsulate aglycone solasodine in stealth nanocapsules and assess the cytotoxic

activity in vitro using different cell lines.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Diblock copolymer of PLGA and polyethylene glycol covalently attached (PLGA-PEG,
Resomer® RGP d50105; 50/50 PLGA 45kDa, containing approximately 10% PEG 5kDa) were
provided by Boehringer Ingelheim (Germany); soya phosphatidylcholine (Epikuron® 200),
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was obtained from Lucas Meyer (Germany); Poloxamer 188, was generously supplied by ICI
(France); Purified soybean oil were all purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, USA);
analytical grade solvents and reagents were obtained from Merck (Darmstadt, Germany);
Solasodine was generously supplied by the Laboratério de Tecnologia farmacéutica

(Universidade Federal da Paraiba, Brazil).
2.2. Formulation of stealth solasodine-loaded nanocapsules(SSD-NCs)

PLGA-PEG nanocapsules containing solasodine were obtained by interfacial deposition of
a preformed polymer on the surface of nanoemulsion droplets [12]. The organic phase
(polymer, soybean oil, soya phospholipid and solasodine) were dissolved in 14 mL acetone.
The aqueous phase (poloxamer) was dissolved in 55 mL of a pH 7.4 phosphate buffer solution
at 0.2 M (Table 1). After the dissolution of all constituents, separately, the organic phase was
poured into the aqueous phase by dripping under magnetic stirring at 150 rpm for 30 min.
Organic solvents were removed by evaporation in reduced pressure at 40°C (Eyela NAJ-160,
Tokyo Rikakikai, Japan) until the colloidal suspension was concentrated to a 10 mL final
volume. The suspension of nanocapsules was conditioned in sealed vials and stored at 4°C,

until the use.

Table 1: Ratio components.

Constituents Ratio (mg)
Polymer 150
Soybean oil 100
Soya phospholipid 150
Poloxamer 150

2.3. Physicochemical characterization of solasodine-loaded nanocapsules

The physicochemical analysis of nanocapsules was carried out immediately after
preparation. Parameters such as the macroscopic and morphological aspect, particle mean
diameter, zeta potential and pH changes were analyzed. The particle mean diameter and

polydispersity index were measured by photon correlation spectroscopy (PCS) (Beckman
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Coulter Delsa™ Nano S Particle analyzer). The surface charge potential of SSD-NCs was
determined using a Zetasizer (Nano-ZS90, Malvern, United Kingdom) through an

electrophoresis technique.

2.4. Stability assessment of solasodine-loaded nanocapsules

The SSD-NCs stability was performed by measure particle size, polydispersity index
(PDI), macroscopic appearance and pH variation after preparation and during storage of
nanocapsules formulations at predetermined time intervals. Briefly, after preparation samples
of nanocapsules suspension were submitted to centrifugation (3.165g for 1h at 4°C) and
horizontal mechanical stirring (180 strokes/min for 48h at 37°C); for long-term stability

evaluation.
2.5. Morphological study

The morphology of SSD-NC was evaluated by scanning electronic microscopy (SEM)
(JOEL JSM-7001F). The samples were diluted 500x in distilled water and coated with colloidal

gold and photomicrograph in scanning electron microscopy.
2.6. Cell culture

Mouse mammary carcinoma cells (4T1), human breast adenocarcinoma cells (MCF-7) and
fibroblasts cells (NIH 3T3) were purchased from American Type Cell Collection. These cells
were maintained as monolayers in Dulbecco’s MEM with 10% fetal bovine serum (Invitrogen,
USA) and 1% penicillin-streptomycin (Gibco, USA) in a humidified atmosphere of 95% air
and 5% CO?2 at 37°C. For experiments, the cells were grown in plastic tissue culture flasks and

used when in the exponential growth phase.
2.7. Cell viability

The effects on cell growth were determined by MTT assay as described previously [13].
Briefly, cells were seeded in 96-well plates at the following density: NIH 3T3 cells (4 x 10°
cells / mL) and 4T1 and MCF-7 (2.5 x 10° cells / mL). After reaching the stage of confluence,
cells were treated with SSD-NCs (0.7812 to 25 pg/ml) and then incubated for 48 hours in a
humidified atmosphere of 95% air and 5% CO2 at 37°C. After this incubation period, the
supernatant was removed and added 15ul of MTT solution (5 mg/mL in PBS) and 135 pl of
complete medium in each well incubated for 3 hours at 37 °C in 5% COa,. After this period, the
supernatant was removed and added to 100 mL of DMSO immediately thereafter, the plates

were read on a spectrophotometer conjugated to a microplate reader at an absorbance of 595
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nm (Bio-rad, Hercules, CA). The viability was determined using no treated cells with

nanocapsules as a control.
2.8. Mitochondrial membrane potential (MMP)

In order to evaluated the MMP cells treated with SSD-NCs (3.125 and 6.25 pg/mL) flow
citometry was used. For this it was used rhodamine 123 (5 mg/mL diluted in ethanol — Sigma,
USA) a cationic fluorochrome permeable to membrane which is rapidly captured by
mitochondria. Changes in mitochondrial membrane potential are detected due to the efflux of
rhodamine 123 from the mitochondria, emitting a lower fluorescence. Rhodamine 123
fluoresces in the range of 515-530 nm [14]. In this experiment, after 48h of cells treatment,
detached with trypsin/EDTA and washed with PBS; the cells were resuspended in 100 pl of
binding buffer and stained with 5 uL of Rhodamine 123 (5 mg/mL diluted in ethanol), incubated
at 37° and 5% CO2. Then, samples were evaluated using a flow cytometer (CyFlow®, Partec,
Miinster, Germany) at FL1-H channel and analyzed by the CyFlow software. Analyzes were
made from the acquisition of 10.000 events and results expressed according to percentage the

total number of events.
2.9. Detection of Annexin V and propidium iodide

Phosphatidylserine is externalized during apoptosis, being an indicative for the cells to be
removed by the mononuclear phagocyte system. Annexin V is a protein with high affinity and
specificity for this phospholipid. Cells stained with FITC-annexin exhibit high fluorescence at
wavelength 515-530 nm [15]. For this experiment the cells were treated for 48 h with SSD-NCs
in two concentrations (3.125 and 6.25 pg/mL), values that represents the ICso in 4T1 and MCF-
7; to detected annexin-V and propidium iodide was used the Vybrant Apoptosis Assay Kit #3
(Molecular Probes, Eugene, OR). After incubation cells were washed with PBS (phosphate
buffer saline, pH 7.4), resuspended in 100 pl annexin-binding buffer, and then incubated with
10 pl of annexin-V and 2 pl of propidium iodide at room temperature for 15 minutes. Then,
samples were evaluated using a flow cytometer (CyFlow®, Partec, Miinster, Germany) at FL1-
H and FL2-H channels and analyzed by the CyFlow software. Analyzes were made from the
acquisition of 10.000 events and results expressed according to percentage the total number of

events.

2.10.  Determination of DNA fragmentation
To determine the DNA fragmentation using propidium iodide, the cells were treated with

3.125 and 6.25 pg/mL of SSD-NCs for 48 hours as describe in viability experiments. After
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incubation the cells were detached with trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich/St Louis, USA), washed
with PBS and resuspended in 100 pl of RNAse (Invitrogen, USA) incubated for 30 minutes at
room temperature. After that, 5 microliters of propiduim iodide (Molecular Probes-Eugene,
OR) was added and incubated for 15 minutes, protect from light. The cells were resuspended
in PBS, pH 7.4 and then assessed by flow cytometry (CyFlow®, Partec, Miinster, Germany)
using the channel FLH-2 (responsive to detections in the range of 560 to 580 nm). Analyzes
were made from the acquisition of 10.000 events and results expressed according to percentage

the total number of events.

2.11. Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the Student's t test (p < 005). The experimental

results were expressed in the form of mean + SD format.
3. Results and discussions
3.1 Preparation of solasodine-loaded nanocapsules

In the preformulation study, nanocapsules were obtained ranging only the concentration of
solasodine (1, 1.5, 2 mg/mL) and analyzes by particle size, polydispersity index (PDI), pH and
macroscopic aspects (Table 1). Unstable nanocapsules formulation presented crystals of
solasodine, phase separation, lower pH or high particle size and distribution. Generally,
nanocapsules obtained by interfacial deposition of a preformed polymer present the mean size
of 100-300 nm. Among the main factors that affect the mean particle diameter stands out the
nature and concentration of the polymer in the organic phase, solvent polarities, the nature and

ratio of internal/external phases and the nature and concentration of surfactants [16, 17].

Table 1: Characteristics of formulations NC1, NC2, and NC3.

Parameters Formulations
NC1 NC2 NC3
Solasodine (mg) 10 15 20
Drug:polymer 1:8 1:12 1:16

Size 178.5+1.9 182.9+9.6 204.8+4.6
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PDI 0.272+0.01  0.327+0.05  0.453+0.07
pH 7.33 7.27 7.15
Phase separation  Absent Present Present
Crystals Absent Present Present

3.2. Characterization and stability of solasodine-loaded nanocapsules

The most stable formulation, though, of SSD-NCs was formulated using 1mg/mL of
solasodine. The particle size analysis revealed that NC1 were on the nanoscale, presenting
particle size and PDI of 178.5 £ 1.58 and 0.272 + 0.21, respectively, and Zeta potential of -0.18
+ 0.219. Moreover, the suspension dosage form presented pH of 7.33, optimal macro and
microscopic features as seem in the SEM images (Fig. 1). Figure 1 shows a typical SEM picture
of spherical NCs with smooth surfaces and undetectable free drug crystals. The SSD-NCs size
as estimated by SEM correlated well with the size measured by PCS showing particles in a

nanometric size range. Thus, this formulation was selected for the in vitro tests.

Fig. 1: Scanning electron micrograph of solasodine-loaded nanocapsules.

The nanocapsule size is an important parameter to be evaluated for controlled release

systems, should be less than 100 nm when the aim is to cross the blood brain barrier, the
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branching pulmonary or skin and higher than 100 nm when the goal is to penetrate tumors,
which have pores ranging from 100 to 1000 nm [18]. Polydispersity index of less than 0.3
indicate the presence of a monodisperse particle population or exhibits a narrow distribution of
particle size [19].

As regards to accelerate stability, the nanocapsules formulated, after being submitted to
mechanical agitation and centrifugation, preserved their particle size, 182.1+2.45 nm and
176.1+3.81 nm, respectively, and the polydispersity index had a slight increase, 0.280+0.015
and 0.291+0.015 (Table 2). In concern to long-term stability, NC1 stored at 4°C, in the dosage
form, maintained their physicochemical properties for 90 days, without phase separation or

agglutination (Fig.2).

Table 2: Physicochemical characteristics and accelerated stability of formulation NCI1.

Characteristics
Physicochemical assay NC1
Macroscopic aspects Fluid milky white, bluish opalescent
Microscopic aspects Spherical particle, Brownian motion

Mechanical agitation Diameter mean size (nm) / PDI | 182.1£2.45/0.280+0.015

pH 7.28+0.011

Centrifugation Diameter mean size (nm) / PDI | 176.1£3.81/0.291+0.015

pH 7.260.013
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Fig. 2: Long-term stability of NC1 in 90 days.
3.3. Cell viability

The 4T1 and MCF-7 cells exhibit a significant dose-dependent reduction in their
viability after treatment with solasodine-loaded nanocapsules. The ICso values of SSD-NCs on
4T1 and MCF-7 cells were found to be 5.31 and 4.14 pg/mL, respectively. On the other hand,
the fibroblast cells NIH 3T3 were not affected by the solasodine-loaded nanocapsules treatment
in the concentrations which represents 4T1 and MCF-7 ICso (3.125 and 6.25 pg/mL)(Fig. 3).
The responses of different cell lines to the same treatment are influenced by several factors such
as cell morphology and proliferation time. The MCF-7 cells were more susceptible to the
treatment, probably because this cell line proliferates quicker than the 4T1. In relation to the
drug, has been described that the glycoalkaloids present in plants of the genus Solanum have
anticancer properties in animals [20]. However, in studies using lines of colon cancer aglycone
solasodine showed low cytotoxicity in concentration of 37.23 pg/mL [21]. The mechanism
which the internalization of solasodine occurs in the cell appears to be associated to the sugar
moiety. It has been reported that the glycosidic moiety binds to lecithins present in the
membrane promoting its internalization. After endocytosis, the sugar molecule is broken and
the aglycon promotes breakage and leakage of the content of lysosomes, culminating in cell
death [22]. Due to the necessity of the sugar moiety to the internalization, the solasodine

encapsulation is an alternative to enhance the biological activity.
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Fig. 3: Dose-response curve of MCF-7, 4T1 and NIH 3T3 cells after 48 hours incubation with

different concentrations of solasodine-loaded nanocapsules (3.125 and 6.25 pg/mL).
3.4. Mitochondrial membrane potencial (MMP)

Analysis of mitochondrial membrane potential by flow cytometry showed that the
treatment with 3.125 and 6.25 pg/mL SSD-NCs induced changes in the membrane of the
organelle, which reflects metabolic activity and integrity of mitochondria membrane. Cells
which had unmodified membrane potential captured rhodamine and emitted high fluorescence
when hit by laser. Changes in membrane potential leads to efflux of rhodamine and generates
events with low fluorescence (Fig. 4). The increase in mitochondrial membrane permeability,
which may be due to several factors, is considered an indicator of mitochondrial damage and is
generally defined as an early stage of apoptosis [23]. Intracellular events which lead to
apoptosis and necrosis can occur sequentially, and may occur collapse of the mitochondrial
membrane potential and further, the breaking of the plasma membrane leading to necrosis
process [24]. These results suggest that de solasodine abolish the normal electrochemical

gradient, depolarizing the membrane, and thereby deenergize the mitochondria.
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Fig. 4: Alterations of SDS-NCs on 4T1 and MCF-7 mitochondrial.
3.5. Detection of Annexin V and propidium iodide

4T1 and MCF-7 cells were treated with 3.125 and 6.25 pg/mL of SSD-NCs to detect
annexin and propidium iodide. It was observed that most of the cells, were only stained with
propidium iodide (Fig. 5a), demonstrating loss of membrane permeability and suggesting
necrosis. There was an increase in the percentage of cells stained both for annexin V and
propidium iodide; 2.21, 0.44 and 4.40% in [3.125 pg/ml] and 6.26, 0.52 and 8.23% in [6.25
pug/ml] for NIH 3T3, 4T1 and MCF-7, respectively, showing the process of late apoptosis (Fig.
5b). The detection of annexin V / propidium iodide was analyzed to measure the externalization
of phosphatidylserine A [25]. Annexin V has the ability to bind strongly to the plasma
membrane phospholipids [26]. The staining with propidium iodide allows measuring cells with
fragmented cell membrane and may indicate a late stage apoptosis or necrosis. The double
emission of annexin V and propidium iodide suggests late apoptosis, the AV can pass the

membrane permeabilized while PI enters the cytosol [27].
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Fig. 5: Analysis of detection of propidium iodide and annexin V in NIH 3T3, 4T1 and MCF-7
cells treated with SSD-NCs using flow cytometry. In A, cell PI" and in B, cell with double

emission AV*and PI".

3.6. DNA fragmentation

The test DNA fragmentation was performed on the cell lines 4T1 and MCF-7 using
concentrations 3,125 and 6.25 pg/mL. There was an increase in DNA fragmentation compared
to control (untreated group) with increasing concentrations of SSD-NCs (Fig. 6). Fragmentation
is a remarkable characteristic of apoptosis triggered after activation of capases [28]. In order
that there was no intense DNA fragmentation, this test can be a confirmation of cell death by

necrosis process.
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Fig. 6: Effects of solasodine-loaded nanocapsules (3.125 and 6.25 pg/mL) on DNA
fragmentation of 4T1 and MCF-7 cells.

4. Conclusions

Stealth nanocapsules containing solasodine were obtained with size mean diameter of
178.5 £ 1.58, PDI of 0.272 and zeta potential of -0.18 + 0.219 mV. This formulation in the
suspension form was stable over storage at 4°C for 90 days. The treatment of cancer cells with
solasodine-loaded nanocapsules at concentrations of 0.7812 to 25 pg/mL for 48 hours induced
cytotoxic effects. ICso values of 5.31 and 4.14 pg/mL for solasodine nanoencapsulated in 4T1
and MCF-7 cells were found, respectively. However, the treatment with solasodine
nanoencapsulated did not induce significant loss in the viability of normal NIH 3T3 cells.
Regarding the mechanism of cell death, tumor cells were stained mostly by propidium iodide,
suggesting a necrosis process. Treatment with the nanocapsules containing solasodine induced

DNA fragmentation of tumor cells and alterations in mitochondrial membrane potential. In
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assessing the antiproliferative activity it was demonstrated the solasodine encapsulated presents

a potential anticancer properties.
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CONCLUSOES

Foram obtidas nanocapsules furtivas contendo a solasodina estaveis, sem variagdes
significativas de pH, tamanho de particulas e indice de polidispersdo ao longo de 90

dias;

Os tratamentos das células tumorais com as nanocapsulas contendo solasodina por 48

horas induziram efeitos citotoxicos;

Os efeitos citotoxicos sugerem de necrose;

O tratamento ndo reduziu de forma significativa a viabilidade da célula normal NIH 3T3

nas concentragoes de interesse;

As nanocépsulas furtivas contendo solasodina induziram a fragmentagao do DNA e

alteracdo da membrana mitocondrial das células tumorais;

As células foram marcadas em sua maioria positivamente para iodeto de propiidio

sugerindo necrose;

Considerando os dados acima, foi demostrado nesse trabalho que a solasodina
encapsulada ¢ um potencial agente anticarcinogénico viabilizando futuros estudo in vivo

da acao antitumoral.
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