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RESUMO

Este estudo descreve como nanocapsulas convencionais e furtivas foram desenvolvidas e
caracterizadas, para viabilizar o carreamento da -lapachona para sua utilizacdo na terapéutica
do cancer. Primeiramente, a B-lapachona foi encapsulada em nanocépsulas de Poli-(g)-
caprolactona (PCL) e em nanocapsulas do copolimero Poli (e-caprolactona)- polietileno glicol
(PCL-PEG), seguindo o método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado. Estas
nanocapsulas foram caraterizadas pelo tamanho de particula, indice de polidispersdo,
eficiéncia de encapsulacdo e cinética de liberacdo in vitro. A avaliacdo da citotoxicidade foi
realizada seguindo o método MTT, atraves de viabilidade celular de linhagem de células de
leucemia promielocitica aguda (HL-60), cancer de mama (MCF-7), carcinoma de laringe
humana (HEp-2) e carcinoma mucoepidermoide de pulmé&o humano (NCI-H292). E por fim, a
atividade antitumoral in vivo da B-lapachona foi avaliada em camundongos machos Swiss
inoculados com células de Sarcoma 180 (S-180), e estes animais receberam doses diarias de
20 mg/kg/dia de B-lapachona encapsulado em nanocapsulas furtivas (NC-PCL-PEG/ B-lap) ou
B-lapachona (B-lap) em suspensdo por 7 dias. Os resultados demonstraram que o método de
preparacdo foi eficiente na formacdo de nanocépsulas monodispersas (PDI< 0,3), com
tamanhos compreendidos entre 150 e 200 nm e com uma eficiéncia de encapsulacdo do
farmaco de 98 + 0,91% e 97 + 1,3% para as nanocapsulas convencionais e furtivas,
respectivamente. O perfil da cinética de liberacdo in vitro evidenciou uma liberacdo maxima
da B-lapachona, através das nanocapsulas, em torno de 62,18 + 3,93% e 66.29 + 1,74% para
PCL/B-lap e PCL-PEG/B-lap, respectivamente. No estudo de citotoxicidade, a B-lapachona
apresentou um efeito antiproliferativo relevante apenas na linhagem de MCF-7 (ICso 0,39
pg/mL), onde ficou praticamente igual ao padrdo DOX (ICs0 0,32 pg/mL). De maneira geral a
B-lapachona, quando encapsulada, apresentou valores de ICso maiores que a B-lapachona
livre, com excecdo na linhagem NCI-H292, o que provavelmente, deve-se ao fato de um
mecanismo de captura celular diferenciado. Dessa forma o ensaio de MTT se mostrou
bastante eficiente na avaliacdo de citotoxicidade da PB-lapachona livre e encapsulada em
relacdo ao padrdo de andlise (DOX). Nos estudos in vivo a atividade antitumoral da [-
lapachona nanoencapsulada promoveu uma inibicdo da massa tumoral acima de 49,29%,
guando comparado ao grupo controle, e de aproximadamente 15% quando comparado com o

farmaco livre.

Palavras-chaves: Nanocapsulas. Farmacocinética. Citotoxicidade. Vetorizagdo de farmacos.



ABSTRACT

This study describes how conventional and stealth nanocapsules were developed and
characterized to facilitate the conduction of B-lapachone for their use in cancer therapy. First,
the B-lapachone has been encapsulated in nanocapsules Poly (e)-caprolactone (PCL) and
nanocapsules in the copolymer poly (caprolactone ¢) - polyethylene glycol (PCL-PEG) by the
method of pre-polymer interfacial deposition formed. These nanocapsules have been featured
by the particle size, polydispersity index, encapsulation efficiency and in vitro release profile.
The cytotoxicity assayment was performed following the method MTT cell viability through
the lineage of acute promyelocytic leukemia cells (HL-60), breast cancer (MCF-7), human
laryngeal carcinoma (HEp-2) and human pulmonary mucoepidermoid carcinoma (NCI-H292).
Finally, the in vivo antitumor activity of B-lapachone was evaluated in male Swiss mice
inoculated with Sarcoma 180 cells (S-180), and these animals received daily doses of 20
mg/kg/day of B-lapachone encapsulated stealth nanocapsules (NC-PEG-PCL/B-lap) or B-
lapachone (B-lap) in suspension for 7 days. The results showed that the preparation method was
efficient in the formation of nanocapsules monodisperse (PDI <0.3), with sizes ranging
between 150 and 200 nm and having a drug encapsulation efficiency of 98% and 97% for
conventional and nanocapsules furtive, respectively. The profile of the in vitro release kinetics
showed a maximum release of B-lapachone through the nanocapsules, around 62.18 + 3.93%
and 66.29 + 1.74% for PCL/B-lap and PCL-PEG/B-lap, respectively. At cytotoxicity assayment
B-lapachone presents a relevant antiproliferative effect only on MCF-7 cell line (ICso 0,39
pg/mL) where the result was barely equal when compared with standard analysis DOX (ICso
0,32 pg/mL). Thus, the MTT assay was very efficient in evaluating B-lapachone cytotoxicity
of free and encapsulated compared to standard analysis (DOX). In studies in vivo antitumor
activity of B-lapachone nanocoated promoted an inhibition of tumor mass up to 49.29% when

compared to the control group, and approximately 15% when compared to the free drug.

Keywords: Nanocapsules. Pharmacokinetics. Cytotoxicity. Drug delivery systems.
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1 INTRODUCAO

Diversas abordagens terapéuticas tém sido desenvolvidas para o tratamento do cancer,
com o objetivo de erradicar as celulas tumorais sem interferir no funcionamento normal dos
organismos vivos. A eficiéncia da atual terapia do céncer é limitada principalmente pela
toxicidade associada com os farmacos antineoplasicos aos tecidos normais (PARHI;
MOHANTY; SAHOO, 2012).

A B-lapachona é uma substancia quimica do grupo das naftoqunonas, que pode ser
obtida facilmente apos tratamento do lapachol, substancia amarela extraida do cerne do ipé-
roxo (Tabebuia avellanedae). Diversas pesquisas tém demonstrado excelente potencial
antineoplasico desta molécula, agindo contra diversos tipos de cancer, por mecanismos
particulares de apoptose e necrose. Porém sua baixa solubilidade em &gua limita sua acéo
sistémica e aplicagdes in vivo. Com estas limitagdes, se faz necessario a criacdo de novas
formas farmacéuticas para melhorar, principalmente, a sua biodisponibilidade (ALMEIDA et
al., 2009; LI; AVERBOUK; PARDEE, 1993; NASONGKLA, 2003).

A Nanotecnologia é uma ciéncia que engloba qualquer tipo de desenvolvimento
tecnoldgico dentro da escala nanométrica, envolve a criacdo e manipulagdo de materiais na
escala atbmica e molecular. Na area de ciéncias farmacéuticas a nanotecnologia engloba o
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos de liberacdo controlada
de farmacos em escala manométrica (KAWASAKI; PLAYER, 2005).

Os sistemas de liberagdo controlada de farmacos, ou “drug delivery systems”, estdo
sendo usados com diferentes drogas para varios tratamentos tendo como objetivo principal
controlar de forma determinada a taxa de liberacdo/entrega do farmaco, realizando uma
administracdo terapéutica efetiva de uma droga por um periodo de tempo e em doses
continuas, e permitindo também a conduc¢do do farmaco a locais especificos para sua atuacdo,
funcionando como nanocarreadores (PANYAM; LABHASETWAR, 2003).

Dentre estes sistemas se destacam as nanocapsulas, que possuem uma cavidade
interna, geralmente preenchida com o6leos, estabilizada por um filme interfacial de agentes
tensoativos e revestidos superficialmente por uma parede polimérica biodegradavel pouco
espessa. Estes dispositivos nanoparticulados biodegradaveis, tem apresentado vantagens no
aumento da eficécia terapéutica e reducdo dos efeitos adversos, porém, quando aplicados
diretamente por via intravenosa, sdo rapidamente removidos pelo sistema fagocitario
mononcuclear (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Para evitar o0

reconhecimento das nanocépsulas pelo SFM, foram desenvolvidas as nanocépsulas furtivas ou
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de longa duracéo. Foi visto que a modificacdo da superficie das nanocapsulas, pela ligacao de
cadeias do polimero polietileno glicol (PEG), forma uma espécie de “nuvem” de cadeias
hidrofilicas nestas superficies, o que impede a remocdo desses dispositivos, aumentando
assim, o tempo de permanéncia na corrente sanguinea (MOSQUEIRA et al., 2001). Portanto,
torna-se imprescindivel o desenvolvimento de sistemas modernos capazes de viabilizar a
administracdo da B-lapachona, um potente agente antineoplésico, em uma formulacdo que
melhore sua solubilidade e distribuicdo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho sera
encapsular a B-lapachona em nanocarreadores poliméricos para avaliar suas caracteristicas e

aplicacdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

O cancer é uma patologia que ocorre em diversos tipos celulares, invadindo tecidos e
6rgéos, podendo espalhar-se para tecidos adjacentes e outras regides do corpo. E caracterizada
pelo crescimento desordenado de células ocasionado por alteracbes genéticas adquiridas,
podendo essas mutacOes ser causadas tanto por fatores genéticos como por fatores ambientais
(SEIR, 1998).

Das patologias que acometem o ser humano, o cancer é uma das principais causas de
morte no planeta, tendo sido responsavel por cerca de 13% de todos os débitos registrados em
2008, dos quais 70 % ocorreram em paises de baixa e média renda. Estima-se que em 2030
ocorrerdo 13.1 milhdes de mortes por cancer no mundo inteiro (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012).

Os planos de tratamento mais comuns para o cancer incluem cirurgia, radioterapia ou
guimioterapia, algumas dessas intervencdes comumente destroem indistintamente células
tumorais e ndo tumorais levando a indmeros efeitos colaterais (RIBEIRO-COSTA et al.,
2004). Em alguns casos mais especificos os tratamentos podem envolver hormonoterapia,
imunoterapia e até transplante de células tronco, podendo todos esses tratamentos serem
utilizados individualmente ou de forma complementar (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012).

O desenvolvimento de novas abordagens para melhorar a triagem, diagndstico e
tratamento do cancer é uma area de intensa investigacdo e tem gerado inimeras inovacgdes que
ajudam a melhorar as taxas de sobrevida, em pacientes com cancer (KENNEDY et al., 2010).

A fim de se obter uma terapia eficaz, é necessario aprimorar o conhecimento sobre a
fisiopatologia do céncer, descobrir novos farmacos, e desenvolver novas tecnologias
biomédicas. Atualmente, a terapia anticancerigena tornou-se uma abordagem multidisciplinar
a qual requer uma estreita colaboragdo entre os clinicos, os pesquisadores e 0s engenheiros
biomedicos (DANHIER et al., 2012).
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2.2 B-LAPACHONA

2.2.1 Propriedades quimicas da p-lapachona

A (3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol (1,2-b) pirano-5,6-diona), ou simplesmente [-
lapachona é uma orto-naftoquinona (Figura 1) que vem sendo muito estudada tanto no campo
da quimica quanto na area da farmacologia. Esta substancia pode ser extraida de varias
espeécies de plantas da familia Bignoniacea como, por exemplo, o “ipé roxo” (Tabebuia sp.)
(JACOME et al., 1999).

Figura 1 - Estrutura quimica da B-lapachona

O
O
O
(He)sC C(Hc)3

Fonte: Lisieux et al., 1999.

Isolada pela primeira vez por Paternd em 1882 através de um tratamento com acido, a
B-lapachona se apresenta em forma de po laranja avermelhado, com cristais cilindricos
(Figura 2), ponto de fusdo entre 151-156 °C, peso molecular 242,27 Da, sua forma &cida
possui um pKa de -3,45 (BARBOSA; DINIZ NETO, 2013) e sua degradacdo, em solucédo
aquosa, aumenta drasticamente em presenca de luz (CUNHA-FILHO; MARTINEZ-
PACHECO; LANDIN, 2008). Devido a uma baixa solubilidade em &gua, algo em torno de
0,038 mg/mL ou 0,16 mM, sua aplicacéo clinica é bem limitada (NASONGKLA et al., 2003).
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Figura 2 - Microscopia eletrnica de varredura da p-lapachona

Fonte: Cavalcanti et al., 2011 (magnificéncia de 100).

2.2.2 Atividades biologicas da p-lapachona

A B -lapachona apresenta inumeras acbes farmacoldgicas, tais como antibacteriana
(OLIVEIRA et al., 2001; PEREIRA et al., 2006), antifungica (GUIRAUD et al., 1994;
MEDEIROS et al., 2010), tripanossomicida (GOULART et al., 1997; LOPES et al., 1978;
MOURA et al., 2001; SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003), antiviral (LI et al., 1993;
SCAFFBER-SABBA et al., 1984; SCHUERCH; WEHRLI, 1978), antiinflamatéria (MOON
et al., 2007) e antineoplasica (WOO; CHOI, 2005).

2.2.2.1 Atividade antimicrobiana

Pereira et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana da B-lapachona frente a
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e cepas de Staphylococcus
coagulase-negativo. Concentragdes da B-lapachona, e outros derivados do lapachol, variaram
de 2 a 512 pg/mL, para os testes de concentracdo minima inibitéria (CIM). Todas as
naftoquinonas apresentaram atividade consideravel contra esses microorganismos (MICs
entre 4 e 128 pg/mL), com destaque para a B-lapachona com uma concentragdo minima
inibitdria de 8 pg/mL, mostrando assim sua potencial atividade como agente antimicrobiano

em substituicdo a vancomicina, ultima terapia usada.
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2.2.2.2 Atividade antiviral

A transcricdo do virus de tipo 1 da imunodeficiéncia humana (HIV-1) € governada
pela repeticdo terminal longa viral (RTL). Alguns farmacos conseguem bloquear a replicacao
do HIV-1, por inibicdo do RTL. Estudos in vitro de Li e colab. (1993), demonstraram que a f3-
lapachona, em concentragdes de 2,5 uM, inibiu fortemente a replicagdo do DNA viral através

de uma acdo direta no RTL, e com uma viabilidade celular de mais de 90%.

2.2.2.3 Atividade antiparasitaria

Salas et al. (2008) avaliaram a atividade tripanossomicida, da B-lapachona, em
diferentes concentragdes, em formas epimastigotas do Trypanossoma cruzi. Os resultados
evidenciaram uma inibicdo do crescimento dos parasitas com atividade mais elevada que os
farmacos utilizados nos tratamentos atuais, o nifurtimox e o benzonidazol.

Por sua vez, Ferreira e colab. (2011) avaliaram a eficacia de 16 analogos da -
lapachona com o objetivo de achar novos prot6tipos para o tratamento da doenca de chagas.
Estes novos protdtipos apresentaram um amplo espectro de acdo frente a formas
tripomastigotas do parasita e 5 desses protdtipos apresentaram valores de 1Cso/ 24h entre 22 e

63 uM, quando o valor da -lapachona, frente a estas mesma formas, foi de 391,5 pM.

2.2.2.4 Antiinflamatoria

As micrdglias possuem papel fundamental tanto na defesa como na reparacéo tecidual
no sistema nervoso central. Entretanto sua ativagdo desordenada pode ocorrer rapidamente
ap6s uma lesdo cerebral ou por patologias isquémicas e neurodegenerativas do sistema
nervoso central (SNC). Oxido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGEz), fator de necrose
tumoral (TNF-a) e citocinas pro-inflamatorias tais como as interleucinas IL-1p e IL-6, tém
sido implicados como mediadores importantes nos processos de inflamacdo do SNC e
reducdes dos niveis destes mediadores podem atenuar a severidade dessas desordens (GAO;
LIU, 2003).

Moon et al. (2007) avaliaram a atividade da B-lapachona em linhagens de microglias
(BV2) estimuladas por lipopolissacarideos e descobriram que em doses, que variaram de 0,5 a
2 uM, a B-lapachona inibiu a producéo de NO, PGE: e citocinas pré-inflamatorias em niveis

transcricionais por inativacdo das enzimas ciclooxigenase 2 (COX-2), NO sintase induzivel
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(iNOs) e pelo fator de transcricdo NF-kB. Essas inativagoes foram evidenciadas pela redugao
da expressdo do mRNA e consequente expressdo de proteinas destas substancias. Estes

resultados colocam a B-lapachona como um potencial agente anti-inflamatorio.

2.2.2.5 Atividade antifungica

A atividade antifiingica in vivo da B-lapachona contra Cryptococcus neoformans foi
avaliada por Medeiros e colab. (2011). Camundongos Swiss foram imunossuprimidos
diariamente por via intraperitoneal com dexametasona (0,5 mg por rato) durante 3 dias, 0
procedimento foi repetido 4 dias mais tarde, e, em seguida, os animais foram infectados por
via intravenosa com Cryptococcus neoformans (106 CFU / mL). Posteriormente esses
camundongos foram divididos em grupos (7 e 14 dias de tratamento) e tratados com [3-
lapachona (10 mg/kg, iv), Anfotericina B (0,5mg/kg, iv) e PBS. Os grupos tratados com a [3-
lapachona obtiveram uma diminuicéo da carga fiingica na ordem de 10* vezes, nos pulmdes e
figado, quando comparados com os grupos controle (PBS). Estes resultados colocam a f3-

lapachona como potencial agente contra infecces de Cryptococcus.

2.2.2.6 Antitumoral

Li e colab. (1999) avaliaram a atividade antitumoral in vivo da B-lapachona isolada e
em combinacdo com o taxol®. Camundongos nus fémeas foram inoculados com células de
cancer de ovario humana (36M2), por via intraperitoneal, as aplicacBes dos farmacos
iniciaram apods 10 dias e os animais foram sacrificados 2 semanas depois da descontinuacdo
do tratamento. As dosagens da B-lapachona e do Taxol foram de 50 mg/kg e 1 mg/kg,
respectivamente, e estas mesmas dosagens foram utilizadas para avaliar o efeito sinérgico
destes farmacos na reduc¢do de ndédulos tumorais. A B-lapachona livre diminuiu a quantidade
de ndédulos tumorais em 75%, contra 60% de reducéo do tratamento com o Taxol livre e ndo
foram evidenciados nddulos no tratamento conjunto da B-lapachona com o Taxol. Anélises
dos orgédos dos animais tratados com a combinacdo de farmacos ndo mostraram nenhum dano

evidente.
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2.2.2.7 Atividade antiproliferativa

Linhagens de células de cancer de prostata (SUZUKI et al., 2006), cancer de mama
(PINK et al., 2000), cancer de bexiga (LEE et al., 2006), cancer do pancreas (LI; BEY, 2011),
carcinoma hepético (KIM et al., 2007), mieloma multiplo (GUPTA et al., 2002), cancer de
pulmao (LI et al., 1999) foram submetidas a tratamentos com a [-lapachona e os resultados
evidenciaram a forte acdo antiproliferativa deste farmaco. Outros estudos focaram seus
resultados na obtencdo da concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular
(ICs0). O quadro 1 apresenta a agdo citotoxica da fB-lapachona, em diferentes linhagens de

celulas cancerigenas.

Quadro 1 - Atividade citotoxica da B-lapachona em diferentes linhagens de células tumorais

LINHAGEM CELULAR 1Cs0 (OM) REFERENCIAS
MCF-7 (cancer de mama) 1’; g:ﬁ%:geﬁlzitza(l)'é; 003
WHCOL (cancer de faringe) 1,6 Sunasse et al., 2013
MDAMB-231 (cancer de mama) 6,6 Reinicke et al., 2005
21MT (células de cancer de mama humana) ~4 Lietal., 1999
HBL-100 (cancer de mama) 0,69 Bonifazi et al., 2010
PC-3 (cancer de proéstata) 3,5 Reinicke et al., 2005
DU-145 (cancer de préstata) 4,0 Lietal., 1999
HL-60 (leucemia promielocitica) 1,65 Moon et al., 2010
KB (tumor nasofaringeo) 6,6 Krishnan; Kenneth et al., 2001
HCT-8 (cancer de colo-retal) 0,83 Silva-junior et al., 2007
Skmel-28 (Melanoma) ~4 Lietal., 1999
A2780DDP (Céncer de ovério) 1,1 Bonifazi et al., 2010

Fonte: O autor, 2013.

2.2.3 Mecanismo de agéo e toxicologia da p-lapachona

Alguns estudos demonstraram que a B-lapachona induz a apoptose através da ativagdo

de marcos nas fases G1 e S do ciclo celular, inibindo, deste modo, a sua progressao, causando
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a apoptose em células transformadas, preferencialmente, sobre as células normais
(PLANCHON et al., 2001; LI et al., 1993).

Outro mecanismo de a¢do de morte celular atribuido a B-lapachona se da através da
enzima NAD(P)H: quinona oxidorredutase 1 (NQO1). Estudos de Pink et al. (2000)
demonstraram que esta enzima desencadeia um ciclo de oxirredugdo, onde a P-lapachona é
reduzida a um intermediério instavel e posteriormente tem sua estrutura reestabelecida
utilizando-se de 2 moléculas de 02. Como resultado disto, sdo geradas espécies reativas de
oxigénio (ROS), que em contato com as celulas favorecem a formacdo de danos nas cadeias
do DNA e uma hiperativacdo de poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1), o que acaba
gerando uma deplecdo dos niveis de ATP/NAD?*, impedindo assim a recuperagdo do DNA.

Estudos tem revelado que a P-lapachona provoca morte celular por apoptose ou
necrose dependendo do tipo celular, do tempo e da dose do farmaco (LI et al., 1993;
WELLER et al., 1997). Além disso, a grande quantidade de alvos enzimaticos dificulta a
elucidacdo dos mecanismos de acdo nas mais diversas células tumorais (O’BRIEN et al.,
1991).

No estudo de Almeida et al. (2009), a toxicidade da B-lapachona foi avaliada em ratos
wistar, de ambos os sexos, divididos em grupos de 10 animais, submetidos a doses de 40, 80 e
160 mg/kg (i.p.) durante 21 dias. Como resultados da avaliagdo bioquimica, houve um
aumento significativo nos niveis de gama glutamil transferase, fosfatase alcalina e glutamato
piruvato transaminase, indicando assim, um dano hepético principalmente no ducto biliar.
Entretanto, figado e rim, ndo apresentaram quaisquer alteracdes, ao contrario do baco, onde

ficou houve crescimento de foliculos na poupa branca.

2.3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é a capacidade de trabalhar em niveis atdmicos, moleculares e
supramoleculares (em uma escala de 1 ~ 100 nm), a fim de compreender, criar e usar material
de estruturas, dispositivos e sistemas com fundamentalmente novas propriedades e fungoes
resultantes da sua estrutura reduzida (ROCO, 2000).

Esta ciéncia tem sido amplamente difundida nas mais diversas areas, com destaque
para industria téxtil (PERELSHTEIN et al., 2008), agricultura (LAl et al., 2006) e na terapia
médica (RIEUX et al., 2006). Desde os lipossomas que foram descritos pela primeira vez na
década de 1960 e proposto como portadores de proteinas e medicamentos para o tratamento

da doenca, a nanotecnologia tem um impacto significante no desenvolvimento de sistemas de
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entrega de droga. Uma variedade de dispositivos de nanomateriais e organicos / inorganicos
tém sido utilizados como veiculos de entrega para desenvolver modalidades terapéuticas
eficazes (SHI et al., 2010).

Investimentos na descoberta de novos materiais, processos e fendbmenos em escala
nanomeétrica, assim como o desenvolvimento de novas técnicas experimentais e tedricas para
pesquisa, fornecem novas oportunidades para o desenvolvimento de nanosistemas e materiais
nanoestruturados inovadores (TAMBE; BHUSHAN, 2004).

2.4 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

A terapia contemporanea do cancer, especialmente no que diz respeito a entrega de
drogas, iniciou uma evolucdo na metodologia tradicional contra esta patologia. Parte desta
mudanca estd ancorada na necessidade de aumentar o indice terapéutico de drogas
quimioterapicas. Embora as células cancerosas sejam mais vulneraveis do que as células
normais para o efeito de agentes quimioterapicos, os medicamentos ndo sao seletivos e podem
causar danos aos tecidos normais (HALEY; FRENKEL, 2008).

Por definigdo, os sistemas de liberagdo controlada, ou “drug delivery systems” sao
aqueles nos quais o agente ativo é liberado sob uma cinética bem estabelecida (PANYAN;
LABHASETWAR, 2003). O principal objetivo de administrar uma forma farmacéutica de
liberacdo controlada € manter o farmaco em concentracdes plasmaticas constantes, em funcgéo
do tempo ap6s a administracdo de dose Unica (figura 3). O que faz com o farmaco se
mantenha na faixa terapéutica, sem oscilacGes entre os niveis tdxicos e sub-terapéuticos,
diferentemente das formas farmacéuticas convencionais, como comprimidos e capsulas
(BARRATT et al., 2000).

Gréfico 1 - Perfil farmacocinético de doses multiplas ou em sistema de liberagdo controlada de farmacos
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Fonte: Lira, 2009.
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O controle da liberacdo de farmacos ocorre através da utilizagdo de carreadores,
capazes de permitir a otimizagédo da velocidade de degradacéo e do regime de dosagem das
substancias. Dentre os vetores, incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais
(lipossomas e nanoparticulas) (SCHAFFAZICK et al., 2003). Outros sistemas de liberacao
controlada de farmacos, tais como, dendrimeros, nanotubos de carbono, microparticulas,
nanoparticulas e lipossomas (Figura 3) oferecem diversas vantagens em relacdo as formas de
dosagens convencionais, seja porque protegem os principios ativos labeis da degradacao e/ou
inativacdo pelo suco gastrico e melhoram sua biodisponibilidade, ou determinam o aumento
da penetracgdo celular de substancias hidrofilicas (WANDERLEY, 2007).

Figura 3 - Diferentes tipos de nanocarreadores

Lipidio
(solido)

O (d)(ii)

Nota: (a) Nanotubos. (b) Lipossomas: bicamadas concentricas de vesiculas nas quais um volume aquoso é
totalmente recoberto por uma bicamada lipidica membranosa. (c) Nanoparticulas lipidicas sélidas: carreadores
coloidais submicronicos feitos de lipidios sélidos (d) Nanoparticulas Poliméricas. (i) Nanoesferas:
nanoparticulas nas quais a droga esta dispersa pela matriz polimérica. (ii) Nanocépsulas: nanoparticulas nas
quais a droga esta encapsulada entre a membrana polimérica. (¢) Dendrimeros: compostos formados por uma
série de ramos ao redor de um nucleo central.

Fonte: Figura adptada de Rawat et al., 2006.

A utilizacdo de sistemas coloidais nanoestruturados, tais como as nanoparticulas
poliméricas, constitui uma estratégia para alterar a biodistribuicdo de farmacos apos
administragdo (TORCHILIN, 2011). A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos pode
ser considerada uma das promessas para modificacdo do cendrio mundial presente nas

industrias  farmacéuticas e biotecnologicas. O desenvolvimento desses produtos
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nanotecnoldgicos traz um novo tipo de armamento terapéutico para o combate a doencas de
uma forma mais eficiente e especifica (FAROKHZAD; LANGER, 2009).

2.5 NANOPARTICULAS

A melhor maneira de aumentar a eficicia e reduzir a toxicidade de um farmaco
anticenrigeno, ¢ dirigir a droga para o seu alvo e manter a sua concentracdo no local durante
um tempo suficiente para que a acdo terapéutica deste farmaco produza efeitos. Neste
contexto surgem as nanoparticulas poliméricas (OCHEKPE; OLORUNFEMI, 2009).

Nanoparticulas sdo dispositivos coloidais estaveis, solidos e constituidos por
polimeros biodegradaveis ou por materiais lipidicos e que podem variar de 10 a 1000 nm.
Estes dispositivos sao classificados em nanocapsulas ou nanoesferas (Figura 4). Nanocapsulas
possuem uma cavidade central ou nucleo para o qual um farmaco é limitado. Este nucleo €
rodeado por um invélucro de membrana polimérica exterior, ligada a superficie a qual a
alguns materiais podem ser ligados. O ndcleo geralmente possui material oleoso. Por outro
lado, as nanoesferas sdo estruturas esféricas compostas por um sistema de matriz no qual o
farmaco pode ficar retido ou adsorvido nessa matriz. Ndo possui 6leo em sua composi¢cdo
(BRIGGER, DUBERNET; COUVREUR, 2002; VAUTHIER, 2003; SOPHIMATH et al.,
2001).

Nanocapsulas, de maneira geral, possuem uma alta capacidade de carreamento de
farmacos. A sua vantagem sobre outros sistemas esta baseado no confinamento do farmaco no
interior de sua cavidade central, que confere uma adequada protecdo do principio ativo frente
a degradacdo no meio biologico, além de permitir que moléculas hidrofébicas melhorem sua
eficacia terapéutica, através de melhorias em sua biodistribuicdo (TORCHILIN, 2011).
Mesmo assim, a liberacdo do farmaco dependo da dessorcdo do farmaco da superficie da
particulas, da difusdo através da parede polimérica das nanocéapsulas, da erosdao da matriz
polimérica ou da combinagdo dos processos de difusdo e erosdo (MOHANRAJ; CHEN,
2006).

O polimero poli (e-caprolactona) ou PCL é um poliéster alifatico hidrofobico, bastante
utilizado na preparacéo de sistemas de liberacdo controlada, devido sua capacidade de revestir
ou dissolver farmacos com baixa solubilidade em agua (WANG et al., 2013). Entretanto, esta
caracteristica hidrofobica, aliada a sua estrutura semi-cristalina fornece uma baixa
biocompatibilidade com componentes organicos (SINHA et al., 2004). PCL pode ser
misturado com outros polimeros como propionato de celulose, polimero de acido latico (PLA)
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e copolimero de &cido lactico e glicolico (PLGA) para manipular a velocidade de liberagdo da
droga a partir de nanocépsulas, ou formar copolimeros anfifilicos com PEG para auxiliar nas
potenciais aplicacdes, deste polimero, como veiculos de farmacos (Figura 4) (HUA; DONG,
2007; WEI et al., 2009)

Figura 4 - Representagdo esquematica de nanoparticulas poliméricas
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Nota: a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das
nanocépsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso
molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

Fonte: Schaffazick et al., 2003.

2.6 NANOPARTICULAS FURTIVAS

O tempo de meia vida de sistemas convencionais introduzidos intravenosamente é
sempre tdo curto, que ndo ha tempo suficiente para alcancar os efeitos terapéuticos antes que
estes sistemas sejam reconhecidos e eliminados por endocitose (WANG et al., 2012). Esse
papel de remocdo de corpos estranhos é desempenhado pelo Sistema Fagocitario
Mononuclear (SFM). Os macr6fagos do SFM sdo capazes de reconhecer e remover esses
sistemas segundos ap6s a sua administracdo (WANG et al., 2012). O mecanismo de
reconhecimento do SFM se da atraveés da opsonizacdo, que € o processo pelo qual um
organismo estranho € recoberto por proteinas especificas denominadas opsoninas. Essas
proteinas uma vez aderidas na superficie dessas moléculas acabam tornando-as mais visiveis
para células fagociticas, facilitando assim, o processo de depuracdo de componentes
indesejaveis (OWENS et al., 2006).

Uma alternativa eficaz para prevenir este processo de opsonizacdo se da através da
adicdo de cadeias de polietlineglicol (PEG) na superficie de particulas convencionais. D&-se 0
nome de PEGuilacdo a decoracdo de uma superficie de uma particula comum seja por
ligages covalentes, aprisionamento ou adsorgdo das cadeias de PEG. Além disso, no caso das
nanoparticulas biodegradaveis, cadeias de PEG podem ser incorporadas como copolimeros
em toda a particula de modo que algumas cadeias de PEG de superficie estdo sempre

disponiveis, mesmo apos a degradacédo das camadas superficiais. O objetivo destas cadeias de
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PEG ¢ a de criar uma camada de barreira para impedir a adesdo das opsoninas presentes no
soro do sangue, de modo que essas particulas, ditas furtivas ou de longa duracdo, possam
permanecer camufladas ou invisiveis para células fagociticas, o que propicia um longo tempo
de permanéncia no plasma (BERGSTRON et al., 1994; JOKERST et al., 2011; WANG et al.,
2012).

Figura 5 - Estruturas de nanoparticulas de PCL-PEG, com diferentes configuraces e representacéo
esquematica da inibi¢do do reconhecimento das opsoninas

€

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2012.

Outra caracteristica interessante apresentada por nanoparticulas de longa duracéo é o
maior direcionamento destes para areas tumorais, visto que devido a sua maior permanéncia
no corpo eles podem promover a entrega do farmaco em &reas tumorais com maior
permeabilidade vascular ocasionada pelos processos de angiogénese na area do tumoral. Esta
forma de direcionamento do farmaco chama-se ‘“Direcionamento Passivo”, ou seja, ocorre
extravazamento nos sitios da doenca onde a microvasculatura encontra-se enfraquecida, por
exemplo, a angiogénese presente na vasculatura tumoral e a presenca de fatores vasoativos
gue aumentem a permeabilidade, num processo mais conhecido por aumento da
permeabilidade e retengdo (KOO et al., 2005).

Em particular, na nanotecnologia farmacéutica, os nanocarreadores furtivos ou de
longa duracdo tém sido empregados, com sucesso, como sistemas de entrega e liberacdo
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controlada de farmacos, com grandes vantagens sobre o0s sistemas conhecidos como
convencionais, pois permitem maior especificidade, seletividade e eficacia, ao mesmo tempo
em que geram menos efeitos adversos. Dentro desse contexto, o desenvolvimento destes

dispositivos, surge como uma alternativa promissora para o tratamento do cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar as atividades antitproliferativa e antitumoral de
nanocapsulas convencionais e furtivas contendo a pB-lapachona, visando uma futura aplicacéo

terapéutica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar nanocépsulas convencionais e furtivas contendo p-lapachona;

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

e Estudar a cinética de liberacdo in vitro da B-lapachona, a partir das nanocapsulas;

e Avaliar a atividade antitproliferativa in vitro da B-lapachona livre e encapsulada
em nanocépsulas convencionais (NC-PCL / B-lap) e furtivas (NC-PCL-PEG/ j-
lap);

e Avaliar a atividade antitumoral in vivo da B-lapachona livre e encapsulada em
nanocépsulas furtivas (NC-PCL-PEG/ B-lap).
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4 CONCLUSOES

e Nanocapsulas convencionais e furtivas, contendo a [-lapachona, apresentaram-se

monodispersas (PDI < 0,3), com tamanhos de particulas em escala manométrica;

e Em relagdo a caracterizacdo, foram obtidas elevadas eficiéncias de encapsulacéo,
proximas a 100%, sendo isso possivel devido as nanocapsulas apresentarem um
nucleo oleoso o qual favorece a encapsulacdo da B-lapachona por ser uma

molécula lipofilica;

e As nanocépsulas de PCL e PCL-PEG apresentaram uma liberacdo rapida inicial
nas primeiras 2h da cinética, atingindo um méaximo de farmaco liberado em torno
de 60 % do seu contetdo inicial em 12h, confirmando assim que as nanocépsulas

apresentaram caracteristicas de sistemas de liberacdo controlada;

e No estudo de citotoxicidade, a -lapachona livre obteve um melhor potencial de
inibicdo in vitro em linhagem de células de cancer de mama (MCF-7), quando
comparada com o padréo positivo Doxirrubicina (DOX), isto pode ser explicado
pela presenca de um mecanismo de agdo intrinseco desta linhagem para com a
B-lapachona. J& com a B-lapachona encapsulada, apenas nas nanocépsulas furtivas,
e especificamente linhagem de carcinoma mucoepidermoide de pulmao humano
(NCI-H292) demonstrou um maior efeito citotoxico quando comparado ao
farmaco livre, evidenciando que a liberagdo controlada, nesta linhagem, favoreceu

o efeito citotoxico;

e Na avaliacdo antitumoral, confirmou-se a atividade anticancerigena da
B-lapachona livre, onde foi observada uma reducdo de aproximadamente 34,04%
da massa tumoral, a qual foi potencializada apos a encapsulacdo do principio ativo
nas nanocépsulas convencionais e furtivas, elevando essa inibicdo para em torno
de 49,09%;

e N&o foram observadas alteracfes significantes nos indices hematimétricos dos
animais tratados e ndo tratados, quando comparados com o controle negativo,
exceto nos niveis de WBC onde um aumento foi observado. Contudo, os animais
tratados com a p-lapachona nanoencapsulada, obtiveram um aumento menor

qguando comparado ao grupo tratado com a 3-lapachona livre, sugerindo que houve



28

uma maior eficdcia na agdo do farmaco e, conseqlientemente, uma diminuicdo do

processo inflamatorio;

A incorpora¢ao de p-lapachona, um potente agente antineoplésico, em
nanocépsulas de PCL-PEG pode ser uma alternativa vidvel para melhorar sua
solubilidade, bem como, otimizar a dose terapéutica, permitir uma melhor

biodisponibilidade do farmaco e melhorar atividade antitumoral.
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RESUMO

Este estudo descreve como nanocapsulas convencionais e furtivas foram desenvolvidas e
caracterizadas, para viabilizar o carreamento da -lapachona para sua utilizacdo na terapéutica
do céncer. Primeiramente, a B-lapachona foi encapsulada em nanocépsulas de Poli-(¢)-
caprolactona (PCL) e em nanocapsulas do copolimero Poli (e-caprolactona)- polietileno glicol
(PCL-PEG), seguindo o método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado. Estas
nanocapsulas foram caraterizadas pelo tamanho de particula, indice de polidispersdo e
eficiéncia de encapsulagédo. O estudo do perfil de liberacdo in vitro da B-lapachona, a partir
das nanocépsulas, foi realizado em tampéo PBS (pH 7,4) a 37°C em condicdes sink. Por fim, a
avaliacdo da citotoxicidade foi realizada seguindo o método MTT, através de viabilidade
celular de linhagem de células de leucemia promielocitica aguda (HL-60), cancer de mama
(MCEF-7), carcinoma de laringe humana (HEp-2) e carcinoma mucoepidermoide de pulmao
humano (NCI-H292), e os resultados foram expostos através da I1Cso das formulacGes perante
estas células. Os resultados demonstraram que o método de preparacdo foi eficiente na
formacdo de nanocéapsulas monodispersas (PDI< 0,3), com tamanhos compreendidos entre
150 e 200 nm e com uma eficiéncia de encapsulacdo do farmaco de 98 + 0,91% e 97 + 1,3%
para as nanocapsulas convencionais e furtivas, respectivamente. O perfil da cinética de
liberacdo in vitro evidenciou uma liberagdo rapida (efeito de rajada) da B-lapachona, através
das nanocapsulas, em torno de 30% nas primeiras 2 horas do processo, com uma posterior
liberagdo maxima de 62,18 + 3,93% e 66.29 + 1,74% para PCL/B-lap e PCL-PEG/B-lap,
respectivamente. No estudo de citotoxicidade, a [-lapachona apresentou um efeito
antiproliferativo relevante apenas na linhagem de MCF-7 (ICso 0,39 pg/mL), onde ficou
praticamente igual ao padrdo DOX (ICso 0,32 pg/mL). De maneira geral a B-lapachona,
quando encapsulada, apresentou valores de ICso maiores que a B-lapachona livre, com
excecdo na linhagem NCI-H292, o que provavelmente, deve-se ao fato de um mecanismo de
captura celular diferenciado. Dessa forma o ensaio de MTT se mostrou bastante eficiente na
avaliagdo de citotoxicidade da B-lapachona livre e encapsulada em relagdo ao padrdo de
anélise (DOX). Nos estudos in vivo a atividade antitumoral da B-lapachona nanoencapsulada
promoveu uma inibicdo da massa tumoral acima de 49,29%, quando comparado ao grupo

controle, e de aproximadamente 15% quando comparado com o farmaco livre.

Palavras-chave: PCL. Nanocapsulas. p-lapachona. Cinética de liberagdo in Vvitro.

Citotoxicidade. Atividade antitumoral.
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ABSTRACT

This study describes how conventional and stealth nanocapsules were developed and
characterized to facilitate the conduction of B-lapachone for their use in cancer therapy. First,
the B-lapachone has been encapsulated in nanocapsules Poly-(e)-caprolactone (PCL) and
nanocapsules in the copolymer Poly(ethylene glycol)-block-poly(e—caprolactone) methyl
ether (PCL-PEG), following the interfacial deposition of preformed polymer method. These
nanocapsules have been caracterizaed by the particle size, polydispersity index, encapsulation
efficiency and in vitro release kinetic study. The cytotoxicity assayment was performed
following the method MTT cell viability through the lineage of acute promyelocytic leukemia
cells (HL-60), breast cancer (MCF-7), human laryngeal carcinoma (HEp-2) and human
pulmonary mucoepidermoid carcinoma (NCI-H292), and the results were exhibited by the
formulations of 1C50 against these cells. Finally, the in vivo antitumor activity of B-lapachone
was evaluated in male Swiss mice inoculated with Sarcoma 180 cells (S-180), and these
animals received daily doses of 20 mg/kg/day of PB-lapachone encapsulated stealth
nanocapsules (NC-PEG-PCL/B-lap) or B-lapachone (B-lap) in suspension for 7 days. The
results showed that the preparation method was efficient in the formation of monodispersed
nanocapsules (PDI <0.3), with sizes ranging between 150 and 200 nm and having a drug
encapsulation efficiency of 98% and 97% for conventional and nanocapsules furtive,
respectively. The in vitro release profile showed a rapid release (burst effect) of B-lapachone
through the nanocapsules, around 30% in the first 2 hours of the procedure, with a subsequent
release maximum 62.18 + 3.93% and 66.29 + 1.74% for PCL/B-lap and PCL-PEG/B-lap
respectively. At cytotoxicity assayment [B-lapachone presents a relevant antiproliferative
effect only on MCF-7 cell line (ICso 0,39 pg/mL) where the result was barely equal when
compared with standard analysis DOX (ICso 0,32 pg/mL). Thus, the MTT assay was very
efficient in evaluating B-lapachone cytotoxicity of free and encapsulated compared to standard
analysis (DOX). In studies in vivo antitumor activity of B-lapachone nanocoated promoted an
inhibition of tumor mass up to 49.29% when compared to the control group, and

approximately 15% when compared to the free drug.

Keywords: PCL. Cytotoxicity. Nanocapsules. B-lapachone. Release Kkinetics in vitro.

Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

A B-lapachona [3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol (1,2-b)pirano-5,6-diona] é uma orto-
naftoquinona que pode ser obtida naturalmente da casca de plantas da espécie Tabebuia
avellanedae (Ipé-roxo) (Alves et al., 2008), ou através de uma semi-sintese a partir do
lapachol (LI; AVERBOUK; PARDEE, 1993).

Diversos estudos tém demonstrado suas acGes farmacoldgicas, como: antibacteriana
(PEREIRA et al., 2006), antifungica (MEDEIROS et al.,, 2011), tripanossomicida
(FERREIRA et al., 2011), antiviral (LI et al., 1993), anti-inflamatéria (MOON et al., 2007),
cicatrizante (KUNG et al.,, 2008), antitumoral (LI et al., 1999) e antiproliferativa
(SUNAASSE et al., 2013). Contudo, a aplicagdo clinica da B-lapachona estéa limitada devido a
sua baixa solubilidade em agua (0,16 [JM ou 0,038 mg/mL), e sua toxicidade (ALMEIDA et
al., 2009). Atualmente uma alternativa promissora para contrapor estas limitacdes, é a
utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Estes sistemas mantem constante
e dentro da faixa terapéutica a concentra¢do sanguinea do farmaco, assegurando uma maior
biodisponibilidade e reduzindo os efeitos colaterais (MORA-HUERTAS et al., 2010).

Nanocapsulas podem ser preparadas por uma variedade de polimeros sintéticos como
poli-(¢)-caprolactone (PCL) e copolimero de &cido latico e &cido glicolico (PLGA). Estes
polimeros sdo biodegradaveis, biocompativeis e se caracterizam por facilitar o transporte de
drogas insoltveis em fluidos biol6gicos (SOPPIMATH et al., 2001; BARRAT et al., 2000).
Entretanto, estes sistemas poliméricos convencionais quando aplicados intravenosamente, sdo
rapidamente reconhecidos pelas opsoninas, que aderem na superficie desses sistemas e
promovem a remoc¢do da corrente sanguinea (MOSQUEIRA et al., 2001). Portanto,
modificacOes estruturais na superficie dessas nanocapsulas foram propostos, para diminuir a
sua captura pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM). Uma dessas modificacGes é a adicdo
de cadeias poliméricas de polietileno glicol (PEG), na superficie dessas nanoparticulas, o que
impede a adsor¢do das opsoninas, consequentemente aumentando o tempo de circulagéo e a
eficacia terapéutica de farmacos encapsulados em nanoparticulas poliméricas.

Diante do exposto, o alvo do presente estudo foi desenvolver e caracterizar
nanocépsulas preparadas com PCL e PCL-PEG, contendo a B-lapachona. A caracterizacdo das
nanocapsulas incluiu o tamanho de particulas, eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo do
farmaco in vitro. Os efeitos citotoxicos contra celulas cancerosas foram investigados in vitro e

a atividade antitmoral foi avaliada in vivo.
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2 MATERIAIS E METODO

2.1 MATERIAIS

A B-lapachona (B-lap), obtida a partir do lapachol através de uma rota semi-sintética,
foi fornecida pelo Dr. Alexandre Gées (UFPE, BRASIL). Poli-(e-caprolactona) (PCL, MW 14
kDa), o copolimero poli-(e-caprolactona)-b-poli(etlilenoglicol) metil éter (PCL-PEG, PCL
MW 32kDa, PEG MW 5 kDa), o dleo de soja e o Poloxamer 407 foram obtidos na Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA). A fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200) foi adquirida da Lipoid
(Dusseldorf, Alemanha). O fosfato monobasico potassio, 0 hidroxido de sodio e os solventes

P.A. foram adquiridos na Merck (Nova Jersey, EUA).

2.2. PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS CONVENCIONAIS E FURTIVAS

A B-lapachona foi encapsulada tanto em nanocapsulas convencionais (NC-PCL/B-lap),
guanto em nanocapsulas furtivas de PCL (NC-PCL-PEG/B-lap), as quais foram preparadas
pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al., 1989). Na
preparacdo das NC-PCL-PEG/B-lap e NC-PCL/B-lap, o polimero PCL-PEG (150 mg),
fosfatidilcolina de soja (150 mg), 6leo de soja (100 mg) e B-lapachona (10 mg) foram
dissolvidos em acetona. Esta fase organica foi lentamente introduzida, com o auxilio de um
gotejador, em uma fase aquosa contendo o tensoativo hidrofilico poloxamer (150 mg) e o
tampdo fosfato (pH 7,4, 45 mL), sob agitacdo magnética. Posteriormente, a suspensao
coloidal foi concentrada por evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida para obter uma

concentragéo final de B-lapachona de 1mg/mL.

2.2. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS

2.2.1 Tamanho de particula e indice de polidispersao

O tamanho médio, a distribuicdo de tamanho e o indice de polidispersdo das
nanocépsulas foram determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS),

utilizando analisador de particulas a laser DelsaTMNano-S (Beckman Coulter, UK).
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2.2.2. Determinagao da p-lapachona por CLAE

O conteudo de B-lapachona nas nanoparticulas foi determinado por cromatografia de
liquida de alta eficiéncia (CLAE. A andlise cromatografica foi realizada em equipamento
Aliance 2695 (Waters, Milford Massachusetts, EUA) acoplado a um detector de arranjos de
diodos (PDA) 2998 (Waters, Milford Massachusetts, EUA), operado a 256 nm. Uma coluna
de fase reversa Cig (250mm x 4,6mm, 5 mm, XBridge™ Waters) foi utilizada com uma fase
movel de metanol/agua (80:20) a um fluxo de 1 mL/min a 37°C e um volume de injecdo de
5000L. A curva analitica de B-lapachona foi preparada a partir de diluicdes de uma solucéo

estoque (0,4 mg/mL), variando as concentracdes de 1 a 80 [1g/mL.

2.2.3 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo da B-lapachona nas nanoparticulas foi determinada
através da técnica de ultrafiltracdo/ultracentrifugacdo utilizando unidades filtrantes Microcon®
(Millipore, Massachusetts, EUA). Apo6s a centrifugacdo das amostras de nanoparticulas
(Ultracentrifuga KT-20000, Kubota, Osaka, Japdo) a 10.000 rpm por 1 h a 4°C, a
concentracdo de B-lapachona no sobrenadante foi determinada por CLAE a 256 nm. Desta
forma, a eficiéncia de encapsulacdo (%) foi calculada pela diferenca entre as concentracdes do

farmaco na suspencao e aquela ndo encapsulada no filtrado.

2.2.4. Estudo de liberacgao in vitro

O perfil de liberacdo in vitro da B-lapachona a partir das nanocépsulas foi avaliado
pelo método de didlise (CAVALCANTI et al., 2011). Neste método uma aliquota de 1 mL da
formulacdo de nanocépsulas foi inserida em saco de didlise (membrana de celulose, cut-off
[MWCOQ] = 10kDa, Sigma, St. Louis, EUA) e imersa em meio contendo tampédo fosfato
pH=7,4 (250 mL). O sistema permaneceu sob agitacdo constante a 37°C. Em tempos pré-
determinados aliquotas de 1 mL do meio de liberagdo foram retiradas e congeladas para
posterior quantificagdo da p-lapachona por CLAE a 256 nm. A mesma quantidade retirada do
meio de liberacdo (1 mL) foi reposta com tampéo fosfato pH=7,4 a0 meio para manter a

concentragdo constante. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.3 ESTUDOS DE CULTURA DE CELULAS

2.3.1 Cultura de células

As linhagens de células de carcinoma de laringe humana (HEp-2) e carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano (NCI-H292) foram mantidas em meio DMEM. As
linhagens de células de leucemia promielocitica aguda (HL-60) e cancer de mama (MCF-7)
foram mantidas em meio RPMI. Ambos os meios foram suplementados com 10% de soro
fetal bovino e 1% de penicilina-estreptomicina a 37 ° C em uma incubadora umidificada com
5% de CO2. As células foram obtidas a partir de Rio de Janeiro celular Bank (Rio de Janeiro,

Brasil) e mantidas em fase de crescimento exponencial.

2.3.2 Ensaio de citotoxicidade

As células HEp-2, NCI-H292 e MCF-7 (105 células/mL) e HL-60 (0,3 x 106
células/mL) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h, para permitir a
fixac&o das células. A B-lapachona livre, bem como a doxorrubicina e as suspensdes contendo
as nanocapsulas, foram diluidas em DMSO (1%) ou tampdo a uma concentracdo final de 25
pg/mL.

Apbs 72 horas de incubacdo, 25 [JL de MTT foi adicionado a cada pogo € novamente
colocado para incubagdo por 3 horas. Apos esse periodo, a solugcdo de MTT foi retirada e 0s
critais de formazan resultantes foram diluidos em 100 CJL DMSO e as leituras das placas
realizadas em um leitor de microplcas (BioTek Instruments, Winooski, USA) a 560 nm. A
viabilidade celular foi calculada seguindo a seguinte equacdo: Viabilidade celular (%) =
(AbSamostra / AbScontrole) X 100, onde Absamostra € @ absorbancia das células com as amostras e
Abscontrole € @ absorbancia das células somente no meio de cultura. Os resultados desses
ensaios foram expressos pela concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular
(ICx0), realizados em triplicata e a percentagem de inibicdo foi calculada no programa
GraphPad Prism 5.0.
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2.4. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

Para desenvolvimento do estudo de atividade antitumoral foram utilizados 30
camundongos machos, albinos, da linhagem Swiss, com 45 a 60 dias de idade, e peso entre 35
a 40 gramas, procedentes do Biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami-
LIKA/UFPE (Recife, Brasil). Os animais foram mantidos em ambiente climatizado sob
temperatura controlada (22 + 2°C), com ragdo e agua ad libitum e aclimatizados para um ciclo
claro:escuro de 12 h:12 h. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o protocolo
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (Processo n° 23076.057540/2010-67).

Primeiramente, foi inoculada uma suspenséo celular (2,0 x 108 células mL™*) do tumor
ascitico Sarcoma-180 (com sete dias de implantado), via subcutanea na regido subaxilar dos
camundongos. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experimentais,
consistindo de dez animais cada. O tratamento foi iniciado 24 h ap6s inoculacdo do tumor, e
mantido durante sete dias consecutivos com injecOes diarias (via i.p.) € mantido durante sete
dias consecutivos com injecdes didrias (via i.p.) de uma suspensdo de B-Lapachona em
DMSO 10% diluida em 3% TWEEN 80 (v/v Tampéo Fosfato ph 7,4) ou da B-Lapachona
nanoencapsulada (nanocapsulas furtivas) utilizando uma dose de 20 mg / kg / dia durante sete
dias. O grupo controle sera tratado com solucdo salina. Ap6s o tratamento os animais foram
anestesiados com Urethame® e sacrificados por puncdo cardiaca. A inibicdo tumoral foi
determinada a partir do peso médio dos grupos de animais tratados em relagdo ao grupo
controle ndo tratado de acordo com a seguinte formula: % inibi¢cdo do tumor = (C — T)/C
[10J100, onde C é o peso do tumor do grupo controle e T € 0 peso do tumor dos grupos
tratados a f-Lapachona.

As amostras sanguineas foram coletadas em microtubos MiniCollect® K3EDTA
(Greiner Bio-One, Austria) para analise hematologica. Os parametros hematoldgicos,
incluindo concentracdo de hemoglobina (Hb), hematocrito (Htc), volume corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), amplitude de distribuicdo de células vermelhas (RDW), contagem de células
brancas (WBC) e contagem de células vermelhas (RBC), foram analisados no Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Universidade federal de Pernambuco (Recife,
Brasil). Os tumores dos animais foram dissecados, pesados e adequadamente tratados para

posterior analise histopatologica.
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2.4, ANALISE ESTATISTICA

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

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

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS CONTENDO [J[JLAPACHONA

As caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas estdo resumidas na tabela 1. A
distribuicdo de tamanho e o indice de polidispersdo das nanoparticulas sdo parametros
importantes a serem avaliados durante o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, visto
que indicam o grau de uniformidade de tamanho e da dispersdo de uma amostra (Schaffazick
et al., 2003).

As nanocapsulas convencionais (NC-PCL/[1-lap) apresentaram um tamanho de 159,4
[1 2,05 nm e um indice de polidispersdo de 0,262 [1 0,37, enquanto que as nanocapsulas
furtivas (NC-PCL-PEG/(1-lap) apresentaram diametro de 176,6 = 2,81 nm e um indice de
polidispersdo de 0,288 + 0,31. O aumento do tamanho de particula das nanocépsulas furtivas
foi, provavelmente, devido a presenca do PEG na superficie das mesmas (MOSQUEIRA et
al., 2001).

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas convencionais (NC-PCL/[-lap) e furtivas (NC-PCL-
PEG/ B-lap) contendo B-lapachona (n=3)

Amostra Didmetro médio (nm) £ D.P. *P.D.I. £ D.P. **EE% + D.P.
NC-PCL/B-lap 159,4 £ 2,05 0,262 £ 0,37 98,2+ 0,09
NC-PCL-PEG/B-lap 176,9+ 2,81 0,288 +0,31 97,1+0,13

*PDI = Indice de polidispersdo
**EE= Eficiéncia de encapsulacao.
Fonte: O autor, 2013.

As nanocapsulas convencionais apresentaram um valor de eficiéncia de encapsulagao
em torno de 98%, enquanto que as nanocapsulas furtivas obtiveram valor em torno de 97%.
Resultados de altas eficiéncias de encapsulacdo da B-lapachona, podem ser explicadas devido
ao fato de que farmacos muito lipofilicos tem grande afinidade pela cavidade interna das
nanocapsulas (MORA-HUERTAS et al., 2010).
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3.2. CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

Estudos de liberacdo de farmacos determinam a fragdo do farmaco liberado das
nanoestruturas em funcdo do tempo. Esta liberacdo, a partir das nanoparticulas, depende da
dessorcao do farmaco das superficies das particulas, da difusdo do farmaco a partir atraves da
parede polimérica das nanocapsulas, da erosdo da matriz polimérica, da combinagdo dos
processos de difusdo e erosdo, da afinidade do farmaco a fase oleosa (SOPPIMATH et al.,
2001).

O perfil de liberagdo in vitro da pB-lapachona a partir das nanocapsulas esta
demonstrado na Gréfico 1. As nanocépsulas convencionais e furtivas apresentaram um efeito
de liberacdo rapida inicial (Efeito burst) de 17,89 +1,89% e 20.84 + 1,4% respectivamente, na
primeira hora de liberacdo. O maximo de liberacdo do farmaco foi atingido em 12 h em torno
de 62,18 + 3,93 % € 66.29 + 1,74 % do seu conteudo inicial, para NC-PCL/ B-Lap e NC-PCL-
PEG/B-Lap, respectivamente. A liberacdo do farmaco primidona, por nanocépsulas de poli-(e-
caprolactona) foi de 76 + 1.4% em 8 horas. Estatisticamente, ndo houve diferengas quando
comparados 0s sistemas convencionais e furtivos, sugerindo que a presenca do PEG na

superficie das nanocapsulas furtivas ndo afetou a velocidade de liberacdo do farmaco.

Gréfico 1 - Perfil de liberacdo da p-lapachona a partir das nanocépsulas
convencionais (NC-PCL/ILap) (m) e furtivas (NC-PCL-PEG/
Lap) (e). Os dados foram expressos como media + desvio
padrédo (n=3)

80

70

60—-
50—-
40—-
30—-

20 +

Liberacao p-lapachona(%)

10

T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Fonte: O autor, 2013.
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3.3 ESTUDO DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade da B-lapachona foi avaliada, através do ensaio de MTT, frente a
linhagem de carcinoma de laringe humana (HEp-2), carcinoma mucoepidermoide de pulmao
humano (NCI-H292), leucemia promielocitica aguda (HL-60) e cancer de mama (MCF-7). Os
valores das concentracfes necessarias para inibir a proliferacdo celular em 50% (ICsp) da [1-
lapachona livre e encapsulada estdo dispostos na tabela 2. De maneira geral a [1-lapachona
apresentou efeito citotdxico menor em relacdo ao controle positivo (DOX) em todas as
linhagens estudas, com excecdo na linhagem de cancer de mama (MCF-7), onde a [I-
lapachona apresentou valor de 1Cso (0,39 pg/mL) estatisticamente igual ao padrdo DOX (0,32
pg/mL). Segundo Pink e colab. (2000) isto se deve ao fato de que este tipo de cancer possui
uma expressdo elevada da enzima NAD(P)H: quinona oxidorredutase 1 (NQO1), o qual
acredita ser o principal motivo do aumento de citotoxicidade da terapia com a [J-lapachona.
Os valores das ICso da [J-lapachona nanoencapsulada, em nanocapsulas convencionais e
furtivas, ndo diferiram estatisticamente entre si. Estes resultados ainda foram menores em
relacdo a [J-lapachona livre, com excec¢do na linhagem carcinoma mucoepidermoide de
pulmdo humano (NCI-H292), onde a encapsulacdo em nanocapsulas furtivas melhorou
significativamente a citotoxicidade (ICso = 0,26 pug/mL da nanocéapsulas furtivas em relacdo a
[1-lapachona livre ICso 0,60 pg/mL), evidenciando assim, que, um possivel mecanismo

intrinseco a esta linhagem, especificamente, potencializou a sua a¢do antiproliferativa.

Tabela 2 - Valores da ICsy da [I-lapachona livre, em nanocapsulas convecionais (NC-PCL/(I-lap) e em
nanocapsulas furtivas (NC-PCL-PEG/[J-lap) frente a linhagens de células de cancer de mama
(MCF-7), carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano (NCI-H292), carcinoma de laringe
humana (HEp-2) e leucemia promielocitica aguda (HL-60), apds 72 horas de incubacdo. Os dados
foram expressos como media + intervalo de confianga (n=3)

Clso (ng/mL)
Linhagens Intervalo de confianga
MCF-7 |  NCI-H292 | HEp-2 | HL-60

B-lapachona 0,39 0,60 0,86 0,67
0,53-0,76 0,52-0,69 0,81 -0,90 0,50-0,91

Nanocapsulas 0,67 0,43 1,13 0,90
convencionais 0.57 -0.80 0.33-0.57 0.97-131 0,63-1,28

Nanocapsulas furtivas 0,50 0,26 0,91 0,82
0,32-0,43 0,18-0,39 0,80- 1,03 0.62-1,01

0,32 0,08 0,31 0,06

Doxorrubicina 0.19- 053 0,06 — 0,12 0,26 -0,36 0,05 - 0.07

Fonte: O autor, 2013.
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3.4 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

O estudo da atividade antitumoral demonstrou que [1-lapachona nanoencapsulada, em
nanocapsulas furtivas, promoveu uma inibicdo da massa tumoral em torno de 49,29 + 12,43%,
enquanto que a [J-lapachona livre promoveu uma inibicdo de 34,04 + 11,08% (Grafico 2).
Essa potencializacdo de 15,25%,deixa exposto que a liberagdo controlada, promovida pelo
sistema furtivo, potencializou o efeito antitumoral da [I-lapachona. Apesar da atividade
antitumoral da [J-lapachona livre ter sido bastante significativa, alguns animais apresentaram
lesbes macroscopicas visiveis na dose utilizada (20mg/kg). Analise histopatoldgica posterior

ird avaliar o grau destas lesGes.

Grafico 2 - Avaliacdo da atividade antitumoral da [1-lapachona livre ((I-lap
livre) e em nanocéapsulas furtivas frente a Sarcoma 180 em
camundongos: [I-lapachona livre ([1-lapachona em suspensdo) e
NC-PCL-PEG/(I-lap (C1-lapachona encapsulada em
nanocapsulas furtivas)

100
90 -
80
70-
60
50 -

404 [

20- l

20

Inibicdo Tumoral (%)

10

B- Lap livre NC-PCL-PEG/B- lap

Fonte: O autor, 2013.

Em relacdo a analise hematoldgica dos animais (Tabela 3), alterac6es significantes ndo
foram observadas nos indices hematimétricos dos animais tratados e ndo tratados, quando
comparados com o controle negativo, exceto nos niveis de WBC. Neste caso, foi observada
uma elevacdo nos niveis do WBC, quando comparamos 0s animais inoculados com sarcoma-
180 com os saudaveis (Controle negativo = 3,2 = 0,12). Isso pode ser um indicativo de que o

organismo dos animais doentes esta passando por um processo inflamatorio, justificando
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assim o aumento nos niveis de células brancas no sangue. Contudo, nos animais tratados com
[1-lapachona nanoencapsulada, este aumento foi menor (WBC = 8,7 + 1,18 para nanocépsulas
furtivas) quando comparado ao grupo tratado com a [I-lapachona livre (WBC = 11,7 + 0,94),
sugerindo que houve uma maior eficacia na acdo do farmaco e, consequentemente, uma

diminuicdo do processo inflamatdrio associado ao tumor.

Tabela 3 - Andlise hematologica de animais tratados com f-lapachona livre e nanoencapsulada.

Parametros Hematolégicos

Formulagoes

WBC 10ul | RBC 10%ul | Hbg/dL | Hct (%) VCM HCM CHCM RDW
aControle ( - ) 324012 104003 185:0,05 51,0044 528049 17,8+0,05 33,4+057 16,6045
bControle (+) 1344112 10,1+082  153#0,72 451#225 485:0,97 16,1+052 33,1#057 164106
B-lap 11,7094 94050  14,9+088 454+140 488+134 163+0,39 331:050  15,7+0,40

NC PCL-PEG/ B-lap  8,7+1,18 8,6+0,87 13,8+1,06  50,1+0,85  42,4+142  16,1+0,56  34,3#0,20  15,4+0,66

Nota: @ Controle ( - ) animais saudaveis e controle ( +) animais com Sarcoma 180 nio tratados. "Contagem de
células brancas (WBC), contagem de células vermelhas (RBC), concentracdo de hemoglobina (Hb), hematécrito
(Htc), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e amplitude de distribuicdo de células vermelhas (RDW).

Fonte: O autor, 2016.

4 CONCLUSAO

Neste estudo, nanocépsulas convencionais e furtivas foram obtidas através do método
de deposicdo interfacial e apresentaram: baixos indices de polidispersdo, tamanho em escala
nanométrica adequados a terapéutica do céancer e alta eficiéncia de encapsulcdo (98%).
Através do estudo de liberacdo in vitro, foi possivel avaliar o perfil de libera¢do da [I-
lapachona a partir das nanocapsulas, com um méaximo de liberacdo ocorrido em 12 horas. No
estudo de citotoxicidade, a B-lapachona em suspensdo apresentou um efeito antiproliferativo
relevante especificamente na linhagem de céncer de mama MCF-7, o que sugere um
mecanismo de acdo especifico para esta linhagem. Na avaliacdo da atividade antitumoral, a p-
lapachona livre demonstrou uma atividade relevante, atividade esta que foi potencializada
apos a sua encapsulacdo em nanocapsulas furtivas. Os resultados obtidos neste estudo

colocam a B-lapachona como um promissor agente antitumoral.
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