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RESUMO

A B-lapachona é uma orto-naftoquinona obtida a partir do lapachol, substancia extraida do cerne da
Tabebuia avellanedae (ipé-roxo). Este farmaco apresenta diversas propriedades farmacoldgicas,
porém o maior interesse de se estudar esta molécula € o fato desta apresentar uma elevada atividade
antineopldsica contra varias linhagens de células tumorais. No entanto, sua aplicagdo terapéutica é
limitada por apresentar baixa solubilidade aquosa. Uma estratégia para aumentar sua solubilidade, e
conseqiientemente, sua biodisponibilidade, seria incorporar a [B-lapachona em nanocarreadores
poliméricos, tais como as nanocdpsulas. O objetivo do presente trabalho foi encapsular a [-
lapachona em nanocapsulas de Poli(e-caprolactona) (PCL) e Poli(e-caprolactona)-polietilenoglicol
(PCL-PEG), efetuar a caracterizacao fisico-quimica destes sistemas e avaliar a cinética de liberagcao
in vitro. Nanocdpsulas contendo -lapachona foram obtidas pelo método de deposigdo interfacial do
polimero pré-formado. As formulagdes foram caracterizadas pelo tamanho médio de particulas,
carga de superficie através do potencial zeta, taxa de encapsulacao, infravermelho e e andlise térmica
através de calorimetria diferencial de varredura (DSC). O tamanho médio das particulas variou de
120 a 171 nm. As nanocépsulas apresentaram-se monodispersas (PDI < 0,3) e carga de superficie
negativa em torno de -20 e -12 mV para as nanocapsulas de PCL e PCL-PEG, respectivamente. As
nanocdpsulas contendo P-lapachona apresentaram taxa de encapsulagdo acima de 95%. Os
resultados de andlise térmica mostram que o farmaco apresenta-se solubilizado no interior das
nanocédpsulas. O espectro de infravermelho das nanocédpsulas contendo [-lapachona demonstrou
banda de absor¢do em torno de 1727 cm™ correspondente ao grupamento carbonila (C=0) presente
no PCL. O perfil da libera¢do in vitro da B-lapachona a partir das nanocdpsulas apresentou uma
liberacao rdpida do farmaco (efeito burst) em torno de 45%, nas primeiras horas do processo
cinético. Essa primeira etapa foi seguida de uma liberacdo lenta por 10 horas atingindo uma
liberacio maxima de 75% e 73% para as nanocapsulas de PCL-PEG e PCL, respectivamente. O
presente trabalho demonstrou que a incorporagio da -lapachona nas nanoparticulas de PCL ¢ PCL-
PEG pode fornecer uma estratégia para superar a baixa solubilidade da molécula.

Palavras-chave: B-lapachona; nanocdpsulas; poli(e-caprolactona); caracterizagdo fisico-quimica;
cinética de liberagdo in vitro
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ABSTRACT

The B-lapachone is an ortho-naphthoquinone obtained from lapachol, a substance extracted from
the heartwood of Tabebuia avellanedae (ip€ roxo). This drug has several pharmacological
properties, but the greatest interest in studying this molecule is the fact that present a significant
anticancer activity against variety tumor cell lines. However, its therapeutic application is limited
by its low aqueous solubility. One strategy to increase its solubility, and consequently, its
bioavailability, it would incorporate the [-lapachone in polymeric nanocarriers, such as
nanocapsules. The aim of this study was to encapsulate the B-lapachone in nanocapsules of poly (e-
caprolactone) (PCL) and Poly (e-caprolactone)-Polyethylene glycol (PCL-PEG), and to evaluate
their physicolchemical characteristics and to evaluate in vitro kinetics. B-lapachone-loaded
nanocapsules were obtained by interfacial deposition of preformed polymer method. The
formulations were characterized by particle size, surface charge through zeta potential,
encapsulation efficiency, infrared analysis and thermal analysis by differential scanning calorimetry
(DSC). The particle size ranged from 120 to 171 nm. The nanocapsules presented monodisperse
(PDI <0.3) and negatively charged surface around -20 and -12 mV for the nanocapsules of PCL and
PCL-PEG, respectively. B-lapachone-loaded nanocapsules showed encapsulation efficiency above
95%. The results of thermal analysis showed that the drug encapsulated in nanocapsules is
solubilized inside the nanocapsules. The infrared spectrum of B-lapachone-loaded nanocapsules
showed absorption bands around 1727 cm™ corresponding to the carbonyl group (C = O) present in
PCL. The profile of in vitro release of -lapachone from nanocapsules showed a quick release of
the drug (burst effect) around 45% at the first hours of the kinetics. This initial step was followed
by a drug controlled release achieving about 75% and 73% for the nanocapsules of PCL-PEG and
PCL, respectively. This work demonstrated that the incorporation of B-lapachone in nanocapsules
of PCL and PCL-PEG may provide a strategy to overcome the B-lapachone low solubility.

Keywords: B-lapachone; nanocapsules; poli(e-caprolactone); physicochemical characterization; in

vitro Kinetics.
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1.0 INTRODUCAO

Diversas abordagens terapéuticas tém sido desenvolvidas para o tratamento do cancer, sempre
com o objetivo principal de erradicar as células tumorais. A eficiéncia da atual quimioterapia é
limitada principalmente pela toxicidade associada com os farmacos antineopldsicos aos tecidos
normais.

A B-lapachona é uma substincia quimica do grupo das naftoquinonas, que pode ser obtida
facilmente apds o tratamento do lapachol, substancia amarela extraida do cerne do Ipé-Roxo
(Tabebuia avellanedae). Diversas pesquisas tém demonstrado excelente potencial antineopldsico
desta molécula, agindo contra diversos tipos de cancer, por um mecanismo particular de apoptose.
Porém uma das desvantagens da utilizagdo terapéutica da B-lapachona é sua baixa solubilidade em
dgua, limitando desta forma sua administrac¢ao sist€émica e aplicacdes clinicas in vivo. Deste modo,
faz-se necessario o desenvolvimento de novas formas farmac€uticas para melhorar sua
biodisponibilidade.

A nanotecnologia farmacfutica é a drea das ciéncias farmac€uticas envolvida no
desenvolvimento, caracteriza¢do e aplicacdo de sistemas terapéuticos de liberagdo controlada em
escala nanométrica. Estudos de tais sistemas tém sido realizados ativamente no mundo com o
proposito de direcionar e controlar a liberacdo de farmacos. Dentre estes sistemas estdo as
nanocdpsulas, as quais sdo constituidas por uma cavidade interna, geralmente de natureza oleosa,
estabilizadas por um filme interfacial de agentes tensoativos e revestidas superficialmente por uma
parede polimérica irregular pouco espessa. Esta parede pode ser responsdvel pela estabilidade da
particula no meio coloidal e controla a liberagdo do farmaco. As nanocdpsulas podem agir como
veiculos carreadores de farmacos capazes de atingir tecidos ou células tumorais, enquanto protegem
a inativacdo prematura do principio ativo durante o seu transporte no organismo. A utilizagdo de
sistemas nanoparticulados biodegradédveis para liberacdao controlada de fairmacos tem apresentado
vantagens no aumento da eficdcia terapéutica e redugao dos efeitos adversos sist€micos.

O principal obstiaculo para a utilizacdo das nanocdpsulas convencionais se deve a rapida
remog¢do destes nanocarredores do organismo pelo sistema fagocitirio mononuclear (SFM),
compostos pelos macréfagos que sao capazes de remover estas nanoparticulas da circulacio
sanguinea segundos apds sua administracdo intravenosa, o que as tornam menos eficazes como
dispositivos carreadores de farmacos. Para evitar o reconhecimento das nanocdpsulas pelo SFM,
foram desenvolvidas as nanocdpsulas furtivas ou de longa duragdo. Este desenvolvimento foi
possivel através da modificacdo da superficie das nanocdpsulas pela ligagdo das cadeias do

polimero polietilenoglicol (PEG) ao polimero constituinte da membrana polimérica da nanocépsula.
15
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Com isso, uma “nuvem” de cadeias hidrofilicas na superficie da nanocédpsula é formada o que evita
a opsonizagdo e reconhecimento por macréfagos e propicia um longo tempo de permanéncia no
plasma.

A utilizacdo de nanocarreadores contendo fdrmacos antitumorais visa sobrepor os
mecanismos de resisténcia celular, aumentar a seletividade dos farmacos em células tumorais,
enquanto reduz a toxidade em tecidos normais. Portanto, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de sistemas modernos capazes de viabilizar a administragdo da -lapachona, um
potente agente antineopldsico, em uma formulacdo que melhore sua solubilidade, bem como,
otimize a dose terap€utica e permita uma melhor biodisponibilidade do firmaco nos tumores para a

aplicagdo destes nanosistemas na terapia do cancer.
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2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

O cancer representa uma das principais causas de mortalidade do mundo. De acordo com a
Organizacao mundial de Saude (OMS) mais de dez milhdes de pessoas sdo diagnosticadas com a
doenca anualmente. No Brasil, as neoplasias malignas representam a segunda causa de morte na
populacdo, representando quase 17% dos 6bitos de causa conhecida, precedido apenas pelas
doencas cardiovasculares. As estimativas para o ano de 2011 apontam o surgimento de 489.270
novos casos de cancer (INCA, 2010). Na figura abaixo os principais tipos de cancer que afeta a
populacdo brasileira.

Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele nio melanoma, na

populagio brasileira
N° de Casos

60.000 —
Feminino
I Masculino

50.000 —
40.000 —
30.000 —

20,000 —

10.000 = I
0

Marma Prostata  Traqueia, ClloneReto  Estémago  Colode  Cavidade Esifago  Leucemias Pele
Feminina Branquio & Utero Qral Metanona
Pulméo

Fanke: Instituln Nacional de Cancer - INGAS MS

Figura 1. Os tipos de cancer mais incidentes na populagao brasileira (INCA, 2010).

Cancer € um termo genérico dado a um conjunto de mais de 100 doencas que t€m em comum
o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos (INCA, 2010). As causas
que podem levar ao cancer sao variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, ou ambas
relacionadas. As causas externas referem-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes préprios
de uma sociedade. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, e
estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. Os tumores podem
ser de dois tipos dependendo do tipo de célula em que se inicia. Quando comecam em tecidos
epiteliais, como pele ou mucosas, sdo denominados carcinomas. Se o ponto de partida sdo os
tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas (Cotran et al.,
2000; Robbins et al., 2000; INCA, 2010).
18
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Inicialmente, o cancer comec¢a como uma doenca localizada, mas sdo propensas a se espalhar
para locais distantes no corpo, o que torna o cancer incurdavel. O tumor desenvolve um conjunto de
rede de vasos sanguineo para se manter. Através da corrente sanguinea ou linfatica, as células
malignas chegam a outros 6rgdos, desenvolvendo a doenca nestas regides. Esse processo de
irradiacdo da doenca é conhecido como metastase (Cotran et al., 2000).

Atualmente, os tratamentos de cincer tém sido realizados com base no estado clinico e
patolégico, que é determinado usando ferramentas morfoldgicas de diagndstico, como exames
radioldgicos convencionais e histopatolégicos. As categorias bdsicas para o tratamento mais
comuns compreendem cirurgia, radioterapia e quimioterapia, utilizadas de forma isolada, ou em
associacdo (Chabner; Calabresi, 1991).

Apesar de alguns avangos nas formas de tratamentos convencionais, a terapia contra o cancer
ainda estd longe de ser ideal, devido a algumas limitacdes . Entre os desafios mais freqiientes
enfrentados pelas terapias atuais estd a distribuicdo sistémica ndo especifica dos agentes
antitumorais, concentracdes inadequadas do farmaco ao local de acdo, elevada citotoxicidade, a
capacidade limitada para monitorar a resposta terapéutica e desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia a multiplas drogas (Nishiyama et al., 2009; Mitra et al., 2001). Assim, hd uma
necessidade urgente para desenvolver tecnologias novas e inovadoras que poderdao ajudar na

terapéutica.

2.2 B-lapachona

2.2.1 Propriedades gerais

As naftoquinonas sao substancias organicas que possuem uma larga distribui¢do na natureza
e podem ser extraidas de certas familias vegetais, tais como: Ebanacea, Bignoniaceae,
Juglandaceae, Boraginaceae e Drosceraceae (Lisieux et al., 1999). As naftoquinonas possuem
como principal caracteristica a presenca de dois grupos carbonilicos na sua estrututa quimica.
Entre as principais naftoquinonas destacam-se o lapachol, uma substancia amarela extraida do
cerne do Ipé-Roxo (Tabebuia avellanedae) (Silva et al., 2003) e a PB-lapachona, substincia

semisintética obtida a partir do lapachol (Cunha-filho et al., 2008) .

A B-lapachona (Figura 2) (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona) é
obtida facilmente apds o tratamento do lapachol por aquecimento ou hidrdlise a frio com acido

sulfarico (Li et al., 1993). Esta molécula possui um isdbmero, o-lapachona (3,4-dihidro-2,2-
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dimetil-2H-naftol [2,3-b] pirano-5,6-diona), que sdo semelhantes quimicamente, porém a -

lapachona ndo apresenta atividade farmacoldgica significativa.

0 0
90¢ X
=
0 0
Me: Me
Lapachol B-lapachona
Isdmero
T M
o, Me
| Me
O
c-lapachona

Figura 2. Estrutura quimica do lapachol, B-lapachona e a-lapachona Fonte: (Silva et al., 2003;

Coelho et. al., 2010).

Dentre as suas propriedades quimicas gerais, a B-lapachona caracteriza-se por ser uma
substancia de pigmentacdo laranja-avermelhada (Figura 3a), de forma de cristais cinlindricos
(Figura 3b), com peso molecular de 242,3 Da e ponto de fusdo entre 154,5 — 155,5 °C. E
estruturalmente estdvel em pH de 3 a 9 (Silva et al., 2003). E uma molécula hidrofébica, com
solubilidade em 4gua igual a 0,038 mg/mL ou 0,16 mM, o que limita bastante sua aplicacao

clinica (Nasongkla et al., 2003)

Figura 3. Aspecto macroscopico (A) e microscopico (B) dos cristais de 3-lapachona. Fonte:

Alves et al., 2008; Cunha-Filho et al., 2008.
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2.2.2 Atividades bioldgicas

A PB-lapachona apresenta indmeras acgdes farmacoldgicas, tais como antimicrobiana,
antifingica (Guiraud et al., 1994), tripanossomicida (Salas et al., 2008), antiviral (Li et al.,
1993), inibidoras do crescimento de células tumorais (Pink at al., 2000), redu¢do da replicagao
do HIV-1 (Carvalho et al., 2002), além de estudos reportarem esta molécula como um novo

inibidor de topoisomerase (Krishnan et al., 2001)

o Atividade Antimicrobiana

Estudos preliminares sobre a atividade antimicrobiana da B-lapachona demonstraram agéo
relevante contra algumas bactérias Gram-positivas, tais como Bacillus subtilis e Sthaphilococus.

aureus e contra espécies Gram-negativas do género Brucella (Lima et al., 1962).

Coelho e colaboradores (2010) estudaram o efeito da PB-lapachona e outros compostos
sintetizados a partir desta molécula contra o Mycobacterium tuberculosis H37Rv e uma cepa de
M. Tuberculosis resistente a rifampicina. A B-lapachona foi ativa na mesma concentrago contra
as duas cepas testadas (MIC = 6,43 uM), enquanto que os compostos derivados nao

apresentaram atividade.

e Atividade Antiparasitaria

Boveris e colaboradores (1978) estudaram o efeito in vitro da B-lapachona em formas
epimastigotas de Tripanosoma cruzi. Foi observado que as células tratadas com [B-lapachona
induziram a libera¢do de O, e H,0,, desta forma foi evidenciado que esta molécula apresenta
um mecanismo ligado ao ciclo redox. A concentra¢do de 4 uMol utilizada inibiu completamente
o crescimento de 7. cruzi. Outros estudos realizados demonstraram que a -lapachona possui a
capacidade de desarranjar as cromatides do 7. cruzi, provocando degradacdes de DNA, RNA e

proteinas, podendo ser irreversiveis ou ndo, dependendo da concentracdo utilizada (Goijman et

al.,1985).

A atividade tripanossomicida in vitro da B-lapachona também foi evidenciada por Salas e
colaboradores (2008), na qual diferentes concentracdes foram testadas em formas
epimastigostas. Os resultados demonstraram inibicdo do crescimento dos parasitas e

apresentaram atividade similar ou mais elevada em comparag¢do aos farmacos convencionais
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utilizados no tratamento da doenca de Chagas, tais como o nifurtimox e o benzonidazol. A -
lapachona também induziu a producdo de radicais livres, confirmando o mecanismo de agdo

relacionado ao ciclo redox celular.

o Atividade Antiviral

A atividade antiviral in vitro da B-lapachona foi reportada primeiramente por Schuerch e
Wehrli em 1978, que demonstraram a inibi¢ao da transcriptase reversa do virus da leucemia de
Rauscher. Posteriormente, estudos in vivo, demonstraram a inibicdo pela [B-lapachona da
replicacdo de RNA do retrovirus desta mesma leucemia. Os resultados indicaram um aumento

no tempo de sobrevida dos animais infectados com o virus (Scaffner-Sabba et al., 1984).

Estudos in vitro demonstraram que a [-lapachona bloqueia a transcri¢io do virus da
imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) através de um mecanismo de bloqueio seletivo da

expressao génica (Li et al., 1993).

e Atividade Antifingica

Um estudo comparativo entre a atividade antifingica e antibacteriana da [-lapachona
revelou uma sensibilidade maior dos fungos ao firmaco em relacdo as bactérias, no qual foi
observada uma boa atividade fingica em diferentes linhagens estudadas (Candida albicans, C.
parapsilosi, C. tropicallis, Cryptococcus neoformans, Epidermophyton floccosum, Mcrosporum
gypseum, Tricophyton interdigitatum, T. mentagrophytes, T. rubrum), ou seja, a [-lapacona
apresentou MCF (minima concentracao fungicida) menor (< 128 pg/mL) quando comparada ao

cetocobazol, utilizado como referéncia. (Guiraud et al., 1994).

A atividade antifingica in vivo da P-lapachona contra infec¢do disseminada por
Cryptococcus neoformans foi investigada por Medeiros e colaboradores (2010). Neste estudo,
os camundongos foram divididos em trés grupos: um grupo foi tratado com B-lapachona (10
mg/kg), outro grupo foi tratado com anfotericina B (0,5 mg/kg) para realizar a compara¢do com
o farmaco de escolha para o tratamento da doenca e um grupo controle que recebeu tampao
PBS. O tratamento com P-lapachona reduziu a populagdo de C. neoformans 10.000 vezes nos

pulmdes e no cérebro ap6s a infec¢ao, quando comparado ao grupo PBS (P<0,05).
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o Atividade Antiinflamatoria

Moon e colaboradores (2007) investigaram o mecanismo molecular de a¢do da B-lapachona
na expressao do 6xido nitrico, da cicloxigenase (COX-2), das prostaglandinas E; e das citocinas
proinflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) em células de microglia BV2. O tratamento com [-
Lapachona inibiu significativamente o 6xido nitrico e a liberacdo de prostaglandinas E, na
microglia em relagdo ao controle. Estes resultados sugerem que a [B-lapachona pode ser qtil

como um agente antiinflamatério potencial para atenuar doengas inflamatdrias.

e Atividade Antineoplasica
Atividade antiproliferativa

Um estudo comparativo da atividade in vitro entre a B-lapachona e a camptotecina em
células de cancer de mama (MCF-7) demonstrou que no tratamento com a [-lapachona
apresentou uma melhor eficécia, visto que a ICsy foi 2,5 uM e 5,5 uM para a B-lapachona e
camptotecina, respectivamente. No tratamento com camptotecina houve aumento nos niveis de
p53/p21. Os autores observaram que nao houve a inducdo das enzimas nucleares p53/p21 no

mecanismo apoptético apresentado pela B-lapachona (Wuerzberger et al., 1998).

Em 2001, Krishnan e colaboradores propuseram um novo mecanismo de agdo da [3-
lapachona, que seria a inibi¢do catalitica irreversivel da topoisomerase II, por induzir a

dissociag¢do da enzima com o DNA na presenga de ATP em células de tumor de nasofaringe.

Gupta e colaboradores (2002) estudaram a atividade P-lapachona in vitro em mieloma
multiplo (linhagens U266, RPMI8226 e MM.1S). Foi observado que esta molécula apresentou
ICso de 4 a 8 uM. Além disso, foi visto que a B-lapachona induz a apoptose neste tipo de célula.
Este estudo é sugestivo da agdo terapéutica da B-lapachona para o tratamento do mieloma

multiplo.

Desde a descoberta de sua excelente atividade antineopldsica a [-lapachona tem se
destacado na linha de pesquisa de obtencao de novos quimioterdpicos. A tabela 1 demonstra a

citotoxicidade de B-lapachona em diferentes linhagens de células tumorais.
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Tabela 1. Atividade citotéxica da B-lapachona em diferentes linhagens de células tumorais

Linhagem celular ICso (uM) Referéncias
1,7 Nasongkla et al., 2003;
N 3 Bentle et al., 2007;
MCF-7 (cancer de mama) 4 Li et al.. 1999;
2,5 Wuerzberger et al., 1998
N 6,6 Reinicke et al., 2005
MDAMB-231 (cincer de mama) 4 Planchon et al.. 1995
21MT (células de cancer de -4 Li et al., 1999
mama humana)
HBL-100 (cancer de mama) 0,69 Bonifazi et al., 2010
PC-3 (cancer de prostata) 3,5 Reinicke et al., 2005;
" . 74 Eyong et al., 2008;
DU-145 (cancer de prostata) 4 Li et al., 1999
HL-60 (leucemia promielocitica) 1,65 Moon et al., 2010
KB (tumor nasofaringeo) 6,6 Krishnan et al., 2001
HCT-8 (cancer de colo-retal) 0,83 Silva-Junior et al., 2007
Skmel-28 (Melanoma) ~4 Lietal., 1999
N .. ~2 Lietal., 1999
A2780DDP (Cancer de ovario) 1.1 Bonifazi et al., 2010

Atividade antitumoral

Testes in vivo demonstraram que a administra¢do da B-lapachona por via intraperitoneal nas
doses de 25 a 50 mg/Kg, reduziu a formagdo de tumores em camundongos inoculados com
células de cancer de ovario. No entanto, quando associada ao taxol, houve uma potencializacao
no efeito farmacoldgico, observando uma reducao de quase 100% nos nédulos tumorais (Li et

al., 1999).
Mecanismo de a¢do

O mecanismo exato da acéo antitumoral da B-lapachona ainda ndo estd bem elucidado,
apesar de intensa investigacdo. No entanto, estudos reportam que sua atuagdo seria pela inibicao
da topoisomerase I - atuam na replicacdo e enovelamento do DNA, impedido a replicacdo de

células tumorais nas fases GO/G1 do ciclo celular. A B-lapachona induz a apoptose (morte
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celular programada), por um mecanismo particular, independente da expressao da proteina p53,
como visto por Planchon e colaboradores (1995), que investigaram a possibilidade da [-
lapachona mediar a apoptose em linhagens de cancer de mama, prdstata e leucemia
promielocitica. Foram observados resultados significativos nas células de prostata e leucemia
promielociticas, resultando num bloqueio do ciclo celular nas fases GO /G1, confirmando a nao
dependéncia da expressao de p53, diferentemente de outros farmacos utilizados, que também
causam apoptose, mas o bloqueio ocorre na fase S do ciclo celular. As células mamarias nao

apresentaram resultados relevantes na apoptose.

Pesquisas desenvolvidas por Pink e colaboradores (2000), revelaram que a [-lapachona
apresentou diferentes mecanismos apoptéticos dependendo da concentracao utilizada em células
de cancer de mama (linhagens MCF-7 e T47D). Os resultados demonstraram que em baixas
concentragdes (2 UM) a B-lapachona ativa um mecanismo mediado por caspase, porém com
altas concentracoes (10 uM) os autores sugerem outro mecanismo apoptotico calcio-
dependente, visto que foi observada a ativacdo de uma proteina ndo-caspase € uma protease
dependete de célcio, a calpaina, durante a apoptese mediada pela B-lapachona. Estes resultados
podem justificar o fato da B-lapachona apresentar diferentes respostas frente a diversos tipos de

tumor.

2.3 Nanotecnologia: conceitos basicos

Em 1959, o fisico Richard Feynman em uma palestra no Instituto de Tecnologia da
Califérnia intitulada “There s plenty of room at the bottom” sugeriu a manipulacao dos dtomos
como forma de construir novos materiais. Esta palestra foi considerada o marco inicial da
nanotecnologia. No entanto, o termo "Nanotecnologia" foi utilizado pela primeira vez pelo
professor Norio Taniguchi em 1974 para descrever as tecnologias que permitam a construc¢ao de
materiais a uma escala de nandémetro (Duran et al., 2006; Emerich; Thanos, 2006).

A nanobiotecnologia refere-se a fusdo de duas abordagens de tecnologias recentes, a
biotecnologia e a nanotecnologia, apresentando enormes inovacdes e potencialidades. A
nanobiotecnologia pode ser, portanto, definida como o estudo, processamento, fabricacdo e
desenho de dispositivos organicos, nanomateriais para atuacdo bioldgica ou biomateriais, nos
quais pelo menos um componente funcional possui tamanho nanométrico. Areas importantes da
nanobiotecnologia incluem a nanomedicina (biologia molecular e genética), a fisica-médica
(diagnéstico), o desenvolvimento de nanofiarmacos (firmacos encapsulados), além da

nanocosmecéutica (cosméticos com efeitos farmacoldgicos considerdveis) (Diran et al., 2006).
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Nanomedicina € a denominagdo dada a juncdo da medicina e da nanotecnologia. Em suma, a
nanomedicina consiste em usar elementos em escala nanométrica para curar, diagnosticar ou
prevenir doencas. As possibilidades de aplicacao da nanotecnologia na medicina sao imensas. A
nanomedicina € um dos ramos mais promissores da medicina contemporanea, retendo boa parte
dos esforc¢os cientificos na busca de novos tratamentos para doencas como o cincer e doengas
infecciosas (Pison et al., 2006; Kagan et al., 2005).

O principal objetivo da nanotecnologia na drea farmacéutica € desenvolver sistemas
carreadores contendo compostos bioativos, com adequada estabilidade, absorcdo, liberagcdo
controlada e transferéncia quantitativa e especifica do farmaco ao érgio-alvo, como os sistemas

de liberagao de farmacos (Santos-Magalhaes et al., 2000).

2.4 Sistemas de liberacao controlada de farmacos

O desenvolvimento de sistemas de liberacao controlada tem sido alvo de pesquisas desde a
década de 70. Em geral, estes sistemas podem ser usados para contornar propriedades fisico-
quimicas limitantes dos farmacos encapsulados, tais como solubilidade, melhorando assim a
farmacodindmica (potencializacdo do efeito terapéutico), farmacocinética (controle da absorcao
e distribuicao tecidual) e os efeitos toxicoldgicos (reducao da toxicidade local e sistémica), além
de aumentar a estabilidade de agentes terapéuticos contra a degradacdo enzimatica (Panyam:;

Labhasetwar, 2003).

O principal objetivo de administrar uma forma farmacéutica de liberacdo controlada é
manter o farmaco em concentragdes plasmadticas constantes em fun¢do do tempo apds a
administracdo do firmaco em uma unica dose (Figura 4). O que faz com que o medicamento se
mantenha na faixa terapéutica, sem oscilacdes entre os niveis toxicos e sub-terapéuticos,
diferente das formas farmacéuticas convencionais, tais como comprimidos, solucoes,
suspensoes, emulsdes, cdpsulas, etc. Estas formas caracterizam-se por uma absorcdo rapida, as
quais em muitas situacdes podem resultar em condi¢des ndo previsiveis e as vezes,
concentracdes plasmadticas sub-terap€uticas ou toxicas, podendo levar a efeitos adversos (Barrat,

2000).
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Figura 4. Perfil plasmatico de concentragao de farmaco em funcdo do tempo a partir de sistema

convencional X sistema de liberacao controlada (adaptado de Lira et al., 2007).

Existe uma variedade de nanocarreadores descrito na literatura que apresentam diferentes
tipos de aplicacdes. Dentre os principais vetores utilizados como sistemas de liberacao
controlada, destacam-se os sistemas poliméricos como nanoparticulas (nanoesferas e
nanocdpsulas), micelas poliméricas constituidas de polimeros anfifilicos associados em solugdo
aquosa, além de outros sistemas, como os lipossomas, que sdo vesiculas com nucleo aquoso
envolvido por uma bicamada lipidica, nanoparticulas lipidicas que sdo formados a partir de
lipideos solidos e dendrimeros que representam séries repetidas de compostos

macromoleculares que formam uma cavidade em seu interior (Figura 5) (Rawat, 2006).
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Figura 5. Principais nanocarreadores utilizados como sistemas de liberacao controlada

(Adaptado de RAWAT, 2006).
2.5 Sistemas nanoparticulados — Nanocapsulas

Virios sistemas de liberacdo e direcionamento de medicamentos sdo constantemente
desenvolvidos. Entre os principais carreadores destacam-se as nanoparticulas, as quais podem
ser definidas como sistemas poliméricos com tamanho de 1-1000 nm (1pum) (Roney et al., 2005;

Soppimath et al., 2002; Gaur et al., 2000).

Nanoparticula € um termo genérico aplicado a sistemas liberacdo controlada de fairmacos e
refere-se a dois tipos de estruturas diferentes, nanoesferas e nanocdpsulas, cada uma com suas
caracteristicas proprias, as quais diferem entre si segundo a composi¢ao e organizagao estrutural

(Figura 7).

Define-se nanoesferas como sistemas poliméricos em que o fairmaco encontra-se disperso ou
solubilizado na matriz polimérica, obtendo-se um sistema monolitico, ndo sendo possivel
identificar um nucleo diferenciado (Limayem et al., 2004). Enquanto que as nanocdpsulass sao
constituidas por um envoltério polimérico pouco espesso disposto ao redor de um nicleo oco ou

de natureza oleosa e estabilizada por um filme interfacial de agentes tensoativos (Soppimath et

al., 2001).

Nanocdpsulas sao potenciais carreadores de farmacos que oferecem vantagem sobre outros

sistemas coloidais no que se refere ao confinamento do farmaco no interior da cavidade central,
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que confere uma adequada protecdo ao principio ativo frente a degradacdo no meio bioldgico,

além de permitir a veiculacdo de moléculas hidrofébicas (Couvreur et al, 1996).

Comparado com outros carreadores coloidais, as nanocdpsulas apresentam maior
estabilidade quando em contato com os fluidos biolégicos. Além disso, sua natureza polimérica
permite a obtengdo de propriedades desejadas como a liberacdo controlada e/ou prolongada de
farmacos, além do direcionamento sitio-especifico do agente terapéutico através da modificacao

do design da superficie destes sistemas.
2.5.1 Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas

A caracterizacdo de sistemas coloidais como as nanocdpsulas é de extrema importancia
para a compreensao do comportamento fisico-quimico e da performance e direcionamento desses
sistemas em tecidos, 6rgdo-alvo ou tumores. Portanto, € necessdria a aplicacdo de diferentes

métodos que caracterizem bem esses sistemas.

Os parametros utilizados para caracterizacdo das nanoparticulas sdo: distribuicdo do
tamanho de particula, determinacdo do potencial zeta (carga de superficie), taxa de encapsulagao
(diferenca entre a quantidade de farmaco livre e encapsulado), avaliacdo morfologica das
nanoestruturas, infravermelho, andlise térmica através de DSC e cinética de liberacdo in vitro

(Magenheim; Benita, 1991; SANTOS-Magalhaes et al., 2000).

- Avaliacao morfologica: as microscopias eletronicas de varredura (MEV) e transmissao
(MET) tém sido empregadas para a avaliacdo morfolégica das nanoparticulas (Santos et al.,
2005; Schaffazick et al., 2006). A aplicacdo destas técnicas de microscopia tem o objetivo de

avaliar a forma e o tamanho desses sistemas coloidais nanométricos.

- Distribuicao do tamanho de particula: os métodos mais utilizados para determinagao do
tamanho de particula consistem em espectroscopia de correlacio de fétons (PCS) ou
espalhamento de luz e microscopia eletrénica (MEV e/ou MET). E possivel verificar diferenca
de tamanho dependendo do método empregado, visto que a microscopia eletronica fornece uma
imagem da particula isolada do meio, enquanto que a espectroscopia de correlacdo de fétons
possibilita a correlacdo do raio hidrodindmico das particulas em suspensdao (Hoffmann et al.,

1997; Legrand et al., 1999).

- Potencial zeta: representa a carga de superficie das nanoparticulas. A carga da superficie

das particulas € importante para evitar a agregacao em funcdo das colisdes e pode ser avaliada
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com base nas medidas de potencial zeta. Este pardmetro pode ser influenciado pelas mudancas
na interface com o meio dispersante, em razao da dissociacdo de grupos funcionais na superficie
da particula ou da adsor¢ao de espécies iOnicas presentes no meio aquoso. Sua determinagdo é

realizada através de técnicas de eletroforese. (Magenheim; Benita, 1991; Calvo et al., 1996).

- Taxa de encapsulacido: ¢ calculada pela diferenca entre a quantidade de farmaco total
utilizado na preparacao das suspensdes e a quantidade do farmaco livre que ndo foi encapsulado
nas nanoparticulas. Devido ao tamanho e a natureza coloidal desses nanocarreadores a
determinacdo da quantidade de farmaco encapsulado pode ser dificil. Contudo, a taxa de
encapsulacdo € determinada pela separacdo das nanocdpuslas do meio aquoso por ultrafiltracao-
centrifugacdo. Nesta técnica € utilizada uma membrana para separar a fase aquosa da suspensao
coloidal. A concentracdo livre do farmaco é determinada no ultrafiltrado e a quantidade de
farmaco associado as nanocdpsulas € calculada também pela subtracdo das concentragdes total e

livre (Santos et al., 2005; Nguyen et al., 2008; Legrand et al., 1999).

- Cinética de liberacao in vitro: diferentes métodos sdo empregados para a avaliacdo da
liberacao do principio ativo in vitro, um dos mais utilizados € o método de didlise (Losa et al.,
1993; Calvo et al., 1996), que simula o perfil de liberacio do farmaco, no qual as condi¢des
fisioldgicas de temperatura, meio de dissolucdo, pH e agitacio sdo simuladas a fim de determinar

a capacidade das suspensoes de liberar o firmaco em funcao do tempo (Ain et al., 2002).

— Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC): esta técnica pode ser usada para
caracterizar o comportamento térmico de diferentes materiais, que estd correlacionado com a sua
estrutura, propriedades hidrofilicas e estado de associagdo. Através desta técnica € possivel obter
o perfil completo da variacdo de temperatura da energia de Gibbs associada a perda de 4gua em
polimeros, com o processo de despolimerizacdo em altas temperaturas. Deslocamentos de picos
exotérmicos e endotérmicos estdo normalmente associados com interagdes entre o farmaco e o

polimero (Borges et. al., 2005).

— Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR): ¢ um tipo
de espectroscopia de absor¢do, a qual utiliza a regido do infravermelho do espectro
eletromagnético. Este método também € proposto para analisar as interagdes entre polimeros e
farmacos, desta forma representa uma importante técnica de caracterizacdo desses materiais. A
espectroscopia no infravermelho se baseia no fato de que as ligacdes quimicas das substancias
possuem freqii€ncias de vibracdo especificas, as quais correspondem a niveis de energia da

molécula (chamados nesse caso, de niveis vibracionais) (Veiga et al., 2006).
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2.5.2 Polimeros utilizados na preparacao de nanocapsulas

Diferentes abordagens para a fabricacdo de nanocédpsulas consistindo de polimeros
biodegraddveis tém sido descrito na literatura. Estes nanossistemas poliméricos podem ser
preparadas por uma variedade de polimeros sintéticos ou naturais (Sahoo et al., 2010). Os
polimeros naturais constituem a albumina sérica bovina (BSA), a albumina sérica humana
(HSA), o coldgeno, a gelatina e a quitosana. Estes polimeros tém uso limitado, devido os altos
custos e pela variacdo de pureza, consequentemente, os polimeros sintéticos biodegraddveis

vém recebendo uma significante atencdo nesta drea (Jain, 2000; Hans; Lowman, 2002).

Entre os principais polimeros sintéticos utilizados na preparacdo de nanocdpsulas estdo o
poli(e-caprolactona (PCL), poli (acido lactico) (PLA), o copolimero poli (dcido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA) e os poliacrilatos, ambos aprovados pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria
Americana, a Food and Drug Adminitration (FDA), para uso em liberacdao de firmacos, visto
que estes polimeros sdo biodegraddveis, biocompativeis e facilitam o transporte dos farmacos
nos fluidos bioldgicos, além disso, modificam a farmacocinética e aumentam a

biodisponibilidade de muitas substincias bioativas (Soppimath et al., 2001).

Desde a década de 70, a utilizacao de polimeros sintéticos biodegraddveis em nanosistemas
particulados vem recebendo bastante destaque na nanotecnologia farmacéutica. Vdrios
dispositivos poliméricos como nanoparticulas, microparticulas, pellets e implantes t€ém sido
formulados usando estes polimeros para a liberacdo de uma variedade de classes de farmacos

(Jain, 2000).

Pesquisas demonstraram que a liberacdo do farmaco nesses sistemas poliméricos pode
ocorrer através de dois mecanismos: difusdo ou erosdo (Figura 6), ou mesmo pela associacao

desses dois processos (Soppimath et al., 2001).
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Figura 6. Mecanismo de libera¢do do farmaco a partir de nanocédpsulas e nanoesferas. Fonte:

(http://www.devicelink.com/mpb/archive/97/11/003.html).

Na difusdo, o farmaco encapsulado pela membrana polimérica ou adsorvido na matriz
polimérica dissolve e difunde para fora do polimero. A difusdo do farmaco através da matriz
polimérica, esta condicionada a outras propriedades especificas da molécula, como solubilidade,
tamanho da molécula, distribuicdo do fairmaco na matriz polimérica e interagdes especificas

com o polimero (Faisant et al., 2002).

Na erosdo, o polimero € degradado naturalmente pela hidrélise das ligacdes ésteres,
liberando o farmaco ou pode sofrer degradacdo enzimdtica ou por ambos 0s processos
(Farokhzad; Langer, 2006). Desta forma, ha uma liberacdo continua do farmaco, o qual conduz

a um perfil farmacocinético de liberagao controlada.

No caso das nanocdpsulas, que sao sistemas do tipo reservatério, o nicleo contendo o
farmaco € recoberto com polimero e a liberacdo ocorre por difusdo do farmaco a partir do
nucleo para a membrana polimérica. Teoricamente a liberacdo do farmaco deveria seguir uma

liberacao de ordem zero (Soppimath et al., 2001).

2.6 Poli(e-caprolactona)

Poli(e-caprolactona) (PCL) é um poliester alifatico hidrofébico (Figura 7) bastante utilizado
na preparagao de sistemas de liberacdo controlada, tais como nanoparticulas, microparticulas e
implantes, pois incorpora uma variedade de bioativos. Possui baixa degradacdo, sendo ideal pra
sistemas de liberacdo a longo prazo, por periodos maiores que um ano (Sinh4 et al., 2004). O

PCL comecou a ser estudado em 1930 por Van Natta e colaboradores. Sua elevada
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permeabilidade e auséncia de toxidade permitem que este polimero sintético seja adequado a

nanotecnologia farmacéutica (Lince et al., 2008).

v (CHZ}S (A

- -1

Figura 7. Estrutura quimica do PCL (Woodruff; Hutmacher, 2010).

Este polimero semicristalino possui temperatura de transicao vitrea (Tg) igual a —60 °C e sua
temperatura de fusdo varia entre 59 e 64 °C. O peso molecular pode variar de 10.000 a 80.000.
O PCL é soluvel em cloroférmio, diclorometano, benzeno, tolueno, entre outros solventes em
temperatura ambiente. Tem baixa solubilidade em acetona a temperatura ambiente, acetato de
etila, dimetilformamido e acetonitrila; € insolivel em alcool, éter de petrdleo e éter dietilico

(Sinhd et al., 2004).

O PCL pode ser utilizado em combinacdo com outros polimeros formando “blends”, com o
objetivo de melhorar a resisténcia, biodegradacdo e adesdo. Chang e colaboradoes (1986)
utilizaram o PCL associado com o PLA para controlar a taxa de liberacdo de clorpromazina a

partir de microesferas.

Nanoparticulas de polimeros biodegraddveis sdo de grande interesse como sistemas de
liberacao de farmaco. O produto da biodegradacdo do PCL, o 4cido €-hidroxicapréico, pode ser

removido do organismo através do metabolismo pelo ciclo de Krebs (Wu et al., 2000).

Viérios farmacos t€m sido encapsulados com sucesso em nanoparticulas de PCL para sistema

de liberagdo controlada, como pode ser observado na tabela 2:
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Tabela 2. Encapsulacdo de diferentes classes de farmacos em nanoparticulas de PCL.

Sistemas Farmacos Referéncias

Nanoesferas e nanocdpsulas Indomentacina Calvo et al., 1996
Nanoesferas e nanocapsulas  Cartelol Marchal-Heussler et al., 1993
Nanoesferas Flurbiprofeno Gamisans et al., 2000
Nanocdpsulas Primidona Ferranti et al., 1999
Nanoesferas e nanocdpsulas  Aceclofenaco Alonso et al., 2000
Nanoesferas e nanocdpsulas Diclofenaco Guterres et al., 2001

Nanoesferas Anfotericina B Espuelas et al., 1997

Nanoesferas e nanocdpsulas  Ciclosporina Saez et al., 2000

Nanoesferas Digitoxina Guzman et al., 2000

Nanocdapsulas Atovaquone Cauchetier et al., 2003

Nanoesferas Tamoxifeno Chawla ; Amiji, 2002; Shenoy ; Amiji,
2005

Nanocdpsulas Metilpranolol Losa et al.,1993

Nanoesferas Isradipina Leroueil-Le et al., 1998

2.7 Sistemas furtivos

O principal obstaculo ao uso de nanossistemas convencionais na terapéutica é a atuacao do
sistema fagocitirio mononuclear (SFM ou PHS) que promove uma rdpida remocdo das
nanoparticulas do organismo. Os macréfagos do SFM, representados principalmente por
macréfagos, no baco e células kuppfer, no figado, s@o capazes de remover nanoparticulas
desprotegidas da circulagdo sanguinea segundos ap6s a administracao intravenosa (Gref et al.,

1994).

Estes nanocarreadores poliméricos sdo rapidamente recobertas por proteinas plasmaticas,
fenomeno conhecido como opsonizagdo. (Frank; Fries, 1991), desta forma ocorre a fagocitose,
que € a captura e eventual destrui¢do ou remog¢ao do material estranho da circulagdo sanguinea.

(Peracchia et al., 1999).

A opsonizacdo de particulas hidrofébicas em comparagdo as particulas hidrofilicas ocorre
mais rapidamente devido a maior adsor¢do de proteinas plasmdticas nestas superficies

(Carstensen et al., 1992; Muller et al., 1992). Para evitar o reconhecimento das nanocdpsulas
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pelo SFM, foram desenvolvidas nanocdpsulas furtivas ou de longa circulacao (Stealth®) que se
tornam menos visiveis aos macréfagos, desta forma ocorre um maior tempo de retencdao do

farmaco na circulagdo sanguinea (Barrat et al., 2000).

Estes sistemas furtivos foram desenvolvidos através da adi¢ao de moléculas a superficie das
nanocdpsulas. Atualmente, diversas moléculas sdo descritas na literatura com o objetivo de
impedir interagdes das nanoparticulas com proteinas plasméticas. A principal molécula utilizada
€ o polietilenoglicol (PEG), que pode ser incorporada durante a preparacdo das nanoparticulas
através do processo de adsorcdo, ou através da ligacdo covalente entre o PEG e o polimero
constituinte da membrana das nanocdpsulas. Desta forma, uma “nuvem” de cadeias hidrofilicas
na superficie da nanocdpsula é formada o que evita a opsonizacdo e reconhecimento por

macré6fagos e propicia um longo tempo de permanéncia no plasma (Mosqueira et al., 2001).

O PEG (Figura 8) é um polimero hidrofilico, biodegraddvel e biocompativel que é usado na
area farmacéutica para aumentar a biocompatibilidade dos materiais que entram em contato com
o sangue (Dorati et al., 2007). A natureza hidrofilica e flexivel das cadeias de PEG na superficie
das nanoparticulas permite a essas cadeias adquirir uma conformag¢do mais estendida quando
estdo livres numa solucdo. Conseqiientemente, quando as opsoninas e outras proteinas sao
atraidas para a superficie da particula por forcas de Van der Waals e outras forcas, elas
encontram as cadeias de PEG na superficie estendidas e comecam a comprimi-las. Essa
compressdo modifica as cadeias de PEG para uma conformacdo mais condensada e de alta
energia. Essa mudanga na conformacao cria uma for¢a oponente repulsiva que, quando € grande
o suficiente, pode completamente equilibrar e/ou sobrepor a forca atrativa entre a opsonina e a

superficie da particula (Peppas; Owens, 2006; Gref et al., 2000).

H OH
O n

Figura 8. Estrutura quimica do polietilenoglicol

Fonte: (http://www.pharmacopeia.cn/usp.asp).

Virios trabalhos sdo descritos na literatura a respeito da utilizacdo do PEG na superficie das
nanoparticulas. Gref e colaboradores (2000) desenvolveram nanoesferas de diferentes tipos de

polimeros (PLGA, PLA e PCL) com o PEG adicionado a superficie destes sistemas, neste
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estudo foi observado que o revestimento pelo PEG protegeu as nanoesferas ndo sé contra a
adsor¢do de proteinas do plasma, mas também contra o reconhecimento por parte das células

fagocitaria.

Mosqueira e colaboradores (2001a) ao estudar a relacdo entre a ativacdo do sistema
complemento, a captura celular e aspectos fisico-quimicos da superficie de nanoparticulas
(nanocdpsulas e nanoesferas) modificada com PEG mostraram que nanocdpsulas de PLA-PEG
ativam o sistema complemento de forma mais eficaz quando comparadas as nanoesferas de
PLA-PEG, além de reduzir sua interacdo com macréfagos de linhagem celular J774A1, porém o
porqué desta diferenca ndo foi descoberto. Posteriormente, os autores estudaram a influéncia do
PEG na farmacocinética das nanocdpsulas de PLA, no qual foi observado que estes sistemas
furtivos reduzem a depuracdo das nanocdpsulas pelos componentes do sangue apds

administracao intravenosa e altera a sua biodistribuicao (Mosqueira et al., 2001b).

2.8 Aplicaciao das nanocapsulas na terapia do cincer

No processo de desenvolvimento do cancer hd o aumento da permeabilidade vascular do
tecido tumoral, decorrente da ma formacdo da neovasculatura capilar, o que possibilita o
extravasamento de nanocarreadores de farmacos com didmetro médio entre 10 a 700
nandmetros. Desta forma, a aplicacdo de sistemas carreadores de fairmacos vetorizados para o
tratamento do cancer pode diminuir a incidéncia de efeitos téxicos em relagao as células sadias,
reduzir a dose do agente quimioterdpico e com isso, melhorar a eficicia terapéutica (Soppimath,

2001).

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse em pesquisas na aplicagdo de nanoparticulas
para o tratamento contra diversos tipos de cancer, visto que estes carreadores podem agir como
veiculos capazes de atingir tecidos ou células tumorais, enquanto protegem o farmaco de
inativacdo durante o seu transporte promovendo uma melhora na eficdcia do efeito terapéutico,
através do direcionamento das moléculas ativas em seus sitios de acdo desejdveis e por

ocasionar uma elevada concentracao local (Brigger et al., 2002).

A utilizacdo de sistemas nanoparticulados biodegraddveis para liberacdo controlada de
farmacos antitumorais tem apresentado vantagens no aumento da eficicia terapéutica e reducao
dos efeitos adversos sistémicos, visto que a eficiéncia da atual quimioterapia do cancer €
limitada principalmente pela toxicidade associada com os farmacos antineopldsicos aos tecidos
normais (Brigger et al., 2002).
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Ao estudar o mecanismo antitumoral do tamoxifeno encapsulado em nanoparticulas de PCL
por células MCF-7 (cancer de mama), foi observado através de microscopia confocal com
fluorescéncia que uma grande fracdo da dose administrada de nanoparticulas foi captada pelas
células MCF-7. Apé6s 1h, o estudo de fluorescéncia mostrou uma elevada concentracdo das
nanoparticulas localizadas no citoplasma e na regido perinuclear. Este estudo leva a conclusao
que as nanoparticulas contendo tamoxifeno, que é um farmaco modulador seletivo do receptor
do estrégeno, podem fornecer um beneficio terapéutico aumentando a biodisponibilidade da

molécula (Chawla; Amiji, 2002).

Estudos realizados por Blanco e colaboradores (2007) reportaram a incorporagdo da -
lapachona em micelas de PLA-PEG como um agente terapéutico contra células tumorais de trés
linhagens diferentes H596 (cancer de pulmio), DU-145 (cancer de prostate), MDA-MB-231
cancer de mama) com a expressiao da enzima NADP(H)/quinona oxirredutase (NQO1) e células
tumorais sem a expressao desta enzima. A NQOI1 € uma enzima expressa em uma variedade de
tumores e possui participagéo no processo de ativacéo da -lapachona na apoptose, aumentando
a citotoxidade (Pink et al., 2000). Os resultados demonstraram que apds 2h de incubagdo, as
células tratadas com as micelas de PLGA-PEG contendo [B-lapachona aumentaram a
citotoxidade em células tumorais que expressam a NQO1 (ICso= 6 uM) quando comparada a
atividade em células tumorais que ndo expressam esta enzima (ICsp=15 uM). Este estudo sugere
que a citotoxidade da B-lapachona seja NQOI1-dependente nas trés linhagens testadas e que o
desenvolvimento de micelas de PLGA-PEG pode ser uma alternativa para o tratamento de

tumores que expressam a enzima NQOI.

Fundamentado no acima exposto, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de sistemas de
liberagdo controlada de medicamentos capazes de viabilizar a administra¢do da -lapachona em
uma formulacdo que melhore sua solubilidade, bem como, otimize a dose terapéutica e permita

uma melhor a¢do do fairmaco em células tumorais.
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3.0 OBJETIVOS
3.1 GERAL

O objetivo deste trabalho consiste em obter e caracterizar nanocdpsulas convencionais e

nanocdpsulas furtivas contendo B-lapachona.

3.2 ESPECIFICOS
¢ Encapsular a B-lapachona em nanocépsulas de PCL e PCL-PEG;
e Realizar caracterizagdo fisico-quimica da nanocdpsulas;

Avaliar o perfil de liberagdo in vitro da B-lapachona encapsulada em nanocédpsulas de
PCL e PCL-PEG;
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Abstract

The aim of this study was to develop and characterize PCL and PCL-PEG nanocapsules containing
B-lapachone. The nanocapsules were prepared using the interfacial deposition of preformed
polymer method. The physicochemical parameters determined for the characterization were particle
size, zeta potential, encapsulation efficiency, infrared espectroscopy, differential scanning
calorimetry and in vitro release kinetics. Nanocapsules showed particle size between 120 and 174
nm with polydispersity <0.3. Surface charge values of -20 and -12 mV for B-lapachone loaded PCL
and PCL-PEG nanocapsules, respectively. Furthermore, nanocapsules showed encapsulation
efficiency of B-lapachone above 95%. The results of thermal analysis suggested that the drug is
dissolved in the internal oily phase of the nanocapsules. The infrared spectrum of nanocapsules
showed absorption band around 1727 cm™ corresponding to the carbonyl group present in the PCL
molecule. The in vitro release of B-lapachone were around 75 and 73% from the PCL-PEG and
PCL nanocapsules, respectively, achieved in 24 hours. The results of the present work suggest that
the encapsulation of -lapachone in PCL nanocapsules could provide a strategy to overcome its low

water solubility.

Palavras-chave:  P-lapachone;  nanocapsules;  polycaprolactone;  polyethylene  glycol;

physicochemical characterization; in vitro release kinetic
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1. Introduction

B-lapachone (B-lap) is an o-naftoquinone produced from the lapachol isolated from Tabebuia
avellanedae of the Bignoneaceae family, known as ipé roxo or pau d’arco (Alves et al., 2008) (Fig.
1). B-lap has shown to hold a variety of pharmacological effects (Guiraud et al., 1994; Silva et al.,
2003; Li et al., 2000), but the major concern about this molecule is the fact that it presents
significant antitumor activity, particularly in a variety of human cancers such as prostate and breast

cancers (Woo and Choi, 2006; Pink et al., 2000; Lee et al., 2005).

Figure 1. Chemical structure of B-lapachone.

However, the practical use of B-lap remains rather limited due to its low solubility in water
(0.16 mM or 0.038 mg/mL), thus limiting its systemic administration and clinical applications
(Nasongkla et al., 2003). One strategy to increase its solubility, and consequently its bioavailability,
it would incorporate the B-lap in polymeric nanocarriers, such as nanocapsules (Santos et al., 2006).
Nanocapsules may be defined as reservoir systems consisting of oil core surrounded by a thin wall

of a polymer, which enables the delivery of water-insoluble drugs (Teixeira et al., 2005).

Nanocapsules can be prepared by a variety of synthetic polymers, such as poly (g-caprolactone)
(PCL) and copolymer of lactic acid and glycolic acid (PLGA), both approved by the Food and Drug

Adminitration (FDA) for use in drug delivery. These polymers are biodegradable, biocompatible
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and facilitate the transport of drugs in biological fluids, in addition, modify the pharmacokinetics
and increases the bioavailability of many bioactive substances (Soppimath et al., 2001, Barrat et al.
2000). The encapsulation of antitumor drugs into colloidal nanoparticles can be to overcome non-
cellular and cellular mechanisms of resistance and to increase selectivity of drugs towards cancer
cells while reducing their toxicity (Brigger et al., 2002).

On the other hand, after intravenous administration, these polymeric nanocarriers are rapidly
cleared from the bloodstream. Proteins adsorbed or attached on the surface, promoting the
recognition, capture and removal of carriers from the bloodstream by phagocytic cells of the
mononuclear phagocyte system (MPS) (Kupler cells of the liver and spleen macrophages)
(Mosqueiraet al .2001b). Structural changes in the surface of these nanoparticulate systems have
been proposed in order to decrease the capture by the monophagocyte system. One of these
modifications is the addition of the polymer chains of polyethylene glycol (PEG) on the surface of
the nanoparticles. The PEG is a hydrophilic polymer, biodegradable and biocompatible, which is
used in pharmaceuticals to reduce the interaction of nanocarriers with blood proteins, reducing
opsonization and increasing the circulation time and, consequently, therapeutic efficacy (Mosqueira
et al., 2001a; Gref, 2000).

In this way, the aim of the present work was the preparation, characterization and the
investigation of the release profiles of nanocapsules prepared with PCL and the copolymer PCL-
PEG, containing B-lapachone, which could that improves its solubility, as well as optimize the

therapeutic dose and allow a better bioavailability of the drug in tumor cells.

2. Materials and methods

2.1 Material

A B-lapachone was provided by the Chemical Pharmaceutical Technology Laboratory of the

Department of Pharmacy from UFPE. Poly(e-caprolactone) (PCL), MW 14 kDa, the diblock
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copolymer Poly(e-caprolactone)-polyethylene glycol (PCL-PEG), soya phosphatidylcholine
(Epikuron® 200) and soybean oil were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Poloxamer 188 (Synperonic® F68) was obtained from ICI (France). Monobasic potassium

phosphate, sodium hydroxide and HPLC analytical grade solvents were obtained from Merck

(Darmstadt, Germany).

2.2 Preparation of nanocapsules

Nanocapsules (NC) containing [B-lapachone were prepared by the method of interfacial
deposition of a preformed polymer by Fessi, et al., 1989. Briefly, about 150 mg of polymer (PCL or
PCL-PEG), 150 mg of Epikuron® 200, 100 mg of soybean oil and different amounts of -lapachone
(5 to 15 mg) were dissolved in 25 mL of acetone. This organic phase was slowly introduced into an
aqueous solution containing the hydrophilic surfactant poloxamer 188 (0.3% w/v), under magnetic
stirring for 20 min. Then, the acetone was removed by evaporation under reduced pressure and the
suspension of NC was concentrated to a final volume of 10 ml. NC without drug were prepared

according to the same procedure, without the presence of B-lapachone in the organic phase.

2.3 Physicochemical characterization of nanocapsules

2.3.1 Particle size and polydispersity Index
Particle size was determined by photon correlation spectroscopy (PCS) using a Delsa Nano™
(Beckman-Coulter, Hirakata, Japan). The polydispersity index (PDI), that is an indication of

variance in the sample, was calculated using the equation: Ay

—"

Where I and p, represent the mean decay rate and its variance, respectively. The samples were

analyzed in triplicate.
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2.3.2 Zeta Potencial
Zeta potential measurements were carried out using a Zetatrac instrument (Microtrac, USA).
Samples of nanocapsules were first diluted with ultrapure water. The analysis were performed in

triplicate.

2.3.3 HPLC determination of f-lapachone

The determination of [-lapachone content was carried out by high performance liquid
chromatography (HPLC) according to a modified isocratic method (Cunha-Filho et. al., 2005). The
chromatographic run was performed using a FPLC AKTApurifier™ (GE Healthcare, Germany)
equipped with UNICORN 4.1 software (Amersham Biosciences) and UV detector (UV-900)
operating at 256 nm. A reverse phase Cg column (125 A, 3.9 x 300 mm i.d. particle 5 um, Waters,
USA) was used with a mobile phase of methanol/water (80:20) at a flow rate of 1.5 ml/min. The
standard curve of B-lapachone was prepared from a stock B-lapachone solution (0,4 mg/mL),
ranging in concentration from 1 to 80 pg/ml. Drug content (mg/mL) was determined after
dissolution of nanocapsules in acetonitrile (200 uL of suspension to 5 mL of
dichloromethane:methanol (2:3) under ultrasound agitation for 5 min and assayed by HPLC. A
sample solution was prepared to a theoretical concentration of 40 pg/ml. This solution was filtered

and injected (50 pl) into the HPLC system.

2.3.4 Encapsulation efficiency of nanocapsules

The encapsulation efficiency of B-lapachone into NC was determined after submitting
samples (400 uL) to ultrafiltration associated with centrifugation at 9.500 g for lh using
ultrafree® units (Millipore, Billerica, USA). The concentration of B-lapachone in the supernatant
was determined by HPLC and the encapsulation efficiency was calculated in relation to the total

content of B-lapachone in NC suspension.
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2.3.5 Differential scanning calorimetry (DSC)
Thermal analysis of nanocapsules was performed by differential scanning calorimetry (DSC-
50®, linked to software TA-60 ®, Shimadzu, Japan) in a temperature range of 30 °C to 250 °C at a

heating rate of 10 ° C min"' under a nitrogen atmosphere of 50 mL min".

2.3.6 Fourier transformed-infrared spectroscopy (FTIR)

The chemical interaction between the drug and the polymer was analyzed by infrared
spectroscopy (VERTEX 70, Bruker, Germany) in the region from 400 to 3000 cm™ with resolution
of 4 cm™. Freeze-dried samples of NC were mixed with KBr (about 5% w/w) and then pressed to a

plate before FTIR analysis.

2.4 In vitro release kinetics

The in vitro release profile of B-lapachone from NC was evaluated using dialysis method
according to Santos-Magalhdes et al (2000) under sink conditions. An aliquot of the suspension of
NC was placed to a dialysis bag (cellulose membrane, MW 12.400, Sigma-Aldrich, USA) which
was subsequently sealed and inserted into a release medium (phosphate buffer pH 7.4). The system
was maintained at a temperature of 37°C £+ 1°C under agitation. Aliquots of the release medium
were collected at intervals of predetermined time. Each aliquot taken from the release medium was
replenished with the same volume of buffer solution. The concentration of B-lap released was

quantified by UV spectrophotometry at 256 nm. The kinetic assays were performed in duplicate.
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4.0 Results e discussion
4.1 Nanocapsules characterization

Nanocapsules containing B-lap were prepared by the interfacial deposition of the preformed
polymer, that represents a simple and rapid method of obtaining nanocapsules. The particle size,
polydispersity index and zeta potential of conventional and surface-modified nanocapsules
containing B-lap are presented in Table 1. PCL and PEG-PCL Nanocapsules showed nanosized
particles with a diameter appropriate (<174 nm), characteristic of nanometric colloidal suspensions.
The mean diameters of unloaded NC were smaller than P-lap-loaded NC. It seems that the
encapsulated of B-lap in the NC suspensions increases the particle size. Similar results were
previously reported for PCL nanocapsules containing other drugs that observed diameters between
100 and 300 nm (Michalowski et al., 2004, Lopes et al., 2000). Peppas and Owens (2006) have
demonstrated that the mean diameter of nanoparticles has an influence on the biodistribution studies
because large particles are rapidly taken up by MPS, thereby reducing their half-lives in the
circulatory system. The polydispersity index is indicative of the size distribution. In this study NC

showed monodisperse (PI <0.3) (Leite et al., 2007).

Zeta potential results showed that PCL nanocapsules exhibited a negative charge, with values
ranging between -20 and -18 mV. The presence of B-Lap did not significantly affect the zeta
potential, indicating that the molecules were encapsulated in the internal oil phase of nanocapsules.
According to several authors (Calvo et al., 1996, Legrand at al. 1999; Losa et al., 1993), the main
components of nanocapsules that can affect the zeta potential are the presence of molecules lecithin
or poloxamer in their surface. The lecithins and oils contain in their chemical composition or
phospholipids negatively charged, which may confer a negative charge on the surface of
nanocapsules. Polymers, especially polyesters such as PCL, provide negative charge due to the

presence of terminal carboxylic groups. Poloxamer, a non-ionic surfactant, can to reduce the
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absolute value of zeta potential. Previous studies showed that formulations with PEG chains have a
reduced zeta potential when compared with conventional nanocapsules (Mosqueira et. al., 2001b;
Gref et al., 2000). The reduction of negative charges on the surface of PCL-PEG nanocapsules (-9

to -13 mV) could be due the presence at the surface of the PEG layer that masking the terminal

carboxylic groups of PCL and the real zeta potential value (Gref et al., 1995, Hu et al., 2007).

Table 1. Physicochemical characteristics of the nanocapsules preparations

Nanocapsules B-lap (mg) Mean Size (nm) = S.D. PDI* Zeta Potencial (mV)
PCL - 120.2 £2.76 0.258 +0.02 -20.42 £7.93

PCL 5 153.8 +7.88 0.293 +0.01 -18.60 + 1.88

PCL 10 1572 +0.42 0.249 £ 0.01 -20.52 £0.32

PCL 15 154.4 £2.92 0.238 +£0.02 -19.57+£1.11
PCL-PEG - 1252 +3.04 0.212+£0.02 -9.59 +1.26
PCL-PEG 5 171.2 £ 10.20 0.227 £ 0.06 -12.18 £4.61
PCL-PEG 10 169.6 £ 6.61 0.275 £0.04 -13.7+0.10
PCL-PEG 15 173.8 +2.88 0.208 +0.03 -11.93 £1.21

Mean+S.D.*: *represents the variation between the different batches.

3k
PDI: polydispersity index.

According to the results presented in Table 2, the encapsulation efficiency was above 95%.
These results demonstrated that the integrity of drug was preserved during the manufacture of the
dosage form. Formulations with amounts above 10 mg of B-lap showed the presence of crystals of
the drug after 48 hours of preparation, indicating that the maximum drug content was achieved for
concentration of 1 mg/ml. The efficiency of lipophilic drug encapsulation into polymeric
nanocapsules seems, therefore, to be strongly dependent on drug solubility in the oily phase and/or
in the polymer. The high encapsulation efficiency of B-lap in nanocapsules is probably due to its

solubility in soybean oil.
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Table 2. B-lapachone loading in PCL and PCL-PEG nanocapsules

Nanocapsules Ratio p-lap:oil Drug content (%) Encapsulation efficiency (%)
PCL 1:20 96.04 + 8.58 95.08 = 0.06
PCL 1:10 97.07+1.81 97.57 £0.02
PCL 1.7 96.83 +7.43 97.10 £0.25
PCL-PEG 1:20 95.12+0.61 95,49 +0.01
PCL-PEG 1:10 97.08+2.04 97.09 +0.07
PCL-PEG 1.7 96.81 +6.40 96.78 + 0.06

Mean+S.D.*: Frepresents the variation between the different batches (n = 3). Polymer amount=I50mg

The DSC analysis of B-lapachone (Fig. 2A) shows a sharp endothermic peak that corresponds to
the melting point at 155.3 °C, indicating the crystalline nature of the drug. Polymers PCL and PCL-
PEG showed endothermic peaks at 63.4 and 58.5 ° C, respectively (Fig. 2B and 2C). Nanocapsules
containing B-lap and empty NC showed discrete endothermic peaks near the temperature
corresponding to melting points of polymers PCL and PCL-PEG, but these peaks were smaller than
those of pure polymers. The endothermic peak of B-lap was not detected in samples of B-lap-loaded
nanocapsules, suggesting that the B-lap incorporated in nanocapsules is dissolved in the internal oily
phase. The encapsulation of B-lap seems therefore not affect the thermal profile of the PCL

nanocapsules.
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Figure 2. Differential scanning calorimetry curves: A) B-lap; B) PCL; C) PCL-PEG; D) empty PCL
nanocapsules; E) B-lap-loaded PCL nanocapsules; F) empty PCL-PEG nanocapsules; G) -lap-

loaded PCL-PEG Nanocapsules.

Fourier transform infrared spectroscopy was used to analyze the interaction of B-lapachone with
the polymer nanocapsules of the PCL and PCL-PEG. Figure 3 compares the spectra of B-lap (A),
empty PCL nanocapsules and PCL-PEG nanocapsules (B and D) and -lap-loaded NC (C and E).
The absorption band around 1727 cm’ corresponds to the normal vibrations of the carbonyl
stretching (C = O) present in the PCL (Elzein et al, 2004). The infrared spectrum of B-lapachone
showed characteristic absorption bands of axial deformation of aromatic and aliphatic CH in the
regions of 2977 and 2916 cm™, respectively, and band at 1598.9 cm™ of the axial deformation of
the ring C = C aromatic. It was also observed a signal in the region of 1695.3 cm™ assigned to the

axial deformation of C = O. According to Alves et al (2008) this absorption band located at a lower
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frequency can be explained by the strong influence of the bond angle of the ring containing the
carbonyl. The specific absorption bands of B-lap are not observed in the spectra of NC. This fact
can be explained because the amount of polymer used to prepare the nanocapsules is 15 times

greater than the amount of B-lap.

E)

D)

C)

B)

i)

A)

Cm

Figure 3. Infrared spectra of: A) B-lap; B) empty PCL nanocapsules C) B-lap-loaded PCL
nanocapsules (I mg/mL); D) empty PCL-PEG nanocapsules; E) B-lap-loaded PCL-PEG

nanocapsules (1 mg/mL).

4.2 In vitro release

In vitro kinetics release profile of B-lapachone from PCL and PCL-PEG nanocapsules is shown

in Figure 4. The release kinetics was performed under sink conditions, the solubility of B-lap in
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phosphate buffer pH 7.4 was 69.27 +0.80 pg/mL. The maximum amount of B-lap released in the
medium did not exceed 80% of the total amount of drug present in the formulations (Figure 4).
PCL-PEG and PCL NC promoted a rapid release of B-lap (burst effect) of 40.75 + 3.23% and 45.52
+ 0.39%, respectively, in the first three hours of the kinetic process.This first stage was followed by
a slower release which reached a maximum release of 75.75 + 1.17% and 73.32 + 3.43% for stealth
and conventional NC, respectively. The rapid drug delivery from PCL nanocapsules was also
observed by Ferranti et al. (1999) that studied the kinetic profile of primidone-loaded PCL

nanocapsules. The release of primidone was 76.0 + 1.4% within 8 h.

According to Santos et al., (2005) many factors have an effect on the release of drugs in
nanocarrier systems, such as particle size, solubility or affinity of the drug for the oily phase and the
polymer, and drug loading are common parameters that govern the kinetic profile of drugs. The
PCL and PCL-PEG nanocapsules showed similar release profiles, with a broad variation depending

on the nature of the polymers used.
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Figure 4. In vitro release profile of B-lap from PCL-PEG nanocapsules (®) and PCL nanocapsules

(®).

5. Conclusions

In this study, nanocapsules were obtained from PCL and PCL-PEG by the method of interfacial
deposition of preformed polymer with suitable particle size, polydispersity and zeta potential.
Furthermore, nanocapsules showed high encapsulation efficiency of B-lapachone (> 95%).

The study of thermal analysis by DSC suggests that the B-lap is dissolved in the oily core of
nanocapsules. Infrared analysis showed the specific absorption bands of B-lap was not observed in
the spectra of nanocapsules containing the drug probably due to low percentage compared to the
polymeric material.

Through the study of in vitro release was obtained the profile of release of B-lap with

approximately 77% and 75% of drug release for PCL-PEG and PCL nanocapsules, respectively
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after 24 hours. The incorporation of B-lapachone in nanocapsules of PCL and PCL-PEG may be a

viable strategy to improve its solubility.
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