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RESUMO

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

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

terapéutica quanto para a minimizagao dos efeitos toxicos.
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ABSTRACT

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

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

exhibited a substancial in vitro and in vivo toxicity.
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