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RESUMO

O é&cido usnico [2,6-Diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3[2H,9bH]-dibenzo-furadiona]
(UA), composto natural obtido de diversas espécies de liquens, apresenta diferentes atividades
bioldgicas e fisioldgicas que podem apresentar grande relevancia na farmacologia e clinica.
Devido sua relevante acdo antimitética e antiproliferativa, existe potencial interesse de seu
uso na terapia do cancer. Néo obstante, o sucesso de sua aplicacéo clinica é limitado a sua
dotada acdo téxica e pouca solubilidade em agua e solventes organicos de alta polaridade.
Nanoparticulas sdo carreadores poliméricos que podem modificar o perfil de distribui¢do do
farmaco no organismo. Estes vetores medicamentosos proporcionam a liberagdo do farmaco
no sitio de agdo desgjada, potencializando a acdo terapéutica e minimizando os efeitos
colaterais. O principal objetivo deste estudo consiste em obter e caracterizar fisico-
guimicamente nanocpsulas de copolimero de &cido latico e glicdlico (PLGA) contendo &cido
asnico e investigar a atividade citotoxica e antitumoral do &cido Usnico em comparagdo com a
forma ndo encapsulada. Nanocpsulas contendo &cido Usnico (UA-NC) foram preparadas pelo
método de deposicdo interfacial do polimero. Andlises fisico-quimicas foram realizadas
imediatamente apés a preparacdo das nanocdpsulas. SubseqUentemente, elas foram
submetidas a ambos os testes de estabilidade acelerada e a longo termo. A morfologia e
tamanho das particulas de UA-NC foram estudados utilizando a microscopia €eletrénica de
varredura (MEV). O teor de écido Usnico nas nanocpsulas foi obtido através de ensaios
cromatogréficos e a taxa de encapsulacdo foi determinada apds ultrafiltracéo e centrifugacao.
O perfil deliberacdo in vitro do &cido Usnico a partir das UA-NC foi determinado utilizando o
método de didlise direta. O estudo da atividade citotoxicafoi realizado pelo método de cultura
de tecidos com células da linha continua NCI-H 292. A viabilidade celular, foi determinada
pelo Azul de Tripan e a agdo citotoxica do UA e UA-NC foi avaliada pelo método
colorimétrico de MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio).  AlteracBes
morfoldgicas nas células NCI H292 tratadas com UA e UA-NC foram analisadas por
microscopia optica utilizando a técnica de Giemsa. A atividade antitumoral foi realizada em
camundongos abinos Suicos (mus-musculus), frente ao tumor experimental sarcoma-180.
Decorridos 24 h de implantagdo do tumor, foram administrados, intraperitonealmente,
injecoes de UA, UA-NC e placebo em dose equivalente a 15 mg/ 10 g de peso do animal.
Apbs uma semana de tratamento, foram realizadas coletas de sangue para andlises
hematoldgicas e os animais foram sacrificados. Tumores foram removidos, mensurados e

pesados e os Orgdos (figado, rins e bago) foram dissecados e submetidos a estudos
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histopatol 6gicos. A inibicéo tumoral foi determinada a partir do peso médio da massa tumoral
dos grupos de animais tratados em relagdo ao grupo controle (ndo tratado). O &cido Usnico
apresentou limitada solubilidade em Oleo de girassol, podendo ser encapsulado numa
concentragdo maxima de 1 mg/ml. A formulacdo manteve um aspecto inicial macroscopico
leitoso com reflexo azul opalescente durante 120 dias quando mantida a temperatura de 4° C
+ 1°C. As formulacBes liofilizadas de UA-NC permaneceram estaveis por um periodo
superior a 36 meses mantendo um aspecto inicial similar. A andlise por microscopia de
varredura demonstrou particulas bem dispersas, esféricas e homogéneas, com didmetro médio
de 367 £ 81 nm. UA-NC em suspensdo ap0s preparacéo apresentaram um contedido de &cido
Gsnico de 101,7 + 1,7 % e uma taxa de encapsulacdo de 99,4 + 0,16%. O perfil cinético de
liberagdo revelou que as UA-NC podem ser utilizadas como sistema de liberagdo controlada.
As concentragcOes requeridas para inibir 50% do crescimento celular, 1Cs, foram de
aproximadamente 10 e 11,5 ng/ml para o &cido Usnico livre e encapsulado, respectivamente.
Citoplasma irregular, com intensas &reas de vacuolizacdo contendo material basofilo foram
evidenciados nas células quando submetidas a tratamento com acido Usnico (5ug/ml). Esta
cultura quando tratada com é&cido Usnico encapsulado demonstrou uma monocamada quase
semelhante ao controle. A encapsulacdo do UA em nanocdpsulas de PLGA promoveu uma
inibicdo tumoral de 68% quando comparado ao tratamento com o &cido Usnico livre. Andlises
histopatol 6gicas dos tumores tratados revelaram intensas areas de necroses. Acdes toxicas
representadas ao nivel de hepatéceitos foram evidenciadas no tratamento com UA livre. Estas
lesBes foram significativamente reduzidas quando os animais foram tratados com écido Usnico
nanoencapsulado. Nenhuma alteracdo histopatoldgica foi evidenciada nos rins e baco dos
animais tratados. Em conclusdo, a encapsulacéo do &cido Usnico em nanocapsulas de PLGA

pode ser uma alternativa promissora a ser explorada para a terapia do cancer.
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ABSTRACT

The usnic acid (UA) is a low-molecular weight dibenzofuran derivative [2,6-Diacetyl-7,9-
dihydroxy-8,9b-dimethyl-1,3[2H,9bH]-dibenzo-furandione] produced by some lichen genera
such as Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina and Evernia. The UA has
extensively been studied mainly because it presents substantial antimitotic activity. Its
antibacterial and antimycotic properties, as well as activity against human neoplasic cell lines
are well known. However, applications of UA in anticancer therapy have been rather limited
due to its high in vivo toxicity. Alternative nanoparticulated carriers have been developed
aiming to decrease toxic effects of anticancer compounds towards normal tissues and to
increase their efficiency against tumors. A several limitation to usnic acid practical use is its
low solubility in water and some organic solvents. Alternative nanoparticulated carriers have
been developed aiming to decrease toxic effects of anticancer compounds towards normal
tissues and to increase their efficiency against tumors. The objective of this work was the
preparation of the encapsulated UA into nanocapsules using the biodegradable artificial
polymer derived from glycolic and lactic acids (PLGA) and to investigate the citotoxicity and
the antitumoral activity of UA-NC in comparison with free usnic acid. PLGA-nanocapsules
containing usnic acid (UA-NC) was prepared by interfacial deposition of preformed polymer
method. The physicochemical anayses were performed immediately after nanocapsules
preparation. Morphological and structure of the UA-NC was studied using a scanning electron
microscope (SEM). Cytotoxicity of free and encapsulated usnic acid was analysed on NCI-H
292 cells. The cytotoxic effects of UA were evaluated by the MTT colorimetric method after
72 hours of cell incubation. Cell morphological abnormalities were observed by microscopy
using the Giemsa technique. Antitumoral activity was verified against solid tumour sarcom-
180 in Swiss mice, and it was estimated by the tumour inhibition. UA presents a limited
solubility in sunflower oil and can be encapsulated into nanocapsules at maximum
concentration of 1 mg/ml. The formulation maintained an initial similar macroscopic milky
aspect with bluish opalescence reflect over 120 days for storage at 4 °C £ 1 °C. The stability
of PLGA-nanocapsules suspension stored at 25 °C £ 1 °C was maintained for 15 days. The
lyophilised UA-NC formulation was stable for 36 months maintained an initial similar
macroscopic aspect. It could be seen that UA-NC had a spherical form and well-dispersed
particles with a mean diameter of 367 £ 81nm. Stable UA-NC suspension presented after
preparation a content of 101.7 £ 1.7 % of UA and an encapsulation rate of 99.4 + 0.16 %. The
in vitro kinetic profile revealed that UA-NC could be used as a controlled release system.
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Concentrations required to inhibit 50% of cell growth were 10 and 11.5 pg/ml, for free UA
and UA-NC, respectively. The cells treated with encapsulated UA formed a monolayer almost
similar to that of the control. However, a cytoplasm vacuolization and a condensed
appearance of mitotic cells were identified. The encapsulation of UA into PLGA-
nanocapsules promoted a 68% increase of tumour inhibition as compared with free UA
treatment. Vacuolisation of hepatocytes and a mild lymphocyte infiltration in portal spaces
were observed in animals treated with free UA. However, no histological changes were
noticed in the kidneys of treated animals. These results suggest the encapsulation can be a
potential alternative to alow the use of UA in cancer therapy.





