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RESUMO

A droga desidrocrotonina (DHC), isolada da planta Croton cajucara, é conhecida
pelas suas atividades bioldgicas, entretanto apresenta uma vasta e conhecida toxicidade.
Neste trabalho foram preparadas formulacdes contendo DHC associada a polimeros
(PLGA) ou ciclodextrinas (beta, metil-beta e hidroxipropil-beta) para obter nanoparticulas
poliméricas e complexos de inclusdo, respectivamente. Objetivamos neste trabalho a
preparacao das formulacdes de veiculacio de DHC, sua caracterizagdo e avaliacdo de
parametros de toxicidade in vitro visando o estudo comparativo dos efeitos da DHC livre e
veiculada. Células V79 e hepatécitos de ratos, sistemas celulares bem estabelecidos,
permitiram avaliar alvos celulares como lisossomos, mitocondrias e dcidos nucléicos frente
aos possiveis danos toxicos causados pela DHC. Nos hepatdcitos, além dos parametros
citados acima, também foi avaliada a quantidade de GSH existente nessas células, bem
como a quantificacdo da peroxidacdo lipidica através da formacdo de TBARS e a atividade
enzimdtica de enzimas do sistema de metabolizacdo de drogas apds tratamento com DHC
livre e veiculada nos sistemas de liberacdo controlada — nanoesferas de PLGA e complexos
de inclusdo com ciclodextrinas.

Nossos estudos em forma geral, indicam que os polimeros ou complexos de
inclusdo sao estruturas que conferem estabilidade a DHC, provocam liberac@o controlada e

diminui¢do dos efeitos téxicos da DHC.
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ABSTRACT

The drug dehydrocrotonin (DHC), isolated from Croton cajucara plant, is known
for its biological activities, however presenting a well-known toxicity. In this work, we
produced complexes containing DHC associated with polymers (PLGA) or with
cyclodextrins (beta, methyl-beta and hydroxypropyl-beta) to obtain polymeric nanoparticles
and inclusion complexes respectively. We aimed in this work to produce DHC-loaded
formulations, to characterize these formulations and to evaluate the in vitro toxicity
parameters through the comparative study of the effects of the free DHC and DHC-loaded.
V79 cells and rat hepatocytes, well-established cellular systems, had allowed us to evaluate
cellular targets as the lysosomes, mitochondrias and nucleic acids against the possible toxic
effects caused by DHC. In hepatocytes, beyond the above-listed parameters, the amount of
GSH in these cells was also evaluated, as well as the quantification of lipid peroxidation
through the formation of TBARS and the enzymatic activity of the enzymes from the drug
metabolization system after treatment with DHC in its free state and associated with
controlled release systems — nanospheres of PLGA and cyclodextrins inclusion complexes.

Our studies indicates that the polymers or inclusion complexes are structures that
confer stability to DHC, causing controlled release and reduction of the toxic effects of

DHC.

Xiv



I. INTRODUCAO

I.1. DESIDROCROTONINA

A espécie Croton cajucara Benth (familia Euphorbiacea) ¢ uma planta nativa e
endémica da regido Amazonica, principalmente no Estado do Pard, onde é popularmente
conhecida como “sacaca” e muito utilizada na medicina popular sob a forma de chds da
casca e das folhas no tratamento de diversas doengas (Di Stasi ef al., 1989). Dentre essas se
destaca o uso nos distirbios hepaticos e renais, diabetes, diarréia, gastralgia, febre, ictericia,
hepatite viral e maldria (Van Den Bergh, 1982; Martins, 1989; Di Stasi et al., 1994).
Porém, evidéncias de ocorréncia de hepatite toxica também foram relatadas, principalmente
no Estado do Par4, onde seu consumo é mais intenso (Maciel et al., 1998a).

Estudos revelaram a presenca de esterdides, flavondides e diterpenos tipo clerodane
nas folhas e cascas de Croton cajucara (Maciel et al., 1998b, 2000), com atividades
bioldgicas diversas, tais como antibidtica, anti-tumoral (McChesney et al., 1991; Hagiwara
et al., 1995) e anti-inflamatoria (Maciel et al., 2000).

Dentre os compostos encontrados em espécies de plantas do género Croton, a
desidrocrotonina (DHC) (Figura 1) é o nor-diterpeno, tipo clerodane, presente em maior
quantidade no extrato da casca de Croton cajucara, tendo como nome pelas regras da
IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada): (5-(3-furanil)-2°, 37, 4, 47, 47a,
5, 87, 8a-octaidro-2", 5’-dimetil-[1 “alfa(R*), 27alfa, 4 a-alfa, 8 a-beta]espiro[furan-3(2H),
1°(7 'H)-naftaleno]-2,7 dione), de férmula molecular C;oH»O4 e 314,38 Da de massa
molecular. A DHC possui atividades biolégicas comprovadas, tais como: hipoglicemiante

(Farias et al., 1997), anti-ulcerogénica (Hiruma-Lima et al., 1999, 2002), antiestrogé€nica



(Costa et al., 1999) e anti-tumoral (Grynberg et al., 1999). Recentes estudos indicaram
atividade antitumoral in vivo e in vitro em modelos experimentais: Sarcoma 180 (S180),
tumor ascitico de Ehrlich (Grynberg et al., 1999; Maciel et al., 2000) e células da leucemia
promielocitica humana (HL60) (Freire et al., 2003; Anazetti et al., 2001; 2002; 2003;

2004).

Figura 1. Estrutura quimica da desidrocrotonina (DHC).

Segundo Grynberg e colaboradores (1999), a DHC induz apoptose in vitro e a
producdo de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) em cultura de células do tumor de
Ehrlich. Em uma revisdo de agentes antineopldsicos oriundos de plantas, cerca de 50
sesquiterpeno lactonas foram avaliadas em relacdo ao potencial inibitério do crescimento
de células neopldsicas em diversos modelos tumorais (Hartwell & Abbott, 1969). Estudos
correlacionando estrutura e atividade biologica de diversas sesquiterpeno-lactonas
evidenciaram que as lactonas, incluindo a DHC, que apresentam citotoxicidade e/ou
atividade bioldgica, possuem trés grupos moleculares funcionais (Narasimhan et al., 1985):
uma a-metileno-y-lactona, uma o,-ciclopentenona insaturada e um sistema com 0s grupos

conjugados O=C-C=CH,, sendo este ultimo, por exemplo, um centro de alquilacdo



essencial (Giordano et al., 1992). O grupo funcional a-metileno-y-lactona participa de uma
reacdo do tipo Michael com nucledfilos biolégicos, devido as caracteristicas quimicas,
podendo alquilar grupos nucleéfilos em enzimas envolvidas no processo de divisdo celular
(Rodriguez et al., 1976). Freire e colaboradores (2003) demonstraram que a DHC apresenta
afeitos citotoxicos em células da leucemia mieldide humana HL60, com possivel
envolvimento de estresse oxidativo.

Em estudos anteriores foram avaliados os efeitos toxicologicos da DHC in vitro e in
vivo. A observagdo de citotoxicidade dependente da atividade do citocromo P450 em
cultura de hepatdcitos sugeriu que a biotransformacao hepatica produz compostos mais
téxicos. Adicionalmente, verificou-se em experimentos de toxicidade sub-crOnica
alteracdes hepdticas em ratos apds o tratamento com a DHC. Dentre estas se incluem o
aumento significativo no peso do figado, alteracdes histopatologicas como tumefacao
turva, degeneracdo microvascular, alteracdes nucleares e aumento da atividade da enzima
gama-glutamil transpeptidase. Em contrapartida, a avaliacdo dos efeitos toxicos da DHC
em fibroblastos da linhagem V79 demonstrou uma citotoxicidade do tipo basal
(inespecifica). Portanto, apesar da atividade anti-ulcerogénica comprovada, os resultados
acima sugerem que o uso da DHC por periodos prolongados pode induzir a lesdes
hepaticas, representando um efeito toxico seletivo (Rodriguez & Haun, 1999; Melo et al.,

2000).



1.2. SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

Os sistemas de liberacdo controlada podem ser definidos como modificagcoes
farmacotécnicas que permitem alterar as propriedades cinéticas ou dinamicas de um
farmaco (Chellat et al., 2005: Brigger et al., 2001). O controle da liberagdao de farmacos em
sitios especificos, através da utilizagdo de vetores capazes de permitirem a otimizacdo da
atividade terapéutica do farmaco tem sido uma 4rea de intensa pesquisa na ultima década.
Dentre os vetores, incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e
nanoparticulas) (Schaffazick et al., 2003).

Buscando a otimiza¢do da resposta farmacoldgica, varios estudos vém sendo
realizados no intuito de controlar esta propriedade dos farmacos. Este controle da agdo
farmacoldgica pode ser alcancado de duas maneiras, em geral: através de modificacdes
quimicas do farmaco ou pela formulacdo de uma forma farmacéutica capaz de controlar sua

liberacao (Jain et al., 1998).

1.2.1. SISTEMAS POLIMERICOS - PARTICULAS DE ACIDO POLI-LACTICO-

CO-GLICOLICO (PLGA)

A utilizacdo de carreadores poliméricos capazes de favorecer uma agdo mais
seletiva e controlada das taxas de liberacdo de farmacos é uma das alternativas para a
obtencdo de um sistema de liberacdo controlada (Langer, 1998). As nanoparticulas
constituidas por polimeros biodegraddveis t€ém atraido maior atencao dos pesquisadores, em
relacdo aos lipossomas, devido as suas potencialidades terapéuticas e a maior estabilidade

nos fluidos biolégicos como também durante o armazenamento (Whittlesey & Shea, 2004;



Soppimath et al., 2001). As vantagens desses sistemas sdo: (1) manuten¢do do nivel
terapéutico do farmaco no sangue; (2) diminui¢do de rea¢des adversas; (3) diminuicdo da
quantidade de farmaco necessdria para o tratamento; (4) melhora do esquema posolégico
através da diminuicao do nimero de doses, levando a uma maior aceitacdo e colaboragao
do paciente e (5) facilitacdo da administragdo de firmacos com baixa meia-vida plasmatica
(Langer, 1998).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de firmacos que apresentam
um diametro inferior a 1 pm. O termo nanoparticula inclui as nanocédpsulas e as
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural
(Figura 2). As nanocdpsulas s@o constituidas por um invoélucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso no qual o fairmaco pode estar dissolvido ou adsorvido a parede

polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam nicleo oleoso em sua

Nanocapsula Nanoesfera

Micleo Oleoso

Figura 2. Representacdo esquemdtica de nanocdpsulas e nanoesferas poliméricas: a)
farmaco dissolvido no nicleo oleoso de nanocédpsula; b) farmaco adsorvido ou disperso
molecularmente em matriz polimérica de nanoesfera.



composi¢do, sdo formadas por uma matriz polimérica onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (Zhang & Feng, 2005; Puisieux et al., 1994).

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando intimeras aplicagdes terapéuticas,
sendo planejados, principalmente, para administracdo parenteral, oral ou oftdlmica. Uma
das dreas mais promissoras na utilizagdo das nanoparticulas é a vetorizacdo de farmacos
anticancerigenos e de antibidticos (Brigger et al., 2002; Yoo et al., 2000), principalmente
através de administra¢do parenteral, almejando uma distribui¢ao mais seletiva dos mesmos
e assim, um aumento do indice terapéutico (Schaffazick et al., 2003) — indice ou nimero
que reflete a seguranca relativa de um medicamento; geralmente calculado a partir da
Curva Dose/Resposta obtida em animais de experimentacdo, se referindo a relacdo
DLso/DEsp, ou seja, a razao entre a dose requerida para produzir efeito letal em 50% da
populacdo e a dose que produz o efeito farmacolégico desejado em 50% da populagdo
estudada.

Virios s@o os métodos descritos na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, a grande maioria baseados na polimerizagdo in situ de mondmeros dispersos
(cianoacrilatos de alquila) (Lambert et al., 2000) ou na precipitagdo de pré-polimeros, tais
como dcido poli-lactico (PLA), dcido poli-lactico-co-acido glicdlico (PLGA), poli-g-
caprolactona (PCL) e, ainda, os copolimeros de dcido metacrilico e de um éster acrilico ou
metacrilico (Santos-Magalhaes et al., 2000).

Diversos estudos demonstram que polimeros biodegraddveis sdo veiculos
apropriados para a incorporacdo de agentes quimioterdpicos, liberando estes ultimos
diretamente ao sitio alvo. Muitos carreadores particulados foram desenvolvidos para

sistemas de liberacdo controlada em fluidos corpéreos, como por exemplo, sangue e linfa



(Chandy et al., 2000). Uma grande variedade de polimeros biodegradaveis sintéticos ou
naturais vem sendo estudada para o direcionamento especifico de farmacos nos seus sitios
de acdo (vetorizacdo) ou para a liberacdo controlada dos mesmos, entretanto poucos
preenchem os pré-requisitos de biocompatibilidade. Os naturais, a base de proteinas, como
as albuminas bovina e humana, de coldgeno e de gelatina, apresentam uso restrito por
conterem pureza questionavel e, em alguns casos, atividade antigénica marcante. O uso de
polimeros biodegraddveis sintéticos representados pelas poliamidas, poliaminodcidos,
polialquilcianacrilatos, poliésteres, poliortoésteres, poliuretanos e poliacrilamidas, tém
apresentado crescente interesse para a aplicacdo em sistemas de libera¢do de drogas por nao
apresentarem a maioria dos problemas associados aos polimeros naturais. Os polimeros
biodegraddveis atualmente mais utilizados sdo os poliésteres, tais como policaprolactona
(PCL), 4cido poli-lactico (PLA) e copolimeros derivados do 4cido lactico e glicélico

(PLGA), sendo que os dois dltimos sdo os mais empregados (Gomes & Reis, 2004; Jain et

al., 1998).
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Figura 3. Estrutura molecular do 4cido lactico (A), acido glicélico (B) e PLGA (c).

Os polimeros de 4cido glicdlico e 4cido lactico (Figura 3) sdo muito vantajosos

devido as suas propriedades mecanica, baixa imunogenicidade e toxicidade, Otima



biocompatibilidade e uma cinética de biodegradacdo que leva a uma adequada liberacao
controlada do farmaco veiculado (Pistner et al., 1993). Intimeros sistemas de liberagcao
controlada utilizando PLA, PGA e PLGA, tais como, micro/nanoesferas,
micro/nanocdpsulas, pellets, implantes e filmes, sdo preparados utilizando-se esses
polimeros (Chandy et al., 2000). Esses sistemas ja sdo usados desde os anos 70 na
preparacgao de fios cirdrgicos para suturas por que sio reabsorvidos pelo organismo e estao
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso em humanos.

Nestes polimeros € possivel modificar a superficie para, por exemplo, permitir o
direcionamento de farmacos ao 6rgao alvo, proporcionar aumento da especificidade de
agentes anti-tumorais e da eficicia terapéutica. Como exemplo, tem-se o paclitaxel
(Taxol®), uma droga antineopldsica eficiente contra virios tipos de cincer, especialmente
contra tumores ovarianos € de mama, altamente hidrofobica. Devido a esta alta
hidrofobicidade € necessaria a utilizacdo de um adjuvante na administragcdo clinica, embora
acarretando sérios efeitos colaterais como as reagdes de hipersensibilidade, nefrotoxicidade
e neurotoxicidade (Sharma er al., 1996). Feng & Huang (2001) estudaram diversas
preparagdes do Taxol® em nanoesferas de PLGA, possibilitando a administracao
subcutanea e intramuscular, minimizando os efeitos colaterais sistémicos e aumentando a
eficacia terapéutica (Singla et al., 2002).

Os polimeros e copolimeros derivados dos dcidos lactico e glicdlico sao sintetizados
por uma reacdo de condensagdo, através da abertura do anel dos dimeros ciclicos (dcido
lactico e/ou acido glicdlico). A polimerizacdo geralmente ocorre durante um periodo de

duas a seis horas, sob temperatura de aproximadamente 175° C, utilizando como catalisador



o cloreto estanhoso. Durante o processo pode ser adicionado dlcool laurilico para controlar
a massa molecular do polimero (Fialho et al., 2003).

O 4cido lactico possui um carbono quiral beta assimétrico que permite a obtencao
de polimeros do mesmo na forma levogira (L-PLA), dextrégira (D-PLA) e racémica (D,L-
PLA), sendo que as formas levédgira e dextrégira sdo semicristalinas gracas a elevada
regularidade da cadeia polimérica, e a forma racémica € amorfa por apresentar
irregularidade na estrutura da cadeia do polimero (Merkli et al., 1998). Logo, prefere-se a
utilizacdo de D,L-PLA j4 que esta forma permite uma dispersdo mais homogénea da droga
na matriz polimérica.

O mecanismo de biodegradacdo desses polimeros ndo estd bem estabelecido na
literatura, devendo ocorrer, possivelmente, por erosdo, por clivagem da cadeia polimérica
(hidrdlise), liberando os acidos lactico e glicdlico, ndo implicando em qualquer atividade
enzimdtica (Jain, 2000). Os 4cidos lactico e glicdlico, por serem metabdlitos naturais do
organismo, sdo oxidados no ciclo de Krebs a CO, e H,O (Athanasiou et al., 1996). O papel
de atuagdo das enzimas na biodegradacdo do PLGA, PGA e PLA ainda ndo se encontram
bem definido, embora dados da literatura afirmem que o processo de degradacdo nado
implica em qualquer atividade enzimatica, sendo a hidrélise o tinico mecanismo envolvido.

A presenca do grupo metila (CHz) no PLA confere a este uma maior
hidrofobicidade quando comparado ao polimero do acido glicdlico (PGA). Em razao da
interferéncia estérica do grupamento metila, a ligacdo éster do PLA € menos susceptivel a
hidrdlise, fazendo com que o tempo de degradacdo do PLA seja maior com relagao ao PGA
e PLGA (Wong & Mooney, 1997). Além disso, a massa molecular e o grau de
cristalinidade podem influenciar as propriedades mecanicas, a capacidade de hidrélise e a

velocidade de degradagdo desses polimeros (Blanco-Prieto et al., 1998).
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Os principais fatores responsaveis por alteracdes no periodo de degradacdo dos
polimeros biodegraddveis sdo: estrutura quimica e composi¢cao do sistema; distribuicao da
massa molecular dos polimeros; presenga de mondmeros e oligdmeros; tamanho e forma da
superficie do sistema; morfologia dos componentes do sistema (amorfo, semicristalino,
cristalino) e mecanismo de hidrélise. A temperatura de transicao vitrea (Tg) dos polimeros
PLGA, PLA e PGA ¢ um importante fator que interfere na velocidade de degradacdo dos
mesmos (Jain et al., 1998). A Tg € uma propriedade dos materiais, trata-se da temperatura
de passagem do estado vitreo para um estado “maledvel”, sem ocorréncia de uma mudanca
estrutural, isto €, uma transi¢do termodindmica de segunda ordem que afeta varidveis
termodindmicas secunddrias. Algumas propriedades mudam com a Tg e, portanto, podem
ser utilizadas para a sua determinacdo (Junior, 2004). Diferencas de temperatura de Tg
estdo relacionadas ao grau de cristalinidade e organizacdo das cadeias poliméricas, sendo

assim o polimero com maior Tg tem menor velocidade de hidrélise dos monomeros, ou

seja, o polimero tem uma biodegradacao mais lenta (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades dos polimeros e copolimeros derivados dos acidos lactico e glicélico*

Polimero ou Transicao vitrea (Tg) Cristalinidade Tempo de degradacdo
copolimero aproximado (meses) *
L-PLA 60-67°C Cristalino 18-24
D,L-PLA 57-59°C Amorfo 12-16

PGA 35-40°C Cristalino 2-4
**PLGA 50:50 40-55°C Amorfo 2

**PLGA 85:15 50-55°C Amorfo 5

* Adaptada de Lewis (1990).
* O tempo de degradac@o, in vitro, varia de acordo com a 4rea superficial, porosidade e massa molecular do sistema;
** Os nimeros se referem, respectivamente, a propor¢io dos mondmeros do 4cido l4ctico e glicélico no co-polimero.

A parte amorfa do material (parte onde as cadeias moleculares estdo desordenadas)
€ a responsdvel pela caracterizagdo da Tg. Abaixo da Tg, o material ndo tem energia interna

suficiente para permitir deslocamento de uma cadeia com relagdo a outra por mudancgas
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conformacionais. Portanto, quanto mais cristalino for o material, menor serd a
representatividade da Tg (Junior, 2004). A temperatura de transi¢ao vitrea dos diferentes
PLA e PLGA se encontra acima da fisiologica (37°C) e, nessa condicdo, eles se encontram
na forma cristalina. Desse modo, a cadeia se apresenta como uma estrutura relativamente
rigida, proporcionando uma for¢ca mecanica significativa e permitindo que sejam
formulados como sistemas de liberacao de drogas (Jain et al., 1998). Essa caracteristica é
também um fator determinante na velocidade de degradagcdo dos polimeros ja que estd
relacionada ao grau de cristalinidade e a organizacdo das cadeias poliméricas. O PGA ¢é
bastante sensivel a hidrdlise e possui baixa temperatura de transicdo vitrea, esses fatores
fazem com que sua biodegradacdo seja rdpida, tornando-o, portanto, inadequado como
material de confeccio de sistemas de liberacdo de drogas de longa duracio. E conveniente,
portanto, a associacdo dos dois polimeros — PLA e PGA — para formar o PLGA, j4 que a
presenca do PLA aumenta a hidrofobicidade, diminuindo a capacidade de absor¢do de

dgua, conseqiientemente diminuindo a velocidade de degradacao.

1.2.2. CICLODEXTRINAS

A primeira proposta de sistemas de liberacio de farmacos consistia na liberacdo de
uma determinada quantidade do mesmo no sitio alvo durante um periodo de tempo
necessdrio e de forma eficiente e precisa. Assim sendo, a utilizacdo de materiais
carreadores que superem as propriedades indesejaveis dos farmacos tornaram-se os mais
adequados para a formulacdo desses sistemas (Hirayama & Uekama, 1999; Szente &

Szejtli, 1999).
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Ciclodextrinas (CDs) sdao grupos de oligossacarideos obtidos a partir da degradacao
enzimatica do amido e sdo conhecidas por modificarem as propriedades farmacoldgicas de
varios farmacos através da formagdo de complexos de inclusao (Ren et al., 2002; Duran et
al., 2003). Devido a esta habilidade, as ciclodextrinas tornaram-se candidatas potenciais
como sistema de liberacao de farmacos (Ren et al., 2002).

As a-, B-, e y-ciclodextrinas (Figura 4) sdo amplamente utilizadas e consistem de
seis, sete e oito residuos de D-glicose, respectivamente, unidas por ligacdes o-1,4

glicosidicas em um macrociclo.
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Figura 4. Estrutura molecular das ciclodextrinas naturais.

A primeira referéncia sobre Ciclodextrinas foi publicada por Villiers (1891) quando
ao estudar a digestdio do amido com Bacillus amylobacter isolou 3 gramas de uma

substancia cristalina, de composi¢do (C¢H00s).3H,0, a qual nomeou de “celulosine”
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devido a semelhanga com a celulose. Nos anos posteriores diversos grupos trabalharam na
caracterizacao fisica e quimica das CDs. O primeiro grupo foi do pesquisador Schardinger
(1904) no inicio do século 20. Na década de 50, Cramer (1954) direcionou os estudos para
as propriedades dos complexos de inclusdo formados com as CDs.

As CDs sdo moléculas cristalinas homogéneas, nao higroscopicas (Brito et al.,
1999). Topologicamente sdo descritas como um cone truncado (Thompson, 1997). Suas
estruturas foram estabelecidas por estudos de difracdo de raios-X, através dos quais foi
determinado que estas moléculas possuem grupos hidroxilas primdrios na parte mais
estreita do cone e grupos hidroxilas secunddrios na parte mais larga do cone. As hidroxilas
das extremidades tornam as ciclodextrinas soliveis em dgua, enquanto o interior da
cavidade apresenta cardter hidrofébico devido ao alinhamento dos hidrogénios C(3)-H e
C(5)-H e pela ligacao éter entre carbono e oxigénio (Linder & Saenger, 1982).

CDs em solug@o aquosa podem formar complexos de inclusdo especificos com uma
ampla variedade de moléculas, limitados apenas por restricoes estereoquimicas da cavidade
interna rigida e do comportamento da molécula hospede (Loftsson et al., 2004). A cavidade
das CDs proporciona uma matriz hidrofébica em um ambiente hidrofilico, proporcionando
as moléculas inseridas algumas mudancas nas suas propriedades fisico-quimicas, tais como,
alteracdo na velocidade das reacdes (agindo a CD como uma “enzima artificial”) e das
propriedades espectroscopicas (com modificacdo das intensidades de absorbancia, emissao
e/ou deslocamento de bandas) (Fatin-Rouge & Biinzli, 1999).

As principais vantagens das CDs naturais, como carreadoras de farmacos, sdo: (1)
estrutura quimica bem definida, proporcionando muitos sitios potenciais para modificacao
quimica ou conjugacdo; (2) disponibilidade de diferentes tamanhos de cavidades

dependendo da ciclodextrina; (3) baixa toxicidade e atividade farmacoldgica; (4) certa
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solubilidade em 4gua; (5) protecdo as drogas incluidas/conjugadas a biodegradacao
(Thompson, 1997). As dimensdes das cavidades das CDs variam conforme o nimero de
moléculas de D-glicose que as formam (Tabela 2) (Ferreira et al., 1999; Uekama, 2004).
B-Ciclodextrina (B-CD), a mais comum ciclodextrina natural, tem 21 grupos
hidroxilas, sendo 7 primdrios e 14 secundarios. Uma visualizacdo topoldgica dessa
molécula (Figura 5) a apresenta como um cone truncado, no qual o aro estreito (~6,4/°%)
comporta o grupo primdrio de hidroxilas, enquanto o aro longo (~15,4A) comporta grupos

hidroxilas secundarios.

Tabela 2. Propriedades das ciclodextrinas naturais.

CDs  Massa (g/mol) d;* (A&) d,*® (A&) ds*® (1&) h* (A) Volume da cavidade (1&3)

a-CD 972 5.3 4,2 8,8 7.9 ~ 174
B-CD 1135 6.4 5,6 10,8 7.9 =262
v-CD 1297 8,3 6,8 12 7.9 =427

*dy, dy, d; e h estdo representados abaixo.
Adaptado de Ferreira et al (1999) e Uekama (2004)

-

........

Figura 5. Visao topolégica de B-ciclodextrina.



15

Visto que nao ha presenca de grupo hidroxila axial na cavidade toroidal da B-CD, a
cavidade tem um caréter hidrofébico pronunciado (Loftsson et al., 2004), enquanto que a
superficie externa € hidrofilica, permitindo a esta ciclodextrina atuar como hospedeira para
uma ampla variedade de drogas lipofilicas (Zhao et al., 2002).

A B-CD possui baixa toxicidade, sendo prejudicial somente quando aplicada em
altas doses, devido a sua degradagcdo e fermentacdo por bactérias do cdlon, podendo
produzir excesso de gases juntamente a quadros de diarréia. A LDsg oral e intravenosa em
ratos é >5g/kg (>4,41mmol/kg) e 450-750 mg/kg (0,4-0,66 mmol/kg), respectivamente (Del
Valle, 2004). Apesar das vantagens, o uso pratico das ciclodextrinas naturais como
carreadores de farmacos € restrito pela baixa solubilidade aquosa das mesmas,
particularmente da 3-CD (1,85g/100mL). Para solucionar os problemas de solubilidade da
B-CD, os grupamentos hidroxilas podem ser metilados ou hidroxialquilados (Uekama,
2004).

A introdu¢do de um grupamento metila na -CD melhora em muito a solubilidade
aquosa desse derivado — denominado Metil-B-Ciclodextrina (Me-B-CD) — quando
comparado a B-CD natural. A solubilidade aquosa aumenta na medida em que o nimero de
grupos metila se aproxima de 13-14 e posteriormente decresce na medida em que a
metilacdo aproxima-se de 21 grupos metila por B-CD (Szente & Szejtli, 1999). O derivado
hidroxipropilado de B-CD (HP-B-CD) € o mais estudado dos derivados hidroxialquilados
de B-CD; de grande solubilidade aquosa (50g/100mL), é objeto de numerosas
experimentacdes clinicas em humanos, além de um grande nimero de experimentos
tecnoldgicos na drea toxicoldgica e farmacéutica, sendo que uma formulagdo utilizando

esse carreador (Sporanox™., Janssen-Cilag, Ltd.) j4 estd aprovada pela FDA h4 anos
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(Szente & Szejtli, 1999). Estes derivados hidrofilicos de B-CD podem modificar a taxa de
liberacdo de drogas pouco hidrofilicas, bem como, aumentar a absor¢do de drogas através

de barreiras bioldgicas (Uekama, 2004).

1.3. CITOTOXICIDADE

Toxicidade é um evento complexo que apresenta um amplo espectro de efeitos,
desde simples morte celular até aberracoes metabolicas complexas. A neuro, hepato e/ou
nefrotoxicidade sdo exemplos de alteragdes funcionais € ndo necessariamente de morte
celular. Por isso, os ensaios de citotoxicidade in vitro devem abranger varios parametros
que avaliem alvos diferentes (Melo et al., 2000). Estudos in vitro fornecem importantes
ferramentas para ampliar os conhecimentos sobre os efeitos citotdxicos causados por
agentes quimicos e para estimar estes efeitos em humanos (Eisenbrand et al., 2002).

Muitas drogas apresentam inconvenientes para sua utilizagdo em tratamentos
terapéuticos, seja por possiveis instabilidades em sistemas biolégicos in vivo ou ainda pela
necessidade de alta dosagem dessa droga. Outras exibem sérios efeitos toxicos em células
normais (Honma et al., 1998). Além disso, como descrito por Freshney (1994), a toxicidade
€ um fator limitante na liberacao e consumo de farmacos e, portanto, a analise de toxicidade
versus atividade biolégica de um composto € fundamental para determinar sua aplicagdo,
estabelecendo-se o indice terapéutico. Por motivos éticos e financeiros, em se tratando de
utilizacdo de animais para estudos toxicoldgicos, considera-se mais vantajoso o estudo in
vitro de toxicidade (Melo et al., 2001). A possibilidade de trabalhar com linhagens

estabelecidas solucionou o problema da reprodutibilidade dos experimentos, uma vez que
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se pode utilizar uma mesma populacdo celular por um longo periodo de tempo. Assim,
além de resolver os problemas éticos e técnicos, os ensaios em culturas de células sdo ainda
vantajosos pela rapidez de obtencdo de resultados e pela reduzida quantidade do composto
teste utilizado. Assim, uma grande variedade de testes, empregando culturas celulares, foi
descrita nos ultimos anos (Melo et al., 2000).

Os testes de citotoxicidade in vitro permitem a determinacdo da citotoxicidade
basal, assim como o estabelecimento de uma faixa de concentragdo biologicamente ativa
para um determinado agente (Eisenbrand et al., 2002). Citotoxicidade basal é definida pelos
danos decorrentes da injuria quimica a uma ou mais das estruturas ou das fun¢des celulares
basicas comuns as células dos mamiferos (Barile & Cardona, 1998). Nos fendmenos
associados a citotoxicidade basal todos os tipos celulares apresentam uma sensibilidade
similar e os valores de ICsy obtidos nos ensaios de citotoxicidade, avaliando diferentes
alvos celulares, geralmente se encontram proximos (Clemedson et al., 2002). Alguns testes,
como por exemplo, o contetido de dcidos nucléicos, a exclusido do azul de tripan, a redugao
do sal de tetraz6lio MTT [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazdlio)] e a
incorporagdo do corante Vermelho Neutro (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto de
fenazina) adquiriram considerdvel atencdo como marcadores de citotoxicidade. Esses
ensaios fornecem informacdes sobre diferentes fungdes ou compartimentos celulares
(Aoyama et al., 2000; Babich & Borefreund, 1990; Loveland et al., 1992; Renzi et al.,
1993).

A quantificacdo de &cidos nucléicos € um ensaio para a determinacdo direta,
proporcional, do nimero de células (Aoyama et al., 2000). A exclusdo do corante azul de
tripan, juntamente com observagdes morfoldgicas, permite avaliar a integridade estrutural

da membrana plasmadtica celular. Este ensaio mede a capacidade das células vidveis, com
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membrana plasmadtica intacta, em excluir o corante, permitindo a quantificagdo do nimero
de células vivas apds tratamento (Loveland et al., 1992; Renzi et al., 1993).

A reducdo do MTT revela o correto funcionamento do sistema enzimatico
mitocondrial, principalmente a atividade de desidrogenases. O MTT é um corante amarelo
que ¢é reduzido a um composto azul chamado formazan (insolivel em dgua) por células que
mantém a integridade mitocondrial. A quantidade de formazan pode ser determinada
espectroscopicamente apds solubilizacdo em etanol absoluto (Denizot & Lang, 1986).

O ensaio de incorporacdo do corante Vermelho Neutro € utilizado para estudos de
citotoxicidade de varios compostos (Babich & Borefreund, 1991). O ensaio é baseado na
capacidade de células vidveis incorporarem e ligarem o Vermelho Neutro, um corante vital,
ligeiramente catidnico, que penetra na membrana celular por difusdo passiva ndo-idnica e
concentra-se nos lisossomos, nos quais se fixa através de ligagdes eletrostdticas a grupos

aniodnicos, inclusive fosfatos hidrofébicos da matriz lisossomal (Repetto & Sanz, 1993).

1.4. CELULAS V79

Das viérias linhagens celulares disponiveis existe a linhagem V79, oriunda de
fibroblasto de pulmdo de Hamster Chinés (Cricetulus griseus), um tipo celular muito
utilizado em ensaios de citotoxicidade e mutagenicidade (Clemedson et al., 1996).
Originalmente usada na descoberta dos danos induzidos por raios-X em cultura de células
de mamiferos (Elkind & Sutton, 1959), estas células possuem algumas caracteristicas que
justificam o seu uso nos ensaios de citotoxicidade, como por exemplo, a alta velocidade de
proliferacdo, eficiéncia de clonagem, estabilidade do caridtipo e manutencdo das

caracteristicas iniciais apods criopreservacdo (Rodriguez & Haun, 1999). Em decorréncia
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dessas propriedades as células V79 té€m sido utilizadas para a avalia¢do da toxicidade de
novas formulacdes cosméticas, matérias primas, pesticidas e farmacos em geral. Os
resultados obtidos através desta linhagem celular asseguram uma toxicidade do composto

sem metaboliza¢do pela via do sistema citocromo P450.

L.5. HEPATOCITOS E BIOTRANSFORMA CAO

A grande capacidade de biotransformacdo do figado permite uma eficiente
eliminacdo de compostos toxicos, mas também faz do figado o principal 6rgao lesado
devido a toxicidade dos mesmos (Melo et al., 2002; Rodrigues & Haun, 1999). Muitos
sistemas experimentais in vitro que utilizam preparacdes de figado foram e continuam
sendo desenvolvidas, sendo que atualmente os hepatdcitos podem ser isolados de diversas
espécies de animais. Este sistema in vitro possibilita a realizacdo de estudos de toxicidade,
biotransformacao, farmacocinética, mecanismo de acdo toxicoldgica e farmacoldgica de
substancias quimicas, entre outros (Blaauboer et al., 1994; Pairlard et al., 1999).

Todos os organismos vivos estdo expostos a vdrias substancias enddgenas e
exodgenas. A eliminacdo dessas substancias, nocivas ou nao, € comumente realizada pela via
renal, na forma de metabdlitos hidrossoliveis, processo esse denominado biotransformagao
(Parkinson, 1998). As reacdes de biotransformacdo de xenobidticos sdo divididas em
reacoes de FASE I e II. Reacdes de FASE I envolvem hidrdlise, reducdo e oxidagdo. Essas
reacOes introduzem um grupo funcional (-OH, -NH;, -SH ou -COOH) que usualmente
convertem a droga lipofilica em um metabdlito intermedidrio mais polar e hidrofilico que
pode ser ativo e potencialmente hepatotoxico. As reagdes de FASE II envolvem

glicuronidacdo, sulfatacdo, acetilacdo, metilacdo, conjugacdo com glutationa e ou
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aminodcidos. Essas reacdes resultam em um aumento da hidrofilicidade promovendo a
excre¢do das substancias quimicas exdgenas. As reacdes de FASE II podem ou ndo ser
precedidas das de FASE I (Parkinson, 1998). Diversas familias enzimaticas catalisam as
reacOes de biotransformacao, tais como, UDPGTs (UDP-glicuroniltransferases) e enzimas
da familia do citocromo P450 (CP450).

As familias de enzimas do CP450 sdo as principais catalisadoras das reacdes de
Fase 1. Todo mamifero possui em seus microssomas hepdticos diferentes enzimas do
CP450, cada uma destas, especifica para uma determinada reagdo. O CP450 refere-se a um
grupo de hemeproteinas que contém um grupamento heme (anel de porfirina ligado a um
ion férrico — Fe3+). Quando reduzido ao estado ferroso — Fez+, 0 CP450 se liga ao O, ou ao
monoxido de carbono (CO), sendo que o complexo CP450-CO apresenta um espectro de
absor¢do com pico mdximo em 450 nm, sendo esta propriedade a justificativa da
denominacdo 450 (Omura & Sato, 1964). As enzimas do CP450 sdo responsdveis pelo
processo de oxidacdo de diversos compostos quimicos, tais como: a) substancias
enddgenas; b) farmacos; c) poluentes e muitos outros xenobidticos de cardter lipofilico
(Morel et al., 1990). Entre os xenobidticos encontram-se mais de 250.000 substratos
potenciais, podendo ser indutores e ou inibidores de alguma isoforma de CP450
(Guengerich, 1992).

O complexo CP450 € ligado a membrana, principalmente do reticulo
endoplasmdtico e da mitocondria, sendo constituido pelo préprio CP450, NADPH-
citocromo P450 redutase, NADH-citocromo b5 redutase, citocromo b5 e fosfolipideos
(Bondy & Naderi, 1994). A reacdo bdsica realizada pelo CP450 ¢ uma monooxigenacao, na
qual um atomo de oxigénio € incorporado em um substrato, geralmente designado de RH, e

o segundo dtomo de oxigénio € reduzido a 4gua com conseqiiente oxidacao de um NADPH:
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RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,O + NADP"*

Um substrato RH reage com a forma oxidada do CP450 (Fe™*) para formar o
complexo CP450-RH. O heme é reduzido, passando do estado férrico (Fe**) para o ferroso
(Fe2+), através da enzima NADPH-citocromo P450 redutase (no decorrer da reacdo, o
CP450 se liga diretamente ao substrato e ao oxigénio molecular, entretanto ndo interage
diretamente com o NADPH/NADH; Parkinson, 1998) que transfere elétron do NADPH ao
CP450. O complexo CP450-RH reduzido (Fe**) reage com o O, formando o complexo
Fe**-OOH pela adi¢io de um préton (H+) e um segundo elétron. A introdugdo do elétron
cliva o complexo Fe**-OOH produzindo H,O e (FeO)3+, sendo que este ultimo transfere o
atomo de oxigénio para o substrato RH. Em seguida o substrato oxidado (ROH) € liberado
e 0 CP450 € recuperado (Reen, 1993). A expressao e funcdo das enzimas do CP450 podem
ser alteradas por vdrios fatores, tais como: medicamentos, alimentos, fatores sociais
(nicotina, dlcool), poluentes ambientais, fatores patolégicos (infecgdes, processos
inflamatoérios, doencas hepaticas) e fatores genéticos (Rogiers et al., 1995).

Nas reacdes de Fase II da biotransformacdo (reacdes de conjugacio), os cofatores
reagem com grupos funcionais presentes em xenobidticos ou com metabodlitos gerados
pelas reacdes de Fase I, conjugando ao grupo funcional um composto polar endégeno para
em seguida serem excretados (LaBella, 1991). As reacdes de Fase II incluem
glicuronidacdo, sulfatagdo, acetilacdo, metilacdo e conjugacdo com glutationa e
aminodcidos. A maioria das enzimas de biotransformacdo de Fase Il sdo encontradas no
citosol, com excecdo das UGPs (UDP-glicuroniltransferases) que sdo enzimas

microssomais (Parkinson, 1998).
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Durante as reacdes de biotransformagdo o sistema CP450 pode produzir espécies
reativas de oxigénio (EROs) que podem inativa-lo, sendo considerados iniciadores de
processos de lipoperoxidacdo (Gutteridge et al., 1979). Quando ha um desequilibrio entre
espécies oxidantes produzidas e sistema de defesa antioxidante do organismo, ocorre o
stress oxidativo. Entre os danos oxidativos causados nas células, a peroxidacao de lipideos
¢ a mais bem conhecida. Todas as células aerébias geram EROs como: anion superéxido
(0,7, peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila ("OH) (Farber et al., 1990).

O metabolismo de diversos xenobidticos também pode gerar EROs (Yu, 1994).
Substancias que neutralizam os efeitos deletérios dos radicais livres sdo integrantes do
sistema de defesa antioxidante. Entre esses se destaca a glutationa reduzida (GSH). A
glutationa € um tripeptideo formado por residuos de glutamato, cisteina e glicina (y-
glutamilcisteinilglicina) presente em todas as células de mamiferos, em especial em grandes
quantidades nos hepatdcitos (Kosower & Kosower, 1978).

A peroxidacao lipidica é uma deteriora¢do oxidativa de lipideos poliinsaturados por
meio da rea¢do com radicais livres como o radical hidroxila ("OH). Esses radicais reagem
com dcidos graxos poliinsaturados e formam radical lipidico (L*) que posteriormente na
presenga de oxigénio (O,) forma o radical peroxil lipidico (LOO®). Esse radical peroxil
lipidico € reativo e oxida outra molécula de 4cido graxo convertendo-se em hidroperéxido
lipidico (LOOH) que € instdvel, fragmentando-se em produtos de baixo peso molecular.
Durante o processo peroxidativo ocorre a formacdo de compostos intermedidrios reativos
que podem interagir com outros dcidos graxos poliinsaturados e propagar o processo. Dessa
forma, o radical hidroxila desencadeia um processo de autocatdlise dos &dcidos graxos

(Rosser & Gores, 1995). Entre as diversas substancias geradas no processo de peroxidacao
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lipidica, tem-se o malonaldeido (MDA). A formagdo de MDA pode ser quantificada através
da reacdo com o 4cido tiobarbitirico (TBA) produzindo um croméforo quantificavel que é
um marcador de peroxidacao lipidica (Plaa ef al., 1976). Assim, a formagao e quantificacao
deste cromdforo (marcador) s@o utilizadas para a deteccdo do processo de peroxidagao
lipidica in vitro (Guillouzo, 1998).

A GSH esta envolvida em diversas funcdes, tais como: protecdo das células contra
danos causados por eletrdlitos reativos, radicais livres e intermedidrios reativos de O,

(Morton et al., 1985). A enzima superéxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do
anion superéxido (02’-) em H;0,. O H,0, gerado pode ser convertido enzimaticamente a

agua pela glutationa peroxidase (GPx) e ou pela catalase (Yu, 1994). Nesse processo a GSH
€ oxidada a GSSG, sendo que esse ultimo pode ser reduzido enzimaticamente a GSH via

GSH redutase, usando NADPH como cofator, mantendo assim a concentragdo de GSH

intracelular (Rosser & Gores, 1995). A glutationa interage com os radicais (0,") e ("OH)

produzidos durante o estresse oxidativo (Witerbourn & Metodiewa, 1994). Essas reacOes
protegem as células neutralizando essas moléculas reativas, em especial o radical hidroxila
("OH) que é considerado o mais danoso (Yu, 1994). A GSH também participa dos
processos de detoxificagao de varios farmacos e xenobidticos através de reacdes catalisadas

pela enzima glutationa-S-transferase (Morton et al., 1985).
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II. OBJETIVOS

O enfoque geral deste trabalho foi investigar de forma comparativa a citotoxicidade
da desidrocrotonina (DHC) livre com suas formas veiculadas em sistemas carreadores de
farmacos (copolimero do 4cido lactico e glicélico (PLGA), B-CD, HP- B-CD e Me- B-CD)
utilizando células sem capacidade de metabolizacdo através do sistema P450 (células V79)
e em células com capacidade de biotransformacgdo (cultura priméria de hepatdcitos).

Dos objetivos especificos deste trabalho destacamos:

e Confeccdao de nanoesferas de PLGA incorporando a DHC e de complexos de

inclusdo de DHC com (-CDs;

e (Caracterizacdo das nanoesferas e dos complexos de inclusao;

e Avaliacdo — em cultura de células V79 e hepatdcitos — da citotoxicidade da

DHC veiculada comparativamente a forma livre utilizando biomarcadores
especificos de andlise da viabilidade celular (reducdao do MTT, incorporagao do
vermelho neutro e conteddo de acidos nucléicos);

e Estudo dos efeitos da DHC veiculada paralelamente com a forma livre em

cultura primdria de hepatdcitos em experimentos in vitro através da avaliagdao da
atividade do sistema de metabolizacdo de drogas (citocromos P4501A1 e
P4502B1), determinagdo e quantificacao da glutationa na forma reduzida (GSH)

e peroxidacao de lipidios.
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III. METODOS/EXPERIMENTAL

I11.1. NANOESFERAS DE PLGA CONTENDO DESIDROCROTONINA

A desidrocrotonina foi obtida de cascas do caule de Croton cajucara como
previamente descrito por Souza Brito e colaboradores (1998). A pureza da DHC foi de 99%
medida através das técnicas de NMR (ressondncia magnética nuclear), UV (ultravioleta),
IR (infravermelho) e MS (espectroscopia de massa) (Souza-Brito et al., 1998). Acido poli-
D,L-l4ctico-co-glicdlico (PLGA) (50:50 4cido lactico:4cido glicdlico, 45.000-75.000 Da de
massa molecular), polivinil dlcool (PVA) (30.000-70.000 Da de massa molecular), Pluronic
F68 (8.400 Da de massa molecular) foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Para a confeccdo das nanoesferas de PLGA, utilizou-se a técnica de evaporacdo do
solvente associada ao método de difusdo da emulsificaciao espontanea (Ferdous et al., 1998;
Murakami et al., 1999), com algumas modificagdes.

Inicialmente, para confeccionar as nanoesferas vazias, 200 mg de PLGA foram
dissolvidos em 25 mL de acetona; para a confec¢do das nanoesferas contendo DHC, 200
mg de PLGA foram dissolvidos em 25 mL de acetona seguido pela adi¢do de 40 mg de
DHC. Cinquenta miligramas dos tensoativos polivinil dlcool e Pluronic F68 foram
dissolvidos em 60 mL de dgua destilada estéril. As solu¢des poliméricas (fase apolar) —
PLGA e PLGA com DHC - foram adicionadas por gotejamento a fase aquosa sob agitacao
em um agitador mecanico (1700 rpm) durante 4 h, em condi¢des assépticas.
Posteriormente, a emulsdo foi simultaneamente agitada (500 rpm) em agitador magnético e
sonicada em banho, utilizando um sonicador ultrassonico (Ultrasonic Homogenizer 4710

Series, Cole-Parmer Instrument Co., Chicago, IL, USA), a temperatura ambiente com
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ciclos de 50% durante 1 h. O solvente organico foi evaporado através de agitacdo (+ 50
rpm) utilizando um agitador magnético por 16 h em fluxo laminar. Finalmente, as
nanoparticulas foram lavadas com dgua destilada estéril, centrifugadas a 5000 rpm (3024 g)
por 2 h (Beckman J2-21 Centrifuge, Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA, USA). Este
processo foi repetido trés vezes até ndo ser detectavel (espectrofotometria UV-Vis) DHC
nas lavagens. As nanoesferas concentradas foram ressuspensas em dgua destilada,
rapidamente congeladas em nitrogénio N, (-196°C) e liofilizadas através do sistema
FreeZone® 4.5 Liter Benchtop Freeze Dry System (Labconco Co., Kansas, MO, EUA) com
condensador a temperatura de -49°C e pressdo de 8,4 x 10? mBar por 24 horas.

Durante a padronizacio do método descrito acima, outras combinacdes de
tensoativos — PVA (127.000 Da) e PVA (127.000 Da) com Pluronic F68 — foram usados

para confeccionar as nanoesferas.

II1.2. CARACTERIZACAO DAS NANOESFERAS DE PLGA

I11.2.1. TAMANHO DAS NANOESFERAS

O tamanho médio das nanoesferas e a distribui¢do do tamanho das mesmas foram
medidos através da técnica de espalhamento de luz laser utilizando um analisador de
tamanho de particulas (Autosizer 4700, Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Worcestershire, Reino Unido) a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25°C. Antes das

andlises, as nanoparticulas liofilizadas foram suspensas em 4gua destilada. A distribui¢ao
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do tamanho foi dada pelo indice de polidispersidade. Cada valor representa a média de trés

medidas (Prior et al., 2002).

II1.2.2. MORFOLOGIA DA SUPERFICIE DAS NANOESFERAS

A morfologia da superficie das nanoesferas foi analisada obtendo imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV). Uma amostra liofilizada de nanoparticulas foi
colocada em fita dupla-face sobre “stubs” de aluminio formando uma camada uniforme de
particulas. A amostra foi recoberta com ouro usando um evaporador de metais nobres SCD
050 Sputter Coater Balzers (Bal-Tec AG, Technotrade International, Inc., Manchester, NH,
EUA) utilizando uma corrente de deposi¢do de 40 mA, sob atmosfera rarefeita de argdnio
com pressdao de 0,2 mBar por 100 s e espessura de 260 A. As amostras foram observadas
em microscopio eletronico de varredura Jeol JSM-5800 LV (JEOL USA, Inc., Peabody,

MA, EUA) a 10 kV de voltagem de aceleracao (Prior et al., 2002).

I11.2.3. POTENCIAL ZETA

A carga de superficie das nanoesferas foi avaliada através da técnica de
determinac¢do do potencial zeta ({) utilizando um analisador de potencial zeta (Zeta Master,
Malvern Instruments Ltd.). As medidas foram realizadas em 4dgua milliQ, pH 7.4 a 25°C.

Cada valor representa a média de quinze leituras obtidas (Miglietta et al., 2000).
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II1.2.4. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacdo foi estimada segundo Kim e colaboradores (2000),
com algumas modificagdes. Cinco miligramas de nanoesferas contendo DHC foram
dissolvidas em 3 mL de metanol puro. A quantidade de DHC adsorvida na matriz
polimérica foi determinada utilizando como controle uma solu¢do metandlica de DHC
(Img/mL), medindo absorbancias em uma faixa de 200 a 800nm utilizando um
espectrofotdbmetro  UV-Vis (UV-visible DU® 640B Spectrophotometer, Beckman
Instruments, Inc., Fullerton, CA, EUA). A eficiéncia de encapsulacao foi calculada baseada
na porcentagem de DHC adsorvida na formulacdo de nanoesferas comparada a quantidade

inicial utilizada na preparacao.

II1.2.5. CINETICA DE LIBERACAO DA DHC IN VITRO

Para determinar o tempo de liberacio da DHC, foram realizadas medidas nos
tempos 0, 6, 12, 24, 36 e 48 horas. Foram preparadas solugdes (250 uM relativo a DHC)
das particulas de PLGA contendo DHC e de uma mistura fisica de DHC e particulas de
PLGA vazias em meio de cultura DMEM contendo 0,2 % de dimetil sulféxido (DMSO). A
quantidade de DHC liberada das nanoesferas no meio de cultura foi determinada medindo-
se absorbancias na faixa de 200 a 800 nm, tendo utilizado uma solug¢do 250 uM de DHC
em DMEM e a mistura fisica de DHC com nanoesferas de PLGA vazias como controles

(Kim et al., 2000).
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I11.3. COMPLEXOS DE INCLUSAO DE DHC COM B-CDs

DHC e B-CDs (B-CD, Me-B-CD e HP-B-CD) foram misturadas na propor¢cao molar
de 1:2 (DHC:B-CD; DHC:Me-B-CD e DHC:HP-B-CD) em uma solugdo 1:1 organico-
aquosa de etanol-dgua, sendo estas misturas agitadas por 5 horas. Apdés o tempo de
agitacdo, para obter os complexos de inclusdo solidos, as solu¢des foram evaporadas sob
vacuo e a temperatura de 45°C em um rota-evaporador. Apds este periodo, os preparados
foram deixados em estufa a 70°C por 3 horas ou até que o peso permanecesse constante,
sendo posteriormente mantido em dessecador até serem utilizados. Misturas fisicas na
mesma propor¢cdo molar de 1:2 (DHC:B-CDs) foram preparadas misturando-se os
compostos em um cadinho de cerdmica por 2 minutos (De Azevedo et al., 2004; Corréa et

al., 2005). Os complexos de inclusdo e a caracterizacdo dos mesmos foram feitos pela Dra.

Mariangela B.M. de Azevedo (STQ-CIETEC, Cidade Universitaria, USP, Sao Paulo — SP).

II1.4. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO COM B-CDs

I11.4.1. DIFRACAO DE RAIOS X POR PO

Os difratogramas provenientes da difracdo de raios-X por pé das amostras foram
obtidos utilizando um difratometro de raios-X Siemens D5000-XRD (Siemens Electronical
Equipment, Toronto, ON, Canada), nas seguintes condi¢des: tubo de Cu, radiacdo CuK,
(1,54051 A), filtro de Ni, voltagem de 40kV, corrente de 30mA, padrdo interno de NaCl,

em angulos de 20 variando de 4 a 60 graus, razdo de contagem de 1000/s. O detector foi um
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contador proporcional com detec¢do de voltagem de 1,7kV. A velocidade de varredura foi
de 4°/min e as amostras foram preparadas em laminas de pléstico. (De Azevedo et al.,
2004). Os dados de XRD sao representados em um grafico de intensidade de espalhamento
versus o angulo de espalhamento (26) correspondente. As posicoes, intensidades, largura e
o padrao geral dos picos fornecem informacdes importantes sobre os parametros da
estrutura do material analisado, podendo ser usado para determinar a composi¢do do

mesmo.

I11.4.2. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA E ANALISE

TERMOGRAVIMETRICA

As andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e termogravimétrica
(TGA) da DHC, B-CDs e complexos de inclusio de DHC com B-CDs foram obtidas
utilizando o sistema “DSC-STAR system” (Mettler Toledo Inc., Columbus, OH, EUA). As
amostras (2-5 mg) foram aquecidas em uma panela de aluminio selada, sob um fluxo de
nitrogénio de 40-50 mL/min e a uma taxa de aquecimento de 10°C/min (De Azevedo et al.,
2004). A calorimetria diferencial de varredura é uma técnica de andlise térmica usada para
detectar mudancas fisicas ou quimicas que s@o acompanhadas de ganho ou perda de calor.
A andlise termogravimétrica permite avaliar a mudanca na massa de uma amostra em
funcdo do aumento da temperatura, permitindo ainda avaliar a estabilidade térmica e a

temperatura de decomposi¢io da amostra.
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I11.4.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A morfologia dos componentes individuais, complexo de inclusdo e mistura fisica
foi determinada por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram
previamente secas em placas de Petri, em estufa a 35°C por 36 horas e quando retiradas da
estufa resfriadas em dissecador com vdcuo. As amostras para a microscopia foram
montadas em “stubs” de aluminio de % de polegada com uma fita revestida de carbono e
entdo recobertas com ouro usando o equipamento Sputter Coater K-550 (Emitech Ltd.,
Ashford, UK), com um potencial de recobrimento de 3000W, sob corrente de deposi¢ao de
20 mA em uma atmosfera rarefeita de argdnio de 0,1-0,2 mBar por 60s. As amostras foram
observadas ao microscopio eletronico de varredura LEO 440i (Leo Electron Microscopy
Ldt., Cambridge, UK), usando voltagem de aceleracdo de 20 kV e distancia de trabalho de

18 mm (De Azevedo et al., 2004).

IIL5. CULTURA DE CELULAS V79

As células utilizadas nos experimentos foram do tipo fibrobldstico, da linhagem
estabelecida em cultura V79 clone M-8, oriunda de pulmao de Hamster Chinés (Cricetulus
griseus). Os fibroblastos foram mantidos em cultura continua em garrafas para cultura de
25cm” (TPP, Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) através de repiques
periddicos até atingirem a densidade de confluéncia. O cultivo foi realizado em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell), 100UI/mL de penicilina, e
100pg/mL de sulfato de estreptomicina (Nutricell). A incubagdo foi realizada em estufa a

37°C sob atmosfera imida e contendo 5% de CO, (Melo et al., 2000).
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Nos diferentes ensaios de citotoxicidade que avaliam a viabilidade celular, o
plaqueamento foi realizado utilizando-se placas de 96 cavidades (IWAKI, Asahi Techno
Glass, Co., Funabasi, Japan), plaqueando-se 3x10% células/mL em cada cavidade
(100uL/cavidade) seguido de incubagao a 37°C por 48 horas. O meio foi retirado 48 horas
ap6s o plaqueamento das células e as culturas foram expostas durante 24 horas ao meio
DMEM suplementado contendo diferentes concentragdes de DHC livre, DHC veiculada
nas nanoaesferas de PLGA, DHC complexada com B-CDs e misturas fisicas de DHC com
B-CDs. Apds 24 horas de tratamento, as culturas foram processadas de acordo com os
protocolos especificos dos testes para determinacdo do conteido de dcidos nucléicos,

incorporagdo do vermelho neutro e redu¢dao do MTT como descritos a seguir em II1.8 (pag.

34).

I11.6. ANIMAIS

Os animais, ratos Wistar machos, utilizados para a obtencao dos hepatdcitos, foram
fornecidos pelo CEMIB/UNICAMP, mantidos, antes dos experimentos, em condicdes
livres de patdgenos, com temperatura controlada de 22 + 1°C, umidade relativa de 55 + 5%,
ciclo claro-escuro regulado em 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo e livre acesso a
racdo padronizada para roedores Nuvilab Cr-1-A (Nuvital, Sdo Paulo, Brasil) e dgua de

torneira.
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IIL7. CULTURA PRIMARIA DE HEPATOCITOS

Os hepatécitos foram extraidos de figado de ratos machos Wistar (200-250 g)
usando a técnica de perfusdo em duas etapas (Guguen-Guillouzo & Guillouzo, 1986) com
algumas modificagdes. Os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral 15% (1,5mL por
via intraperitoneal) e posteriormente o figado foi perfundido com tampao Hanks por 20
minutos a 25mL/min e posteriormente com o mesmo tampao contendo colagenase 0,05% e
cloreto de cdlcio ImM por 20 minutos a 15mL/min. Os hepatdcitos descolados por acdo da
colagenase foram ressuspensos em meio de DMEM suplementado com 50UI/mL de sulfato
de estreptomicina, 50ug/mL de penicilina, 0,2% de albumina bovina, 0,1UI/mL de insulina
bovina, 10° M de dexametasona, 1% de DMSO (dimetilsulféxido) e 10% de soro fetal
bovino. Foram plaqueadas 6x10° células vidveis/mL (viabilidade avaliada pelo teste de
exclusdo do Azul Tripan) em placas de cultura com 96 cavidades.

As células foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, por 4 horas para
que se aderissem nas placas. Apds 4 horas de incubacdo o meio foi trocado para remog¢ao
das células que ndo aderiram e posteriormente foi adicionado meio DMEM, semelhante ao
inicial com excecdo do soro fetal bovino, contendo diferentes concentracdoes de DHC livre,
DHC veiculada nas nanoesferas de PLGA, DHC complexada com -CDs e misturas fisicas
de DHC com B-CDs, sendo as células novamente incubadas a 37°C em 5% de CO, até
completar 24 horas de cultivo, tempo equivalente a 20 horas de tratamento. Apds este
periodo de incubacdo o meio foi retirado e em seguida as culturas foram processadas de
acordo com os protocolos especificos para os testes de determinacao do conteido de dcidos

nucléicos, incorporagdo do vermelho neutro e reducao do MTT descritos a seguir em II1.8.
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Além dos testes de citotoxidade citados acima, na cultura de hepatdcitos também
foram determinados os seguintes parametros: quantificacdo da peroxidacdo lipidica,
glutationa reduzida (GSH) e das atividades enzimaticas dos citocromos P450, sendo que
para esses ensaios os hepatdcitos foram processados em placas de 24 cavidades (IWAKI)

como descrito a seguir em II1.9 (pag. 36).

I11.8. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

REDUCAO DO MTT

O teste de redugdao do MTT foi realizado de acordo com o método de Denizot &
Lang (1986). Apés o periodo de tratamento de 24 horas para as células V79 e 20 horas para
os hepatdcitos o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas uma vez com PBS-
Ca™™ para posterior adi¢do de 100 uL de meio DMEM puro contendo 1 mg/mL de MTT em
cada cavidade. As placas foram incubadas por 4 horas a 37°C e em seguida o sobrenadante
foi removido e 100 puL de etanol foi adicionado a cada cavidade para solubilizar o formazan
produzido. As placas foram agitadas por 20 minutos em um agitador de placas e as
absorbancias das solucdes foram lidas a 570nm (VersaMaxTM, Tunable Microplate Reader,

Molecular Devices, Co., Sunnyvale, CA, USA).
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INCORPORACAO DO VERMELHO NEUTRO

O teste de incorporacdo do vermelho neutro foi realizado de acordo com o método
de Borenfreund & Puerner (1984). Apds os tempos de tratamento de cada célula o meio de
cultura foi trocado por meio DMEM puro contendo 50 ug/mL de vermelho neutro, sendo as
células incubadas novamente por 4 horas a 37°C. Apds incubagdo o meio com vermelho
neutro foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS- Ca*™ para retirada do
excesso de corante ndo incorporado pelos lisossomos. A cada cavidade foram adicionados
100 uL de solucdo aquosa contendo 1% de acido acético glacial e 50% de etanol para fixar
as células e extrair o vermelho neutro incorporado nos lisossomos. As placas foram
agitadas por 20 minutos em um agitador de placas e as absorbancias das solu¢des foram

lidas a 540nm (VersaMaxTM, Tunable Microplate Reader).

CONTEUDO DE ACIDOS NUCLEICOS

O ndmero de células nas cavidades controles e tratadas foi estimado através da
quantificacdo dos 4cidos nucléicos conforme Cingi et al. (1991). Apds os tempos de
tratamento de cada célula o meio foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com
tampdo PBS-Ca™" e duas vezes com etanol (todas as solucdes geladas), secas ao ar e lisadas
com NaOH 500 mM (100 uL/cavidade, 1 hora a 37°C). A absorbancia da fracdo NaOH a
260 nm (UV-visible DU® 640B Spectrophotometer, Beckman Instruments, Inc., Fullerton,
CA, USA) foi utilizada como indice do nimero de células e os resultados foram expressos

com porcentagem da absorbancia das células ndo tratadas.
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IIL.9. NIVEIS DE GSH, PEROXIDACAO LIPIDICA E ATIVIDADE ENZIMATICA

DE CITOCROMOS P450 EM HEPATOCITOS

Os hepatdcitos foram plaqueados em placas de 24 cavidades (IWAKI) nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente. Apds 4 horas de incubagdo o meio foi retirado e os

hepatdcitos foram tratados por 20 horas nas condicdes descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracdes de drogas e formulacoes utilizadas no tratamento de hepatdcitos

para a determinacio de GSH, peroxidacio lipidica e atividade enzimatica de CPs450.

Tratamento Concentracoes de tratamento (uM)

DHC 50 150 300 500
DHC/PLGA 50 150 300 500
DHC/B-CD 50 150 300 500

DHC/HP-B-CD 50 150 300 500
DHC/Me-B-CD 50 150 300 500
Nanoesferas de PLGA vazias 12,4
B-CD 1.000
HP-B-CD 1.000
Me-B-CD 1.000

Ap6s o tempo de tratamento (20 horas) o meio foi retirado, os hepatdcitos foram
descolados das placas com PBS, sendo em seguida centrifugados a 50g por 5 min e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso em tampao Tris-HCI 100 mM pH
7,6 e em seguida estocado a -70°C para posterior determinacdo dos niveis de GSH,
peroxidacdo lipidica e atividade enzimdtica dos citocromos P450 (1Al e 2B1), como

descrito a seguir.
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QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS NOS HEPATOCITOS

Ap6s o tempo de tratamento de 20 horas, os hepatédcitos foram descolados e
removidos das placas com 1 mL de PBS gelado. A uma aliquota de 50 uLL da suspensdo de
hepatécitos em PBS foi adicionado 450 uLL de NaOH 1M. Essa nova solugdo foi aquecida
em banho-maria a 50°C por 1 hora para promover a digestdo dos hepatdcitos. Apds a
digestdao das células, realizou-se o ensaio de quantificagdo de proteinas totais pelo método
de Lowry e colaboradores (1951), modificado por Hartree (1972), sendo a albumina bovina
usada como padrao.

As amostras foram diluidas em um volume final de 1 mL de 4gua destilada e
adicionadas a 900 uL de uma soluc@o A (tartarato de sédio e potdssio 7 mM, carbonato de
s6dio 810 mM e NaOH 0,5M). Para a obtencdo da curva padrao uma série de dilui¢des de
albumina bovina 300 pg/mL, em NaOH 1M, foi preparada para fornecer concentracdes de
30 a 150 pg/mL. Também foi preparado um branco (NaOH 1M). Os tubos foram colocados
em banho-maria a 50°C por 10 minutos e posteriormente resfriados a temperatura ambiente,
sendo em seguida adicionado 100 pL. de uma solug¢do B (tartarato de sédio e potassio 70
mM, sulfato de cobre 40 mM e NaOH 0,1M). Essa solu¢do foi deixada em repouso a
temperatura ambiente por 10 minutos e posteriormente foram adicionados 3 mL de uma
solucdo C (reagente de Folin-Ciocalteau em &dgua, 1:15 v/v). Essa nova solugdo foi
aquecida em banho-maria a 50°C por 10 minutos e posteriormente resfriada a temperatura
ambiente. O volume final das amostras era de 5 mL. A absorbancia a 650 nm foi
determinada no espectrofotdmetro (UV-visible DU® 640B Spectrophotometer, Beckman

Instruments, Inc., Fullerton, CA, EUA).
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DETERMINACAO DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

A concentragdo de GSH foi determinada como descrito por Torsoni e colaboradores
(1998), com algumas modificagdes. Os hepatdcitos foram lavados com solucdo fisioldgica
e lisados com dgua (1 mL). Ao lisado foi adicionado 1,5 mL de solucdo precipitante (1,67 g
de 4cido metafosférico glacial, 0,2 g de EDTA e 30 g de NaCl em 100 mL de 4gua MilliQ).
Apo6s 5 min da adi¢do da solucdo precipitante, a mistura foi centrifugada a 350g por 5 min e
0,4 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,6 mL do meio de rea¢do contendo DTNB para a
formacdo de TNB (tampao Na,HPO, 0,2 M, pH 8,0, contendo 0,5 mM DTNB dissolvido
em 1.0 % citrato de sédio). Apds 5 min a absorbancia do produto formado (TNB) foi
medida a 412 nm. A concentragcdo de GSH foi calculada utilizando seu coeficiente de
extingdo € = 13.6 mmol 'cm™ (Torsoni et al., 1998). A concentracdo de GSH é expressa em
“ug/mg de proteinas”. A viabilidade celular dos hepatdcitos foi verificada pela contagem
dos mesmos utilizando o teste de exclusdo do corante azul de tripan. Células que captaram

azul de tripan foram consideradas com perda de GSH (Xu and Thornalley, 2001).

DETERMINACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

A extensdo de peroxidacdo lipidica induzida pela DHC livre e por sua forma
veiculada em particulas de PLGA e [B-CDs foi determinada pela reagdao do d4cido
tiobarbitdrico (TBA) com malonaldeido (MDA), um produto formado pela peroxidagcdo
lipidica (Wallin et al., 1993). Este ensaio foi realizado conforme descrito por Salgo & Pryor

(1996), com algumas modificacdes. Os hepatdcitos tratados ou nao foram lisados com 15
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mM de Tris/HCl (5 mL) por 60 min. Ao lisado foram adicionados 2 mL de solugao
precipitante (10,4 g de 4&cido tricloro-acético (TCA)/mL) e incubado com 4cido
tiobarbitdrico (6,7 mg de TBA/mL) por 90 min a 100°C. Posteriormente, foi adicionado 5
mL de butanol a mistura, agitado vigorosamente e centrifugado a 750g por 10 min. A
fluorescéncia relativa do sobrenadante foi medida em espectrofluorimetro (SPF-500C
Spectrofluorometer, SLM-Aminco Instruments, Urbana, IL, USA) em comprimento de
onda de excitacdo de 515 nm e de emissdo de 553 nm. A concentracdo de TBARS
(picomol/mg de proteinas) foi expressa como equivalentes de 1,1,3,3-tetraetoxipropano o

qual foi utilizado como padrao.

ATIVIDADE ENZIMATICA DO CITOCROMO P4501A1

A atividade enzimdtica do citocromo P4501A1 foi determinada de acordo com Burk
e colaboradores (1985), modificada por e Reen (1993).

A uma solucdo com volume final de 500 puL, contendo Tris-HCI 50 mM, pH 7,6;
MgCl, 5 mM; dicumarol 10 uM; NADPH 500 uM e 50 pg de proteinas hepdticas
preparadas apds 20 horas de tratamento, adicionou-se 25 pL do substrato 7-
metoxiresorufina (MOR) 1 mM dissolvido em metanol para iniciar a reacdo. A solugdo foi
incubada a 37°C por 1 hora. Apds a incubacdo, adicionou-se 2 mL de metanol gelado para
finalizar a reacdo, sendo em seguida o produto formado — resorufina — determinado e
quantificado no espectrofluorimetro (SPF-500C Spectrofluorometer, SLM-Aminco

Instruments, Urbana, IL, USA) a 550/585 nm de excitacao/emissao, respectivamente.
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ATIVIDADE ENZIMATICA DO CITOCROMO P4502B1

A atividade enzimadtica do citocromo P4502B1 foi determinada de acordo com Reen
e colaboradores (1991).

A uma solucdo com volume final de 500 uL, contendo Tris-HCI 200 mM, pH 7,6;
MgCl, 5 mM; NADPH 600 uM e 125 ug de proteinas hepaticas preparadas apds 20 horas
de tratamento, adicionou-se 25 puL do substrato 7-metoxicoumarina (MOC) 400 uM
dissolvido em metanol para iniciar a reacdo. A solugdo foi incubada a 37°C por 15 minutos.
ApO6s a incubacdo, adicionou-se 75 puL de 4cido tricloroacético 15% (p/v) gelado, seguido
pela adicdo de 1,5 mL de cloroférmio. A solugdo foi agitada e 1 mL da fase cloroférmica
foi retirada e transferida para um tubo de ensaio contendo 3 mL de NaOH 10 mM e NaCl
IM. Apds extracdo, a fase aquosa foi removida e o produto formado — 7-hidroxicoumarina
— presente na fase cloroférmica foi determinado e quantificado no fluorimetro (SPF-500C
Spectrofluorometer, SLM-Aminco Instruments, Urbana, IL, USA) a 368/456 nm de

excitacdo/emissao, respectivamente.
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II1.10. TRATAMENTO ESTATISTICO

Cada ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo menos trés vezes (sextuplicata
cada). Para calcular o ICsy (concentragdo que inibi em 50% a viabilidade celular no
parametro analisado) os resultados foram expressos em porcentagem por comparagiao aos
controles e determinados graficamente através de curvas concentragao-resposta utilizando o
programa Origin® versdo 6.0°, sendo calculado a média + desvio padrdo. Comparagdes
estatisticas foram feitas utilizando teste ANOVA ou teste-t de Student como calculado pelo
programa e com indice de significancia p= 0,05. Com relagdo aos testes de determinacdo de
GSH, peroxidacao lipidica e atividade de P450, estes foram realizados duas vezes (triplicata

cada).
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IV-RESULTADOS

CARACTERIZACAO DAS NANOESFERAS DE PLGA

Para uso em humanos, o material constituinte de uma particula contendo a droga a
ser administrada, deve ser quimicamente inerte e livre de impurezas. Além disso, €
interessante que a particula polimérica confira maior estabilidade e direcionamento a droga.
Levando em consideracdo estes aspectos, preparou-se nanoesferas de PLGA (50:50), poli
(D,L-l4ctico-co-glicélico) conforme a técnica de evaporacdo de solvente associada ao
método de difusdo da emulsificacdo espontanea (Ferdous et al., 1998; Murakami et al.,
1999), com algumas modificagdes como descrito em III.1 (pag. 25).

O tamanho médio, indice de polidispersidade e potencial zeta obtidos para as
nanoesferas de PLGA vazias e contendo DHC, bem como a eficiéncia de encapsulagdo e

cinética de liberacdo in vitro da DHC sao apresentados abaixo (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacio fisico-quimica de nanoesferas de PLGA contendo DHC.

Propriedades das nanoesferas PLGA PLGA/DHC
Tamanho + SD (nm) 627,9 £ 85,7 821,3£127,9
Polidispersidade 0,517 0,684
Potential Zeta £ SD (mV) -32,6 £0,7 -25,2+0,9
Propor¢ao molar de PLGA: DHC - =4:161
Eficiéncia de encapsulagéo (%) - 83,2+2,6
Liberagdo In vitro (% de DHC - 2,0+0,2%; 27,2+0,9%; 48,3+1,1%; 76,4£1,4%; 91,6£1,2%

liberada em horas) e 100,0+£0,2% em 0, 6, 12, 24, 36 e 48 h respectivamente
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Durante a padronizacdo do método de confeccdo das nanoesferas, foram observadas
grandes mudancas nas propriedades fisico-quimicas das mesmas, como visto abaixo através

da microscopia eletronica de varredura (Figura 6).
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Figura 6. Imagem de Microscopia eletronica de varredura mostrando a morfologia de
superficie de: (a) nanoesferas de PLGA vazias (2500 x); (b) nanoesferas de PLGA
contendo DHC; ambas as preparagdes com PVA (127.000 Da) (2500 x). A barra horizontal
indica 10 pm. Em (c) nanoesferas de PLGA contendo DHC, preparacao com PVA (30.000-
70.000 Da) e Pluronic (8.400 Da) (5000 x). A barra horizontal indica 1um.
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CITOTOXICIDADE DA DHC VEICULADA EM NANOESFERAS DE PLGA

A fim de verificar a citotoxicidade da DHC veiculada em nanoesferas de PLGA,
foram realizadas culturas de células V79 e hepatdcitos. As células V79 e hepatdcitos, apos
processadas, foram tratadas com diferentes concentragdes de DHC, DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA e mistura fisica dos componentes isolados, como descrito em
Métodos/Experimental (itens IIL.5 e II1.7, pag. 31 e 33 respectivamente). Apds o tratamento
as células foram processadas para os ensaios de determinacdo dos indicadores de
toxicidade, como descrito em Métodos/Experimental (item II1.8, pag. 34).

Os resultados referentes aos testes de citotoxicidade da DHC veiculada em

nanoesferas de PLGA frente as células V79 e hepatdcitos sdao apresentados a seguir.
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Para avaliar a toxicidade direta das nanoesferas de PLGA em células V79 e em
hepatdcitos, estas foram tratadas com diversas concentracdes (0 — 170uM) de nanoesferas
de PLGA vazias (Figura 7). Este ensaio foi realizado como uma etapa prévia para os testes

de citotoxicidade, garantindo que os efeitos toxicos observados ndo sao devido ao “veiculo”

(nanoesferas vazias).
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Figura 7. Viabilidade de células V79 (a) e hepatdcitos (b) apds tratamento com
nanoesferas de PLGA vazias por 24 e 20 h respectivamente. Pardmetros analisados:
reducdo do MTT, incorporacdo do vermelho neutro e conteddo de dcidos nucléicos. Cada

ponto representa média + desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.

Foi observado que até a concentragdo de 12,42 uM — concentragdo de nanoesferas
relativa a maior concentracdo de DHC testada (500 uM) conforme a propor¢dao molar de
PLGA para DHC (Tabela 4, pag. 42), ndo houve, tanto em V79 como em hepatdcitos

(Figura 7), uma toxicidade significativa nos parametros analisados.
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CELULAS V79

Os efeitos toxicos da DHC livre analisados em células V79 provaram ser
concentracdo-dependente, apresentando valores de ICsp nos testes de reducdo do MTT,
incorporagdo do vermelho neutro e quantificacio de acidos nucléicos de 400 uM, >500 uM

(ndo visivel no gréifico) e 225 uM, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Viabilidade de células V79 apds tratamento com DHC por 24 h.
Pardmetros analisados: redu¢do do MTT, incorporagdo do vermelho neutro e conteudo de

acidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio padrdo de trés experimentos em

sextuplicata cada.
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A DHC veiculada em nanoesferas de PLGA (Figura 9) ndo apresentou diferenca
significativa de toxicidade no teste de incorporacdo do vermelho neutro e de contetido de
acidos nucléicos quando comparada a DHC livre (Figura 8, pag. anterior). No teste de
redu¢do do MTT, na maxima concentragdo testada (500 uM) de DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA, ndo foi encontrado valor de ICsp; em contrapartida, foi observado
um estimulo de 13% na capacidade das células V79 para reduzir o MTT quando comparado

ao controle (células V79 em meio DMEM).
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Figura 9. Viabilidade de células V79 apéds tratamento com DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA por 24 h. Pardmetros analisados: redu¢cdo do MTT, incorporacdo do
vermelho neutro e contetido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.



48

HEPATOCITOS

A anélise dos parametros de hepatotoxicidade mostrou que a DHC acarreta grandes
efeitos toxicos nessas células nos trés parametros testados, apresentando valores de ICsy de
144 uM, 31 uM e 25 uM nos testes de reducao do MTT, incorporacdo do vermelho neutro

e conteddo de dcidos nucléicos, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Viabilidade de hepatdcitos apds tratamento com DHC por 20 h.
Parametros analisados: redu¢do do MTT, incorpora¢cdao do vermelho neutro e conteido de
acidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio padrido de trés experimentos em

sextuplicata cada.



49

Os hepatdcitos tratados com DHC veiculada em nanoesferas de PLGA (Figura 11)
apresentaram valores maiores de ICsy (Tabela 5), comparados aos observados no

tratamento com DHC livre (Figura 10, pag. anterior).

Tabela 5. Valores de ICs) da DHC livre e veiculada em nanoesferas de PLGA nos hepatdcitos.

Valores de ICsy em uM (parametros de viabilidade)

Tratamento  Reducio do MTT Vermelho neutro Contetdo de acidos nucléicos
DHC livre 144 31 25
DHC-PLGA 462 266 116
100 —

80 - \E\i
_ \ ~
%0 ‘\i \i
| N
40 i \i\E

20

% do Controle

—a— MTT

17 —@— Vermelho neutro

—A— Conteldo de &cidos nucleicos

O | T | T | T | T | T |

0 100 200 300 400 500
[DHC-PLGA] pM

Figura 11. Viabilidade de hepatdcitos apds tratamento com DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA por 20 h. Parametros analisados: redu¢do do MTT, incorporacdo do
vermelho neutro e contetido de dcidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DE DHC COM B-CDs

Nos nossos estudos, preparamos complexos de inclusdo de DHC com B-CD, Me-§3-
CD e HP-B-CD pelo método de coevaporagdo, como descrito em Métodos/Experimental
(item III.3, pag. 29). A formagdo dos complexos de inclusdo de DHC com B-CDs pelo
método de coevaporagdo foi analisada por difracdo de raios-X por pé (XRD), calorimetria
diferencial de varredura (DSC), andlise termogravimétrica (TGA) e por microscopia
eletronica de varredura (MEV), como descrito em Métodos/Experimental (item III.4, pag.
29).

Os resultados da caracterizagdo dos complexos de inclusao de DHC com 3-CDs sao

apresentados a seguir.
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O difratograma do complexo de inclusao de DHC com B-CD (Figura 12, linha
vermelha) apresenta novos picos a 26 = 12.0° e 18.0° que sao ausentes nos difratogramas
dos componentes isolados. O difratograma da DHC (Figura 12, linha azul) apresenta picos
a 20 = 8,0° 13,5° 16,5° e 24°; o difratograma da -CD (Figura 12, linhas preta) apresenta
picos a 20 = 8,5° 19,0° e 21°. Esses picos dos componentes isolados — DHC e 3-CD, ndo
estdo presentes no difratograma do complexo de inclusio de DHC com B-CD. O

difratograma da mistura fisica de DHC com -CD foi uma sobreposi¢cdo dos difratogramas

dos componentes isolados (dado ndo mostrado).

Scattering intensity (CPS)
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Scattering angle, 26 (degrees)

Figura 12. Difratogramas de DHC (azul), B-CD (preto) e complexo de inclusdo de
DHC com B-CD (vermelho).
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O difratograma do complexo de inclusdo de DHC com HP-B-CD (Figura 13, linha
vermelha) apresenta um perfil amorfo. O difratograma da DHC (Figura 13, linha azul)
apresenta picos a 26 = 8,0°, 13,5° 16,5° e 24°; o difratograma da HP-B-CD (Figura 13,
linha preta) apresenta picos a 20 = 12,5° e 19°. Esses picos dos componentes isolados —
DHC e HP-B-CD, ndo estdo presentes no difratograma do complexo de inclusdao de DHC
com HP-B-CD. O difratograma da mistura fisica de DHC com HP-B-CD foi uma

sobreposi¢do dos difratogramas dos componentes isolados (dado ndo mostrado).

Scattering intensity (CPS)
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Figura 13. Difratogramas de DHC (azul), HP-B-CD (preto) e complexo de inclusio
de DHC com HP-B-CD (vermelho).
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O difratograma do complexo de inclusdao de DHC com Me-B-CD (Figura 14, linha
vermelha) mostra um perfil amorfo, sem picos indicativos de cristalinidade; perfil
semelhante ao difratograma da Me-B-CD (Figura 14, linha preta). O difratograma da
DHC (Figura 14, linha azul) apresenta picos a 20 = 8,0°, 13,5° 16,5° e 24°. Os picos de
cristalinidade presentes no difratograma da DHC ndo estdo presentes tanto no difratograma
do complexo de inclusdo de DHC com Me-B-CD, quanto no da Me--CD. O difratograma
da mistura fisica de DHC com Me-B-CD foi uma sobreposicao dos difratogramas dos

componentes isolados (dado nao mostrado).
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Figura 14. Difratogramas de DHC (azul), Me-B-CD (preto) e complexo de inclusdo
de DHC com Me-B-CD (vermelho).
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O termograma da DSC do complexo de inclusdo de DHC com B-CD (Figura 185,
linha vermelha) mostra um pico endotérmico a 117,49°C que ndo estd presente nos
termogramas dos componentes isolados — DHC e B-CD. No termograma da DHC (Figura
15, linha azul) observa-se um pico endotérmico a 135,47°C e outro a 416,17°C, sendo
esses picos nao observados no termograma do complexo de inclusdao. Observa-se no
termograma do complexo de inclusao de DHC com B-CD (Figura 15, linha vermelha) que
o pico endotérmico entre 143,38°C e 167,31°C, presente no termograma da B-CD (Figura

15, linha preta), também esta presente, entretanto com uma reducdo em sua area.
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Figura 15. Termogramas da DSC de DHC (azul), B-CD (preto) e complexo de
inclusao de DHC com B-CD (vermelho).
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O termograma da DSC do complexo de inclusao de DHC com HP-B-CD (Figura
16, linha vermelha) mostra dois picos endotérmicos, um a 148,71°C e outro a 326,58°C
que ndo estdo presentes nos termogramas dos componentes isolados — DHC e HP-B-CD
(Figura 16, linhas azul e preta, respectivamente). No termograma da HP-B-CD (Figura
16, linha preta) observa-se dois picos (160,04°C e 327,46°C). Os picos endotérmicos a
135,47°C e 416,17°C presentes no termograma da DHC (Figura 16, linha azul), nio estdo
presentes no termograma do complexo de inclusio de DHC com HP-B-CD (Figura 16,

linha vermelha).
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Figura 16. Termogramas da DSC de DHC (azul), HP-B-CD (preto) e complexo de
inclusado DHC com HP-B-CD (vermelho).
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O termograma da DSC do complexo de inclusao de DHC com Me-3-CD (Figura
17, linha vermelha) mostra dois picos endotérmicos (154,86°C e 366,13°C) semelhantes ao
do termograma da Me-B-CD (158,04°C e 367,56°C) (Figura 17, linha preta),entretanto no
termograma do complexo de inclusdo estes picos se apresentam com amplitude e areas
reduzidas. Observa-se que os picos endotérmicos da DHC (135,47°C e 416,17°C) (Figura

17, linha azul) estao ausentes no termograma do complexo de inclusao.
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Figura 17. Termogramas da DSC de DHC (azul), Me-3-CD (preto) e complexo de
inclusdo DHC com Me-B-CD (vermelho).
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O termograma da TGA da DHC (Figura 18, linha azul) mostra que esta molécula
sofreu um processo de decomposi¢do térmica continua a partir de 250°C chegando a uma
decomposicdo completa a 350°C sem deixar residuos sélidos. Em contraste, o termograma
do complexo de inclusdao de DHC com B-CD (Figura 18, linha vermelha) mostra que esse
novo composto foi mais estdvel termicamente que a DHC, com formagdo de residuo sé6lido

a 600°C correspondente a 17% do material analisado.
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Figura 18. Termogramas da TGA de DHC (azul), B-CD (preto) e complexo de
inclusd@o de DHC com B-CD (vermelho).
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O termograma da TGA da DHC (Figura 19, linha azul) mostra que essa molécula
sofreu um processo de decomposi¢do térmica continua a partir de 250°C chegando a uma
decomposicdo completa a 350°C sem deixar residuos sélidos. Em contraste, o termograma
do complexo de inclusao de DHC com HP-B-CD (Figura 19, linha vermelha) mostra que
este foi mais estdvel termicamente que a DHC, com formacdo de residuo sélido a 550°C

correspondente a 6,3% do material analisado.
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Figura 19. Termogramas da TGA de DHC (azul), HP-B-CD (preto) e complexo de
inclus@ao de DHC com HP-B-CD (vermelho).
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O termograma da TGA da DHC (Figura 20, linha azul) mostra que essa molécula
sofreu um processo de decomposi¢do térmica continua a partir de 250°C chegando a uma
decomposicdo completa a 350°C sem deixar residuos sélidos. Em contraste, o termograma
do complexo de inclusdo de DHC com Me-f-CD (Figura 20, linha vermelha) mostra que
este foi mais estdvel termicamente que a DHC, com formacdo de residuo sélido a 550°C

correspondente a 8% do material analisado.
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Figura 20. Termogramas da TGA de DHC (azul), Me-B-CD (preto) e complexo de
inclus@ao de DHC com Me--CD (vermelho).
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Além das técnicas de XRD, DSC e TGA, as amostras (DHC e complexos de
inclusdo de DHC com B-CDs) também foram analisadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Na microscopia foi observado que o aspecto cristalino da DHC (Figura 21a)
desapareceu nos complexos de inclusdo com 3-CD, HP-B-CD e Me-3-CD (Figuras 21 b-d,

respectivamente).

Figura 21. Micrografias de cristais de DHC (a) (1.000x), complexo de inclusdo de
DHC com B-CD (b) (1.000x), complexo de inclusdo de DHC com HP-B-CD (c) (500x) e
Me-B-CD (d) (152x).
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CITOTOXICIDADE DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DE DHC COM B-CDs

A fim de verificar a citotoxicidade da DHC complexada com B-CDs, foram
realizadas culturas de células V79 e hepatdcitos. As células V79 e hepatdcitos, apds
processadas, foram tratadas com diferentes concentracdes de DHC, DHC complexada com
B-CDs e mistura fisica dos componentes isolados de cada um dos trés complexos de
inclusio (DHC com B-CD, HP-B-CD e Me-B-CD) como descrito em
Métodos/Experimental (itens IIL.5 e II1.7, padg. 31 e 33 respectivamente). Apds o tratamento
as células foram processadas para os ensaios de determinacdo dos indicadores de
toxicidade, como descrito em Métodos/Experimental (item II1.8, pag. 34).

Os resultados referentes aos testes de citotoxicidade da DHC complexada em -CDs

frente as células V79 e hepatdcitos sdo apresentados a seguir.
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CELULAS V79

O complexo de inclusio DHC-B-CD (Figura 22) acarretou uma baixa
citotoxicidade nas células V79 frente ao teste de incorpora¢do do vermelho neutro (IC; =
400 uM). No teste de reducdo do MTT, observou-se uma baixa toxicidade (ICsy de 676

uM, estimado a partir da extrapolacdo linear dos dados plotados).
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Figura 22. Viabilidade de células V79 apds tratamento com complexo de inclusdo
de DHC com B-CD por 24 h. ParAmetros analisados: reducdo do MTT, incorporagdo do
vermelho neutro e contetido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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No teste de contetido de 4cidos nucléicos em células V79, o complexo de inclusao
DHC-B-CD acarretou uma baixa citotoxicidade (ICsyo de 420 uM) (Pag. anterior)
comparada ao visto no tratamento com DHC livre (ICsy de 225 uM) (Pag. 46).

O complexo de inclusao DHC-HP-B-CD (Figura 23) mostrou ser pouco citotoxico

no teste de incorporagdo do vermelho neutro (IC,y =500 uM) em células V79.
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Figura 23. Viabilidade de células V79 apds tratamento com complexo de inclusdao
de DHC com HP-B-CD por 24 h. Pardmetros analisados: redu¢do do MTT, incorporacio do
vermelho neutro e conteiido de dcidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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No teste de redu¢do do MTT, o complexo de inclusao DHC-HP-B-CD foi menos
citotoxico (ICso de 500 uM; pag. anterior) que a DHC livre (ICsp de 400 uM; pdg. 46). No
teste de conteddo de 4acidos nucléicos, o complexo de inclusdo de DHC com HP-B-CD
apresentou uma baixa citotoxicidade (ICsy de 340 uM; pdg. anterior) comparada a DHC
livre (ICsp de 225 uM; pag. 46).

O complexo de inclusao de DHC-Me-B-CD (Figura 24) foi pouco citotéxico frente

ao teste de incorporagdo do vermelho neutro (IC;s de 500 uM) nas células V79.
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Figura 24. Viabilidade de células V79 apds tratamento com complexo de inclusdo
de DHC com Me-3-CD por 24 h. Parametros analisados: redu¢cdo do MTT, incorporacdo do
vermelho neutro e contetido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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No teste de redu¢do do MTT, o complexo de inclusio DHC-Me-B-CD foi menos
citotoxico (ICsp > 500 uM; pag. anterior) que a DHC livre (ICs5y de 400 uM; pdg. 46) em
células V79. No teste de conteido de dcidos nucléicos, o complexo DHC-Me-3-CD
apresentou uma baixa citotoxicidade (ICsy de 415 uM; pag. anterior) comparada a DHC
livre (ICso de 225 uM; pag. 46).

Para investigar um possivel impedimento estérico entre a DHC e as B-CDs, as
células V79 foram tratadas com uma mistura fisica dos componentes isolados — DHC e 3-
CDs na razao molar de 1:2 (DHC: B-CDs) em concentragdes de 0 a 500 uM (relativas de

DHC). Os resultados sdo apresentados a seguir.
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Nas células V79, a mistura fisica de DHC com B-CD (Figura 25), comparada a
DHC livre (Pag. 46), ndo acarretou mudangas significativas no teste de incorporacdo do
vermelho neutro. Quanto a reducdo do MTT e ao conteido de acidos nucléicos, foi

observada uma baixa citotoxicidade (ICyp = 500 uM e ICsq de 340 uM, respectivamente).
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Figura 25. Viabilidade de células V79 ap6s tratamento com mistura fisica de DHC
com B-CD por 24 h. ParAmetros analisados: redu¢do do MTT, incorporacdo do vermelho
neutro e conteido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio padrdo de

trés experimentos em sextuplicata cada.
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A mistura fisica de DHC com HP-B-CD (Figura 26) apresentou baixa toxicidade
nas células V79 frente a todos os testes de viabilidade analisados (ICyy = 464 uM, IC;s =
500 uM e ICsp = 315 uM nos testes de reducao do MTT, incorporacdo do vermelho neutro

e conteddo de dcidos nucléicos,respectivamente).
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Figura 26. Viabilidade de células V79 apds tratamento com mistura fisica de DHC
com HP-B-CD por 24 h. Parametros analisados: redu¢do do MTT, incorpora¢do do
vermelho neutro e contetido de dcidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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A mistura fisica de DHC com Me-B-CD (Figura 27) apresentou baixa toxicidade
nas células V79 frente a todos os testes de viabilidade analisados (ICy5 = 500 uM, ICy =
500 uM e ICsp = 300 uM nos testes de reducao do MTT, incorporacdo do vermelho neutro

e conteddo de dcidos nucléicos,respectivamente).
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Figura 27. Viabilidade de células V79 ap6s tratamento com mistura fisica de DHC
com Me-B-CD por 24 h. ParAmetros analisados: redu¢do do MTT, incorporacdo do
vermelho neutro e contetido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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HEPATOCITOS

Nos hepatdéctios tratados com o complexo de inclusao de DHC com B-CD (Figura
28), valores de 1Csp de 254 uM e 500 uM foram obtidos nos testes de conteido de 4cidos
nucléicos e redu¢do do MTT, respectivamente. Também foi verificado que esse complexo
de inclusdo apresentou um baixo efeito toxico (ICsy maior que 500 uM) frente ao teste de

incorporacao do vermelho neutro.
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Figura 28. Viabilidade de hepatdcitos apds tratamento com complexo de inclusdo
de DHC com B-CD por 20 h. ParAmetros analisados: reducdo do MTT, incorporagdo do
vermelho neutro e contetido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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Nos hepatdcitos tratados com o complexo de inclusio de DHC com HP-B-CD
(Figura 29), os valores de ICsy obtidos para os testes de reducdo do MTT, contetdo de
acidos nucléicos e incorporagdo do vermelho neutro, foram de 390 uM, 176 uM e 430 uM,

respectivamente.
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Figura 29. Viabilidade de hepatdcitos apds tratamento com complexo de inclusdo
de DHC com HP-B-CD por 20 h. Pardmetros analisados: redu¢do do MTT, incorporacdo do
vermelho neutro e conteiido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.



71

Nos hepatdcitos tratados com o complexo de inclusio de DHC com Me-B-CD
(Figura 30), os valores de ICsy obtidos para os testes de reducdo do MTT, contetdo de

acidos nucléicos e incorporagdo do vermelho neutro, foram de 352 uM, 162 uM e 495 uM,

respectivamente.
100 - \
1\ =
80 - \E
(}) \
se04 N\ ° g\
5 \
8 l\I
_8 L\I
2 404
20
—a— MTT
{1 —®— Vermelho neutro
—aA— Conteudo de acidos nucleicos

0 | ! | ! | ! | ! | ! |
0 100 200 300 400 500
[DHC-Me-B-CD] uM

Figura 30. Viabilidade de hepatdcitos apds tratamento com complexo de inclusdo de DHC
com Me-B-CD por 20 h. Parimetros analisados: redu¢do do MTT, incorporacdo do
vermelho neutro e contetido de 4cidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada
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Para investigar uma possivel interferéncia das -CDs frente aos efeitos da DHC, os
hepatdcitos foram tratados com misturas fisicas dos componentes isolados — DHC e 3-CDs
na razao molar de 1:2 (DHC:B-CDs), em concentracdes relativas de DHC de 0 a 500 uM.

A hepatotoxicidade das misturas fisicas (Figura 31, pag. seguinte) foi similar nos

trés testes de viabilidade realizados (Tabela 6) comparada a observada no tratamento com

DHC livre (Figura 10, pag. 48).

Tabela 6. Valores de ICs obtidos nos tratamentos dos hepatocitos com as misturas

fisicas de DHC e B-CDs.

Tratamento Valores de ICsy em uM (parametros de viabilidade)
MTT Vermelho neutro Conteudo de acidos nucléicos
DHC 144 31 25
DHC + B-CD 213 38 40
DHC + HP-B-CD 175 46 9?

DHC + Me-3-CD 171 4?2 0
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Figura 31. Viabilidade dos hepatécitos apds tratamento com misturas fisicas de DHC com B-CDs por 20 h. Parametros

analisados: redu¢do do MTT, incorporagdo do vermelho neutro e contetido de acidos nucléicos. Cada ponto representa média + desvio

padrdo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GSH E EXTENSAO DA

PEROXIDACAO LIPIDICA EM HEPATOCITOS

A determinagdo da concentragdo de GSH e extensdo de peroxidacao lipidica através
da formacdo de TBARS foram realizadas como descrito em Métodos/Experimental (item
II1.9, pag. 38). Os resultados sdao expressos em microgramas € nanomol por miligrama de
proteinas totais dos hepatdcitos (ug/mg — nmol/mg de proteinas), respectivamente, para a
concentracdo de GSH e TBARS, sendo que o valor de proteinas totais calculado para os

hepatécitos foi de 1,41+0,08 mg/10° células. Os resultados sdo apresentados a seguir.



75

A concentracdio de GSH nos hepatécitos (Figura 32) tratados com DHC livre,
comparada ao controle, diminuiu de 21,94+1,73% a 68,36+1,15%. Nos hepatdcitos tratados
com DHC nas suas formas veiculadas, a concentracdo de GSH comparada ao controle
diminuiu de 9,70+1,12% a 64,21+£1,47%, de 7,62+1,91% a 62,82+1,43%, de 6,24+1,98% a

61,66+1,30% e de 4,85+1,89% a 60,73+1,39% nas veiculagdes com nanoesferas de PLGA,

HP-B-CD, Me-B-CD e B-CD, respectivamente (Figura 32).
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Figura 32. Determinacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)
em pug/mg de proteinas nos hepatdcitos tratados com DHC e suas formas
veiculadas. B (controle), “ (DHC), ¥ (DHC-PLGA), *® (DHC-B-CD),
°® (DHC-HP-B-CD) ¢ M(DHC-Me-B-CD). * Estatisticamente diferentes do

controle pelo test-t de Student (p<0,05) (n=3).
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A concentragdo de TBARS nos hepatdcitos (Figura 33) tratados com DHC livre,
comparada ao controle, aumentou de 48,38+5,10 a 255,20+7,32%.. Nos hepatdcitos
tratados com DHC nas suas formas veiculadas, a concentracio de TBARS comparada ao
controle aumentou de 19,55+4,88% a 196,09+5,37%, de 16,76+4,57% a 173,52+5,21%, de
6,37£5,32% a 163,45£4,97% e de 2,90+4,27% a 162,34+5,54% nas veiculagdes com

nanoesferas de PLGA, HP-B-CD, Me-3-CD e B-CD, respectivamente (Figura 33).
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Figura 33. Extensdo da peroxidacdo lipidica determinada por meio da
concentragdo de TBARS em nmol/mg de proteinas nos hepatocitos tratados com
DHC e suas formas veiculadas. M (controle), “ (DHC), ¥ (DHC-PLGA),
°® (DHC-B-CD), °® (DHC-HP-p-CD) ¢ M(DHC-Me-B-CD). * Estatisticamente

diferentes do controle pelo test-t de Student (p<0,05) (n=3).
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DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS DAS ENZIMAS CP4501A1 E

CP4502B1 EM HEPATOCITOS

A atividade enzimadtica das enzimas CP4501A1 e CP4502B1 foi medida utilizando
os substratos 7-metoxiresorufina e 7-metoxicoumarina, respectivamente; sendo os produtos
formados, resorufina e 7-hidroxicoumarina, pela atividade das enzimas 1Al e 2Bl1,
respectivamente, determinados e quantificados por fluorescéncia como descrito em
Métodos/Experimental (item II1.9, pdg. 39 e 40 respectivamente). Os resultados sao
expressos em picomoles do produto formado por minuto por miligrama de proteinas totais
dos hepatdcitos (pmol/min/mg de proteinas), sendo que o valor de proteinas totais
calculado para os hepatécitos foi de 1,41+0,08 mg/106 células. Os resultados sao

apresentados a seguir.
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A atividade enzimética do CP1A1 dos hepatéctios (Figura 34) tratados com DHC
livre, comparada ao controle, foi inibida de 11,98+2,37% a 59,32+3,58%. Nos hepatdcitos
tratados com DHC nas suas formas veiculadas, a atividade enzimatica do CPl1Al
comparada ao controle foi inibida de 6,97+2,25% a 56,85+4,11%, de 4,87+3,64% a
56,18+3,41%, de 3,14+2,83% a 55,05+4,63% e de 2,32+2,19% a 55,2+4,39% nas

veiculagdes com nanoesferas de PLGA, HP-B-CD, Me-B-CD e B-CD, respectivamente

(Figura 34).
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Figura 34. Determinacdo da atividade enziméatica do CP1A1 de hepatdcitos
tratados com DHC e suas formas veiculadas. Os resultados sdo expressos como
pmol de resorufina/min/mg de proteina hepatica. M (controle), “ (DHC),
¥ (DHC-PLGA), ® (DHC-B-CD), ® (DHC-HP-B-CD) ¢ M(DHC-Me-B-CD). *

Estatisticamente diferentes do controle pelo test-t de Student (p<0,05) (n=3).



79

A atividade enzimédtica do CP2B1 dos hepatéctios (Figura 35) tratados com DHC
livre, comparada ao controle, foi inibida de 9,17£3,19% a 52,03+4,13%. Nos hepatdcitos
tratados com DHC nas suas formas veiculadas, a atividade enzimatica do CP2B1
comparada ao controle foi inibida de 4,68+3,66% a 49,08+3,78%, de 2,47+2,21% a
48,65+4,07%, de 1,97+1,95% a 48,02+3,88% e de 1,58+1,61% a 47,87+4,73% nas
veiculagdes com nanoesferas de PLGA, HP-B-CD, Me-B-CD e B-CD, respectivamente

(Figura 35).
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Figura 35. Determinacdo da atividade enzimdtica do CP2B1 de hepatdcitos
tratados com DHC e suas formas veiculadas. Os resultados sdo expressos como
picomol de 7-hidroxicoumarina/min/mg de proteina hepatica. M (controle), « (DHC),
¥ (DHC-PLGA), ® (DHC-B-CD), ° (DHC-HP-B-CD) ¢ E(DHC-Me-B-CD). *

Estatisticamente diferentes do controle pelo test-t de Student (p<0,05) (n=3).
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V-DISCUSSAO

CARACTERIZACAO DAS FORMAS DE VEICULACAO DA DHC

Os sistemas de liberagdo controlada oferecem varias vantagens quando comparados
aos sistemas convencionais de administracdo de farmacos. Nas formas de administracdo
convencionais (nebulizacdo "spray", injecado, pilulas) a concentracdo da droga na corrente
sangiiinea apresenta um aumento, atinge um pico maximo e entdo declina. Considerando-se
que cada droga possui uma faixa de acdo terapéutica acima da qual ela € toxica e abaixo da
qual ela € ineficaz, os niveis plasmadticos sd@o dependentes das dosagens administradas. Este
fato se torna problematico se a dose efetiva do fadrmaco estiver proxima a sua dose téxica.
O objetivo dos sistemas de liberagdo controlada € permitir a vetorizacdo dos farmacos a fim
de manter a concentracdo do mesmo entre os niveis terapéutico e téxico por um tempo

prolongado, utilizando-se de uma tnica dosagem.

Dentre os vetores empregados como sistemas de liberacdo controlada, temos os
coloidais constituidos por lipossomas e micro/nanoparticulas poliméricas, e as
ciclodextrinas, que vem se mostrando como promissoras formas de liberagdo controlada de
farmacos (Hirayama & Uekama, 1999; Schaffazick et al., 2003). Grande aten¢do vem
sendo direcionada para o desenvolvimento de sistemas terapéuticos parenterais como
formulacdes destinadas para a liberacdo de farmacos sitios-especificos, que é no que
consiste o principal objetivo em se tratando de vetorizacdo de antitumorais, como a DHC,

por exemplo. (Quintanar-Guerrero et al., 1996).
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Em nossos estudos tivemos por enfoque a comparagdo da citotoxicidade da DHC
veiculada em nanoesferas poliméricas preparadas a partir do copolimero do 4cido lactico e
glicolico (PLGA) e complexada em B-CD e derivados (Me-B3-CD e HP-B-CD) com a DHC
na sua forma livre. A analise comparativa da citotoxicidade foi realizada frente a duas
linhagens celulares: células sem capacidade de metabolizagdo através do sistema P450
(células V79) e em células com capacidade de biotransformagdo (cultura primdria de
hepatdcitos).

As nanoesferas de PLGA contendo DHC foram preparadas pelo método de
evaporacdo do solvente associado ao método de difusdo da emulsificacdo espontanea
(Ferdous et al., 1998; Murakami et al., 1999), com algumas modificagdes. O tamanho
médio obtido para as nanoparticulas de PLGA vazias e de PLGA contendo DHC foi de 628
nm e 821 nm, respectivamente, com indice de polidispersio de 0,517 e 0,684,
respectivamente (Tabela 4, pag. 42). De forma geral as nanoesferas apresentaram uma
distribuicdo unimodal, com indice médio de polidispersdo. Muitos estudos t€m sido
desenvolvidos na avaliacdo dos principais fatores que afetam o didmetro das particulas de
sistemas nanoestruturados. A composi¢ao quali-quantitativa e o método de preparagdo sao
fatores determinantes do didmetro médio e da polidispersdao das particulas (Schaffazick et
al., 2003). Uma outra observa¢do importante € que a presenca do polimero pré-formado
(método de deposi¢do do polimero pré-formado, utilizado em nossos estudos) pode
conduzir a diminui¢do do tamanho das particulas em relacdo a emulsdo devido a um efeito
estabilizador do polimero ao redor das goticulas (Losa et al., 1993; Schaffazick et al.,

2003).
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A presenga do fairmaco, assim como o tensoativo utilizado no meio reacional pode
provocar alteracao no tamanho das particulas (Vandervoort & Ludwig, 2001). Inicialmente,
obtivemos particulas de tamanho da ordem de micrometros — entre 1,4 e 2,1 um (dados nao
mostrados). Ao longo da padronizacdo da técnica de preparacdo, com alteracdes nos
métodos e tempos de agitagdo, assim como utiliza¢ao de diferentes tensoativos, o tamanho
das particulas diminuiu, assim como o indice de polidispersdo. Segundo Ferdous e
colaboradores (1998), os métodos de agitacdo, sonicacdo e homogeinizacdo, em
combinacdo ou ndo, apresentam diferentes efeitos no tamanho final das particulas, assim
como na superficie das mesmas. A combinacdo dos trés métodos provoca significativa
diminui¢do no tamanho das particulas.

Inicialmente utilizou-se como tensoativo, apenas o PVA de alta massa molecular
(127.000 Da). Esta preparagdo apresentou muitos problemas de agregacdo de particulas
(Figura 6 a-b, pag. 43). Em seguida, passou-se a utilizar como tensoativos o PVA de alta
massa molecular e pluronic F68 (massa molecular de 8.400 Da). Neste caso, a preparacao
melhorou em relagdo a dispersdo, fato que estd associado a diminui¢do de formacdo de
agregados. Em uma etapa posterior, utilizou-se como tensoativos PVA de menor massa
molecular (massa molecular de 30.000 — 70.000 Da) e pluronic F68 (Figura 6 c, pag. 43).
Esta ultima preparacdo apresentou a melhor dispersdo em relagdo as anteriores e baixa
agregacao

De acordo com os resultados, podemos sugerir que durante o processo de
homogeneizagdo hd uma difusdo rdpida do solvente (acetona) através da interface,
produzindo uma fina emulsdo. O PVA de alta massa molecular utilizado inicialmente atuou
como tensoativo durante a emulsificacdo e a DHC foi adsorvida ao polimero durante esse

processo. A sonicacdo e utilizacdo do PVA de baixa massa molecular juntamente com o
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Pluronic F68 causaram redu¢do no tamanho das particulas e, simultaneamente com agitacao
magnética conduziu a evaporacdo do solvente e endurecimento do polimero na superficie
das nanoesferas.

A eficiéncia de encapsulacao da DHC nas nanoesferas de PLGA variou ao longo da
padronizacdo do método utilizado na confeccdo das mesmas, sendo que na primeira
preparacao a eficiéncia foi de 50,75+1,2% (dado ndo mostrado), chegando a 83,24+2,6 na
ultima preparacio (Tabela 4, pag. 42). Em relacgdo a liberagio in vitro da DHC, a primeira
preparacgdo utilizando PVA de alta massa molecular como tensoativo promoveu uma rapida
liberacao da DHC: 2,17+0,23% na primeira hora e 100,0+0,11% em 24 horas (dados ndo
mostrados). A preparacdo seguinte utilizando PVA de baixa massa molecular e Pluronic
F68 como tensoativos promoveu a liberagdo in vitro de 2,0+0,2%, 27,24+0,9%, 48,3+1,1%,
76,4+1,4%, 91,6£1,2 e 100,0+0,2% em 0, 6, 12, 24, 36 e 48 horas, respectivamente, da
DHC a partir das nanoesferas (Tabela 4, pag. 42). Provavelmente a liberacdo relativamente
rapida da DHC ocorreu devido a droga estar adsorvida principalmente na superficie das
nanoesferas (Li et al., 2001). Em relacio a associagdo do farmaco ao sistema
nanoestruturado, vérios estudos mostram que diversos fatores sdo capazes de influenciar a
quantidade de farmaco associada ao sistema. Entre eles se destacam as caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco (Calvo et al., 1996), as caracteristicas da superficie das
particulas ou a natureza do polimero (Yoo et al., 2005; Vila et al., 2002), a quantidade de
farmaco adicionada a formulagdo (Brasseur ef al., 1991), a ordem de adi¢dao do farmaco na
formulacdo, ou seja, antes (incorporacdo) ou apds (incubagcdo) a formacgdo das
nanoestruturas (Fresta et al., 1995) e o tipo de tensoativo adsorvido a superficie polimérica

(Fontana et al., 1998).
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Segundo Soppimath e colaboradores (2001), a liberacdo dos farmacos a partir de
sistemas nanoparticulados poliméricos depende de diferentes fatores: a) da desercdo do
farmaco da superficie das particulas; b) da difusdo do farmaco através da matriz polimérica;
c¢) da eros@o da matriz polimérica ou d) da combinacdo dos processos de difusao e erosao.

De acordo com Panyam & Labhasetwar (2003), o comportamento dos sistemas de
liberacdo € dependente da taxa de degradacdo do polimero. Estes autores relatam que
durante a fase inicial, a liberacdo do agente terapéutico adsorvido ocorre principalmente
através de sua difus@o na matriz polimérica, enquanto, durante a fase final, a liberacdo ¢
mediada por ambos, difusdao do agente terapéutico pela matriz polimérica e degradacdo da
mesma. Desta forma, Paynam & Labhasetwar (2003) sugerem que a degradacdo do PLGA
ocorra através de um processo autocatalitico de suas ligacdes éster. Os grupos carboxilicos
terminais presentes nas cadeias de PLGA aumentam em ndmero durante o processo de
biodegradacdo conforme as cadeias sdo clivadas (Crow et al., 2005; Jain, 2000). Vérios
fatores como morfologia, composicdo, tacticidade, hidrofobicidade/hidrofilicidade e massa
molecular do polimero, assim como a presencga de outros aditivos ao mesmo, afetam a taxa
de degradagdo da matriz polimérica (Panyam & Labhasetwar, 2003). Polimeros de PLGA
na propor¢do 50:50 de 4cido latico e glicdlico sd@o hidrolisados mais rapidamente que
aqueles contendo maior propor¢do de um ou de outro mondmero. O 4cido latico € mais
hidrofébico que o dcido glicdlico e, portanto, polimeros de PLGA com maior quantidade de
acido latico sdo pouco hidrofilicos, absorvem menos dgua e subsequentemente degradam-se
mais lentamente (Jain, 2000).

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual ¢é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociagdo

de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsor¢cdo de espécies i0nicas presentes
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no meio aquoso de dispersao (Mosqueira et al., 2000). Nossas preparacdes de nanoesferas
de PLGA vazias e de PLGA-DHC apresentaram potencial zeta em torno de -32 e -25 mV,
respectivamente (Tabela 4, pag. 42). Em médulo, um valor de potencial zeta relativamente
alto € importante para uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois
grandes forgas repulsivas tendem a evitar a agregacdo em funcdo das colisdes ocasionais de
nanoesferas adjacentes (Schaffazick et al., 2003).

Os polaxamers (copolimeros de 6xidos de etileno e propileno), como por exemplo,
o Pluronic e polimeros constituintes das nanoesferas, sdo os principais componentes
presentes nas formulagdes capazes de influenciar o potencial zeta. Especialmente os
poliésteres, como o PLA e lecitinas, fornecem um potencial zeta negativo a interface,
enquanto os polaxamers (tensoativos ndo-idnicos) tendem a reduzir o valor absoluto deste
parametro (Legrand et al., 1999). Desta forma, as nossas preparacdes realizadas apds
padronizacdo apresentaram boa estabilidade fisico-quimica tendendo a minimizag¢do da

agregacdo entre as particulas, fato este refletido nas determina¢des do potencial zeta.

A ciclodextrina (CD) pode ser uma molécula “hospedeira” e a “forca diretora” da
formacdo do complexo se deve a substituicdo da alta entalpia das moléculas de 4gua
(presentes na cavidade da CD) por uma molécula “héspede” apropriada. Uma, duas, ou trés
moléculas de ciclodextrina conttm uma ou mais moléculas “hdspedes” associadas. Na
maioria dos casos, a propor¢ao de hdspede-hospedeiro € 1:1, entretanto 2:1, 1:2, 2:2, ou
associacdes mais complexas e estados de equilibrio maiores podem ocorrer, quase sempre,
simultaneamente (Szejtli, 1998). Nos nossos estudos preparamos complexos de inclusao de

DHC com B-CDs através do método de coevaporacdo como descrito por De Azevedo e



86

colaboradores (2004), sendo esses complexos caracterizados pelas técnicas de difracdo de
raio-X (XRD), calorimetria diferencial de varredura (DSC), andlise termogravimétrica
(TGA) e microscopia eletronica de varredura (MEV).

As técnicas de XRD, DSC e TGA sdo bem conhecidas por fornecerem uma
caracterizacao qualitativa do estado sélido dos sistemas por comparagdo dos seus picos de
difracdo e térmicos, respectivamente (Mura, et al., 1999). Os dados da XRD dos complexos
de inclusao (Figuras 12-14, pags. 51-53) por n6s obtidos indicam a formacdo de um novo
composto supramolecular, demonstrando que houve uma intera¢do fisico-quimica entre a
DHC e as B-CDs para a formagdo dos complexos de inclusdo. Essa indicacdo ¢é
fundamentada pelo aparecimento de novos picos e pelo perfil amorfo dos difratogramas dos
complexos de inclusdo comparados aos dos componentes isolados e concomitantemente a

auséncia dos picos caracteristicos do difratograma da DHC (Tabela 7).

Tabela 7. Perfil dos difratogramas obtidos pala técnica de XRD.

Difratograma Caracteristicas relevantes
DHC (linha azul, figuras 12, 13 e 14) picos a 20 = 8,0° 13,5° 16,5° e 24
B-CD (linha preta, figura 12) picos a 20 = 8,5°, 19,0° e 21
HP-B-CD (linha preta, figura 13) picos a20=12,5°¢e 19°
Me-B-CD (linha preta, figura 14) sem picos, perfil amorfo
DHC complexada com B-CD (linha vermelha, figura 12) picos a20 =12.0°e 18.0°
DHC complexada com HP-3-CD (linha vermelha, figura 13) sem picos, perfil amorfo

DHC complexada com Me-B-CD (linha vermelha, figura 14) sem picos, perfil amorfo
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A calorimetria diferencial de varredura forneceu dados quantitativos precisos devido
ao tratamento das amostras conforme o principio do p6 compensado. Um pico positivo
representa uma transicdo endotérmica e um pico negativo representa uma transi¢ao
exotérmica (Hausberger & De Luca, 1995). Um processo endotérmico € resultante da fusio
ou de uma transi¢ao de fase s6lido-sélido de primeira ordem que aparece como um pico
pontiagudo. Por outro lado, processos quimicos tais como decomposicdo, ocorrem em uma
faixa de temperatura mais ampla do que transi¢des de fase de primeira ordem e apresenta-se
como um desvio a partir da linha de base.

Os termogramas da DSC dos complexos de inclusdo comparados ao da DHC, nao
apresentaram os picos endotérmicos a 135,47°C e 416,17°C atribuidos ao ponto de fusdo e
ao colapso térmico da DHC, respectivamente (Figuras 15-17, pags. 54-56). Esse resultado,
corroborado com as diferencas de amplitude e drea dos picos dos termogramas dos
compostos de inclusdo, bem como o aparecimento de novos picos nesses termogramas
(Tabela 8), sugere que novas espécies supramoleculares foram formadas.

Tabela 8. Perfil dos termogramas obtidos pela técnica de DSC.

Termograma Caracteristicas relevantes
DHC (linha azul, figuras 15, 16 e 17) picos a 135,47°C e 416,17°C
B-CD (linha preta, figura 15) pico entre 143,38°C-167,31°C com 7mW de
amplitude
HP-B-CD (linha preta, figura 16) picos a 160,04°C e 327,46°C com amplitudes
de 6,5mW e 8mW, respectivamente
Me-B-CD (linha preta, figura 17) picos a 158,04°C e 367,56°C com amplitudes
de SmW e 10mW, respectivamente
DHC complexada com -CD (linha vermelha, pico a 117,49°C e pico entre 143,38°C-
figura 15) 167,31°C com éarea reduzida

DHC complexada com HP-B-CD (linha vermelha, —picos a 148,71°C e 326,58°C com amplitudes
figura 16) de 12,3mW e SmW, respectivamente

DHC complexada com Me-B-CD (linha vermelha, picos a 154,86°C e 366,13°C com amplitudes
figura 17) de 1,5mW e 4,5mW, respectivamente
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Analisando-se a regido entre 143,38°C e 167,31°C no termograma da 3-CD (Figura
15, linha preta, pag. 54), observa-se que no termograma do complexo de inclusdo (Figura
15, linha vermelha, pag. 54) houve uma diminuicdo dessa area. Essa redugdo sugere uma
interacdo apolar-apolar com a cavidade da B-CD, via substitui¢do de algumas moléculas de
agua pela molécula héspede, no caso a DHC. A cavidade da 3-CD tem um diametro interno
grande o suficiente para a acomodagdo de um anel aromético (~7 A) (Kalinkova, 1999). Em
uma solucdo aquosa, a cavidade da B-CD, levemente apolar, estd ocupada por moléculas de
dgua que estdo energeticamente desfavorecidas (interagdo polar-apolar), podendo ser
facilmente substituidas por “moléculas hdspedes” apropriadas que sejam menos polares do
que aquelas (Szejtli, 1998).

Os resultados obtidos nas DSCs sdo reforcados pelas andlises termogravimétricas
(TGAs). Nas TGAs (Figuras 18-20, pags. 57-59) a DHC mostrou baixa estabilidade
térmica quando comparada aos complexos de inclusdo, iniciando sua decomposi¢do a
250°C chegando a uma decomposi¢do completa a 350°C sem deixar residuos s6lidos. Em
contraste, nos complexos de inclusdo da DHC com B-CD, HP-B-CD e Me-B-CD, houve a
formacdo de residuos solidos a 600°C e 550°C correspondentes a 17%, 6,3% e 8% do
material analisado, respectivamente. Na microscopia eletrobnica de varredura (MEV)
(Figura 21 pag. 60) observou-se que o aspecto cristalino da DHC desapareceu nos
complexos de inclusdo com P-CDs. Estes achados comprovam que de fato houve a
formacgao dos complexos de inclusdo da DHC com as 3-CDs com conseguinte estabilizacio

da DHC.
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CITOTOXICIDADE DAS FORMAS VEICULADAS DE DHC FRENTE AS

CELULAS V79 E HEPATOCITOS

Os efeitos toxicos da DHC veiculada nas nanoesferas de PLGA frente as células

V79 foram significativamente menores que os encontrados no tratamento com DHC livre

(Tabela 9).
Tabela 9. Valores de ICso de DHC livre, veiculada em nanoesferas de
determinadas em cultura de células V79 e hepatocitos.
Valores de ICsy em uM (parametros de viabilidade)
Tratamento e linhagem Reducao do Vermelho neutro Contetdo de acidos
celular MTT nucléicos
DHC livre (V79) 400 >500 225
DHC-PLGA (V79) - >500 175
DHC livre (Hepatdcitos) 144 31 25
DHC-PLGA (Hepatdcitos) 462 266 116

Os resultados de citotoxicidade mostram que houve alteragdes nos trés parametros
de viabilidade analisados (reducdo do MTT, incorporacdo do vermelho neutro e conteido
de 4cidos nucléicos) nas células V79 e hepatdcitos quando tratadas com DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA.

Na maior concentracdo testada (500 uM de DHC-PLGA) no tratamento de V79 com
DHC veiculada em nanoesferas de PLGA (pag. 47) observou-se um aumento de 13% na
capacidade dessas células em reduzir o MTT comparado ao controle (células V79 em meio
DMEM; pég. 46). Esse aumento da capacidade das células V79 em reduzir o MTT pode ser

reflexo de alguma mudanca nos niveis citosélicos de NAD(P)H ou estar relacionado com
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alguma interacdo entre as particulas de PLGA e a membrana celular ou ainda a possiveis
efeitos de residuos do polimero.

Bernhard e colaboradores (2003) sugerem que em mitocondrias intactas o MTT €&
reduzido a formazan pela enzima sucinato-desidrogenase da cadeia respiratéria. Embora a
redu¢do do MTT seja atribuida a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial, estudos
detalhados com homogenatos de figado e hepatdcitos intactos mostram que a reducdo do
MTT pelos hepatdcitos avalia predominantemente o balanco [NAD(P)*]/[NAD(P)H] (Melo
et al., 2002). Em outro estudo com linhagens de células derivadas de tumores cerebrais de
rato, foi observado que o MTT ndo € reduzido exclusivamente na mitocondria, mas também
em vesiculas intracelulares, algumas dessas vesiculas identificadas como sendo endosomas
e lisosomas; além disso, foi observado que o MTT ndo se difunde pela membrana, mas sim
internalizado através da endocitose, enquanto que sua forma reduzida (formazan)
primeiramente se acumula no compartimento endosomal/lisosomal e em seguida ¢é
transportado até a superficie da célula através da exocitose (Bernhard et al., 2003). O teste
de reducdo do MTT ¢é considerado vélido como medida da viabilidade celular porque mede
a endocitose, um processo fundamental da maioria das células vivas. Contudo, fatores
afetando a endocitose do MTT, a exocitose do formazan e a atividade da “MTT-redutase”
celular, irdo todos afetar a reducdo do MTT (Melo et al., 2002).

Considerando-se a razdo entre os valores de ICsy encontrados nos tratamentos com a
DHC veiculada em nanoesferas de PLGA e DHC livre, notamos que a hepatotoxicidade da
DHC quando veiculada em nanoesferas de PLGA (Figura 11, pag. 49) foi
aproximadamente 3,21, 4,64 e 8,58 vezes menor quando comparado ao tratamento com
DHC livre (Figura 10, pag. 48) frente aos testes de redu¢do do MTT, contetido de acidos

nucléicos e incorporagdo do vermelho neutro, respectivamente (Tabela 9, pag. 89).
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A comparagdo dos valores de ICsy observados nas duas linhagens celulares (células
V79 e hepatdcitos) submetidas aos tratamentos com DHC livre e DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA, mostra que a veiculacio da DHC nas nanoesferas de PLGA diminui
de maneira significativa os efeitos téxicos da DHC, principalmente nos hepatdcitos. A
acentuada diminuicao da hepatotoxicidade da DHC quando veiculada nas nanoesferas de
PLGA pode estar relacionada a menor exposi¢dao dos hepatdcitos a DHC, permitindo uma
menor produgcdo de metabdlitos da DHC através da biotransformacdo dependente do
sistema P450. E sabido que a biotransformacdo da DHC nos hepatdcitos gera metabélitos
potencialmente mais toxicos as essas células comparativamente a DHC livre (Melo et al.,
2002). Com a menor exposicdo dos hepatdcitos a DHC, menor € a producdo destes
metabolitos e consequentemente menor os efeitos toxicos causados.

A avalia¢do comparativa da citotoxicidade dos complexos de inclusdo de DHC com
B-CDs (B-CD, HP-B-CD e Me-B-CD) e DHC livre mostra que esses complexos
proporcionaram uma diminui¢do significativa da citotoxicidade da DHC frente 4s células
V79 e hepatdcitos nos trés parametros de viabilidade estudados (Tabela 10, pag. seguinte).
Nas células V79, os complexos de inclusdo ndo acarretaram mudangas significativas de
citotoxicidade frente ao teste de incorporacdo do vermelho neutro (ICsop > 500) quando
comparado ao tratamento com DHC livre. Entretanto nos demais testes — redu¢do do MTT
e contetdo de 4cidos nucléicos, a citotoxicidade foi menor. Com relagdo ao tratamento das
células V79 com as misturas fisicas de DHC e B-CDs, também foi observado uma

diminui¢do significativa da citotoxicidade (Tabela 10, pag. seguinte).
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Tabela 10. Resultados dos testes de viabilidade celular realizados nas células

V79 submetidas a diferentes tratamentos.

Tratamento Valores de ICsy em uM (parametros de viabilidade)
MTT Vermelho neutro Contetdo de acidos nucléicos

DHC 400 >500 225
DHC-B-CD 676 ICy =400 420
DHC-HP-B-CD 500 ICy =500 342
DHC-Me-B-CD >500 ICy5 =500 416
DHC + B-CD IC3 =500 >500 420
DHC + HP-B-CD IC,) = 464 >>500 315
DHC + Me-B-CD ICys =500 ICy =500 300

Nos hepatdcitos, o tratamento com os complexos de inclusdo de DHC com B-CDs,
de maneira geral, acarretou uma menor hepatotoxicidade frente a todos os testes de
viabilidade analisados (redu¢do do MTT, incorpora¢cdo do vermelho neutro e conteido de
acidos nucléicos) comparado aos obtidos no tratamento com DHC livre. Dos complexos de
inclusdo, a DHC-B-CD foi a que acarretou uma diminuicdo mais acentuada na
hepatotoxicidade da DHC (Tabela 11, pag. seguinte) tratamento com as misturas fisicas de
DHC e B-CDs, essas acarretaram uma diminuicdo da hepatotoxicidade da DHC pouco

acentuada comparada aos complexos de inclusdo (Tabela 11, pag. seguinte).
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Tabela 11. Resultados dos testes de viabilidade celular realizados nos hepatocitos

submetidos a diferentes tratamentos.

Tratamento Valores de ICsy em uM (parametros de viabilidade)
MTT Vermelho neutro Contetdo de acidos nucléicos

DHC 144 31 25
DHC-B-CD 500 >500 254
DHC-HP-B-CD 390 430 176
DHC-Me-B-CD 352 495 162
DHC + B-CD 213 38 40
DHC + HP-B-CD 175 46 42
DHC + Me-3-CD 171 42 42

Nas condi¢des utilizadas nos tratamentos, as B-CDs livres (1 mM) ndo foram
toxicas para as células V79 e hepatdcitos (dados ndo mostrados). Uma vez que as B-CDs
ndo apresentaram toxicidade na faixa de concentragdo (100 uM a 1.000 uM) usada nos
experimentos, a baixa citotoxicidade dos complexos de inclusdo quando comparada a DHC
livre pode ser atribuida a formagdo de um complexo “héspede-hospedeiro” entre a DHC e
as B-CDs, evitando desse modo os efeitos secundarios da DHC.

Com base nos resultados obtidos da avaliagdo comparativa da citotoxicidade frente
aos testes de viabilidade celular — redu¢do do MTT, incorporacdo do vermelho neutro e
conteido de &cidos nucléicos — sugerimos que os sistemas de liberagdo controlada
estudados neste trabalho proporcionam uma diminui¢do significativa dos efeitos toxicos da
DHC nas células V79 e em hepatdcitos, sendo que nestas ultimas, a diminui¢do foi mais

acentuada se comparada a observada nas células V79; achado este em perfeito acordo com
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a literatura que demonstra que o uso de sistemas de liberacao controlada diminui os efeitos
colaterais potencialmente causados pelos mais diversos farmacos (Hirayama & Uekama,

1999; Langer, 1998; Soppimath et al., 2001).

CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH), EXTENSAO DE
PEROXIDACAO LIPIDICA E ATIVIDADE ENZIMATICA DOS CP450 EM

HEPATOCITOS TRATADOS COM AS FORMAS VEICULADAS DE DHC

Nos hepatdcitos, além dos testes de reducdo do MTT, incorporagdo do vermelho
neutro e conteddo de é&cidos nucléicos, estes também foram analisados quanto a
determinacdo e quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH), peroxidacdo de
lipidica e atividade enzimatica de duas enzimas (1A1 e 2B1) da familia do citocromo P450
do sistema de metabolizacdo de drogas.

Os hepatdcitos tratados com DHC livre apresentaram considerdvel diminuicao
concentragdo-dependente dos niveis de GSH e aumento da produ¢do de TBARS
comparados ao controle (hepatdcitos em meio DMEM suplementado) (Figuras 32 e 33;
pags. 75 e 76, respectivamente). O aumento significativo da peroxidagdo lipidica
observada no tratamento com DHC livre, provavelmente, é resultado do aumento de
algumas das espécies oxidantes como peréxido de hidrogénio (H,O,), anion superdéxido
(0,™) e radical hidroxila (*OH), produzidas durante as reacdes de biotransformacgio da
DHC pelo sistema CP450. Essas espécies oxidantes sdo consideradas iniciadores de

processos de lipoperoxidagdo (Gutteridge et al., 1979). Por outro lado sabemos que um

aumento de peroxidacdo lipidica também pode ser devido a deplecio de GSH (efeito
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detectado em nossos experimentos), jA que essa substancia é considerada um potente
inibidor do processo de peroxidacdo lipidica (Haenen & Bast, 1983). Quando hd um
desequilibrio entre espécies oxidantes e do sistema de defesa antioxidante (deplecdo de
GSH), pode ocorrer um estresse oxidativo. Entre os danos oxidativos causados nas células,
a peroxidagdo de lipideos é a mais bem conhecida.

Sugerimos que a deplecio de GSH nos hepatdcitos induzida por DHC traz
associado um aumento concentracdo-dependente na producdo de TBARS. Andlises de
espectros UV/Vis de DHC na presenca de GSH revelaram que a DHC forma conjugados
com a GSH o que leva a uma diminui¢do da concentracdo de GSH disponivel no sistema
(Anazetti et al., 2004). Além dos fatores discutidos anteriormente, a deplecio de GSH
detectada nos hepatdcitos tratados com DHC livre, pode ser resultante da ligacdo do grupo
O=C-C=CH, presente na DHC a grupamentos tiol da GSH. Esta conjugacdo, além de
contribuir para a deplecdo dos niveis de GSH, induz um aumento na produ¢do de TBARS.

Nos hepatdcitos tratados com DHC veiculada em nanoesferas de PLGA e 3-CDs foi
observada uma diminuicdo concentracdo-dependente menos acentuada na concentracdo de
GSH comparada a vista no tratamento com DHC (Figura 32, pag. 75). Com relacdo aos
respectivos tratamentos com diferentes concentracdes de DHC livre, esses valores foram
estatisticamente diferentes dos observados nos tratamentos com DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA (p<0,05; n=3), DHC complexada com B-CD (p<0,005; n=3), DHC
complexada com HP-B-CD (p<0,01; n=3) e DHC complexada com Me-B-CD (p<0,005;
n=3). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os valores

observados nos tratamentos com DHC nas suas formas veiculadas.
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Com relacdo a extensdao de peroxidagao lipidica nos hepatdcitos, foi observado um
aumento concentracdo-dependente da producao de TBARS menos acentuado comparado ao
observado no tratamento com DHC (Figura 33, pag. 76). Com relagdo aos respectivos
tratamentos com diferentes concentracoes de DHC livre, esses valores foram
estatisticamente diferentes dos observados nos tratamentos com DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA (p<0,005; n=3), DHC complexada com B-CD (p<0,0005; n=3), DHC
complexada com HP-B-CD (p<0,01; n=3) e DHC complexada com Me-B-CD (p<0,001;
n=3). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os valores
observados nos tratamentos com DHC nas suas formas veiculadas. Esses resultados
sugerem que nos tratamentos com a DHC nas suas formas veiculadas ocorreria uma menor
exposicdo dos hepatdcitos a DHC, além de, como discutido anteriormente, produzir uma
estabilizacio da DHC diminuindo assim os efeitos secunddrios da mesma quando
veiculada.

Foi constatada uma inibi¢do concentragdo-dependente das atividades enzimaticas
das enzimas CP1A1 e CP2B1 (Figuras 34 e 35; pags. 78 e 79, respectivamente) nos
hepatdcitos tratados com DHC livre quando comparadas ao controle (hepatdcitos em meio
DMEM suplementado). Nos hepatdcitos tratados com as quatro formas de veiculagdo da
DHC constatou-se uma inibicdo menos acentuada na atividade das enzimas CPI1Al e
CP2B1 (Figuras 34 e 35; pags. 78 e 79, respectivamente) quando comparadas aos
hepatéctios tratados com DHC livre. Com relagdo aos respectivos tratamentos com as
quatro diferentes concentracdes de DHC livre como descrito em Métodos/Experimental
(item II1.9), nem todos os valores observados nos tratamentos com DHC nas suas quatro

formas veiculadas foram estatisticamente diferentes.
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Drogas contendo terminacdes olefinicas ou substituintes acetilénicos (ligacdes
duplas ou triplas entre carbono-carbono no fim de um grupamento funcional) sao
conhecidas como substratos suicidas para as proteinas do sistema P450. A DHC possui um
substituinte acetilénico na posi¢do 13, podendo, portanto, agir como substrato inibidor de
citocromos P450 (Melo, et al., 2002), justificando os resultados observados acima. A
inibi¢do menos acentuada das enzimas CP1A1 e CP2B1 observada nos hepatdcitos tratados
com a DHC nas suas formas veiculadas, comparada ao observado no tratamento com DHC
livre, pode ser justificado, como discutido anteriormente, pela estabilizacdo da DHC
quando veiculada nos sistemas de liberacdo controlada estudados neste trabalho,
provocando assim possiveis alteracdes nas vias reacionais da DHC.

Com base nos resultados por nés obtidos, verificou-se que a inclusdo da DHC nas
ciclodextrinas comparada a incorporagdo da DHC nas nanoesferas de PLGA acarretou uma
diminui¢do mais acentuada dos efeitos toxicos da DHC, tanto nas células V79 quanto nos
hepatdcitos, frente aos testes de viabilidade celular (redu¢cdo do MTT, incorporacdo do
vermelho neutro e conteddo de 4cidos nucléicos). As ciclodextrinas podem acelerar ou
desacelerar vdrios tipos de reacdes com caracteristicas cinéticas semelhantes aquelas das
reacoes enzimaticas, i.e., formacdo de complexo enzima-substrato, inibi¢do competitiva,
saturacdo, e catdlise estereoespecifica (Szejtli, 1988); e que a mais importante conseqiiéncia
da interacdo entre uma molécula héspede, de baixa solubilidade e uma ciclodextrina em
meio aquoso € a reducdo da citotoxicidade, sugerimos que a diminui¢cdo dos efeitos téxicos
da DHC deve-se a modificacdo da reatividade da molécula incluida na ciclodextrina. Na
maioria dos casos, a reatividade decresce em razdo da estabilizacdo da molécula héspede,
mas, em outros casos a ciclodextrina comporta-se como uma enzima artificial que pode

acelerar e modificar as vias de reacdo (Szejtli, 1988). A taxa de reagdo é modificada pela
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inclusdo porque a molécula héspede é transferida do meio aquoso polar para um menos
polar (cavidade da ciclodextrina), este processo € denominado de efeito microsolvente. O
inverso, um aumento da taxa de reatividade acontece quando moléculas héspedes, flexiveis,

sdo forgadas a ajustar-se a uma conformacdo mais reativa (Griffiths & Bender, 1973).
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VI. CONCLUSOES

e Nanoesferas de PLGA incorporando DHC e complexos de inclusdo de DHC
com [B-CDs foram preparados;

e Os resultados de caracterizacdo fisico-quimica das nanoesferas de PLGA
incorporando DHC e dos complexos de inclusdo de DHC com -CD, HP-B-CD
e Me-B-CD comprovam a formacdo dessas formulagdes;

e A eficiéncia de encapsulagdo da DHC em nanoesferas de PLGA foi satisfatoria,
entretanto;

e Considerando-se um potencial uso da DHC como antitumoral, o que exigiria
um longo periodo de aplicacdo (mais de uma semana), a cinética de liberacdo da
DHC a partir das nanoesferas de PLGA foi insatisfatéria, ndo nos permitindo
classificar esse sistema de liberacao sustentada como de longa duracdo;

e O estudo da citotoxicidade basal através dos biomarcadores escolhidos neste
trabalho (redu¢do do MTT, incorporacdo do vermelho neutro e contetido de
acidos nucléicos) demonstra que a DHC na sua forma veiculada, tanto em
nanoesferas de PLGA quanto em B-CDs, apresenta menores efeitos toxicos em
células V79 e em hepatécitos quando comparados a DHC livre, sendo essa
diminui¢do muito mais acentuada nos hepatdcitos;

e Comparando as diferentes formulacdes de veiculagdo de DHC estudadas neste
trabalho, observou-se que nos ensaios de citotoxicidade basal a DHC

complexada com B-CDs acarretou uma diminuicdo dos efeitos citotdxicos da
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DHC mais acentuada quando comparada aos resultados obtidos com a DHC
veiculada em nanoesferas de PLGA;

Foi constatada uma diminuicdo menos acentuada nos niveis de GSH nos
hepatdcitos tratados com DHC veiculada em nanoesferas de PLGA e em -CDs
quando comparada aos resultados obtidos no tratamento com DHC livre, ndo
havendo, entretanto, diferencgas significativas entre as diferentes formulacdes de
veiculacao;

Foi constatado um aumento menos acentuado na extensdao da peroxidacdo
lipidica nos hepatdcitos tratados com DHC veiculada em nanoesferas de PLGA
e em B-CDs quando comparada aos resultados obtidos no tratamento com DHC
livre, ndo havendo, entretanto, diferencas significativas entre as diferentes
formulacdes de veiculacao;

Foi constatada uma inibicdo menos acentuada das atividades enzimdticas de
CP4501A1 e CP4502B1 nos hepatdcitos tratados com DHC veiculada em
nanoesferas de PLGA e em -CDs quando comparada aos resultados obtidos no
tratamento com DHC livre, nao havendo, entretanto, diferencas significativas
entre as diferentes formulagdes de veiculagao;

Em geral, dos complexos de inclusdo estudados neste trabalho, o complexo de
inclusdo de DHC com B-CD se mostrou mais eficiente para diminuir os efeitos

adversos da DHC.



101

VIIL. PERSPECTIVAS

Novos estudos sdo necessdrios para avaliar o impacto da veiculagdo da DHC
frente as funcdes bioldgicas desse composto, como: efeitos antiinflamatodrio,
anti-tumoral, antiulcerogénico, entre outros;

Testes de toxicidade in vivo sdo necessarios para uma avaliagdo mais precisa e
direta das vantagens e ou desvantagens das formulacdes de DHC estudadas
neste trabalho;

Novas formulacdes de veiculacdo de DHC utilizando diferentes PLGAs, como
PLGA 65:35, 75:25 e 85:15, podem ser estudados com o objetivo de encontrar
um sistema que apresente uma taxa mais lenta de liberacdo da DHC, podendo

assim, minimizar os efeitos secunddrios e maximizar os efeitos terapéuticos da

DHC.
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