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Sumario: A B-lapachona (B-LAP), uma ortonaftoquinona sintetizada a partir do lapachol
que € obtido da familia das Bignoneaceaes, e com atividade antitumoral, apresenta uma
utilizacdo farmacéutica limitada pela sua alta toxicidade. Tem sido bastante estudada,
visando sua utilizacdo na terapia contra o cancer, através de estudos que possam contornar
sua toxicidade e a pouca solubilidade em agua, possibilitando sua utilizacdo para fins de
uso meédico. O presente estudo investiga diferentes formas de associacdo da B-lapachona a
polimeros bioadesivos, seja na forma de nanoparticulas de poly (methyl-co-maleic
anhydride), formuladas pelo método de evaporacdo do solvente ou em conjugacdo a
quitosana e avaliacdo da sua acdo adjuvante, para minimizar o potencial toxicologico da B-
LAP, que foi analisada através de ensaios de toxicidade aguda para avaliacdo do efeito
hepatoprotetor da quitosana, ap6s administracdo oral dos conjugados, em camundongos
Swiss. Caracterizou-se as formulagdes de acordo com os pardmetros fisico-quimicos e
morfol6gicos e para os estudos de toxicidade aguda da droga, administrou-se por via oral,
em camundongos albinos fémeas, a B-LAP em sua forma livre e conjugada a quitosana na
dose de 80mg/kg, quando conjugada foi utilizada a propor¢do B-LAP/quitosana de 1:1.
Ap6s administracdo oral os animais foram observados quanto aos sinais clinicos
apresentados e sacrificados para extracdo de 6rgdos objetivando a realizacédo de estudos de
alteracOes bioquimicas no soro e alteracdes histopatoldgicos a nivel de figado, rins e baco.
Observou-se em analise comparativa, apenas alteracfes morfoldgicas a nivel hepético, nos
animais tratados com a B-LAP livre, onde se detectou a presenca de vacuolizacdo do
citoplasma, quando comparada ao controle, alteracdes estd que nao foi detectada no figado
do animal submetido a B-LAP conjugada a quitosana.
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INTRODUCAO
A B-LAP apresenta uma utilizacdo farmacéutica limitada pela sua alta toxicidade e em
virtude de suas propriedades farmacoldgicas, a B-LAP tem sido bastante estudada visando
sua utilizacdo na terapéutica em diversas doencas e em especial em diferentes tipos de
cancer. A alta toxicidade e a pouca solubilidade em agua da B-LAP tornam essa droga
anticancer de limitado uso meédico para a sua administracdo in vivo apresentando muitos
problemas a serem solucionados, tais como: eficiéncia de agdo bastante limitada, baixa
biodisponibilidade e alta citotoxicidade, causando forte efeito colateral, precisando,
portanto, de uma estratégia alternativa para melhorar sua eficacia em uma possivel terapia.
O desenvolvimento de sistemas nanoparticulados, utilizando polimeros bioadesivos, tem
recebido bastante atencdo para o estudo de sistemas de liberagdo controlada de agentes
farmacologicamente ativos, administrados por via oral, pois tem demonstrado ser uma
importante estratégia para contornar suas toxicidades e a pouca solubilidade em agua
(HEJAZI et al, 2002). Por outro lado, a via oral € um dos modos preferidos para a
administracdo de medicamentos. No entanto, uma grande quantidade dessas drogas
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permanece pouco disponivel quando administrado por esta via. Uma possivel estratégia
para contornar ou minimizar estas propriedades indesejaveis e, assim, melhorar a absorcao
da B-LAP e sua acdo pode ser a utilizacdo de nanoparticulas biodegradaveis com
propriedades bioadesivas, com potencial uso para administracéo oral.

MATERIAIS E METODOS

Foi utilizado Poly(methyl vinyl ether-co-maleic anhydride) (Sigma-Aldrich); A B-
lapachona sera cedida pelo Prof. Celso de Amorim Cémara (UFRPE), acido acético,
NaOH, KCI, CaCl, tampdes Fosfato de Potassio e HCI/KCI, entre outros. Todos o0s
reagentes serdo de grau analitico.

Animais - foram utilizados, Camundongos Albinos Swiss (Mus musculus), fémeas com
seis meses de idade e com peso variando entre 25 a 40 g, provenientes do Biotério Depto.
Antibioticos. Os animais receberam agua e dieta ad libitum e foram mantidos sob
condigdes controladas de iluminacdo (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (25 + 2 °C). O
projeto tem aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da
Universidade Federal de Pernambuco sob Protocolo de n® 23076.016084/2014-29.

Foram preparadas nanoparticulas com o copolimero mucoadesivo poly(methylco-maleic
anhydride) ou Gantrez® para encapsulacdo da B-LAP, denominada assim NpBIO-B-LAP,
pelo método de evaporacdo do solvente em rotavapor. Foi realizada a quantificacdo da
eficiéncia de encapsulagdo (EE%) da B-LAP a partir das NpBIO. O didmetro
hidrodinamico médio e o potencial zeta das NpBIO foram determinados por
Espectroscopia de Correlacdo de Fotons (PCS) e Anemometria Laser Doppler
eletroforética, respectivamente, usando um sistema de analisador de Zetamaster
(CETENE). Quitosanas de baixo e médio peso molecular foram purificadas e
despolimerizadas para formacéo do conjugado quitosana/B-LAP , para isso a solugdo da f3-
LAP dissolvida em etanol 70% foi associada a uma solugdo da quitosana dissolvida em
acido acético, ambas na proporcao (1:1). O conjugado foi liofilizado e armazenado para
posterior uso. Foram utilizados camundongos albinos Swiss fémeas, divididos em grupos
de seis animais para B-LAP livre e seis para o conjugado B-LAP-QSDp. Foram
administradas aos animais, doses Unicas por via oral (80 mg/Kg), na forma livre e
conjugada a quitosana, ambas dissolvidas em agua destilada, sendo que no grupo controle
0s animais receberam solucdo salina, 0,5%. Nos ensaios foram observados os sinais
clinicos e peso dos animais, dos diferentes grupos, durante 30 minutos, e depois a cada
24hs, por um periodo de 14 dias. Ao final do ensaio, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, sendo removido 1 mL de sangue para testes bioguimicos e 0s
orgdos (Figado, Rins e Baco) para andlises histomorfologicas. Os oOrgaos foram
depositados em formaldeido 10% e em seguida, realizaram-se procedimentos padrao para
processamento e preparacdo de cortes histologicos que foram observados posteriormente
em microscépio Optico para avaliacdo de alteracdes hepaticas, renais e esplénicas.

RESULTADOS
As nanoparticulas bioadesivas NpBIO-B-LAP apresentaram diametro hidrodinamico
médio de 213,0 + 0,1, um indice de polidispersédo PDI de 0,111+0,008 e o potencial zeta de
-44,2+16,2. A eficiéncia de encapsulacdo foi de 38,0+6,4, devido ao baixo percentual de
encapsulacgdo obtido, ndo foi possivel a realizacdo do ensaio de toxicidade aguda com esta
amostra. Alternativamente, foi realizado a conjugacdo da B-LAP com a quitosana
purificada e depolimerizada, para os estudos de toxicidade aguda. Ao realizar a observacéo
dos comportamentos dos animais, tratados com a droga livre e conjugadas alteracfes de
comportamento foram observadas, dentre estas, 0 movimento estereotipado mostrou-se
intenso nas duas apresentacdes da droga. Notou-se também nos dois grupo um aumento
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moderado nas freqliéncias cardiaca e respiratoria. Tais sinais apresentados foram
observados nos primeiros 30 minutos da administracdo. Observou-se também que n&o
houve perda de peso corporal dos animais, nos grupos estudados.

As analises histoldgicas de rim, baco e figado foram realizadas e foi observado apenas
alteracdes a nivel hepatico, nos animais tratados com a B-LAP livre, onde se detectou a
presenca de vacuolizacdo do citoplasma, proximo ao nucleo, quando comparada ao
controle, alteracGes esta que ndo foi detectada no figado do animal submetido a B-LAP
conjugada (figura 1), propondo assim um efeito hapatoprotetor da quitosana frente a acao
da toxica B-LAP.
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Figural — Corte de Figado de camundongo albinos Swiss (A -Controle,
B-B-LAP livre, C-B-LAP-QsDp).Aumento final 400X HE.

DISCUSSAO

A B-LAP tem sido mundialmente alvo de estudos, desde o inicio da década de 90, devido
ao excelente potencial farmacologico in vitro e in vivo, quanto as atividades antitumorais e
antivirais. Entretanto, devido a sua alta toxicidade e pouca solubilidade em &gua, existe
atualmente uma grande limitacdo no uso clinico deste composto. A exposicao crénica a B-
LAP em camundongos pode produzir efeitos toxicos imprevisiveis a depender dos niveis
de dose. Medeiros et. al., 2012 observou que a dose de 10mg/kg da B-LAP dissolvida em
DMSO a 10%, nao foi notadamente tdxica para camundongos imunossuprimidos (IS), ap6s
uma semana de exposicdo cronica, enquanto o0s animais tratados com 20mg/kg
apresentaram lesGes na cauda que se tornaram necroticas. Em ratos albinos é referido na
literatura uma DLso da B-LAP de 80 mg/kg via intraperitonial (SANTANA et. al., 1968).

Estudos histomorfolégicos em érgdos como figado, rim e baco sdo comuns na literatura
revelando um papel importante, especialmente quando se quer avaliar o potencial de
toxicidade de novas substancias e formulagdes para fins terapéuticos (SANTANA et al.,
2015). Analises histologicas feitas com sustancias toxicas de origem sintética ou natural
demonstram que os 6rgdos mais afetados sdo o figado, apresentando alteragdes nos
hepatocitos do tipo edema, focos de infiltrado inflamatério, hemorragia e aumento de
presenca de mitose e 0s rins apresentando hemorragia, congestdo vascular e presenca de
cristais hematicos. Também ¢é ressaltado que as alteracdes variam de leve a acentuada
dependendo do tipo e da concentracdo da substancia (MARTINS et al, 2009). A avaliagdo
toxicoldgica de novas substdncias — quando estas apresentam elevada toxicidade —
demonstram que é comum, principalmente no tecido hepatico, haver alteracdo celular,
dependendo da concentracdo administrada, podendo ser reversivel ou ndo a recuperagdo
desses orgaos (VASCONCELOS et al, 2007). No presente estudo foi encontrada alteracéao
a nivel hepatico. O que pode ser justificada pelo fato de que o figado é geralmente o 6rgao
mais acometido quando se administram determinadas substancias. O que € provavel devido
a fatores como a posicdo anatdbmica, que o torna mais vulnerdvel e sua propria
caracteristica funcional (MENDES, 1988). E importante a realizacio de analises de
possiveis alteracbes em 6rgdos como o figado, quando se utiliza produto de origem natural
de propriedades desconhecidas, no intuito de investigar desordens hepaticas ocasionadas
por parte de certas drogas e realizar andalises histopatoldgicas a fim de verificar
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interferéncias na atividade normal do figado (SILVA et al., 2014). E no figado onde ocorre
a metabolizacdo de drogas e detoxificacdo de substancias, portanto a verificacdo de
toxicidade hepatica em ensaios pré-clinicos € de grande importancia para uso terapéutico
de novas drogas. Lesdes neste 6rgdo vital inviabilizam a ado¢do de novas terapias que
poderiam ser eficazes no tratamento de diferentes doencas (FOLGUEIRA; BRENTANI,
2004).

CONCLUSOES
Pode-se concluir que a utilizacdo da quitosana em conjugacdo com a B-LAP, em estudos
de toxicidade aguda, através da administracdo oral em camundongos Swiss, possibilitou
uma maior absorcdo da droga, que apresenta pouca solubilidade em agua, e associado a
isto apresentou um efeito adjuvante, quando minimizou ou preveniu os efeitos
histopatolédgicos no figado, comparado ao observado nos animais administrados com a B-
LAP livre.
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