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Sumario: Este trabalho teve como objetivo estudar a avaliacdo da atividade antitumoral e
sobrevida de camundongos Swiss transplantados com tumor carcinoma de Ehrlich e
tratados com lipossomas contendo &cido barbatico de Cladonia salzmannii.. Os lipossomas
convencionais (AB-LC) e furtivos (AB-LF) foram produzidos pelo método de hidratacao
do filme lipidico. A avaliagdo da atividade antitumoral foi realizada frente ao tumor
experimental solido sarcoma-180 e carcinoma de Ehrlich. A inibicdo tumoral foi de 21,79;
30,26 € 42,96% pra AB, AB-LC e AB-LF, respectivamente. Os animais tratados com
lipossomas peguilados, além de apresentarem maior inibicdo tumoral, tiveram um aumento
no tempo de sobrevivéncia com rela¢do aos animais tratados com a suspensao do acido
barbatico. Estes achados demonstraram que a encapsulacédo do acido barbatico
proporcionou reducgéo na toxicidade, aumentando, portanto a sua atividade antitumoral.
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INTRODUCAO
O acido barbatico apresenta diversas atividades biolégico tais como: antimicrobiana,
inibidor da cadeia transportadora de elétrons, inibidor da sintese de leucotrieno B4(LTBg4 e
citotoxica frente a diferentes linhagens cancerigenas (TAKAHAGI et ali.,2006; PEREIRA
et al., 1994). Apesar de grandes interesses no estudo quimico dos liquens, devido a agdo
antitumoral de seus metabolitos secundarios, existe uma limitacdo para 0 uso dessas
substancias como protétipo para novas moléculas bioativas, devido principalmente a sua
baixa hidrossolubilidade e aos efeitos toxicos (MICHELETTI et al.,2009; PARHI et al.,
2012). O acido barbatico apresenta diversas atividades biologico tais como:
antimicrobiana, inibidor da cadeia transportadora de elétrons, inibidor da sintese de
leucotrieno B4(LTBy e citotoxica frente a diferentes linhagens cancerigenas (TAKAHAGI
et ali.,2006 ). Apesar de grandes interesses no estudo quimico dos liquens, devido a acdo
antitumoral de seus metabdlitos secundarios, existe uma limitacdo para 0 uso dessas
substancias como prot6tipo para novas moléculas bioativas, devido principalmente a sua
baixa hidrossolubilidade e aos efeitos tdxicos ( PARHI et al., 2012). Entre 0s varios
sistemas de entrega de droga, os lipossomas, vesiculas formadas por bicamadas lipidicas,
representam uma abordagem avancada na veiculacdo de moléculas farmacoldgicas. Grande
parte do interesse em explorar esses carreadores é devido as vantagens como a facilidade
de obtencéo, o seu tamanho e biocompatibilidade, a capacidade de encapsular farmacos
hidrofilicos e lipofilicos e ainda pela possibilidade de modificar suas superficies (WANG
et al. 2011). Polimeros, tais como polietileno glicol (PEG) pode ser inserido na bicamada
lipidica, formando assim “lipossomas furtivos " (PASUT et al., 2012). O PEG cria uma
barreira estérica em torno da superficie do lipossoma, que impede a ligacédo de proteinas do
sistema complemento, por conseguinte, impede de reconhecimento imunoldgico e a perda
de estabilidade in vivo. Dessa forma, prolonga-se a circulagdo sanguinea dos sistemas
peguilados, o que pode melhorar a sua eficacia terapéutica de muitas moléculas
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terapéuticas (CAVADAS et al., 2011). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho sera
avaliar a atividade antitumoral de lipossomas furtivos contendo o &cido barbatico de
Cladonia salzmannii frente ao tumor sélido carcinoma de Ehlich. Também sera avaliado a
sobrevida de camundongos Swiss transplantados com tumor carcinoma de Ehlich tratados
com acido barbatico livre e encapsulado.

MATERIAIS E METODOS

Os lipossomas convencionais (AB-LC) e furtivos e (AB-LF) contendo &cido barbético
(AB) foram preparados utilizando-se a técnica de hidratacdo do filme lipidico. Para
obteng&o dos lipossomas convencionais (AB-LC), a fosfatidilcolina de soja, o colesterol e
a esterealamina (7:2:1) e o acido barbatico serdo pesados e solubilizados separadamente
em 20 mL de uma mistura de solventes orgénicos cloroférmio/metanol (3:1), sob placa
agitadora magnética. Os lipossomas furtivos (AB-LF) serdo preparados utilizando a
fosfatidilcolina de soja, o colesterol, PEG-2000 (1,8: 1,0: 0,15) [15, 16], e 0 &cido
barbatico, ambos serdo solubilizados em 40 mL da mistura de solventes organicos
cloroférmio/metanol (3:1). Os solventes serdo removidos sob evaporacdo reduzida para
producdo de filme lipidico. O filme sera hidratado utilizando 10 ml de uma solucdo tampao
fosfato pH 7,4, obtendo-se assim lipossomas multilamelares. Para adquirir lipossomas
unilamelares (SUV) as suspensdes de MLV serdo sonicadas po 300s. O estudo de atividade
antitumoral foi realizado em camundongos Swiss, machos com 35-45g de peso corporal,
50-60 dias de idade. As experiéncias em animais foram realizadas de acordo com a
aprovacdo do Comité de Etica para Experimentos com Animais da Universidade Federal
de Pernambuco (Recife, Brasil), Processo n. 23076.050904/2011/69. O tumor ascitico
carcinoma de Ehrlich e Sarcoma -180 (5x 10° células/ml/animal) foram inoculados
subcutaneamente na regido axilar direita de camundongos. O tratamento foi iniciado 24
horas ap6s a inoculacdo, com injecdes intraperitoneal diaria de &cido barbatico em
suspensdo (0,5 % v/v de Tween 80 em solucdo estéril de NaCl a 0,9%) ou lipossomas,
convencionais ou furtivos contendo o &cido barbatico a uma dose de 20 mg/kg/dia durante
7 dias. Um controle positivo foi tratado com 5-Fluoracil e outro grupo foi tratados
diariamente com o veiculo (solugdo estéril NaCl 0,9% e Tween 80 (0,05%), durante 7
dias. Apds o tratamento, os animais foram sacrificados com overdose do anestésico
Uretane (1,25g9/ Kg). Amostras de sangue serdo coletadas em microtubos para anélise
hematoldgica. Tumores e 6rgaos (figado, rins e bago) foram incisadas, e seus pesos serao
medidos. A inibicdo tumoral foi determinada a partir do peso médio dos tumores dos
grupos de animais tratados em relacdo ao grupo controle. Estudo de Sobrevivéncia dos
camundongos portadores do Sarcoma-180, foram divididos aleatoriamente em trés grupos
com 10 animais cada. Vinte e quatro horas apés a inoculagcdo do tumor os camundongos
foram tratados via ip com &cido barbatico em suspensdo ou lipossomas furtivos de acido
barbatico a uma dose 20 mg/kg/dia durante 8 dias. O comportamento dos animais foi
monitorizado durante o tratamento e o tempo de sobrevivéncia registrado (SANTOS et al.,
2006).

RESULTADOS
Nos estudos de atividade antitumoral frente ao tumor Sarcoma-180 o grupo controle
negativo tratado com solugdo salina apresentaram uma massa tumoral media de
3,65+0,83g e controle positivo tratado com 5-Fu demonstraram 3,01+0,3g. Paralelamente
0s tumores dos animas tratados com AB, AB-LC e AB-LF foram reduzidos 2,78+0,44q,
2,48+0,41g e 1,99+0,41¢g respectivamente, a uma dose de 20mg/kg/dia de acido barbatico.
Essas reducdes deram taxa de inibicdo de 21,72; 30,27 e 42,97 %, respectivamente. Na
mesma dose, o 5-Fu reduziu o peso do tumor em 8,91%, nas mesmas condigdes
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experimentais. A inibicdo promovida por AB-LC a AB-LF foi significativamente
estatistica quando comparamos com o0 5-Fu. Por outro lado no ensaio de atividade
antitumoral com o tumor carcinoma de Ehrlich, observou-se que, o grupo controle negativo
tratado com solugdo salina apresentaram uma massa tumoral média de 6,18+0,75g e
controle positivo tratado com 5-Fu demonstraram 2,01+0,3g. Paralelamente os tumores dos
animas tratados com AB, AB-LC e AB-LF apresentaram valores médios de 3,95+0,80g,
3,41+0,63g e 3,15+0,539 respectivamente, a uma dose de 20mg/kg/dia de &cido barbatico.
Essas redugdes deram taxa de inibicdo de 35,98; 44,73 e 40,07 %, respectivamente. Na
mesma dose, 0 5-Fu reduziu o peso do tumor em 65,4%, nas mesmas condi¢des
experimentais. Anélise de sobrevivéncia dos camundongos com Sarcoma 180 revelou que
0 comportamento e os achados clinicos foram preservados na primeira semana de
tratamento, tanto no grupo controle quanto nos grupos tratados com AB e AB-LF. A partir
da segunda semana, 0s animais apresentaram morte. Cinquenta por centos dos animais
tratados com &cido barbatico livre e 50% dos animais tratados com os lipossomas furtivos
morreram no décimo primeiro dia apos a inoculacdo do tumor. Além disso, 20% dos
animais tratados com AB-LF sobreviveram até o décimo sétimo dia e 10% conseguiram
resistir até 20° dia. Enguanto que o grupo de animais tratados com &cido barbatico em
suspensdo atingiu 100% de mortalidade no 16° apds a inocula¢do do tumor. No grupo
controle, a taxa de mortalidade situou-se em 50%, 12 ap0s a inoculacdo do tumor,
atingindo 100% em 16 dias.

DISCUSSAO

O encapsulamento do 4cido barbatico proporcionou uma maior regressao do tumor, quando
comparado ao composto ndo encapsulado, corroborando com uma pesquisa onde se
investigou a acdo antitumoral, frente ao sarcoma-180 de outro metabdlito secundéario
liguénico, o &cido usnico. Observou-se que encapsulacdo melhorou a atividade do &cido
usnico em 26,4 % em contraste com a sua forma de suspensdo (SANTOS et al., 2006). Os
resultados aqui apresentados mostraram aumento da atividade antitumoral em 39,36% para
a encapsulacdo em lipossoma convencional e 97,33% para os lipossomas furtivos com
relagdo ao composto em suspensdo (AB). Embora a encapsulagdo tenha potencializado a
atividade antitumoral do acido barbético, a peguilacdo dos lipossomas particamente dobrou
essa acdo. Durante o estudo da analise de sobrevivéncia dos camundongos transplantados
com Sarcoma 180 observou-se que durante este periodo, os animais nos dois grupos
tratados com acido livre e encapsulado apresentaram caracteristicas clinicas semelhantes
enguanto que no grupo controle e no grupo AB a taquicardia era mais evidente. Estes
resultados demonstram que o encapsulamento &cido barbbatico em lipossomas furtivos foi
capaz de atingir uma taxa de sobrevivéncia de 31,25%, quando em comparagdo com 0
grupo tratado com a suspensdo de acido barbatico 16 dias apds a inoculacdo do tumor. Um
resultado semelhante foi descrito por Santos e colaboradores (2006), onde a encapsulacao
do &cido usnico foi capaz de atingir uma taxa de sobrevivéncia de 33%, quando em
comparagdo com o grupo tratado com a suspenséo de acido usnico.

CONCLUSOES
O 4cido barbatico demonstrou ter atividade antitumoral maior que o 5-Fu, frente ao
sarcoma-180, além disso, a encapsulacdo em lipossomas potencializou sua atividade,
porém a formulcdo furtiva dobrou a atividade antitumoral do referido composto. O
tratamento com acido barbatico livre e encapsulado. Os animais tratados com lipossomas
peguilados, além de apresentarem maior inibi¢cdo tumoral, tiveram um aumento no tempo
de sobrevivéncia com relagdo aos animais tratados com a suspensédo do acido barbatico.
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