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RESUMO

As plantas tém sido utilizadas para a obtencdo de um
grande ndamero de substancias biologicamente ativas.
Entretanto, muitos compostos naturais quando
empregados sem qualquer modificagdo quimica néo
resultaram em medicamentos eficazes, por nao
apresentarem as caracteristicas desejaveis para
administracdo. Neste sentido, a melhoria das propriedades
terapéuticas de compostos isolados de plantas por meio
da sua incor poracdo em sistemas de liberacdo de far macos
consiste em uma importante estratégia na obtencao de
novos medicamentos, na qual ainda existe muito a ser
explorado. Tais sistemas sdo car acterizados por apresentar
a capacidade de prolongar e controlar a liberacdo de
substancias ativas, proteger as moléculas frente a
degradacdo no meio bioldgico, veicular farmacos
hidrofébicos e reduzir os efeitos colateraisindesg aveis. A
camptotecina, um alcaléide proveniente do arbusto
Camptotheca acuminata (Descaisne, Nyssaceae), € um
farmaco que apresenta elevada atividade antitumoral, cujo
mecanismo envolve a inibicdo da topoisomerase |, uma
enzima altamente expressa nos tumores. Entretanto, a
utilizacdo deste farmaco na terapéutica foi limitada,
durante anos, em virtude de suas car acter isticas de baixa
solubilidade aquosa, elevada instabilidade em meio
fisiologico e elevada toxicidade. Neste artigo é realizada
uma revisio sobre o potencial terapéutico da camptotecina
e seus analogos no tratamento do cancer, dando énfase
aos estudos conduzidos com o intuito de contornar as
limitacBes da administracéo destes farmacos e que
resultaram na melhoria das propriedades terapéuticas.
Estratégias como a microencapsulagdo, nanoencapsulacao
e solubilizagio em micelas poliméricas, entre outras, sdo
discutidas e os principais resultados de atividade
antitumoral in vitro ein vivo sdo apresentados.
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INTRODUCAO

Produtos naturais de plantas, fungos, bactérias e
outros microrganismos continuam sendo usados em
preparacOes farmacéuticas na forma de compostos puros ou
extratos. Em especial, as plantas tém sido utilizadas para a
obtencdo de um grande nimero de substéncias, as quais
podem estar relacionadas com um amplo espectro de
propriedades bioldgicas (Araljo & Leon, 2001). Entretanto,
muitos produtos naturais biologicamente ativos, quando
utilizados sem qualquer modificag8o, ndo resultaram em
medicamentos eficazes, por ndo apresentarem as
caracteristicas desgjdveis para uso terapéutico. Em muitos
casos, o fracasso da utilizag8o de fé&rmacos de origem natural
€ atribuido a baixa concentragdo que alcanca os alvos
terapéuticos. A disponibilidade de farmacos aos alvos
intracel ulares, por exemplo, depende significativamente das
suas caracteristicas de polaridade, que devem permitir que
eles sgjam administrados e distribuidos no organismo e, ao
mesmo tempo, que se difundam através das membranas
celulares. Como consequiéncia, a utilizagdo da maioria dos
fé&rmacos é limitada pelas suas caracteristicas fisico-quimicas,
tais como o coeficiente de particdo (log P). Outro fator
importante que demonstrou afetar a biodisponibilidade dos
férmacos de origem natural é a extensa metabolizag8oin vivo
pela microflora coldnica, durante sua passagem pelo
intestino, e pelo figado, resultando na alteragdo significativa
das espécies encontradas na circul agdo sistémica (Soobrattee
et a., 2005). Ainda, a suscetibilidade em sofrer hidrélise
guimicaem pH fisiol6gico foi demonstrada para substéncias
naturais de elevada atividade biol 6gica (Tonnesen, 2002).

Avancos consideraveis foram obtidos na érea de
produtos naturais, utilizando a estratégia de sintese associada
ao crescente entendimento das rotas bioquimicas e
terapéuticas. Estruturas encontradas na natureza como o
paclitaxel, apoptolodina, e briostatina motivaram muitos
pesqui sadores na busca de novos farmacos que sgjam menos
toxicos aos seres humanos e também efetivos para o
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tratamento de uma variedade de doencgas (Wender et d.,
2003). Entretanto, a melhoria das propriedades terapéuticas
de compostos isolados de plantas por meio de sua
incorporagdo em sistemas de liberacdo constitui-se outra
estratégia importante na obtenc&o de novos medicamentos,
naqual ainda existe muito a ser explorado. Os sistemas de
liberagdo de f&rmacos apresentam indmeras vantagens, entre
elas a capacidade de prolongar e controlar a liberagdo da
substéncia ativa, proteger as moléculas contra degradacéo
no meio fisiolégico, veicular farmacos hidrofdbicos pelavia
parenteral, e conduzir a reducdo dos efeitos colaterais
indesgjaveis decorrentes das flutuagdes plasméticas causadas
pela administracdo de varias doses di&rias do medicamento
ou da ampla distribuicéo do farmaco no organismo (Fonseca
et al., 2002; Gupte & Ciftci, 2004).

Estudos epidemiol dgicos e testes pré-clinicos
revelaram um grande potencia dos compostos fitoquimicos
no combate ao cancer. Entre os farmacos de origem natural
que apresentam atividade antitumoral destacam-se os
alcaldides. A camptotecina é o alcal6ide protétipo obtido da
Campthoteca acuminata, uma arvore nativa da China que se
desenvolve em regides relativamente quentes do sudoeste deste
pais. Esta planta, empregada durante séculos pela medicina
tradicional chinesa, foi redescoberta na década de cinqlienta,
quando milhares de plantas foram estudadas em uma pesguisa
gue visava encontrar esterdides para a sintese da cortisona. A
CPT demonstrou atividade consideravel no prolongamento
da sobrevida de animais tratados com células leucémicas
L1210 ou P388, dém de elevada atividade na inibicdo de
tumores sdlidos, incluindo o tumor de Walker WM (Wall &
Wani, 1996). Entretanto, a utilizagdo da camptotecina na
terapéutica foi praticamente banida devido a sua escassa
solubilidade aguosa, impossibilitando a sua utilizacdo em
perfusdes intravenosas. Além disso, este farmaco é
rapidamente inativado em pH fisiol6gico em decorréncia da
aberturado grupamento a-hidréxi-lacténico presente no anel
pentaciclico da molécula, conduzindo & formacdo de uma
forma carboxilada, menos ativa e mais toxica. Estudosin vitro
de estabilidade da camptotecina em tampéo fosfato pH 7,4
indicaram que ap0s atingir o equilibrio, apenas 13% do
farmaco encontra-se na forma ativa (Emerson, 2000).

Na década de 1980, a descoberta do mecanismo
acdo Unico para um alcaldide, envolvendo a inibicdo da
topoisomerase |, enzima presente em altas concentragdes nos
tumores, trouxe um novo impulso as pesquisas cientificas
com a CPT. Inicialmente, inimeros derivados hidrossol iveis
foram sintetizados como o objetivo de permitir a
administracdo de solugdes aquosas pela via intravenosa
(O'Leary & Muggia, 1998). Entretanto, apesar da estratégia
de sintese ter contornado os problemas inerentes a baixa
solubilidade das camptotecinas, todos os derivados
hidrossolGveis permaneceram suscetiveis a hidrélise e
inativacéo em meio fisioldgico, em maior ou menor extensdo.
Por outro lado, estudos demonstraram que a exposi¢éo
continua ao tumor, muito mais que a dose, aumentava a
eficacia terapéutica destas moléculas. O sucesso da
administragdo da CPT e de seus anal 0gos passou a requerer,

portanto: (i) a manuten¢do da forma lactdnica da molécula
durante todas as etapas de fabricacdo do medicamento, (ii) o
alcance e a manutencdo de concentracBes efetivas daforma
ativa nos tumores e (iii) a obtencdo de preparagdes gque
conduzam areduc&o dos efeitos colaterais. Assm, aCPT e
seus andlogos tornaram-se, nas Ultimas décadas, objeto de
inimeros estudos visando o desenvolvimento de sistemas
de liberag&o por diversos grupos de pesquisa no mundo todo.
Neste artigo de revisdo é realizada uma revisdo sobre o
potencial terapéutico da camptotecina, dando énfase aos
resultados de melhoria da eficécia terapéutica obtidos com a
utilizag@o de sistemas de liberagdo. Pretende-se, também,
demonstrar através desta revisdo, como o potencial
terapéutico de farmacos de origem natural pode ser
aproveitado, por meio da incorporacdo em sistemas de
liberac&o, melhorando a performance dos medicamentos e
abrindo novas perspectivas para aindustria farmacéutica.

CAMPTOTECINA

Os alcal 6ides sdo substancias i soladas de plantas de
Varios géneros caracterizados por apresentar um nitrogénio
heterociclico. Tais substancias constituem uma das mais
importantes classes de farmacos antitumorais, sendo que os
mais estudados pertencem atrés géneros:. Vinca (Catharantus),
Taxus e Camptotheca (Cortesi & Nastruzzi, 1999). A
camptotecina (CPT) é um acaldide proveniente do arbusto
Camptotheca acuminata (Decaisne, Nyssaceae), uma planta
gue cresce em areas rel ativamente quentes do sudoeste chinés,
sendo tradicionalmente empregada na medicina chinesa na
forma de cha. Estruturalmente, este farmaco é caracterizado
por apresentar um anel pentaciclico altamente insaturado,
congtituido por uma porcao pirrol [3,4-b] quinolina (anéis A,
B e C), um anel piridona (anel D) eum anel -hidroxilactona
terminal (anel E), apresentando um centro quiral no carbono
20 (C-20) (Figura 1). E importante ressaltar que, das duas
formas enantioméricas da camptotecina, 20-(S) e 20-(R),
apenas aforma 20-(S) apresenta atividade antitumoral (Hatefi
& Amsden, 2002). A CPT apresenta-se como um pé amarelo,
opaco e cristalino, de elevado ponto de fuséo (264-267 °C) e
peso molecular de 348,11, correspondente a férmula
C,H,N.,O, (Wall & Wani, 1996).

A CPT foi isolada durante o periodo de 1950-1959,
por ocasido de um meticuloso estudo que objetivava a
obtencdo de esterdides a partir da hidrocortisona. Apds o
isolamento e elucidagdo estrutural da CPT e seus andl ogos
10-hidroxi e 10-metoxi-camptotecina, foi demonstrado que
estas substancias inibiam a sintese de ADN e ARN. Os
primeiros estudos in vivo realizados com este farmaco
evidenciaram uma consideravel atividade antitumoral em
animais tratados com células leucémicas L1210 ou P388,
guando doses entre 0,5 e 4,0mg/kg eram administradas, além
de uma elevada atividade na inibic&o de tumores sdlidos,
incluindo o tumor de Walker WM (Wall & Wani, 1996).
Posteriormente, estudos demonstraram que a camptotecina
inibia o crescimento das células endoteliais humanasin vitro
€ possuia atividade antiangiogénicain vivo, provocando uma
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Figura 1. Estrutura quimica da camptotecina e seus derivados.

inibicdo de cerca de 30% no crescimento vascular. Estas
observacOes indicaram que aém da atividade citotdxica, a
CPT apresenta uma atividade antitumoral indireta, por meio
dainibicdo daangiogénese (Clemente et al., 1999).

Os primeiros estudos clinicos realizados com a
camptotecina foram conduzidos com o seu sal sodico, uma
vez que a baixa solubilidade deste fa&rmaco limitava a sua
utilizacdo pela via intravenosa. Embora a atividade
antitumoral tenha sido observada em pacientes com cancer
gastrintestinal, a verificagdo da toxicidade medular e outras
ndo hematoldgicas foi considerada severa para prosseguir
com outros testes. Os efeitos colaterais observados incluiram
mielossupresséo, toxicidade gastrintestinal, cistite
hemorrégica e alopecia. A mielossupressdo, principa mente
caracterizada pela leucopenia e trombocitopenia, foi o efeito
dose-limitante. Nauseas, vomitos e diarréia foram
ocasionalmente severas em pacientes que receberam
multiplas doses de CPT sodica (Moertel et al., 1972, Muggia
et al., 1972, Slichenmyer et al., 1993).

Estudos posteriores evidenciaram que a
manutencdo do anel lactdnico da CPT era crucia para a
atividade antitumoral. Entretanto, a porcéo lactonica da
mol écula é suscetivel a hidrélise espontanea, formando a
correspondente forma carboxilada. Apesar da forma
carboxilada possuir solubilidade aquosa superior, € cerca
de 10 vezes menos potente, explicando os resultados obtidos

nos ensaios clinicos (Hertzberg et al., 1989; Garcia-
Carbonero & Supko, 2002). A abertura do anel lactbnico
da CPT e formagéo da forma carboxilada ocorre em um
processo onde o equilibrio entre as duas formas € altamente
dependente do pH. Sob condi¢Bes &cidas (pH < 4) a
estrutura lacténica predomina, enquanto em valores de pH
>10, a forma carboxilada esta exclusivamente presente
(Figura 2). No pH fisiolégico, o equilibrio favorece a
formagdo da forma carboxilada, sendo também afetado pela
ligagdo do farmaco a albumina. A diferenca na afinidade
pela albumina da forma carboxilada sobre a lacténica é
cerca de 200 vezes maior, alterando significantemente o
equilibrio em favor da inativacdo do farmaco. Como
resultado final, tem-se que na presenca de niveis fisiol 6gicos
de albumina humana, a forma ativa da CPT apresenta um
tempo de meia vida muito curto, de aproximadamente 10
minutos. No plasma humano, a 37° C e pH 7,4, o anel
lacténico da camptotecina abre rapidamente e, no equilibrio,
unicamente 0,2% do farmaco encontra-se na sua forma
ativa. No sangue total, a camptotecina mostra-se mais
estével e cerca de 5,3% encontra-se na forma lactonica.
Este aumento da estabilidade foi relacionado a associagdo
do fa&rmaco com a bicamada lipidica dos eritrécitos,
permanecendo protegido frente a hidrélise (Mi & Burke,
1994; Burke & Mi, 1994; Burke et a., 1995; Herben et al.,
1998; Zunino et al., 2002).
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Figura 2. Representac&o da conversdo da formalacténicada CPT em carboxilada.

A perda da atividade da CPT é atribuida a abertura
do anel lactdnico por trés razdes. Primeiramente, a forma
carboxilada apresenta uma associagdo reduzida com a
membrana em cerca de duas vezes. A aberturado anel resulta
numa alteracdo estrutural no farmaco que limita a sua
difusibilidade através da bicamada lipidica das células.
Finalmente, experimentos em cultura de células evidenciaram
gue a abertura do anel resulta na atenuacdo da atividade do
farmaco contra a Topoisomerase |. Estes fatores contribuem
conjuntamente com a diminui¢ao da atividade citotdxica da
CPT (Hatefi & Amsden, 2002).0 interesse na utilizagdo
terapéutica da camptotecina foi retomado com a descoberta
do mecanismo Unico para um alcaléide, envolvendo a
inibicdo da topoisomerase |, enzima presente em altas
concentragdes nos tumores. A topoisomerase | € uma enzima
nuclear presente em virtualmente todas as células somaticas.
Trata-se de um polipeptideo monomérico com massa molar
de 100 kD, codificado por um Unico gene. Similarmente as
topoisomerases, atopo | relaxa o ADN espiralado, induzindo
o corte na porcao fosfodiéster de uma fita simples, permitindo
gue afitaintacta passe através deste corte e religando, apds,
afita de ADN. Durante o curso deste processo catalitico,
uma ligacdo covalente € estabel ecida entre um grupo tirosina
do sitio ativo da topo | e um grupo fosfato 3' presente ao
longo da estrutura do ADN, formando o complexo de
clivagem (Slichenmyer et al., 1993; Sinha, 1995). A
camptotecina se liga covalentemente atopo |, estabilizando
o complexo ADN-enzima e inibindo fortemente areagéo de
religacdo, sem afetar areagdo de clivagem. A interacdo entre
CPT e topo | ocorre pelo atague de um sitio nucleofilico
sobre a enzima, na posi¢do acila do anel E do fa&rmaco. A
citotoxicidade da CPT pode ser ent&o atribuida a interrupgo
dareplicacdo pela estabilizacdo do complexo ADN-enzima-
farmaco, resultando no rompimento da dupla fita e,
consegiientemente, impedindo a sintese do ARN. A CPT &,
portanto, um farmaco ciclo-celular especifico da fase S
(Fassberg & Stella, 1992; Herben et al., 1998).

SISTEMASDE LIBERACAO DE CAMPTOTECINAS

A camptotecina é um alcal6ide natural muito pouco
solivel em &gua, inviabilizando a preparacdo de solugdes
destinadas & administraggo intravenosa. Por esta raz&o, V&rios
andlogos foram sintetizados, na tentativa de manter as
caracteristicas essenciais da molécula para a citoxicidade e

produzir derivados solUveis em condigBes fisiolgicas. Todos
0s andlogos da CPT possuem estrutura similar. Varios
derivados ativos deste farmaco foram obtidos com
substitui¢des diferentes em C-7, C-9, C-10, incluindo o
irinotecano, topotecano, 9-amino-CPT e 9-nitro-CPT (Figura
1). Apesar da obtencdo de derivados ativos apresentando
solubilidade aquosa melhorada, a instabilidade do anel
lacténico (E) frente a hidrélise foi mantida. Derivados de
camptotecinacom anéis E mais estaveis (21-S-lactama e 20-
deoxi-camptotecina) demonstraram-se inativos (Herben et
al., 1998; Zunino et al., 2002). Desta maneira, o
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos
tem sido objeto de inimeros estudos visando melhorar a
eficacia terapéutica da camptotecina e seus derivados. Os
diferentes sistemas de liberag&o estudados e os resultados
de atividade antitumoral in vitro e in vivo serdo descritos a
seguir. Um resumo dos beneficios produzidos pela
incorporacdo das camptotecinas em sistemas de liberacéo é
apresentado na Tabela 1.

Microencapsulagdo

Dentre as estratégias testadas para o controle da
liberac&o das camptotecinas, o prolongamento daliberacéo
tem apresentado resultados promissores, especia mente com
a microencapsulacdo de farmacos, utilizando polimeros
biodegradaveis e biocompativeis. Tal estratégia tem como
objetivo encapsular sdlidos e liquidos dentro de matrizes ou
sistemas reservatérios, e oferecem inimeras vantagens de
emprego quando comparados as formas farmacéuticas
convencionais, incluindo a melhoria na eficécia, reducéo da
toxicidade e melhoria do conforto e adeséo do paciente ao
tratamento. Com este objetivo, Sherendova et al. (1997)
prepararam microesferas de acido poli (Iactico-co-glicdlico)
(PLAGA) pelatécnica de emulsdo/evaporacdo do solvente,
para prolongar aliberagcdo da 10-hidroxicamptotecina (10-
HCPT). Os autores observaram a manutencdo da forma
|acténica do farmaco no interior das particulas por mais de
10 semanas, num ambiente que simulava as condicdes
fisiol6gicas. Quando administradas intraperitonial mente em
camundongos inoculados com células de carcinoma de
células escamosas oral humano, as microesferas conduziram
a0 aumento significativo da concentracdo intratumoral de
10-HCPT e areducg&o do tumor, contrastando com aineficacia
da administracdo do f&rmaco livre (Mallery et a., 2001).
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Tabela 1l - Melhorias das propriedades das camptotecinas proporcionada pelo emprego de sistemas

de liberacéo
Efeito benéfico relatado Farmaco Referéncia
Microencapsulagdo  Prolongamento  da  liberagdo, 10-HCPT  Sherendova et al. (1997),
manutengdo da forma lactbnica, Mallery et a. (2001)
reducdo dos efeitos colaterais
indesejaveis, aumento da CPT Ertl et a. (1999), Kumar et
citotoxicidade in vitro al. (2001), Dora et 4.
(2006), Aiping et al. (2006)
CPT-11 Yoshizawa et a. (2005),
Nishino et al. (2007)
Hidrogéis Prolongamento  da liberagdo, CPT Liu et a. (2006)
poliméricos aumento da supressao do tumor
TPC Lalloo et . (2006)
Lipossomas e Manutengdo da forma lactbnica, CPT Burke & Mishra (1993),
emulsdes aumento da citotoxicidade in vitro, Cortes e a. (1997),
aumento da internalizagdo celular, Koshkina & Gilbert (1999)
reducdo da toxicidade
CPT, 10- Lundberg (1998)
HCPT, SN-38
9-NC Knight & Koshkina (1999),
Knigth et al. (2002)
Nanoencapsul agdo Alteracdo do perfil farmacocinético CPT Yang et a. (1999a, 1999h),
e da biodistribuicdo, aumento do Miura et a. (2004), Tyner et
tempo de permanéncia do farmaco al. (2004), Neckel et a.
na circulagdo sistémica (2007), Kunii et a. (2007)
(nanoparticulas  revestidas com
polimeros hidrofilicos), aumento CPT-11 Onishi et al. (2003)
da eficécia terapéutica in vivo,
reducdo dos efeitos colaterais  HCPT-1 Zhang et al. (2004)
indesgjaveis
Micelaspoliméricas  Aclmulo do farmaco no tumor, CPT Mu et al. (2005), Koo et al.

Conjugados
macromoleculares

aumento da solubilidade aquosa,
aumento da citotoxicidade in vitro,
manutengdo da forma lactbnica,
aumento da captura pelas células

Aumento da estabilidade
plasmética, prolongamento
retencdo do farmaco no tumor

da (pro-farmaco)

(2005), Kawano et 4.

(2006)

CPT-polimero  Zunino et a. (2002)

CPT: camptotecina, HCPT: 10-hidroxicamptotecina, HCPT-1: 10-hidroxicamptotecina-10,20-diisobutil
dicarbonato, TCP: topotecano, 9-NC: 9-nitrocamptotecina, CPT-11: irinotecano (pré-farmaco), SN-38: produ-
to de hidrdlise do irinotecano (derivado ativo).
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Ertl et a. (1999) desenvolveram microesferas de
CPT de liberagéo prolongada, empregando uma variante da
metodol ogia de evaporacdo do solvente e 0 H-PLGA paraa
preparacdo das particulas. Este polimero contendo mais
grupamentos carboxilicos terminais que o PLGA foi
selecionado para criar um microambiente acido que
favorecesse a presenca de CPT na sua forma ativa. Neste
caso, a cinética de liberac@o do f&rmaco a partir das
microesferas seguiu um model o hiféasico, com um efeito burst
inicial variando entre 20 a 35% da quantidade de farmaco
encapsulado. Na tentativa de melhorar a velocidade de
dissolucéo e a citotoxicidade da CPT, este farmaco foi
incorporado em microesferas de celulose oxidizada, usando
a metodologia de secagem em torre de aspersdo (spray-
drying). As microesferas contendo CPT demonstraram ser
mais efetivas do que o farmaco livre em estudos de
citotoxicidade in vitro usando linhagens de células
leucémicas mieldides THP-1 e linféide RPMI-8402.
Entretanto, o tempo requerido para a liberacdo de 50% do
f&rmaco variou entre 19 e 37 horas, ndo satisfazendo a
necessidade de liberag&o prolongada do farmaco para uma
atividade antineoplésica 6timain vivo (Kumar et al., 2001).

Estudos realizados em nosso laboratério
demonstraram que microesferas de policaprolactona
contendo camptotecina, quando administradas
intraperitonial mente, inibiam o crescimento e a disseminagdo
metastatica pulmonar em camundongos tratados com células
B16-F10 pela via intravenosa. Apesar das formulagdes de
microesferas terem demonstrado eficacia similar aquela
produzida pelo farmaco livre, os efeitos toxicos dose-
dependentes, notadamente a neutropenia, foram
significativamente reduzidos em decorréncia do
prolongamento da liberacéo do farmaco (Dora et a., 2006).
Os resultados foram relacionados ao fato das CPTs serem
mais efetivas quando administradas em protocolos
prolongados do que em altas doses em tratamentos de curta
duracgo. Esta caracteristica é atribuida a atuagéo especifica
deste f&rmaco nafase S do ciclo celular. Umavez acangado
o nivel de citotoxicidade necessério para a atividade inibitoria
sobre aenzimatopo |, o parémetro que determina aresposta
antitumoral € o tempo de exposi¢ao e ndo o aumento da dose
(Thompson et al., 1998). Estudos ainda relatam o controle
daliberacdo do irinotecano a partir de microesferas de acido
poli (D,L-lactico) (Yoshizawa et al., 2005; Nishino et d.,
2007) e da camptotecina a partir de agregados de O-
carboximetilquitosana (Aiping et al., 2006).

Hidrogéis poliméricos

Hidrogéis poliméricos também sdo considerados
excelentes candidatos para o prolongamento da liberacéo da
camptotecina, devido sua excelente biocompatibilidade e
permeabilidade aquosa. I nicialmente, micelas de brometo de
dodeciltrimetil amoénio (DTAB) foram usadas para sol ubilizar
eimobilizar a camptotecina em formulactes de hidrogéis de
agarose. A presenca de 50 mM de DTAB aumentou a
solubilidade aquosa da CPT em cerca de 22 vezes,

contribuindo para obtencdo de uma distribuicdo mais
homogénea e reducdo do coeficiente de difusdo do farmaco
no hidrogel, sendo este ultimo potencializado pela
incorporagdo de k-carragenano (Liu et al., 2006). Hidrogéis
abase de polietilenoglicol reticulado com vinilsulfonaforam
usados para aincorporagdo de sistemas lipossomais contendo
topotecano. A grande vantagem deste sistema reside no fato
de ser injetado na forma liquida e se transformar
imediatamente em um gel solido apds ainjecdo, evitando a
necessidade de implantagdo cirdrgica. O controle da liberagéo
invitroein vivofoi obtido com a utilizacdo deste sistema de
duas fases. Em estudos de atividade antitumoral, ratos
inoculados com células de cancer de mama MAT B ||
singénico e tratados com a formulacgdo de hidrogel contendo
lipossomas de camptotecina demonstraram a supressdo do
crescimento do tumor por um periodo mais prolongado e
nado exibiram perda de peso, quando comparado com grupos
tratados com lipossomas e hidrogéis contendo topotecaco,
separadamente (Lalloo et al., 2006).

Lipossomas e emulsdes

Sistemas lipidicos também foram testados para
melhorar a estabilidade da CPT frente & hidrdlise e aumentar
a sua eficacia terapéutica. Burke & Mishra (1993)
demonstraram que a CPT se liga as membranas intercalando-
se entre as cadeias acilas da membrana fosfolipidica,
permanecendo assim estavel. Diferentes formulagdes de CPT
foram desenvolvidas por Cortesi et a. (1997) com o objetivo
de aumentar a solubilidade do f&rmaco e reduzir a toxicidade
associada com a sua administragdo. Neste trabalho, a
performance in vitro de lipossomas, emulsdes e micelas
contendo CPT foi avaliada em cultura de células leucémicas
K562. Os resultados demonstraram que as trés formulacdes
testadas foram capazes de liberar efetivamente a CPT,
apresentando elevada atividade antiproliferativa. Lundberg
(1998) desenvolveu ésteres do &cido oleico da 10-HCPT e
do SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina), capazes de serem
incorporados nas bicamadas dos lipossomas e emulsdes
lipidicas submicronicas. As formulagdes lipidicas permitiram
a estabilizag8o dos farmacos frente a abertura do anel
lacténico e a protecdo frente aligagdo com aabumina. Em
termos de citotoxicidade, os ésteres associados aos vetores
lipidicos demonstraram igual ou maior atividade contra
células T-47D, umalinhagem de células de cancer de mama,
e contra células de adenacarcinoma de c6lon humano (Caco-2).

A aplicagdo da 9-nitrocamptotecina (9-NC) na
forma de um aerossol lipossomal foi testada no tratamento
de camundongos xenotransplantados com canceres de
pulmao, cdlon e mama (Knight & Koshkina, 1999; Knight
et al., 2002). Dando continuidade a este trabalho, Koshkina
et a. (1999) avaliaram as caracteristicas farmacocinéticas e
adistribuicdo tecidual da camptotecina lipossomal inalada.
Neste estudo a liberag@o pulmonar da CPT demonstrou ser
vantajosa em decorréncia do mais baixo teor de albumina na
superficie traqueo-bronquia e amais rapida penetracéo do
farmaco nos tumores, os quais contribuiram para a
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preservacdo da forma lactdnica da molécula. Outras
vantagens observadas no uso de lipossomas para liberagéo
da CPT foram a internalizag8o intracelular aumentada do
férmaco, a diminui¢do da toxicidade sistémica e aumento da
sua solubilidade nos fluidos biol égicos. Apesar de todas estas
vantagens, estes sistemas sofrem auséncia de seletividade
pelas células tumorais e embora a liberacdo do farmaco sgja
aumentada, a necessidade de liberag8o sustentada em baixas
doses por um longo periodo de tempo nédo foi atendida. A
eliminacdo de lipossomas pel os macréfagos circulantes e a
sua meia-vida relativamente curta sdo as maiores
desvantagens deste tipo de sistema de liberagao.

Nanoparticulas e micelas poliméricas

Outra possivel estratégia que visa melhorar a
eficécia terapéutica das camptotecinas consiste na utilizagdo
de sistemas coloidais nanoparticulados. Yang et al. (19993,
1999b) prepararam nanoparticulas sélidas lipidicas
recobertas com poloxamer 188 pela técnica de
homogenei zagdo a quente. A concentragéo da CPT no sangue
e em v&ios 6rgdos foi determinada ap6s administracdo das
nanoparticulas pela via oral e pela via intravenosa em
camundongos, usando uma metodologia de cromatografia
liguida com deteccdo por fluorescéncia. Dois picos de
concentracdo plasmética foram obtidos ap6s a administragdo
oral das nanoparticulas, em contraste com a presenca de um
Unico pico quando uma solucdo do farmaco foi utilizada
Este efeito também foi observado apds determinagéo da CPT
no coracdo, figado, bago, pulmdes, rins e cérebro. A presenca
de um segundo pico de concentragdo plasméticafoi atribuida
alenta degradacdo das nanoparticulas no intestino pela agdo
das esterases ou pela translocagdo das particulas sdlidas
através do trato gastrintestinal, ou ainda por ambos, sugerindo
gue as mesmas poderiam representar um sistema de liberag&o
prolongada promissor paraa CPT, para administragdo oral.
Por outro lado, a administracdo intravenosa das
nanoparticulas resultou no aumento da relacéo &rea sob a
curva/dose e no tempo de residéncia médio nos 6érgéo
avaliados, sobretudo no cérebro, quando comparados com
0s valores obtidos apds administragdo da solugdo, indicando
que tal sistema terapéutico poderia ser empregado na
vetorizagdo do farmaco nestes tecidos.

Nanoparticulas com diédmetro menor que 200 nm e
revestidas com polimeros hidrofilicos apresentam a
propriedade de escapar da captura pelas células do sistema
fagocitario mononuclear, sendo direcionadas a tecidos
altamente permeaveis, resultando num fenémeno de
vetorizagdo passiva conhecido como efeito de permeabilidade
e retencdo aumentada (efeito EPR; do inglés enhanced
permeabilility and retention effect). Esta propriedade é
decorrente da baixa adsor¢é@o de proteinas plasméticas
(opsonizag&o), na qual é proporcionada por um efeito estérico
e aumento do grau de hidrofilia da superficie das particulas,
na presenca do revestimento hidrofilico. A obtencdo de
particulas revestidas com polietilenoglicol foi empregada
para melhorar as propriedades terapéuticas e reduzir a

toxicidade do irinotecano (CPT-11), um pré-farmaco da 7-
etilhidroxicamptotecina (SN-38). Em contraste a baixa
eficicia observada ap6s administracdo do CPT-11 em
solugdo, aadministracdo da suspensdo de nanoparticulas de
acido poli (D,L-lactico)/poli(etilenoglicol)-
poli(propilenoglicol)-poli(etilenoglicol) (PLA/PEG-PPG-
PEG) contendo este farmaco conduziu a supresséo
significativa do crescimento do tumor, no modelo de sarcoma
180 em ratos. Este resultado foi relacionado a melhoria das
propriedades farmacocinéticas do farmaco, visto que a
concentragdo plasmatica de CPT-11 foi mantida em niveis
terapéuticos por um periodo maior quando administrado na
forma de nanoparticulas, permitindo um suprimento
adequado da forma ativa ao tumor (Onishi et al., 2003).
Recentemente, estudos demonstraram que as nanoparticulas
PLA/PEG-PPG-PEG contendo CPT conduziram ao
prolongamento do tempo de residéncia plasmética do
féarmaco, sendo este liberado em grande extensdo nos tecidos,
em particular no figado. As nanoparticulas igualmente
conduziram & maior reducdo da supressdo do tumor, em
relagdo ao f&rmaco livre, em modelo murino de sarcoma 180
(Kunii et al., 2007).

Nanoparticulas contendo a 10-hidroxicamptotecina-
10,20-diisobutil dicarbonato (HCPT-1) foram preparadas a
partir de policaprolactona-co-lactato-b-PEG-b-
policaprolactona-co-lactato (PCLLA-PEG-PCLLA),
apresentando unidades de polietilenoglicol com diferentes
massas molares, pela técnica de nanoprecipitagdo. Fatores
tais como a composi¢éo e concentragdo do co-polimero e a
quantidade inicial de farmaco demonstraram afetar o tamanho
da particula, eficiéncia de encapsulacdo e liberagdo do HCPT-1
in vitro, indicando que tais sistemas oferecem ampla
flexibilidade para a obtencdo de uma resposta terapéutica
adequada. Além disso, estudos de biodistribui¢do realizados
apds administragdo intravenosa das nanoparticulas indicaram
gue a concentragdo do farmaco permaneceu elevada na
corrente sangiinea, mesmo 24 horas apds a injecdo. A
concentrago do f&rmaco também foi alta nos pulmdes e baco,
tendo sido este resultado atribuido ao efeito de filtracdo de
particul as ou agregados grandes pela rede capilar. Por outro
lado, a concentracdo do farmaco foi baixa no figado, o
principal 6érgdo do sistema reticulo-endotelial, decorrente,
provavelmente, da estabilizag8o estérica proporcionada pelo
revestimento de polietilenoglicol, que fornece um meio para
que as particul as escapem da répida captura pelos macréfagos
teciduais (Zhang et al., 2004).

As propriedades antitumorais das nanoparticulas de
acido poli lactico-co-metoxipolietilenoglicol contendo
camptotecina, preparadas pela técnica de emulséo/
evaporacdo do solvente, foram avaliadas por Miura et al.
(2004). Apds a administragdo pela via intravenosa na dose
de 0,5mg de CPT/kg, a CPT permaneceu por um periodo
maior na circulagdo sangliinea quando encapsulada nas
nanoparticulas. Em ratos inoculados com células de sarcoma
180, a administracdo de uma ou de duas doses de
camptotecina nanoencapsul ada, na concentracéo de 2,5mg/
kg, demonstrou ser muito mais efetiva quando comparada
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com a administrag@o da solucéo do farmaco. Além disso, a
supressdo total do tumor foi verificada no grupo tratado com
as nanoparticulas em trés de quatro animais, quatro semanas
apds a primeira administragdo, sem a diminuiggo significativa
no peso dos animais. A melhoria na eficécia terapéutica do
farmaco foi atribuida a melhoria no seu perfil
farmacocinético, quando este se apresentava
nanoencapsul ado.

As caracteristicas de baixa solubilidade aquosa e
baixa estabilidade em meio fisiol gico tornam a camptotecina
um excelente candidato para encapsulagdo em nanocapsulas
poliméricas. As nanocpsulas destacam-se em relacdo aos
sistemas matriciais pelo confinamento do farmaco na
cavidade central das particulas, que confere maior protecdo
do principio ativo frente & degradac&o no meio biolégico,
permite a veiculagdo de moléculas hidrofébicas, além de
reduzir o efeito de liberagdo inicial (efeito burst) (Couvreur
et al., 2002).

A encapsulagéo da camptotecina em nanocdpsulas
convencionais e furtivas foi realizada em nosso laborat6rio,
empregando o acido poli (D,L-l&tico) (PLA) e copolimeros
diblocos do &cido poli (D,L-lético) e polietilenoglicol (PLA-
PEG 49kD e 66kD), respectivamente. A eficiéncia de
encapsulacdo da CPT variou de 76 a 97 %, dependendo da
formulagcdo testada. A presenca das cadeias de
polietilenoglicol na superficie das nanocapsulas foi
evidenciada pela reducdo de ambos didmetro médio e
potencial zetadas particulas. A liberaggo in vitro da CPT a
partir das nanocapsulas ndo foi afetada pela natureza do
polimero, mas a barreira polimérica retardou a liberacéo do
férmaco (Neckel & Lemos-Senna, 2005). Apds administracéo
intraperitonial na dose de 0,5 mg/kg, as suspensfes de
nanocdpsulas de PLA-PEG 49 kD demonstraram ser mais
efetivas na reducdo do nimero de metéstases pulmonares
em camundongos tratados com células de melanoma B16-
F10, quando comparado com a administragdo do farmaco
livre. A neutropenia, principal efeito téxico da camptotecina,
ndo foi verificada em nenhum dos grupos tratados com o
farmaco, provavelmente em decorréncia da baixa dose
administrada. A maior eficacia das suspensdes de
nanocapsulas peguiladas foi atribuida a prote¢do do farmaco
pela nanoencapsul agéo e a redugdo da captura das particulas
pelos macréfagos dos linfonodos. Tal hipétese pode ser
suportada pelos estudosin vitro também realizados por nosso
grupo, que evidenciaram que tanto as suspensfes de
nanocapsul as convencionais (PLA) como as furtivas (PLA-
PEG) exibiram atividade citotdxica significativamente maior
que o farmaco livre (Neckel et al, 2007).

Ainda, como novos sistemas de liberacdo, os
nanobiohibridos foram propostos para veicular a
camptotecina (Tyner et a., 2004). Neste caso, a camptotecina
foi primeiramente encapsulada em micelas de tensoativos
anidnicos. As micelas carregadas negativamente foram,
entéo, encapsuladas em nanoparticulas de hidroxido de
magnésio e aluminio de dupla camada, por um processo de
troca ibnica. Neste caso, o complexo formado é neutro e
pode ser disperso em meio aquoso. Tal sistema demonstrou

ser capaz de liberar rapidamente a camptotecina, dentro de
10 minutos em ambos meios com pH 4,8 e 7,2. Apés a
inoculacdo em cultura de células de glioma, os
nanobiohibridos contendo camptotecina resultaram na
diminuicdo significativa do tempo de sobrevida quando
comparado com as células ndo tratadas ou incubadas na
presenca do tensoativo e do hidroxido de magnésio e
aluminio. Além de aumentar a solubilidade aquosa da
camptotecina em trés vezes, 0s autores sugerem que a
modificagdo da superficie das particulas fornece um meio
promissor para a vetorizagdo de fa&rmacos em sitios
especificos de agéo.

Outra estratégia que tem sido empregada para
melhorar as propriedades terapéuticas da camptotecina e seus
analogos consiste em solubiliza-los no interior de micelas
poliméricas. Micelas de pequeno tamanho (10-100 nm) sdo
acumuladas em tecidos doentes cuja vascularizag&o é mal-
formada, além de poderem ser esterilizadas por filtragdo em
membranas de 0,2 pm. Micelas mistas constituidas de D-a-
tocoferol-succinato de polietilenoglicol 1000 (TPGS) e
polietilenoglicol-fosfatidiletanolamina (PEG-PE),
apresentando cerca de 12 nm, foram usadas para solubilizar
acamptotecina. A citotoxicidadein vitro do CPT nas micelas
foi avaliada em células de carcinoma pulmonar de Lewis
murino, células de adenocarcinoma coloretal e células de
adenocarcinoma de mama e, em todas as linhagens, as micelas
mistas demonstraram maior citotoxidade que o farmaco livre.
Além do aumento da solubilidade da CPT, a manuten¢&o da
forma lacténica no interior hidrofébico e a maior captura
das micelas pelas células, foram os fatores que conduziram
0 aumento da citotoxicidade (Mu et al., 2005). Em um outro
estudo, a camptotecina foi solubilizada em micelas de
diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol 2000
(DSPE-PEG2000), numa concentracdo cerca de 25 vezes
maior que a solubilidade do fa&rmaco em tamp&o acetato pH
5,0. A citotoxidade do farmaco nas micelas mostrou-se
semelhante a do farmaco livre em linhagem de cancer de
mama M CF-7, ap6s 24 horas de incubag&o. Entretanto, apos
96 horas, a citotoxicidade das micelas foi cerca de trés vezes
maior aquela do farmaco livre, em decorréncia da melhoria
da estabilidade do farmaco no meio de cultura e maior
exposicdo do f&rmaco nafase S do ciclo celular. Do ponto
de vista tecnol gico, aliofilizag8o das micelas sem a adi¢cdo
de crioprotetores e a reconstitui¢do sem alteraco das suas
caracteristicas iniciais foram ainda considerados aspectos
vantajosos da utilizacdo deste sistema na terapéutica (Koo
et al., 2005). A eficéciaterapéutica de micelas constituidas
do copolimero do poli (etilenoglicol) e poli(benzil aspartato-
70) contendo a camptotecina foi avaliada em modelo de
cbélon-26 murino. O crescimento do tumor foi
significativamente reduzido apds administragéo de uma dnica
administragdo de CPT na forma micelar na dose de 15 e
30mg/kg, sendo a inibi¢do provocada comparavel a
administracéo de trés doses consecutivas de 10 mg/kg/dia.
O actimulo do farmaco no tumor, devido ao efeito EPR, foi
verificado quando a forma micelar foi administrada em
camundongos (Kawano et al., 2006).
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Conjugados de camptotecinas

Uma estratégia diferente emprega a utilizagdo de
pré-farmacos de CPTs ligados covalentemente a
macromol éculas, apresentando ou nédo cargas. Entre os
polimeros neutros, dois tém preenchido os requisitos para
uma posterior avaliacdo pré-clinica, a N-2-
(hidroxipropil)metacrilamida e o polietilenoglicol (PEG), que
sd0 ligados ao grupamento hidroxila da CPT em C-20 por
meio de varios espagadores aminoacidos, com o objetivo de
obter uma maior solubilidade aquosa. Tais conjugados CPT-
polimero tém demonstrado uma consideravel estabilidade
no plasma, aumentada eficacia na vetorizagdo ao tumor,
prolongada retencdo intratumoral e remarcéavel atividade
contra um amplo espectro de model os de xendgrafos, além
de uma baixa toxicidade sistémica. Resultados preliminares
em ensaios clinicos de fase | indicaram um comportamento
similar em humanos (Zunino et a., 2002).

CONSIDERACOES FINAIS

A camptotecina e seus andlogos constituem bons
exemplos de farmacos cujas propriedades fisico-quimicas
€, portanto, as propriedades terapéuticas foram beneficamente
ateradas com a incorporagdo em sistemas de liberag&o.
Particularmente, 0 aumento da solubilidade da camptotecina
e protecdo deste farmaco e seus derivados frente & abertura
do and lactdnico foram considerados cruciais paraamelhoria
da eficéacia terapéutica. Entretanto, o aumento da
concentracdo de f&rmaco nos tumores, pelo emprego de
sistemas nanoestruturados de prolongada circulagdo
sistémica e 0 aumento do tempo de exposi¢do dos farmacos
aos tumores, mais que a dose, demonstraram também ser
importantes para o sucesso da quimioterapia. Cabe ressaltar,
gue independente das particul aridades das camptotecinas, o
uso destes sistemas oferece oportunidades para a melhoria
das propriedades terapéuticas de outros farmacos de origem
natural, cujo potencial terapéutico ainda ndo tenha sido
completamente aproveitado.

ABSTRACT

Drug delivery systems as a way to improve the therapeutic
properties of natural drugs: the example of camptothecin
and its derivatives

Plants have been used as the sour ce of a great number of
biologically active molecules. However, many natural
products employed without any chemical modification,
have not resulted in effective drugs, owing to their
undesirable physicochemical properties. In thissituation,
the improvement of the therapeutic properties of isolated
plant compounds by means of their incorporation in drug
delivery systemsis an important way of obtaining new
medicines, which could be further exploited. Drug

delivery systems possess the ability to prolong and control
drug release, to protect molecules against degradation
in biological fluids, to transport hydrophobic drugs, and
to reduce the undesirable side effects of active substances.
Camptothecin, an alkaloid obtained from Camptotheca
acuminata (Descaine, Nyssaceae), isa drug that displays
high antitumor activity, and its mechanism entails the
inhibition of topoisomerase |, an enzyme highly expressed
in tumors. Nevertheless, its use in therapy has been
limited by its low water solubility, low stability in
physiological medium, and high toxicity. In thispaper, a
review of the therapeutic properties of camptothecin and
its derivatives is presented, and emphasis is placed on
studies carried out with the aim of overcoming the
problemsthat hinder the administration of these drugs.
Approaches such as microencapsulation,
nanoencapsulation, and solubilization in polymer -based
micelles are discussed and the main in vitro and in vivo
antitumor activity resultsare presented.

Keywords: camptothecin; drug delivery systems; antitumor
activity.
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