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1.INTRODUCAO

Derivados e analogos retindides tém sido largamente estudados como agentes
antitumorias devido a seus efeitos antiproliferativos e pré-diferenciativos
(CHOMIENNE, 1991; CHANSRI, 2008; ALTUCCI, 2001). Os retindides exercem
sua funcdo através de receptores nucleares que sdo chamados de receptor de
acido retindico (RAR) ou receptores retindides (RXR) (SOPRANO, 2004). Atraves
da ligacdo aos receptores retindides, esses compostos regulam a expressao de
diversos genes envolvidos no processo de controle de ciclo celular.

A Tretinoina, também conhecida como &cido retindico € um derivado retinéide que
exerce atividade antiproliferativa em diversos tipos de tumores. Este composto
tem sido usado como adjuvante no tratamento de leucemia promielocitica aguda
com excelentes indices de remissdo da doenca (HUANG, 1988). Além disso,
tretinoina jA mostrou efeito em tumores sélidos de hamster (CHANSRI, 2008),
células-tronco tumorais cerebrais (NIU, 2010) e carcinoma de células escamosas
(XU, 2008). Entretanto, células de adenocarcinoma de pulmdo humano em geral
exibem uma forte resisténcia aos efeitos da tretinoina (GERADTS,1993), a qual
parece estar relacionada com a deficiéncia no up-take celular de tretinoina nesse
tipo de célula (KAWAKAMI, 2006). Uma estratégia para aumentar a atividade
antiproliferativa de tretinoina € aumentar a internalizacdo celular do composto
através de carreadores como lipossomas ou outras vesiculas como nanocapsulas
ou nanoesferas.

Nanocapsulas sdo estruturas poliméricas que contém um nucleo oleoso capaz de
carrear moléculas altamente lipofilicas como a tretinoina. Nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo tretinoina (TT-LCNC) foram previamente descritas como tendo
uma alta eficiéncia antitumoral contra células leucémicas (OURIQUE, 2010). Esta
formulacdo apresentou uma alta estabilidade fisico-quimica e fotoestabilidade
adequada sobre radiacdo UVA e UVB. Além disso, TT-LCNC se mostraram mais
eficiente em longo prazo quando comparada com tretinoina livre em tratamento
de linhagem celular de células de leucemia promielocitica aguda.

Kawakami et al. (2006) demonstraram que tretinoina incorporada em lipossomos
de colesterol anidénicos tiveram acao antiproliferatva em células de
adenocarcinoma de pulmao, linhagem A549, superando a resisténcia apresentada
no tratamento com tretinoina livre. Os autores comprovaram que a atividade
antiproliferativa, medida pelo ensaio de MTT [3(4,5- dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium], estava relacionada com o aumento no up-take celular de tretinoina.
Entretanto, o uso de lipossomas exibe alguns problemas inerentes desse tipo de
composto como baixa taxa de encapsulacdo, rapida liberagdo de compostos
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soliveis em agua em presenca de componentes sanguineos em caso de
administracdo parenteral e baixa estabilidade fisico-quimica sobre condi¢cdes de
armaze namento.

Nanocépsulas poliméricas apresentam algumas vantagens comparadas a
lipossomas na medida em que oferecem maior estabilidade fisico-quimica
inclusive sob radiacdo e oferecem uma liberagédo controlada do farmaco ou droga
em questdo, podendo ser utilizadas em formulagbes para administracdo
parenteral.

Com isso, o objetivo do presente estudo foi realizar uma triagem inicial das
concentragcfes de tretinoina que exercem atividade anti-proliferativa in vitro sobre
células de adenocarcinoma de pulméo, a fim de produzir uma formulacdo de
tretinoina nanoencapsulada que potencialize sua atividade anti-tumoral.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultura celular

As células de adenocarcinoma de pulmdo (A549) foram obtidas do banco de
células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Elas foram cultivadas em meio Dulbeco modificado por Eagle (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), obtidos respectivamente da
Vitrocell Embriolife (Campinas, Brasil) e Gibco (Grand Island, NY, USA). As
células cresceram a 37 °C em estufa umidificada contendo 5% de CO2. Os
experimentos foram realizados com as células em fase logaritmica de
crescimento.

2.2 Avaliacéo de citotoxicidade

As células foram submetidas a um teste de triagem para a determinacéo da dose
citotoxica de tretinoina. As células foram semeadas numa densidade de 10*
células por po¢co em uma placa de 96 pocos contendo 100 ni. de DMEM acrescido
de 10% de FBS em cada poco. Apos 24 horas em estufa, a morfologia celular foi
avaliada em microscépio e as seguintes concentracdes de tretinoina foram
adicionadas: 160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5 e 1,25 nM, bem como os controles, nos
tempos de 24, 48 e 72 horas. A concentracdo de DMSO nos poc¢os nao
ultrapassou 0,2%.

Apoés o tempo determinado, foi realizado o teste de proliferacédo celular por ensaio
colorimétrico de MTT (SLADOWSKI, 1993). O meio foi removido e a cada poco foi
adicionado 20 nL. de MTT (5mg/mL) com 180 ni. de DMEM+FBS. Apds 3 horas na
estufa, os cristais de formazan formados pela degradacdo do MTT pelas células
vivas foram diluidos pela adicdo de DMSO e a leitura da reacéo foi feita em 492
nm. Cada resultado foi proveniente da média das absorbancias de 3 pocos
diferentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade antitumoral de tretinoina em células de adenocarcinoma de
pulmao, linhagem A549, foi avaliada por ensaio colorimétrico por MTT e o0s
resultados foram reportados em termos de inibicdo de crescimento em relacdo ao
controle. Para tanto, a absorbancia média do controle foi considerada como 100%
e as absorbancias médias dos testes foram comparadas ao controle. O teste de
citotoxicidade evidenciou que somente a concentracdo de 160 uM em 72 horas de
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tratamento inibiu mais do que 50% do crescimento celular, conforme Figura
abaixo. Considerando que células responsivas ao tratamento com tretinoina tem
seu crescimento inibido por concentracdes de tretinoina entre 1 e 2 M, pode-se
confirmar a resisténcia dessa linhagem celular aos efeitos anti-proliferativos deste
composto. Foi descrito por Kawakami et al. (2006) que esta resisténcia parece
estar envolvida com o baixo up-take celular de tretinoina pelas células de
adenocarcinoma de pulmao.
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Figura 1 - Taxa de inibicdo média apresentada pelo tratamento com diversas concentracdes de tretinoina
nos tempos de 24, 48 e 72 horas. O tratamento com 160 nM de tretinoina durante 72 horas inibiu 70% do
crescimento celular.

4. CONCLUSOES

A fim de testar nanocapsulas de nucleo lipidico como carreador de tretinoina em
tratamento de adenocarcinoma de pulméo, o presente estudo foi eficiente em
estabelecer as concentracfes necessarias de nanoformulacdo a ser produzida
para os testes futuros.
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