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RESUMO 

 

SISTEMAS POLIMÉRICOS DE LIBERAÇÃO CONTROLADA UTILIZANDO 

MICRO E NANOPARTÍCULAS ENCAPSULANDO VIOLACEÍNA: CARACTERIZAÇÃO, 

ATIVIDADE BIOLÓGICA, CONSEQÜÊNCIAS E PERSPECTIVAS. Neste trabalho 

investigamos sistemas poliméricos transportando a violaceína, composto de 

interesse farmacológico, mais especificamente antitumoral, obtido a partir da 

biossíntese da Chromobacterium violaceum. Entretanto, trata-se de um composto 

insolúvel em meio aquoso e como conseqüência apresenta toxicidade e baixa 

biodisponibilidade, justificando seu encapsulamento. As microesferas (PCL) foram 

preparadas segundo princípios conhecidos de obtenção e estabilização de sistemas 

coloidais, pelo método de emulsão e evaporação de solvente e as nanoesferas 

(PLGA) foram obtidas pelo método de “nanoprecipitação” (separação de fases). Os 

sistemas foram caracterizadas quanto às propriedades físico-químicas por 

microscopias ótica, eletrônica de varredura, eletrônica de transmissão, 

fluorescência, varredura a laser confocal e distribuição de tamanho, potencial zeta e 

tensão interfacial. As nanoesferas contendo violaceína promoveram citotoxicidade, 

diferenciação celular e apoptose em linhagem leucêmica promielocítica humana 

HL60 e fibroblastos V-79. A violaceína está incorporada duas formas: isolada e  

auto-associada, distribuída por toda a partícula e fluoresce apenas em solução 

diluída e quando dispersa na matriz polimérica. O sistema nanoparticulado é 

citotóxico para HL60, induz apoptose (constatado nas medidas de potencial 

transmembrana) e diferenciação celular. A inibição do intumescimento 

mitocondrial evidenciou um efeito selante conferido pelo Pluronic à membrana de 

mitocôndrias, sugerindo um direcionamento a um alvo específico da célula.  
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ABSTRACT 

 

POLYMERIC DRUG DELIVERY SYSTEMS USING MICRO AND NANOSPHERES 

CONTAINING VIOLACEIN: CHARACTERIZATION, BIOLOGICAL ACTIVITY, 

CONSEQUENCES AND PERSPECTIVES. In this work we investigate polymeric 

systems transporting violacein, substance of pharmacological interest, more 

specifically antitumoral, obtained from the biosynthesis of Chromobacterium 

violaceum. However, violacein is an insoluble compound in water and as a 

consequence introduces toxicity and low bioavailability, justifying the 

entrappment. Microspheres (PCL) were obtained according to well-known 

principles of obtainment and stabilization of colloidal systems, by the solvent 

evaporation method and nanospheres (PLGA) were obtained by “nanoprecipitation 

method” (phase separation). These systems were characterized regarding the 

physical-chemistry properties by optical, fluorescence and laser confocal 

microscopies, scanning electronic microscopy, transmission electronic microscopy, 

diameter distribution, zeta potencial and interfacial tension. Violacein entrapped in 

nanospheres promoted citotoxicity, cellular differentiation and apoptosis in 

leukaemia promyelocytic human HL60 cell line and fibroblasts V-79. Violacein in 

PCL microspheres is present in two forms: isolated and auto-associated, distributed 

along the particle and there is emission in diluted solution and when dispersed in 

the polymeric matrix The nanoparticulated system is cytotoxic for HL60, induces 

apoptosis (verified by transmembrane potential measures) and induces cellular 

differentiation. Inhibition of the mitochondrial swelling occurrence is caused by 

Pluronic membrane sealing capability to mitochondrial membrane, suggesting the 

direction to a specific target of the cell. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Sistemas coloidais e a liberação controlada de fármacos 

 

1.1.1. A motivação  

É conhecido que o desenvolvimento de novos fármacos envolve prazos e 

custos elevados. A preocupação com este quadro tem levado a uma transformação 

sem precedentes na indústria farmacêutica, inserindo-a no que chamamos de 

tecnologia da informação. Para mencionar um exemplo ilustrativo, a IBM Business 

Consulting Services, divisão de consultoria da empresa IBM, apresentou um novo 

relatório mundial intitulado Pharma 2010: Silicon Reality (“A realidade de 

silício”)1. Neste relatório a empresa faz um mapeamento das tecnologias da 

informação que permitirão às companhias do setor farmacêutico abandonar o 

modelo tradicional de medicina “universal” (uso de tipos únicos de ativo, que 

servem para todos) e orientar-se para soluções de tratamentos mais eficazes, 

abrangendo diagnósticos, ativos, dispositivos e serviços de suporte para pacientes 

com patologias específicas. O relatório identifica as tecnologias da informação que 

darão impulso à inovação e prevê que a utilização das mesmas ajudará a indústria 

farmacêutica a reduzir seus custos de desenvolvimento de fármacos para US$ 200 

milhões (um quarto do custo médio atual por medicamento) e diminuir o prazo 

médio de desenvolvimento de drogas dos atuais 12-14 anos para 3-5 anos. Estas 

tecnologias envolvem o uso de computadores e de redes em grade de alta potência 

que fazem simulações biomoleculares e de modelo biológico (biosimulação) em 

grande escala, “vestimentas” biomédicas (rastreio individual), redes de 
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armazenamento e busca da Web (ferramentas que permitam analisar rápida e 

eficazmente grandes quantidades de dados, com maior benefício aos pacientes). 

Ao lado dos esforços empregados em tecnologia da informação, e também se 

beneficiando desta, existem paralelamente pesquisas em busca de melhoramentos 

na segurança e eficácia de ativos já conhecidos, visando também a diminuição dos 

custos e do tempo empregado em se procurar por alternativas totalmente novas. 

Estes melhoramentos incluem novos dispositivos farmacêuticos, possibilitando 

novas formas de apresentação do ativo ao paciente. Um exemplo interessante é o 

da aspirina que, ao longo de sua história centenária sofreu duas grandes revoluções 

estruturais: uma na sua descoberta (com a solução estrutural de Felix Hoffman, o 

ácido acetil salicílico)2 após longo uso de extratos da folha de salgueiro e do ácido 

salicílico puro, e outra recentemente, que em breve estará sendo comercializada: 

trata-se da “poliaspirina”3, desenvolvida pela química Kathryn Uhrich, da Rutgers 

University (NJ/US), que disponibiliza o ácido salicílico diretamente na corrente 

sanguínea, sem agressão ao trato gastrointestinal. A “poliaspirina” é produzida a 

partir de uma condensação do ácido salicílico benzilado com cloreto de sebacoíla 

(derivado do ácido 1,8-octanodicarboxílico), originando o poli(éster-anidrido). A 

hidrólise é bastante lenta em meio estomacal (ácido), mas ocorre em maior grau na 

corrente sanguínea, liberando ácido salicílico. Como a poliaspirina tem natureza 

polimérica, poderá também ser aplicada diretamente sobre os ferimentos, modelada 

como um pequeno adesivo. Tal como outros poliésteres, a poliaspirina pode ser 

utilizada nos fios para pontos cirúrgicos, possibilitando suturas com menor 

resposta inflamatória.  

Ao longo dos tempos, a utilização da maioria dos compostos terapêuticos 

tem sido sempre limitada pela impossibilidade de aumento da sua dosagem. A 

retenção ou degradação do agente terapêutico, baixa solubilidade e, em especial, os 

efeitos colaterais perniciosos inerentes à sua utilização em concentrações elevadas, 
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tornam muitas vezes difícil a utilização da dosagem necessária para que este 

cumpra a sua função. Este problema levou, no decorrer das últimas décadas, a um 

grande esforço no sentido de desenvolver um sistema capaz de transportar um 

composto terapêutico (antitumorais, em especial as dirigidas a sítios específicos, 

além de antibióticos, enzimas, hormônios, agentes quelantes ou compostos 

modificadores da célula) até um alvo específico (órgão, tecido ou célula). Neste 

contexto, há um corrente e notável crescimento das áreas de pesquisa envolvidas 

na investigação de novos sistemas destinados à administração de medicamentos, 

freqüentemente descritos como sistemas de liberação controlada. Estas áreas 

representam um desenvolvimento relativamente novo e, quanto às nossas 

necessidades em saúde humana, podem melhorar a eficácia e a segurança na 

administração dos ativos.  

A primeira proposta de um sistema direcionado de transporte de fármacos 

data do início do século XX, quando Paul Ehrlich propôs o seu modelo, que ficou 

conhecido por "Bala Mágica de Ehrlich" (Ehrlich's Magic Bullet)4. Neste modelo, 

o fármaco é ligado ao transportador, e idealmente exibirá a sua atividade 

farmacológica apenas no tecido alvo (mecanismos de especificidade, como a 

ligação entre antígeno e anticorpo, já eram conhecidos). Assim, os efeitos 

indesejáveis resultantes da sua ação em outros tecidos são largamente diminuídos, 

enquanto o aumento da eficiência permite o decréscimo da dose administrada. 

Porém, por mais atrativos e simples que possam parecer os conceitos de Ehrlich, os 

sucessos eram poucos. 

As primeiras tentativas para a obtenção de um sistema transportador eficaz 

tiveram como base o encapsulamento das biomoléculas em vesículas de nylon e 

outros polímeros sintéticos5. Contudo, esta abordagem mostrou-se totalmente 

inadequada, uma vez que estes polímeros não biodegradáveis se acumulavam no 

organismo. 
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O primeiro grande passo nesta área deu-se em 1965, com a publicação 

por Alec Bangham e colaboradores de um trabalho6 de investigação fundamental 

acerca da difusão de íons através de membranas lipídicas artificiais, embora sem 

qualquer ligação imediata aos estudos de sistemas transportadores de fármacos. 

Neste trabalho foi feita a caracterização de um sistema de vesículas fosfolipídicas 

ao qual, três anos mais tarde, seria dado o nome de lipossomas. Imediatamente 

após o trabalho de Bangham, os lipossomas impuseram-se como um sistema 

modelo simples para o estudo de membranas biológicas. O sucesso na 

incorporação de enzimas em lipossomas despertou também o interesse da 

comunidade científica para a sua aplicação médica e farmacológica. Em 1971, 

Gregory Gregoriadis7 propôs pela primeira vez a utilização dos lipossomas como 

sistemas transportadores de fármacos, mantendo desde então um papel 

preponderante no desenvolvimento desta área8. 

Vale  salientar que os lipossomas são um caso notável de um sistema que 

teve uma passagem extremamente rápida do campo da investigação para a 

aplicação comercial, antes mesmo de suas propriedades e eficácia estarem 

completamente estudadas, devido à grande euforia desencadeada na década de 70 e 

início da década de 80 pelo potencial de aplicação dos lipossomas nas indústrias 

médica e farmacêutica7. O por que da euforia? Vamos nos lembrar das formas 

convencionais de administração e compará-las aos sistemas de liberação 

controlada.  

Nas formas convencionais (spray, injeção, pílulas) a concentração do ativo 

na corrente sangüínea apresenta um aumento, atinge um pico máximo e então 

declina. Desde que cada composto sempre possui uma faixa de ação terapêutica 

acima da qual ela é tóxica e abaixo da qual ela é ineficaz, os níveis plasmáticos são 

dependentes das dosagens administradas. Isto será problemático se a dose efetiva 

estiver próxima à dose tóxica e também pelo fato de haver acúmulo de fármaco 
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e/ou metabólitos também tóxicos. O objetivo de um sistema de liberação 

controlada é manter a concentração do fármaco entre estes dois níveis (ou seja, na 

faixa terapêutica) por um tempo prolongado, utilizando-se de uma única dosagem 
9,10. A diferença da variação de concentração plasmática efetiva em função do 

tempo, entre sistemas convencionais e de liberação controlada, pode ser melhor 

visualizado na Figura 1a.  

Um evento temporal de liberação11 pode ser modelado por compartimentos, 

nos quais a concentração muda com o tempo, desde a administração inicial, 

passando pela internalização em células e tecidos até a etapa de eliminação. As 

diferentes constantes cinéticas, representadas por k1–3, sugerem uma 

farmacocinética para cada estágio. Este esquema está representado na Figura 1b. 

Um exemplo de alteração no evento temporal foi verificado na literatura, com a 

funcionaliação de superfícies de lipossomas com poli(etilenoglicol)12,13, cujas 

cadeias estão expostas ao exterior e solvatadas na circulação sanguínea, alterando a 

constante k2, levando a um perfil farmacocinético diferente do usual.  
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Figura 1: (a) Perfis de liberação de drogas em função do tempo: convencional x 

controlada. (b) Os níveis temporais de um evento de liberação: da administração 

inicial à internalização em células e tecidos e posterior eliminação10. 

 

Outro importante fator a ser considerado para a efetividade dos sistemas de 

liberação é o nível de distribuição espacial, já que qualquer sistema farmacológico 

necessita ser absorvido, distribuído, atingir o alvo específico e interagir com o 

tecido e sua população celular. Neste percurso ocorrerá a interação com várias 

barreiras anatômicas10. A Figura 2 ilustra um sistema de liberação percorrendo a 

biofase: a ordem de grandeza da escala na qual ocorrem as interações no meio 

biológico diminui significativamente durante o transporte, de centímetros 

(circulação sanguínea) a nanômetros (meio intracelular), local freqüentemente 

restritivo, que funciona como barreira para liberação efetiva de ativos. Sistemas de 
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liberação controlada podem alterar esta distribuição, como por exemplo, na 

administração i.v. de nanopartículas funcionalizadas com polisorbato, que 

mimetizam lipoproteínas de baixa densidade e interagem com receptores de LDL. 

Isto leva à difusão pelas células endoteliais do cérebro, superando a barreira 

hemato-encefálica e alterando a distribuição em compartimentos 14 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: A distribuição espacial e as barreiras em um evento de liberação10.  

 

Finalmente, trabalhos recentes tratando de liberação controlada15,16 têm 

fornecido numerosas evidências do seguinte:  

a. casos de um aumento na eficácia terapêutica, com liberação progressiva e 

controlada do fármaco, a partir da degradação da matriz e maior tempo de 

permanência na circulação;  

b. diminuição significativa da toxicidade, devido ao uso de doses menores;  

c. a natureza e composição dos veículos é muito variada e, ao contrário do que se 

poderia esperar, não há predomínio de mecanismos de instabilidade e 

decomposição do fármaco (bio-inativação prematura), sendo sua administração 
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segura (sem causar reações inflamatórias locais) e conveniente ao paciente 

(menor número de doses);  

d. existe a possibilidade de direcionamento a alvos específicos, sem imobilização 

significativa das espécies bioativas e tanto substâncias hidrofílicas quanto 

lipofílicas podem ser incorporadas. 

 

1.1.2. Sistemas coloidais e a encapsulação de medicamentos 

 

Os sistemas de liberação controlada estão intimamente relacionados ao 

conhecimento da química de colóides, cujas leis determinam seu comportamento e 

o sucesso nas aplicações médicas e farmacêuticas.  

No campo da ciência coloidal e de superfícies, muitas tentativas para definir 

rigorosamente o termo colóide serão insatisfatórias por serem pouco abrangentes, 

podendo inclusive restringir o número de sistemas que podem exibir 

comportamento coloidal mas não se enquadram em uma classificação padrão. 

Normalmente temos pouca dificuldade conceitual na compreensão de estados 

“bulk” da matéria (sólidos, líquidos e gasosos), em que se pode associar a cada um 

deles características bem determinadas, como rigidez, volumes fixos e transições 

de fase, em condições conhecidas. Compreendemos também boa parte das forças 

que controlam as interações em átomos, moléculas e soluções. Entretanto, a 

fronteira (que engloba colóides e interfaces) e que está entre o estado “bulk” e o 

nível molecular ainda necessita de compreensão (“The Twilight Zone”, segundo 

Myers)17. De maneira geral,  o domínio coloidal envolve um sistema no qual um ou 

mais componentes tem pelo menos uma dimensão da ordem de nanômetros (10-9 

m) até micrômetros (10-6 m), em que estes componentes podem ser moléculas 

grandes ou pequenas partículas (fase descontínua) dispersas em uma fase contínua. 
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Por esta razão, o adjetivo microheterogênio confere uma descrição apropriada 

da maioria dos sistemas coloidais. 

Na área de desenvolvimento médico-farmacêutica, a estabilidade coloidal é 

um fator sempre buscado, principalmente no tocante aos métodos de preparação 

dos sistemas de liberação controlada, que determinam a viabilidade das aplicações. 

Esta estabilidade pode ser entendida quando se estuda as forças de interação entre 

as partículas no meio de dispersão 18. Estes efeitos podem ser resumidos como: 

1. Efeitos eletrostáticos: originados de grupos ionizados na superfície. 

Usualmente são forças repulsivas e dependem da concentração de eletrólito; 

2. Efeitos estéricos: referem-se à geometria e conformação das moléculas 

adsorvidas ou ligadas à superfície. Podem também incluir efeitos de carga, quando 

se tratar de polieletrólitos. Podem ser repulsivas ou atrativas e dependem da 

temperatura e da concentração de eletrólito; 

3. Efeitos atrativos: relativo às forças de dispersão devidas à densidade e 

polarizabilidade das moléculas constituintes da partícula, diferente das moléculas 

do meio; 

4. Efeitos de solvatação: originados da organização das moléculas de solvente 

e constituintes do “bulk” (volume estendido, interior da fase), próximos à inteface. 

 Forças de van der Waals são ubíquas e devem ser balanceadas por interações 

estéricas ou repulsivas para se atingir o grau desejado de estabilidade coloidal 19. 

No caso de partículas de polímeros biodegradáveis que são neutras e por isso 

floculam quando suspensas em água, as saídas para se regular a estabilização 

podem ser muito curiosas: a adição de uma fração de volume de nanopartículas 

carregadas promove estabilização. Medidas do potencial zeta mostraram que as 

microesferas exibiram uma carga efetiva na presença das espécies carregadas, 

porém, análises de refletometria indicaram a não adsorção das espécies carregadas 
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na superfície das microesferas. Neste caso as nanopartículas carregadas 

segregam as regiões próximas às microesferas, por ter forte repulsão coulômbica 

entre elas.   

É importante neste momento definirmos alguns termos relacionados a 

micro/nanoencapsulação. Segundo a IUPAC (The International Union of Pure and 

Applied Chemistry) uma esfera polimérica (termo “polymer bead”, comumente 

encontrado) está na faixa de diâmetro (evitar o uso de “tamanho”) de 0,1 a poucos 

milímetros. Na faixa de 0,1 a 100 µm serão chamadas micropartículas poliméricas 

(não tem forma definida) e microesferas poliméricas (têm forma esférica). Na 

escala nanométrica, valem as definições análogas: nanopartícula polimérica não 

tem forma definida enquanto nanoesfera tem foma esférica e o diâmetro para 

classificação é de poucas unidades a centenas de nm) 20.  

Para se definir o termo cápsula, temos que recorrer ao conceito de 

multicomponente, que se refere a uma partícula não homogênea quanto à 

composição química (por causa de incompatibilidade entre os domínios dos 

polímeros componentes ou da presença de fluidos insolúveis, líquidos ou gasosos). 

Estes sistemas multicomponentes dão origem à partícula do tipo “caroço-casca” 

(“core-shell”), compreendendo pelo menos dois domínios: o núcleo 

individualizado rodeado por uma “casca” composta pelo outro domínio.  Portanto 

micro e nanocápsulas são partículas do tipo caroço-casca, na mesma ordem de 

grandeza considerada para as esferas 21.  

O termo micro/nanopartículas aplicado à liberação controlada de fármacos 

freqüentemente refere-se a dois tipos de estruturas diferentes, micro/nanoesferas e 

micro/nanocápsulas. Na definição clássica, denominam-se esferas aqueles sistemas 

em que o fármaco encontra-se homogeneamente disperso ou solubilizado no 

interior da matriz polimérica. Desta forma obtém-se um sistema “monolítico” onde 

não é possível identificar um núcleo diferenciado (na realidade, este sistema 



11

 

mostra microheterogeneidade de composição química e também a presença de 

descontinuidades nestes monolitos). Micro/nanocápsulas, ao contrário, constituem 

sistemas do tipo reservatório, onde é possível identificar-se um núcleo 

diferenciado, que pode ser sólido, líquido ou gasoso. Neste caso, a substância 

encontra-se envolvida por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o 

núcleos do meio externo.  

Nas diferentes áreas de aplicação das micro e nanopartículas, muitas vezes 

as terminologias são inconsistentes e freqüentemente são intercambiadas 

erroneamente, confundindo o leitor. A nocão de fases com domínos diferentes e a 

importância do tamanho destes domínios não pode ser negligenciada: por exemplo, 

classicamente se considera como microesferas sistemas homogêneos que se 

formam de uma mistura entre polímero e fármaco (mas de fato são 

microheterogêneos, o que foi evidenciado em nossos resultados, como veremos 

adiante).  

Micro/nanocápsulas têm  pelo menos um subdomínio discreto contendo um 

ativo, mas quando este subdomínio torna-se progressivamente menor, as cápsulas 

tornam-se esferas, mas ainda heterogêneas, conforme ilustrado na Figura 3.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3: De 1 (natureza caroço-casca) para 5 (esfera), passando por 2,3,4 (graus 

crescentes de subdivisão dos domínios)18. 

 

1 5 432 
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Em uma série de TV dos anos 70 e também no livro intitulado 

“Connections”, James Burke descreveu interações complexas na história da 

tecnologia que levou a invenções e progressos, freqüentemente por caminhos não 

antecipados entre si 22. A ciência aplicada à micro/nanoencapsulação constitui um 

dos exemplos de como a utilização de uma tecnologia em determinado campo pode 

se inter-relacionar com outras, aparentemente distantes: os primeiros registros de  

tentativas de aplicação desta idéia datam dos anos 30, mas o primeiro produto com 

material microencapsulado só surgiu em 1954. A empresa norte-americana 

National Cash Register foi a pioneira ao comercializar um papel de cópia sem 

carbono (“no carbon required”). Este papel recebia uma fina camada de 

microcápsulas (menores que 20 µm) contendo uma tinta sem cor. Tal camada era 

recoberta com um reagente também incolor. A pressão da ponta do lápis sobre a 

superfície do papel rompia as microcápsulas, liberando a tinta incolor que, ao 

entrar em contato com o reagente, tornava-se colorida, produzindo uma outra folha 

com cópia idêntica ao que estava sendo escrito no primeiro papel23. 

 As pesquisas em torno da microencapsulação foram embasadas pelo trabalho 

de Würster, por volta de 1950, com o processo patenteado de encapsulamento de 

finas partículas sólidas em leito fluidizado24. Em seguida vieram os processos de 

coacervação, (inicialmente para encapsulamento de líquidos e tempos mais tarde 

como técnica preparativa de micro e nanopartículas), implantes (primeiramente 

introduzidos nos anos 70) e aplicações transdérmicas (1980).  

 Ao longo do tempo, na grande maioria dos trabalhos, os sistemas que se 

mostraram particularmente interessantes foram nanopartículas de polímeros 

biodegradáveis. Tratava-se de sistemas em que o direcionamento do fármaco a 

sítios-alvo específicos do organismo eram claramente identificáveis, sendo também 

bastante estáveis e, dependendo de modificações, não sendo reconhecidos por 

macrófagos do sistema reticuloendotelial de defesa. Hoje em dia é um sistema 
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adequado para se investigar o comportamento de carregadores coloidais em 

organismos vivos, estritamente ligados à liberação controlada de fármacos.  

 Para a preparação de micro e nanoesferas25,26 de polímeros biodegradáveis é 

importante escolher um processo de encapsulação apropriado, que preencha alguns 

requerimentos:  

1. Manutenção da estabilidade química e atividade biológica durante e após 

o processo de encapsulação; 

2. Melhor eficiência de encapsulamento e rendimento possíveis; 

3. Faixa de diâmetro compatível com a via de administração; 

4. A formulação deve ter pequena distribuição no diâmetro das partículas e 

ser facilmente resuspendida em água.  

Há um grande número de técnicas disponíveis para encapsulação de ativos, 

como o método de emulsificação e evaporação de solvente, spray drying, 

coacervação, polimerização interfacial e in situ. Cada método tem sua vantagem e 

desvantagem e a escolha depende do polímero, do ativo, do local de ação e da 

duração da terapia. O método de “nanoprecipitação” para nanoesferas será 

discutido na sessão 4.2.1 em detalhe. Vamos abordar aqui outras técnicas 

representativas e veremos que  a característica comum de todas elas é a de 

separação de pelo menos duas fases, induzida externamente.  

 

Emulsificação e evaporação de solvente. Emulsões simples óleo/água 

foram usadas primeiramente para encapsular drogas hidrofóbicas. O polímero é 

dissolvido em solvente orgânico volátil imiscível em água, juntamente com o ativo, 

que pode ser dissolvido ou suspendido. A mistura resultante é emulsificada em um 

grande volume de água, na presença de um surfatante (Figura 4). O solvente é 

removido da emulsão por evaporação, resultando na formação de partículas, cuja   

morfologia final é afetada pela taxa de evaporação deste solvente. Este método é 
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adequado apenas para encapsular compostos hidrofóbicos, pois os hidrofílicos 

particionam para a água, resultando em baixa eficiência de encapsulação. Uma 

alternativa para encapsular compostos hidrofílicos é a emulsificação óleo/óleo: 

dissolve-se o polímero e o ativo em um solvente orgânico miscível em água e 

utiliza-se um óleo como fase contínua da emulsão. As micropartículas são obtidas 

por remoção do solvente. Uma outra variante é a dupla emulsão, em que a maioria 

dos ativos hidrofílicas têm sido encapsuladas, em métodos água/óleo/água27. 

Dissolve-se o ativo em água e o polímero em solvente orgânico e emulsifica-se sob 

ultrassom (emulsão água/óleo). Esta emulsão primária é transferida a um volume 

maior de água contendo surfatante, formando a emulsão água/óleo/água. As 

características das microesferas preparadas por esta variante do método são 

dependentes da propriedade do polímero (como composição e massa molar), a 

razão polímero/fármaco, a concentração do surfatante, temperatura e agitação28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Representação do método de emulsificação e evaporação de solvente27.  
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São necessárias modificações deste método para se obter nanopartículas. 

Por exemplo, no método de emulsificação e difusão de solvente 29 , usa-se uma 

mistura binária de solventes orgânicos, sendo um deles miscível em água. Esta 

mistura poderia ser constituída por acetona e diclorometano. Neste caso, acetona 

rapidamente difunde da gota de emulsão, levando ao colapso das cadeias 

poliméricas. (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação do Método da emulsificação e difusão do solvente28.  

 

Uma variante seria a mistura binária de solventes miscíveis, como etanol e 

acetona, formando uma “quasi-emulsão” 30, como mostrado na Figura 6. 
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Figura 6: Sistema formando uma quasi-emulsão para preparação de nanoesferas29. 

 

Separação de fase.  Este método trata da separação de fases de uma solução de um 

polímero por adição de um não-solvente. A droga é primeiro dispersa ou dissolvida 

na solução de polímero previamente preparada. O não solvente é adicionado em 

seguida (normalmente óleo de silicona, óleo vegetal ou parafina líquida), sob 
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agitação. No caso de coacervação , o não solvente causa a “precipitação do 

polímero” (na realidade, é uma separação de fases líquido-líquido, em que o 

polímero é segregado para uma das fases (dita rica em colóide) e a outra fase fica 

pobre em colóide. Estes processos de coacervação podem ser divididos em simples 

(por mudança no pH, força iônica, temperatura) ou complexos (complexação entre 

dois polieletrólitos de carga oposta). A taxa de adição do não-solvente é 

importante. A fase de coacervado é mais contraída por adição de outro não-

solvente. Este método forma muitos agregados e não é muito utilizado31.  

Secagem em spray (“spray-drying”). Comparada com outras técnicas, o “spray-

drying”oferece a vantagem de ser menos dependente da solubilidade da droga e a 

possibilidade de alternativas para se melhorar a qualidade dos pós. Nesta técnica o 

ativo e o polímero são dissolvidos (ou a droga é dispersa na solução de polímero) 

em solventes voláteis como diclorometano ou acetona. O excesso de solvente é 

evaporado em rotoevaporador e a dispersão resultante é nebulizada em uma 

corrente de ar aquecido. O tamanho é determinado dependendo das condições de 

atomização. Isto é feito em uma câmara de evaporação, causando a rápida 

solidificação das gotículas atomizadas originando as partículas. Existem 

desvantagens desta técnica, como a perda de rendimento devido à adesão na torre 

de secagem, além de maior adesão capilar. A dupla injeção do spray pode diminuir 

a coalescência, sendo polímero/ativo nebulizado de um lado e solução aquosa de 

manitol de outro, cobrindo as partículas32.  

Com esta técnica, um método de preparação muito interessante foi 

patenteado no Brasil33. Trata-se da aplicação da técnica de “Spray Drying” 

envolvendo a adição de partículas de SiO2  antes da secagem, na preparação de 

nanocápsulas ou nanoesferas para encapsulação de diclofenaco. Com isto se 

consegue maior estabilidade da dispersão, melhor distribuição do tamanho das 
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partículas, e uma viabilidade industrial para a produção das nanopartículas, 

evitando-se o processo de liofilização, que é mais caro.  

Existem também métodos de polimerização in situ como por exemplo, a 

copolimerização interfacial34, que ocorre na interface pelo contato entre os 

monômeros em água, formando nanocápsulas, conforme ilustrado na Figura 7 . 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Método de copolimerização interfacial para se preparar nanocápsulas. 

 

Recentemente, um novo método35 para se preparar microcápsulas baseado 

também na polimerização interfacial foi desenvolvido (Figura 8). Dois diferentes 
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o núcleo (solução do fármaco) permanece esférico devido à alta tensão superficial, 

enquanto que a solução polimérica espalha sobre o núcleo contendo fármaco. A 

microcápsula é formada devido à separação de fases interfacial e transferência de 

massa entre os solventes.  
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Figura 8: Um novo método de polimerização interfacial35. 

 

Métodos modernos também envolvem a formação de nanopartículas a partir 

de fluidos supercríticos, em emulsões do tipo H2O/CO2 supercrítico, conforme 

ilustrado na Figura 9 (neste caso, não é qualquer surfatante que pode se utilizado, 

pois deve ter boa solubilidade em CO2 , com fracas forças de dispersão das cadeias, 

como por exemplo, um perfluorpoliéter)36. 

 

 

 

 

 

Figura 9: Imagem de emulsão supercrítica, formada por  H2O/CO2 supercrítico36. 
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1.1.3. Os materiais utilizados: polímeros biodegradáveis 

 

Sistemas poliméricos de liberação de drogas são largamente utilizados e não 

só permitem uma liberação lenta e gradual do ingrediente ativo, como também 

podem possibilitar o direcionamento a alvos específicos do organismo a ser 

tratado, como um sítio de inflamação e tumor. Sejam sintéticos ou naturais, estes 

polímeros podem ser hidrolisados, resultando em compostos biocompatíveis.  

Se a matriz polimérica não é degradada na biofase, dependendo da aplicação 

ela deve ser removida cirurgicamente, implicando em um alto custo e incômodo 

para o paciente. Já existiam registros, no passado, de sistemas alternativos para 

administração de vacinas37. Foi demonstrado que a produção de anticorpos em 

camundongos imunizados com uma única dose de um antígeno contido numa 

matriz polimérica não degradável, mantinha-se por mais de seis meses em níveis 

comparados aos dos camundongos imunizados por duas vezes com o mesmo 

antígeno. Entretanto, a aplicação desta estratégia suscitou a  preocupação sobre os 

possíveis efeitos adversos que a presença deste material no organismo poderia 

ocasionar, criando-se, desta forma, a necessidade de remoção cirúrgica do 

implante, após a liberação do antígeno. Neste sentido, a síntese de polímeros 

biodegradáveis contribuiu para a melhoria destes sistemas, visto que eles não 

requerem remoção cirúrgica e apresentam poucos efeitos colaterais. 

Matrizes poliméricas biodegradáveis25 já são biocompatíveis e degradáveis, 

isto é degradam in vivo em fragmentos menores que podem ser excretados. Estes 

produtos de degradação não são tóxicos, e não devem provocar nenhuma resposta 

inflamatória. Outra característica importante é a degradação ocorrer em um 

razoável período de tempo, requerido pela aplicação. 
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   É importante se fazer aqui uma distinção entre alguns termos aplicados a 

esta classe de polímeros. Muitos materiais utilizados em aplicações biomédicas são 

ditos biocompatíveis. No caso de implantes, biocompatível significa que o 

polímero, após implantado, torna-se isolado dos tecidos do corpo por uma 

encapsulação natural de colágeno. Portanto, eles são realmente rejeitados mas não 

induzem a um efeito danoso, graças ao biofilme gerado em sua superfície. 

Entretanto, existem os polímeros biologicamente degradáveis, que tendem a se 

fragmentar em unidades menores. Dois tipos de materiais podem ser incluídos 

neste caso: os biodegradáveis e os bioabsorvíveis. Estritamente falando, polímeros 

biodegradáveis são aqueles que degradam em fragmentos menores devido à ação 

de enzimas no organismo, enquanto que o termo bioabsorvível refere-se a 

polímeros menos estáveis à presença de água.  

 Alguns exemplos de polímeros biodegradáveis usados na preparação de 

micro e nanoesferas incluem poliésteres, polianidridos, poli(ortoésteres), 

polifosfazanas e polissacarídeos. A Figura 10 mostra a estrutura química de vários 

destes polímeros.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 

 

 

Figure 10: Estrutura química de vários polímeros biodegradáveis25.  
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Poliésteres alifáticos atraem interesse significativo como veículos 

carregadores devido à biocompatibilidade e biodegradabilidade. Esta classe de 

polímeros degrada via quebra da ligação éster da cadeia. A estrutura química dos 

poliésteres mais representativos está mostrada na Figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Estrutura química dos principais poliésteres utilizados em sistemas de 

liberação de fármacos25. 

 

Copolímeros de poli(lactídeo-co-glicolídeo) (PLGA) são os mais 

empregados devido à sua biocompatiblidade, aprovação legalizada do uso e porque 

a taxa de degradação e as propriedades mecânicas podem ser moduladas, por variar 

a razão lactídeo/glicolídeo e por alterar a massa molar. Estes polímeros são 

quebrados em ácidos láctico e glicólico, os quais são facilmente eliminados na 

forma de CO2 e água. A taxa em que ocorre a degradação é crítica para determinar 

o perfil de liberação de um ativo e depende do grau de cristalinidade, 

hidrofilicidade e massa molar38. Em geral, PLGA rico em unidades glicólicas 

Poli(ácido glicólico) Poli(ácido láctico) Poli(ácido láctico-co-glicólico)

Poli(ε-caprolactona) Poli(fosfoésteres)
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(acima de 70%) são amorfos e degradam mais rapidamente. Por outro lado, 

quando se tem uma diminuição na massa molar do polímero, a degradação é mais 

acentuada devido ao aumento no número de grupos carboxílicos de final de cadeia, 

acelerando a catálise ácida. A massa molar e a distribuição de massa molar 

também exercem influência na taxa de degradação do polímero. Uma larga 

distribuição de massas molares pode levar a um número grande de grupos 

carboxílicos de final de cadeia, favorecendo a degradação auto-catalítica. Durante a 

degradação da partícula, a matriz polimérica sofre quebras ramdômicas 

preservando a conformação até que 90% tenha sido degradado.  

Poli(ε-caprolactona) (PCL) é um polímero semicristalino biodegradável de 

baixa temperatura de transição vítrea (60 oC), também bastante utilizado no 

encapsulamento de drogas. Devido à sua cristalinidade e hidrofobicidade, a 

degradação in vitro de PCL é mais lenta, fazendo com que seja um polímero 

adequado para dispositivos que exijam longos períodos de liberação ou mesmo 

modular a liberação na forma de blendas compatíveis com outros polímeros39. Os 

dispositivos a base de PCL mantém sua forma durante a fase inicial de 

biodegradação, onde  a massa molar decresce severamente por conta da hidólise 

das ligações éster no bulk. Em uma segunda fase, continua a diminuição de massa 

molar e os produtos de clivagem são pequenos o suficiente para difundir para fora 

da matriz e a taxa de hidrólise vai decrescendo nesta segunda fase, devido a um 

aumento na cristalinidade.  

Os outros polímeros, como os poli(fosfoésteres) degradam via hidrólise 

levando à clivagem de ligações fosfato no esqueleto, não gerando ambientes 

ácidos. A taxa desta degradação é controlada pelo conteúdo de fosfato (é maior em 

concentração alta de fosfato). Já os poli(ortoésteres) não degradam 

homogeneamente ao longo da matriz como os poliésteres, mas sofrem erosão de 
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superície pela alta hidrofobicidade e impermeabilidade à água. Este fato 

conduz a uma liberação mais lenta e evita o “burst” (liberação inicial brusca)  

inicial40. 

Polianidridos já são bastante hidrofóbicos, com grupos anidrido susceptíveis 

à hidrólise, com erosão localizada preferencialmente na superfície, pois depende da 

taxa de entrada de água (que por sua vez é determinada pela hidrofobicidade e 

cristalinidade). Mostram mínima reação inflamatória in vivo e os produtos de 

degradação são ácidos monoméricos, não mutagênicos e não tóxicos.  

Polifosfazanas são uma classe interessante de polímeros biodegradáveis. 

Eles são sintetizados como polímeros lineares, compostos por um esqueleto 

inorgânico com átomos de fósforo e nitrogênio e seu método de síntese é 

conhecido desde 1965, com o poli(diclorofosfazana)41. Quando expostos a um 

ambiente aquoso estes polímeros são clivados em compostos não tóxicos de baixo 

peso molecular como fosfatos e  amônia.  

Entre os polímeros naturais, destaca-se a quitosana, composta primariamente 

de 2-amino-2-deoxi-β-D-glucopiranose é obtida da quitina, o segundo mais 

abundante polissacarídeo natural, e tem mostrado excelente biocampatibilidade, 

biodegradabilidade e baixa imunogenicidade42 .  

Um exemplo de preparação de polímeros biodegradáveis sintéticos é o caso 

de copolímeros-bloco compostos de PEO-PPO-PEO (Pluronic, um copolímero-

bloco relativamente hidrofílico) e poli(epsilon-caprolactona) (hidrofóbico) obtido a 

partir da abertura de anel de epsilon-caprolactona na presença de PEO-PPO-PEO e 

catalisador octanoato estanhoso43, conforme esquematizado na Figura 12 .  
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Figura 12: Etapas da preparação de copolímeros-bloco compostos de PEO-PPO-

PEO (relativamente hidrofílico) e poli(ε-caprolactona) (hidrofóbico)43.  

 

Os polímeros hidrofílicos, ou que possuem heteroátomos na cadeia, que são 

amorfos e que tem menor massa molar são mais facilmente degradados que 

polímeros hidrofóbicos, com predominância de ligações C-C, cristalinos e de mais 

alta massa molar. É geralmente considerado que o mecanismo de degradação de 

micro e nanoesferas de poliésteres alifáticos é hidrolítico. Estudos in vitro e in vivo 

com microesferas de PLGA demonstraram que a degradação é dependente da 

escala de tamanho do dispositivo44, sendo heterogênea nas microesferas maiores 

que 300 µm e homogênea nas menores (comparando-se  a extensão da erosão entre 

núcleo e superfície da partícula). Foi demonstrado também que a taxa de 

O

O

O

O

Cat.

O

O+

OR

Cat.

O

R

H

OH2n

2n

R O

OH

O

O

O

2n   2

R O

OH

O

O

HO
O

n n

Propagação

Onde:    R= (CH2CH2O)x(CHCH2O)y(CH2CH2O)z

CH3

Caprolactona

Catalisador

Iniciação

H+



26

 

degradação depende da proporção entre os domínios amorfos e cristalinos, 

sendo que para poliésteres semicristalinos a degradação ocorre primeiro nas 

regiões amorfas e depois nas cristalinas. Durante a degradação a cristalinidade 

gradualmente aumenta, devido a uma maior mobilidade das cadeias após a 

hidrólise, que permite um rearranjo e realinhamento45. 

Partículas de polímeros biodegradáveis apresentam sempre algum grau de 

porosidade, outro fator importante na biodegradação. Trabalhos da literatura já 

compararam microesferas de PLGA 75:25, mais porosas, com outras 

confeccionadas com PLGA 74:26, menos porosas. As primeiras degradaram em 3 

semanas, enquanto que as outras em 20 semanas. A porosidade também aumenta a 

difusão de oligômeros e produtos de baixa massa molar advindos da hidrólise45.  

    

 

1.1.4. Aplicações na área médica e farmacêutica 

  

A entrega de um fármaco à biofase envolve quatro etapas 46: 

1. fase farmacêutica (propriedades físico-químicas do ingrediente ativo, síntese e 

design das formulações);  

2. fase farmacocinética (destino do fármaco, que envolve a liberação, absorção, 

distribuição, metabolismo e excreção, fazendo uso de modelos fisiológicos bem 

estabelecidos, com individualização dos regimes de dosagens);  

3. fase farmacodinâmica (mecanismo de ação, verificado através da interação do 

ativo com tecidos e células envolvendo receptores específicos);  

4. fase terapêutica (em que está contida a farmacologia clínica, avaliando os 

efeitos tóxicos e terapêuticos)  
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O fato novo e importante é o de que a chegada dos sistemas de liberação 

controlada levou a alterações significativas nestas etapas de administração, 

trazendo uma série de vantagens quando comparados aos sistemas convencionais 

de administração de fármacos. Trata-se de carregadores47 coloidais como 

agregados micelares, géis, emulsões múltiplas e inversas, microemulsões, pontos 

quânticos, além de nano e micropartículas, ciclodextrinas e dendrímeros48. 

O campo conhecido como nanomedicina compreende, juntamente com o de 

novos materiais, a aplicação das ferramentas e dispositivos utilizados no estudo 

dos sistemas nanométricos em uma área altamente instigante e motivadora: 

medicina e cuidados sociais com a saúde e prevenção.  

É instrutivo considerar brevemente os segmentos que compreendem este 

campo, que de fato tem sua origem na biologia estrutural. Estes são a 

biofarmacêutica, dispositivos e materiais para implantes e cuidados cirúrgicos e, de  

grande importância médica, as ferramentas para diagnóstico. Freqüentemente estas 

áreas envolvem hoje aspectos da liberação de drogas a partir de materiais 

nanoestruturados e o uso de protocolos sofisticados na descoberta de novos ativos.  

 Materiais implantáveis seguros são utilizados em transplante de tecido, 

reparo ósseo e os tão chamados “materiais inteligentes”, como no uso de 

polímeros-suporte para o crescimento de uma população de células saudáveis. Um 

exemplo bastante recente é o tratamento da aplasia (ausência de desenvolvimento) 

das glândulas salivares. Esta é uma hipofunção conhecido como xerostomia 

(manifestação clínica conhecida como “boca seca”), que é grave e pode se 

apresentar com ausência quase completa de saliva, provocando muito desconforto 

(predisposição à cáries, halitose, inflamação e dor). Já é possível se pensar em 

glândulas salivares artificiais, semeando a linhagem epitelial de glândula salivar 

humana em poli(L-ácido lático), poli(ácido glicólico), e copolímeros. Amostras de 

polímeros com células e polímero sem células foram implantadas subcutaneamente 
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em ratos. Os implantes foram retirados com 2, 4 e 8 semanas para análise 

fenotípica e funcional. Surpreendentemente, células epiteliais de glândula salivar 

mostraram fenótipo típico, com formação de estruturas morfológicas muito 

próximas das da glândula salivar, além de recuperar características funcionais49. 

Outro avanço de grande destaque tecnológico e portador de benefícios para o 

paciente fica por conta das ferramentas diagnósticas. Neste campo as 

nanopartículas magnéticas desempenham um papel importante, como por exemplo,  

nas imagens de ressonância magnética.Vamos procurar definir, em linhas gerais, 

uma nanopartícula magnética e como se obtém uma imagem por ressonância 

magnética50,51,52.  

 A susceptibilidade magnética é uma característica intrínseca de cada 

material e sua identidade está relacionada com a estrutura atômica e molecular. Os 

átomos têm momentos de dipolo magnético em virtude do movimento orbital dos 

respectivos elétrons. Além disso, cada elétron tem um momento de dipolo 

magnético intrínseco associado ao seu spin. O momento magnético de um átomo 

depende da disposição dos elétrons no seu interior. Um material pode produzir um 

campo magnético tanto porque está magnetizado, como porque conduz uma 

corrente de transporte de portadores de carga. Quando um material está na 

presença de um campo magnético, este é modificado por causa da magnetização 

resultante do momento de dipolo molecular. Esta magnetização pode ser 

puramente devido à interação do campo aplicado com a matéria, conforme ocorre 

com os materiais diamagnéticos e paramagnéticos ou pode já existir mesmo na 

ausência do campo externo, conforme ocorre com os materiais ferromagnéticos. O 

diamagnetismo ocorre em todos os materiais, pois todas as moléculas exibem um 

momento de dipolo magnético induzido e antiparalelo ao campo magnético 

aplicado em virtude da deformação da distribuição da corrente eletrônica. A sua 

magnetização tende a enfraquecer o campo externo. Geralmente o efeito 
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diamagnético nos materiais é mascarado pelo comportamento paramagnético e 

ferromagnético. O paramagnetismo resulta da tendência dos momentos magnéticos 

moleculares alinharem-se com o campo magnético aplicado, reforçando o campo 

aplicado53. Em síntese, o elétron pode ser visto como uma partícula carregada 

girando em torno do próprio eixo (produzindo momento magnético intrínseco), 

enquanto que suas órbitas ao redor do núcleo produzem momento orbital. Estes 

dois tipos de momento magnético, quando observados em escalas macroscópicas, 

produzem a força de atração entre dois imãs. Os momentos magnéticos de dois 

átomos vizinhos podem se alinhar de forma paralela (nos ferromagnetos) ou 

antiparalela (antiferromagnetos). Como eles são em grande número, tendem a 

reduzir a energia magnética gerada, formamdo diversos conjuntos de átomos 

(domínios magnéticos) em direções aleatórias, de forma que a soma dos momentos 

dos domínios seja essencialmente zero.  

Porém, se as dimensões do material considerado são reduzidas 

drasticamente, até alguns nanômetros, estes domínios serão fundidos em um único, 

gerando o que se conhece como uma partícula monodomínio, a nanopartícula 

magnética. O  momento de cada partícula perturba o das partículas vizinhas e  em 

geral, esta interação atua no sentido de alinhar os momentos magnéticos, situação 

energética mais favorável. Estas definições estão ilustradas na  Figura 13.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Domínios magnéticos:”bulk” (esquerda) e nanopartícula (direita)49. 
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Para ser útil numa aplicação em que as partículas sejam dirigidas a alvos 

específicos, tem que ser possível fazer com que respondam a um campo externo. 

Este fato é conseguido através de energia térmica e oscilação, provocando 

desordenamento e fazendo com que o momento de uma partícula não “enxergue” a 

de outra e o coletivo de partículas responda ao campo externo.  

Em 1945, a descoberta do momento nuclear magnético foi feita 

independentemente pelo suiço naturalizado americano Felix Bloch (1905-1983) e 

pelo americano Edward Mills Purcell (1912-). Esta descoberta lhes deu o prêmio 

Nobel em física de 1952. Em 1966, os trabalhos do suiço Richard R. Ernst (1933-) 

com a aplicação da modulação com sinais de rádio e o uso da transformada de 

Fourier no sinal da NMR (ressonância nuclear magnética) lhe garantiu o prêmio 

Nobel em química em 1991. Este desenvolvimento pode finalmente ser utilizado 

em 1973 por Damadian e Lauterbur na geração das primeiras imagens por MRI 

(Magnetic Resonance Imaging - Ressonância Nuclear Magnética). As vantagens da 

MRI são principalmente seu enorme contraste entre os vários órgãos, como veias, 

artérias, nervos e tumores, que não geram sombra nas radiografias.  

Para se obter uma MRI, eletromagnetos poderosos criam um campo 

magnético da ordem de 30 000 vezes o terrestre, que causam o alinhamento dos 

prótons nos átomos de hidrogênio no corpo. Ondas de rádio, emitidas 25 vezes ou 

mais por segundo, desalinham temporariamente estes prótons. Quando o pulso de 

rádio é desligado, os prótons se re-alinham com o campo em alguns segundos, 

emitindo radiação hiperfina característica, que são detectadas, produzindo as 

imagens54.  

Outro exemplo interessante em terapêutica é a remoção de gliomas, como os 

gliomas nasais infantis apresentados na Figura 14. Gliomas nasais são tumores 

benignos raros, constituídos de tecido glial e astrócitos. São divididos 
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anatomicamente em extranasais (60%), intranasais (30%) e mistos (10%). A 

remoção cirúrgica era o único tratamento de escolha até recentemente, e era 

realizada no começo da infância, para prevenir efeitos deformantes do tumor sobre 

ossos da face e comprometimento respiratório por lesões intranasais. Deve ser 

lembrado que procedimentos cirúrgicos extensos neste caso devem ser evitados, 

devido à possibilidade de comunicação com a meninge. Outro fato importante é 

que ocorrem gliomas malignos, que são os tumores intracanianos de difícil 

detecção55. Neste cenário a nanotecnologia apresenta uma melhoria em 

diagnóstico, que é o uso de nanopartículas magnéticas cobertas com 

poli(etilenoglicol), que se acumulam nos gliomas, servindo como um promotor de 

contraste, diagnosticando o tumor. As nanopartículas podem ser associadas a um 

peptídeo, clorotoxina, para melhor direcionamento a tumores intracranianos e 

tratamento nas fases iniciais da doença.56  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Diagramas mostrando o desenvolvimento embriológico dos gliomas 

nasais. Acima: fechamento normal dos ossos do crânio e face, abaixo: Corte 

mostrando um glioma extranasal.   
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1.2. A candidata à encapsulação: violaceína, um pigmento produzido 

pela Chromobacterium violaceum 

  

Para os brasileiros, a Chromobacterium violaceum vem sendo motivo de 

orgulho devido à sua escolha como “bactéria-modelo” para dar partida ao 

Programa Genoma Brasileiro57, patrocinado pelo Ministério da Ciência e 

Tecnologia, através do Conselho de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – 

CNPq. Na realidade esta bactéria já era estudada no Brasil há anos, pois a 

Chromobacterium violaceum foi isolada em 1976 quando uma amostra de água do 

Rio Negro foi analisada, revelando grandes quantidades da bactéria. A propriedade 

fotobiológica da violaceína foi proposta por Caldas quando estudos sobre a 

natureza da coloração do Rio Negro (AM - Brasil) foram realizados58. Em seguida, 

o potencial terapêutico da violaceína foi investigado59,60. 

Historicamente, a Chromobacterium violaceum foi descoberta por volta do 

final do século 19 (Curzio Bergonzini identificou a bactéria em 1881)61 e vários 

metabólitos secundários (antibióticos, cianeto, proteases) entre eles um pigmento 

principal, a violaceína, teve sua estrutura química elucidada somente em 1960.  

A violaceína é um derivado indólico caracterizado como 3-(1,2-dihidro-5-(5-

hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-3H-pirrol-3-ilideno)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona. A 

Chromobacterium violaceum é uma bactéria violeta-pigmentada, Gram-negativa, 

anaeróbica facultativa, em forma de bastonete, pertencente à família Rhizobiaceae 

e à ordem Eubacteriales 
62. Seu crescimento celular é induzido pela liberação 

extracelular de N-hexanoil-L-homoseril lactona, um mecanismo conhecido como 

“quorum sensing ”63. Trata-se de uma bactéria saprófita encontrada em águas e 

solos de regiões tropicais e subtropicais e é de grande importância científica e 
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tecnológica. A (Figura 15) mostra uma micrografia da bactéria, obtida por 

microscopia eletrônica de varredura e a estrutura da violaceína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Aspecto  morfológico da Chromobacterium violaceum e estrutura 

molecular da violaceína. 

 

A partir do estabelecimento da cepa CCT 3496 da Chromobacterium 

violaceum, a produção, extração e purificação do pigmento foram padronizados64. 

Diversos trabalhos atribuíram à violaceína diferentes atividades biológicas tais 

como bactericida65, tripanocida66, antiviral67, antioxidante60, antimicobacteriana68, 

antiulcerogênica69, antileishmania70 e antitumoral 71,72. 

No tocante a nosso interesse em tratamento de câncer, ensaios de 

determinação de citotoxicidade para diferentes marcadores celulares utilizando 

fibroblastos V 79 de pulmão de hamster chinês, mostraram um potencial citotóxico 

da violaceína, com valores de IC50 (concentração inibitória responsável por 50% de 

morte celular) de 5-12 µmol L-1. A investigação da capacidade da violaceína de 

induzir apoptose em cultura de células V 79 foi demonstrada 73.  

A solubilidade reduzida da violaceína em soluções aquosas pode causar 

diminuição da sua atividade in vivo. Neste sentido, modificações das suas 
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propriedades físico-químicas foram inicialmente obtidas com a preparação de 

complexos de inclusão com β-ciclodextrina (β-CD), solubilizando a violaceína em 

água74. Resultados preliminares obtidos em células de leucemia, linhagem HL 60, 

mostram o potencial da violaceína livre e complexada à β-CD como indutor de 

diferenciação celular e apoptose75. 

Neste contexto as partículas poliméricas surgiram como alternativa para 

carregar violaceína, permitindo uma liberação mais lenta ou uma diferente forma 

de apresentação, que previna sua decomposição e possibilite o direcionamento a 

possíveis alvos específicos na célula tumoral.  

 

1.3. A cultura de células, os ensaios de citotoxicidade e os fenômenos de 

apoptose e necrose. 

  

 Uma cultura primária de células é aquela que deriva diretamente dos tecidos 

ou órgãos (ex. pele, rim, fígado). Estes devem ser obtidos em condições assépticas 

e levados ao laboratório rapidamente, imersos em meio de cultura, para 

manutenção da viabilidade celular. Ela é o ponto de partida para as chamadas 

linhas celulares, que resultam da selecção de culturas primárias. São clones 

capazes de sobreviver e de se multiplicar indefinidamente (por exemplo, por 50 

gerações)78.  

A cultura de células in vitro pode ser usada para a avaliação basal da 

toxicidade e da toxicidade em órgãos-alvo. A citotoxicidade pode ser definida 

como a propriedade de ativação dos mecanismos de morte celular por um 

composto químico, ou por uma célula mediadora (célula T citotóxica). O termo 

citotoxicidade não indica um mecanismo de morte celular específico, pois, a 

citotoxicidade de um composto pode combinar aspectos de apoptose e necrose 
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(veremos mais adiante a distinção entre estes dois fenômenos de morte 

celular)76. Estes testes in vitro são úteis na determinação da citotoxicidade basal, 

assim como no estabelecimento da faixa de concentração na qual o composto 

apresenta atividade.  

O estabelecimento da concentração onde 50% de células são afetadas (IC50) 

permite comparar quantitativamente a resposta de um mesmo composto em 

diferentes sistemas, ou de vários compostos em um único sistema77. Em todos estes 

testes, as células são cultivadas em placas para culturas com várias concentrações 

da substância adicionadas ao meio de cultura. Este meio é composto por soro e 

nutrientes, fatores de crescimento, e antibióticos sob atmosfera adequada). Após 

um período de exposição à substância-teste, procedimentos de análise são 

desenvolvidas, com testes de citotoxicidade específicos.  

Os alvos (“endpoints”) celulares dos testes de citotoxicidade são baseados, 

principalmente, na perda seletiva da permeabilidade celular, na redução da função 

mitocondrial e nas mudanças na morfologia e replicação celular. Cada tipo celular 

responde por meio de diversos mecanismos bioquímicos à presença de diferentes 

compostos. Algumas dessas respostas são comuns e podem ser utilizadas como 

marcadores precoces de citotoxicidade, dentre elas a perda das funções 

mitocondriais73,78. Na seção 4.2.5 veremos detalhadamente cada um destes testes e 

a qual função metabólica da célula eles se referem. 

A citotoxicidade pode combinar aspectos de necrose e apoptose, que são 

dois mecanismos distintos pelos quais a célula pode morrer A necrose é a  morte 

acidental, induzida por injúria química ou física. 

 A  apoptose é a morte programada da célula. O termo é derivado do grego 

"apoptwsiz", e referia-se à queda das folhas das árvores no outono - um exemplo 

de morte fisiológica programada e também apropriada, pois implicava em 

renovação.  
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Vamos procurar distinguir estes dois fenômenos. A morte celular por 

necrose, em resposta à injúria severa às células, é caracterizada morfologicamente 

por inchaço citoplasmático e mitocondrial, ruptura da membrana plasmática e 

liberação do conteúdo extracelular. Conseqüentemente, ocorre a geração de uma 

resposta inflamatória, que pode causar injúria e até morte de células vizinhas79. O  

fenômeno de necrose está ilustrado na Figura 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Etapas de um evento de necrose. 

 

A apotose, por outro lado, possui um papel essencial na manutenção da 

homeostase tecidual e é importante em certas condições patológicas, incluindo o 

câncer. A morte celular por apoptose é morfologicamente caracterizada pelo 

encolhimento da célula e diminuição do contato entre células vizinhas, formação 

de vacúolos citoplasmáticos, fragmentação da membrana nuclear e condensação 

cromatínica, despolarização de membrana mitocondrial, fragmentação do DNA e 

alterações na assimetria de fosfolipídeos de membrana plasmática (Figura 17). Ela 

pode ser iniciada por diversos estímulos tais como hipotermia, estresse oxidativo e 

depleção de fatores de crescimento, em muitos tipos celulares80. Hoje se sabe que 

falhas nos processos de regulação da proliferação celular levam a um crescimento 
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desordenado característico de células cancerosas, onde a proliferação é ativada 

enquanto a apoptose é inibida81 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Etapas de um evento de apoptose. 

 

A degradação do DNA via ativação de endonucleases e a desintegração 

nuclear originam os “corpos apoptóticos”, bem característicos do processo de 

apoptose82. Estes corpos apoptóticos são rapidamente retirados do tecido por 

macrófagos. O fato de culminar em corpos apoptóticos é devido a uma série de 

cisteíno proteases, chamadas caspases, que são ativadas especificamente em 

células em apoptose. Estas enzimas possuem um resíduo de cisteína no sítio ativo e 

clivam substratos que possuem resíduos de ácido aspártico em sequências 

específicas. As alterações morfológicas são comuns a todas as células em apoptose 

explícita, independentemente do agente indutor do processo. Isso significa que a 

ação destas caspases representa uma via final comum que opera em todas as 

células programadas para morrer.  

É importante para nós a sinalização apoptótica via mitocôndria, que passa 

pela ativação das caspases. A via mitocondrial é frequentemente ativada em 

resposta a danos no DNA, envolvendo a ativação de um membro pró-apoptótico 
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chamado Bcl-2, que regula a liberação de citocromo c a partir da membrana 

mitocondrial interna (poros na membrana mitocondrial levam ao extravasamento 

do citocromo c para o citosol). Bcl-2 se associa com vários receptores  de morte 

(como o fator de necrose tumoral, TNF) forma o apoptossomo. Caspases 

subsequentes são ativadas, culminando na clivagem de substratos  específicos e 

morte celular por apoptose. Agentes quimioterapêuticos ativam 

predominantemente a via mitocondrial, com envolvimento de alterações de 

permeabilidade de membrana mitocondrial e liberação do citocromo c para o 

citosol. 

Portanto, estudos in vitro fornecem importantes ferramentas para ampliar os 

conhecimentos sobre os efeitos citotóxicos causados por agentes químicos e para 

estimar estes efeitos em humanos83. Além disso, conforme descrito na literatura84 a 

toxicidade é um fator limitante na liberação e consumo de fármacos e, portanto, a 

análise de toxicidade versus atividade biológica de um composto é fundamental 

para determinar sua aplicação estabelecendo-se o índice terapêutico. Por motivos 

éticos e financeiros, em se tratando de utilização de animais para estudos 

toxicológicos, considera-se mais vantajoso o estudo in vitro de toxicidade. Esses 

ensaios fornecem informações sobre diferentes funções ou compartimentos 

celulares. O desenvolvimento de novas técnicas terapêuticas contra o câncer é 

objetivo de vários estudos. Atualmente eles visam limitar sua proliferação e a 

ocorrência de metástases através de estratégias que envolvem o controle do ciclo e 

da proliferação celular, e de várias drogas que agem induzindo a morte celular por 

apoptose. Desta forma, a indução de apoptose em células tumorais tem sido 

considerada um prognóstico favorável da resposta do organismo ao tratamento.  
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1.4. Câncer e leucemias 

   

Câncer é um nome genérico dado a um conjunto de doenças caracterizadas 

por uma série de mudanças fenotípicas85,86, dentre as quais se destaca a 

proliferação descontrolada de determinados tipos celulares no organismo 

(conhecida como anomalia da multiplicação celular ou malignidade celular). 

Portanto, câncer não é uma doença isolada, mas um espectro de doenças que 

podem surgir e se disseminar em quaisquer tecidos. Essas células acabam por ter 

suas funções alteradas, passando a ser chamadas de transformadas e, ao se 

multiplicarem, passam a formar aglomerados denominados de tumores68. 

Cada tipo de câncer tem um padrão característico de crescimento, 

apresentação, bem como abordagem diagnóstica, estadiamento e tratamento. 

Câncer é uma palavra derivada do grego karkinos, que significa caranguejo assim 

como o termo neoplasia (neo, novo e plasma, algo formado) e tumor (inflamação). 

Chama-se de tumor a qualquer aumento de volume localizado em um órgão, 

independentemente da causa, em que. o edema resulta do processo inflamatório. 

Atualmente o termo é empregado para designar a proliferação celular anormal, cuja 

denominação correta seria neoplasia (novo crescimento).  A perda do controle 

normal da multiplicação e crescimento leva a uma perda da capacidade de 

diferenciação celular, provocando a invasão de tecidos locais e também à distância 

(metástases). A célula tumoral perde a característica de inibição de crescimento por 

contato com outras células, devido a rearranjos nos carboidratos de superfície  e 

perde as proteínas de reconhecimento celular com outras células. 
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Os tumores recebem a denominação segundo o tipo de tecido em que se 

desenvolvem, ou seja, os diferentes tipos de câncer correspondem aos vários tipos 

de células. Por exemplo, existem muitos tipos de câncer de pele porque a pele é 

formada por mais de um tipo de célula. Este câncer, que tem início em tecidos 

epiteliais ou mucosas é denominado carcinoma, que é um tumor sólido e constitui 

a forma mais comum. Entre os tumores sólidos existem também os sarcomas, que 

se desenvolvem em tecidos conectivos como cartilagens, ossos, músculos e tecido 

adiposo. 

O que se chama de linfomas são tumores causados pela proliferação de 

células transformadas em órgãos linfóides. como o baço e os linfonodos68, e as 

leucemias, que nos interessam mais de perto, referem-se um número anormal de 

leucócitos  produzidos na medula óssea68,87.  

As células tumorais passam por uma série de alterações morfo-funcionais de 

expressão gênica que passam a conferir o fenótipo tumoral. De fato, o câncer é 

entendido, recentemente, como uma doença genética decorrente de uma série de 

mutações que se acumulam em uma mesma célula, denominadas hits
68. Essas 

mutações ocorrem principalmente em genes cujos produtos estão envolvidos com a 

indução da proliferação celular68,88, explicando o crescimento descontrolado do 

tumor, e com o processo de apoptose, o que explica a grande sobrevida do tumor. 

Estes genes, cujos produtos normalmente regulam positivamente o ciclo celular e 

negativamente a via apoptótica, são denominados proto-oncogenes. Eles são 

finamente regulados por proteínas produzidas por um outro grupo de genes 

denominados genes supressores tumorais. Mutações que promovam a perda de 

função dos genes supressores tumorais e o ganho de função dos proto-oncogenes 

(que já passam a se chamar oncogenes) desencadeiam o processo tumoral. 

As leucemias são doenças nas quais existe uma alteração genética adquirida 

nas células primitivas da medula óssea, que levam a um aumento na cocentração 
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de leucócitos. Há quatro formas principais de leucemia, divididas em dois 

tipos, mielóide e linfóide. Por sua vez esses dois tipos se dividem em formas 

crônica e aguda. As leucemias agudas são doenças rapidamente progressivas que 

afetam a maioria das células primitivas (ainda não totalmente diferenciadas ou 

desenvolvidas). As leucemias crônicas são doenças de progressão lenta, permitindo 

o crescimento de maior número de células já desenvolvidas). A leucemogênese é 

um fenômeno complexo caracterizado por anomalias de proliferação e 

diferenciação resultando em bloqueio de maturação e expansão clonal de células 

leucêmicas89. A habilidade em responder a fatores exógenos de diferenciação 

apresenta-se diminuída em células da leucemia, podendo ocorrer alteração na 

expressão de produtos gênicos específicos necessários para a diferenciação 

celular.A classificação atual das leucemias é a seguinte90: 

Leucemia Linfóide Aguda (LLA). A leucemia linfóide aguda resulta na 

produção descontrolada de blastos de características linfóides e no bloqueio da 

produção normal de glóbulos vermelhos, brancos e plaquetas. Na maioria das 

vezes, a causa da LLA não é evidente. Também nestes casos, acredita-se que haja 

alguma relação com radiação devido ao aumento de casos no Japão pós-guerra. 

Leucemia Linfóide Crônica (LLC). Também resulta em crescimento 

descontrolado das células linfocitárias na medula óssea, levando a um número 

aumentado de linfócitos no sangue. Esse aumento de células na medula óssea não 

impede a produção de células normais, como ocorre na Leucemia Linfóide Aguda, 

explicando o curso insidioso da doença e a sua descoberta, geralmente, em 

pacientes submetidos a exames médicos e laboratoriais rotineiros. A leucemia 

linfóide (ou linfocítica) crônica não está associada a altas doses de irradiação ou à 

exposição ao benzeno. Observa-se uma maior prevalência familiar.  

Leucemia Mielóide Aguda (LMA). A Leucemia Mielóide Aguda 

caracteriza-se pelo crescimento descontrolado e exagerado das células 
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indiferenciadas (blastos), precursores granulocíticos-macrofágicos da medula 

óssea. Estas células não apresentam as funções normais dos leucócitos. Além 

disso, existe um bloqueio na fabricação das células normais havendo uma 

deficiência de glóbulos vermelhos (anemia), plaquetas (plaquetopenia) e glóbulos 

brancos (neutropenia).  

Leucemia Mielóide Crônica (LMC). A leucemia mielóide crônica se caracteriza 

pela presença de uma anormalidade genética adquirida e que foi chamada de 

cromossomo Philadelphia, pois foi descoberta na Universidade da Pensilvânia. O 

cromossomo Philadelphia é uma anormalidade que envolve os cromossomos de 

números 9 e 22. Esses cromossomos se quebram e trocam partes entre si. Esta 

alteração é chamada translocação. Uma pequena proporção de pacientes pode ter a 

sua doença relacionada à irradiação.  

A linhagem celular HL60 estudada neste trabalho representa um subtipo de 

Leucemia Mielóide Aguda (LMA).Trata-se da leucemia promielocítica aguda 

(M3), responsável por 10% de todas as LMAs. Geralmente, o tratamento deste tipo 

de leucemia consiste de quimioterapia e uso de ácido trans-retinóico.O crescimento 

acelerado que as células da leucemia promielocítica aguda apresentam in vivo, em 

relação às células normais, está relacionado à incapacidade funcional para 

maturação e diferenciação celular e não a um aumento na taxa de crescimento. Esta 

doença oferece oportunidade de se estudar a patofisiologia molecular da leucemia 

humana, representando um modelo para o entendimento da origem da leucemia no 

nível de desenvolvimento e genética molecular. Desta maneira, novas técnicas 

terapêuticas, diferentes da quimioterapia citotóxica convencional poderão ser 

desenvolvidas. Dados clínicos e biológicos obtidos na última década despertaram o 

interesse de pesquisadores neste subtipo de leucemia com o intuito de desenvolver 

novas formas de terapia91. Grande parte dos conhecimentos atuais sobre a biologia 

celular da LPA adveio de estudos realizados em linhagens celulares estabelecidas a 
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partir de pacientes92,  como a HL60. Estas células proliferam continuamente 

em culturas em suspensão, consistindo morfológica e histoquimicamente, 

predominantemente em promielócitos, dos quais cerca de 4-15 % apresentam 

características morfológicas de células mielóides mais maduras: mielócitos, 

metamielócitos e leucócitos polimorfonucleares. As células da leucemia mielóide 

humana constituem um modelo apropriado para estudos de regulação da 

proliferação e diferenciação celular visto que algumas destas linhagens de células 

são induzidas in vitro à diferenciação terminal por vários compostos químicos. 
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2. OBJETIVOS 

 
Objetivo geral: Formulação da violaceína em sistemas de liberação 

controlada (micro e nanoesferas) visando o potencial biológico da violaceína 

(como antitumoral) avaliado in vitro em linhagem celular promielocítica humana 

HL60.  

 

Objetivos específicos:  

 

Preparar micro e nanoesferas poliméricas redispersáveis após liofilização 

pelos métodos de emulsificação seguida da evaporação de solvente no primeiro 

caso e nanoprecipitação no segundo caso, utilizando-se os polímeros 

biodegradáveis poli(ε-caprolactona) (PCL) e poli(lactídeo-co-glicolídeo) (PLGA, 

50:50). As microesferas serão formadas a partir do sistema de emulsão óleo (PCL-

violaceína-EtAc) em água (Tween 40-água). As nanoesferas serão formadas a 

partir do sistema PLGA-PLURONIC-PVA-acetona. 

 Caracterizar estes sistemas quanto à morfologia através de uso combinado 

das diversas microscopias, propriedades fotofísicas, eficiência de encapsulação, 

perfil de liberação, mobilidade eletroforética, potencial zeta e tensão interfacial. 

Verificar o potencial da violaceína livre e encapsulada em nanoesferas de 

PLGA no balanço apoptose/proliferação de células tumorais, usando como 

parâmetros: 

1. Citotoxicidade basal em cultura de células contra a linhagem de leucemia 

promielocítica humana (HL60) 

2. Avaliar o potencial indutor de diferenciação celular e apoptose dos 

ativos, e a implicação na morte celular induzida por estes ativos.  
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3. Esclarecimento do mecanismo de ação da violaceína encapsulada em 

nanoesferas, comparando os efeitos do ativo livre e encapsulado, 

investigando as vias metabólicas ativadas ou suprimidas durante os 

eventos de apoptose e seu possível direcionamento a alvos específicos.  
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3. EXPERIMENTAL 

 

3.1 Produção de violaceína a partir da cultura de células de 

Chromobacterium violaceum CCT 3496 em fermentador ML-4100 

(New Brunswick Scientific), com capacidade para 30 L. 

 

a) Preparação do inóculo de Chromobacterium violaceum.  

Em frascos Erlenmeyer de 50 mL esterilizados preparou-se inicialmente o pré-

inóculo em 20 mL de meio nutriente, também esterilizado (D-glicose anidra 0,5%, 

peptona bacteriológica 0,5%, extrato de levedura 0,2%, triptofano 0,03%, em água 

destilada). Incubou-se o frasco por 18 horas em shaker rotatório (a 30 0C e 200 

rpm). A partir do pré-inóculo, preparou-se 300mL de inóculo, em Erlenmeyer 

contendo 300 mL do meio nutriente e incubou-se por 10 h, a 30 0C e 200 rpm. 

b) Preparação do meio de cultura para o bioreator.  

Em um Erlenmeyer de 1000mL adicionou-se 160 g de glicose anidra e 500 mL 

de água destilada, obtendo-se uma solução que foi autoclavada a 110 0C por 30 

minutos. 

Em um Becker de 5 L pesou-se os outros componentes do meio de cultura (20 g 

de peptona, 336 g de extrato de levedura, 20 g de triptofano, e 0,33 g de sulfato de 

zinco heptahidratado) em um volume de 4 L de água. Transferiu-se o conteúdo do 

Becker a um bioreator ML-4100 (fermentador de aço inoxidável New Brunswick 

Scientific, capacidade 30 L). Completou-se o volume do bioreator para 19,2L. 

Esterelizou-se este meio de cultura no bioreator (120 0C, por 20 minutos, sem 

ainda adicionar a glicose e o inóculo). 
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Após o bioreator esfriar à temperatura ambiente, adicionou-se os 500 mL de 

glicose e 300 mL de inóculo, totalizando aproximadamente 20 L.  

Realizou-se a fermentação nas seguintes condições: 

Tempo total de fermentação: 29 h; 

Agitação: 120 rpm; 

Temperatura: 33 0C 

pH: 6,5 a 7,0 (foi monitorado em pHâmetro digital, retirando-se alíquotas de 3 

mL de 2 em 2 h. No aumento do pH durante a fermentação (7,0 para 8,0), 

adicionou-se HCl 0,5 M até que este pH voltasse a 7,0. 

 Agitação: 120 rpm (durante 12 h iniciais) e 250 rpm (todo o restante da 

fermentação); 

 Pressão: 5 PSIG; 

Fluxo de ar: 15 L min-1 (durante as 12 horas iniciais) e 50 L min-1 ( todo o 

restante da fermentação); 

Adição de anti-espumante concentrado (grau biológico) quando necessário, até 

se observar uma diminuição no volume de espuma. 

A cada duas horas, durante o tempo de fermentação, retirou-se alíquotas do 

fermentador para se acompanhar o crescimento celular nas primeiras 16 h do 

processo (λ=720 nm, em espectrofotômetro). Dosou-se a glicose em alguns pontos 

durante o processo, para verificar se havia sido consumida, através do método 

enzimático-colorimétrico, segundo Trinder. Após 16 horas de fermentação foi 

adicionada mais glicose ao meio, no mesmo volume e concentração da glicose 

inicial. As amostras foram armazenadas em freezer, para utilização posterior, se 

necessário. 

O crescimento celular passou a ser mais rápido após 10 horas de fermentação e 

essa taxa aumentou após se passar o fluxo de ar de 15 L min-1 para 50 L min-1.A 

adição direta do anti-espumante sem diluição evitou que se formasse espuma em 
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excesso., permitindo que se trabalhasse neste regime. O pH nas 8 primeiras 

horas de permaneceu por volta de 6,4. Passou a 7,0 após 14 horas e chegou a 8 

com 26 horas de fermentação, abaixando-se para 7,5 após a adição de HCL 0,5 mol 

L-1. 

Após o tempo total de 29 horas de fermentação, o meio de cultura estava com 

uma coloração violeta bastante intensa. O meio de cultura foi recolhido com o 

auxílio de 2 galões de 10 L e congelado por 2 semanas. 

Os galões foram retirados do freezer e deixados no laboratório à temperatura 

ambiente, até descongelarem, em 4 dias. 

Todo o conteúdo dos galões foi centrifugado em centrífuga Sorvall RC-3B em 

4.500rpm por 20 minutos, a 25 0C, em tubos de plástico com capacidade para 

250mL  

c) Extração e purificação da violaceína 

Após se realizar a centrifugação nas condições acima mencionadas, observou-se 

a separação de um precipitado gelatinoso, de cor violeta intensa, devido à massa de 

células (biomassa). O sobrenadante continuou com uma coloração violeta intensa, 

da mesma cor do precipitado obtido, por mais que se centrifugasse a suspensão, o 

que indicava que poderia haver muita violacína livre no sobrenadante e que células 

deveriam ter sofrido lise, após o período de congelamento nos galões.  

Portanto, o sobrenadante e o precipitado foram tratados separadamente, para 

extração da violaceína. 

Sobrenadante: alíquotas de 300 mL do sobrenadante foram colocadas em um 

funil de separação. A extração foi realizada com acetato de etila (aproximadamente 

100 mL). Após a adição do acetato de etila, formava-se uma emulsão que 

dificultava a separação das fases orgânica e aquosa. Adicionou-se solução saturada 

de NaCl até para se quebrar a emulsão.  



49

 

Após a extração, observou-se a formação de duas fases líquidas: uma 

aquosa inferior, de coloração amarelada e outra orgânica superior, de coloração 

violeta intensa. Esta fase foi separada e lavada 3 vezes com água destilada. 

Transferiu-se a fase orgânica a um balão de 250 mL e adicionou-se 100 mL de 

água destilada. O solvente foi evaporado sob pressão reduzida, na temperatura de 

40 0C, resultando numa dispersão de partículas violetas em água, que ainda tinha 

cor amarelada. Esta dispersão foi filtrada em papel de filtro comum e lavada, até 

que não fosse observada cor amarela no filtrado. Secou-se esta dispersão em 

estufa, no próprio papel de filtro. 

Precipitado (biomassa): Após a centrifugação, a biomassa foi seca em estufa a 

50 0C, obtendo-se uma massa de 125 g. Este precipitado está sendo purificado por 

extração em soxhlet e recristalização. A biomassa seca foi colocada diretamente no 

soxhlet e extraída com etanol. Este extrato é rotoevaporado a 40 0C, com um pouco 

de água, formando uma suspensão de violacína bruta em água, após a evaporação 

do etanol. Esta suspensão é filtrada e colocada de novo em soxhlet, utilizando-se a 

seguinte seqüência de solventes: clorofórmio, éter etílico e etanol63. A 

recristalização foi feita com água / metanol. 

 

3.2. Sistema de emulsão óleo (PCL-violaceína-EtAc) em água (Tween 

40-água) formando microesferas de PCL contendo violaceína 

 

3.2.1. Metodologia de formulação das microesferas poliméricas por 

emulsificação e evaporação de solvente 
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As microesferas poliméricas de PCL (polímero biodegradável poli(ε-

caprolactona, Sigma-Aldrich Chemical Co., MW = 65.000) foram preparadas pelo 

método de emulsão por evaporação de solvente93:  

1. Em um Becker de 250 mL preparou-se uma solução aquosa de surfatante 

(Tween 40- Sigma-Aldrich Chemical Co.) na concentração de 3% 

(massa/massa), sob agitação magnética, evitando-se a formação de espuma, 

que é indesejável quando se quer formar partículas por um processo de 

emulsificação;  

 

2. Colocou-se o Becker com solução aquosa de tensoativo em um banho de 

óleo de silicone até que se estabilizasse à temperatura desejada (50,0 0C);  

3. Em um outro Becker de 50 mL dissolveu-se o polímero PCL em acetato de 

etila (0,65% m/v em acetato de etila PA -Synth, 20,0 mL). Para que se possa 

incorporar a violaceína ao polímero esta também é dissolvida na mesma 

solução, com massa de 5,0 mg; 

4.  Com auxílio de uma pipeta (uma microseringa adaptada com a borracha da 

pipeta na parte superior, Figura 18), adicionou-se gota a gota, sob agitação, 

a fase orgância (solvente + polímero + violaceína) à fase aquosa contendo o  

surfatante. É importante que esta adição seja feita lentamente e que as gotas 

sejam direcionadas para o centro do Becker, próxima à região de maior 

agitação, a fim de que se tenha uma dispersão mais perfeita das gotículas de 

fase orgânica na fase aquosa;  
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Figura 18: Dispositivo utilizado na metodologia de formulação das microesferas 

PCL/violaceína 

  

5. Completada a adição, observou-se a formação do sistema bifásico de 

emulsão (dispersão turva de óleo em água) e deixou-se sob agitação, ainda 

no banho de óleo, por 5 horas, até que todo o solvente fosse evaporado; 

 

6. Centrifugou-se a 4.000 rpm esta dispersão por 30 min para recolher as 

micropartículas e lavou-se 3 vezes com água destilada por centrifugação;  

 

7. As micropartículas foram redispersas em água destilada novamente, em um   

balão volumétrico. A dispersão foi congelada dentro deste balão em N2 (l) e 
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transferida para liofilização, que durou 24 horas. Após esta liofilização 

obteve-se um pó seco e fino composto pelas micropartículas contendo 

violaceína, de cor levemente violeta. 

A mesma metodologia foi utilizada para se obter microesferas de PCL como 

controle, sem violaceína. 

Em função da má qualidade das redispersões em água, a eficiência de 

encapsulamento e o perfil de liberação somente foram realizados para as 

nanoesferas, as quais, inclusive, visivelmente incorporaram maior quantidade de 

violaceína (cor violeta intensa dos pós). 

  

3.2.2. Caracterização morfoquímica das microesferas 

 

a. Microscopia óptica  

 

A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia óptica 

em microscópio triocular (Coleman), objetivas de 10X a 100X e par de oculares 

10X e 16X  com Câmera CCD color 1/3 0,9 Lux BCL 470 linhas TVL24 VAC. As 

a amostras foram preparadas através de uma suspensão em água deslilada e 

posterior gotejamento  em  lâmina de vidro, deixando-se secar ao ar. As 

micrografias foram obtidas com lente de 100X e 10X. 

 

b. Microscopia eletrônica de varredura  

  

Em relação à técnica de microscopia óptica, além da possibilidade de 

maiores aumentos, o microscópio eletrônico utilizando-se de elétrons secundários 

proporciona maior profundidade de foco, com detalhamento da topografia de 

superfície.  
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Na técnica de microscopia eletrônica de varredura convencional, 

utilizada neste trabalho, a passagem de corrente elétrica por um filamento de 

tungstênio promove uma elevação de temperatura (em torno de 2.500 0C), o que 

gera uma emissão térmica de elétrons. Duas ou três lentes condensadoras 

magnéticas demagnificam a dispersão do feixe, produzindo uma sonda, que varre 

uma área selecionada. O volume de interação elétron-amostra (penetração da sonda 

na amostra) depende da energia e ângulo do feixe e da massa atômica dos 

elementos presentes. 94 

Esta interação do feixe de elétrons com a amostra produz elétrons 

retroespalhados, Auger, secundários, além de raios X. Neste trabalho utilizamos 

apenas elétrons secundários e raios x para a composição das imagens. Os elétrons 

retroespalhados fornecem menor resolução espacial mas informam sobre a 

composição (elementos de maior número atômico aparecem mais brilhantes). Estes 

elétrons têm maior energia, pois se aproximam muito do núcleo, sofrem 

espalhamento e re-emergem da superfície, chegando ao detector. Os elétrons 

Auger são aqueles emitidos de camadas mais externas em pequeno número, 

necessitando de instrumentação e detectores sofisticados.  

Os elétrons secundários são os ejetados dos átomos com energia abaixo de 

50 eV , são gerados próximos à superfície e  promovem um alta resolução espacial 

e facilidade de foco e contraste. O feixe de elétrons secundários, originado da 

interação do feixe primário com a amostra é coletado pelo cintilador e depois 

convertido em sinal eletrônico. A imagem é formada ponto a ponto, apresentando 

regiões claras e escuras. O detector fica em ângulo e a imagem é tridimensional, de 

alta resolução.  

Raios-x característicos, detectados por microssonda acoplada, são gerados quando 

o feixe de elétrons de alta energia desloca elétrons de camadas mais internas, e 

estas vacâncias são preenchidas por elétrons mais externos. A interação do feixe 
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primário de elétrons com os átomos origina raios-X de energia característica de 

cada elemento (análise dispersiva em energia). Os valores de energia são obtidos 

em um intervalo fixo de tempo e são comparados com uma biblioteca de padrões 

na qual são identificadas as energias características de cada elemento. O fenômeno 

de retroespalhamento dos elétrons incidentes, absorção parcial de raio-X da 

amostra antes de ser coletado e a fluorescência produzida pela radiação 

característica do elemento introduzem erros, que são corrigidos na análise 

quantitativa.A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia 

eletrônica de varredura, utilizando os microscópios eletrônicos de varredura JEOL 

JSM-T300 e JEOL 5800LV. Foram obtidas imagens da superfície das partículas 

formadas por elétrons secundários, com o microscópio operando em  20 KeV e 

também imagens por espectroscopia de raios-X por dispersão em energia (EDS), 

utilizando-se uma microssonda de raios-X acoplada a um software processador de 

dados. Nesta análise por EDS foram mapeados e quantificados  os elementos C, N 

e O presentes nas microesferas. 

  Para a preparação das amostras, uma pequena quantidade de microesferas 

liofilizadas foi dispersa ao ar e fixada em “stubs”  (porta-amostras metálicos 

próprios para microsocpia) previamente cobertos com uma fita adesiva condutora 

de carbono. As partículas foram cobertas com uma fina camada de ouro no 

metalizador pelo processo de “sputtering”, utilizando-se um metalizador BAL-

TEC.  

 

c. Microscopia de Epifluorescência  

 

Observou-se, em  lâminas de vidro, as microesferas de PCL contendo ou não 

violaceína, em um microscópio de fluorescência marca Carl Zeiss modelo 

Jenalunar. Utilizou-se lâmpada de Hg de 100W para excitação no UV-vis e filtro 
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de barreira para excitação λexc > 244 nm observando-se a fluorescência para 

λexc > 410 nm, selecionada por filtros ópticos. Estas imagens também foram 

obtidas em um microscópio invertido Leica DM IRB com uma lâmpada de Hg 

HBO-100 W. Foi selecionada a faixa de 330-380 nm para a excitação no UV-vis e 

a imagem de emissão foi observada em λexc > 410 nm, com auxílio de um espelho 

dicróico. Neste microscópio a captura das imagens foi feita em uma câmera digital 

a Sansung SDC-311 processada pelo software Linksys v. 2.38 software. 

  

 

d. Microscopia de varredura a laser confocal  

 

O microscópio de varredura confocal utiliza uma fonte de luz laser para 

promover a excitação. Nesse caso, o microscópio, através de um conjunto de lentes 

seriadas, é capaz de focar um cone de luz laser em uma profundidade pré-

determinada do espécime a ser estudado. Mudando-se o ponto focado (mantida a 

profundidade), é possível iluminar (excitar) todo o plano em estudo, ponto a ponto. 

Ao retornar, através do mesmo sistema de lentes, a luz emitida pelo fluoróforo é 

separada da usada na excitação por um divisor de feixe (“beam splitter”). Em 

seguida, a luz emitida passa por um pequeno orifício capaz de separar apenas a luz 

proveniente do ponto focado, eliminando a emitida por pontos fora de foco. Com 

isso, só a luz dos pontos em foco é registrada, com a ajuda de tubos fotomulti-

plicadores e computadores acoplados, o que permite construir imagens 

bidimensionais precisas. A obtenção de imagens sucessivas de diferentes planos do 

mesmo espécime, utilizando esse método, possibilita construir imagens 

tridimensionais ou mesmo imagens tridimensionais em movimento. Esse 

seccionamento do espécime (óptico, e não físico) e a visualização tridimensional 
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são as maiores vantagens dessa técnica em relação à microscopia de 

fluorescência com câmera CCD. 

As microesferas foram observadas em microscópio a laser confocal 

(LSM510, Zeiss, New York, NY) empregando laser de Ar+ (458, 477, 488, 514 

nm), tendo-se disponível o comprimento de onda  488 nm para excitação.  

Para a preparação das amostras foi necessária a fixação das partículas sobre 

lamínulas de 20mm x 20mm, apoiadas em lâmina. As lâminas foram previamente 

lavadas em agitador circular (orbital shaker) em solução de NaOH (7,12M) em 

etanol 95% 2:1, por 2h, enxaguadas em  água destilada por 1h, incubadas com poli-

(L-Lisina) 0,1% em PBS pH 7,4 por 45 minutos e colocadas para secar, à 

temperatura ambiente. Dispersou-se uma quantidade pequena de amostra (da 

ordem de 0,5 mg), diluída em água Milli-Q (aproximadamente 5 mL), sobre a 

lamínula e deixou-se secar (período de aderência). 

 

3.2.3. Comportamento fotofísico da violaceína em solução e incorporada às 

microesferas (estado sólido)  

 

a. Excitação e emissão de violaceína em acetato de etila 

 

Os espectros de excitação e emissão das soluções de violaceína em acetato 

de etila, em várias concentrações (2.04, 0.87 e 0.22 mMol L-1) e de soluções de 

violaceína (2.32 µ Mol L-1) com várias concentrações de poli(ε-caprolactona): 0.2, 

0.3 5 5.5 mg L-1, foram obtidos. Utilizou-se um espectrofluorímetro PTI LS100 

(Photon Technology) operando no modo estacionário, com resolução de 2 nm. O 

comprimento de onda de excitação foi determinado em um espectrofotômetro com 

arranjo de diodos HP8542A, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm. Espectros de 

excitação foram coletados na faixa de of 230-400 nm, utilizando λem = 416 nm. 
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Para o espectro de emissão as soluções foram excitadas em 370 nm e a emissão 

foi coletada na faixa de 380-600 nm. 

 

b. Fotofísica no estado estacionário e resolvida no tempo: violaceína livre e 

encapsulada, no estado sólido  

 

Espectros de reflectância difusa de violaceína livre e incorporada às 

microesferas foram obtidos em um espectrofotômetro Varian CARY 02, equipado 

com esfera integradora. Para o estado sólido, os espectros de fluorescência foram 

obtidos no modo de iluminação “front-face”, com a amostra entre duas lâminas de 

quartzo.  

  Os decaimentos de fluorescência foram obtidos em um espectrofluorímetro 

Edinburgh Analytical FL900, UK usando o método “ time correlated single photon 

counting (TCSPC)”. Para excitação, utilizou-se uma lâmpada de hidrogênio 

controlada por um tubo Thyratron pulsada a uma freqüência de repetição de 40 

kHz. Isto permitiu a contagem de fótons durante o decaimento. O comprimento de 

onda de excitação foi de 276 nm e a emissão foi coletada em 370 nm. As amostras 

foram alinhadas a 45° da radiação incidente e a emissão foi coletada em “back-

face” (face oposta à que a amostra foi prensada na cubeta). A deconvolução do 

pulso da lâmpada foi obtida pelo método dos mínimos quadrados não linear, 

utilizando-se o software da Edinburg. O melhor ajuste foi obtido com χ2 (chi -

quadrado) próximo de 1 com distribuição dos resíduos é randômica. 
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3.3. Sistema nanométrico PLGA-PLURONIC-PVA-violaceína em água-acetona  

 

3.3.1. Metodologia de formulação das nanoesferas poliméricas pelo método de 

nanoprecipitação (separação de fases). Eficiência de encapsulação e cinética de 

liberação  

 

As nanopartículas foram preparadas pelo método de nanoprecipitação30,95 

utilizando-se o polímero biodegradável PLGA poli(DL-lactídeo-co-glicolídeo 

50:50 (massa molar 55.000 - 75.000, Sigma-Aldrich Chemical Co.,), acetona PA - 

Nuclear, violaceína, PLURONIC (F-68, Mn = 8400,) e PVA (MW = 127.000 

Sigma-Aldrich Chemical Co.). A mesma metodologia foi utilizada para se obter 

microesferas de PLGA como controle, sem violaceína. 

  

1. Em um Becker de 400 mL preparou-se uma 80 g de solução aquosa de 

Pluronic e PVA (na concentração de 1,2 % cada um), agitando-se a 400 rpm;  

2. Em outro Becker de 50 mL dissolveu-se o PLGA em acetona (5 mL) na 

concentração de 2,9% massa/volume juntamente com 4,0 mg de violaceína; 

3.  Utilizando-se de um funil de vidro de 24,5 cm construído com haste longa 

de 20 cm, verteu-se, lentamente, sob agitação mecânica de 400 rpm, a fase 

orgância (solvente + polímero + violaceína) à fase aquosa contendo Pluronic 

e PVA;  

4. Deixou-se sob agitação por 12 h, à temperatura ambiente, até que todo o 

solvente tenha evaporado e centrifugou-se a 4,0 0C, 10.000 rpm por 30 min; 

5. Lavou-se 3 vezes por centrifugação, redispersou-se o precipitado novamente 

em água destilada e congelou-se a suspensão de nanopartículas em N2 (l) 

para a liofilização por 24 horas.  
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6. Após esta liofilização obteve-se um pó seco e fino, de coloração violeta 

forte, composto pelas nanoesferas poliméricas contendo a violaceína 

encapsulada. 

7.     Devido ao sucesso desta preparação, estas nanoesferas foram empregadas 

em testes biológicos de citotoxicidade. Para isto se fez necessário se 

determinar o conteúdo total de violaceína encapsulada e seu perfil de 

liberação. O conteúdo total de violaceína encapsulada foi obtido por 

espectroscopia no UV-vis, em 564 nm. Dissolveu-se,em duplicata,  0,0100 g 

de formulação em 11,0 mL de acetona e fez-se a leitura da concentração 

destas amostras, de posse de uma curva de calibração. Para o monitoramento 

de violaceína liberada pelas partículas com o tempo foi realizado o seguinte 

procedimento: 6 mg de nanoesferas foram adicionadas a 5 mL de tampão 

fosfato (pH=7,4) contendo 10% de Pluronic foram mantidos em incubadora 

a 37,0 +/- 0,10C, com agitação de 150 rpm. Em dados intervalos de tempo, 

os tubos foram centrifugados em 3.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante 

separado para análise em espectrofotômetro de UV-vis, para medida de 

absorbância em 580 nm. Após a leitura, a solução foi devolvida ao tubo 

original e colocada de volta na incubadora, para posterior centrifugação e 

medida de absorbância. Os espectros de 800 nm a 190 nm foram obtidos a 

cada 24 h e registrou-se a absorbância em 580 nm.  

 

3.3.2. Caracterização morfoquímica das nanoesferas  

 

a. Microscopia eletrônica de varredura  

 

 A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia eletrônica 

de varredura, utilizando os microscópios eletrônicos de varredura JEOL JSM-T300 
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e JEOL 5800LV. Foram obtidas imagens da superfície das partículas formadas 

por elétrons secundários, com o microscópio operando em  20 KV. 

  Para a preparação das amostras, uma pequena quantidade de microesferas 

liofilizadas foi dispersa ao ar e fixada em “stubs”  (porta-amostras metálicos 

próprios para microscopia) previamente cobertos com uma fita adesiva condutora 

de carbono. As partículas foram cobertas com uma fina camada de ouro no 

metalizador pelo processo de “sputtering”, utilizando-se um metalizador BAL-

TEC.  

 
b. Microscopia Eletrônica de Transmissão  

 

Utilizou-se o microscópio eletrônico de transmissão modelo JEM-1200 EX 

II, operando em 80 kV. A imagem é formada fazendo-se incidir um feixe de 

elétrons sobre uma amostra, recolhendo e focalizando os elétrons emergentes sobre 

uma tela luminescente (que permite observação visual), sobre uma chapa 

fotográfica (que permite o registro fotográfico) ou sobre uma câmara de vídeo. A 

técnica baseia-se na emissão de elétrons que, ao atingirem a amostra, interagem 

com ela e são detectados. Ao atingirem a amostra, os elétrons podem ser 

espalhados elástica (sem perda de energia, mas com mudança da trajetória) ou 

inelasticamente (perde-se energia de diversas maneiras, como emissão de elétrons 

secundários, emissão de raio X, ionização de camadas internas, etc). 

O microscópio de transmissão convencional fornece três tipos de imagens: i) 

imagens de campo claro; ii) imagens de campo escuro; iii) difratogramas de 

elétrons.  

As imagens de campo claro são as mais comuns, e devem ser lidas como se 

lê uma chapa radiológica: os campos mais escuros são regiões mais espessas, ou 

regiões formadas por material mais denso (e retêm mais elétrons) que os campos 
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mais claros. As imagens de campo escuro, não mostradas aqui, já são 

produzidas por elétrons difratados por domínios cristalinos da amostra, e são 

conseguidas bloqueando-se o feixe principal, mas coletando elétrons difratados. 

Sua qualidade é freqüentemente inferior à de campo claro, mas contêm uma 

informação preciosa, que é a presença, posição e extensão de domínios cristalinos 

na amostra. Difratogramas de elétrons são obtidos operando o microscópio como 

se fosse uma câmara de Laue. Prestam-se à obtenção de informação cristalográfica 

(como os difratogramas de raios-X) com uma grande vantagem: pode-se obter 

reflexões de áreas escolhidas da amostra, selecionando-se as partículas ou porções 

da amostra sobre as quais se quer informação cristalográfica. 

Para a observação das amostras, foram preparadas telinhas de 200 Mesh com 

filme de parlódio suportado, preparado por espalhamento do parlódio (filme 

polimérico de nitrato de celulose) sobre a superfície de água deionizada, em uma 

cuba de vidro. Em seguida, com auxílio de um palito de madeira com aro de cobre 

na ponta, um filme de água contendo nanoesferas foi obtido no aro após mergulho 

em uma dispersão de nanoesferas em água. Encostou-se este aro levemente sobre 

papel de filtro para se eliminar o excesso e depositou-se parte do filme líquido 

sobre a telinha, por contato entre o filme e a tela. Deixou-se secar por 12 horas. 

Sobre uma lâmina de parafina adicionou-se uma gota de solução de OsO4 (2%) e 

depositou-se a telinha sobre esta gota. Deixou-se por 10 minutos, e observou-se as 

amostras após secagem. 

 

c. Microscopia de varredura a laser confocal 

 

As nanoesferas foram observadas em microscópio a laser confocal 

(LSM510, Zeiss, New York, NY) empregando laser de Ar+ (458, 477, 488, 514 

nm), tendo-se disponível o comprimento de onda  488 nm para excitação.  
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Para a preparação das amostras foi necessária a fixação das partículas 

sobre lamínulas de 20mm x 20mm, apoiadas em lâmina. As lâminas foram 

previamente lavadas em agitador circular (orbital shaker) em solução de NaOH 

(7,12M) em etanol 95% 2:1, por 2h, enxaguadas em  água destilada por 1h, 

incubadas com poli-(L-Lisina) 0,1% em PBS pH 7,4 por 45 minutos e colocadas 

para secar, à temperatura ambiente. Dispersou-se uma quantidade pequena de 

amostra (da ordem de 0,5 mg), diluída em água Milli-Q (aproximadamente 5 mL), 

sobre a lamínula e deixou-se secar.  

 

3.3.3. Tamanho médio de partícula por espalhamento de luz dinâmico (DLS) e  

potencial zeta (ζ) na superfície de cisalhamento96
. 

 

A técnica de espalhamento de luz dinâmico ou espectrosocpia de correlação 

de fótons baseia-se na determinação das flutuações na intensidade da luz espalhada 

pelas partículas, em função do tempo, e no cálculo da respectiva função de 

autocorrelação. Uma grande vantagem desta técnica sobre o espalhamento de luz 

estático é permitir a determinação da distribuição do diâmetro das partículas, e não 

apenas um valor médio de diâmetro. Uma outra vantagem importante é a 

possibilidade da obtenção de informações sobre a composição superficial das 

partículas, considerando que o método é sensível ao diâmetro hidrodinâmico 

efetivo, isto é o raio da partícula somado ao raio da camada de solvatação.  

Para entendermos este fenômeno, devemos nos lembrar de algumas 

definições. Partículas em um meio líquido movem-se ao acaso (movimento 

Browniano), devido a colisões com as moléculas do meio de dispersão. Partículas 

menores se movimentam mais rapidamente que partículas grandes, e portanto 

possuem coeficiente de difusão (D) maior. 
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A medida da intensidade de luz espalhada por uma dispersão permite 

detectar e analisar este movimento browniano das partículas. A luz espalhada por 

uma dispersão em um dado instante é combinada, formando um padrão de 

interferência que depende das posições relativas das partículas. À medida que as 

partículas sofrem deslocamentos aleatórios, o padrão de interferência acompanha 

estas modificações, produzindo uma variação da intensidade de luz espalhada no 

detetor. Embora a flutuação da intensidade espalhada seja aleatória por natureza, 

ela ocorre em uma escala de tempo de micro a milisegundos. O movimento lento 

de partículas grandes causará lentas alterações na intensidade da luz espalhada. Por 

outro lado, a movimentação rápida de partículas pequenas provocará uma flutuação 

muito rápida na intensidade de luz espalhada. 

Para uma dispersão de partículas com viscosidade η, em uma temperatura 

constante T, o coeficiente de difusão D é inversamente proporcional ao diâmetro 

hidrodinâmico dh das partículas, como mostra a equação de Stokes-Einstein, 

 

 

 

 

 

onde k é a constante de Boltzmann. 

         As flutuações de intensidade de luz espalhada ao longo do tempo são 

representadas através de uma função de correlação. No caso de partículas 

pequenas, essa função de correlação entre as intensidades diminui mais 

rapidamente com o tempo, do que no caso de partículas grandes. No tempo t = t0 = 

0, a intensidade de espalhamento e a função de correlação possui um valor 

máximo. Com o passar do tempo, a intensidade de espalhamento em um tempo (t0 

+ τ) estará cada vez menos correlacionada com a intensidade de espalhamento 
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inicial, e a média dos produtos das intensidades tende a zero. Para partículas 

esféricas e monodispersas, a função decai exponencialmente num intervalo de 

tempo t, e a constante de decaimento da curva exponencial gerada pela função de 

correlação está relacionada com o coeficiente de difusão translacional das 

partículas. A constante de decaimento dependem do índice de refração do líquido 

que dispersa as partículas, do ângulo de detecção da luz espalhada e do 

comprimento de onda da luz incidente. 

Nestas medidas, para que haja um decaimento da função de autocorrelação 

(de 1 para 0) as dispersões tiveram de ser muito diluídas, uma vez que a técnica 

mede a flutuação na intensidade de luz espalhada com o tempo, e verifica se o 

espalhamento em um tempo t está correlacionado a um espalhamento no tempo t + 

dt (tempo em que a partícula se moveu em frente do detector). Por este motivo, 

trabalhamos com alíquotas de 200 µL de suspensões de 0,2 mg /mL em água 

deionizada, que foram diluídos a 3 mL para leitura na cubeta.O diâmetro médio 

efetivo das partículas e sua dispersão foram determinados através da técnica de 

espalhamento dinâmico de luz em um aparelho ZetaPlus (Brookhaven Inst. Corp.), 

a um ângulo de detecção da luz espalhada fixo em 90°, na temperatura de 25 °C, 

usando laser de estado sólido (12,21 mW, l = 633 nm)62 e um sistema Peltier para 

controle de temperatura.  

O potencial zeta (ζ) das partículas foi determinado através da técnica de 

espalhamento de luz eletroforético, no aparelho ZetaPlus (Brookhaven Inst. Corp.), 

a um ângulo de detecção da luz espalhada fixo em 15°, na temperatura de 25 °C, 

em cubetas de acrílico, na forma de dispersão diluída em KCl 10-3 Mol L-1. 

 

3.3.4. Medidas de Tensão Superficial  e Tensão Interfacial  
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As medidas de tensão superficial e interfacial para o sistemas água + 

acetato de etila + violaceína (com e sem surfatante) foram obtidas usando-se um 

tensiômetro automático (KSV Instruments, modelo Sigma 701 (Helsinki, 

Finlândia) empregando-se o método do anel. As medidas forma conduzidas em 

uma cela com controle de temperatura, mantida em  25 ± 0.1 °C 97 . 

 

3.3.5. Atividade biológica das nanoesferas em cultura de células  

 
Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados utilizando-se uma 

linhagem celular de fibroblastos de Hamster chinês (V79), saudável, e outra 

tumoral, de leucemia promielocítica humana (HL60). 

 
a. Manutenção dos meios de cultura e contagem do número de células  

 

Os fibroblastos V79 foram mantidos em cultura contínua através de repiques 

periódicos, até atingirem a densidade de confluência. Este cultivo foi realizado em 

meio DMEM (Dulbeccos modified Eagles medium) contendo 100 U/mL de 

penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal 

bovino. As células foram descoladas usando solução de tripsina versene-tripsina a 

0,1% e versene a 0,016%. O número de células viáveis para o cultivo e 

plaqueamento foi determinado homogenizando-se uma alíquota da suspensão 

celular com a quantidade equivalente de solução de Azul de Tripan a 0,1%, 

contando as células em câmara de Neubauer e excluindo as células que incorporam 

o corante. O cultivo foi realizado em meio DMEM suplementado com 10% de soro 

fetal bovino. A incubação foi feita em estufa a 37oC sob atmosfera úmida e 

contendo 5% de CO2. 
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As células HL60 também foram mantidas em cultura até atingirem a 

densidade de confluência. O cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 (Bio 

Whittaker, MD) suplementado com piruvato de sódio (1mM), L-glutamina (2 

mM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL), solução de aminoácidos 

não essenciais (1% v/v) e soro fetal bovino (10% v/v). A incubação foi realizada 

em estufa de cultura a 37oC e atmosfera úmida contendo 5% de CO2. 

As células foram diluídas com uma solução de Azul de Tripan (1:1, v/v) e contadas 

na câmara de Newbauer, selecionando as viáveis98. 

 

b. Citotoxicidade e viabilidade celular 

 

Os testes que avaliam a viabilidade das células V79 e HL60 foram realizados 

sob condições experimentais que permitem analisar o efeito citotóxico em células 

V79 e HL60 induzido pela violaceína livre e por nanopartículas de 

PLGA/violaceína. 

Para a linhagem V79 realizou-se o plaqueamento inoculando 3 x 104 

células/mL em cada poço de uma placa de 24 cavidades e incubando a 37ºC por 48 

h (meio de cultura contendo 0,25% de dimetilsulfóxido), para posterior exposição a 

diferentes concentrações de violaceína livre e veiculada em nanoesferas.  

As células HL60 foram cultivadas em placas de 96 cavidades a uma 

densidade de 3,0 X 105 células/mL e incubadas a 370C sob atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2, durante 72 horas. Após este período, foram tratadas com 

diferentes concentrações das preparações, nas formas livre e encapsulada.  

Os testes que foram aplicados para avaliar a viabilidade celular foram: 

função mitocondrial (redução do MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil) tetrazólio), exclusão do corante azul de Tripan e atividade fosfatásica.99 
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Estes testes, que avaliam a viabilidade celular e citotoxicidade, foram 

realizados sob condições experimentais que permitem analisar o efeito citotóxico 

sobre as linhagens celulares HL60 e V79, o qual é induzido pela violaceína e por 

nanopartículas de PLGA/violaceína.  

 

b1. Redução do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) 

tetrazólio) 

 

As células foram cultivadas em placas de 96 cavidades a densidades  de 3,0 

x 105 células/mL (HL60) e 3,0 x 104 células/mL (V79), tratadas com diferentes 

concentrações das preparações, nas formas livre e encapsulada, no intervalo de 0 a 

2 µ mol L-1, e incubadas a 370C sob atmosfera úmida contendo 5% de CO2, durante 

72 horas (HL60) e 48 h (V79).  

Em seguida, o meio foi removido e trocado por outro sem soro contendo o 

corante MTT (1 mg/mL), e as células foram incubadas por 4 h, tempo necessário 

para a redução acontecer. Este meio foi retirado cuidadosamente e foi adicionado 1 

mL de etanol para solubilização do formazan (formado no caso de redução do 

MTT). As placas foram agitadas por 10 min e a absorbância correspondente a cada 

cavidade foi obtida por UVvis em 570 nm. As células não tratadas foram 

consideradas com 100% de viabilidade. 

 

b2. Determinação da atividade fosfatásica 

 

As células foram cultivadas em placas de 96 cavidades em densidades  de 

3,0 x 105 células/mL (HL60) e 3,0 x 104 células/mL (V79), tratadas com diferentes 

concentrações das preparações, nas formas livre e encapsulada, no intervalo de 0 a 
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2 µ mol L-1, e incubadas a 370C sob atmosfera úmida contendo 5% de CO2, 

durante 72 horas (HL60) e 48 h (V79).  

O meio de cultura foi retirado cuidadosamente das placas de cultura de 96 

cavidades. Adicionou-se em cada cavidade 150 µL do substrato p-nitrofenilfosfato 

em solução com tampão acetato 1 mol L-1 pH 5,5 (que leva à lise das células, com 

extravasamento da enzima de interesse), a uma concentração final de 75 m mol L-1. 

Em seguida a placa foi agitada por 30 minutos com auxílio de um agitador de 

placas. Após 40 minutos, a reação foi paralisada com adição de 150 µL de NaOH 1 

mol L-1. A absorbância em 405 nm foi obtida por UV-vis, devida ao p-nitrofenol. 

 

b3. Exclusão do corante Azul de Tripan e Incorporação do Corante Vermelho 

Neutro 

 

As células foram cultivadas em placas de 96 cavidades a densidades  de 3,0 

x 105 células/mL (HL60) e 3,0 x 104 células/mL (V79), tratadas com diferentes 

concentrações das preparações, nas formas livre e encapsulada, no intervalo de 0 a 

2 µ mol L-1, e incubadas a 370C sob atmosfera úmida contendo 5% de CO2, durante 

72 horas (HL60) e 48 h (V79). Em seguida, as células foram diluídas com uma 

solução de Azul de Tripan (1:1, v/v) e contadas na câmara de Newbauer. 

Após o tratamento, o meio de cultura contendo as drogas foi substituído por 

meio de cultura sem soro contendo 100 µL do reagente vermelho neutro 250 µmol 

L-1 (previamente incubado à 370C e filtrado em membrana de 0,22 µm para 

remoção dos cristais formados). A microplaca foi incubada a 370C (5% CO2) por 2 

horas para a incorporação do corante pelos lisossomas das células e estas foram 

lavadas/fixadas com tampão fosfato. A cada cavidade da microplaca foi adicionado 

100 µL de ácido acético 1% em etanol a 50% para solubilização do corante. A 
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microplaca foi agitada por 20 minutos e a absorvância foi determinada em 

leitor de placas Metertech Inc. modelo 960. 

 

c. Determinação da Diferenciação Celular através da Redução do NBT  

 

 As células HL60 foram tratadas em garrafas de cultura de 50 mL, a uma 

densidade de 3,0 X 105 células/mL, adicionando violaceína ou PLGA/violaceína 

(dissolvidos em meio de cultura completo contendo 0.25% de DMSO) a uma 

concentração final de 0,5 e 0,8 µmol L-1 (violaceína) e 1,0 e 1,5 µmol L-1 

(PLGA/violaceína). Após 12, 24, 48 e 72 horas de incubação a 37°C sob atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2 , as células foram contadas em Câmara de Newbauer. 

Cerca de 1,0 X 106 células foram transferidas a tubos de centrífuga e centrifugadas 

a 3000 x g por 7 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 0,5 mL de meio de 

cultura RPMI contendo 20% de SFB. 

 Foi adicionado 0,5mL da mistura NBT-TPA (200 µg/mL de NBT, 1 mg/mL 

de TPA dissolvidos em tampão fosfato) aos 0,5mL de suspensão celular, agitando 

suavemente. A reação foi incubada a 37ºC em estufa contendo 5% CO2 durante 30 

minutos. 

 Após incubação o material foi centrifugado a 10.000 g por 5 minutos e o 

formazan (produto de redução do NBT) presente no precipitado foi solubilizado 

com 600 µL de etanol. A absorbância foi medida em 570nm obtendo-se a 

concentração da espécie reduzida100.  

d. Indução de morte celular por apoptose. Marcação com anexina V-FITC/PI 

analisada por citometria de fluxo.  
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Células apoptóticas foram detectadas utilizando o kit “ApoDETECTTM 

Annexin V-FITC”. Baseado em sua alta afinidade e especificidade pela 

fosfatidilserina (PS), a anexina V pode ser utilizada como um marcador sensível 

para detecção de células em apoptose, com externalização de PS característica 

deste processo. As células HL60 (3 X 105/mL) foram tratadas com 0,5; 0,8 e 1,0 

µmol L-1 de violaceína ou 1,0; 1,5 e 2,0 µmol L-1 de PLGA/violaceína durante 3, 6, 

12, 24, 48 e 72 h. Após lavagem em PBS, pH 7,4, as células (1 X 106 células/mL) 

foram resuspensas em tampão de ligação (10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM 

NaCl, 2,5 mM CaCl2) contendo anexina V-FITC (diluição de 1:500). As células 

foram incubadas em temperatura ambiente por 10 min e lavadas com tampão de 

ligação. Após a adição de 20 µg de iodeto de propídeo/mL, as células foram 

analisadas por citometria de fluxo utilizando um citômetro de fluxo FACS Calibur 

(Laboratório de Marcadores Celulares-Hemocentro-UNICAMP) em comprimento 

de onda de excitação de 488 nm (para o PI) e 530 nm (para FITC). Os dados foram 

obtidos utilizando o software CellQuest, versão 3.3 (BD Biosciences). Um total de 

10.000 eventos foram coletados para cada amostra e analisados com auxílio do 

programa WinMDI versão 2.8.  

 

e. Indução de morte celular por apoptose. Análise do “swelling” mitocondrial  

 

Para detecção de intumescimento mitocondrial, as mitocôndrias foram 

isoladas de células HL60 após o tratamento com violaceína (0,5; 0,8 e 1,0 µmol L-

1) ou PLGA/violaceína (1,0; 1,5 e 2,0 µmol L-1) por 3, 6, 9, 12 e 24 horas. A 

indução de entumescimento mitocondrial por ambos os compostos foi determinada 

conforme descrito por Schneider & Hogeboom (1950) com algumas modificações. 

As concentrações dos compostos utilizadas foram próximas aos valores de IC50. As 

células foram centrifugadas a 12.100 x g por 10 min a 4°C. O sedimento foi 
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suspenso em solução de sacarose 250 mmol L-1  contendo EGTA 0,3 mmol L-1  

tamponada com Hepes 1,0 mM e em seguida centrifugado nas mesmas condições 

descritas. O sedimento foi suspenso em solução de sacarose 250 mM, obtendo uma 

suspensão mitocondrial com concentração de 100 µg de proteína/mL, determinada 

pelo método de Bradford. As mitocôndrias foram suspensas em tampão CFS (220 

mmol L-1  manitol/68 mmol L-1  sacarose/2,0 mmol L-1  NaCl/5,0 mmol L-1  

KH2PO4/2,0 mmol L-1  MgCl2/10 mmol L-1  Hepes-NaOH, pH 7,4/ 5,0 m mol L-1  

succinato/ 2,0 µmol L-1 rotenona). A absorbância foi medida em 520 nm em 15 

min a 25°C utilizando espectrofotômetro. Uma diminuição da absorbância decorre 

de um  aumento do espalhamento, que é consistente com um intumescimento 

mitocondrial. 101  

 

f. Indução de morte celular por apoptose. Análise de transição de 

permeabilidade de membrana mitocondrial (JC1)  

 

 As células HL60 (3 X 105 células/mL) foram tratadas com 0,5; 0,8 e 1 µM de 

violaceína ou 1,0; 1,5 e 2,0 µmol L-1 de PLGA/violaceína durante 3, 6, 12 e 24 h. 

Após serem lavadas com solução fisiológica (NaCl 0,9%) as células foram 

ressuspensas em tampão fosfato (pH 7,4) contendo 10% de JC-1 (iodeto de 

5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolcarbocianina). As células foram 

incubadas a 37°C durante 15 minutos e lavadas duas vezes com tampão fosfato 

(400 X g durante 5 minutos em temperatura ambiente). O sedimento celular foi 

ressuspenso em 0,5 mL de tampão fosfato e analisadas por citometria de fluxo.  

 As células foram analisadas por citometria de fluxo utilizando um citômetro 

de fluxo FACS Calibur (Laboratório de Marcadores Celulares – Hemocentro – 

UNICAMP) em comprimento de onda de excitação de 488 nm, sendo que os 
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monômeros de JC-1 emitem a 527 nm e os agregados a 590 nm. Os dados 

foram obtidos utilizando o software Cell Quest, versão 3.3 (BD Biosciences). Um 

total de 10.000 eventos foi oletado para cada amostra e analisado com auxílio do 

programa Win MDI versão 2.8.  

Cada experimento foi realizado pelo menos três vezes (quatro replicatas 

cada) e os resultados foram expressos como porcentagens (média ± SD) dos 

controles, em relação aos ensaios de citotoxicidade. Comparações estatísticas 

foram feitas utilizando teste de uma via ANOVA ou teste-t de Student como 

calculado pelo programa Origin versão 6.0 P<0,05 foi considerada significante. 

 

4. Resultados e Discussão  

 

4.1. Sistema de emulsão óleo (PCL-violaceína-EtAc) em água (Tween 

40-água) formando microesferas de PCL contendo violaceína 

 

4.1.1. Metodologia de formulação das microesferas poliméricas por 

emulsificação e evaporação de solvente 

 

No processo de formação das microesferas de poli(ε-caprolactona) (PCL) 

temos uma emulsão do tipo óleo/água, em que uma fase óleo (PCL e violaceína 

dissolvidos em acetato de etila, volátil) está dispersa noutra fase, a aquosa (água + 

surfatante ). Esta formação de microesferas sólidas (PCL + violaceína) é explicada 

pela difusão para a fase aquosa de pequena quantidade do solvente contido nas 

gotas de fase óleo e posterior evaporação deste solvente (processo denominado 

emusificação e evaporação de solvente)102,103. Emulsões são termodinamicamente 

instáveis devido à alta tensão interfacial γ entre óleo e água. O incremento de 
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energia ∂G devido a um aumento de área ∂A é definida como ∂G = ∂A x γ, a T 

e P constantes. Este aumento de energia livre é desfavorável e o sistema, , para um 

∆GM > 0, irá separar fase para decrescer a área interfacial total104.  

A presença do surfatante (no caso, o surfatante não-iônico Tween 40) na 

interface líquido-líquido provoca abaixamento da tensão interfacial. Este fato 

auxilia na diminuição da taxa de separação de fase e, principalmente, dificulta a 

coalescência por impedimento estérico, levando a uma estabilização cinética do 

sistema de emulsão (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Representação da emulsão estabilizada no sistema PCL-violaceína/-

surfatante-água105. 

 

O termo "coalescência"106 descreve um fenômeno crítico e deve ser utilizado 

com cautela, em uma situação experimental bem determinada. Ela pode ocorrer 

tanto entre gotas de óleo como nas partículas já formadas (neste caso há “fusão de 

partículas com a expulsão de espécies tensoativas que foram usadas para estabilizar 

Surfatante 
estabilizando 

uma gota 

Solvente 
contendo o ativo 

e polímero 

Emulsão  
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a dispersão)”107. No caso em que duas partículas de óleo fundem-se, ocorre 

quebra do filme líquido que as separa. Inicialmente, as duas gotas que se deformam 

e ficam separadas por um filme planar. Devido à flutuações locais de concentração 

ocorrem descontinuidades no filme, que leva a uma falha local do surfatante. Esta 

falha permite o contato entre as fases internas das gotas de óleo, com formação de 

pescoços; a descontinuidade se propaga, permitindo que ocorra fusão entre as 

gotas74. Este processo está ilustrado na Figura 20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Aproximação de gotas de óleo estabilizadas por copolímero bloco e 

coalescência durante a quebra de uma emulsão74. A seta indica uma 

descontinuidade da camada interfacial de surfatante. 

  

A separação de fases segue um caminho complexo, envolvendo vários 

mecanismos diferentes de desestabilização. Um deles envolve diferenças de 

densidade entre a fase dispersa e a fase contínua, o que freqüentemente leva à 

migração das gotas de acetato de etila à superfície (fenômeno conhecido como 

“creaming”). A velocidade  desta migração depende, além da densidade dos 

componentes (ρ), da viscosidade da fase contínua (µ), do raio da gota de óleo (R) e 

da aceleração da gravidade (g). Isto explica a necessidade de agitação mecânica, a 
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fim de se obter gotas com raios menores, já que existe dependência quadrática 

com o raio, conforme a equação: 

 

O tamanho das gotas é importante por um outro motivo. Diferenças na 

pressão interna (pressão de Laplace) entre gotas de menor e maior raio de 

curvatura causam uma diferença de potencial químico e de solubilidade. As gotas 

menores podem se dissolver na fase contínua mais facilmente do que as maiores e 

o material solubilizado migrar para as gotas maiores. Este processo é conhecido 

como “Envelhecimento de Ostwald” ou desproporcionamento e causa aumento do 

tamanho das gotas, desestabilizando a emulsão108,109.  

Nestas formulações o diâmetro médio obtido para as partículas é 

influenciado pela concentração de polímero. Foi verificado experimentalmente que 

concentrações maiores que 0,65 % de PCL não levam à formação de partículas. 

Por outro lado, em concentrações menores, elas são obtidas. Este fato é explicado 

pela menor viscosidade da fase interna da emulsão (fase orgânica menos 

concentrada em polímero), o que facilita o rompimento mecânico das gotas, 

deixando-as menores. A taxa de coalescência destas gotas, como vimos, depende 

da taxa de transferência de massa do interior ou da superfície das gotas para a 

região intersticial e também da existência de um filme interfacial orientado que 

permita estabilização 110. O volume de solução aquosa (100 mL) é maior que o 

volume da fase orgância (20 mL) na formulação das emulsões. Este procedimento 

diminui a possibilidade de coalescência das gotas de óleo devido à menor 

probabilidade de choques entre elas.  
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4.1.2. Caracterização morfoquímica das microesferas 

 

a. Microscopia óptica 

 

 A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia óptica 

(Figura 21). A micrografia 21.a sugere tamanhos diferentes entre as partículas e 

também heterogeneidade quanto à distribuição de violaceína na superfície, 

representada por regiões escuras mais concentradas que outras. As micrografias 

21.b e 21.c em maior aumento, não permitem que se obtenha informação sobre a 

morfologia de superfície das partículas, apenas informa quanto à heterogeneidade 

de tamanho e esfericidade, podendo sugerir acúmulo de violaceína em partículas 

menores. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Micrografia obtida por microscopia óptica (a): objetiva de 10X; (b) e 

(c): objetiva de 100X. 

(a)

(b) (c)
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b. Microscopia Eletrônica de Varredura. Espectroscopia de raios-X por 

dispersão em energia  

   

Na Figura 22 estão mostradas microesferas de PCL contendo violaceína 

preparadas segundo as condições descritas na parte experimental.  

Nota-se que a superfície das microesferas é lisa. No processo de formação 

das partículas é importante que o solvente sofra difusão da fase descontínua (gota) 

para a fase externa aquosa. Esta difusão é dependente do maior ou menor grau de 

miscibilidade deste solvente. Uma alta taxa de difusão do solvente na água tenderia 

a formar partículas com alta porosidade, facilitando uma liberação mais rápida do 

ativo na partícula seca. Como acetato de etila e água são ligeiramente miscíveis 

(10% v/v), é esperada baixa porosidade das partículas de PCL. De fato, as imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de varredura mostram que os poros não chegam 

a ser evidentes na superfície das partículas.  

 Mais detalhadamente nota-se que, ademais das diferenças em tamanho das 

partículas, ocorre o fenômeno de adesão capilar, discreto (observe a seta em azul). 

A existência de esferas maiores e menores é esperada, devido à etapa de 

emulsificação, quando da quebra das gotas de fase dispersa em gotículas menores. 

A adesão capilar ocorreu durante a secagem. 
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Figura 22: Micrografias de microesferas de PCL/violaceína. Imagens obtidas por 

elétrons secundários, 20 kV: esquerda, 1200 x; direita, 2000 x 

 

Na Figura 23 (aumentos diferentes de 1 a 4) mostramos que o método de 

emulsificação pode levar à coalescência severa das microesferas (mais evidente nas 

etapas 4 e 5, que mostra a formação de “pescoços” inter-partículas).  
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Figura 23: Microesferas de PCL/violaceína. Imagens obtidas por elétrons 

secundários (topografia); (a): aumento de 200 x ,  (b): 350x , (c) 3500x,  (d) 5000x. 

Tensões de 15 KV 

 

Em outra micrografia (Figura 24) notamos também um detalhe morfológico 

interessante: existe uma heterogeneidade na superfície de algumas partículas, que 

mostram ser formadas por pequenas nanoesferas. Este fato ocorreu para duas 

amostras diferentes, em partículas de tamanho intermediário. As partículas 

menores podem  estar adsorvidas nas maiores. Entretanto, é importante salientar 

que a presença de pequenas partículas foi observada também no interior de 

(a) (b)

(c) (d)



80

 

nanoesferas de PLGA, por microscopia eletrônica de transmissão. Isto nos faz 

pensar em microheterogeneidade destes sistemas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Micrografias de microesferas de PCL/violaceína. Imagens obtidas por 

elétrons secundários, 20 kV: superior, 4500 x; inferior, 1400 x 
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A análise por EDS (espectrosocpia dispersiva em energia) das micoresferas de 

PCL/violaceína levou a algumas proposições importantes: 

1. Mapeamento elementar. Embora a presença de carbono (Figura 25 a, b, c) 

seja dominante e bem distribuída por toda a amostra, é interessante notar uma 

evidência de que a violaceína está incorporada às microesferas poliméricas: a 

presença de N nas partículas; 

2 Mapeamento elementar e perfil de distribuição nas partículas. Nas Figura 

26 temos as micrografias 25.b e 25.c ampliadas. Nota-se uma distribuição 

similar entre N e O, ambos presentes na violaceína, ao longo da partícula. Este 

fato é reforçado por perfis de distribuição dos elementos C, N e O mostrado na 

Figura 27: C está presente majoritariamente, mas N e O são minoritários e seus 

perfis de distribuição ao longo de uma “linescan” são semelhantes. 

 

 

3 Análise quantitativa. A quantidade de N e O em diferentes  microesferas é 

próxima de uma constante, indicando que a violaceína se distribui bem entre 

várias microesferas (Figura 28) 
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Figura 25: Micrografia mostrando a distribuição dos elementos na partícula de 

PCL/violaceína:  (a): C, (b): N, (c): O. 

(a)

(b) 

(c) 
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Figura 26: Micrografia obtida por SEM-EDS ampliada, mostrando a 

conformidade de distribuição dos elementos N e O na partícula de PCL/violaceína. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28: Micrografia obtida por SEM-EDS mostrando que a quantidade de N e 

O em presente diferentes  microesferas é semelhante. 

 
 
 
 
 

N O

PCL_pt1 6.51 10.11
PCL_pt2 6.16 13.84
PCL_pt3 6.43 10.11
PCL_pt4 5.60 11.02
PCL_pt5 6.02 11.21
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Figura 27: Micrografia obtida por SEM-EDS ampliada, mostrando que N e O têm 

perfis de distribuição ao longo de uma “linescan” são concordantes. 
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c. Microscopia de Epifluorescência  

 

Foi observado que microesferas de PCL/violaceína são fortemente 

fluorescentes na faixa de 330-380 nm para a excitação no UV-vis (Figura 29-a). 

Adicionalmente, é interessante notar que PCL puro não é fluorescente (seta, 

Figura 29-b). As espécies fluorescentes correspondem ao sistema matriz 

polimérica-violaceína, desde que nem cristais de violaceína nem poli(ε-

caprolactona) são fluorescentes. A partir da constatação destas propriedades, foi 

investigado o comportamento fotofísico destes sistemas em solução e no estado 

sólido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Micrografias obtidas por microscopia de fluorescência de (a) 

aglomerado de microesferas contendo violaceína. (b) Microesferas controle x 

microesferas  contendo  violaceína. 

. 

 

(a) (b) 
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d. Microscopia  de varredura a laser confocal  

 

 

Já que o sistema PCL-violaceína era fluorescente,  a análise por microscopia 

confocal foi muito informativa, pois demonstrou que a violaceína está sempre 

presente, independente do plano focal, ou seja, distribuída por todo o interior da 

partícula polimérica, em diferentes profundidades. (Figuras 30 e 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Microscopia Confocal: conjunto de microesferas de PCL contendo 

violaceína, que fluoresce. Os vários planos focais diferentes: cortes do topo para 

baixo 
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Figura 31: Microscopia Confocal: conjunto de microesferas de PCL contendo 

violaceína, que fluoresce. Os vários planos focais diferentes: cortes do topo para 

baixo 
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4.1.3. Comportamento fotofísico da violaceína em solução e incorporada às 

microesferas (estado sólido) 

  

a. Comportamento fotofísico da violaceína em solução 

  

O processo de agregação intermolecular 111 é observado em muitas soluções 

de compostos orgânicos, em particular de corantes, e depende da concentração, da 

solubilidade e do tipo de solvente. Quando a concentração de corante aumenta, 

monômeros podem originar desde dímeros a agregados moleculares de mais alta 

ordem. Estes agregados são caracterizados por diferentes estruturas e por 

mudanças nas suas propriedades físicas (incluindo as espectroscópicas), quando 

comparadas a moléculas isoladas. 

Neste trabalho, observamos na Figura 32 (a,b) que os espectros de 

excitação e a emissão (b) para violaceína dissolvida em acetato de etila indicam a 

presença de agregados moleculares quando esta solução passa do regime diluído 

para o concentrado. O espectro de excitação (λem = 416 nm) desta solução 

mostrou uma severa mudança quando passa do regime diluído (0.22 mMol L-1) 

para o concentrado (2,04 mMol L-1): 

 

1. Na solução concentrada, há a presença de agregados de violaceína 

misturada a poucas moléculas isoladas. Este espectro exibe uma única 

banda centrada em 360 nm. Um crescimento na intensidade relativa em 

360 nm com um ombro em 330 nm indica que a agregação é 

predominante em solução mais concentrada. 
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2. Por outro lado, na solução diluída duas bandas de excitação 

(desdobramento) são observadas em 279 nm e 354 nm. Moléculas 

isoladas e dímeros são responsáveis pelas transições eletrônicas 

apresentadas. 

 

3. O espectro obtido em 0.87 mmol L-1, considerando a concentração muito 

baixa apresenta um banda atribuída a praticamente espécies não 

agregadas de violaceína, pois a contribuição dos agregados é pequena.  

 

4. A presença de um ponto isosbéstico ao redor de 300 nm no espectro de 

absorção sugere um equilíbrio entre violaceína e espécies agregadas.112 

 

 

5. Não foram observadas mudanças no espectro de fluorescência para as 

mesmas soluções, desde que a emissão ocorre do estado excitado de mais 

baixa energia e apenas moléculas isoladas e pequenos agregados, como 

os dímeros, são fluorescentes. Os agregados maiores não são 

fluorescentes e este comportamento é consistente com o fato de cristais 

de violaceína, por analogia, formados por muitas moléculas, não 

fluorescerem.  
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Figura 32. (a) Espectro de excitação (λem = 416 nm) e (b) de fluorescência (λexc = 

370 nm) de solução de violaceína em acetato de etila nas concentrações: 2,04 (), 

0,87 (-----) e 0,22 mmol L-1 (⋅⋅⋅⋅⋅⋅). 

 

 A Figura 33 mostra o espectro de excitação e fluorescência de soluções de 

violaceína (2.32 m Mol L-1) na presença de várias concentrações de PCL (0.1, 0.2  

e 5.5 mg L-1). Embora haja alguma similaridade em relação às soluções sem 

polímero,  independente da quantidade de PCL ambos os espectros apresentam 

desdobramento em duas bandas: excitação em 376 e 387 nm e emissão em 412 e 

433 nm. Admite-se que pelo menos duas espécies estão emitindo neste sistema: 

espécies isoladas e moléculas associadas. A independência da intensidade e do 

perfil do espectro com a variação de concentração do polímero é surpreendente. 

Este comportamento é similar aos observados em outros sistemas 

microheterogêneos,113 no qual a presença de cadeias poliméricas induz à formação 

de um novo microambiente para o fluoróforo, com propriedades de solvatação 

distintas. O coeficiente de partição da molécula entre a gaiola do solvente e a 

cadeia de polímero é controlada pela interação corante-meio. Tão logo a violaceína 
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seja solvatada no ambiente rico em cadeias de polímero, ela experimenta maior 

viscosidade e o espectro torna-se mais fino, com a estrutura vibrônica mais 

resolvida.  

Estas características espectrais nos levam a fazer uma comparação: solução 

de PCL+vioaceína (Figura 33) e violaceína/PCL no estado sólido (Figura 34). As 

diferenças podem ser explicadas com base no modelo proposto por Kasha e co-

autores para desdobramento excitônico114. De acordo com este modelo, duas 

moléculas do fluoróforo podem formar um dímero, que possui um eixo molecular. 

Os dipolos de transição se orientam em relação a este eixo do dímero. Quando o 

momento de dipolo está em ângulo de 900 relativo ao eixo do momento de 

transição, a transição a um estado eletrônico de mais baixa energia é proibida 

enquanto que a transição a um estado eletrônico de mais alta energia é permitida. 

Assim, a violaceína em solução de polímero (que absorve em 380 nm) possui o 

nível excitado de mais baixa energia (transição proibida) enquanto que a violaceína 

em polímero no estado sólido (que absorve em 260 nm)  possui o nível excitado de 

mais alta energia, caracterizando o “ blue-shifted”. 
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Figura 33: Espectros de fluorescência (λexc = 370 nm) e excitação (λem = 416 

nm) de solução de violaceína (2.32 mMol L-1) com várias quantidades de PCL: 0.1 

(⋅⋅⋅⋅⋅), 0.2 (----), and 5.5 mg L-1 (). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Espectros de absorção (⋅⋅⋅⋅⋅) e fluorescência () de violaceína 

incorporada às microesferas de PCL; espectro de fluorescência de cristais de 

violaceína (----). 
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b. Fotofísica no estado estacionário e resolvida no tempo: violaceína livre e 

encapsulada, no estado sólido  

 

A violaceína no estado sólido não é fluorescente no intervalo de 200-600 

nm, enquanto que a incorporada na matriz polimérica é fluorescente. A 

organização molecular da violaceína presente nas microesferas é necessariamente 

diferente que no estado cristalino, ambos no estado sólido. Como ocorre com 

outros corantes, as interações corante-corante na fase cristalina não levam à 

emissão enquanto que a predominância das interações polímero-violaceína levam a 

uma resposta emissiva. Este resultado concorda com alguns trabalhos que 

investigam corantes na presença de polímeros. A dexorubicina incorporada a 

nanoesferas de poli(isohexilcianoacrilato), que formam espécies com diferentes 

estruturas  por utilizar diferentes metodologias para o encapsulamento 

(dexorubicina livre, incoporada durante o processo de polimerização e apenas 

adsorvida a partícula pré-formada)115. Foi observada emissão de violaceína quando 

adsorvida em microesferas de PCL, centrada em λem = 360 nm, com um longo 

prolongamento no intervalo 450-550, associada com a emissão azul visualizada nas 

imagens de fluorescência. O espectro de reflectância mostra absorção em 260 nm 

(Figura 34).  

O tempo de vida de fluorescência de um fluoróforo representa o tempo 

médio que ele passa no estado excitado antes de chegar ao estado fundamental e é 

sensível ao ambiente químico em que é encontrado. A técnica que escolhemos para 

estudar o tempo de vida da violaceína presente nas microesferas foi a de contagem 

de fótons unitários correlacionada com o tempo (mais conhecida como “time-

correlated single-photon counting”). A amostra foi excitada através de uma fonte 

pulsátil de luz de freqüência alta, e a resposta da amostra a estes pulsos 
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(decaimento emissivo) é rapidamente detectada e  permite  a contagem do 

fóton emitido após a relaxação da molécula do estado excitado para o fundamental. 

O método “time-correlated single-photon counting” reconstrói o perfil de 

decaimento no intervalo de tempo entre o fóton emitido e o pulso de excitação. 

 As microesferas contendo violaceína foram estudadas quanto ao tempo de 

vida de fluorescência e distribuição destes tempos de vida. Devido ao fato de 

diferentes fluoróforos terem tempos de decaimento distintos, diferentes populações 

de fótons podem ser detectadas no estado excitado, dando informação sobre a 

microheterogeneidade da partícula, se houver diferentes ambientes moleculares 

para este fluoróforo.  

A Figura 35 mostra o perfil da curva de decaimento de fluorecência da 

violaceína incorporada em microesferas de PCL ( λem = 370 nm e λexc = 276 nm). 

Trata-se de um gráfico de intensidade de fluorescência da amostra versus o tempo 

(em ns), em que se faz um ajuste exponencial (teórico) selecionando os os tempos 

de vidas que levam ao melhor ajuste possível. A análise das curvas de decaimento 

temporal foi feita pelo método de mínimos quadrados não linear, minimizando o 

parâmetro χ2. A curva experimental foi consruída a partir da função 

multiexponencial:  
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Em que τ1, τ2, and τ3 são os tempos de vida de fluorescência e Ai são os 

termos pré-exponenciais. Excluindo o componente de espalhamento da lâmpada, 

dois tempos de decaimento foram observados: um mais longo (τ1 = 14.0 ns) e outro 

mais curto (τ2 = 3.6 ns). Decaimentos biexponenciais são usualmente observados 
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em meios microheterogêneos e são atribuídos à presença de duas populações 

de violaceína: uma população de moléculas está completamente isolada e não 

interage com outra dentro do tempo de vida do estado excitado. O tempo de vida 

mais longo é atribuído a esta população. A segunda população exibe significante 

supressão da fluorescência, a qual é originada de moléculas que ou são agregados 

no estado eletrônico fundamental ou formam excímeros e exiplexos116.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Histograma de emissão de fluorescência para o sistema micrométrico 

contendo violaceína; λexc = 276 nm, λem = 370 nm.  
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4.2. Sistema nanométrico PLGA-PLURONIC-PVA-violaceína –água-acetona 

 

4.2.1. Metodologia de formulação das nanoesferas poliméricas pelo método de 

nanoprecipitação. Eficiência de encapsulação e cinética de liberação.  

  

Nanoesferas pertencem a uma classe de sistemas multifásicos na qual uma 

ou mais microfases estão dispersas em uma matriz contínua de composição ou 

estado físico diferente. A principal característica das suspensões de nanoesferas é a 

grande área interfacial entre as fases dispersa e contínua. Dispersões coloidais são 

metaestáveis e podem exibir significante estabilidade cinética, que previne 

agregação.  

O método da “nanoprecipitação” é o chamado método do deslocamento de 

solvente, no qual o polímero, o fármaco e se necessário um surfatante lipofílico são 

dissolvidos em um solvente miscível em água, como acetona.  

A fase orgânica é vertida, sob agitação, sobre uma fase aquosa, contendo 

surfatante. Nanoesferas são formadas instantaneamente (separação de fases 

líquido-líquido) com rápida difusão do solvente e agregação do polímero em gotas 

individuais117. As nanopartículas são formadas por rápida difusão do solvente, que 

é eliminado sob pressão reduzida e ocorre agregação do polímero como uma fase 

separada. 

As nanoesferas preparadas pelo método de “nanoprecipitação” formam-se 

quase que instantaneamente, pois a força dirigente é a separação de fases. A 

Figura 36 mostra o aspecto da dispersão assim que a fase orgância foi adicionada. 

Nota-se uma grande homogeneidade da dispersão, sem a presença de coágulos e 

um tom azulado devido ao espalhamento causado pela dispersão das nanoesferas. 
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Figura 36: Aspecto das nanoesferas preparadas por separação de fases de polímero 

pré-formado. 

 

A formação e o tamanho pequeno das partículas pode ser entendido, se 

pensarmos que elas se formam devido a uma separação de fases líquido-líquido, 

após adição da fase orgânica, tendo-se uma fase rica em material polimérico,118 

(interior da micela, hidrofóbico) e outra rica em acetona e água 119 

A quantificação da massa total de violaceína incorporada às nanoesferas é 

importante para a aplicação nos ensaios biológicos in vitro. O resultado desta 

quantificação foi o seguinte (duplicatas, I e II):  

 

a. Amostra (I ): 0,0100 g de formulação em 11,0 mL de acetona  

C = 1,495 x 10-5 g de violaceína/ mL de solvente.  

Massa total de violaceína (g): 1,644 x 10-4 g de violaceína. 

A  amostra I possui, portanto 1,628 x 10-2 g de violaceína/g de formulação.  

 

b. Amostra (II ): 0,0100 g de formulação em 11,0 mL de acetona  
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C= 1,362 x 10-5 g de violaceína/ mL de solvente. 

Massa total de violaceína: 1,498 x 10-4 g de violaceína.   

A amostra II possui, portanto 1,498 x 10-2 g de violaceína/g de formulação.  

 

Existem (0.016 ± 0.002) mg de violaceína/mg de formulação de 

nanopartículas.A  eficiência de encapsulamento obtida, em relação à massa de 

violaceína inicialmente adicionada (4 mg): 0,0018 g de violaceina incorporada 

/0,004 g (total de violaceína adicionada) * 100 ≅ 45% de violaceína foi 

aproveitada. 

A cinética de liberação de violaceína encapsulada, em meio contendo 

Pluronic a 10%, está mostrada na Figura 37. A liberação foi acompanhada por 

UV-vis (580 nm) durante 144 horas, em intervalos de 24 horas, em sistema 

fechado. 

 

Figura 37: Perfil de liberação in vitro de violaceína com o tempo de 

nanopartículas de PLGA-PLURONIC-PVA, acompanhada por 144 horas, em 

intervalos de 24 horas. 
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A quantidade total encapsulada é de (0,016 ± 0,002) mg de violaceína/mg de 

formulação. Neste ensaio, foram adicionados 6 mg de formulação, veiculando-se, 

portanto, 0,096 mg de violaceína. Logo, a concentração final de violaceína 

esperada no frasco no final do ensaio, considerando-se o desvio padrão, é de (0,056 

± 0,007) 10-3 mol L-1.  

Observando-se o gráfico, nas primeiras 24 horas ocorreu um “burst” 120, em 

que quase a quantidade total de violaceína foi liberada. Em seguida esta 

concentração não variou mais, atingido um patamar, cujo valor indica que todo o 

composto foi liberado da matriz polimérica. 

 

4.2.2. Caracterização morfoquímica das nanoesferas 

 
 
a. Microscopia eletrônica de varredura  

 

As nanoesferas de PLGA contendo violaceína foram observadas por 

microscopia eletrônica de varredura, com elétrons secundários. Durante esta 

caracterização, ocorreu deformação e fusão de algumas partículas devido à 

exposição à temperatura alta conferida pelo feixe de elétrons e, portanto, as 

imagens tiveram de ser rapidamente capturadas.  

 A primeira observação que pode ser feita com relação à morfologia destas 

nanoesferas é que elas apresentam diferenças de tamanho bem menor quando 

comparadas às microesferas, como se pode observar na Figura 38. Este fato pode 

ser entendido, se pensarmos na rápida difusão da acetona após a 

“nanoprecipitação” (separação de fase) e no crescimento das nanoesferas no núcleo 

de micelas do copolímero-bloco Pluronic (PEO-PPO-PEO). Este núcleo funciona 
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como um ambiente lipofílico no qual as cadeias de polímero podem ficar 

confinadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Nanoesferas de PLGA-PLURONIC-PVA contendo violaceína 

mostrando pouca diferença em diâmetro. Imagens obtidas por SEM, 20 kV, em 

aumento de 1500 x. 
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É importante notar que embora as partículas pareçam ter sofrido 

coalescência, este fato não se verifica: houve boa redispersão das nanoesferas em 

água. O que ocorre é a formação concomitante de traços de gel, provavelmente 

originados da dissolução de PVA de alta massa molar. A presença deste gel 

permeando as partículas foi observado por microscopia confocal, como descrito no 

iten b desta sessão. 

Uma característica morfológica muito interessante é o confinamento da 

nanoesferas mostrando padrões não regulares de organização. Em alguns casos até 

mesmo uma discreta auto-organização é observada, formando estruturas esféricas 

grandes compostas por nanoesferas (Figuras 39 e 40). O que aparentava agregados 

macroscopicamente refere-se a estruturas como estas e por isso flutuavam no ar 

quando se faziam amostragens das partículas para análise no microscópio. 
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Figura 39: Nanoesferas de PLGA-PLURONIC-PVA-violaceína mostrando 

padrões não regulares de organização. Imagens obtidas por SEM, 20 kV, em 

aumento de (a): 5000 x, (b): 4000 x, (c): 2500 x. 

1

(b) 

(c) 
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Figura 40: Nanoesferas formadas no sistema PLGA-PLURONIC-PVA, mostrando 

auto-organização, em aumentos sucessivos: (1) 950x, (2) 3000x e (3) 8000x. 

 

A técnica de microscopia eletrônica de varredura foi útil também para 

verificar a extensão da degradação nas partículas do sistema PLGA-PLURONIC-

(1) 
(2)

(3) 
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PVA, após o ensaio de cinética de liberação em meio tampão fosfato pH=7.4 a 

37 0C. As amostras ficaram em contato com o tampão por aproximadamente 50 

dias. Observa-se na Figura 41 que as nanopartículas se degradam por 

desflolhamento, o que é uma informação acerca de sua estrutura, provavelmente 

formada por estruturas em lamelas compactadas. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 41: Nanoesferas formadas no sistema PLGA-PLURONIC-PVA, após 50 

dias em meio tampão fosfato pH=7.4 a 37 0C. 

Estas lamelas apareceram também nas microesferas, como notamos em um 

detalhe (seta) na Figura 42. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Microesferas formadas no sistema PCL-Tween 40-água-vioaceína-

EtAc mostrando heterogeneidade. 



105

 

b. Microscopia de varredura a laser confocal 

 
Em uma tentativa para verificar se há algum indício de diferença na 

composição entre os domínios do gel ( provavelmente advindos do PVA, que 

possui dificuldade de dissolução) e das nanopartículas, foi feita uma análise da 

dispersão por microscopia confocal. Este resultado mostrou que houve dupla 

fluorescência (Figura 43): verde (para a partícula, λ obtido por filtro passa-banda 

de 505 a 530 nm) e vermelha (para o gel, λ acima de 570nm ). Este resultado foi 

obtido por “multitracking”, ou seja, as imagens foram adquiridas ao mesmo tempo, 

independentemente. De fato nanopartículas pertencem a um domínio e gel a outro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43: Dupla  fluorescência em microscopia confocal : diferentes domínios do 

gel e das nanoesferas. 

Composição das  
duas imagens  
Gel + nanopartículas 

Nanopartículas + violaceínaGel 
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c. Microscopia Eletrônica de Transmissão  

 

A Figura 44 apresenta micrografias eletrônicas de transmissão das 

nanoesferas de PLGA-PLURONIC-PVA, com imagens obtidas em campo claro.  

As micrografias  obtidas por TEM mostraram que as nanopartículas com ou 

sem violaceína não são formadas por uma matriz maciça. Elas podem possuir 

estrutura folheada, em camadas superpostas. Este fato se pode observar na 

heterogeneidade (como em microesferas) das partículas contendo violaceína 

(figura 14-a) ou nas laterais das partículas em aumentos maiores (setas em 14-b); 

há muitos espaços vazios no interior da partícula provocados pela presença de 

partículas ainda menores, contrariando o sistema monolítico defendido na literatura 
121.  

Concluímos que o interior da nanopartícula não é um contínuo, mas é 

formada por estruturas esféricas finamentes divididas, que podem ser agregados de 

cadeias poliméricas. Este fato questiona a uniformidade das micro e nanoesferas 

“maciças” corrente na literatura, comumente classificadas como estruturas 

matriciais, monolíticas. Esta definição clássica deve ser vista com cuidado, uma 

vez até mesmo a presença de água nas gotículas de fase orgânica pode levar à 

microheterogeneidade no interior das esferas. 
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Figura 44: Nanopartículas formadas no sistema PLGA-PLURONIC-PVA 

contendo violaceína, evidenciando estrutura em camadas e a presença de esferas 

menores em seu interior. 



108

 

4.2.3. Diâmetro médio por espalhamento de luz dinâmico (DLS) e  potencial 

zeta (ζ) na superfície de cisalhamento 

 

Os resultados de diâmetro médio das partículas (controle e com violaceína) 

estão apresentados na Tabela 1. 

   

Tabela 1: Medidas de diâmetro médio das nanopartículas de PLGA obtidas por 

mobilidade eletroforética das partículas. 

 

Medidas 

(nm) 

 

Nanopartículas 

(controle) 

 

Índice de 

polidispersidade 

(controle) 

 

Nanopartículas 

(com 

violaceína) 

 

Índice de 

polidispersidade

(com violaceína)

diâmetro 1  553.7 0.305 814.4 0.302 

diâmetro 2  507.0 0.257 802.4 0.288 

 

Estes valores representam o diâmetro efetivo das nanopartículas. 

Normalmente este diâmetro é maior que o observado nas microscopias. Isto é 

devido à presença, na superfície das partículas, de uma camada de hidratação e 

também devido à adsorção de cadeias poliméricas do surfactante, que se projetam 

em direção à fase aquosa (forte solvatação) e são denominadas “cabelos” (hairs), 

ocasionando um aumento do diâmetro (hidrodinâmico, efetivo) da partícula.122  É o  

caso aqui, em que provavelmente temos cadeias de PLURONIC adsorvidas na 

superfície e expostas à água. 

Os índices de polidispersidade são baixos e sua flutuação se deve à possível 

presença de resíduos de surfactante solubilizados. As partículas contendo 

violaceína apresentam 330 nm em média a mais no diâmetro, o que ainda não é 

muito entendido. A literatura mostra casos de um aumento no tamanho mas 
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também de diminuição, após incorporação do fármaco123,124. Há algumas 

hipóteses: a presença da violaceína no meio altera o tamanho crítico das gotas na 

separação de fase, pode indicar maior solvatação pela água (cadeias mais relaxadas 

expõe melhor os grupos carboxilato ao exterior) ou maior adsorção de Pluronic na 

superfície de partículas bastante hidrofóbicas pela presença de violaceína. A 

formação das partículas é alterada pela presença do fármaco, como por exemplo, 

nos casos em que a presença de perfloxacina adicionada durante a preparação em 

nanopartículas de poli(alquicianoacrilato), na presença de Pluronic,  prolongava o 

tempo de polimerização, levando à obtenção de partículas com mais alta massa 

molar. 125 

As medidas de potencial zeta se baseiam no seguinte: a carga líquida na 

superfície da partícula afeta a distribuição de íons na sua vizinhança, aumentando a 

concentração de contraíons junto à superfície. Assim, forma-se uma dupla camada 

elétrica na interface da partícula com o líquido. Essa dupla camada divide-se em 

duas regiões: uma região interna que inclui íons fortemente ligados à superfície e 

uma região exterior onde a distribuição dos íons é determinada pelo equilíbrio 

entre forças eletrostáticas e movimento térmico. Dessa forma, o potencial nessa 

região decai com o aumento da distancia da superfície até uma distância 

suficientemente grande, atingir o potencial da solução. Esse potencial é 

convencionado como potencial zero. Em um campo elétrico, como em 

microeletroforese, cada partícula e os íons mais fortemente ligados à mesma se 

movem como uma unidade, e o potencial no plano de cizalhamento entre essa 

unidade e o meio circundante é chamada potencial zeta (Figura 45). 
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Figura 45: Esquema representativo da dupla camada elétrica. 

 

 Quando uma camada de macromoléculas é adsorvida na superfície da 

partícula, ela move o plano de cisalhamento para longe da superfície, alterando o 

potencial zeta. O potencial zeta é função da carga superficial da partícula, de 

qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composição do 

meio que a circunda. 

Os valores medidos de potencial zeta para o controle e para nanopartículas 

contendo violaceína estão apresentados na Tabela 2. O valor do potencial zeta para 

nanoesferas contendo violaceína é mais negativo que para nanoesferas sem 

violaceína. Uma possível explicação para isso é a ionozação dos grupos 

carboxílicos presentes como grupos pendentes no polímero, que se posicionam na 

interface partícula/água devido à relaxação das cadeias poliméricas intumescidas. 

Pode ter ocorrido um desbalanceamento de íons no plano de Stern, o que reflete na 
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superfície de cisalhamento 126 

Tabela 2: Medidas de potencial zeta (ξ) das nanopartículas de PLGA por 

espectroscopia de correlação de fótons. 

 

 

Medidas (mV) 

 

Nanopartículas (controle)

 

Nanopartículas 

(com violaceína)) 

potencial 1  -2,66 ± 0.80 -11,30 ± 0.55 

potencial 2  -1,49 ± 0.98 -12,06 ± 0.99 

 

  

4.2.4. Medidas de Tensão Superficial e Interfacial  

 

Para simularmos o sistema de emulsão utilizado neste trabalho, nas mesmas 

concentrações das usadas na preparação, medimos a tensão interfacial entre água e 

solução de violaceína em acetato de etila (EtAc) (acetona não seria possível, pois é 

miscível em água) nas seguintes condições: água/solução de violaceína em EtAc; 

água/solução de violaceína em EtAc com PLURONIC + PVA, água e cada 

surfatante separados e misturados (Tabela 3). 
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Tabela 3: Medidas de tensão superficial (para as soluções) e interfacial para os 

sistemas bifásicos utilizados nas emulsões para a preparação de nanopartículas. 

Amostra Tensão Superficial / Interfacial (mN m-1)

água deionizada 73.45 ± 0.91 

solução aquosa de PVA 2.5% 53.82 ± 0.16 

solução aquosa de F-68 2.5% 47.68 ± 0.14 

solução aquosa de PVA+F-68 2.5% 48.5 7± 0.15 

água + violaceína em EtAc (2 fases) 25.90 ± 0.62 (interfacial) 

água + violaceína em EtAc 

com PVA+F-68 2.5 % (2 fases) 

29.49 ± 0.37 (interfacial) 

 

Estes resultados mostram três fatos importantes:  

1.Há um abaixamento próximo da tensão superficial da água quando se troca 

PVA por F-68, sendo melhor o F-68; 

2.Não há vantagem (em termos de redução da tensão superficial) em se 

adicionar 2 surfactantes; o abaixamento é igual ao provocado pelo F-68;  

3. a tensão interfacial de um sistema água/óleo é semelhante com e sem 

surfactante, o que indica que a estabilização é devida à maior viscosidade do filme 

interfacial devido à adição de PVA.  

 

4.2.5. Atividade biológica das nanoesferas em cultura de células 

 
a. Citotoxicidade e viabilidade celular 

 
A citotoxicidade basal da violaceína incorporada em nanoesferas foi 

comparada à de violaceína livre, em cultura de células V79 (linhagem de 
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fibroblastos) e HL-60 (linhagem leucêmica promielocítica humana), através de 

uma série de testes de citotoxicidade in vitro, que estão analisados a seguir: a 

redução do MTT, atividade de fosfatase, método de exclusão do azul de tripan e  

incorporação do vermelho neutro. 

 

a.1. Redução do MTT e Atividade de Fosfatase  

O ensaio de redução do MTT se baseia na redução do sal MTT (brometo de 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio), um substrato amarelo escuro 

solúvel em água, pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase de células 

viáveis, originando como produto o formazan, um composto azul escuro solúvel 

em solventes orgânicos127. A enzima succinato desidrogenase atua como uma 

doadora de elétrons na redução do MTT, através da succinato desidrogenase 

mitocondrial. De fato, este ensaio avalia predominantemente o balanço redox 

NAD+/NADH. Este processo ocorre apenas quando a mitocôndria está viável, ou 

seja, com o sistema enzimático funcionamento corretamente, mantendo a atividade 

de desidrogenases 128. O MTT (composto tetrazólico) é bioreduzido pelas células 

em um produto colorido, formazan (sal tiazólico). Esta conversão provavelmente 

ocorre às custas de NADPH ou NADH produzidos por desidrogenases em células 

metabolicamente ativas129. 

Uma vez que esta conversão ocorre apenas em células vivas, a quantidade de 

formazan produzida é proporcional ao número de células viáveis na cultura. Os 

valores de absorbância sendo menores que o controle indicam uma redução na taxa 

de proliferação celular e o contrário é observado no caso de haver proliferação.  

O outro parâmetro de citotoxicidade medido foi a atividade de fosfatases,  

hidrolases que utilizam como substrato monoésteres e participam de diversos 

eventos de fosforilação envolvidos em mecanismos de transdução de sinais 

controlando o crescimento e a diferenciação celular130. Trata-se de um método 
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geral para avaliar viabilidade celular: se a célula estiver viva, estará com 

atividade das enzimas fosfatases alta. Logo, coloca-se um substrato (p-

nitrofenilfosfato, incolor) que  sofre a ação da enzima fosfatase, perdendo o grupo 

fosfato na posição para e originando o  p-nitrofenol. O p-nitrofenol, quando em 

meio alcalino, é está em ressonância com o anel quinônico, originando uma cor 

amarela. 

Com estes dois ensaios, o efeito citotóxico da violaceína livre e encapsulada 

em nanopartículas foi examinado no crescimento e viabilidade das células tumorais 

HL60 após 72 h em cultura.  

Os resultados de redução do MTT e atividade de fosfatase estão apresentados na 

Figura 46. Com a violaceína livre a viabilidade celular diminuiu após o tratamento 

de forma dose-dependente. O valor de IC50  da violaceína livre para os dois ensaios 

foi de 0,6 e 0,7 µ Mol L-1, respectivamente. 

A violaceína encapsulada foi menos citotóxica quando comparada com a livre 

Figura 46, tanto pelo ensaio do MTT (na concentração de 2 µ mol L-1 houve 40% 

de redução na viabilidade celular), quanto por atividade fosfatásica (IC50 próximo 

de 1,40 µ mol L-1).  

Para a linhagem de células V79 a violaceína livre apresentou uma 

citotoxicidade na concentração de 5,0 µ mol L-1 e a encapsulada  de  2,0 µ mol L-1  

(pelo método de redução do MTT). 

A menor citotoxicidade por conta das nanoesferas contendo violaceína pode 

se referir a uma hipótese: o ensaio de MTT responde melhor à violaceína livre no 

meio. Há dificuldade de liberação de violaceína para o meio de cultura que possui 

muito pouco DMSO, não solubilizando violaceína liberada. Adicionalmente, 

veremos à frente que as partículas foram boas indutoras de apoptose, o que sugere 

que o par violaceína+partícula seja o sistema ativo, sendo a liberação um fator 

secundário. 
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Uma grande vantagem das nanoesferas neste ensaio de MTT é a 

possibilidade de ministrar doses altas de violaceína sem matar todas as células, 

viabilizando o ensaio em doses maiores. Outra vantagem é a proteção de violaceína 

enquanto na matriz polimérica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Viabilidade das células HL60 tratadas com a violaceína ou com a 

violaceína/PLGA durante 72h avaliada através da redução do MTT e atividade 

fosfatásica (PTP). Cada ponto representa a média + desvio padrão de três 

experimentos em seis replicatas. 
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a.2. Exclusão do Azul de Tripan  

 

A análise da viabilidade celular da cultura HL60, evidenciada com o auxílio 

de corantes, neste caso o azul de tripan, foi feita com o método de Exclusão do 

Azul de Tripan. Esta técnica é utilizada para avaliar a integridade da membrana 

celular e neste caso o fenômeno que chamamos de morte celular está baseado em 

mudanças da permeabilidade da membrana. Na célula morta, não viável,  este 

corante se difunde rapidamente para dentro do citoplasma, sendo incorporado.131  

Os resultados estão na Figura 47, mostram o número de células viáveis, 

excluindo-se as coradas com o Azul de Tripan. Por estes resultados percebe-se que 

nenhuma morte celular importante ocorre nos períodos de 6 h e 12 h. As variações 

são mais notórias a partir de 48 h, em que há diminuição das células viáveis com 

violaceína encapsulada na concentração de 2 µ mol L-1 em violaceína. O composto 

livre foi citotóxico com 1 µ mol L-1, após 72 h. O tratamento das células durante 72 

h com a violaceína livre (1 µ mol L-1) e encapsulada em nanopartículas (2 µ mol L-

1) afetou em cerca de 50% o crescimento das células, resultados que reforçam as a 

tendência do ensaio anterior. 

 



117

 

Figura 47. Número de células HL60 viáveis após diferentes tempos de tratamento 

com a violaceína ou com a violaceína/PLGA avaliado através da exclusão do 

corante azul de Tripan. 

 

Para se avaliar a citotoxicidade das nanoesfras contendo violaceína em 

linhagem não tumoral foi escolhida a cultura V-79 (fibroblastos de Hamster 

chinês), na faixa de concentração de 0 a 30 µ mol L-1 de violaceína. A toxicidade 

foi avaliada por três experimentos diferentes: atividade de proteína fosfatase, 

redução do MTT e incorporação de vermelho neutro. Este último (teste do 

vermelho neutro) evidencia viabilidade celular por coramento. O vermelho neutro, 

corante solúvel em água, pode atravessar a membrana plasmática, concentrando-se 
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nos lisossomos. Se a membrana estiver danificada, há um decréscimo na 

captura do vermelho neutro.  

Como a análise por fosfatase não atingiu o IC50 , foram aplicados os outros 

dois métodos. A Redução do MTT  forneceu IC50 = 2,0 µmol L-1 e a incorporação 

de vermelho  neutro forneceu um IC50 = 5,0 µmol L-1.  

A citotoxicidade de violaceína livre em V79 por MTT atingiu IC50 = 5,0 

µmol L-1, o que mostra que o sistema encapsulado pode ainda ser tóxico para 

linhagens não tumorais. 

 

b. Determinação da Diferenciação Celular através da Redução do NBT 

 

A terapia diferenciadora é baseada no desenvolvimento e uso de agentes 

especificamente selecionados, capazes de reiniciar ou iniciar o processo de 

diferenciação e eventual eliminação das células tumorais, com restauração do 

equilíbrio celular normal (homeostasia). A maioria das células tumorais permanece 

em um estado altamente proliferativo, devido à incapacidade de sofrerem 

maturação terminal em direção a células adultas, com capacidade não replicativa. 

Portanto, a perspectiva terapêutica para leucemias consiste na tentativa de controlar 

esta proliferação pela exposição das células tumorais a agentes antineoplásicos 

indutores de diferenciação celular terminal. As células da leucemia promielocítica 

HL60 representam um modelo para estudos dos mecanismos envolvidos na 

indução de diferenciação e apoptose em resposta a agentes anti-tumorais, por 

constituírem uma linhagem de células bloqueadas para diferenciação no estágio de 

promielócitos132 .  

As células HL60 quando diferenciadas em monócitos, macrófagos e 

granulócitos maduros produzem ânions superóxidos (O2
-•) quando estimuladas 
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com acetato de forbol-tetradecanoila. O ânion superóxido reduz o NBT 

produzindo depósitos de nitro blue diformazan (NBD) de cor preto-azulado133 .  

Os dados observados na Figura 48 mostram a quantificação da redução do 

NBT. A violaceína livre e encapsulada induziram diferenciação celular nas 

concentrações testadas. A violaceína livre induziu diferenciação em torno de 30 a 

40% nas diferentes concentrações e nos diferentes tempos de tratamento (12, 24, 

48 e 72 h). Em contraste, a violaceína/PLGA induziu diferenciação celular mais 

acentuada somente na concentração de 1,5 µM, sendo que no tempo de 48 h 

chegou a 100% de diferenciação celular. Este tempo de 48 horas sugere que 

diferenciação pode ser dependente, como nos ensaios de citotoxicidade, da 

violaceína que foi liberada da partícula.  

 

Figura 48. Redução do NBT por células HL60, induzidas a diferenciação, por 

violaceína livre e encapsulada em nanoesferas. Os dados mostrados são expressos 

como a porcentagem em relação ao controle (considerados como 100%) e são a 

média da quintuplicata ± SD. O número de células foi fixado em 1,0 x 106. 
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c. Indução de morte celular por apoptose. Marcação com anexina V-FITC/PI 

analisada por citometria de fluxo.  

 

Um citômetro de fluxo134 é um instrumento dinâmico em que a amostra a ser 

analisada é movida passando pelos sistemas de excitação e detecção como 

mostrado na Figura 49. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49: Esquema de um citômetro de fluxo 

 

Durante a leitura, a dispersão de células marcadas com composto 

fluorescente desce sob pressão em um capilar. Neste caminho a corrente de células 

é exposta por 1-10µs a um feixe de laser, que deflagará um “burst” de fótons. Estes 

fótons, com auxílio de espelhos dicróicos e filtros, são detectados em um 

fotodetector. Pelo uso de marcadores apropriados é possível identificar diferentes 

células que passam através do feixe de laser. É possível se acoplar sistemas nos 

quais células que passaram pelo laser sejam separadas por aplicação de campo 
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magnético que deflete seu caminho para vários compartimentos, utilizando-se 

vários fluoróforos. 

Este sistema foi útil para nós na verificação de ocorrência de apoptose nas 

células HL60. Este é um dado de grande importância, pois um dos principais 

objetivos da quimioterapia atual é a destruição das células tumorais pela indução 

de morte celular por apoptose 135. Diferentes compostos podem regular o 

crescimento de células tumorais e/ou tumorigênese via indução de apoptose136 . 

Como a maioria dos indutores de diferenciação em células da leucemia induz 

apoptose, nós verificamos se a citotoxicidade da violaceína livre e encapsulada foi 

devido à indução de apoptose.  

Em resultados anteriores do grupo137  foi demonstrado que a violaceína 

induz apoptose em células HL60. A indução de apoptose foi demonstrada através 

da visualização da condensação cromatínica, uma alteração morfológica típica do 

processo apoptótico.  

Dando continuidade aos estudos dos mecanismos de ação da violaceína livre 

e encapsulada sobre as células HL60, com o intuito de obter evidências 

bioquímicas de indução de apoptose destas formulações, tratamos as células 

leucêmicas com a forma livre e particulada por 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 h em 

concentrações de 0,5; 0,8 e 1 µ mol L-1 (violaceína) e 1; 1,5 e 2 µ mol L-1 

(violaceína/PLGA), seguido de marcação com anexina V-FITC (proteína anexina 

V unida à isotiocianato de fluoresceína) e iodeto de propídeo. Estas concentrações 

foram escolhidas por estarem próximas aos valores de IC50 das formas livres e 

particuladas.  

O método se baseia na translocação da fosfatidilserina para a face externa da 

membrana plasmática, fato que ocorre nas fases iniciais da apoptose, e forma um 

complexo com Anexina V-FITC. Este complexo permite  a detecção de processo 

apoptótico, indicado por fluorescência no verde. Por outro lado, na célula que 
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tenha sofrido necrose, a membrana está extremamente danificada e não exclui 

corantes, como o iodeto de propídeo,fluorescendo no vermelho.  

A Figura 50 (A) mostra a porcentagem das células apoptóticas determinada 

por citometria de fluxo. Apoptose afeta aproximadamente 55% das células após 12 

h de tratamento com nanoesferas contendo violaceína na concentração at 2 µ mol 

L-1.   

Nos dados de citometria de fluxo (Figuras 50-a e 50-b) observamos dois 

citogramas (à esquerda) e seus respectivos histogramas (à direita), com as 

correspondentes marcações por anexina V-FITC e iodeto de propídeo (PI) após 

tratamento de células HL60. O quadrante inferior esquerdo de cada “dot plot” 

representa células viáveis (anexina V-/PI-), o quadrante inferior direito representa 

as células em apoptose precoce ou inicial (anexina V+/PI-), o quadrante superior 

direito mostram as células em apoptose tardia ou necrose secundária (anexina 

V+/PI+) e o quadrante superior esquerdo representa as células em necrose (anexina 

V-/PI+).  

Como exemplos temos a  Figura 50 (B), que não mostra apoptose, após 48 h 

de tratamento com nanoesferas sem violaceína (controle). Por outro lado, em 

Figura 50 (C) após 12h de tratamento com nanoesferas de PLGA contendo 

violaceína tem-se aproximadamente 50% das células em apoptose. Os valores em 

porcentagem representam a soma dos valores correspondentes aos quadrantes 

superior e inferior direitos, fornecidos pela análise estatística do programa Cell 

Quest.  

A Figura 50 (D) mostra uma imagem de microsocpia de fluorescência das 

células HL-60 tratadas, após exposição aos reagentes: vermelho significaria 

necrose, verde apoptose e o vermelho-verde mostra os dois fenômenos, sugerindo 

apoptose tardia.   
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Figura 50: Porcentagens de apoptose induzida pela violaceína em sua forma livre 

e encapsulada em nanoesferas de PLGA em diferentes tempos de exposição e 

concentrações baseadas nos dados obtidos por análise em citometria de fluxo. 

 

De modo geral, foi observado a apoptose já a partir de 3h de tratamento com 

a violaceína livre (1 µM) e com a violaceína encapsulada (1 µ mol L-1e 1,5 µ mol 

L-1) e também, tanto a violaceína livre quanto encapsulada induziram mais 

eficientemente a morte celular por apoptose após 12 h de tratamento 
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Duas técnicas complementares para avaliação de apoptose foram 

também empregadas, utilizando-se como critério a integridade mitocondrial:  

“Swelling” Mitocondrial e Medida do Potencial de Membrana (JC1), que serão 

vistos a seguir.  

 

d. Indução de morte celular por apoptose. Análise do “swelling” mitocondrial  

 

A respiração celular  promove um gradiente na concentração de prótons 

entre o interior da mitocôndria e o espaço  que separa suas membranas interna e 

externa – gerando um potencial eletroquímico que a célula usa como fonte de 

energia para fosforilar a adenosinadifosfato (ADP), sintetizando ATP. Portanto, é 

de extrema importância se estudar a impermeabilidade da membrana interna. 

Mesmo prótons, só atravessam essa membrana se transportados por moléculas 

específicas, e essa característica é essencial para a integridade da síntese de ATP e 

também para a saúde da célula 138. 

De fato, constatou-se que a perda de permeabilidade constitui, em muitas 

condições patológicas, um evento chave no processo de morte celular programada. 

Alguns estudos indicam que a liberação de fatores mitocondriais associados a 

apoptose e colapso do potencial transmembrana resultem na formação do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial, o qual permite a passagem de 

componentes das membranas mitocondriais interna e externa para o citosol 139 . 

Outra consequência da abertura de poros de transição de permeabilidade é a 

alteração do volume mitocondrial. Desde que as cristas da membrana mitocondrial 

têm uma larga área superficial quando comparadas à membrana mitocondrial 

externa, a expansão da matriz mitocondrial causa a ruptura da membrana e, 

consequentemente, a liberação de proteínas presentes no espaço intermembranas. 

Segundo Araragi e colaboradores140, o aumento no intumescimento mitocondrial 
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pode ser acompanhado por UV-vis, em que uma diminuição da absorbância é 

indicativo da indução de transição de permeabilidade de membrana mitocondrial. 

Nos experimentos de “swelling” mitocondrial nós obtivemos um crescimento de 

50 % em volume após tratamento com violaceína livre, o que era esperado pela 

indução de apoptose promovida pela violaceína.  

Entretanto, observou-se um resultado surpreendente: um decrescimento 

(uma contração) de 5 a 19% após tratamento com nanopartículas contendo 

violaceína. E mais importante: ao se tratar as células com mistura física de 

nanopartículas (controle, sem encapsular o ativo) + violaceína livre, não se 

observou o intumescimento promovido pela violaceína livre. Estes resultados estão 

apresentados na Tabela 4 e sugerem que violaceína só atua na mitocôndria na 

ausência de partículas.  

De fato, como mostra a Tabela 4, usando diferentes concentrações de 

violaceína (0,5; 0,8 e 1,0 µ mol L-1), foram obtidos aumentos de entumescimento 

mitocondrial de 42 a 63 % em diferentes tempos de tratamento (3 a 24 h) das 

células HL60. Ao contrário, quando as mitocôndrias foram isoladas de células 

tratadas com a violaceína encapsulada este efeito não foi observado e foi verificado 

um aumento na absorbância que, comparados em relação ao controle, indicariam 

uma diminuição no “swelling” mitocondrial. Portanto, os resultados evidenciam a 

indução de transição de permeabilidade de membrana mitocondrial somente pela 

violaceína livre. Em seguida, conduzimos os experimentos utilizando a marcação 

com JC-1, um corante catiônico que traduz o potencial de membrana mitocondrial, 

com o intuito de interpretar adequadamente estes diferentes resultados em relação 

às alterações mitocondriais em células tratadas com a violaceína livre comparada 

com a forma encapsulada. 
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Tabela 4. Porcentagem de aumento ou diminuição (-) de “swelling” 

mitocondrial em células HL60 tratadas em relação ao controle  

TEMPOS DE TRATAMENTO 

AMOSTRAS 
3 h 6 h 12 h 24 h 

Controle - - - - 

Controle (PLGA) - - - - 

Violaceína 0,5 µ mol L-1 63,85% 66,41% 60,48% 46,96% 

Violaceína 0,8 µ mol L-1 61,91% 53,32% 50,03% 48,87% 

Violaceína 1 µ mol L-1 56,83% 49,0% 47,07% 42,37% 

Violaceína/PLGA µ mol L-1  - 9,12%  -  13,48% -  1,26% -  4,73% 

Violaceína/PLGA µ mol L-1 -  4,96% -  18,86% -  3,23% -  5,53% 

Violaceína/PLGA µ mol L-1 -  9,85% -  17,73% -  4,70% -  6,39% 

Violaceína + PLGA 0,5 µ mol L-1 -  23 % -  15 %  -  13 % -  5 % 

Violaceína + PLGA 0,8 µ mol L-1  -  21 % -  10 %  -  11 % -  12 % 

Violaceína + PLGA 1,0 µ mol L-1  -  25 % -  13 % -  15 % -  17 % 

 

 

 

e. Indução de morte celular por apoptose. Análise de transição de 

permeabilidade de membrana mitocondrial  

 

Para confirmarmos se houve dano à mitocôndria, realizamos uma 

determinação precisa do potencial de membrana, que implica em uma transição de 

permeabilidade. Uma diminuição do potencial de membrana indica atividade 
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mitocondrial comprometida, a mesma informação conferida por um 

intumescimento desta organela. Conduzimos, portanto, os experimentos utilizando 

a marcação com JC-1, um corante catiônico que traduz o potencial de membrana 

mitocondrial.  

Esta análise é verificada por citometria de fluxo em que a emissão do 

marcador JC-1 é utilizada como uma medida sensível do potencial de membrana 

mitocondrial. A atividade mitocondrial comprometida (diminuição do potencial de 

membrana) é comfirmada pela menor intensidade de fluorescência na região do 

vermelho após o tratamento. A emissão no vermelho (agregados de JC-1) 

corresponde ao potencial de membrana mitocondrial enquanto que a fluorescência 

no verde (monômeros de JC-1) é indicativa de massa mitocondrial141.   

Os resultados de citometria por JC1 confirmaram comprometimento da 

mitocôndria, com a diminuição do potencial de membrana (∆ψm), tanto para 

violaceína livre como encapsulada. A Tabela 5 e a Figura 51 mostram estes 

resultados.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



128

 

Tabela 5. Porcentagem de decrescimento do ∆ψm comparado às células do 

controle. 

 
 

TEMPO DE TRATAMENTO  

Tratamento 3 h 6 h 12 h 24 h 

Violaceína 0.5 µM 11 % 11 % 12 % 14 % 

Violaceína 0.8 µM 20 % 27 % 35 % 26 % 

Violaceína 1 µM 25 % 40 % 37 % 32 % 

Violaceína /PLGA 1 µM 5 % 4 % 13 % 8 % 

Violaceína /PLGA 1.5 µM 19 % 36 % 21 % 39 % 

Violaceína /PLGA 2 µM 13 % 28 % 13 % 33 % 

Violaceína + PLGA 0.5 µM 10 % 8 % 13 % 5 % 

Violaceína + PLGA 0.8 µM 26 % 42 % 30 % 31 % 

Violacená + PLGA 1 µM 30 % 38 % 42 % 43 % 
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Figura 51:: Potencial de 

membrana mitocondrial 

avaliado por citometria de 

fluxo após incubação com o 

corante JC-1. As células 

foram previamente 

incubadas com a violaceína 

livre e encapsulada em 

diferentes tempos de 

tratamento:  

3 h (A), 6 h (B), 12 h (C) e 

24 h (D). JC-1  quando 

concentrado por 

mitocôndrias respirando 

ativamente forma 

agregados (no espaço 

intermembranas 

predominam intewrações 

JC-1/JC-1   que fluorescem 

em 590 nm.. Em 

concentrações menores, JC-

1 se encontra na forma 

monomérica (interagindo 

com a membrana) e 

fluoresce em 527 nm. Os 

números nos gráficos 

indicam as porcentagens da 

forma monomérica.  
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A emissão de fluorescência do marcador JC-1 verificada por citometria de 

fluxo é utilizada como uma medida sensível do potencial de membrana 

mitocondrial. Ela confirma a atividade mitocondrial comprometida tendo uma 

diminuição do potencial de membrana, indicada pela baixa fluorescência na região 

do vermelho após o tratamento com a violaceína livre e encapsulada nos diferentes 

tempos de tratamento (Figura 51 A-D). A fluorescência na região do vermelho dos 

agregados de JC-1 correspondem ao potencial de membrana mitocondrial.Tanto a 

violaceína livre quanto encapsulada induziram um decréscimo no potencial de 

membrana, variando de acordo com a concentração e tempo de tratamento 

utilizados. Os resultados de citometria indicam uma perda do potencial de 

membrana mitocondrial em tempos relativamente curtos de tratamento (3h) tanto 

com a violaceína livre quanto encapsulada (Figura 51). Porém, a violaceína livre 

foi mais efetiva em induzir alterações no potencial de membrana após 6 h de 

tratamento (concentração de 1 µ ol L-1, 42 % de diminuição no potencial de 

membrana comparativamente às células controle). 

Então, se houve diminuição do potencial de membrana evidenciado pelo 

ensaio do JC1, como se explica a diminuição do volume mitocondrial, se o que 

esperávamos era um intumescimento, concordante com a diminuição do potencial 

de membrana, que mostraria que a mitocôndria não está viável ?  

Foi descoberto que o efeito das nanopartículas (contendo ou não violaceína) 

em inibir o “swelling” mitocondrial é causado pela presença de Pluronic, que tem 

uma capacidade selante da membrana142. O mecanismo pelo qual este surfatante 

polimérico atua já foi demonstrado em neurônios, em que polietielenoglicol (PEO 

ou PEG) exerce efeito neuroprotetor através da interação direta com a 

mitocôndria143, o que promove uma restauração da membrana, protegendo 

neurônios. De fato, a existência da interação membrana mitocondrial-PLURONIC 

mascara o dano à mitocôndria em ensaios por intumescimento, mas não em ensaios 
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por potencial de membrana. Este é um resultado importante deste trabalho, 

uma vez que as partículas de PLGA contendo violaceína têm um efeito dirigido a 

um alvo específico (“target”), a mitocôndria, uma das várias vias de ação que 

podem estar envolvidas concomitantemente.    

 

 

5.CONCLUSÕES 

 

As principais conclusões deste trabalho são: 

 

1) Micro e nanoesferas poliméricas contendo violaceína foram preparadas pelo 

método de emulsão seguida da evaporação de solvente e nanoprecipitação, 

utilizando-se os polímeros biodegradáveis poli(ε-caprolactona) (PCL) e  poli 

(lactídeo-co-glicólídeo) (PLGA). O encapsulamento do composto nas nanoesferas 

poliméricas é viável e mostrou razoável eficiência, com liberação quantitativa de 

violaceína. 

 

2) As micro e nanoesferas foram caracterizadas quanto às suas propriedades 

físico-químicas. Mais especificamente:  

 

a) Verificamos que nanopartículas contendo violaceína possuem potencial zeta 

mais negativo e diâmetro maior quando comparadas às nanopartículas controle, 

sem violaceína. Pensando em sua aplicação, a boa cobertura da superfíce por 

cadeias de surfatante leva a uma facilidade de redispersão em água. Isto pode 

promover maior tempo na circulação sistêmica, pois a nanoesferas pode não ser 

reconhecida pelo sistema reticuloendotelial, devido à cobertura por grupos PO 

(polióxido de etileno) do surfatante. 
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b) Com relação à incorporação de violaceína pelas microesferas de PCL o 

comportamento fotofísico destes sistemas mostrou  diferenças importantes nos 

espectros de emissão e excitação de violaceína livre, em solução com acetato de 

etila e incorporada à microesfera. Este fato leva a um maior entendimento da 

interação corante-polímero. Existem agregados em solução concentrada não 

responsáveis pela emissão, em analogia ao sólido. Em solução diluída 

moléculas não agregadas de violaceína são fluorescentes, asssim como as 

dispersas na matriz polimérica. Foi demonstrado por microscopia confocal que 

a violaceína encontra-se distribuída por toda a matriz. Verificou-se também que 

há diferentes espécies com tempo de vida no estado excitado e que portanto a 

violaceína está incorporada às microesferas de PCL de duas formas: isolada, 

interagindo com a matriz, e  associada a outras moléculas de vioalceína. 

c)  As imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura mostram que a 

superfície das microesferas é lisa. Entretanto, existe heterogeneidade 

morfológica na superfície com a presença de partículas menores, que  podem  

estar adsorvidas nas maiores. Há indício também de superfície formada por 

lâminas finas de material polimérico e surfatante, que se descolam em meio 

aquoso. O interior da nanoesferas de PLGA possui multidomínios e 

descontinuidade, com presença de estruturas esféricas de menor tamanho. Este 

fato questiona a uniformidade das micro e nanoesferas “maciças” corrente na 

literatura, comumente classificadas como estruturas matriciais, monolíticas.  

d) Há uma distribuição concordante para N e O pertencentes à violaceína na 

superfície da microesfera polimérica.  

e) A determinação da tensão superficial e interfacial entre as fases orgânica e 

aquosa contendo o surfatante e PVA mostra que o fator termodinâmico de fato 

não é o responsável pela estabilidade destes sistemas. Esta estabilidade depende 
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do efeito estérico promovido pelo surfatante na interface e também do 

aumento de viscosidade do meio, conferido pelo PVA. 

 

3). Estudos de citotoxicidade da violaceina livre e encapsulada em micro e 

nanoesferas foram realizados em linhagens de célula tumoral e mostraram que o 

sistema nanoparticulado é citotóxico para linhagem tumoral HL60 e que permite se 

adicionar violaceína muito acima de seu IC50 quando livre. Ou seja,  a realização 

de ensaios em concentração maior de violaceína, que não seria possível com 

violaceína livre, é possível com violaceína encapsulada em nanoesferas.  

 

4). No tempo de 48 h a violaceína encapsulada (1,5 µM) induziu cerca de 100% de 

diferenciação celular. Este resultado é importante, uma vez que o controle da 

proliferação celular é modulado pelo processo de diferenciação: em células 

normais o progresso em direção à diferenciação terminal conclui a proliferação 

celular, enquanto que em células neoplásicas, o bloqueio no processo de 

diferenciação constitui possível causa de proliferação celular descontrolada. 

 

5). Baseado nas mudanças de ∆ψ mitocondrial, tanto violaceína livre quanto 

encapsulada deflagram apoptose em células HL60. Adicionalmente, os ensaios de 

intumescimento mitocondrial evidenciaram um surpreendente efeito selante 

conferido pelo Pluronic à membrana de mitocôndrias. A existência da interação 

membrana mitocondrial-PLURONIC mascara o dano à mitocôndria em ensaios por 

intumescimento, mas não em ensaios por potencial de membrana, sugerindo que as 

nanoesferas de PLGA que contém violaceína podem ter um efeito por uma via 

mitocondrial, além das outras possíveis. 
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS ABERTAS POR ESTE 

TRABALHO 

 

Os resultados obtidos por este trabalho em culturas de células da linhagem 

promielocítica humana HL60 são encorajadores, ao se considerar o potencial do 

sistema como indutor de diferenciação celular e apoptose. Eles apoiam estudos 

futuros também in vivo para  entendimento do mecanismo de ação como 

antitumoral e utilização de novas formas ou formas combinadas de veiculação. 

Considerando que a técnica do NBT (nitro blue formazan) é inespecífica, 

monócitos e granulócitos podem responder positivamente. Assim, será necessária a 

realização de estudos complementares, incluindo a determinação das outras células 

do sistema fagocitário mononuclear presentes após o tratamento, utilizando 

determinantes antigênicos específicos em células diferenciadas.   

Foi descoberto um sistema de liberação controlada que pode atuar em uma 

via mitocondrial.  O conhecimento sobre o potencial de membrana e como é 

alterado durante os processos de apoptose (diminuição do potencial de membrana), 

necrose (despolarização) e bloqueio no ciclo celular (hiperpolarização) pode 

auxiliar no esclarecimento da participação da mitocôndria na morte celular por 

apoptose e em outros processos celulares, correlacionando mudanças no potencial 

de membrana mitocondrial com bloqueios no ciclo celular. Posteriormente seria 

interessante investigar a ação da violaceína (livre e encapsulada) quanto ao 

mecanismo de ação em relação a este ciclo celular. 

Produtos que encapsulem agentes ativos em micro e nanopartículas de 

polímero biodegradável são altamente desejáveis e promissores. Atualmente estão 

sendo aprovados pelo FDA para uso clínico em humanos. Um exemplo é produto 

ABRAXANE  que já está em fase III dos testes para desenvolvimento clínico, 
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com bons resultados em triagem com 460 pacientes. Trata-se de nanopartículas 

de albumina carreando o paclitaxel ( Taxol) para tratar metástases de câncer de 

mama. 

Devido à proliferação desregulada e à inibição de apoptose serem eventos 

comuns no desenvolvimento de tumores em geral, as aspectos abordados neste 

trabalho (como apoptose e diferenciação) são alvos de intervenção terapêutica em 

todos os tipos de câncer. 

 

7. NANOBIOTECNOLOGIA: ANÁLISE CRÍTICA DO PASSADO 

RECENTE E O QUE PODEMOS ESPERAR PARA O FUTURO 

 

Desenvolvendo algumas idéias a respeito das conseqüências advindas da 

aplicação da nanobiotecnologia (em particular dos sistemas de liberação 

controlada) em soluções para uma sociedade, procurarei expor alguns fatos 

positivos e  também  analisar algumas possíveis correntes de incerteza relacionadas 

a estas tecnologias.  

Nos textos apresentados foi discutida uma parte das inúmeras vantagens 

relacionadas a sistemas de liberação controlada de fármacos. Entretanto, é bom 

lembrar que a descoberta sobre a eficácia terapêutica destes dispositivos deveu-se 

ao grande desenvolvimento das ferramentas que a possibilitaram. Dispositivos 

eletrônicos com dimensões comparáveis à das macromoléculas biológicas 

atingiram alto grau de sofisticação, possibilitando conciliar microeletrônica e 

biotecnologia e realizar trabalhos antes não imaginados, como as várias 

microscopias por sonda, que investigam o maquinário celular com pouca 

interferência. Já se está muito próximo de se construir, por exemplo, uma fonte 

compacta de raios X capaz de emitir de forma totalmente coerente, como em um 
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laser. O raio x é gerado por uma seqüência focalizada de pulsos rápidos e 

intensos de luz vermelha incidindo sobre átomos de hélio, o que converte a luz do 

laser (com comprimento de onda de 700 nanômetros) em raios X (com 

comprimento de onda de 1 nanômetro). Átomos de hélio excitados por laser 

emitem raios X. Um gerador de raios X em breve permitirá que as imagens de 

radiografias sejam gravadas com alta resolução, e, o mais importante, com apenas 

uma fração da dose de radiação hoje utilizada. O resultado seria, além da 

diminuição do risco para os pacientes, o dignóstico de doenças como o câncer em 

estágios muito preliminares da doença144. 

É consenso geral que progressos científicos e inovações tecnológicas são 

necessárias para aumentar os níveis de produtividade e prosperidade no mundo, 

possibilitando um desenvolvimento sustentável. Mas existe uma ambivalência, 

uma vez que qualquer avanço tecnológico representa também riscos ambientais e 

mudanças que afetam uma população, envolvendo saúde, privacidade, propriedade 

e ofertas de trabalho. Por este motivo, qualquer debate público terá posições que 

sejam favoráveis e também que sejam extremamente contrárias à nanotecnologia e 

estes debates e decisões devem ser sempre embasados em conceitos éticos. Ética 

pode ser definida como "Estudo dos juízos de apreciação referente a conduta 

humana suscetível de qualificação do ponto de vista do bem e do mal, seja 

relativamente a determinada sociedade, seja de modo absoluto".145  Em outras 

palavras, ética e moral referem-se ao conjunto de costumes tradicionais de uma 

sociedade... " 146 Como se aplicam os conceitos de ética em termos de segurança e 

recursos bélicos? A nanotecnologia é um recurso que poderá ser explorado de 

diversas formas nesta área: criando materiais que escapem à detecção de radares, 

reconhecimento molecular para alvos biológicos e novos dipositivos para 

destruição em massa. Ray Kurzweil, ganhador do prêmio americano “The National 

Medal of Technology” em 1999, fez uma interessante comparação entre uma 
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entidade “auto-replicante”, nanométrica e não biológica (os vírus de 

computador)  e os dispositivos nanotecnológicos. Enquanto há  recursos para o 

desenvolvimento de software antivírus e se tem grande êxito contra as “patologias 

computacionais”, novos produtos contra o avanço rápido do bioterrorismo 

nanotecnológico teriam que passar pelos órgãos de regulamentação.  

O conjunto de tecnologias denominado “drug delivery systems” significa 

sistemas de entrega de ativos e não propriamente sistemas em que esta entrega 

esteja totalmente controlada. Uma dificuldade seria interromper a ação 

farmacológica do medicamento, no caso de intoxicação ou alguma intolerância, 

inclusive com risco de acúmulo do fármaco se não for acompanhada a sua 

farmacocinética. Isto já não é problemático no caso das medicações transdérmicas, 

em que é possível retirá-las. Outro importante fator são as diferenças individuais, 

fazendo com que sejam necessários vários estudos farmacocinéticos e 

farmacodinâmicos, pois não se pode ter certeza de reprodutibilidade (variações de 

idade, estado de saúde, metabolismo, como por exemplo, a variação de volume de 

esvaziamento gástrico ou uma velocidade de liberação mais lenta ou pouca 

absorção intestinal). Além disto, os riscos biológicos de manipulação de 

nanopartículas de forma indiscriminada podem levar, desde acumulação em 

microorganismos e contaminação de cadeias alimentares até a infiltração direta no 

organismo, como por inalação de partículas de 10 micrômetros até a região 

alveolar. Ao ocorrer o “clearence” das partículas dos pulmões, está ocorrendo a 

ativação de macrófagos, o que leva à liberação de citocinas e conseqüente 

inflamação. Se houver material particulado formando fibras ou que se auto-

associem, haverá problemas de “clearence” muito lento. 

 Muito se comenta que o custo elevado dos polímeros biodegradáveis pode 

ser um empecilho, com o que concordo, em parte. Em parte porque se pode 

diminuir este custo utilizando-se de misturas poliméricas (por exemplo, 
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copolímeros com materiais naturais que são abundantes e freqüentemente 

descartados), viabilizando a obtenção de polímeros biodegradáveis de menor 

preço. Este é um investimento compensatório, pois aumenta a possibilidade de uso 

de novos materiais biodegradáveis em dispositivos avançados, podendo levar à 

redução do custo de manutenção de uma parte dos pacientes em hospitais, 

diminuindo remoções cirúrgicas de implantes convencionais. Para o 

desenvolvimento racional de biomateriais o entendimento da físico-química dos 

polímeros é importante, mas não é suficiente para sistemas de liberação controlada: 

é necessário conhecer os princípios que governam a farmacocinética e 

farmacodinâmica da liberação sustentada. Estes sistemas minimizam as flutuações 

de concentração no sangue porém, para se ter  uma idéia, há uma pronunciada e 

complexa relação não-linear entre a concentração do ativo e o  efeito 

farmacológico (isto é, farmacodinâmica). E mais, para avaliar o efeito de alguns 

ativos, o importante é a duração da exposição, mais do que a concentração 

plasmática. Por exemplo, para o folato, antagonista do metotrexato, um 

crescimento de  10x  no tempo de exposição aumenta cerca de 100 vezes sua 

citotoxicidade,  enquanto que um crescimento de dez vezes na concentração causa 

um aumento de apenas  três vezes na citotoxicidade147. 

A possibilidade de patentear fármacos mais antigos, pela reformulação em 

micro/nanoesferas é uma possibilidade interessante, valendo-se de um novo 

processo para apresentação e também de uma melhoria da resposta farmacológica. 

Existem, aqui, situações um tanto quanto curiosas: por exemplo, hoje há esforços 

para se encapsular diclofenaco, um antiinflamatório, (o que já se conseguiu, com 

sucesso, com diminuição dos efeitos colaterais). Entretanto, paralelamente foi 

desenvolvido o Vioxx, medicamento dito de última geração e que não provoca 

os habituais problemas gástricos, inibindo especificamente a enzima COX-2, em 

pacientes com inflamação severa, como artrite reumatóide e osteoartrite. 
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Entretanto, pacientes que tomaram Vioxx tiveram o dobro do risco de 

desenvolver problemas cardiovasculares e acidente vascular cerebral. De fato, é 

mais seguro o encapsulamento do diclofenaco, cujos efeitos adversos pelo menos 

são conhecidos há mais tempo. 

A nanociência mostra ferramentas novas em busca de aplicações e mudando 

velhos paradigmas de visão de mundo, trazendo impactos reais para a sociedade. 

Esta revolução tecnológica é um desafio para o Brasil, pois os riscos são elevados 

em termos de volume de investimento, mas como podemos ser competitivos, 

principalmente na área de medicamentos com as nossas “bibliotecas de 

compostos” e na área de processos biotecnológicos com microorganismos, o 

ganhos podem ser enormes: o “nanomundo” é extremamente “espaçoso” ... para 

todos.  
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