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O pintor de olho vertical

Olha fixamente para o muro
Descobre pouco a pouco

Uma perna um brago um tronco
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Uma constelagdo um navio...

Muro, nuvem do pintor.

(Murilo Mendes)
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RESUMO

SISTEMAS POLIMERICOS DE LIBERACAO CONTROLADA UTILIZANDO
MICRO E NANOPARTICULAS ENCAPSULANDO VIOLACEINA: CARACTERIZACAO,

ATIVIDADE BIOLOGICA, CONSEQUENCIAS E PERSPECTIVAS. Neste trabalho
investigamos sistemas poliméricos transportando a violaceina, composto de
interesse farmacologico, mais especificamente antitumoral, obtido a partir da
biossintese da Chromobacterium violaceum. Entretanto, trata-se de um composto
insolivel em meio aquoso € como conseqiiéncia apresenta toxicidade e baixa
biodisponibilidade, justificando seu encapsulamento. As microesferas (PCL) foram
preparadas segundo principios conhecidos de obtengdo e estabilizagdo de sistemas
coloidais, pelo método de emulsdao e evaporagdo de solvente ¢ as nanoesferas
(PLGA) foram obtidas pelo método de “nanoprecipitacdo” (separacao de fases). Os
sistemas foram caracterizadas quanto as propriedades fisico-quimicas por
microscopias Otica, eletronica de varredura, -eletronica de transmissao,
fluorescéncia, varredura a laser confocal e distribuicdo de tamanho, potencial zeta e
tensao interfacial. As nanoesferas contendo violaceina promoveram citotoxicidade,
diferenciagdo celular e apoptose em linhagem leucémica promielocitica humana
HL60 e fibroblastos V-79. A violaceina estd incorporada duas formas: isolada e
auto-associada, distribuida por toda a particula e fluoresce apenas em solugdo
diluida e quando dispersa na matriz polimérica. O sistema nanoparticulado ¢
citotoxico para HL60, induz apoptose (constatado nas medidas de potencial
transmembrana) e diferenciagdo celular. A inibicdo do intumescimento
mitocondrial evidenciou um efeito selante conferido pelo Pluronic & membrana de

mitocOndrias, sugerindo um direcionamento a um alvo especifico 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. INTRODUCAO

1.1. Sistemas coloidais ¢ a liberacao controlada de fArmacos

1.1.1. A motivacao

E conhecido que o desenvolvimento de novos farmacos envolve prazos e
custos elevados. A preocupagdo com este quadro tem levado a uma transformagao
sem precedentes na industria farmacéutica, inserindo-a no que chamamos de
tecnologia da informacao. Para mencionar um exemplo ilustrativo, a IBM Business
Consulting Services, divisao de consultoria da empresa IBM, apresentou um novo
relatério mundial intitulado Pharma 2010: Silicon Reality (“A realidade de
silicio”)'. Neste relatorio a empresa faz um mapeamento das tecnologias da
informacdo que permitirdo as companhias do setor farmacéutico abandonar o
modelo tradicional de medicina “universal” (uso de tipos uUnicos de ativo, que
servem para todos) e orientar-se para solucdes de tratamentos mais eficazes,
abrangendo diagnosticos, ativos, dispositivos e servigcos de suporte para pacientes
com patologias especificas. O relatorio identifica as tecnologias da informacao que
dardo impulso a inovagdo e prevé que a utilizacdo das mesmas ajudard a industria
farmacéutica a reduzir seus custos de desenvolvimento de farmacos para US$ 200
milhdes (um quarto do custo médio atual por medicamento) € 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 poténcia
que fazem simulacdes biomoleculares e de modelo bioldgico (biosimulagdo) em

grande escala, ‘“vestimentas” biomédicas (rastreio individual), redes de



armazenamento ¢ busca da Web (ferramentas que permitam analisar répida e
eficazmente grandes quantidades de dados, com maior beneficio aos pacientes).

Ao lado dos esforcos empregados em tecnologia da informacao, e também se
beneficiando desta, existem paralelamente pesquisas em busca de melhoramentos
na seguranca e eficacia de ativos ja conhecidos, visando também a diminui¢ao dos
custos ¢ do tempo empregado em se procurar por alternativas totalmente novas.
Estes melhoramentos incluem novos dispositivos farmacéuticos, possibilitando
novas formas de apresentagdo do ativo ao paciente. Um exemplo interessante € o
da aspirina que, ao longo de sua historia centendria sofreu duas grandes revolucoes
estruturais: uma na sua descoberta (com a solucao estrutural de Felix Hoffman, o
acido acetil salicilico)® apos longo uso de extratos da folha de salgueiro ¢ do acido
salicilico puro, e outra recentemente, que em breve estara sendo comercializada:
trata-se da “poliaspirina™, desenvolvida pela quimica Kathryn Uhrich, da Rutgers
University (NJ/US), que disponibiliza o 4cido salicilico diretamente na corrente
sanguinea, sem agressao ao trato gastrointestinal. A “poliaspirina” ¢ produzida a
partir de uma condensa¢ao do acido salicilico benzilado com cloreto de sebacoila
(derivado do acido 1,8-octanodicarboxilico), originando o poli(éster-anidrido). A
hidrolise € bastante lenta em meio estomacal (4cido), mas ocorre em maior grau na
corrente sanguinea, liberando é4cido salicilico. Como a poliaspirina tem natureza
polimérica, poderd 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 cirurgicos, possibilitando suturas com menor
resposta inflamatoria.

Ao longo dos tempos, a utilizacdo da maioria dos compostos terap€uticos
tem sido sempre limitada pela impossibilidade de aumento da sua dosagem. A
retencdo ou degradagdo do agente terapé€utico, baixa solubilidade e, em especial, os

efeitos colaterais perniciosos inerentes a sua utilizacdo em concentracdes elevadas,



tornam muitas vezes dificil a utilizagdo da dosagem necessaria para que este
cumpra a sua funcdo. Este problema levou, no decorrer das ultimas décadas, a um
grande esforco no sentido de desenvolver um sistema capaz de transportar um
composto terapéutico (antitumorais, em especial as dirigidas a sitios especificos,
além de antibidticos, enzimas, hormoénios, agentes quelantes ou compostos
modificadores da célula) até um alvo especifico (6rgdo, tecido ou célula). Neste
contexto, ha um corrente e notavel crescimento das areas de pesquisa envolvidas
na investigagdo de novos sistemas destinados a administracdo de medicamentos,
freqlientemente descritos como sistemas de liberacdo controlada. Estas areas
representam um desenvolvimento relativamente novo e, quanto as nossas
necessidades em saude humana, podem melhorar a eficicia e a seguranca na
administra¢ao dos ativos.

A primeira proposta de um sistema direcionado de transporte de farmacos
data do inicio do século XX, quando Paul Ehrlich propds o seu modelo, que ficou
conhecido por "Bala Magica de Ehrlich" (Ehrlich's Magic Bullet)*. Neste modelo,
o farmaco ¢ ligado ao transportador, e idealmente exibird a sua atividade
farmacoldgica apenas no tecido alvo (mecanismos de especificidade, como a
ligagdo entre antigeno e anticorpo, ja eram conhecidos). Assim, os efeitos
indesejaveis resultantes da sua acdo em outros tecidos sdo largamente diminuidos,
enquanto o aumento da eficiéncia permite o decréscimo da dose administrada.
Porém, por mais atrativos e simples que possam parecer os conceitos de Ehrlich, os
SuUCess0s eram poucos.

As primeiras tentativas para a obten¢do de um sistema transportador eficaz
tiveram como base o encapsulamento das biomoléculas em vesiculas de nylon e
outros polimeros sintéticos’. Contudo, esta abordagem mostrou-se totalmente
inadequada, uma vez que estes polimeros nao biodegradaveis se acumulavam no

organismo.



O primeiro grande passo nesta area deu-se em 1965, com a publicacao
por Alec Bangham e colaboradores de um trabalho® de investigagdo fundamental
acerca da difusdo de ions através de membranas lipidicas artificiais, embora sem
qualquer ligacdo imediata aos estudos de sistemas transportadores de farmacos.
Neste trabalho foi feita a caracterizacdo de um sistema de vesiculas fosfolipidicas
ao qual, trés anos mais tarde, seria dado o nome de /ipossomas. Imediatamente
apés o trabalho de Bangham, os lipossomas impuseram-se como um sistema
modelo simples para o estudo de membranas biologicas. O sucesso na
incorporagdo de enzimas em lipossomas despertou também o interesse da
comunidade cientifica para a sua aplicagdo médica e farmacologica. Em 1971,
Gregory Gregoriadis’ propds pela primeira vez a utilizagdo dos lipossomas como
sistemas transportadores de farmacos, mantendo desde entdo um papel
preponderante no desenvolvimento desta area”.

Vale salientar que os lipossomas sdo um caso notavel de um sistema que
teve uma passagem extremamente rapida do campo da investigacdo para a
aplicagdo comercial, antes mesmo de suas propriedades e eficacia estarem
completamente estudadas, devido a grande euforia desencadeada na década de 70 e
inicio da década de 80 pelo potencial de aplicagdo dos lipossomas nas industrias
médica e farmacéutica’. O por que da euforia? Vamos nos lembrar das formas
convencionais de administragdo e compara-las aos sistemas de liberagdo
controlada.

Nas formas convencionais (spray, injecao, pilulas) a concentracdo do ativo
na corrente sangiiinea apresenta um aumento, atinge um pico maximo € entio
declina. Desde que cada composto sempre possui uma faixa de agdo terapéutica
acima da qual ela ¢ toxica e abaixo da qual ela ¢ ineficaz, os niveis plasmaticos sao
dependentes das dosagens administradas. Isto sera problematico se a dose efetiva

estiver proxima a dose toxica e também pelo fato de haver acimulo de fairmaco



e/ou metabolitos também toxicos. O objetivo de um sistema de liberagdo
controlada ¢ manter a concentragdo do fArmaco entre estes dois niveis (ou seja, na
faixa terapéutica) por um tempo prolongado, utilizando-se de uma tnica dosagem
>10 A diferenca da variacdo de concentracdo plasmatica efetiva em func¢do do
tempo, entre sistemas convencionais € de liberacdo controlada, pode ser melhor
visualizado na Figura 1a.

Um evento temporal de liberagdo'' pode ser modelado por compartimentos,
nos quais a concentracdo muda com o tempo, desde a administragdo inicial,
passando pela internalizacdo em células e tecidos até a etapa de eliminacdo. As
diferentes constantes cinéticas, representadas por k; 3, ~sugerem uma
farmacocinética para cada estdgio. Este esquema esta representado na Figura 1b.
Um exemplo de alteragdo no evento temporal foi verificado na literatura, com a
funcionaliagio de superficies de lipossomas com poli(etilenoglicol)'*", cujas
cadeias estdo expostas ao exterior e solvatadas na circulacdo sanguinea, alterando a

constante k,, levando a um perfil farmacocinético diferente do usual.
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(b)
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Figura 1: (a) Perfis de liberagdo de drogas em fun¢do do tempo: convencional x
controlada. (b) Os niveis temporais de um evento de liberagdo: da administragao

e . . . ~ , . . .. ~ 10
inicial a internalizacao em cé€lulas e tecidos e posterior eliminacao .

Outro importante fator a ser considerado para a efetividade dos sistemas de
liberacao ¢ o nivel de distribuigdo espacial, ja que qualquer sistema farmacoldgico
necessita ser absorvido, distribuido, atingir o alvo especifico e interagir com o
tecido e sua populacdo celular. Neste percurso ocorrerd a interacdo com varias
barreiras anatomicas'’. A Figura 2 ilustra um sistema de liberagio percorrendo a
biofase: a ordem de grandeza da escala na qual ocorrem as interagdes no meio
biologico diminui significativamente durante o transporte, de centimetros
(circulagdo sanguinea) a nandmetros (meio intracelular), local freqiientemente

restritivo, que funciona como barreira para liberacdo efetiva de ativos. Sistemas de



liberacdo controlada podem alterar esta distribuicdo, como por exemplo, na

administracdo 1.v. de nanoparticulas funcionalizadas com polisorbato, que

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

Isto leva a difusdo pelas células endoteliais do cérebro, superando a barreira

,qe . . . . 14
hemato-encefalica e alterando a distribui¢do em compartimentos .
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Figura 2: A distribui¢do espacial e as barreiras em um evento de liberacao .

Finalmente, trabalhos recentes tratando de liberagao controlada

fornecido numerosas evidéncias do seguinte:

15,16

tém

a. casos de um aumento na eficicia terapéutica, com liberagdo progressiva e

controlada do farmaco, a partir da degradacdo da matriz e maior tempo de

permanéncia na circulacao;

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

c. anatureza e composi¢ao dos veiculos € muito variada e, ao contrario do que se

poderia esperar, ndo hd predominio de mecanismos de instabilidade e

decomposicdo do farmaco (bio-inativacao prematura), sendo sua administragao



segura (sem causar reagdes inflamatorias locais) e conveniente ao paciente
(menor nimero de doses);

d. existe a possibilidade de direcionamento a alvos especificos, sem imobilizagao

significativa das espécies bioativas e tanto substancias hidrofilicas quanto

lipofilicas podem ser incorporadas.

1.1.2. Sistemas coloidais e a encapsulagdo de medicamentos

Os sistemas de liberacdo controlada estdo intimamente relacionados ao
conhecimento da quimica de coloides, cujas leis determinam seu comportamento e
0 sucesso nas aplicacoes médicas e farmacéuticas.

No campo da ciéncia coloidal e de superficies, muitas tentativas para definir
rigorosamente o termo coldide serdao insatisfatorias por serem pouco abrangentes,
podendo inclusive restringir o numero de sistemas que podem exibir
comportamento coloidal mas ndo se enquadram em uma classificacdo padrao.
Normalmente temos pouca dificuldade conceitual na compreensao de estados
“bulk” da matéria (solidos, liquidos e gasosos), em que se pode associar a cada um
deles caracteristicas bem determinadas, como rigidez, volumes fixos e transigcdes
de fase, em condi¢des conhecidas. Compreendemos também boa parte das forcas
que controlam as interagcdes em atomos, moléculas e solugdes. Entretanto, a
fronteira (que engloba colodides e interfaces) e que estd entre o estado “bulk” e o
nivel molecular ainda necessita de compreensdo (“The Twilight Zone”, segundo
Myers)'’. De maneira geral, o dominio coloidal envolve um sistema no qual um ou
mais componentes tem pelo menos uma dimensdo da ordem de nandémetros (10™
m) até micrometros (10° m), em que estes componentes podem ser moléculas

grandes ou pequenas particulas (fase descontinua) dispersas em uma fase continua.



Por esta razdo, o adjetivo microheterogénio confere uma descricdo apropriada
da maioria dos sistemas coloidais.

Na area de desenvolvimento médico-farmacéutica, a estabilidade coloidal é
um fator sempre buscado, principalmente no tocante aos métodos de preparagao
dos sistemas de liberagao controlada, que determinam a viabilidade das aplicagdes.
Esta estabilidade pode ser entendida quando se estuda as forgas de interagdo entre
as particulas no meio de dispersio '°. Estes efeitos podem ser resumidos como:

1. Efeitos eletrostaticos: originados de grupos ionizados na superficie.
Usualmente sao forcas repulsivas e dependem da concentragao de eletrolito;

2. Efeitos estéricos: referem-se a geometria e conformag¢do das moléculas
adsorvidas ou ligadas a superficie. Podem também incluir efeitos de carga, quando
se tratar de polieletrolitos. Podem ser repulsivas ou atrativas e dependem da
temperatura e da concentracao de eletroélito;

3. Efeitos atrativos: relativo as forcas de dispersdo devidas a densidade e
polarizabilidade das moléculas constituintes da particula, diferente das moléculas
do meio;

4. Efeitos de solvatacao: originados da organizacao das moléculas de solvente
e constituintes do “bulk” (volume estendido, interior da fase), préximos a inteface.

Forgas de van der Waals sdo ubiquas e devem ser balanceadas por interagdes
estéricas ou repulsivas para se atingir o grau desejado de estabilidade coloidal .
No caso de particulas de polimeros biodegradaveis que sdo neutras e por isso
floculam quando suspensas em dagua, as saidas para se regular a estabilizagdo
podem ser muito curiosas: a adigdo de uma fragao de volume de nanoparticulas
carregadas promove estabilizacdo. Medidas do potencial zeta mostraram que as
microesferas exibiram uma carga efetiva na presenga das espécies carregadas,

porém, andlises de refletometria indicaram a ndo adsor¢do das espécies carregadas



na superficie das microesferas. Neste caso as nanoparticulas carregadas
segregam as regides proximas as microesferas, por ter forte repulsdo coulombica
entre elas.

E importante neste momento definirmos alguns termos relacionados a
micro/nanoencapsulacao. Segundo a IUPAC (The International Union of Pure and
Applied Chemistry) uma esfera polimérica (termo “polymer bead”, comumente
encontrado) estd na faixa de didmetro (evitar o uso de “tamanho”) de 0,1 a poucos
milimetros. Na faixa de 0,1 a 100 um serdo chamadas microparticulas poliméricas
(ndo tem forma definida) e microesferas poliméricas (t€ém forma esférica). Na
escala nanométrica, valem as defini¢cdes andlogas: nanoparticula polimérica ndo
tem forma definida enquanto nanoesfera tem foma esférica e o didmetro para
classificacdo é de poucas unidades a centenas de nm) .

Para se definir o termo capsula, temos que recorrer ao conceito de
multicomponente, que se refere a uma particula ndo homogénea quanto a
composi¢do quimica (por causa de incompatibilidade entre os dominios dos
polimeros componentes ou da presenca de fluidos insoluveis, liquidos ou gasosos).
Estes sistemas multicomponentes dao origem a particula do tipo “carogo-casca”
(“core-shell”), compreendendo pelo menos dois dominios: o nucleo
individualizado rodeado por uma “casca” composta pelo outro dominio. Portanto
micro € nanocapsulas sdo particulas do tipo carogo-casca, na mesma ordem de
grandeza considerada para as esferas °'.

O termo micro/nanoparticulas aplicado a liberacdo controlada de farmacos
freqlientemente refere-se a dois tipos de estruturas diferentes, micro/nanoesferas e
micro/nanocapsulas. Na defini¢cdo cléssica, denominam-se esferas aqueles sistemas
em que o farmaco encontra-se homogeneamente disperso ou solubilizado no
interior da matriz polimérica. Desta forma obtém-se um sistema “monolitico” onde

nao ¢ possivel identificar um nucleo diferenciado (na realidade, este sistema
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mostra microheterogeneidade de composi¢ao quimica e também a presenca de
descontinuidades nestes monolitos). Micro/nanocapsulas, ao contrario, constituem
sistemas do tipo reservatorio, onde ¢ possivel identificar-se um nucleo
diferenciado, que pode ser soélido, liquido ou gasoso. Neste caso, a substancia
encontra-se envolvida por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o
nucleos do meio externo.

Nas diferentes areas de aplicagdo das micro e nanoparticulas, muitas vezes
as terminologias sdo inconsistentes e freqiientemente sdo intercambiadas
erroneamente, confundindo o leitor. A nocao de fases com dominos diferentes ¢ a
importancia do tamanho destes dominios ndo pode ser negligenciada: por exemplo,
classicamente se considera como microesferas sistemas homogéneos que se
formam de uma mistura entre polimero e farmaco (mas de fato sao
microheterogéneos, o que foi evidenciado em nossos resultados, como veremos
adiante).

Micro/nanocépsulas tém pelo menos um subdominio discreto contendo um
ativo, mas quando este subdominio torna-se progressivamente menor, as capsulas

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

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

e y e 18
crescentes de subdivisao dos dominios) .
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Em uma sériec de TV dos anos 70 e também no livro intitulado
“Connections”, James Burke descreveu interagcdes complexas na histéria da
tecnologia que levou a invengdes e progressos, freqlientemente por caminhos nao
antecipados entre si >. A ciéncia aplicada a micro/nanoencapsulagdo constitui um
dos exemplos de como a utilizagao de uma tecnologia em determinado campo pode
se inter-relacionar com outras, aparentemente distantes: os primeiros registros de
tentativas de aplicacdo desta idéia datam dos anos 30, mas o primeiro produto com
material microencapsulado sé surgiu em 1954. A empresa norte-americana
National Cash Register foi a pioneira ao comercializar um papel de copia sem
carbono (“no carbon required”). Este papel recebia uma fina camada de
microcapsulas (menores que 20 um) contendo uma tinta sem cor. Tal camada era
recoberta com um reagente também incolor. A pressdo da ponta do lapis sobre a
superficie do papel rompia as microcapsulas, liberando a tinta incolor que, ao
entrar em contato com o reagente, tornava-se colorida, produzindo uma outra folha
com copia idéntica ao que estava sendo escrito no primeiro papel®.

As pesquisas em torno da microencapsulagao foram embasadas pelo trabalho
de Wiirster, por volta de 1950, com o processo patenteado de encapsulamento de
finas particulas solidas em leito fluidizado®*. Em seguida vieram os processos de
coacervagao, (inicialmente para encapsulamento de liquidos e tempos mais tarde
como técnica preparativa de micro e nanoparticulas), implantes (primeiramente
introduzidos nos anos 70) e aplicagdes transdérmicas (1980).

Ao longo do tempo, na grande maioria dos trabalhos, os sistemas que se
mostraram particularmente interessantes foram nanoparticulas de polimeros
biodegradaveis. Tratava-se de sistemas em que o direcionamento do firmaco a
sitios-alvo especificos do organismo eram claramente identificaveis, sendo também
bastante estaveis e, dependendo de modificagdes, ndo sendo reconhecidos por

macrofagos do sistema reticuloendotelial de defesa. Hoje em dia ¢ um sistema
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adequado para se investigar o comportamento de carregadores coloidais em
organismos vivos, estritamente ligados a liberacdo controlada de fArmacos.

Para a preparagio de micro e nanoesferas™® de polimeros biodegradaveis é
importante escolher um processo de encapsulag¢ao apropriado, que preencha alguns
requerimentos:

1. Manutengdo da estabilidade quimica e atividade bioldgica durante e apds
o processo de encapsulagio;

2. Melhor eficiéncia de encapsulamento e rendimento possiveis;

3. Faixa de diametro compativel com a via de administragao;

4. A formulagdo deve ter pequena distribui¢cao no didmetro das particulas e
ser facilmente resuspendida em agua.

H4 um grande nimero de técnicas disponiveis para encapsulacao de ativos,
como o método de emulsificacdo e evaporacdo de solvente, spray drying,
coacervagao, polimerizagao interfacial e in situ. Cada método tem sua vantagem e
desvantagem e a escolha depende do polimero, do ativo, do local de agdo e da
duragdo da terapia. O método de “nanoprecipitagdo” para nanoesferas sera
discutido na sessao 4.2.1 em detalhe. Vamos abordar aqui outras técnicas
representativas € veremos que a caracteristica comum de todas elas ¢ a de

separacao de pelo menos duas fases, induzida externamente.

Emulsificacio e evaporacio de solvente. Emulsdes simples o6leo/agua
foram usadas primeiramente para encapsular drogas hidrofébicas. O polimero ¢
dissolvido em solvente organico volatil imiscivel em dgua, juntamente com o ativo,
que pode ser dissolvido ou suspendido. A mistura resultante ¢ emulsificada em um
grande volume de 4gua, na presenca de um surfatante (Figura 4). O solvente ¢
removido da emulsdo por evaporagdo, resultando na formacao de particulas, cuja

morfologia final ¢ afetada pela taxa de evaporagdo deste solvente. Este método ¢
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adequado apenas para encapsular compostos hidrofébicos, pois os hidrofilicos
particionam para a agua, resultando em baixa eficiéncia de encapsulacdo. Uma
alternativa para encapsular compostos hidrofilicos ¢ a emulsificagdo 6leo/dleo:
dissolve-se o polimero e o ativo em um solvente organico miscivel em agua e
utiliza-se um 6leo como fase continua da emulsdo. As microparticulas sdao obtidas
por remocao do solvente. Uma outra variante ¢ a dupla emulsdo, em que a maioria
dos ativos hidrofilicas tém sido encapsuladas, em métodos agua/dleo/agua®’.
Dissolve-se o ativo em dgua e o polimero em solvente organico e emulsifica-se sob
ultrassom (emulsdo agua/dleo). Esta emulsdo primaria € transferida a um volume
maior de agua contendo surfatante, formando a emulsdo 4gua/dleo/dgua. As
caracteristicas das microesferas preparadas por esta variante do método sao
dependentes da propriedade do polimero (como composi¢do € massa molar), a

razdo polimero/farmaco, a concentragio do surfatante, temperatura e agitagdo®.

ativo
Solvente px Fase . agitador
Organico *  dleo
Fase aquosa v .
contendo surfatante .- T .t e
—_— . . . .
. — -

Figura 4: Representa¢io do método de emulsificagdo e evaporagio de solvente® .
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Sao necessarias modificagdes deste método para se obter nanoparticulas.
Por exemplo, no método de emulsificagao e difusdo de solvente ¥ usa-se uma
mistura binaria de solventes organicos, sendo um deles miscivel em agua. Esta
mistura poderia ser constituida por acetona e diclorometano. Neste caso, acetona
rapidamente difunde da gota de emulsdo, levando ao colapso das cadeias

poliméricas. (Figura 5).

’ PLGA em dissolvido em CH,Cl,/acetona

* gotejamento

Emulsificacao
* PVA, Agitacio moderada

Evaporacao

L

Centrifugacao

e

Redispersao

W

Filtracao

Dispersao aquosa de nanoparticulas

¥

Liofilizacao

2
Po seco

Figura 5: Representa¢io do Método da emulsificacio e difusdo do solvente.

Uma variante seria a mistura binaria de solventes misciveis, como etanol e

59 30

acetona, formando uma “quasi-emulsdo” °°, como mostrado na Figura 6.
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PLGA dissolvido em EtOH/acetona
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Figura 6: Sistema formando uma quasi-emulsdo para preparagdo de nanoesferas™.

Separacao de fase. Este método trata da separacao de fases de uma solugdo de um
polimero por adi¢do de um nao-solvente. A droga ¢ primeiro dispersa ou dissolvida
na solucdo de polimero previamente preparada. O ndo solvente ¢ adicionado em

seguida (normalmente 6leo de silicona, 6leo vegetal ou parafina liquida), sob
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agitacdo. No caso de coacervagdo , o nao solvente causa a “precipitacdo do
polimero” (na realidade, ¢ uma separacao de fases liquido-liquido, em que o
polimero ¢ segregado para uma das fases (dita rica em colodide) e a outra fase fica
pobre em coloide. Estes processos de coacervacao podem ser divididos em simples
(por mudanca no pH, forga idnica, temperatura) ou complexos (complexagao entre
dois polieletrolitos de carga oposta). A taxa de adicdo do nao-solvente ¢
importante. A fase de coacervado € mais contraida por adicdo de outro nao-
solvente. Este método forma muitos agregados e ndo ¢ muito utilizado’'.
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 pos. Nesta técnica o
ativo e o polimero sdo dissolvidos (ou a droga ¢ dispersa na solucdo de polimero)
em solventes volateis como diclorometano ou acetona. O excesso de solvente ¢
evaporado em rotoevaporador e a dispersao resultante ¢ nebulizada em uma
corrente de ar aquecido. O tamanho ¢ determinado dependendo das condigdes de
atomizagdo. Isto ¢ feito em uma camara de evaporagdo, causando a rapida
solidificacdo das goticulas atomizadas originando as particulas. Existem
desvantagens desta técnica, como a perda de rendimento devido a adesdao na torre
de secagem, além de maior adesdo capilar. A dupla injecdo do spray pode diminuir
a coalescéncia, sendo polimero/ativo nebulizado de um lado e solucdo aquosa de
manitol de outro, cobrindo as particulas™.

Com esta técnica, um método de preparagdo muito interessante foi
patenteado no Brasil”. Trata-se da aplicagio da técnica de “Spray Drying”
envolvendo a adigdo de particulas de SiO, antes da secagem, na preparagdao de
nanocapsulas ou nanoesferas para encapsulagdo de diclofenaco. Com isto se

consegue maior estabilidade da dispersdao, melhor distribuicdo do tamanho das
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particulas, e uma viabilidade industrial para a produ¢do das nanoparticulas,
evitando-se o processo de liofilizagdo, que ¢ mais caro.

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

copolimerizacdo interfacial®*, que ocorre na interface pelo contato entre os

mondmeros em agua, formando nanocéapsulas, conforme ilustrado na Figura 7 .

Fase v Mondmero
aquosa - .. o ® Lipofilico ® ®
v N
‘ ) o ./ Monomero ()
® hidrofilico ®

Fase o (] ()
éleo —». (] o o

| () (] —> °® e

Dispersao de monomeros Reacao na interface Nanocapsula

Figura 7: Método de copolimerizacdo interfacial para se preparar nanocédpsulas.

Recentemente, um novo método™ para se preparar microcapsulas baseado
também na polimerizacao interfacial foi desenvolvido (Figura 8). Dois diferentes
tipos de gota (solucao de polimero e solucao de fArmaco, de mais alta e mais baixa
tensao superficial, respectivamente) sdo fabricadas separadamente através de um
duplo microdispersador com dois bicos injetores. As gotas colidem e apds a colisao
o nucleo (solugdo do farmaco) permanece esférico devido a alta tensao superficial,
enquanto que a solucdo polimérica espalha sobre o nucleo contendo farmaco. A
microcapsula ¢ formada devido a separagdo de fases interfacial e transferéncia de

massa entre os solventes.

18
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Bico injetor

Troca de solventes

Figura 8: Um novo método de polimerizacdo interfacial®.

M¢étodos modernos também envolvem a formacgdo de nanoparticulas a partir
de fluidos supercriticos, em emulsdes do tipo H,O/CO, supercritico, conforme
ilustrado na Figura 9 (neste caso, ndo ¢ qualquer surfatante que pode se utilizado,

pois deve ter boa solubilidade em CO, , com fracas forcas de dispersao das cadeias,

como por exemplo, um perfluorpoliéter)™.

Figura 9: Imagem de emulsio supercritica, formada por H,O/CO, supercritico™.
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1.1.3. Os materiais utilizados: polimeros biodegraddveis

Sistemas poliméricos de liberacdo de drogas sdo largamente utilizados e ndo
s0 permitem uma liberagdo lenta e gradual do ingrediente ativo, como também
podem possibilitar o direcionamento a alvos especificos do organismo a ser
tratado, como um sitio de inflamagdo e tumor. Sejam sintéticos ou naturais, estes
polimeros podem ser hidrolisados, resultando em compostos biocompativeis.

Se a matriz polimérica ndo ¢ degradada na biofase, dependendo da aplicagdo
ela deve ser removida cirurgicamente, implicando em um alto custo e incomodo
para o paciente. J& existiam registros, no passado, de sistemas alternativos para
administracio de vacinas’’. Foi demonstrado que a producdo de anticorpos em
camundongos imunizados com uma uUnica dose de um antigeno contido numa
matriz polimérica ndo degraddvel, mantinha-se por mais de seis meses em niveis
comparados aos dos camundongos imunizados por duas vezes com o mesmo
antigeno. Entretanto, a aplicacdo desta estratégia suscitou a preocupacao sobre os
possiveis efeitos adversos que a presenga deste material no organismo poderia
ocasionar, criando-se, desta forma, a necessidade de remog¢do cirurgica do
implante, apos a liberagdo do antigeno. Neste sentido, a sintese de polimeros
biodegradaveis contribuiu para a melhoria destes sistemas, visto que eles nao
requerem remogao cirirgica e apresentam poucos efeitos colaterais.

Matrizes poliméricas biodegradaveis® ja sdo biocompativeis ¢ degradaveis,
isto ¢ degradam in vivo em fragmentos menores que podem ser excretados. Estes
produtos de degradacao nao sdo toxicos, € ndo devem provocar nenhuma resposta
inflamatoria. Outra caracteristica importante ¢ a degradacdo ocorrer em um

razoavel periodo de tempo, requerido pela aplicagao.
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E importante se fazer aqui uma distingdo entre alguns termos aplicados a
esta classe de polimeros. Muitos materiais utilizados em aplicagdes biomédicas sao
ditos biocompativeis. No caso de implantes, biocompativel significa que o
polimero, ap6s implantado, torna-se isolado dos tecidos do corpo por uma
encapsulacao natural de colageno. Portanto, eles sdo realmente rejeitados mas nao
induzem a um efeito danoso, gragas ao biofilme gerado em sua superficie.
Entretanto, existem os polimeros biologicamente degradaveis, que tendem a se
fragmentar em unidades menores. Dois tipos de materiais podem ser incluidos
neste caso: os biodegradaveis e os bioabsorviveis. Estritamente falando, polimeros
biodegradaveis sdo aqueles que degradam em fragmentos menores devido a acdo
de enzimas no organismo, enquanto que o termo bioabsorvivel refere-se a
polimeros menos estaveis a presenca de agua.

Alguns exemplos de polimeros biodegraddveis usados na preparacdo de
micro ¢ nanoesferas incluem poliésteres, polianidridos, poli(ortoésteres),
polifosfazanas e polissacarideos. A Figura 10 mostra a estrutura quimica de varios

destes polimeros.
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Figure 10: Estrutura quimica de vérios polimeros biodegradaveis™.
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Poliésteres alifaticos atraem interesse significativo como veiculos
carregadores devido a biocompatibilidade e biodegradabilidade. Esta classe de
polimeros degrada via quebra da ligagcdo éster da cadeia. A estrutura quimica dos

poliésteres mais representativos esta mostrada na Figura 11.
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Figura 11: Estrutura quimica dos principais poliésteres utilizados em sistemas de

: o , 25
liberagdo de farmacos™.

Copolimeros de poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA) s3o os mais
empregados devido a sua biocompatiblidade, aprovacao legalizada do uso e porque
a taxa de degradagdo e as propriedades mecanicas podem ser moduladas, por variar
a razdo lactideo/glicolideo e por alterar a massa molar. Estes polimeros sao
quebrados em 4cidos lactico e glicdlico, os quais sdo facilmente eliminados na
forma de CO, e agua. A taxa em que ocorre a degradagao ¢ critica para determinar
o perfil de liberacdio de um ativo e depende do grau de cristalinidade,

hidrofilicidade e massa molar*. Em geral, PLGA rico em unidades glicélicas

22



(acima de 70%) sdo amorfos e degradam mais rapidamente. Por outro lado,
quando se tem uma diminui¢do na massa molar do polimero, a degradacao ¢ mais
acentuada devido ao aumento no niimero de grupos carboxilicos de final de cadeia,
acelerando a catalise acida. A massa molar e a distribuicdo de massa molar
também exercem influéncia na taxa de degradacdo do polimero. Uma larga
distribuicdo de massas molares pode levar a um numero grande de grupos
carboxilicos de final de cadeia, favorecendo a degradacao auto-catalitica. Durante a
degradacdo da particula, a matriz polimérica sofre quebras ramdomicas
preservando a conformacao até que 90% tenha sido degradado.

Poli(e-caprolactona) (PCL) ¢ um polimero semicristalino biodegradavel de
baixa temperatura de transi¢do vitrea (60 °C), também bastante utilizado no
encapsulamento de drogas. Devido a sua cristalinidade e hidrofobicidade, a
degradacdo in vitro de PCL ¢ mais lenta, fazendo com que seja um polimero
adequado para dispositivos que exijam longos periodos de liberacdo ou mesmo
modular a liberacdo na forma de blendas compativeis com outros polimeros®. Os
dispositivos a base de PCL mantém sua forma durante a fase inicial de
biodegradacao, onde a massa molar decresce severamente por conta da hidolise
das ligagdes éster no bulk. Em uma segunda fase, continua a diminui¢cao de massa
molar e os produtos de clivagem sdao pequenos o suficiente para difundir para fora
da matriz e a taxa de hidrdlise vai decrescendo nesta segunda fase, devido a um
aumento na cristalinidade.

Os outros polimeros, como os poli(fosfoésteres) degradam via hidrolise
levando a clivagem de ligacdes fosfato no esqueleto, ndo gerando ambientes
acidos. A taxa desta degradacdo ¢ controlada pelo conteudo de fosfato (¢ maior em
concentracdo alta de fosfato). J& os poli(ortoésteres) nao degradam

homogeneamente ao longo da matriz como os poliésteres, mas sofrem erosao de
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supericie pela alta hidrofobicidade e impermeabilidade a agua. Este fato
conduz a uma liberacdo mais lenta e evita o “burst” (liberacdo inicial brusca)
inicial®.

Polianidridos ja sdo bastante hidrofobicos, com grupos anidrido susceptiveis
a hidrélise, com erosdo localizada preferencialmente na superficie, pois depende da
taxa de entrada de 4gua (que por sua vez ¢ determinada pela hidrofobicidade e
cristalinidade). Mostram minima reagdo inflamatéria in vivo e os produtos de
degradacao sao acidos monoméricos, ndo mutagénicos € nao toxicos.

Polifosfazanas sdo uma classe interessante de polimeros biodegradaveis.
Eles sdao sintetizados como polimeros lineares, compostos por um esqueleto
inorganico com atomos de fosforo e nitrogénio e seu método de sintese ¢
conhecido desde 1965, com o poli(diclorofosfazana)”'. Quando expostos a um
ambiente aquoso estes polimeros sdo clivados em compostos ndo toxicos de baixo
peso molecular como fosfatos € amonia.

Entre os polimeros naturais, destaca-se a quitosana, composta primariamente
de 2-amino-2-deoxi-B-D-glucopiranose ¢ obtida da quitina, o segundo mais
abundante polissacarideo natural, e tem mostrado excelente biocampatibilidade,
biodegradabilidade e baixa imunogenicidade™ .

Um exemplo de preparacdo de polimeros biodegradaveis sintéticos € o caso
de copolimeros-bloco compostos de PEO-PPO-PEO (Pluronic, um copolimero-
bloco relativamente hidrofilico) e poli(epsilon-caprolactona) (hidrofobico) obtido a
partir da abertura de anel de epsilon-caprolactona na presenca de PEO-PPO-PEO ¢

. 43 . .
catalisador octanoato estanhoso™, conforme esquematizado na Figura 12 .
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Figura 12: Etapas da preparacdo de copolimeros-bloco compostos de PEO-PPO-

PEO (relativamente hidrofilico) e poli(e-caprolactona) (hidrofobico)™.

Os polimeros hidrofilicos, ou que possuem heteroatomos na cadeia, que sao
amorfos e que tem menor massa molar sdo mais facilmente degradados que
polimeros hidrofobicos, com predominancia de ligagdes C-C, cristalinos e de mais
alta massa molar. E geralmente considerado que o mecanismo de degradagdo de
micro e nanoesferas de poliésteres alifaticos € hidrolitico. Estudos in vitro e in vivo
com microesferas de PLGA demonstraram que a degradacdo ¢ dependente da
escala de tamanho do dispositivo™, sendo heterogénea nas microesferas maiores
que 300 um e homogénea nas menores (comparando-se a extensdo da erosdo entre

nucleo e superficie da particula). Foi demonstrado também que a taxa de
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degradacdo depende da proporcdo entre os dominios amorfos e cristalinos,
sendo que para poliésteres semicristalinos a degradagcdo ocorre primeiro nas
regioes amorfas e depois nas cristalinas. Durante a degradagdo a cristalinidade
gradualmente aumenta, devido a uma maior mobilidade das cadeias apos a
hidrélise, que permite um rearranjo e realinhamento™.

Particulas de polimeros biodegradaveis apresentam sempre algum grau de
porosidade, outro fator importante na biodegradacdao. Trabalhos da literatura ja
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

. ~ A . . e 4 1+ 45
difusdo de oligdmeros e produtos de baixa massa molar advindos da hidrolise™.

1.1.4. Aplicagoes na area médica e farmacéutica

A entrega de um farmaco a biofase envolve quatro etapas %,

1. fase farmacéutica (propriedades fisico-quimicas do ingrediente ativo, sintese e
design das formulacoes);

2. fase farmacocinética (destino do farmaco, que envolve a liberacao, absorcao,
distribui¢ao, metabolismo e excre¢do, fazendo uso de modelos fisiologicos bem
estabelecidos, com individualizacdo dos regimes de dosagens);

3. fase farmacodinamica (mecanismo de agdo, verificado através da interagdo do
ativo com tecidos e células envolvendo receptores especificos);

4. fase terapéutica (em que esta contida a farmacologia clinica, avaliando os

efeitos toxicos e terapéuticos)
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O fato novo e importante € o de que a chegada dos sistemas de liberacao
controlada levou a alteracOes significativas nestas etapas de administracdo,
trazendo uma série de vantagens quando comparados aos sistemas convencionais
de administracio de farmacos. Trata-se de carregadores’’ coloidais como
agregados micelares, géis, emulsdes multiplas e inversas, microemulsdes, pontos
quanticos, além de nano e microparticulas, ciclodextrinas e dendrimeros*®.

O campo conhecido como nanomedicina compreende, juntamente com o de
novos materiais, a aplicacdo das ferramentas e dispositivos utilizados no estudo
dos sistemas nanométricos em uma area altamente instigante e motivadora:
medicina e cuidados sociais com a saude e prevengao.

E instrutivo considerar brevemente os segmentos que compreendem este
campo, que de fato tem sua origem na biologia estrutural. Estes sdo a
biofarmacéutica, dispositivos e materiais para implantes e cuidados cirdargicos e, de
grande importancia médica, as ferramentas para diagnostico. Freqlientemente estas
areas envolvem hoje aspectos da liberacdo de drogas a partir de materiais
nanoestruturados e o uso de protocolos sofisticados na descoberta de novos ativos.

Materiais implantaveis seguros sao utilizados em transplante de tecido,
reparo Osseo € os tdo chamados “materiais inteligentes”, como no uso de
polimeros-suporte para o crescimento de uma populagdo de células saudaveis. Um
exemplo bastante recente ¢ o tratamento da aplasia (auséncia de desenvolvimento)
das glandulas salivares. Esta ¢ uma hipofuncdo conhecido como xerostomia
(manifestacdo clinica conhecida como “boca seca”), que ¢ grave e pode se
apresentar com auséncia quase completa de saliva, provocando muito desconforto
(predisposi¢do a caries, halitose, inflamagdo e dor). J4 € possivel se pensar em
glandulas salivares artificiais, semeando a linhagem epitelial de glandula salivar
humana em poli(L-4cido latico), poli(acido glicolico), e copolimeros. Amostras de

polimeros com células e polimero sem células foram implantadas subcutaneamente
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em ratos. Os implantes foram retirados com 2, 4 e 8 semanas para andlise
fenotipica e funcional. Surpreendentemente, células epiteliais de glandula salivar
mostraram fendtipo tipico, com formacdo de estruturas morfoldgicas muito
proximas das da glandula salivar, além de recuperar caracteristicas funcionais™.

Outro avanco de grande destaque tecnoldgico e portador de beneficios para o
paciente fica por conta das ferramentas diagndsticas. Neste campo as
nanoparticulas magnéticas desempenham um papel importante, como por exemplo,
nas imagens de ressonancia magnética.Vamos procurar definir, em linhas gerais,
uma nanoparticula magnética e como se obtém uma imagem por ressonincia
magnética®*"?,

A susceptibilidade magnética € uma caracteristica intrinseca de cada
material e sua identidade esta relacionada com a estrutura atdmica e molecular. Os
atomos tém momentos de dipolo magnético em virtude do movimento orbital dos
respectivos elétrons. Além disso, cada elétron tem um momento de dipolo
magnético intrinseco associado ao seu spin. O momento magnético de um atomo
depende da disposi¢cdo dos elétrons no seu interior. Um material pode produzir um
campo magnético tanto porque estd magnetizado, como porque conduz uma
corrente de transporte de portadores de carga. Quando um material estd na
presenca de um campo magnético, este ¢ modificado por causa da magnetizacao
resultante do momento de dipolo molecular. Esta magnetizacdo pode ser
puramente devido a interacdo do campo aplicado com a matéria, conforme ocorre
com o0s materiais diamagnéticos e paramagnéticos ou pode ja existir mesmo na
auséncia 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 deformac¢do da distribuicdo da corrente eletronica. A sua

magnetizacdo tende a enfraquecer o campo externo. Geralmente o efeito
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diamagnético nos materiais ¢ mascarado pelo comportamento paramagnético e
ferromagnético. O paramagnetismo resulta da tendéncia dos momentos magnéticos
moleculares alinharem-se com o campo magnético aplicado, refor¢ando o campo
aplicado™. Em sintese, o elétron pode ser visto como uma particula carregada
girando em torno do préprio eixo (produzindo momento magnético intrinseco),
enquanto que suas Orbitas ao redor do nucleo produzem momento orbital. Estes
dois tipos de momento magnético, quando observados em escalas macroscopicas,
produzem a for¢a de atragdo entre dois imas. Os momentos magnéticos de dois
atomos vizinhos podem se alinhar de forma paralela (nos ferromagnetos) ou
antiparalela (antiferromagnetos). Como eles sdo em grande numero, tendem a
reduzir a energia magnética gerada, formamdo diversos conjuntos de atomos
(dominios magnéticos) em dire¢des aleatorias, de forma que a soma dos momentos
dos dominios seja essencialmente zero.

Porém, se as dimensdes do material considerado s3ao reduzidas
drasticamente, até alguns nandmetros, estes dominios serdao fundidos em um Unico,
gerando o que se conhece como uma particula monodominio, a nanoparticula
magnética. O momento de cada particula perturba o das particulas vizinhas ¢ em
geral, esta interacdo atua no sentido de alinhar os momentos magnéticos, situacao

energética mais favoravel. Estas defini¢des estdo ilustradas na Figura 13.
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Figura 13: Dominios magnéticos:”bulk” (esquerda) e nanoparticula (direita)®.



Para ser util numa aplicagdo em que as particulas sejam dirigidas a alvos
especificos, tem que ser possivel fazer com que respondam a um campo externo.
Este fato ¢ conseguido através de energia térmica e oscilagdo, provocando
desordenamento e fazendo com que o momento de uma particula ndo “enxergue” a
de outra e o coletivo de particulas responda ao campo externo.

Em 1945, a descoberta do momento nuclear magnético foi feita
independentemente pelo suico naturalizado americano Felix Bloch (1905-1983) e
pelo americano Edward Mills Purcell (1912-). Esta descoberta lhes deu o prémio
Nobel em fisica de 1952. Em 1966, os trabalhos do sui¢o Richard R. Ernst (1933-)
com a aplicacdo da modulagdo com sinais de radio e o uso da transformada de
Fourier no sinal da NMR (ressonancia nuclear magnética) lhe garantiu o prémio
Nobel em quimica em 1991. Este desenvolvimento pode finalmente ser utilizado
em 1973 por Damadian e Lauterbur na geragdo das primeiras imagens por MRI
(Magnetic Resonance Imaging - Ressondncia Nuclear Magnética). As vantagens da
MRI sdo principalmente seu enorme contraste entre os varios 6rgaos, como veias,
artérias, nervos € tumores, que nao 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
prétons nos atomos de hidrogénio no corpo. Ondas de radio, emitidas 25 vezes ou
mais por segundo, desalinham temporariamente estes protons. Quando o pulso de
raddio ¢ desligado, os protons se re-alinham com o campo em alguns segundos,
emitindo radiacdo hiperfina caracteristica, que sdo detectadas, produzindo as
imagens>*.

Outro exemplo interessante em terapéutica € a remocao de gliomas, como o0s
gliomas nasais infantis apresentados na Figura 14. Gliomas nasais sdo tumores

benignos raros, constituidos de tecido glial e astrocitos. Sdo divididos
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anatomicamente em extranasais (60%), intranasais (30%) e mistos (10%). A
remocdo cirurgica era o unico tratamento de escolha até recentemente, e era
realizada no comeco da infancia, para prevenir efeitos deformantes do tumor sobre
ossos da face e comprometimento respiratorio por lesdes intranasais. Deve ser
lembrado que procedimentos cirirgicos extensos neste caso devem ser evitados,
devido a possibilidade de comunicagdo com a meninge. Outro fato importante ¢é
que ocorrem gliomas malignos, que sdo os tumores intracanianos de dificil
deteccio”. Neste cenario a nanotecnologia apresenta uma melhoria em
diagnostico, que ¢ o wuso de nanoparticulas magnéticas cobertas com
poli(etilenoglicol), que se acumulam nos gliomas, servindo como um promotor de
contraste, diagnosticando o tumor. As nanoparticulas podem ser associadas a um
peptideo, clorotoxina, para melhor direcionamento a tumores intracranianos e

Ce e 56
tratamento nas fases iniciais da doenga.
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Figura 14: Diagramas mostrando o desenvolvimento embrioldgico dos gliomas
nasais. Acima: fechamento normal dos ossos do cranio e face, abaixo: Corte

mostrando um glioma extranasal.

31



1.2. A candidata a encapsulagdo: violaceina, um pigmento produzido

pela Chromobacterium violaceum

Para os brasileiros, a Chromobacterium violaceum vem sendo motivo de
orgulho devido a sua escolha como “bactéria-modelo” para dar partida ao
Programa Genoma Brasileiro’’, patrocinado pelo Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, através do Conselho de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico —
CNPq. Na realidade esta bactéria ja era estudada no Brasil ha anos, pois a
Chromobacterium violaceum foi isolada em 1976 quando uma amostra de agua do
Rio Negro foi analisada, revelando grandes quantidades da bactéria. A propriedade
fotobiologica da violaceina foi proposta por Caldas quando estudos sobre a
natureza da coloragio do Rio Negro (AM - Brasil) foram realizados™. Em seguida,
o potencial terapéutico da violaceina foi investigado™ .

Historicamente, a Chromobacterium violaceum foi descoberta por volta do
final do século 19 (Curzio Bergonzini identificou a bactéria em 1881)°' e varios
metabolitos secundarios (antibioticos, cianeto, proteases) entre eles um pigmento
principal, a violaceina, teve sua estrutura quimica elucidada somente em 1960.

A violaceina ¢ um derivado inddlico caracterizado como 3-(1,2-dihidro-5-(5-
hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo0-3H-pirrol-3-ilideno)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona. A
Chromobacterium violaceum € uma bactéria violeta-pigmentada, Gram-negativa,
anaerobica facultativa, em forma de bastonete, pertencente a familia Rhizobiaceae
e a ordem Eubacteriales ®*. Seu crescimento celular ¢ induzido pela liberagio
extracelular de N-hexanoil-L-homoseril lactona, um mecanismo conhecido como
“quorum sensing ~®. Trata-se de uma bactéria saprofita encontrada em 4guas e

solos de regides tropicais e subtropicais ¢ ¢ de grande importancia cientifica e

32



tecnologica. A (Figura 15) mostra uma micrografia da bactéria, obtida por

microscopia eletronica de varredura e a estrutura da violaceina.

Figura 15: Aspecto morfologico da Chromobacterium violaceum e estrutura

molecular da violaceina.

A partir do estabelecimento da cepa CCT 3496 da Chromobacterium
violaceum, a produgdo, extracio e purificagio do pigmento foram padronizados®™.
Diversos trabalhos atribuiram a violaceina diferentes atividades biologicas tais
como bactericida®, tripanocida“, antiviral®’, antioxidante®, antimicobacteriana®®,
antiulcerogénica®, antileishmania’ e antitumoral """,

No tocante a nosso interesse em tratamento de cancer, ensaios de
determinagdo de citotoxicidade para diferentes marcadores celulares utilizando
fibroblastos V 79 de pulmao de hamster chinés, mostraram um potencial citotoxico
da violaceina, com valores de 1Cs, (concentragdo inibitdria responsavel por 50% de
morte celular) de 5-12 pmol L. A investigagio da capacidade da violaceina de
induzir apoptose em cultura de células V 79 foi demonstrada .

A solubilidade reduzida da violaceina em solucdes aquosas pode causar

diminuigdo da sua atividade in vivo. Neste sentido, modificacdes das suas
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propriedades fisico-quimicas foram inicialmente obtidas com a preparacao de
complexos de inclusdo com B-ciclodextrina (B-CD), solubilizando a violaceina em
agua’’. Resultados preliminares obtidos em células de leucemia, linhagem HL 60,
mostram o potencial da violaceina livre e complexada a -CD como indutor de
diferenciacio celular e apoptose’”.
Neste contexto as particulas poliméricas surgiram como alternativa para
carregar violaceina, permitindo uma liberacdo mais lenta ou uma diferente forma
de apresentacdo, que previna sua decomposi¢do e possibilite o direcionamento a

possiveis alvos especificos na célula tumoral.

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

apoptose e necrose.

Uma cultura primaria de células ¢ aquela que deriva diretamente dos tecidos
ou orgdos (ex. pele, rim, figado). Estes devem ser obtidos em condigdes assépticas
e levados ao laboratorio rapidamente, imersos em meio de cultura, para
manutencdo da viabilidade celular. Ela é o ponto de partida para as chamadas
linhas celulares, que resultam da seleccdo de culturas primarias. Sdo clones
capazes de sobreviver e de se multiplicar indefinidamente (por exemplo, por 50
geracgdes)’.

A cultura de células in vitro pode ser usada para a avaliagdo basal da
toxicidade e da toxicidade em o6rgdos-alvo. A citotoxicidade pode ser definida
como a propriedade de ativagdo dos mecanismos de morte celular por um
composto quimico, ou por uma célula mediadora (célula T citotoxica). O termo
citotoxicidade ndo indica um mecanismo de morte celular especifico, pois, a

citotoxicidade de um composto pode combinar aspectos de apoptose € necrose
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(veremos mais adiante a distingdo entre estes dois fendmenos de morte
celular)’®. Estes testes in vitro sio Gteis na determinagio da citotoxicidade basal,
assim como no estabelecimento da faixa de concentracdo na qual o composto
apresenta atividade.

O estabelecimento da concentragdao onde 50% de células sdo afetadas (ICs)
permite comparar quantitativamente a resposta de um mesmo composto em
diferentes sistemas, ou de véarios compostos em um Gnico sistema’ . Em todos estes
testes, as células sdo cultivadas em placas para culturas com varias concentragoes
da substancia adicionadas ao meio de cultura. Este meio € composto por soro e
nutrientes, fatores de crescimento, e antibioticos sob atmosfera adequada). Apos
um periodo de exposigdo a substancia-teste, procedimentos de analise sdo
desenvolvidas, com testes de citotoxicidade especificos.

Os alvos (“endpoints™) celulares dos testes de citotoxicidade sdo baseados,
principalmente, na perda seletiva da permeabilidade celular, na redugdo da fungao
mitocondrial e nas mudangas na morfologia e replicagdo celular. Cada tipo celular
responde por meio de diversos mecanismos bioquimicos a presenca de diferentes
compostos. Algumas dessas respostas sdo comuns ¢ podem ser utilizadas como
marcadores precoces de citotoxicidade, dentre elas a perda das fungdes
mitocondriais”>"®. Na se¢do 4.2.5 veremos detalhadamente cada um destes testes e
a qual funcdo metabolica da célula eles se referem.

A citotoxicidade pode combinar aspectos de necrose e apoptose, que sdo
dois mecanismos distintos pelos quais a célula pode morrer A necrose € a morte
acidental, induzida por injuria quimica ou fisica.

A apoptose € a morte programada da cé€lula. O termo ¢ derivado do grego
"apoptwsiz", e referia-se a queda das folhas das arvores no outono - um exemplo
de morte fisioldgica programada e também apropriada, pois implicava em

renovacao.
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Vamos procurar distinguir estes dois fenomenos. A morte celular por
necrose, em resposta a injuria severa as células, € caracterizada morfologicamente
por inchaco citoplasmatico e mitocondrial, ruptura da membrana plasmatica e
liberagdao do contetido extracelular. Conseqiientemente, ocorre a geragao de uma
resposta inflamatoria, que pode causar injdria e até morte de células vizinhas”. O

fendmeno de necrose esta ilustrado na Figura 16.
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Figura 16: Etapas de um evento de necrose.

A apotose, por outro lado, possui um papel essencial na manutengdao da
homeostase tecidual e ¢ importante em certas condi¢des patoldgicas, incluindo o
cancer. A morte celular por apoptose ¢ morfologicamente caracterizada pelo
encolhimento da célula e diminui¢do do contato entre células vizinhas, formagao
de vacuolos citoplasmaticos, fragmentacdo da membrana nuclear e condensagdo
cromatinica, despolarizagdo de membrana mitocondrial, fragmentacdo do DNA e
alteragdes na assimetria de fosfolipideos de membrana plasmatica (Figura 17). Ela
pode ser iniciada por diversos estimulos tais como hipotermia, estresse oxidativo e
deplecdo de fatores de crescimento, em muitos tipos celulares®’. Hoje se sabe que

falhas nos processos de regulaciao da proliferagao celular levam a um crescimento
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desordenado caracteristico de células cancerosas, onde a proliferacdo ¢ ativada

, « .1 -4 81
enquanto a apoptose ¢ inibida
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Figura 17: Etapas de um evento de apoptose.

A degradacdo do DNA via ativagdo de endonucleases e a desintegracdo
nuclear originam os ‘“‘corpos apoptoticos”, bem caracteristicos do processo de
apoptose®”. Estes corpos apoptoticos sdo rapidamente retirados do tecido por
macrofagos. O fato de culminar em corpos apoptoticos ¢ devido a uma série de
cisteino proteases, chamadas caspases, que sdo ativadas especificamente em
cé¢lulas em apoptose. Estas enzimas possuem um residuo de cisteina no sitio ativo e
clivam substratos que possuem residuos de &cido aspartico em sequéncias
especificas. As alteragcdes morfologicas sao comuns a todas as células em apoptose
explicita, independentemente do agente indutor do processo. Isso significa que a
acdo destas caspases representa uma via final comum que opera em todas as
c¢lulas programadas para morrer.

E importante para nds a sinaliza¢do apoptética via mitocondria, que passa
pela ativacdo das caspases. A via mitocondrial ¢ frequentemente ativada em

resposta a danos no DNA, envolvendo a ativagdo de um membro pro-apoptdtico
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chamado Bcl-2, que regula a liberacdo de citocromo ¢ a partir da membrana
mitocondrial interna (poros na membrana mitocondrial levam ao extravasamento
do citocromo ¢ para o citosol). Bcl-2 se associa com varios receptores de morte
(como o fator de necrose tumoral, TNF) forma o apoptossomo. Caspases
subsequentes sdo ativadas, culminando na clivagem de substratos especificos e
morte  celular por apoptose. Agentes  quimioterapéuticos  ativam
predominantemente a via mitocondrial, com envolvimento de alteragdes de
permeabilidade de membrana mitocondrial e liberacdo do citocromo ¢ para o
citosol.

Portanto, estudos in vitro fornecem importantes ferramentas para ampliar os
conhecimentos sobre os efeitos citotoxicos causados por agentes quimicos € para
estimar estes efeitos em humanos®. Além disso, conforme descrito na literatura® a
toxicidade ¢ um fator limitante na liberacdo e consumo de farmacos e, portanto, a
analise de toxicidade versus atividade biologica de um composto ¢ fundamental
para determinar sua aplicacdo estabelecendo-se o indice terapéutico. Por motivos
¢ticos e financeiros, em se tratando de utilizacdo de animais para estudos
toxicoldgicos, considera-se mais vantajoso o estudo in vitro de toxicidade. Esses
ensaios fornecem informagdes sobre diferentes funcdes ou compartimentos
celulares. O desenvolvimento de novas técnicas terapéuticas contra o cancer ¢
objetivo de varios estudos. Atualmente eles visam limitar sua proliferacdo e a
ocorréncia de metastases através de estratégias que envolvem o controle do ciclo e
da proliferacdo celular, e de varias drogas que agem induzindo a morte celular por
apoptose. Desta forma, a indugdo de apoptose em células tumorais tem sido

considerada um progndstico favoravel da resposta do organismo ao tratamento.
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1.4. Cancer e leucemias

Cancer ¢ um nome genérico dado a um conjunto de doencas caracterizadas

por uma série de mudancas fenotipicas® ™

, dentre as quais se destaca a
proliferagdo descontrolada de determinados tipos celulares no organismo
(conhecida como anomalia da multiplicagdo celular ou malignidade celular).
Portanto, cancer ndo ¢ uma doenca isolada, mas um espectro de doencas que
podem surgir e se disseminar em quaisquer tecidos. Essas células acabam por ter
suas funcodes alteradas, passando a ser chamadas de transformadas e, ao se
multiplicarem, passam a formar aglomerados denominados de tumores®.

Cada tipo de cancer tem um padrdo caracteristico de crescimento,
apresentacdo, bem como abordagem diagnostica, estadiamento e tratamento.
Cancer ¢ uma palavra derivada do grego karkinos, que significa caranguejo assim
como o termo neoplasia (neo, novo e plasma, algo formado) e tumor (inflamacao).
Chama-se de tumor a qualquer aumento de volume localizado em um orgdo,
independentemente da causa, em que. o edema resulta do processo inflamatorio.
Atualmente o termo ¢ empregado para designar a proliferacdo celular anormal, cuja
denominagdo correta seria neoplasia (novo crescimento). A perda do controle
normal da multiplicagdo e crescimento leva a uma perda da capacidade de
diferenciagao celular, provocando a invasao de tecidos locais e também a distancia
(metastases). A célula tumoral perde a caracteristica de inibicdo de crescimento por
contato com outras cé€lulas, devido a rearranjos nos carboidratos de superficie e

perde as proteinas de reconhecimento celular com outras células.
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Os tumores recebem a denominagao segundo o tipo de tecido em que se
desenvolvem, ou seja, os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos
de células. Por exemplo, existem muitos tipos de cancer de pele porque a pele ¢
formada por mais de um tipo de célula. Este cancer, que tem inicio em tecidos
epiteliais ou mucosas ¢ denominado carcinoma, que ¢ um tumor sélido e constitui
a forma mais comum. Entre os tumores sélidos existem também os sarcomas, que
se desenvolvem em tecidos conectivos como cartilagens, ossos, musculos e tecido
adiposo.

O que se chama de linfomas sdo tumores causados pela proliferagao de
células transformadas em orgdos linfoides. como o bago e os linfonodos™, e as
leucemias, que nos interessam mais de perto, referem-se um nimero anormal de
leucocitos produzidos na medula 6ssea®™.

As células tumorais passam por uma série de alteracdes morfo-funcionais de
expressdo génica que passam a conferir o fendtipo tumoral. De fato, o cancer ¢
entendido, recentemente, como uma doenca genética decorrente de uma série de
mutagdes que se acumulam em uma mesma célula, denominadas hits®®. Essas
mutagdes ocorrem principalmente em genes cujos produtos estdo envolvidos com a

inducdo da proliferacio celular®™*®

, 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 apoptotica, sdo denominados proto-oncogenes. Eles sdo
finamente regulados por proteinas produzidas por um outro grupo de genes
denominados genes supressores tumorais. Mutagdes que promovam a perda de
fungdo dos genes supressores tumorais € o ganho de fungdo dos proto-oncogenes
(que ja passam a se chamar oncogenes) desencadeiam o processo tumoral.

As leucemias sdo doencas nas quais existe uma alteragdo genética adquirida

nas células primitivas da medula 6ssea, que levam a um aumento na cocentracao
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de leucocitos. Ha quatro formas principais de leucemia, divididas em dois
tipos, mieldide e linféide. Por sua vez esses dois tipos se dividem em formas
cronica e aguda. As leucemias agudas sdo doengas rapidamente progressivas que
afetam a maioria das células primitivas (ainda ndo totalmente diferenciadas ou
desenvolvidas). As leucemias cronicas sdo doengas de progressao lenta, permitindo
o crescimento de maior nimero de células ja desenvolvidas). A leucemogénese ¢
um fendmeno complexo caracterizado por anomalias de proliferagcdo e
diferenciagdo resultando em bloqueio de maturagdo e expansdo clonal de células
leucémicas®™. A habilidade em responder a fatores exégenos de diferenciagdo
apresenta-se diminuida em células da leucemia, podendo ocorrer alteracdo na
expressao de produtos génicos especificos necessarios para a diferenciagao
celular.A classificacdo atual das leucemias é a seguinte”:

Leucemia Linfoide Aguda (LLA). A leucemia linféide aguda resulta na
producao descontrolada de blastos de caracteristicas linféides e no bloqueio da
producdo normal de globulos vermelhos, brancos e plaquetas. Na maioria das
vezes, a causa da LLA ndo ¢ evidente. Também nestes casos, acredita-se que haja
alguma relagdo com radiacdo devido ao aumento de casos no Japao pos-guerra.

Leucemia Linféide Cronica (LLC). Também resulta em crescimento
descontrolado das células linfocitarias na medula 6ssea, levando a um numero
aumentado de linfocitos no sangue. Esse aumento de células na medula 6ssea nao
impede a producgao de células normais, como ocorre na Leucemia Linfoide Aguda,
explicando o curso insidioso da doenga e a sua descoberta, geralmente, em
pacientes submetidos a exames médicos e laboratoriais rotineiros. A leucemia
linféide (ou linfocitica) cronica nao esta associada a altas doses de irradiacdo ou a
exposi¢ao ao benzeno. Observa-se uma maior prevaléncia familiar.

Leucemia Mieloide Aguda (LMA). A Leucemia Mieloide Aguda

caracteriza-se pelo crescimento descontrolado e exagerado das células
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indiferenciadas (blastos), precursores granulociticos-macrofagicos da medula
Ossea. Estas células ndo apresentam as fung¢des normais dos leucédcitos. Além
disso, existe um bloqueio na fabricacdo das células normais havendo uma
deficiéncia de globulos vermelhos (anemia), plaquetas (plaquetopenia) e glébulos
brancos (neutropenia).
Leucemia Mieldide Cronica (LMC). A leucemia micloide cronica se caracteriza
pela presenca de uma anormalidade genética adquirida e que foi chamada de
cromossomo Philadelphia, pois foi descoberta na Universidade da Pensilvania. O
cromossomo Philadelphia ¢ uma anormalidade que envolve os cromossomos de
numeros 9 e 22. Esses cromossomos se quebram e trocam partes entre si. Esta
alteracao ¢ chamada translocagdo. Uma pequena proporcao de pacientes pode ter a
sua doenga relacionada a irradiacao.

A linhagem celular HL60 estudada neste trabalho representa um subtipo de
Leucemia Mieldide Aguda (LMA).Trata-se da leucemia promielocitica aguda
(M3), responsavel por 10% de todas as LMAs. Geralmente, o tratamento deste tipo
de leucemia consiste de quimioterapia e uso de acido trans-retindico.O crescimento
acelerado que as células da leucemia promielocitica aguda apresentam in vivo, em
relagdo as células normais, estd relacionado a incapacidade funcional para
maturagao e diferenciacao celular e ndo a um aumento na taxa de crescimento. Esta
doenca oferece oportunidade de se estudar a patofisiologia molecular da leucemia
humana, representando um modelo para o entendimento da origem da leucemia no
nivel de desenvolvimento e genética molecular. Desta maneira, novas técnicas
terapé€uticas, diferentes da quimioterapia citotdoxica convencional poderdo ser
desenvolvidas. Dados clinicos e bioldgicos obtidos na tltima década despertaram o
interesse de pesquisadores neste subtipo de leucemia com o intuito de desenvolver
novas formas de terapia’ . 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 pacientes”, como a HL60. Estas células proliferam continuamente
em culturas em suspensdo, consistindo morfolégica e histoquimicamente,
predominantemente em promielocitos, dos quais cerca de 4-15 % apresentam
caracteristicas morfologicas de células mieldides mais maduras: mielocitos,
metamielocitos e leucocitos polimorfonucleares. As células da leucemia mieloide
humana constituem um modelo apropriado para estudos de regulagdo da
proliferagdo e diferenciacdo celular visto que algumas destas linhagens de células

sao induzidas in vitro a diferenciacao terminal por varios compostos quimicos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral: Formulacdo da violaceina em sistemas de liberacao
controlada (micro e nanoesferas) visando o potencial bioldgico da violaceina
(como antitumoral) avaliado in vitro em linhagem celular promielocitica humana

HL60.

Objetivos especificos:

Preparar micro e nanoesferas poliméricas redispersaveis apos liofilizacao
pelos métodos de emulsificagao seguida da evaporacdo de solvente no primeiro
caso € nanoprecipitagdo no segundo caso, utilizando-se os polimeros
biodegradaveis poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA,
50:50). As microesferas serdo formadas a partir do sistema de emulsao 6leo (PCL-
violaceina-EtAc) em 4agua (Tween 40-dgua). As nanoesferas serdo formadas a
partir do sistema PLGA-PLURONIC-PV A-acetona.

Caracterizar estes sistemas quanto a morfologia através de uso combinado
das diversas microscopias, propriedades fotofisicas, eficiéncia de encapsulacao,
perfil de liberagdao, mobilidade eletroforética, potencial zeta e tensdo interfacial.

Verificar o potencial da violaceina livre e encapsulada em nanoesferas de
PLGA no balanco apoptose/proliferagdo de células tumorais, usando como
parametros:

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

promielocitica humana (HL60)

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

ativos, ¢ a implicagao na morte celular induzida por estes ativos.
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3. Esclarecimento do mecanismo de agdo da violaceina encapsulada em
nanoesferas, comparando os efeitos do ativo livre e encapsulado,
investigando as vias metabdlicas ativadas ou suprimidas durante os

eventos de apoptose e seu possivel direcionamento a alvos especificos.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Producdo de violaceina a partir da cultura de células de
Chromobacterium violaceum CCT 3496 em fermentador ML-4100

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

a) Preparacio do inoculo de Chromobacterium violaceum.

Em frascos Erlenmeyer de 50 mL esterilizados preparou-se inicialmente o pré-
inodculo em 20 mL de meio nutriente, também esterilizado (D-glicose anidra 0,5%,
peptona bacterioldgica 0,5%, extrato de levedura 0,2%, triptofano 0,03%, em agua
destilada). Incubou-se o frasco por 18 horas em shaker rotatério (a 30 °C e 200
rpm). A partir do pré-inoculo, preparou-se 300mL de in6culo, em Erlenmeyer
contendo 300 mL do meio nutriente e incubou-se por 10 h, a 30 °C ¢ 200 rpm.

b) Preparacio do meio de cultura para o bioreator.

Em um Erlenmeyer de 1000mL adicionou-se 160 g de glicose anidra e 500 mL
de agua destilada, obtendo-se uma solucdo que foi autoclavada a 110 °C 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 4gua. Transferiu-se o contetido do
Becker a um bioreator ML-4100 (fermentador de ago inoxidavel New Brunswick
Scientific, capacidade 30 L). Completou-se o volume do bioreator para 19,2L.
Esterelizou-se este meio de cultura no bioreator (120 °C, por 20 minutos, sem

ainda adicionar a glicose e o indculo).
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ApOs o bioreator esfriar a temperatura ambiente, adicionou-se os 500 mL de
glicose e 300 mL de ino6culo, totalizando aproximadamente 20 L.

Realizou-se a fermentacao nas seguintes condicdes:

Tempo total de fermentacao: 29 h;

Agitacdo: 120 rpm;

Temperatura: 33 °C

pH: 6,5 a 7,0 (foi monitorado em pHametro digital, retirando-se aliquotas de 3
mL de 2 em 2 h. No aumento do pH durante a fermentacdo (7,0 para 8,0),
adicionou-se HCI1 0,5 M até que este pH voltasse a 7,0.

Agitacdo: 120 rpm (durante 12 h iniciais) e 250 rpm (todo o restante da
fermentacao);

Pressao: 5 PSIG;

Fluxo de ar: 15 L min" (durante as 12 horas iniciais) e 50 L min™ ( todo o
restante da fermentagao);

Adigao de anti-espumante concentrado (grau biolégico) quando necessario, até
se observar uma diminui¢ao no volume de espuma.

A cada duas horas, durante o tempo de fermentacao, retirou-se aliquotas do
fermentador para se acompanhar o crescimento celular nas primeiras 16 h do
processo (A=720 nm, em espectrofotdometro). Dosou-se a glicose em alguns pontos
durante o processo, para verificar se havia sido consumida, através do método
enzimatico-colorimétrico, segundo Trinder. Apds 16 horas de fermentacdo foi
adicionada mais glicose ao meio, no mesmo volume e concentragdo da glicose
inicial. As amostras foram armazenadas em freezer, para utilizacdo posterior, se
necessario.

O crescimento celular passou a ser mais rapido apos 10 horas de fermentagao e
essa taxa aumentou apds se passar o fluxo de ar de 15 L min™ para 50 L min™.A

adicdo direta do anti-espumante sem diluicdo 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 ap6s 14 horas e chegou a 8
com 26 horas de fermentacao, abaixando-se para 7,5 apods a adi¢ao de HCL 0,5 mol
L'

ApOs o tempo total de 29 horas de fermentacdo, o meio de cultura estava com
uma coloragdo violeta bastante intensa. O meio de cultura foi recolhido com o
auxilio de 2 galdes de 10 L e congelado por 2 semanas.

Os galdes foram retirados do freezer e deixados no laboratdério a temperatura
ambiente, até descongelarem, em 4 dias.

Todo o contetido dos galdes foi centrifugado em centrifuga Sorvall RC-3B em
4.500rpm por 20 minutos, a 25 0C, em tubos de pladstico com capacidade para
250mL

c¢) Extragdo e purificagdo da violaceina

Ap0s se realizar a centrifugacao nas condi¢des acima mencionadas, observou-se
a separacao de um precipitado gelatinoso, de cor violeta intensa, devido a massa de
c¢lulas (biomassa). O sobrenadante continuou com uma coloragdo violeta intensa,
da mesma cor do precipitado obtido, por mais que se centrifugasse a suspensao, o
que indicava que poderia haver muita violacina livre no sobrenadante e que cé¢lulas
deveriam ter sofrido lise, apos o periodo de congelamento nos galdes.

Portanto, o sobrenadante e o precipitado foram tratados separadamente, para
extracao da violaceina.

Sobrenadante: aliquotas de 300 mL do sobrenadante foram colocadas em um
funil de separacdo. A extragdo foi realizada com acetato de etila (aproximadamente
100 mL). Apds a adicdo do acetato de etila, formava-se uma emulsdo que
dificultava a separagdo das fases orgénica e aquosa. Adicionou-se solugdo saturada

de NaCl até para se quebrar a emulsdo.
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Ap6Os a extragcdo, observou-se a formacdo de duas fases liquidas: uma
aquosa inferior, de coloragdo amarelada e outra organica superior, de coloragdo
violeta intensa. Esta fase foi separada e lavada 3 vezes com agua destilada.
Transferiu-se a fase organica a um baldo de 250 mL e adicionou-se 100 mL de
agua destilada. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida, na temperatura de
40 °C, resultando numa dispersio de particulas violetas em 4gua, que ainda tinha
cor amarelada. Esta dispersdo foi filtrada em papel de filtro comum e lavada, até
que nao fosse observada cor amarela no filtrado. Secou-se esta dispersio em
estufa, no proprio papel de filtro.

Precipitado (biomassa): Apos a centrifugacdo, a biomassa foi seca em estufa a
50 0C, obtendo-se uma massa de 125 g. Este precipitado esta sendo purificado por
extracdo em soxhlet e recristalizagdo. A biomassa seca foi colocada diretamente no
soxhlet e extraida com etanol. Este extrato é rotoevaporado a 40 °C, com um pouco
de 4gua, formando uma suspensdo de violacina bruta em agua, apos a evaporagao
do etanol. Esta suspensao ¢ filtrada e colocada de novo em soxhlet, utilizando-se a
seguinte seqiiéncia de solventes: cloroformio, éter etilico e etanol”. A

recristalizagdo foi feita com agua / metanol.

3.2. Sistema de emulsdo 6leo (PCL-violaceina-EtAc) em agua (Tween

40-4agua) formando microesferas de PCL contendo violaceina

3.2.1. Metodologia de formulacdo das microesferas poliméricas por

emulsificacdo e evaporagdao de solvente
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As microesferas poliméricas de PCL (polimero biodegradavel poli(e-
caprolactona, Sigma-Aldrich Chemical Co., MW = 65.000) foram preparadas pelo
método de emulsdo por evaporagio de solvente®:

1. Em um Becker de 250 mL preparou-se uma solu¢ao aquosa de surfatante
(Tween 40- Sigma-Aldrich Chemical Co.) na concentragdo de 3%
(massa/massa), sob agitacdo magnética, evitando-se a formagao de espuma,
que ¢ indesejavel quando se quer formar particulas por um processo de

emulsificacao;

2. Colocou-se o Becker com solugdo aquosa de tensoativo em um banho de
6leo de silicone até que se estabilizasse a temperatura desejada (50,0 °C);

3. Em um outro Becker de 50 mL dissolveu-se o polimero PCL em acetato de
etila (0,65% m/v em acetato de etila PA -Synth, 20,0 mL). Para que se possa
incorporar a violaceina ao polimero esta também ¢ dissolvida na mesma
solu¢dao, com massa de 5,0 mg;

4. Com auxilio de uma pipeta (uma microseringa adaptada com a borracha da
pipeta na parte superior, Figura 18), adicionou-se gota a gota, sob agitacao,
a fase organcia (solvente + polimero + violaceina) a fase aquosa contendo o
surfatante. E importante que esta adicdo seja feita lentamente e que as gotas
sejam direcionadas para o centro do Becker, proxima a regido de maior
agitacdo, a fim de que se tenha uma dispersao mais perfeita das goticulas de

fase organica na fase aquosa;
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Figura 18: Dispositivo utilizado na metodologia de formulacdo das microesferas

PCL/violaceina

5. Completada a adigdo, observou-se a formacdo do sistema bifasico de
emulsdo (dispersdo turva de 6leo em dgua) e deixou-se sob agitacdo, ainda

no banho de 6leo, por 5 horas, até que todo o solvente fosse evaporado;

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

microparticulas e lavou-se 3 vezes com agua destilada por centrifugagao;

7. As microparticulas foram redispersas em agua destilada novamente, em um

baldo volumétrico. A dispersao foi congelada dentro deste baldo em N, (1) e
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transferida para liofilizacdao, que durou 24 horas. Apds esta liofilizacao

obteve-se um po seco e fino composto pelas microparticulas contendo
violaceina, de cor levemente violeta.

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

controle, sem violaceina.

Em funcdo da ma qualidade das redispersdes em agua, a eficiéncia de

encapsulamento e o perfil de liberagdo somente foram realizados para as

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

violaceina (cor violeta intensa dos pos).

3.2.2. Caracterizacdo morfoquimica das microesferas

a. Microscopia optica

A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia Optica
em microscopio triocular (Coleman), objetivas de 10X a 100X e par de oculares
10X e 16X com Camera CCD color 1/3 0,9 Lux BCL 470 linhas TVL24 VAC. As
a amostras foram preparadas através de uma suspensdo em agua deslilada e
posterior gotejamento em ldmina de vidro, deixando-se secar ao ar. As

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

b. Microscopia eletronica de varredura

Em relagdo a técnica de microscopia Optica, além da possibilidade de
maiores aumentos, 0 microscopio eletronico utilizando-se de elétrons secundarios
proporciona maior profundidade de foco, com detalhamento da topografia de

superficie.
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Na técnica de microscopia eletronica de varredura convencional,
utilizada neste trabalho, a passagem de corrente elétrica por um filamento de
tungsténio promove uma elevacdo de temperatura (em torno de 2.500 °C), o que
gera uma emissdo térmica de elétrons. Duas ou trés lentes condensadoras
magnéticas demagnificam a dispersdo do feixe, produzindo uma sonda, que varre
uma area selecionada. O volume de interagao elétron-amostra (penetracao da sonda
na amostra) depende da energia e angulo do feixe e da massa atdbmica dos
elementos presentes.

Esta interagdo do feixe de elétrons com a amostra produz elétrons
retroespalhados, Auger, secundarios, além de raios X. Neste trabalho utilizamos
apenas elétrons secundarios e raios x para a composicao das imagens. Os elétrons
retroespalhados fornecem menor resolucdo espacial mas informam sobre a
composi¢do (elementos de maior nimero atdmico aparecem mais brilhantes). Estes
elétrons tém maior energia, pois se aproximam muito do nucleo, sofrem
espalhamento e re-emergem da superficie, chegando ao detector. Os elétrons
Auger sdo aqueles emitidos de camadas mais externas em pequeno numero,
necessitando de instrumentacao e detectores sofisticados.

Os elétrons secundarios sao os ejetados dos atomos com energia abaixo de
50 eV, sdo gerados proximos a superficie ¢ promovem um alta resolucao espacial
e facilidade de foco e contraste. O feixe de elétrons secundarios, originado da
interacdo do feixe primario com a amostra ¢ coletado pelo cintilador e depois
convertido em sinal eletronico. A imagem ¢ formada ponto a ponto, apresentando
regioes claras e escuras. O detector fica em angulo e a imagem ¢ tridimensional, de
alta resolucao.

Raios-x caracteristicos, detectados por microssonda acoplada, sdo gerados quando
o feixe de elétrons de alta energia desloca elétrons de camadas mais internas, e

estas vacancias sdo preenchidas por elétrons mais externos. A interacdo do feixe
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primario de elétrons com os dtomos origina raios-X de energia caracteristica de
cada elemento (analise dispersiva em energia). Os valores de energia sdo obtidos
em um intervalo fixo de tempo e sdo comparados com uma biblioteca de padroes
na qual sdo identificadas as energias caracteristicas de cada elemento. O fendmeno
de retroespalhamento dos elétrons incidentes, absorcdo parcial de raio-X da
amostra antes de ser coletado e a fluorescéncia produzida pela radiagdo
caracteristica do elemento introduzem erros, que sdo corrigidos na analise
quantitativa.A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia
eletronica de varredura, utilizando os microscopios eletronicos de varredura JEOL
JSM-T300 e JEOL 5800LV. Foram obtidas imagens da superficie das particulas
formadas por elétrons secundarios, com o microscopio operando em 20 KeV e
também imagens por espectroscopia de raios-X por dispersao em energia (EDS),
utilizando-se uma microssonda de raios-X acoplada a um software processador de
dados. Nesta andlise por EDS foram mapeados e quantificados os elementos C, N
e O presentes nas microesferas.

Para a preparacdo das amostras, uma pequena quantidade de microesferas
liofilizadas foi dispersa ao ar e fixada em “stubs” (porta-amostras metalicos
proprios para microsocpia) previamente cobertos com uma fita adesiva condutora
de carbono. As particulas foram cobertas com uma fina camada de ouro no
metalizador pelo processo de “sputtering”, utilizando-se um metalizador BAL-

TEC.

c. Microscopia de Epifluorescéncia

Observou-se, em laminas de vidro, as microesferas de PCL contendo ou nao

violaceina, em um microscopio de fluorescéncia marca Carl Zeiss modelo

Jenalunar. Utilizou-se lampada de Hg de 100W para excitagdo no UV-vis e filtro
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de barreira para excitagdo Aexc > 244 nm observando-se a fluorescéncia para
Aexc > 410 nm, selecionada por filtros Opticos. Estas imagens também foram
obtidas em um microscopio invertido Leica DM IRB com uma lampada de Hg
HBO-100 W. Foi selecionada a faixa de 330-380 nm para a excitagao no UV-vis e
a imagem de emissdo foi observada em Aexc > 410 nm, com auxilio de um espelho
dicroico. Neste microscOpio a captura das imagens foi feita em uma camera digital

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

d. Microscopia de varredura a laser confocal

O microscopio de varredura confocal utiliza uma fonte de luz laser para
promover a excitacao. Nesse caso, 0 microscopio, através de um conjunto de lentes
seriadas, ¢ 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), ¢ possivel iluminar (excitar) todo o plano em estudo, ponto a ponto.
Ao retornar, através do mesmo sistema de lentes, a luz emitida pelo fluordforo ¢
separada da usada na excitacdo por um divisor de feixe (“beam splitter”). Em
seguida, a luz emitida passa por um pequeno orificio capaz de separar apenas a luz
proveniente do ponto focado, eliminando a emitida por pontos fora de foco. Com
isso, s a luz dos pontos em foco ¢ registrada, com a ajuda de tubos fotomulti-
plicadores e computadores acoplados, o que permite construir imagens
bidimensionais precisas. A obtencdo 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 (Optico, € ndo fisico) e a visualizagdao tridimensional
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sdo as maiores vantagens dessa técnica em relagdo a microscopia de
fluorescéncia com camera CCD.

As microesferas foram observadas em microscopio a laser confocal
(LSM510, Zeiss, New York, NY) empregando laser de Ar' (458, 477, 488, 514
nm), tendo-se disponivel o comprimento de onda 488 nm para excitacao.

Para a preparagdo das amostras foi necessaria a fixacdo das particulas sobre
laminulas de 20mm x 20mm, apoiadas em lamina. As laminas foram previamente
lavadas em agitador circular (orbital shaker) em solu¢do de NaOH (7,12M) em
etanol 95% 2:1, por 2h, enxaguadas em agua destilada por 1h, incubadas com poli-
(L-Lisina) 0,1% em PBS pH 7,4 por 45 minutos e colocadas para secar, a
temperatura ambiente. Dispersou-se uma quantidade pequena de amostra (da
ordem de 0,5 mg), diluida em agua Milli-Q (aproximadamente 5 mL), sobre a

laminula e deixou-se secar (periodo de aderéncia).

3.2.3. Comportamento fotofisico da violaceina em solucdo e incorporada as

microesferas (estado solido)

a. Excitacdo e emissao de violaceina em acetato de etila

Os espectros de excitagdo e emissao das solugdes de violaceina em acetato
de etila, em varias concentracdes (2.04, 0.87 ¢ 0.22 mMol L) e de solucdes de
violaceina (2.32 p Mol L") com varias concentracdes de poli(e-caprolactona): 0.2,
0.3 5 5.5 mg L, foram obtidos. Utilizou-se um espectrofluorimetro PTI LS100
(Photon Technology) operando no modo estacionario, com resolucdo de 2 nm. O
comprimento de onda de excitagdao foi determinado em um espectrofotometro com
arranjo de diodos HP8542A, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm. Espectros de

excitagao foram coletados na faixa de of 230-400 nm, utilizando A., = 416 nm.
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Para o espectro de emissao as solugdes foram excitadas em 370 nm e a emissao

foi coletada na faixa de 380-600 nm.

b. Fotofisica no estado estacionario e resolvida no tempo: violaceina livre e

encapsulada, no estado solido

Espectros de reflectancia difusa de violaceina livre e incorporada as
microesferas foram obtidos em um espectrofotometro Varian CARY 02, equipado
com esfera integradora. Para o estado solido, os espectros de fluorescéncia foram
obtidos no modo de iluminacao “front-face”, com a amostra entre duas laminas de
quartzo.

Os decaimentos de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro
Edinburgh Analytical FL900, UK usando o método * time correlated single photon
counting (TCSPC)”. Para excitacdo, utilizou-se uma lampada de hidrogénio
controlada por um tubo Thyratron pulsada a uma freqiiéncia de repeticao de 40
kHz. Isto permitiu a contagem de foétons durante o decaimento. O comprimento de
onda de excitacao foi de 276 nm e a emissao foi coletada em 370 nm. As amostras
foram alinhadas a 45° da radiacdo incidente ¢ a emissao foi coletada em “back-
face” (face oposta a que a amostra foi prensada na cubeta). A deconvolucao do
pulso da lampada foi obtida pelo método dos minimos quadrados ndo linear,
utilizando-se o software da Edinburg. O melhor ajuste foi obtido com y” (chi -

quadrado) proximo de 1 com distribui¢ao dos residuos ¢ randomica.
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3.3. Sistema nanométrico PLGA-PLURONIC-PVA-violaceina em agua-acetona

3.3.1. Metodologia de formulacdo das nanoesferas poliméricas pelo método de
nanoprecipitacdo (separacgdo de fases). Eficiéncia de encapsulagdo e cinética de
liberacdo

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de nanoprecipitagio’””
utilizando-se o polimero biodegradavel PLGA poli(DL-lactideo-co-glicolideo
50:50 (massa molar 55.000 - 75.000, Sigma-Aldrich Chemical Co.,), acetona PA -
Nuclear, violaceina, PLURONIC (F-68, M, = 8400,) ¢ PVA (My = 127.000
Sigma-Aldrich Chemical Co.). A mesma metodologia foi utilizada para se obter

microesferas de PLGA como controle, sem violaceina.

1. Em um Becker de 400 mL preparou-se uma 80 g de solugdo aquosa de
Pluronic e PVA (na concentracdo 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
concentracao de 2,9% massa/volume juntamente com 4,0 mg de violaceina;

3. Utilizando-se de um funil de vidro de 24,5 cm construido com haste longa
de 20 cm, verteu-se, lentamente, sob agitagdo mecanica de 400 rpm, a fase
organcia (solvente + polimero + violaceina) a fase aquosa contendo Pluronic
e PVA;

4. Deixou-se sob agitacdo por 12 h, a temperatura ambiente, at¢ que todo o
solvente tenha evaporado e centrifugou-se a 4,0 °C, 10.000 rpm por 30 min;

5. Lavou-se 3 vezes por centrifugacdo, redispersou-se o precipitado novamente
em agua destilada e congelou-se a suspensdo de nanoparticulas em N, (1)

para a liofilizacao por 24 horas.
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6. ApOs esta liofilizagdo obteve-se um po seco e fino, de coloragdo violeta
forte, composto pelas nanoesferas poliméricas contendo a violaceina
encapsulada.

7.  Devido ao sucesso desta preparacao, estas nanoesferas foram empregadas
em testes bioldgicos de citotoxicidade. Para isto se fez necessario se
determinar o conteudo total de violaceina encapsulada e seu perfil de
liberacdo. O contetdo total de violaceina encapsulada foi obtido por
espectroscopia no UV-vis, em 564 nm. Dissolveu-se,em duplicata, 0,0100 g
de formulagao em 11,0 mL de acetona e fez-se a leitura da concentragao
destas amostras, de posse de uma curva de calibra¢ao. Para o monitoramento
de violaceina liberada pelas particulas com o tempo foi realizado o seguinte
procedimento: 6 mg de nanoesferas foram adicionadas a 5 mL de tampao
fosfato (pH=7,4) contendo 10% de Pluronic foram mantidos em incubadora
a 37,0 +/- 0,10C, com agitagdo de 150 rpm. Em dados intervalos de tempo,
os tubos foram centrifugados em 3.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
separado para analise em espectrofotdmetro de UV-vis, para medida de
absorbancia em 580 nm. Apos a leitura, a solugdo foi devolvida ao tubo
original e colocada de volta na incubadora, para posterior centrifugacao e
medida de absorbancia. Os espectros de 800 nm a 190 nm foram obtidos a

cada 24 h e registrou-se a absorbancia em 580 nm.

3.3.2. Caracterizagdo morfoquimica das nanoesferas

a. Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia eletronica

de varredura, utilizando os microscopios eletronicos de varredura JEOL JSM-T300



e JEOL 5800LV. Foram obtidas imagens da superficie das particulas formadas
por elétrons secundarios, com o microscopio operando em 20 KV.

Para a preparacdo das amostras, uma pequena quantidade de microesferas
liofilizadas foi dispersa ao ar e fixada em “stubs” (porta-amostras metalicos
proprios para microscopia) previamente cobertos com uma fita adesiva condutora
de carbono. As particulas foram cobertas com uma fina camada de ouro no
metalizador pelo processo de “sputtering”, utilizando-se um metalizador BAL-

TEC.

b. Microscopia Eletronica de Transmissao

Utilizou-se o microscopio eletronico de transmissao modelo JEM-1200 EX
II, operando em 80 kV. A imagem ¢ formada fazendo-se incidir um feixe de
elétrons sobre uma amostra, recolhendo e focalizando os elétrons emergentes sobre
uma tela luminescente (que permite observacao visual), sobre uma chapa
fotografica (que permite o registro fotografico) ou sobre uma camara de video. A
técnica baseia-se na emissdo de elétrons que, ao atingirem a amostra, interagem
com ela e sdo detectados. Ao atingirem a amostra, os elétrons podem ser
espalhados elastica (sem perda de energia, mas com mudanca da trajetoria) ou
inelasticamente (perde-se energia de diversas maneiras, como emissdo de elétrons
secundarios, emissao de raio X, ionizagao de camadas internas, etc).

O microscopio de transmissdo convencional fornece trés tipos de imagens: 1)
imagens de campo claro; ii) imagens de campo escuro; iii) difratogramas de
elétrons.

As imagens de campo claro sdo as mais comuns, € devem ser lidas como se
1€ uma chapa radioldgica: os campos mais escuros sao regides mais espessas, ou

regioes formadas por material mais denso (e ret€ém mais elétrons) que os campos
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mais claros. As imagens de campo escuro, ndo mostradas aqui, ja sao
produzidas por elétrons difratados por dominios cristalinos da amostra, € sdo
conseguidas bloqueando-se o feixe principal, mas coletando elétrons difratados.
Sua qualidade ¢ freqlientemente inferior a de campo claro, mas contém uma
informagdo preciosa, que ¢ a presenca, posicao e extensao de dominios cristalinos
na amostra. Difratogramas de elétrons sdo obtidos operando o microscopio como
se fosse uma camara de Laue. Prestam-se a obten¢do de informacao cristalografica
(como os difratogramas de raios-X) com uma grande vantagem: pode-se obter
reflexdes de areas escolhidas da amostra, selecionando-se as particulas ou porgcoes
da amostra sobre as quais se quer informacao cristalografica.

Para a observacao das amostras, foram preparadas telinhas de 200 Mesh com
filme de parlddio suportado, preparado por espalhamento do parlodio (filme
polimérico de nitrato de celulose) sobre a superficie de d4gua deionizada, em uma
cuba de vidro. Em seguida, com auxilio de um palito de madeira com aro de cobre
na ponta, um filme de 4gua contendo nanoesferas foi obtido no aro apds mergulho
em uma dispersdao de nanoesferas em dgua. Encostou-se este aro levemente sobre
papel de filtro para se eliminar o excesso e depositou-se parte do filme liquido
sobre a telinha, por contato entre o filme e a tela. Deixou-se secar por 12 horas.
Sobre uma lamina de parafina adicionou-se uma gota de solugao de OsO, (2%) e
depositou-se a telinha sobre esta gota. Deixou-se por 10 minutos, € observou-se as

amostras apos secagem.
c. Microscopia de varredura a laser confocal
As nanoesferas foram observadas em microscopio a laser confocal

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

nm), tendo-se disponivel o comprimento de onda 488 nm para excitacao.
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Para a preparagao das amostras foi necessaria a fixagdo das particulas
sobre laminulas de 20mm x 20mm, apoiadas em lamina. As laminas foram
previamente lavadas em agitador circular (orbital shaker) em solucdo de NaOH
(7,12M) em etanol 95% 2:1, por 2h, enxaguadas em 4gua destilada por 1h,
incubadas com poli-(L-Lisina) 0,1% em PBS pH 7,4 por 45 minutos e colocadas
para secar, a temperatura ambiente. Dispersou-se uma quantidade pequena de
amostra (da ordem de 0,5 mg), diluida em agua Milli-Q (aproximadamente 5 mL),

sobre a laminula e deixou-se secar.

3.3.3. Tamanho médio de particula por espalhamento de luz dindmico (DLS) e

potencial zeta ({) na superficie de cisalhamento’.

A técnica de espalhamento de luz dindmico ou espectrosocpia de correlagao
de fotons baseia-se na determinagdo das flutuacdes na intensidade da luz espalhada
pelas particulas, em fungcdo do tempo, € no calculo da respectiva funcdo de
autocorrelagdo. Uma grande vantagem desta técnica sobre o espalhamento de luz
estatico € permitir a determinagao da distribui¢ao do diametro das particulas, e ndo
apenas um valor médio de diametro. Uma outra vantagem importante ¢ a
possibilidade da obtengdo de informagdes sobre a composicao superficial das
particulas, considerando que o método ¢ sensivel ao didmetro hidrodindmico
efetivo, isto ¢ o raio da particula somado ao raio da camada de solvatacao.

Para entendermos este fendomeno, devemos nos lembrar de algumas
definigdes. Particulas em um meio liquido movem-se ao acaso (movimento
Browniano), devido a colisdes com as moléculas do meio de dispersdo. Particulas
menores se movimentam mais rapidamente que particulas grandes, e portanto

possuem coeficiente de difusao (D) maior.
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A medida da intensidade de luz espalhada por uma dispersao permite
detectar e analisar este movimento browniano das particulas. A luz espalhada por
uma dispersdo em um dado instante ¢ combinada, formando um padrio de
interferéncia que depende das posic¢des relativas das particulas. A medida que as
particulas sofrem deslocamentos aleatérios, o padrao de interferéncia acompanha
estas modificagdes, produzindo uma variagao da intensidade de luz espalhada no
detetor. Embora a flutuacdo da intensidade espalhada seja aleatéria por natureza,
ela ocorre em uma escala de tempo de micro a milisegundos. O movimento lento
de particulas grandes causard lentas alteracdes na intensidade da luz espalhada. Por
outro lado, a movimentagao rapida de particulas pequenas provocara uma flutuagao
muito rapida na intensidade de luz espalhada.

Para uma dispersdo de particulas com viscosidade 1, em uma temperatura
constante T, o coeficiente de difusdo D ¢ inversamente proporcional ao diametro

hidrodinamico dy, das particulas, como mostra a equacao de Stokes-Einstein,

4T
372'77dh

onde k ¢ a constante de Boltzmann.

As flutuacdes de intensidade de luz espalhada ao longo do tempo sdo
representadas através de uma fungdo de correlagdo. No caso de particulas
pequenas, essa fung¢do de correlacdo entre as intensidades diminui mais
rapidamente com o tempo, do que no caso de particulas grandes. No tempo t = t0 =
0, a intensidade de espalhamento e a funcdo de correlacdio possui um valor
maximo. Com o passar do tempo, a intensidade de espalhamento em um tempo (t0

+ 1) estara 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 particulas
esféricas e monodispersas, a fun¢do decai exponencialmente num intervalo de
tempo t, e a constante de decaimento da curva exponencial gerada pela fun¢do de
correlagdo esta relacionada com o coeficiente de difusdo translacional das
particulas. A constante de decaimento dependem do indice de refragdao do liquido
que dispersa as particulas, do angulo de deteccio da luz espalhada e do
comprimento de onda da luz incidente.
Nestas medidas, para que haja um decaimento da funcao de autocorrelagdo
(de 1 para 0) as dispersoes tiveram de ser muito diluidas, uma vez que a técnica
mede a flutuacdo na intensidade de luz espalhada com o tempo, e verifica se o
espalhamento em um tempo t esta correlacionado a um espalhamento no tempo t +
dt (tempo em que a particula se moveu em frente do detector). Por este motivo,
trabalhamos com aliquotas de 200 uL de suspensdes de 0,2 mg /mL em agua
deionizada, que foram diluidos a 3 mL para leitura na cubeta.O didmetro meédio
efetivo das particulas e sua dispersdo foram determinados através da técnica de
espalhamento dinamico de luz em um aparelho ZetaPlus (Brookhaven Inst. Corp.),
a um angulo de deteccdo da luz espalhada fixo em 90°, na temperatura de 25 °C,
usando laser de estado sélido (12,21 mW, 1 = 633 nm)®* ¢ um sistema Peltier para
controle de temperatura.
O potencial zeta (§) das particulas foi determinado através da técnica de
espalhamento de luz eletroforético, no aparelho ZetaPlus (Brookhaven Inst. Corp.),
a um angulo de deteccdo da luz espalhada fixo em 15°, na temperatura de 25 °C,

em cubetas de acrilico, na forma de dispersdo diluida em KC1 10” Mol L™".

3.3.4. Medidas de Tensdao Superficial e Tensdo Interfacial
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As medidas de tensdo superficial e interfacial para o sistemas dgua +
acetato de etila + violaceina (com e sem surfatante) foram obtidas usando-se um
tensiometro automdtico (KSV Instruments, modelo Sigma 701 (Helsinki,
Finlandia) empregando-se o método do anel. As medidas forma conduzidas em

uma cela com controle de temperatura, mantida em 25+ 0.1 °C”7 |

3.3.5. Atividade biologica das nanoesferas em cultura de células

Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados utilizando-se uma
linhagem celular de fibroblastos de Hamster chinés (V79), saudavel, e outra

tumoral, de leucemia promielocitica humana (HL60).

a. Manutencao dos meios de cultura e contagem do nimero de células

Os fibroblastos V79 foram mantidos em cultura continua através de repiques
periodicos, até atingirem a densidade de confluéncia. Este cultivo foi realizado em
meio DMEM (Dulbeccos modified Eagles medium) contendo 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal
bovino. As células foram descoladas usando solu¢do de tripsina versene-tripsina a
0,1% e versene a 0,016%. O numero de células vidveis para o cultivo e
plaqueamento foi determinado homogenizando-se uma aliquota da suspensdo
celular com a quantidade equivalente de solucdo de Azul de Tripan a 0,1%,
contando as células em camara 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 incubagdo foi feita em estufa a 37°C sob atmosfera timida e

contendo 5% de CO,.
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As células HL60 também foram mantidas em cultura até atingirem a
densidade de confluéncia. O cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 (Bio
Whittaker, MD) suplementado com piruvato de sodio (ImM), L-glutamina (2
mM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), solucdo de aminoacidos
nao essenciais (1% v/v) e soro fetal bovino (10% v/v). A incubacgao foi realizada
em estufa de cultura a 37°C e atmosfera imida contendo 5% de CO,.

As células foram diluidas com uma solu¢ao de Azul de Tripan (1:1, v/v) e contadas

A . .y - O8
na camara de Newbauer, selecionando as viaveis™ .

b. Citotoxicidade e viabilidade celular

Os testes que avaliam a viabilidade das células V79 e HL60 foram realizados
sob condi¢des experimentais que permitem analisar o efeito citotoxico em células
V79 e HL60 induzido pela violaceina livre e por nanoparticulas de
PLGA/violaceina.

Para a linhagem V79 realizou-se o plaqueamento inoculando 3 x 10°
células/mL em cada po¢o de uma placa de 24 cavidades e incubando a 37°C por 48
h (meio de cultura contendo 0,25% de dimetilsulfoxido), para posterior exposi¢ao a
diferentes concentragdes de violaceina livre e veiculada em nanoesferas.

As células HL60 foram cultivadas em placas de 96 cavidades a uma
densidade de 3,0 X 10° células/mL e incubadas a 37°C sob atmosfera umida
contendo 5% de CO,, durante 72 horas. Apos este periodo, foram tratadas com
diferentes concentracdes das preparacoes, nas formas livre e encapsulada.

Os testes que foram aplicados para avaliar a viabilidade celular foram:
fun¢do mitocondrial (redu¢ao do MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil) tetrazélio), exclusdo do corante azul de Tripan e atividade fosfatasica.”
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Estes testes, que avaliam a viabilidade celular e citotoxicidade, foram
realizados sob condigdes experimentais que permitem analisar o efeito citotdoxico
sobre as linhagens celulares HL60 e V79, o qual ¢ induzido pela violaceina e por

nanoparticulas de PLGA/violaceina.

bl. Redu¢ao do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil)

tetrazolio)

As células foram cultivadas em placas de 96 cavidades a densidades de 3,0
x 10° células/mL (HL60) e 3,0 x 10* células/mL (V79), tratadas com diferentes
concentracoes das preparacoes, nas formas livre e encapsulada, no intervalo de 0 a
2 umol L', e incubadas a 37°C sob atmosfera umida contendo 5% de CO,, 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 necessario
para a reduc¢do acontecer. Este meio foi retirado cuidadosamente e foi adicionado 1
mL de etanol para solubilizagdo do formazan (formado no caso de redugdo do
MTT). As placas foram agitadas por 10 min e a absorbancia correspondente a cada
cavidade foi obtida por UVvis em 570 nm. As células ndo tratadas foram

consideradas com 100% de viabilidade.
b2. Determinacio da atividade fosfatasica
As células foram cultivadas em placas de 96 cavidades em densidades de

3,0 x 10° células/mL (HL60) e 3,0 x 10* células/mL (V79), tratadas com diferentes

concentracoes das preparagoes, nas formas livre e encapsulada, no intervalo de 0 a

67



2 umol L, e incubadas a 37°C sob atmosfera imida contendo 5% de CO,,
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 puL do substrato p-nitrofenilfosfato
em solucdo com tampdo acetato 1 mol L™ pH 5,5 (que leva a lise das células, com
extravasamento da enzima de interesse), a uma concentracio final de 75 m mol L™.
Em seguida a placa foi agitada por 30 minutos com auxilio de um agitador de
placas. Apds 40 minutos, a reacdo foi paralisada com adicao de 150 pL de NaOH 1

mol L. A absorbancia em 405 nm foi obtida por UV-vis, devida ao p-nitrofenol.

b3. Exclusao do corante Azul de Tripan e Incorporacao do Corante Vermelho

Neutro

As celulas foram cultivadas em placas de 96 cavidades a densidades de 3,0
x 10° células/mL (HL60) e 3,0 x 10* células/mL (V79), tratadas com diferentes
concentragdes das preparacoes, nas formas livre e encapsulada, no intervalo de 0 a
2 umol L™, e incubadas a 37°C sob atmosfera imida contendo 5% de CO,, durante
72 horas (HL60) e 48 h (V79). Em seguida, as células foram diluidas com uma
solucao de Azul de Tripan (1:1, v/v) e contadas na cadmara de Newbauer.

ApoOs o tratamento, o meio de cultura contendo as drogas foi substituido por
meio de cultura sem soro contendo 100 uL do reagente vermelho neutro 250 pmol
L' (previamente incubado a 37°C e filtrado em membrana de 0,22 um para
remogdo dos cristais formados). A microplaca foi incubada a 37°C (5% CO,) por 2
horas para a incorporagdo do corante pelos lisossomas das células e estas foram
lavadas/fixadas com tampao fosfato. A cada cavidade da microplaca foi adicionado

100 uL de acido acético 1% em etanol a 50% para solubilizagdo do corante. A
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microplaca foi agitada por 20 minutos e a absorvancia foi determinada em

leitor de placas Metertech Inc. modelo 960.

c. Determinacao da Diferenciacio Celular através da Reduc¢ao do NBT

As células HL60 foram tratadas em garrafas de cultura de 50 mL, a uma
densidade de 3,0 X 10’ células/mL, adicionando violaceina ou PLGA/violaceina
(dissolvidos em meio de cultura completo contendo 0.25% de DMSO) a uma
concentracdo final de 0,5 ¢ 0,8 pmol L (violaceina) e 1,0 e 1,5 umol L
(PLGA/violaceina). Apds 12, 24, 48 e 72 horas de incubagao a 37°C sob atmosfera
umida contendo 5% de CO, , as cé€lulas foram contadas em Camara de Newbauer.
Cerca de 1,0 X 10° células foram transferidas a tubos de centrifuga 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 pg/mL de NBT, 1 mg/mL
de TPA dissolvidos em tampao fosfato) aos 0,5mL de suspensdo celular, agitando
suavemente. A reagdo foi incubada a 37°C em estufa contendo 5% CO, durante 30

minutos.

Apo6s incubagdo o material foi centrifugado a 10.000 g por 5 minutos e o
formazan (produto de redugcdo do NBT) presente no precipitado foi solubilizado
com 600 pL de etanol. A absorbancia foi medida em 570nm obtendo-se a

~ s . 1100
concentracao da espécie reduzida .

d. Induc¢ao de morte celular por apoptose. Marcacio com anexina V-FITC/PI

analisada por citometria de fluxo.
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Células apoptdticas 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 sensivel
para deteccdo de células em apoptose, com externalizagdo de PS caracteristica
deste processo. As células HL60 (3 X IOS/mL) foram tratadas com 0,5; 0,8 ¢ 1,0
pumol L' de violaceina ou 1,0; 1,5 ¢ 2,0 umol L' de PLGA/violaceina durante 3, 6,
12, 24, 48 e 72 h. Apds lavagem em PBS, pH 7,4, as células (1 X 10° células/mL)
foram resuspensas em tampao de ligagao (10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM
NaCl, 2,5 mM CaCl,) contendo anexina V-FITC (diluicdo de 1:500). As células
foram incubadas em temperatura ambiente por 10 min e lavadas com tampao de
ligagdo. Apo6s a adigao de 20 pg de iodeto de propideo/mL, as células foram
analisadas por citometria de fluxo utilizando um citdometro de fluxo FACS Calibur
(Laboratorio de Marcadores Celulares-Hemocentro-UNICAMP) em comprimento
de onda de excita¢ao de 488 nm (para o PI) e 530 nm (para FITC). Os dados foram
obtidos utilizando o software CellQuest, versao 3.3 (BD Biosciences). Um total de
10.000 eventos foram coletados para cada amostra e analisados com auxilio do

programa WinMDI versao 2.8.

e. Inducio de morte celular por apoptose. Analise do “swelling” mitocondrial

Para deteccao de intumescimento mitocondrial, as mitocondrias foram
isoladas de células HL60 apos o tratamento com violaceina (0,5; 0,8 ¢ 1,0 umol L
") ou PLGA/violaceina (1,0; 1,5 e 2,0 pmol L") por 3, 6, 9, 12 e 24 horas. A
indugdo de entumescimento mitocondrial por ambos os compostos foi determinada
conforme descrito por Schneider & Hogeboom (1950) com algumas modificagdes.
As concentragdes dos compostos utilizadas foram proximas aos valores de ICsy. As

células foram centrifugadas a 12.100 x g por 10 min a 4°C. O sedimento foi
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suspenso em solugdo de sacarose 250 mmol L' contendo EGTA 0,3 mmol L™
tamponada com Hepes 1,0 mM e em seguida centrifugado nas mesmas condigdes
descritas. O sedimento foi suspenso em solugdo de sacarose 250 mM, obtendo uma
suspensao mitocondrial com concentracao de 100 pg de proteina/mL, determinada
pelo método de Bradford. As mitocondrias foram suspensas em tampao CFS (220
mmol L' manitol/68 mmol L' sacarose/2,0 mmol L' NaCl/5,0 mmol L™
KH2PO4/2,0 mmol L™ MgCl,/10 mmol L Hepes-NaOH, pH 7,4/ 5,0 m mol L
succinato/ 2,0 umol L' rotenona). A absorbancia foi medida em 520 nm em 15
min a 25°C utilizando espectrofotdometro. Uma diminui¢ao da absorbancia decorre
de um aumento do espalhamento, que € consistente com um intumescimento

mitocondrial. ™!

f. Inducido de morte celular por apoptose. Analise de transicio de

permeabilidade de membrana mitocondrial (JC1)

As células HL60 (3 X 10° células/mL) foram tratadas com 0,5; 0,8 e 1 uM de
violaceina ou 1,0; 1,5 e 2,0 pmol L' de PLGA/violaceina durante 3, 6, 12 e 24 h.
Apos serem lavadas com solugdo fisiologica (NaCl 0,9%) as células foram
ressuspensas em tampao 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 tampao fosfato
(400 X g durante 5 minutos em temperatura ambiente). O sedimento celular foi

ressuspenso em 0,5 mL de tampao fosfato e analisadas por citometria de fluxo.

As células foram analisadas por citometria de fluxo utilizando um citometro
de fluxo FACS Calibur (Laboratorio de Marcadores Celulares — Hemocentro —

UNICAMP) em comprimento de onda de excitacdo de 488 nm, sendo que os
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monomeros de JC-1 emitem a 527 nm e os agregados a 590 nm. Os dados
foram obtidos utilizando o software Cell Quest, versao 3.3 (BD Biosciences). Um
total de 10.000 eventos foi oletado para cada amostra e analisado com auxilio do

programa Win MDI versdo 2.8.

Cada experimento foi realizado pelo menos trés vezes (quatro replicatas
cada) e os resultados foram expressos como porcentagens (média + SD) dos
controles, em relagdo aos ensaios de citotoxicidade. Comparagdes estatisticas
foram feitas utilizando teste de uma via ANOVA ou teste-t de Student como

calculado pelo programa Origin versao 6.0 P<0,05 foi considerada significante.

4. Resultados e Discussao

4.1. Sistema de emulsdo 6leo (PCL-violaceina-EtAc) em 4gua (Tween

40-agua) formando microesferas de PCL contendo violaceina

4.1.1. Metodologia de formulacdo das microesferas poliméricas por

emulsificacdo e evaporacgdo de solvente

No processo de formagao das microesferas de poli(e-caprolactona) (PCL)
temos uma emulsdo do tipo 6leo/dgua, em que uma fase 6leo (PCL e violaceina
dissolvidos em acetato de etila, volatil) estd dispersa noutra fase, a aquosa (dgua +
surfatante ). Esta formagao de microesferas solidas (PCL + violaceina) € explicada
pela difusdao para a fase aquosa de pequena quantidade do solvente contido nas
gotas de fase dleo e posterior evaporagdo deste solvente (processo denominado
emusifica¢io e evaporacio de solvente)'*>'”. Emulsdes sdo termodinamicamente

instaveis devido a alta tensdo interfacial y entre 6leo e agua. O incremento de
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energia 0G devido a um aumento de area OA ¢ definida como 0G =0A xvy,a T

e P constantes. Este aumento de energia livre ¢ desfavoravel e o sistema, , para um
AGy > 0, ir4 separar fase para decrescer a area interfacial total'**.

A presenca do surfatante (no caso, o surfatante nao-idnico Tween 40) na

interface liquido-liquido provoca abaixamento da tensdo interfacial. Este fato

auxilia na diminuicdo da taxa de separagdo de fase e, principalmente, dificulta a

coalescéncia por impedimento estérico, levando a uma estabilizagdo cinética do

sistema de emulsado (Figura 19).

Solvente
contendo o ativo
e polimero Surfatante
estabilizando
uma gota

Emulsao

Figura 19: Representagdo da emulsdo estabilizada no sistema PCL-violaceina/-

105
surfatante-agua .

Az 11106 A o o

O termo "coalescéncia" ™ descreve um fendmeno critico e deve ser utilizado
com cautela, em uma situacdo experimental bem determinada. Ela pode ocorrer
tanto entre gotas de 6leo como nas particulas ja formadas (neste caso ha “fusdao de

particulas com a expulsao de espécies tensoativas que foram usadas para estabilizar
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a dispersdo)”'”’. No caso em que duas particulas de 6leo fundem-se, ocorre
quebra do filme liquido que as separa. Inicialmente, as duas gotas que se deformam
e ficam separadas por um filme planar. Devido a flutuagdes locais de concentragdo
ocorrem descontinuidades no filme, que leva a uma falha local do surfatante. Esta
falha permite o contato entre as fases internas das gotas de 6leo, com formagdo de
pescocos; a descontinuidade se propaga, permitindo que ocorra fusdo entre as

gotas’®. Este processo esta ilustrado na Figura 20.

% <

¥
Lé\ L2\ XA

Figura 20: Aproximagdo de gotas de 6leo estabilizadas por copolimero bloco e

A ~ 74 . g
coalescéncia durante a quebra de uma emulsdo”. A seta indica uma

descontinuidade da camada interfacial de surfatante.

A separacdo de fases segue um caminho complexo, envolvendo vérios
mecanismos diferentes de desestabilizacdo. Um deles envolve diferencas de
densidade entre a fase dispersa ¢ a fase continua, o que freqiientemente leva a
migracdo das gotas de acetato de etila a superficie (fendmeno conhecido como
“creaming”). A velocidade desta migracdo depende, além da densidade dos
componentes (p), da viscosidade da fase continua (), do raio da gota de 6leo (R) e

da aceleragdo da gravidade (g). Isto explica a necessidade de agitacdo mecanica, a
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fim de se obter gotas com raios menores, ja que existe dependéncia quadratica

com o raio, conforme a equagao:

L_2R(p—pr)g
u

O tamanho das gotas ¢ importante por um outro motivo. Diferengas na
pressdo interna (pressdo de Laplace) entre gotas de menor e maior raio de
curvatura causam uma diferenga de potencial quimico e de solubilidade. As gotas
menores podem se dissolver na fase continua mais facilmente do que as maiores e
o material solubilizado migrar para as gotas maiores. Este processo ¢ conhecido
como “Envelhecimento de Ostwald” ou desproporcionamento e causa aumento do
tamanho das gotas, desestabilizando a emulsdo'**'"”.

Nestas formulagdes o diametro médio obtido para as particulas ¢
influenciado pela concentracdo de polimero. Foi verificado experimentalmente que
concentracdes maiores que 0,65 % de PCL nado levam a formagao de particulas.
Por outro lado, em concentragdes menores, elas sao obtidas. Este fato ¢ explicado
pela menor viscosidade da fase interna da emulsdo (fase organica menos
concentrada em polimero), o que facilita o rompimento mecanico das gotas,
deixando-as menores. A taxa de coalescéncia destas gotas, como vimos, depende
da taxa de transferéncia de massa do interior ou da superficie das gotas para a
regido intersticial e também da existéncia de um filme interfacial orientado que

"% 0 volume de solu¢do aquosa (100 mL) é maior que o

permita estabilizacao
volume da fase organcia (20 mL) na formulacao das emulsdes. Este procedimento
diminui a possibilidade de coalescéncia das gotas de o6leo devido & menor

probabilidade de choques entre elas.
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4.1.2. Caracterizacdo morfoquimica das microesferas

a. Microscopia optica

A morfologia das microesferas foi analisada através de microscopia Optica
(Figura 21). A micrografia 21.a sugere tamanhos diferentes entre as particulas e
também heterogeneidade quanto a distribuicdo de violaceina na superficie,
representada por regides escuras mais concentradas que outras. As micrografias
21.b e 21.c em maior aumento, ndo permitem que se obtenha informagdo sobre a
morfologia de superficie das particulas, apenas informa quanto a heterogeneidade
de tamanho e esfericidade, podendo sugerir acimulo de violaceina em particulas

menores.
(a)

e

Figura 21: Micrografia obtida por microscopia optica (a): objetiva de 10X; (b) e
(c): objetiva de 100X.
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b. Microscopia Eletronica de Varredura. Espectroscopia de raios-X por

dispersao em energia

Na Figura 22 estdo mostradas microesferas de PCL contendo violaceina
preparadas segundo as condi¢des descritas na parte experimental.

Nota-se que a superficie das microesferas ¢ lisa. No processo de formagao
das particulas ¢ importante que o solvente sofra difusdo da fase descontinua (gota)
para a fase externa aquosa. Esta difusdo ¢ dependente do maior ou menor grau de
miscibilidade deste solvente. Uma alta taxa de difusdo do solvente na dgua tenderia
a formar particulas com alta porosidade, facilitando uma liberacdo mais rapida do
ativo na particula seca. Como acetato de etila e dgua sdo ligeiramente misciveis
(10% v/v), € esperada baixa porosidade das particulas de PCL. De fato, as imagens
obtidas por microscopia eletronica de varredura mostram que os poros nao chegam
a ser evidentes na superficie das particulas.

Mais detalhadamente nota-se que, ademais das diferengas em tamanho das
particulas, ocorre o fenomeno de adesao capilar, discreto (observe a seta em azul).
A existéncia de esferas maiores ¢ menores ¢ esperada, devido a etapa de
emulsifica¢do, quando da quebra das gotas de fase dispersa em goticulas menores.

A adesao capilar ocorreu durante a secagem.
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Figura 22: Micrografias de microesferas de PCL/violaceina. Imagens obtidas por

elétrons secundarios, 20 kV: esquerda, 1200 x; direita, 2000 x
Na Figura 23 (aumentos diferentes de 1 a 4) mostramos que o método de

emulsificacdo pode levar a coalescéncia severa das microesferas (mais evidente nas

etapas 4 ¢ 5, que mostra a formagao de “pescocos” inter-particulas).
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Figura 23: Microesferas de PCL/violaceina. Imagens obtidas por elétrons
secundarios (topografia); (a): aumento de 200 x , (b): 350x , (c) 3500x, (d) 5000x.
Tensdes de 15 KV

Em outra micrografia (Figura 24) notamos também um detalhe morfoldgico
interessante: existe uma heterogeneidade na superficie de algumas particulas, que
mostram ser formadas por pequenas nanoesferas. Este fato ocorreu para duas
amostras diferentes, em particulas de tamanho intermedidrio. As particulas
menores podem estar adsorvidas nas maiores. Entretanto, ¢ importante salientar

que a presenca de pequenas particulas foi observada também no interior de
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nanoesferas de PLGA, por microscopia eletronica de transmissdo. Isto nos faz

pensar em microheterogeneidade destes sistemas.

0003 1400X 20 k¥

Figura 24: Micrografias de microesferas de PCL/violaceina. Imagens obtidas por

elétrons secundarios, 20 kV: superior, 4500 x; inferior, 1400 x
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A andlise por EDS (espectrosocpia dispersiva em energia) das micoresferas de

PCL/violaceina levou a algumas proposi¢des importantes:

1. Mapeamento elementar. Embora a presenga de carbono (Figura 25 a, b, ¢)
seja dominante e bem distribuida por toda a amostra, ¢ interessante notar uma
evidéncia de que a violaceina esta incorporada as microesferas poliméricas: a
presenca de N nas particulas;

2 Mapeamento elementar e perfil de distribuicdo nas particulas. Nas Figura
26 temos as micrografias 25.b e 25.c ampliadas. Nota-se uma distribuigado
similar entre N e O, ambos presentes na violaceina, ao longo da particula. Este
fato ¢ reforgado por perfis de distribuicao dos elementos C, N e O mostrado na
Figura 27: C esta presente majoritariamente, mas N e O sd0 minoritarios e seus

perfis de distribuicao ao longo de uma “linescan” sao semelhantes.

3 Analise quantitativa. A quantidade de N e O em diferentes microesferas ¢
proxima de uma constante, indicando que a violaceina se distribui bem entre

varias microesferas (Figura 28)



Figura 25: Micrografia mostrando a distribuicdo dos elementos na particula de

PCL/violaceina: (a): C, (b): N, (¢): O.

82



Figura 26: Micrografia obtida por SEM-EDS ampliada, mostrando a

conformidade de distribui¢dao dos elementos N e O na particula de PCL/violaceina.

. N 0 |
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

Figura 28: Micrografia obtida por SEM-EDS mostrando que a quantidade de N e

O em presente diferentes microesferas ¢ semelhante.
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Figura 27: Micrografia obtida por SEM-EDS ampliada, mostrando que N e O tém

perfis de distribuicdo ao longo de uma “linescan” sdo concordantes.

84



c. Microscopia de Epifluorescéncia

Foi observado que microesferas de PCL/violaceina sdo fortemente
fluorescentes na faixa de 330-380 nm para a excitacdo no UV-vis (Figura 29-a).
Adicionalmente, ¢ interessante notar que PCL puro ndo ¢ fluorescente (seta,
Figura 29-b). As espécies fluorescentes correspondem ao sistema matriz
polimérica-violaceina, desde que nem cristais de violaceina nem poli(e-
caprolactona) sdo fluorescentes. A partir da constatacdo destas propriedades, foi
investigado o comportamento fotofisico destes sistemas em solucdo e no estado

solido.

(a) (b)

Figura 29: Micrografias obtidas por microscopia de fluorescéncia de (a)
aglomerado de microesferas contendo violaceina. (b) Microesferas controle x

microesferas contendo violaceina.
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d. Microscopia de varredura a laser confocal

Ja que o sistema PCL-violaceina era fluorescente, a andlise por microscopia
confocal foi muito informativa, pois demonstrou que a violaceina esta sempre

presente, independente do plano focal, ou seja, distribuida por todo o interior da

particula polimérica, em diferentes profundidades. (Figuras 30 e 31).

Figura 30: Microscopia Confocal: conjunto de microesferas de PCL contendo
violaceina, que fluoresce. Os varios planos focais diferentes: cortes do topo para

baixo
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Figura 31: Microscopia Confocal: conjunto de microesferas de PCL contendo
violaceina, que fluoresce. Os vérios planos focais diferentes: cortes do topo para

baixo
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4.1.3. Comportamento fotofisico da violaceina em solucdo e incorporada as

microesferas (estado solido)

a. Comportamento fotofisico da violaceina em solucio

11 . N
¢ observado em muitas solugdes

O processo de agregacdo intermolecular '
de compostos organicos, em particular de corantes, e depende da concentragdo, da
solubilidade e do tipo de solvente. Quando a concentragdo de corante aumenta,
mondmeros podem originar desde dimeros a agregados moleculares de mais alta
ordem. Estes agregados sdao caracterizados por diferentes estruturas e por
mudancas nas suas propriedades fisicas (incluindo as espectroscopicas), quando
comparadas a moléculas isoladas.

Neste trabalho, observamos na Figura 32 (a,b) que os espectros de
excitacdo e a emissdo (b) para violaceina dissolvida em acetato de etila indicam a
presenca de agregados moleculares quando esta solugdo passa do regime diluido
para o concentrado. O espectro de excitacdo (Ahem = 416 nm) desta solugdo

mostrou uma severa mudanga quando passa do regime diluido (0.22 mMol L)

para o concentrado (2,04 mMol L™):

1. Na solugdo concentrada, ha a presenca de agregados de violaceina
misturada a poucas moléculas isoladas. Este espectro exibe uma unica
banda centrada em 360 nm. Um crescimento na intensidade relativa em
360 nm com um ombro em 330 nm indica que a agregacdo ¢

predominante em solu¢do mais concentrada.
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2. Por outro lado, na solucdo diluida duas bandas de excitacao
(desdobramento) sdo observadas em 279 nm e 354 nm. Moléculas
isoladas e dimeros s3o responsaveis pelas transigoes eletrOnicas

apresentadas.

. -1 . ~ .
3. O espectro obtido em 0.87 mmol L™, considerando a concentragdo muito
baixa apresenta um banda atribuida a praticamente espécies nao

agregadas de violaceina, pois a contribui¢ao dos agregados ¢ pequena.

4. A presenga de um ponto isosbéstico ao redor de 300 nm no espectro de

absorcdo sugere um equilibrio entre violaceina e espécies agregadas.'"?

5. Nao foram observadas mudangas no espectro de fluorescéncia para as
mesmas solugdes, desde que a emissao ocorre do estado excitado de mais
baixa energia e apenas moléculas isoladas e pequenos agregados, como
os dimeros, sao fluorescentes. Os agregados maiores nao sao
fluorescentes e este comportamento € consistente com o fato de cristais
de violaceina, por analogia, formados por muitas moléculas, nao

fluorescerem.
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Figura 32. (a) Espectro de excitagdao (Aey, = 416 nm) e (b) de fluorescéncia (Aexe =
370 nm) de solugdo de violaceina em acetato de etila nas concentragdes: 2,04 (—),

0,87 (-----) € 0,22 mmol L™ (------).

A Figura 33 mostra o espectro de excita¢do e fluorescéncia de solugdes de
violaceina (2.32 m Mol L") na presenca de varias concentragdes de PCL (0.1, 0.2
e 5.5 mg L-1). Embora haja alguma similaridade em relagdo as solugdes sem
polimero, independente da quantidade de PCL ambos os espectros apresentam
desdobramento em duas bandas: excitacdo em 376 ¢ 387 nm ¢ emissao em 412 ¢
433 nm. Admite-se que pelo menos duas espécies estdo emitindo neste sistema:
espécies isoladas e moléculas associadas. A independéncia da intensidade e do
perfil do espectro com a variacdo de concentragdo do polimero ¢ surpreendente.
Este comportamento ¢ similar aos observados em outros sistemas
microheterogéneos, "~ no qual a presenca de cadeias poliméricas induz a formacio
de um novo microambiente para o fluor6foro, com propriedades de solvatagdo
distintas. O coeficiente de particdo da molécula entre a gaiola do solvente e a

cadeia de polimero ¢ controlada pela interagdao corante-meio. Tao logo a violaceina
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seja solvatada no ambiente rico em cadeias de polimero, ela experimenta maior
viscosidade e o espectro torna-se mais fino, com a estrutura vibronica mais
resolvida.

Estas caracteristicas espectrais nos levam a fazer uma comparagao: solucao
de PCL+vioaceina (Figura 33) e violaceina/PCL no estado solido (Figura 34). As
diferencas podem ser explicadas com base no modelo proposto por Kasha e co-
autores para desdobramento excitonico''®. De acordo com este modelo, duas
moléculas do fluor6foro podem formar um dimero, que possui um eixo molecular.
Os dipolos de transi¢dao se orientam em relagdo a este eixo do dimero. Quando o
momento de dipolo estd em angulo de 90° relativo ao eixo do momento de
transicdo, a transigdo a um estado eletronico de mais baixa energia ¢ proibida
enquanto que a transi¢do a um estado eletronico de mais alta energia € permitida.
Assim, a violaceina em solucdo de polimero (que absorve em 380 nm) possui o
nivel excitado de mais baixa energia (transicao proibida) enquanto que a violaceina
em polimero no estado solido (que absorve em 260 nm) possui o nivel excitado de

mais alta energia, caracterizando o * blue-shifted”.
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Figura 33: Espectros de fluorescéncia (Aexc = 370 nm) e excitagdo (Aem = 416
nm) de solucdo de violaceina (2.32 mMol L") com varias quantidades de PCL: 0.1
(), 0.2 (----), and 5.5 mg L' (—).
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Figura 34. Espectros de absorcdo () e fluorescéncia (—) de violaceina
incorporada as microesferas de PCL; espectro de fluorescéncia de cristais de

violaceina (----).
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b. Fotofisica no estado estacionario e resolvida no tempo: violaceina livre e

encapsulada, no estado solido

A violaceina no estado solido nao ¢ fluorescente no intervalo de 200-600
nm, enquanto que a incorporada na matriz polimérica ¢ fluorescente. A
organiza¢cdo molecular da violaceina presente nas microesferas € necessariamente
diferente que no estado cristalino, ambos no estado solido. Como ocorre com
outros corantes, as interacdes corante-corante na fase cristalina ndo levam a
emissao enquanto que a predominancia das interagdes polimero-violaceina levam a
uma resposta emissiva. Este resultado concorda com alguns trabalhos que
investigam corantes na presen¢a de polimeros. 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 polimerizagdo e apenas

adsorvida a particula pré-formada)'"

. Foi observada emissdo de violaceina quando
adsorvida em microesferas de PCL, centrada em Aem = 360 nm, com um longo
prolongamento no intervalo 450-550, associada com a emissdo azul visualizada nas
imagens de fluorescéncia. O espectro de reflectancia mostra absor¢cao em 260 nm
(Figura 34).

O tempo de vida de fluorescéncia de um fluor6foro representa o tempo
médio que ele passa no estado excitado antes de chegar ao estado fundamental e ¢
sensivel ao ambiente quimico em que € encontrado. A técnica que escolhemos para
estudar o tempo de vida da violaceina presente nas microesferas foi a de contagem
de fotons unitarios correlacionada com o tempo (mais conhecida como “time-

correlated single-photon counting”). A amostra foi excitada através de uma fonte

pulsatil de luz de freqiiéncia alta, e a resposta da amostra a estes pulsos
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(decaimento emissivo) ¢ rapidamente detectada e permite a contagem do
foéton emitido apos a relaxagdao da molécula do estado excitado para o fundamental.
O método “time-correlated single-photon counting” reconstréi o perfil de
decaimento no intervalo de tempo entre o féton emitido e o pulso de excitagao.

As microesferas contendo violaceina foram estudadas quanto ao tempo de
vida de fluorescéncia e distribui¢do destes tempos de vida. Devido ao fato de
diferentes fluor6foros terem tempos de decaimento distintos, diferentes populagdes
de fotons podem ser detectadas no estado excitado, dando informagdo sobre a
microheterogeneidade da particula, se houver diferentes ambientes moleculares
para este fluordforo.

A Figura 35 mostra o perfil da curva de decaimento de fluorecéncia da
violaceina incorporada em microesferas de PCL ( Ay = 370 nm € Agye = 276 nm).
Trata-se de um grafico de intensidade de fluorescéncia da amostra versus o tempo
(em ns), em que se faz um ajuste exponencial (tedrico) selecionando os os tempos
de vidas que levam ao melhor ajuste possivel. A andlise das curvas de decaimento
temporal foi feita pelo método de minimos quadrados ndo linear, minimizando o
parametro 2. A curva experimental foi consruida a partir da funcdo

multiexponencial:

1(t) = 4, exp(_—tJ + 4, exp(_—tj + A4, exp(_—tJ
Y T, T3

Em que 1y, 15, and 15 sdo os tempos de vida de fluorescéncia e A; sdo os
termos pré-exponenciais. Excluindo o componente de espalhamento da lampada,
dois tempos de decaimento foram observados: um mais longo (t; = 14.0 ns) e outro

mais curto (12 = 3.6 ns). Decaimentos biexponenciais sao usualmente observados
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em meios microheterogéneos e sao atribuidos a presenca de duas populagdes
de violaceina: uma populacdo de moléculas estd completamente isolada e nao
interage com outra dentro do tempo de vida do estado excitado. O tempo de vida
mais longo ¢ atribuido a esta populagdo. A segunda populacdo exibe significante
supressao da fluorescéncia, a qual € originada de moléculas que ou sdo agregados

no estado eletronico fundamental ou formam excimeros e exiplexos''°.

ot - - . .
1I:|3
=
E
bl
2 1a%
-
+
| o
-1
10t | Bt _ ; -
‘II:lI:l L A et R R
a-o 1.0 za.0 E ;
Time~ 10" " £hl 59 = 1_157
e r . .
=3
L4
" a.a
a
E
“'eq. .z

Figura 35: Histograma de emissdo de fluorescéncia para o sistema micromeétrico

contendo violaceina; Aey. = 276 nm, Aey, = 370 nm.
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4.2. Sistema nanométrico PLGA-PLURONIC-PV A-violaceina —4gua-acetona

4.2.1. Metodologia de formulagdao das nanoesferas poliméricas pelo método de

nanoprecipitacdo. Eficiéncia de encapsulacdo e cinética de liberacdo.

Nanoesferas pertencem a uma classe de sistemas multifasicos na qual uma
ou mais microfases estdo dispersas em uma matriz continua de composi¢do ou
estado fisico diferente. A principal caracteristica das suspensdes de nanoesferas € a
grande area interfacial entre as fases dispersa e continua. Dispersdes coloidais sdo
metaestaveis e podem exibir significante estabilidade cinética, que previne
agregacao.

O método da “nanoprecipitacdo” ¢ o chamado método do deslocamento de
solvente, no qual o polimero, o farmaco e se necessario um surfatante lipofilico sdo
dissolvidos em um solvente miscivel em 4gua, como acetona.

A fase orgéanica ¢ vertida, sob agitacdo, sobre uma fase aquosa, contendo
surfatante. Nanoesferas sdo formadas instantaneamente (separacdo de fases
liquido-liquido) com rapida difusdo do solvente e agregacao do polimero em gotas
individuais'’. As nanoparticulas sdo formadas por rapida difusdo do solvente, que
¢ eliminado sob pressao reduzida e ocorre agregacao do polimero como uma fase
separada.

As nanoesferas preparadas pelo método de “nanoprecipitacdo” formam-se
quase que instantaneamente, pois a for¢a dirigente ¢ a separacdo de fases. A
Figura 36 mostra o aspecto da dispersao assim que a fase organcia foi adicionada.
Nota-se uma grande homogeneidade da dispersdo, sem a presenca de coagulos e

um tom azulado devido ao espalhamento causado pela dispersdao das nanoesferas.
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Figura 36: Aspecto das nanoesferas preparadas por separagao de fases de polimero

pré-formado.

A formacdo e o tamanho pequeno das particulas pode ser entendido, se
pensarmos que elas se formam devido a uma separagdo de fases liquido-liquido,
apos adicdo da fase orgdnica, tendo-se uma fase rica em material polimérico,'®
(interior da micela, hidrofobico) e outra rica em acetona e agua '

A quantificacdo da massa total de violaceina incorporada as nanoesferas ¢
importante para a aplicacdo nos ensaios bioldgicos in vitro. O resultado desta

quantificagdo foi o seguinte (duplicatas, I e II):

a. Amostra (I): 0,0100 g de formulagdo em 11,0 mL de acetona
C =1,495 x 10” g de violaceina/ mL de solvente.
Massa total de violaceina (g): 1,644 x 10 g de violaceina.

A amostra I possui, portanto 1,628 x 107 g de violaceina/g de formulacéo.

b. Amostra (I1 ): 0,0100 g de formulaciao em 11,0 mL de acetona
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C= 1,362 x 10 g de violaceina/ mL de solvente.
Massa total de violaceina: 1,498 x 10 g de violaceina.

A amostra II possui, portanto 1,498 x 107 g de violaceina/g de formulag3o.

Existem (0.016 + 0.002) mg de violaceina/mg de formulacdo de
nanoparticulas.A eficiéncia de encapsulamento obtida, em relacio a massa de
violaceina inicialmente adicionada (4 mg): 0,0018 g de violaceina incorporada
/0,004 g (total de violaceina adicionada) * 100 = 45% de violaceina foi
aproveitada.

A cinética de liberacdo de violaceina encapsulada, em meio contendo
Pluronic a 10%, esta mostrada na Figura 37. A liberacao foi acompanhada por

UV-vis (580 nm) durante 144 horas, em intervalos de 24 horas, em sistema
fechado.

Concentration (10
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1
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Time (h)
Figura 37: Perfil de liberagdo in vitro de violaceina com o tempo de
nanoparticulas de PLGA-PLURONIC-PVA, acompanhada por 144 horas, em

intervalos de 24 horas.
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A quantidade total encapsulada ¢ de (0,016 = 0,002) mg de violaceina/mg de
formulacdo. Neste ensaio, foram adicionados 6 mg de formulagdo, veiculando-se,
portanto, 0,096 mg de violaceina. Logo, a concentragao final de violaceina
esperada no frasco no final do ensaio, considerando-se o desvio padrao, ¢ de (0,056
+0,007) 10° mol L™".

Observando-se o grafico, nas primeiras 24 horas ocorreu um “burst” '*°, em
que quase a quantidade total de violaceina foi liberada. Em seguida esta

concentracdo nao variou mais, atingido um patamar, cujo valor indica que todo o

composto foi liberado da matriz polimérica.

4.2.2. Caracterizacdo morfoquimica das nanoesferas

a. Microscopia eletronica de varredura

As nanoesferas de PLGA contendo violaceina foram observadas por
microscopia eletronica de varredura, com elétrons secundéarios. Durante esta
caracterizagdo, ocorreu deformacdo e fusdo de algumas particulas devido a
exposi¢ao a temperatura alta conferida pelo feixe de elétrons e, portanto, as
imagens tiveram de ser rapidamente capturadas.

A primeira observacao que pode ser feita com relagdo a morfologia destas
nanoesferas ¢ que elas apresentam diferencas de tamanho bem menor quando
comparadas as microesferas, como se pode observar na Figura 38. Este fato pode
ser entendido, se pensarmos na rapida difusdo da acetona apds a
“nanoprecipitacdo” (separacdo de fase) e no crescimento das nanoesferas no nucleo

de micelas do copolimero-bloco Pluronic (PEO-PPO-PEO). Este nucleo funciona
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como um ambiente lipofilico no qual as cadeias de polimero podem ficar

confinadas.

Figura 38: Nanoesferas de PLGA-PLURONIC-PVA contendo violaceina
mostrando pouca diferenca em didmetro. Imagens obtidas por SEM, 20 kV, em

aumento de 1500 x.
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E importante notar que embora as particulas parecam ter sofrido
coalescéncia, este fato ndo se verifica: houve boa redispersdo das nanoesferas em
agua. O que ocorre ¢ a formagdo concomitante de tragos de gel, provavelmente
originados da dissolu¢do de PVA de alta massa molar. A presenga deste gel
permeando as particulas foi observado por microscopia confocal, como descrito no
iten b desta sessao.

Uma caracteristica morfologica muito interessante ¢ o confinamento da
nanoesferas mostrando padrdes nao regulares de organizacdo. Em alguns casos até
mesmo uma discreta auto-organizagdo € 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 particulas para analise no microscopio.
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Figura 39: Nanoesferas de PLGA-PLURONIC-PVA-violaceina mostrando
padrdes ndo regulares de organizacao. Imagens obtidas por SEM, 20 kV, em

aumento de (a): 5000 x, (b): 4000 x, (¢): 2500 x.
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Figura 40: Nanoesferas formadas no sistema PLGA-PLURONIC-PV A, mostrando

auto-organizagao, em aumentos sucessivos: (1) 950x, (2) 3000x e (3) 8000x.

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi util também para

verificar a extensdo da degradagdo nas particulas do sistema PLGA-PLURONIC-
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PVA, apés o ensaio de cinética de liberacdo em meio tampao fosfato pH=7.4 a
37 °C. As amostras ficaram em contato com o tampao por aproximadamente 50
dias. Observa-se na Figura 41 que as nanoparticulas se degradam por
desflolhamento, o que ¢ uma informacdo acerca de sua estrutura, provavelmente

formada por estruturas em lamelas compactadas.

Figura 41: Nanoesferas formadas no sistema PLGA-PLURONIC-PVA, apés 50
dias em meio tampdo fosfato pH=7.4 a 37 °C.
Estas lamelas apareceram também nas microesferas, como notamos em um

detalhe (seta) na Figura 42.

Figura 42: Microesferas formadas no sistema PCL-Tween 40-agua-vioaceina-

EtAc mostrando heterogeneidade.
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b. Microscopia de varredura a laser confocal

Em uma tentativa para verificar se hd algum indicio de diferenca na
composi¢dao entre os dominios do gel ( provavelmente advindos do PVA, que
possui dificuldade de dissolugdo) e das nanoparticulas, foi feita uma analise da
dispersao por microscopia confocal. Este resultado mostrou que houve dupla
fluorescéncia (Figura 43): verde (para a particula, A obtido por filtro passa-banda
de 505 a 530 nm) e vermelha (para o gel, A acima de 570nm ). Este resultado foi
obtido por “multitracking”, ou seja, as imagens foram adquiridas ao mesmo tempo,

independentemente. De fato nanoparticulas pertencem a um dominio e gel a outro.

Composigao das
duas imagens
Gel + nanoparticulas

Figura 43: Dupla fluorescéncia em microscopia confocal : diferentes dominios do

gel e das nanoesferas.

Nanoparticulas + violaceina
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c. Microscopia Eletronica de Transmissao

A Figura 44 apresenta micrografias eletronicas de transmissdo das
nanoesferas de PLGA-PLURONIC-PVA, com imagens obtidas em campo claro.

As micrografias obtidas por TEM mostraram que as nanoparticulas com ou
sem violaceina ndo sao formadas por uma matriz macica. Elas podem possuir
estrutura folheada, em camadas superpostas. Este fato se pode observar na
heterogeneidade (como em microesferas) das particulas contendo violaceina
(figura 14-a) ou nas laterais das particulas em aumentos maiores (setas em 14-b);
ha muitos espagos vazios no interior da particula provocados pela presenca de
particulas ainda menores, contrariando o sistema monolitico defendido na literatura
121

Concluimos que o interior da nanoparticula ndo ¢ um continuo, mas ¢
formada por estruturas esféricas finamentes divididas, que podem ser agregados de
cadeias poliméricas. Este fato questiona a uniformidade das micro e nanoesferas
“macigas” corrente na literatura, comumente classificadas como estruturas
matriciais, monoliticas. Esta definicdo classica deve ser vista com cuidado, uma
vez até mesmo a presenca de agua nas goticulas de fase organica pode levar a

microheterogeneidade no interior das esferas.
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Figura 44: Nanoparticulas formadas no sistema PLGA-PLURONIC-PVA
contendo violaceina, evidenciando estrutura em camadas e a presenca de esferas

menores em seu interior.
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4.2.3. Didmetro médio por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial

zeta (¢) na superficie de cisalhamento

Os resultados de diametro médio das particulas (controle € com violaceina)

estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Medidas de diametro médio das nanoparticulas de PLGA obtidas por

mobilidade eletroforética das particulas.

Medidas  Nanoparticulas Indice de Nanoparticulas Indice de
(nm) (controle) polidispersidade (com polidispersidade
(controle) violaceina) (com violaceina)
didmetro 1 553.7 0.305 814.4 0.302
diAmetro 2 507.0 0.257 802.4 0.288

Estes valores representam o didmetro efetivo das nanoparticulas.
Normalmente este didmetro ¢ maior que o observado nas microscopias. Isto €
devido a presenca, na superficie das particulas, de uma camada de hidratacao e
também devido a adsorcao de cadeias poliméricas do surfactante, que se projetam
em direcdo a fase aquosa (forte solvatagao) e sao denominadas “cabelos” (hairs),
ocasionando um aumento do didmetro (hidrodindmico, efetivo) da particula.'” E o
caso aqui, em que provavelmente temos cadeias de PLURONIC adsorvidas na
superficie e expostas a 4gua.

Os indices de polidispersidade sdo baixos e sua flutuagdo se deve a possivel
presenca de residuos de surfactante solubilizados. As particulas contendo
violaceina apresentam 330 nm em média a mais no didmetro, o que ainda nao €

muito entendido. A literatura mostra casos de um aumento no tamanho mas

108



, .. .~ , . ~ r 123,124
também de diminui¢do, apods incorporagdo do farmaco'*

. H& algumas
hipbteses: a presenca da violaceina no meio altera o tamanho critico das gotas na
separacao de fase, pode indicar maior solvatacdo pela dgua (cadeias mais relaxadas
expoe melhor os grupos carboxilato ao exterior) ou maior adsor¢ao de Pluronic na
superficie de particulas bastante hidrofobicas pela presenca de violaceina. A
formagdo das particulas ¢ alterada pela presenca do farmaco, como por exemplo,
nos casos em que a presenca de perfloxacina adicionada durante a preparacdao em
nanoparticulas de poli(alquicianoacrilato), na presenca de Pluronic, prolongava o
tempo de polimerizagdo, levando a obtencdo de particulas com mais alta massa
molar. '%°

As medidas de potencial zeta se baseiam no seguinte: a carga liquida na
superficie da particula afeta a distribui¢ao de ions na sua vizinhanga, aumentando a
concentragdo de contraions junto a superficie. Assim, forma-se uma dupla camada
elétrica na interface da particula com o liquido. Essa dupla camada divide-se em
duas regides: uma regido interna que inclui ions fortemente ligados a superficie e
uma regido exterior onde a distribuicdo dos ions ¢ determinada pelo equilibrio
entre forgas eletrostaticas ¢ movimento térmico. Dessa forma, o potencial nessa
regido decai com o aumento da distancia da superficie at¢ uma distancia
suficientemente grande, atingir o potencial da solucdo. Esse potencial ¢
convencionado como potencial zero. Em um campo elétrico, como em
microeletroforese, cada particula e os ions mais fortemente ligados a mesma se

movem como uma unidade, e o potencial no plano de cizalhamento entre essa

unidade e o meio circundante ¢ chamada potencial zeta (Figura 45).
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Figura 45: Esquema representativo da dupla camada elétrica.

Quando uma camada de macromoléculas ¢ adsorvida na superficie da
particula, ela move o plano de cisalhamento para longe da superficie, alterando o
potencial zeta. O potencial zeta ¢ fungdo da carga superficial da particula, de
qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composi¢ao do

meio que a circunda.

Os valores medidos de potencial zeta para o controle e para nanoparticulas
contendo violaceina estdo apresentados na Tabela 2. O valor do potencial zeta para
nanoesferas contendo violaceina ¢ mais negativo que para nanoesferas sem
violaceina. Uma possivel explicagdo para isso € a ionozacdo dos grupos
carboxilicos presentes como grupos pendentes no polimero, que se posicionam na
interface particula/dgua devido a relaxacdo das cadeias poliméricas intumescidas.

Pode ter ocorrido um desbalanceamento de ions no plano de Stern, o que reflete na
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. . 12
superficie de cisalhamento '*°

Tabela 2: Medidas de potencial zeta (§) das nanoparticulas de PLGA por

espectroscopia de correlacao de fotons.

Medidas (mV) Nanoparticulas (controle)  Nanoparticulas

(com violaceina))

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 Tensao Superficial e Interfacial

Para simularmos o sistema de emulsao utilizado neste trabalho, nas mesmas
concentragdes das usadas na preparagdo, medimos a tensdo interfacial entre agua e
solucdo de violaceina em acetato de etila (EtAc) (acetona ndo seria possivel, pois ¢
miscivel em dgua) nas seguintes condi¢des: dgua/solucdo de violaceina em EtAc;
agua/solu¢ao de violaceina em EtAc com PLURONIC + PVA, dgua e cada

surfatante separados e misturados (Tabela 3).
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Tabela 3: Medidas de tensdo superficial (para as solugdes) e interfacial para os

sistemas bifasicos utilizados nas emulsdes para a preparacao de nanoparticulas.

Amostra Tensdo Supetrficial / Interfacial (mN m™)
agua deionizada 73.45+£ 0091
solucao aquosa de PVA 2.5% 53.82+£0.16
solu¢io aquosa de F-68 2.5% 47.68 +£0.14
solucio aquosa de PVA+F-68 2.5% 48.57+£0.15
agua + violaceina em EtAc (2 fases) 25.90 + 0.62 (interfacial)
agua + violaceina em EtAc 29.49 + 0.37 (interfacial)

com PVA+F-68 2.5 % (2 fases)

Estes resultados mostram trés fatos importantes:

1.H4 um abaixamento préximo da tensdo superficial da 4gua quando se troca
PVA por F-68, sendo melhor o F-68;

2.Nao ha vantagem (em termos de reducdo da tensdo superficial) em se
adicionar 2 surfactantes; o abaixamento ¢ igual ao provocado pelo F-68;

3. a tensdo interfacial de um sistema 4gua/dleo ¢ semelhante com e sem
surfactante, o que indica que a estabiliza¢do ¢ devida a maior viscosidade do filme

interfacial devido a adi¢ao de PVA.

4.2.5. Atividade biologica das nanoesferas em cultura de células
a. Citotoxicidade e viabilidade celular

A citotoxicidade basal da violaceina incorporada em nanoesferas foi

comparada a de violaceina livre, em cultura de células V79 (linhagem de
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fibroblastos) e HL-60 (linhagem leucémica promielocitica humana), através de
uma série de testes de citotoxicidade in vifro, que estdo analisados a seguir: a
reducdo do MTT, atividade de fosfatase, método de exclusao do azul de tripan e

incorporagdo do vermelho neutro.

a.1. Reducido do MTT e Atividade de Fosfatase

O ensaio de redu¢ao do MTT se baseia na reducao do sal MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolio), um substrato amarelo escuro
soluvel em 4gua, pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase de células
vidveis, originando como produto o formazan, um composto azul escuro solivel
em solventes orgdnicos'>’. A enzima succinato desidrogenase atua como uma
doadora de elétrons na reducdo do MTT, através da succinato desidrogenase
mitocondrial. De fato, este ensaio avalia predominantemente o balango redox
NAD'/NADH. Este processo ocorre apenas quando a mitocondria esta viavel, ou
seja, com o sistema enzimatico funcionamento corretamente, mantendo a atividade

. 128
de desidrogenases

. O MTT (composto tetrazolico) ¢ bioreduzido pelas células
em um produto colorido, formazan (sal tiazolico). Esta conversao provavelmente
ocorre as custas de NADPH ou NADH produzidos por desidrogenases em células
metabolicamente ativas'”.
Uma vez que esta conversao ocorre apenas em cé¢lulas vivas, a quantidade de
formazan produzida ¢ proporcional ao nimero de células viaveis na cultura. Os
valores de absorbancia sendo menores que o controle indicam uma reducao na taxa
de proliferacao celular e o contrario ¢ observado no caso de haver proliferagao.

O outro parametro de citotoxicidade medido foi a atividade de fosfatases,
hidrolases que utilizam como substrato monoésteres e participam de diversos

eventos de fosforilagdo envolvidos em mecanismos de transducdo de sinais

controlando o crescimento e a diferenciacio celular'™. Trata-se de um método
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geral para avaliar viabilidade celular: se a célula estiver viva, estard com
atividade das enzimas fosfatases alta. Logo, coloca-se um substrato (p-
nitrofenilfosfato, incolor) que sofre a agdo da enzima fosfatase, perdendo o grupo
fosfato na posicdo para e originando o p-nitrofenol. O p-nitrofenol, quando em
meio alcalino, € estd em ressonancia com o anel quinonico, originando uma cor
amarela.

Com estes dois ensaios, o efeito citotoxico da violaceina livre e encapsulada
em nanoparticulas foi examinado no crescimento e viabilidade das células tumorais
HL60 apo6s 72 h em cultura.

Os resultados de redu¢ao do MTT e atividade de fosfatase estdo apresentados na
Figura 46. Com a violaceina livre a viabilidade celular diminuiu apos o tratamento
de forma dose-dependente. O valor de ICsy da violaceina livre para os dois ensaios
foi de 0,6 € 0,7 u Mol L, respectivamente.

A violaceina encapsulada foi menos citotoxica quando comparada com a livre
Figura 46, tanto pelo ensaio do MTT (na concentragdo de 2 u mol L' houve 40%
de redugdo na viabilidade celular), quanto por atividade fosfatasica (ICsy proximo
de 1,40 p mol L™).

Para a linhagem de células V79 a violaceina livre apresentou uma
citotoxicidade na concentra¢io de 5,0 p mol L' ¢ a encapsulada de 2,0 p mol L™
(pelo método de redugcao do MTT).

A menor citotoxicidade por conta das nanoesferas contendo violaceina pode
se referir a uma hipotese: o ensaio de MTT responde melhor a violaceina livre no
meio. Ha dificuldade de liberagdo de violaceina para o meio de cultura que possui
muito pouco DMSO, ndo solubilizando violaceina liberada. Adicionalmente,
veremos a frente que as particulas foram boas indutoras de apoptose, o que sugere
que o par violaceina+particula seja o sistema ativo, sendo a liberagdo um fator

secundario.
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Uma grande vantagem das nanoesferas neste ensaio de MTT ¢ a

possibilidade de ministrar doses altas de violaceina sem matar todas as células,

viabilizando o ensaio em doses maiores. Outra vantagem ¢ a protec¢ao de violaceina

enquanto na matriz polimérica.

120

100

0
T

% Controle
3

40

—a—MIT \

20- —o—PTP %

O T T T T T T T T
0,0 0,2 04 '

[Violaceina] p mol L™

% Controle

120

100+

80+

60

N
je)
1

20+

o

N

—a—MTT
—a—PTP

T T T T T T T
00 05 10 15 20

[Violaceina/PLGA] |, mo] L

Figura 46. Viabilidade das células HL60 tratadas com a violaceina ou com a

violaceina/PLGA durante 72h avaliada através da reducdao do MTT e atividade

fosfatasica (PTP). Cada ponto representa a média + desvio padrio de trés

experimentos em seis replicatas.
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a.2. Exclusao do Azul de Tripan

A analise da viabilidade celular da cultura HL60, evidenciada com o auxilio
de corantes, neste caso o azul de tripan, foi feita com o método de Exclusao do
Azul de Tripan. Esta técnica ¢ utilizada para avaliar a integridade da membrana
celular e neste caso o fenomeno que chamamos de morte celular estd baseado em
mudancas da permeabilidade da membrana. Na célula morta, ndo viavel, este
corante se difunde rapidamente para dentro do citoplasma, sendo incorporado.''

Os resultados estdo na Figura 47, mostram o nimero de células viaveis,
excluindo-se as coradas com o Azul de Tripan. Por estes resultados percebe-se que
nenhuma morte celular importante ocorre nos periodos de 6 h e 12 h. As variagdes
sdo0 mais notorias a partir de 48 h, em que ha diminui¢do das células vidveis com
violaceina encapsulada na concentragio de 2 u mol L™ em violaceina. O composto
livre foi citotoxico com 1 pmol L, ap6s 72 h. O tratamento das células durante 72
h com a violaceina livre (1 p mol L") e encapsulada em nanoparticulas (2 p mol L’
") afetou em cerca de 50% o crescimento das células, resultados que reforcam as a

tendéncia do ensaio anterior.
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Numero de Células (x 103/mL)

Figura 47. Numero de células HL60 viaveis apos diferentes tempos de tratamento
com a violaceina ou com a violaceina/PLGA avaliado através da exclusao do

corante azul de Tripan.

Para se avaliar a citotoxicidade das nanoesfras contendo violaceina em
linhagem ndo tumoral foi escolhida a cultura V-79 (fibroblastos de Hamster
chinés), na faixa de concentragiio de 0 a 30 u mol L™ de violaceina. A toxicidade
foi avaliada por trés experimentos diferentes: atividade de proteina fosfatase,
reducdo do MTT e incorporagdo de vermelho neutro. Este ultimo (teste do
vermelho neutro) evidencia viabilidade celular por coramento. O vermelho neutro,

corante solivel em dgua, pode atravessar a membrana plasmatica, concentrando-se
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nos lisossomos. Se a membrana estiver danificada, ha um decréscimo na
captura do vermelho neutro.

Como a analise por fosfatase ndo atingiu o 1Cs, , foram aplicados os outros
dois métodos. A Redugdao do MTT forneceu ICsy = 2,0 umol L'ea incorporagao
de vermelho neutro forneceu um ICsy = 5,0 umol L.

A citotoxicidade de violaceina livre em V79 por MTT atingiu 1Csy = 5,0
umol L™, o que mostra que o sistema encapsulado pode ainda ser toxico para

linhagens nao tumorais.

b. Determinacao da Diferenciacao Celular através da Reducao do NBT

A terapia diferenciadora ¢ baseada no desenvolvimento e uso de agentes
especificamente selecionados, capazes de reiniciar ou iniciar o processo de
diferenciagdo e eventual eliminagdo das células tumorais, com restauracdo do
equilibrio celular normal (homeostasia). A maioria das células tumorais permanece
em um estado altamente proliferativo, devido a incapacidade de sofrerem
maturagdo terminal em dire¢do a células adultas, com capacidade ndo replicativa.
Portanto, a perspectiva terap€utica para leucemias consiste na tentativa de controlar
esta proliferacdo pela exposicdo das células tumorais a agentes antineoplasicos
indutores de diferenciagao celular terminal. As células da leucemia promielocitica
HL60 representam um modelo para estudos dos mecanismos envolvidos na
inducdo de diferenciagdo e apoptose em resposta a agentes anti-tumorais, por
constituirem uma linhagem de células bloqueadas para diferenciagdo no estagio de
promielocitos'*” .

As células HL60 quando diferenciadas em mondcitos, macrofagos e

granuldcitos maduros produzem Aanions superoxidos (O,) quando estimuladas
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com acetato de forbol-tetradecanoila. O anion superdxido reduz o NBT
produzindo depositos de nitro blue diformazan (NBD) de cor preto-azulado'’ .
Os dados observados na Figura 48 mostram a quantificagdo da reducao do

NBT. A violaceina livre e encapsulada induziram diferenciacdo celular nas
concentracoes testadas. A violaceina livre induziu diferenciagdo em torno de 30 a
40% nas diferentes concentragdes e nos diferentes tempos de tratamento (12, 24,
48 e 72 h). Em contraste, a violaceina/PLGA induziu diferenciacao celular mais
acentuada somente na concentragdo de 1,5 uM, sendo que no tempo de 48 h

chegou a 100% de diferenciagdo celular. Este tempo de 48 horas sugere que

diferenciagdo pode ser dependente, como nos ensaios de citotoxicidade, da

violaceina que foi liberada da particula.
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Figura 48. Reducdo do NBT por células HL60, induzidas a diferenciag¢do, por
violaceina livre e encapsulada em nanoesferas. Os dados mostrados sdo expressos
como a porcentagem em relacdo ao controle (considerados como 100%) e sdo a

média da quintuplicata + SD. O numero de células foi fixado em 1,0 x 10°.
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¢. Induc¢io de morte celular por apoptose. Marcacio com anexina V-FITC/PI

analisada por citometria de fluxo.

‘A 134 , . o A e
Um citometro de fluxo ™ ¢ um instrumento dindmico em que a amostra a ser
analisada ¢ movida passando pelos sistemas de excitacdo e deteccdo como

mostrado na Figura 49.

Citdbmetro de fluxo a laser

, Espelhos
Célula de fluxo dicréicos

 Filtros passa-banda

Laser

Figura 49: Esquema de um citometro de fluxo

Durante a leitura, a dispersdo de células marcadas com composto
fluorescente desce sob pressao em um capilar. Neste caminho a corrente de células
¢ exposta por 1-10us a um feixe de laser, que deflagara um “burst” de fotons. Estes
foétons, com auxilio de espelhos dicroicos e filtros, sdo detectados em um
fotodetector. Pelo uso de marcadores apropriados € possivel identificar diferentes
células que passam através do feixe de laser. E possivel se acoplar sistemas nos

quais células que passaram pelo laser sejam separadas por aplicagdo de campo
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magnético que deflete seu caminho para varios compartimentos, utilizando-se
varios fluoroforos.
Este sistema foi util para nds na verificacdo de ocorréncia de apoptose nas
cé¢lulas HL60. Este ¢ um dado de grande importancia, pois um dos principais
objetivos da quimioterapia atual € a destruicao das células tumorais pela indugao

3 Diferentes compostos podem regular o

de morte celular por apoptose
crescimento de células tumorais e/ou tumorigénese via induc¢do de apoptose'° .
Como a maioria dos indutores de diferenciacdo em células da leucemia induz
apoptose, nos verificamos se a citotoxicidade da violaceina livre e encapsulada foi
devido a inducao de apoptose.

Em resultados anteriores do grupo”’ foi demonstrado que a violaceina
induz apoptose em células HL60. A inducdo de apoptose foi demonstrada atraves
da visualizacdo da condensagdo cromatinica, uma alteracdo morfologica tipica do
processo apoptotico.

Dando continuidade aos estudos dos mecanismos de acao da violaceina livre
e encapsulada sobre as células HL60, com o intuito de obter evidéncias
bioquimicas de inducdo de apoptose destas formulagdes, tratamos as células
leucémicas com a forma livre e particulada por 3, 6, 9, 12, 24, 48 ¢ 72 h em
concentracoes de 0,5; 0,8 e 1 p mol L (violaceina) e 1; 1,5 ¢ 2 u mol L'
(violaceina/PLGA), seguido de marcacdo com anexina V-FITC (proteina anexina
V unida a isotiocianato de fluoresceina) e iodeto de propideo. Estas concentragdes
foram escolhidas por estarem préximas aos valores de ICs, das formas livres e
particuladas.

O método se baseia na translocagdo da fosfatidilserina para a face externa da
membrana plasmatica, fato que ocorre nas fases iniciais da apoptose, e forma um
complexo com Anexina V-FITC. Este complexo permite a detec¢do de processo

apoptdtico, indicado por fluorescéncia no verde. Por outro lado, na célula que
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tenha sofrido necrose, a membrana esta extremamente danificada e nao exclui
corantes, como o iodeto de propideo,fluorescendo no vermelho.

A Figura 50 (A) mostra a porcentagem das cé€lulas apoptoticas determinada
por citometria de fluxo. Apoptose afeta aproximadamente 55% das cé€lulas apos 12
h de tratamento com nanoesferas contendo violaceina na concentragdo at 2 p mol
L'

Nos dados de citometria de fluxo (Figuras 50-a e 50-b) observamos dois
citogramas (a esquerda) e seus respectivos histogramas (a direita), com as
correspondentes marcagdes por anexina V-FITC e iodeto de propideo (PI) apos
tratamento de células HL60. O quadrante inferior esquerdo de cada “dot plot”
representa células viaveis (anexina V-/PI-), o quadrante inferior direito representa
as cé€lulas em apoptose precoce ou inicial (anexina V+/PI-), o quadrante superior
direito mostram as c€lulas em apoptose tardia ou necrose secunddria (anexina
V+/PI+) e o quadrante superior esquerdo representa as c€lulas em necrose (anexina
V-/PI+).

Como exemplos temos a Figura 50 (B), que ndo mostra apoptose, apds 48 h
de tratamento com nanoesferas sem violaceina (controle). Por outro lado, em
Figura 50 (C) apos 12h de tratamento com nanoesferas de PLGA contendo
violaceina tem-se aproximadamente 50% das c€lulas em apoptose. Os valores em
porcentagem representam a soma dos valores correspondentes aos quadrantes
superior e inferior direitos, fornecidos pela andlise estatistica do programa Cell
Quest.

A Figura 50 (D) mostra uma imagem de microsocpia de fluorescéncia das
células HL-60 tratadas, apds exposi¢do aos reagentes: vermelho significaria
necrose, verde apoptose € o vermelho-verde mostra os dois fendmenos, sugerindo

apoptose tardia.

122



(a)

Violacein/PLGA 2 uM

Violacein/PLGA 1,5uM

Violacein/PLGA 1uM

—
B I 3 h
Violacein 1 uM 6 h
Violacein 0.8 uM % ?Zhh
Violacein 0.5 pM E ig E
Control (PLGA) % L__172h
ControlgI
R R L I N I R IR RN LR LN LR
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
L Controls PLGA 48 h 15,02 % Apoptosis (%)
im (b) =
T:iﬁ . =
= &
= B ERRE TR TERRE TERR T
= Anexing W FITC
Em‘ '10--; -1'|:|; 10° T1o¢
Anexinag W FITC
[ |
necrose
SPLGA/Viola 1,5 M 12 h 49,85 % Apoptose tardia
X .| | = | ©
T o i @ rM2
= 24 E
= Ve 10 107 107 10°
o Anexing % FITC
ol i i —
LRI 1% 1o 1o

Anexing W FITC

Figura 50: Porcentagens de apoptose induzida pela violaceina em sua forma livre

e encapsulada em nanoesferas de PLGA em diferentes tempos de exposi¢cao e

concentracoes baseadas nos dados obtidos por andlise em citometria de fluxo.

De modo geral, foi observado a apoptose ja a partir de 3h de tratamento com

a violaceina livre (1 uM) e com a violaceina encapsulada (1 p mol L'e 1,5 p mol

'l r . 14 . . . .
L) e também, tanto a violaceina livre quanto encapsulada induziram mais

eficientemente a morte celular por apoptose apos 12 h de tratamento
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Duas técnicas complementares para avaliagdo de apoptose foram
também empregadas, utilizando-se como critério a integridade mitocondrial:
“Swelling” Mitocondrial e Medida do Potencial de Membrana (JC1), que serdo

vistos a seguir.

d. Inducio de morte celular por apoptose. Analise do “swelling” mitocondrial

A respiragdo celular promove um gradiente na concentracdo de protons
entre o interior da mitocondria e o espaco que separa suas membranas interna e
externa — gerando um potencial eletroquimico que a célula usa como fonte de
energia para fosforilar a adenosinadifosfato (ADP), sintetizando ATP. Portanto, ¢
de extrema importancia se estudar a impermeabilidade da membrana interna.
Mesmo protons, sO atravessam essa membrana se transportados por moléculas
especificas, e essa caracteristica ¢ essencial para a integridade da sintese de ATP e
também para a saude da célula *%,

De fato, constatou-se que a perda de permeabilidade constitui, em muitas
condi¢des patoldgicas, um evento chave no processo de morte celular programada.
Alguns estudos indicam que a liberacdo de fatores mitocondriais associados a
apoptose e colapso do potencial transmembrana resultem na formag¢do do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial, o qual permite a passagem de
componentes das membranas mitocondriais interna e externa para o citosol " .
Outra consequéncia da abertura de poros de transicdo de permeabilidade ¢ a
alteracao do volume mitocondrial. Desde que as cristas da membrana mitocondrial
tétm uma larga area superficial quando comparadas a membrana mitocondrial
externa, a expansdao da matriz mitocondrial causa a ruptura da membrana e,
consequentemente, a liberacdo de proteinas presentes no espago intermembranas.

Segundo Araragi e colaboradores'”’, o aumento no intumescimento mitocondrial
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pode ser acompanhado por UV-vis, em que uma diminui¢do da absorbancia ¢
indicativo da inducdo de transi¢do de permeabilidade de membrana mitocondrial.
Nos experimentos de “swelling” mitocondrial ndés obtivemos um crescimento de
50 % em volume apos tratamento com violaceina livre, o que era esperado pela
indugao de apoptose promovida pela violaceina.

Entretanto, observou-se um resultado surpreendente: um decrescimento
(uma contragdo) de 5 a 19% apds tratamento com nanoparticulas contendo
violaceina. E mais importante: ao se tratar as células com mistura fisica de
nanoparticulas (controle, sem encapsular o ativo) + violaceina livre, ndo se
observou o intumescimento promovido pela violaceina livre. Estes resultados estao
apresentados na Tabela 4 e¢ sugerem que violaceina s6 atua na mitocondria na
auséncia de particulas.

De fato, como mostra a Tabela 4, usando diferentes concentragdes de
violaceina (0,5; 0,8 ¢ 1,0 u mol L'l), foram obtidos aumentos de entumescimento
mitocondrial de 42 a 63 % em diferentes tempos de tratamento (3 a 24 h) das
células HL60. Ao contrario, quando as mitocondrias foram isoladas de células
tratadas com a violaceina encapsulada este efeito nao foi observado e foi verificado
um aumento na absorbancia que, comparados em relagdo ao controle, indicariam
uma diminuicdo no “swelling” mitocondrial. Portanto, os resultados evidenciam a
indugdo de transicao de permeabilidade de membrana mitocondrial somente pela
violaceina livre. Em seguida, conduzimos os experimentos utilizando a marcacao
com JC-1, um corante catidnico que traduz o potencial de membrana mitocondrial,
com o intuito de interpretar adequadamente estes diferentes resultados em relagao
as alteragdes mitocondriais em células tratadas com a violaceina livre comparada

com a forma encapsulada.
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“swelling”

Tabela 4. Porcentagem de aumento ou diminuicdo (-) de

mitocondrial em células HL60 tratadas em relacdo ao controle
TEMPOS DE TRATAMENTO

AMOSTRAS 3h 6h 12h 24 h
Controle - - - -
Controle (PLGA) - - - -
Violaceina 0,5 L mol L' 63,85% 66,41% 60,48% 46,96%
Violaceina 0,8 pL mol L*! 61,91% 53,32% 50,03% 48,87%
Violaceina 1 L mol Lt 56,83% 49,0% 47,07% 42,37%
Violaceina/PLGA p mol L} -9,12% | - 13,48% |- 1,26% - 4,73%
Violaceina/PLGA 1 mol L! - 496% |- 18,86% |- 3,23% |- 5,53%
Violaceina/PLGA p mol L! - 985% |- 17,73% |- 4,70% |- 6,39%
Violaceina + PLGA 0,5 umol L |- 23% |- 15% -13% |- 5%
Violaceina + PLGA 0,8 umol L™ | - 21% |- 10% - 1% |- 12%
Violaceina + PLGA 1,0 umol L™ | - 25% |- 13% |- 15% |- 17%

e. Inducido de morte celular por apoptose. Analise de transicio de

permeabilidade de membrana mitocondrial

Para confirmarmos se houve dano a mitocOndria,

realizamos uma

determinagao precisa do potencial de membrana, que implica em uma transi¢ao de

permeabilidade. Uma diminuicdo do potencial de membrana indica atividade
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mitocondrial comprometida, a mesma informagdo conferida por um
intumescimento desta organela. Conduzimos, portanto, os experimentos utilizando
a marcagao com JC-1, um corante cationico que traduz o potencial de membrana
mitocondrial.

Esta analise ¢ verificada por citometria de fluxo em que a emissdo do
marcador JC-1 ¢ utilizada como uma medida sensivel do potencial de membrana
mitocondrial. A atividade mitocondrial comprometida (diminuicao do potencial de
membrana) ¢ comfirmada pela menor intensidade de fluorescéncia na regido do
vermelho apds o tratamento. A emissdo no vermelho (agregados de JC-1)
corresponde ao potencial de membrana mitocondrial enquanto que a fluorescéncia
no verde (mondmeros de JC-1) é indicativa de massa mitocondrial'*'.

Os resultados de citometria por JC1 confirmaram comprometimento da
mitocondria, com a diminuicdo do potencial de membrana (Aym), tanto para
violaceina livre como encapsulada. A Tabela 5 e a Figura 51 mostram estes

resultados.
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Tabela 5. Porcentagem de decrescimento do Aym comparado as células do

controle.

TEMPO DE TRATAMENTO

Tratamento 3h 6h | 12h 24 h
Violaceina 0.5 pM 1% [11% | 12% 14 %
Violaceina 0.8 pM 20% [27% | 35% 26 %
Violaceina 1 pM 25% [40% | 37 % 32 %
Violaceina /PLGA 1 pM 5% 4% | 13% 8%
Violaceina /PLGA 1.5 uyM 19% |36% | 21 % 39 %
Violaceina /PLGA 2 nM 13% [28% | 13% 33 %
Violaceina + PLGA 0.5 uM 10% | 8% | 13 % 5%
Violaceina + PLGA 0.8 pM | 26% |42% | 30 % 31 %
Violacena + PLGA 1 uM 30% | 38% [42% 43 %
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A emissdao de fluorescéncia do marcador JC-1 verificada por citometria de
fluxo ¢ utilizada como uma medida sensivel do potencial de membrana
mitocondrial. Ela confirma a atividade mitocondrial comprometida tendo uma
diminui¢ao do potencial de membrana, indicada pela baixa fluorescéncia na regiao
do vermelho apos o tratamento com a violaceina livre e encapsulada nos diferentes
tempos de tratamento (Figura 51 A-D). A fluorescéncia na regido do vermelho dos
agregados de JC-1 correspondem ao potencial de membrana mitocondrial. Tanto a
violaceina livre quanto encapsulada induziram um decréscimo no potencial de
membrana, variando de acordo com a concentragdo 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 violaceina livre quanto encapsulada (Figura 51). Porém, a violaceina livre
foi mais efetiva em induzir alteragdes no potencial de membrana apdés 6 h de
tratamento (concentragio de 1 p ol L', 42 % de diminui¢do no potencial de
membrana comparativamente as células controle).

Entdo, se houve diminui¢do do potencial de membrana evidenciado pelo
ensaio do JCI, como se explica a diminui¢do do volume mitocondrial, se o que
esperavamos era um intumescimento, concordante com a diminui¢do do potencial
de membrana, que mostraria que a mitocondria ndo esta viavel ?

Foi descoberto que o efeito das nanoparticulas (contendo ou ndo violaceina)
em inibir o “swelling” mitocondrial é causado pela presenga de Pluronic, que tem

"2 O mecanismo pelo qual este surfatante

uma capacidade selante da membrana
polimérico atua ja foi demonstrado em neurdnios, em que polietielenoglicol (PEO
ou PEG) exerce efeito neuroprotetor através da interacdo direta com a

% o que promove uma restauragio da membrana, protegendo

mitocondria
neurdnios. De fato, a existéncia da interagdo membrana mitocondrial-PLURONIC

mascara o dano a mitocondria em ensaios por intumescimento, mas ndo em ensaios
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por potencial de membrana. Este ¢ um resultado importante deste trabalho,
uma vez que as particulas de PLGA contendo violaceina tém um efeito dirigido a
um alvo especifico (“target”), a mitocondria, uma das vérias vias de agdo que

podem estar envolvidas concomitantemente.

5.CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho sao:

1) Micro e nanoesferas poliméricas contendo violaceina foram preparadas pelo
método de emulsdo seguida da evaporagdo de solvente e nanoprecipitacao,
utilizando-se os polimeros biodegradaveis poli(e-caprolactona) (PCL) e poli
(lactideo-co-glicolideo) (PLGA). O encapsulamento do composto nas nanoesferas
poliméricas ¢ vidvel e mostrou razodvel eficiéncia, com liberagdo quantitativa de

violaceina.

2) As micro e nanoesferas foram caracterizadas quanto as suas propriedades

fisico-quimicas. Mais especificamente:

a) Verificamos que nanoparticulas contendo violaceina possuem potencial zeta
mais negativo e didmetro maior quando comparadas as nanoparticulas controle,
sem violaceina. Pensando em sua aplicagdo, a boa cobertura da superfice por
cadeias de surfatante leva a uma facilidade de redispersao em agua. Isto pode
promover maior tempo na circulagao sistémica, pois a nanoesferas pode nado ser
reconhecida pelo sistema reticuloendotelial, devido a cobertura por grupos PO

(polidxido de etileno) do surfatante.
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d)

b) Com relacdo a incorporagdo de violaceina pelas microesferas de PCL o
comportamento fotofisico destes sistemas mostrou diferengas importantes nos
espectros de emissao e excitagao de violaceina livre, em solugdo com acetato de
etila e incorporada a microesfera. Este fato leva a um maior entendimento da
interagdo corante-polimero. Existem agregados em solugdo concentrada ndo
responsaveis pela emissdo, em analogia ao solido. Em solugdo diluida
moléculas ndo agregadas de violaceina sdo fluorescentes, asssim como as
dispersas na matriz polimérica. Foi demonstrado por microscopia confocal que
a violaceina encontra-se distribuida por toda a matriz. Verificou-se também que
ha diferentes espécies com tempo de vida no estado excitado e que portanto a
violaceina estd incorporada as microesferas de PCL de duas formas: isolada,
interagindo com a matriz, € associada a outras moléculas de vioalceina.

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura mostram que a
superficie das microesferas ¢ lisa. Entretanto, existe heterogeneidade
morfologica na superficie com a presenca de particulas menores, que podem
estar adsorvidas nas maiores. H4 indicio também de superficie formada por
laminas finas de material polimérico e surfatante, que se descolam em meio
aquoso. O interior da nanoesferas de PLGA possui multidominios e
descontinuidade, com presenca de estruturas esféricas de menor tamanho. Este
fato questiona a uniformidade das micro e nanoesferas “macigas” corrente na
literatura, comumente classificadas como estruturas matriciais, monoliticas.

H4 uma distribuigdo concordante para N e O pertencentes a violaceina na
superficie da microesfera polimérica.

A determinagdo da tensdo superficial e interfacial entre as fases organica e
aquosa contendo o surfatante ¢ PVA mostra que o fator termodinamico de fato

ndo ¢ o responsavel 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 ¢ citotoxico para linhagem tumoral HL60 e que permite se
adicionar violaceina muito acima de seu ICsy quando livre. Ou seja, a realizagdo
de ensaios em concentragdo maior de violaceina, que nao seria possivel com

violaceina livre, € possivel com violaceina encapsulada em nanoesferas.

4). No tempo de 48 h a violaceina encapsulada (1,5 uM) induziu cerca de 100% de
diferenciagcdo celular. Este resultado ¢ importante, uma vez que o controle da
proliferagdo celular ¢ modulado pelo processo de diferenciagdo: em células
normais o progresso em dire¢do a diferenciagdo terminal conclui a proliferacao
celular, enquanto que em células neoplasicas, o bloqueio no processo de

diferenciagdo constitui possivel causa de proliferacao celular descontrolada.

5). Baseado nas mudancas de Ay mitocondrial, tanto violaceina livre quanto
encapsulada deflagram apoptose em células HL60. Adicionalmente, os ensaios de
intumescimento mitocondrial evidenciaram um surpreendente efeito selante
conferido pelo Pluronic & membrana de mitocondrias. A existéncia da interagao
membrana mitocondrial-PLURONIC mascara o dano a mitocondria em ensaios por
intumescimento, mas ndo em ensaios por potencial de membrana, sugerindo que as
nanoesferas de PLGA que contém violaceina podem ter um efeito por uma via

mitocondrial, além das outras possiveis.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS ABERTAS POR ESTE
TRABALHO

Os resultados obtidos por este trabalho em culturas de células da linhagem
promielocitica humana HL60 s3o encorajadores, ao se considerar o potencial do
sistema como indutor de diferenciagao celular e apoptose. Eles apoiam estudos
futuros também in vivo para entendimento do mecanismo de acdo como
antitumoral e utilizacdo de novas formas ou formas combinadas de veiculacao.
Considerando que a técnica do NBT (nitro blue formazan) ¢ inespecifica,
monocitos e granuldcitos podem responder positivamente. Assim, sera necessaria a
realizacdo de estudos complementares, incluindo a determinacdo das outras células
do sistema fagocitdrio mononuclear presentes apds o tratamento, utilizando
determinantes antigénicos especificos em células diferenciadas.

Foi descoberto um sistema de liberacdo controlada que pode atuar em uma
via mitocondrial. O conhecimento sobre o potencial de membrana ¢ como ¢
alterado durante os processos de apoptose (diminui¢dao do potencial de membrana),
necrose (despolarizagdao) e bloqueio no ciclo celular (hiperpolarizacdo) pode
auxiliar no esclarecimento da participacdo da mitocondria na morte celular por
apoptose € em outros processos celulares, correlacionando mudangas no potencial
de membrana mitocondrial com bloqueios no ciclo celular. Posteriormente seria
interessante investigar a ag¢do da violaceina (livre e encapsulada) quanto ao
mecanismo de acdo em relagdo a este ciclo celular.

Produtos que encapsulem agentes ativos em micro e nanoparticulas de
polimero biodegradavel sdao altamente desejaveis e promissores. Atualmente estdao

sendo aprovados pelo FDA para uso clinico em humanos. Um exemplo ¢ produto

ABRAXANE © que ja esta em fase III dos testes para desenvolvimento clinico,
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com bons resultados em triagem com 460 pacientes. Trata-se de nanoparticulas

de albumina carreando o paclitaxel ( Tax01®) para tratar metastases de cancer de

mama.

Devido a proliferagao desregulada e a inibicdo de apoptose serem eventos
comuns no desenvolvimento de tumores em geral, as aspectos abordados neste
trabalho (como apoptose e diferenciacao) sao alvos de intervencao terapéutica em

todos os tipos de cancer.

7.NANOBIOTECNOLOGIA: ANALISE CRITICA DO PASSADO
RECENTE E O QUE PODEMOS ESPERAR PARA O FUTURO

Desenvolvendo algumas idéias a respeito das conseqiiéncias advindas da
aplicacdo da nanobiotecnologia (em particular dos sistemas de liberagao
controlada) em solugdes para uma sociedade, procurarei expor alguns fatos
positivos e também analisar algumas possiveis correntes de incerteza relacionadas
a estas tecnologias.

Nos textos apresentados foi discutida uma parte das inimeras vantagens
relacionadas a sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Entretanto, ¢ bom
lembrar que a descoberta sobre a eficacia terapéutica destes dispositivos deveu-se
ao grande desenvolvimento das ferramentas que a possibilitaram. Dispositivos
eletronicos com dimensdes compardveis a das macromoléculas biologicas
atingiram alto grau de sofisticacdo, possibilitando conciliar microeletronica e
biotecnologia e realizar trabalhos antes ndo imaginados, como as varias
microscopias por sonda, que investigam o maquinario celular com pouca
interferéncia. J& se estd muito proximo 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 ¢ gerado por uma seqiiéncia focalizada de pulsos rapidos e
intensos de luz vermelha incidindo sobre atomos de hélio, o que converte a luz do
laser (com comprimento de onda de 700 nandémetros) em raios X (com
comprimento de onda de 1 nandmetro). Atomos de hélio excitados por laser
emitem raios X. Um gerador de raios X em breve permitird que as imagens de
radiografias sejam gravadas com alta resolucdo, e, 0 mais importante, com apenas
uma fracdo da dose de radiagdo hoje utilizada. O resultado seria, além da
diminui¢do do risco para os pacientes, o digndstico de doengas como o cancer em
estagios muito preliminares da doenga'*.

E consenso geral que progressos cientificos e inovagdes tecnologicas sdo
necessarias para aumentar os niveis de produtividade e prosperidade no mundo,
possibilitando um desenvolvimento sustentavel. Mas existe uma ambivaléncia,
uma vez que qualquer avanco tecnoldgico representa também riscos ambientais e
mudancas que afetam uma populacao, envolvendo saude, privacidade, propriedade
¢ ofertas de trabalho. Por este motivo, qualquer debate publico terd posi¢des que
sejam favoraveis e também que sejam extremamente contrarias & nanotecnologia e
estes debates e decisdes devem ser sempre embasados em conceitos éticos. Etica
pode ser definida como "Estudo dos juizos de apreciagdo referente a conduta
humana suscetivel de qualificagdo do ponto de vista do bem e do mal, seja
relativamente a determinada sociedade, seja de modo absoluto".'” Em outras
palavras, ética e moral referem-se ao conjunto de costumes tradicionais de uma

. 146
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Como se aplicam os conceitos de ética em termos de seguranca e
recursos bélicos? A nanotecnologia ¢ um recurso que podera ser explorado de
diversas formas nesta area: criando materiais que escapem a detec¢ao de radares,
reconhecimento molecular para alvos bioldgicos e novos dipositivos para
destruicdo em massa. Ray Kurzweil, ganhador do prémio americano “The National

Medal of Technology” em 1999, fez uma interessante comparacdo entre uma
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entidade ‘“‘auto-replicante”, nanométrica e ndo biologica (os virus de
computador) e os dispositivos nanotecnoldgicos. Enquanto hd recursos para o
desenvolvimento de software antivirus e se tem grande €xito contra as “patologias
computacionais”, novos produtos contra o avango rapido do bioterrorismo
nanotecnologico teriam que passar pelos 6rgaos de regulamentagao.

O conjunto de tecnologias denominado “drug delivery systems” significa
sistemas de entrega de ativos e ndo propriamente sistemas em que esta entrega
esteja totalmente controlada. Uma dificuldade seria interromper a agdo
farmacologica do medicamento, no caso de intoxicacdo ou alguma intolerancia,
inclusive com risco de acumulo do farmaco se ndo for acompanhada a sua
farmacocinética. Isto ja ndo € problematico no caso das medicacdes transdérmicas,
em que € possivel retird-las. Outro importante fator sdo as diferengas individuais,
fazendo com que sejam necessarios varios estudos farmacocinéticos e
farmacodinamicos, pois nao se pode ter certeza de reprodutibilidade (variacdes de
idade, estado de saude, metabolismo, como por exemplo, a variacao de volume de
esvaziamento gastrico ou uma velocidade de liberacdo mais lenta ou pouca
absorcdo intestinal). Além disto, os riscos bioldgicos de manipulacdo de
nanoparticulas de forma indiscriminada podem levar, desde acumulacdo em
microorganismos e contamina¢do de cadeias alimentares até a infiltragdo direta no
organismo, como por inalacdo de particulas de 10 micrOmetros até a regido
alveolar. Ao ocorrer o “clearence” das particulas dos pulmdes, estd ocorrendo a
ativacdo de macrofagos, o que leva a liberacdo de citocinas e conseqiiente
inflamacdo. Se houver material particulado formando fibras ou que se auto-
associem, havera problemas de “clearence” muito lento.

Muito se comenta que o custo elevado dos polimeros biodegradaveis 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,

140



copolimeros com materiais naturais que sdo abundantes e freqiientemente
descartados), viabilizando a obtencdo de polimeros biodegraddveis de menor
preco. Este ¢ um investimento compensatorio, pois aumenta a possibilidade de uso
de novos materiais biodegradaveis em dispositivos avancados, podendo levar a
reducdo do custo de manutencdo de uma parte dos pacientes em hospitais,
diminuindo remocdes cirirgicas de implantes convencionais. Para o
desenvolvimento racional de biomateriais o entendimento da fisico-quimica dos
polimeros ¢ importante, mas ndo € suficiente para sistemas de liberacao controlada:
¢ necessario conhecer os principios que governam a farmacocinética e
farmacodinamica da liberacao sustentada. Estes sistemas minimizam as flutuagdes
de concentracdo no sangue porém, para se ter uma idéia, hd uma pronunciada e
complexa relacdo ndo-linear entre a concentragdio do ativo e o  efeito
farmacologico (isto €, farmacodindmica). E mais, para avaliar o efeito de alguns
ativos, o importante ¢ a duragdo da exposicdo, mais do que a concentragao
plasmatica. Por exemplo, para o folato, antagonista do metotrexato, um
crescimento de 10x no tempo de exposi¢do aumenta cerca de 100 vezes sua
citotoxicidade, enquanto que um crescimento de dez vezes na concentracao causa
um aumento de apenas trés vezes na citotoxicidade'*’.

A possibilidade de patentear farmacos mais antigos, pela reformulacdo em
micro/nanoesferas ¢ uma possibilidade interessante, valendo-se de um novo
processo para apresentagdo e também de uma melhoria da resposta farmacologica.
Existem, aqui, situagdes um tanto quanto curiosas: por exemplo, hoje ha esforgos
para se encapsular diclofenaco, um antiinflamatério, (o que ja se conseguiu, com

sucesso, com diminui¢do dos efeitos colaterais). Entretanto, paralelamente foi
. . ® . . r 1. ~ ~
desenvolvido o V10xx ", medicamento dito de ultima geragdo ¢ que ndo provoca

os habituais problemas gastricos, inibindo especificamente a enzima COX-2, em

pacientes com inflamacdo severa, como artrite reumatdide 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, ¢
mais seguro o encapsulamento do diclofenaco, cujos efeitos adversos pelo menos
sao conhecidos h4 mais tempo.

A nanociéncia mostra ferramentas novas em busca de aplicacdes e mudando
velhos paradigmas de visdo de mundo, trazendo impactos reais para a sociedade.
Esta revolugdo tecnologica ¢ um desafio para o Brasil, pois os riscos sao elevados
em termos de volume de investimento, mas como podemos ser competitivos,
principalmente na 4rea de medicamentos com as nossas ‘“bibliotecas de
compostos” e na area de processos biotecnoldégicos com microorganismos, O
ganhos podem ser enormes: o “nanomundo” ¢ extremamente “espacoso” ... para

todos.
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