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RESUMO

CAMPOS, Vania Emerich Bucco. Estudo da potencididae acidos aminados encapsulados
em nanoparticulas de pahkeaprolactona para uso na eletroterapia do caRierde Janeiro,
2008. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmaed&ltic Faculdade de Farméacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio deidariz008.

Diversas pesquisas em todo mundo estéo sendoadadizom o objetivo de encontrar
a cura para os diferentes tipos de cancer. Entreat@mentos atuais para esta doenca,
destaca-se, a Eletroterapia Tumoral (ETT), queunsa corrente elétrica continua de baixa
intensidade (CECBI) para induzir mudancas quimcasazes de causar a destruicdo de
células tumorais. Um dos mecanismos responsavkisagigidade antitumoral da ETT € a
geracdo de espécies oxidantes, conhecidas comamif@s, que sdo resultantes da reacgéo
entre espécies cloradas presentes no meio elietatitacidos aminados (AAs) existentes no
meio celular. O uso de sistemas nanoparticulados gpdiberacdo de farmacos permite um
direcionamento seletivo do ativo dentro das céltlasorais. Com o objetivo de optimizar os
efeitos da ETT, nanoparticulas (Np) de petiaprolactona (PCL) foram utilizadas para
encapsulacao de L-triptofano (L-trp) e L-tirosihatif) e associados com CECBI. Este estudo
iniciou com o desenvolvimento e a caracterizac@& mwvametros fisico-quimicos dos novos
sistemas nanoparticulados. Em seguida, a citotdeiadbestas Nps foi avaliada vitro em
melanoma murino da linhagem celular B16F10. As fdpam preparadas pelo método da
dupla emulsificacdo e evaporacdo do solvente, eradises de microscopia eletrbnica
revelaram que as Nps tinham uma forma eliptica, bondas regulares e superficie lisa, e
apresentaram um diametro meédio de 245 + 2,05 nras Approcesso de encapsulacdo esses
parametros foram significativamente modificadosap259,90 + 1,22 nm para L-trp-
encapsulado (p<0,05) e 269,00 = 4,90 nm para énoapsulada (p<0,01). As Np
encapsuladas e ndo encapsuladas apresentaram maggésas e o tratamento com CECBI
modificou significativamente o potencial zeta das &hcapsuladas com Trp, tornando a
superficie das Np mais eletronegativas (p<0,05)er@imento do processo de encapsulacao
foi cerca de 50% e a proporgdo de L-tir e L-trp agstlados foram de 30,0ug/mg e
115,6pg/mg, respectivamente. Os ensaios de libenagdiro mostraram que apés 3 horas 98
% dos AAs ja haviam sido liberado. A viabilidadesdz€lulas de melanoma murino foi
medida pelo ensaio de MTT e mostrou que estasaséfatam sensiveis ao tratamento com
CECBI e, quando os AAs foram introduzidos na sus@ereletrolitica, a toxicidade foi

potencializada. A associacdo de Nps encapsuladasletrosina a CECBI mostrou um
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aumento significativop<0,01) na citotoxidade. O presente estudo mostueuoquso de Nps
encapsuladas com L-tirosina em associagao com CHQ@E perspectiva promissora para a

terapia do cancer.

Palavras-chave: eletroterapia; cancer; nanotecialogiulas B16F10.



ABSTRACT

CAMPOS, Vania Emerich Bucco. Study of the potertfaamino acid loaded poly-— PCL
nanoparticles for use in cancer electrotherapy. d@dJaneiro, 2008. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas)- Faculdade de Farmdwigersidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2008.

Some studies worldwide are being conducted withotsjective of finding the cure for
different types of cancer. Among the actual treatiméor this iliness, Tumoral Electrotherapy
(TET), which uses a low direct electric current (@€ induce chemical changes capable of
causing tumoral cell destruction, stands out asew therapy. One of the mechanisms
responsible for the antitumoral TET activity is theneration of oxidative species, known as
chloramines, which are a result from the reactietwken chloride species present in the
electrolytic medium and the amino acids (AAs) esqstin the cell suspension. The use of
nanoparticle systems for the delivery of drugsvedla selective redirection of actives into
tumoral cells. With the aim of optimizing the TETe&t, poly-& — PCL nanoparticles were
loaded with Tryptofan (Trp) and Tyrosin (Tyr) amimeids and these nanoparticle (Np)
systems were associated with DC. This study begath whe development and
characterization of the physical and chemical patars of the new Np systems. Following
that, the cytotoxicity of these Nps was evaluateditro on B16F10 melanoma mouse cell
lines. The Nps were prepared by the double emulsavent evaporation method, and the
electron microscopy analyses showed that the Ngsahalliptical shape, regular edges and a
smooth surface and showed a mean diamet@4&f+ 2.05 nm. After the loading process this
parameter was significantly modified to 259.90 22L.nm for Trp-loaded (p<0.05) and
269.00 = 4.90 nm for Tyr-loaded (p < 0.01). Loadwdl unloaded Nps were negatively-
charged, whereas unloaded nanoparticles displaysgnéicantly different zeta potential (-
1.38 mV, p<0.01) from Trp-loaded (-1.78 mV) and-logded (-1.76 mV). The DC-treatment
modified all the zeta potentials significantly, nmak these Nps more electronegative
(p<0.05). The yield of the loading process was &B0Wb6 and the rates of Tyr-loaded Np and
Trp-loaded Np were 30.0 pg/mg and 115.6ug/mg, ms@dy. Thein vitro delivery assays
indicated that after three hours we had a pealeaty of AAs from the Nps. The viability
of B16F10 melanoma mouse cells was measured by &E&y and showed that these cells
were sensitive to DC treatment and, when AAs waergoduced into the electrolytic
suspension, the toxicity of this treatment incrdadéne association of Tyr-loaded Nps with

DC stimulation showed a significant increase (p&Did the cytotoxicity. The present study



showed that the use of Tyr-loaded Nps in assoaiatibh DC is a promising perspective for
cancer therapy.

Keywords: electrotherapy; cancer; nanotechnologgm. 0 cells
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1 INTRODUCAO

O céancer ainda € um grande desafio para a ciénmasaea medicina porque a cura de
muitos tipos de tumores ainda ndo foi descobeda gatamentos atuais apresentam muitos
efeitos colaterais. Os farmacos antitumorais, emalgedo toxicos as células que estdo em
rapido crescimento e divisdo, como as células cagees. Entretanto, esses farmacos nao
possuem seletividade e especificidade e acabano $éxidos para as células normais. Além
disso, as células cancerigenas podem desenvolhevaredade de alteracbes, as quais as
tornam ainda mais resistentes aos tratamentos goievais. Dentre estes mecanismos pode-
se citar a resisténcia a multiplas drogas (MDRjaataristica que confere as células que
apresentam este fenotipo, a capacidade de realizefluxo de farmacos para o meio
extracelular através de transportadores de memboagae as torna refratarias a farmacos
citotoxicos (WONGet al, 2007). Os novos tratamentos tém modificado o divatencéo,
com o desenvolvimento de novos farmacos que visatlusvamente a célula tumoral. A
sitio especificidade de alguns sistemas de liberg@de reduzir os efeitos colaterais e
aumentar a eficicia da terapia contra o cancer B304 al.,2004).

A associacédo de pulsos elétricos de alta voltagantiaeoplasicos constitui uma nova
abordagem terapéutica conhecida por eletroquinaipier (EQT). Tumores previamente
estimulados com pulsos elétricos de alta voltageamam-se mais permeaveis a
guimioterapicos aumentando, dessa maneira, oofeitotoxicos desejados (MIBt al,
1998; RAMIREZet al, 1998; JANIGRCet al, 2006). Correntes elétricas continuas de baixa
intensidade (CECBI) também vém sendo utilizadagalaente em medicina, constituindo a
chamada eletroterapia tumoral (ETT) (SER&Aal, 2008). Recentemente, foi evidenciado
pelo nosso grupo que as CECBI sdo capazes de idestlulas tumorais através de dois

mecanismos distintos: a apoptose e a necrose (VEHGA, 2005). Estas diferengcas no



mecanismo de morte celular parecem ser devidap@de polaridade aplicada, uma vez que
células leucémicas quando estimuladas pelo fluxliao (FA) programam-se para morrer,
através de eventos apoptoticos, enquanto que,xo ftatodico (FC) é capaz de induzir a
morte celular exclusivamente por necrose. A ausémeiprodutos de eletrdlise e de espécies
oxidantes, situacdo gerada pelo fluxo eletroidffiol), ndo induz alteracbes morfologicas e
nem t&o pouco na viabilidade celular. Um fato egsante que chama a atencao, é que nestas
trés situacdes experimentais foi verificado queutmda diminuicdo da proliferacdo celular e
esta parece ser independente dos produtos delisegérados pela CECBI (HOLANDINO

et al.,2000, 2001; VEIGAet al, 2000,2005).

Veiga e colaboradores (2005) demonstraram aindaquecanismo de morte celular
programada parece ser disparado por espécies tesdaonhecidas por cloraminas, as quais
sdo geradas exclusivamente pelo FA, através da@oeagtre espécies cloradas (@I,
HOCI) presentes no meio eletrolitico e acidos ahas presentes na suspensao celular. Esta
hipotese foi confirmada quando ao meio eletrolitfod acrescentado o &cido aminado
glutamina sob a forma livre. O potencial oxidant adoraminas, assim como a apoptose
induzida por estas espécies oxidantes, foi desprigwiamente por outros autores em
diferentes modelos experimentais (WAGNERal, 2002; ENGLERT & SHACTER, 2002).

Diversas pesquisas buscam desenvolver novos ssderideracao e tecnologias que
visam direcionar o fdrmaco ao seu sitio alvo, @&sado processo de vetorizacdo. Entre os
novos sistemas de liberagdo de farmacos encongams-sanoparticulas (Np) que sédo objeto
de estudo da Nanociéncia e da Nanotecnologia (ABEatl al, 2008). O conceito de
nanotecnologia nas Ciéncias Farmacéuticas, diredamra liberacdo de farmacos, esta
baseado na producdo de nanoparticulas capazescdpselar farmacos a serem liberados
exclusivamente no 6rgdo alvo ou em aglomeradosétlidas, como os que se formam em

tumores (ALEXISet al, 2008). A liberacao sitio especifica de farmacosn@ vantagem no



tratamento do cancer porque reduz os efeitos calateEstudos recentes realizados em
camundongos com cancer mostraram que os sistemigsetido nanoparticulados podem
acumular-se na célula cancerosa exibindo notaiegad, além de citotoxidade especifica. O
controle da liberacdo do farmaco encapsulado e te sspecificidade reduzem

significativamente os efeitos colaterais comuns m@damentos com quimioterapicos

(FAROKHZAD et al, 2006).

No presente trabalho foi avaliado o potencial antdral destas espécies oxidantes
conhecidas por cloraminas. As cloraminas foram ymriths a partir da reacdo de acidos
aminados com os derivados de cloro gerados no mletoolitico, durante a estimulacéo
elétrica. Com o objetivo de potencializar os etitmtitumorais da cloramina, os acidos
aminados foram encapsulados em Np de &£Glaprolactona (PCL), através da técnica de
dupla emulsificagdo e evaporacao de solvente (RI2@I5). As nanoparticulas contendo os
acidos aminados foram caracterizadas por microgcoptica, microscopia eletrbnica de
transmissado e por espalhamento de luz dindmicdicAcea do processo de encapsulacido e o
tempo de liberacdo dos &cidos aminados incorporaglos Np foram previamente
determinados. Finalmente o potencial antitumorad danoparticulas desenvolvidas foi
testado frente a linhagem de melanoma murino esgésta multiplas drogas (B16F10) e a
citotoxidade destas formulacdes foi avaliada derdmcacom protocolo ja estabelecido

(HOLANDINO et al, 2000, 2001; VEIG/Aet al, 2005).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1CANCER

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de d&fcds que tém em comum 0
crescimento desordenado de células que invaderaca$ e orgaos, podendo espalhar-se
para outras regides do corpuodtastasg. Devido ao crescimento descontrolado, estasalul
tendem a ser muito invasivas, determinando o aauihelcélulas cancerosas weoplasias
malignas Por outro lado, untumor benigno significa simplesmente uma massa localizada
de células que se multiplica vagarosamente e senafiza ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco de vida (PETRULKD al, 2006). Os diferentes tipos de cancer podem
ainda serem classificados de acordo com a suanarig@gando o cancer tem inicio em tecidos
epiteliais, como pele ou mucosas, ele é denominadmnoma; por outro lado, se sua origem
€ em tecidos conjuntivos como 0sso, musculo ouagem é chamado dercoma(BIRD et

al., 2006).

Existem trés modalidades terapéuticas principaia paancer: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Esta Ultima €, nos Ultimos anosetmbfle extensa investigacdo na busca por
novos quimioterapicos cada vez mais seletivos. Aomazarte dos farmacos com atividade
antitumoral originalmente derivou-se de produtosumaés; dois bons exemplos sdo os
alcaléides da Vinca (vincristina e vimblastina) lipéidos na quimioterapia do céancer
(DEWICK, 1997) e o Taxol (Paclitaxel®) (GOODMAN & IGVIAN, 1991). No entanto,
apesar do grande niamero de agentes antitumonasijsééncia especifica de alguns tumores
para determinados quimioterapicos, assim como, oblgma da resisténcia a multiplas
drogas, torna necessaria a busca por novas tem@apiaismorais (CAPELLA & CAPELLA,

2003).



2.1.2Melanoma

O melanoma é um cancer de pele que se origina femaeéto, cuja funcao principal €
a producado de melanina, pigmento que confere cpel@ Ele é um dos tumores mais
agressivos, com grande capacidade de invasao doaatlistancia, sendo resistente a quase
todas as modalidades terapéuticas disponiveis moemo (PEREZ & ZELL, 2006).

O melanoma inicia-se como uma lesdo escura querdarde tamanho em extensao
e/ou profundidade, com alteracdo de suas coremaiggsurgimento de pontos pigmentados
ao redor da lesdo inicial, ulceracdo, sangramentosiotomas como coceira, dor ou
inflamacédo. A profundidade é o parametro que dedigeavidade da lesdo, sendo que quanto
mais profunda, mais grave, pois aumenta os riseasnatastases (LAZAR-MOLNARt al,
2000).

O melanoma de pele € menos frequente que os dautnases de pele (basocelulares e
de células escamosas), no entanto, sua letalidatstelevada. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estima que, anualmente, ocorram cer@®2i mil casos novos desse cancer no
mundo e, no que se refere a prevaléncia, cercagsd&oXerdo do tipo melanoma. Tem-se
observado um expressivo crescimento na incidénessed tumor em populagbes de pele

branca (http://www.inca.gov.br/estimativa/2008/versaofipdf, acessado em 10/01/2008).

Segundo Prignano e colaboradores (2002) a sobreeidzacientes com melanoma cutaneo
tem aumentado nos ultimos 10 anos devido ao ditigageecoce do cancer; entretanto este
aspecto ainda nao é suficiente para a eficaciaadantento. Em geral, os melanomas tém
baixa sensibilidade aos agentes citotdxicos e apuwtem desenvolver o mecanismo de
resisténcia a multiplas drogas, o que dificultdigaeia do tratamento. Portanto, as pesquisas
in vitro sdo necessarias para o desenvolvimento de nostamgntos mais eficazes e

direcionados a célula tumoral, diminuindo os efeitolaterais indesejaveis, melhorando a



qualidade de vida e a sobrevida do paciente. Onoela murino da linhagem B16F10 foi
escolhido neste trabalho por ser um modelo biotbgatensivamente pesquisado por
diversos autores (NUCCITELIét al.,2006; BICEKet al, 2007; KANGet al, 2008; SERSA

et al, 2008), por apresentar caracteristicas semekhaotenelanoma humano e por possuir o

fendtipo de resisténcia a multiplas drogas.

2.2. ESTUDO DAS ALTERACOES INDUZIDAS POR CORRENTE LETRICA

CONTINUA DE BAIXA INTENSIDADE EM CELULAS TUMORAIS

2.2.1Utilizac&o da corrente elétrica em organismos Vvivos

Entre as principais descobertas da ciéncia rea&ad século XVIII, destacam-se 0s
estudos da eletricidade em tecidos vivos, feitos lpogi Galvani, em 1791. Galvani é
considerado o pai da eletrofisiologia; seus estuttbsconducédo nervosa e na contragao
muscular langcaram os fundamentos para eletrofgiml@omo também abriram caminho para
a invencdo da pilha elétrica por Alessandro Volta &€799. O desenvolvimento da
eletricidade nesta época trouxe importantes avamgosarea da ciéncia, da fisica e
consequentemente para a humanidade como um tacdGQRINO et al, 2006).

Apds Galvani outros pesquisadores deram contineidaxs estudos com correntes
elétricas (CE) em seres vivos. Dineur (1891) e \6en(d896) investigaram a galvanotaxia de
leucécitos e amebas, respectivamente (DINEUR, 19%ERWON, 1896). Outros autores
relataram o efeito bactericida e bacteriostaticdCeemE. coli e Pseudomanas aeroginosa
(TOKUDA et al, 1995); Listeria monocytogeneqYE et al, 200); Salmonella
Campylobacter jejuni, E.col{(Ll et al, 1995; VENKITANARAYANAN et al, 1999);

Bacillus subtilis Staphylococous aureu@COSTERTONet al, 1994) e Staphylococcus



epidermidis (KHOURY et al, 1992). Os efeitos bactericidas e bacteriostatigizando
corrente elétrica continua de baixa intensidadelgamn aumento da temperatura, mudanca
de pH e eventos eletroquimicos (BIRBIR & BIRBIROB0).

Varios estudos clinicos demonstram o efeito beoéfa aplicacdo de corrente elétrica
continua na cicatrizacao de Ulceras cutaneas afjreatretanto, o mecanismo principal sobre
os efeitos regenerativos da CE ainda nao estacehendados, embora saibam-se dos efeitos
da CE sobre a sintese de colageno, a migracaobdeblistos, o efeito bactericida e o
aumento do fluxo sanguineo nos locais eletroestidod (PETERSt al, 2001; BOGIEet
al., 2006).

No campo da traumatoortopedia, a capacidade regjerseda corrente elétrica tem
incentivado seu uso na cicatrizacao de fraturasa8s&IM et al, 2006), na melhoria da
mineralizacdo do calo 6sseo (EL-HAKIEL al, 2004) e na regeneracdo de nervo ciatico

(MENDONCA et al, 2003).

2.2.2Utilizag&o da CE na terapia antitumoral

Bjorn Nordenstron, médico sueco radiologista, é&im@rado o pioneiro no tratamento
de tumores com corrente elétrica continua. No fileal anos setenta, Nordenstrém comecou a
tratar o cancer pulmonar primério através da agicale corrente elétrica continua entre dois
fios de platina (eletrodos). Um teste preliminar eimco pacientes foi publicado em 1978
(NORDENSTROM, 1978). No seu livro, escrito em 1988rdenstrom relatou os resultados
do tratamento de 26 tumores pulmonares em 20 pasieA regressao foi obtida em 12 dos
26 tumores e nao foram detectados sinais de reap@&mo apds 2-5 anos do tratamento.
Entre os efeitos secundarios, Nordenstrdom notageiréi febre e dor local durante o

tratamento (NORDENSTROM, 1983).



Nordenstrém (1983) discutiu exaustivamente possiveecanismos envolvidos na
eletroterapia tumoral (ETT), como: alteracBes detphhsporte electro-osmaotico da agua e os
efeitos dos transportes iGnicos transmembranar.td&fdém apontou que a maioria dos
tumores possui um excesso de cargas eletronegativaie a sua superficie e, por
conseguinte, s6 o anodo deveria ser colocado ddattomor, para prevenir a propagacao de
micrometastases durante o tratamento (NORDENSTRI384). No entanto o autor obteve
resultados positivos quando colocou o catodo ncotWNORDENSTROM, 1989). Esses
mecanismos e outros estao descritos na se¢ao 2.2.7.

Nordenstrém e colaboradores (1990) investigaramaans efeitos da acdo combinada
da CE com a adriamicina, tendo como objetivo ppalciavaliar a influéncia da
eletropositividade da adriamicina durante o tratamelétrico. Quando infundida no tumor
através de um eletrodo anddico, a eletropositiveded adriamicina foi modificada, por
eletroforese, levando a uma distribuicdo uniforraedtbga no tecido circundante. Assim, a
adriamicina p6de ser concentrada dentro da regioral quando aplicada por via
endovenosa. Usando essa técnica, os autores emperawmimizar os efeitos colaterais da
guimioterapia sistémica. Efeitos benéficos forartidais através deste estudo preliminar com
14 pacientes com cancer pulmonar que foram comsldsr incuraveis por métodos
convencionais.

Os ultimos trabalhos publicados por Nordenstroraws $olegas relataram resultados
positivos no tratamento eletroquimico em paciem@a® cancer de mama. Mamografias
realizadas a cada seis meses em um periodo dartmssapds o tratamento mostraram que

ndo havia vestigios de recidiva do tumor (AZAVEBCal, 1991).



2.2.3Utilizac&o da corrente elétrica associada a farmasoantitumorais

Pesquisas no tratamento do cancer baseadas rayeietioterapia estdo sendo alvo
de intensas investigacdes na area de liberac&medos. A eletroquimioterapia (EQT) é um
tratamento que envolve a administracdo de um aggrimeioterapico seguido pela liberacéo
de pulsos elétricos. Conforme demonstrado na Figgucpimioterapicos ndo permeaveis ou
pouco permeaveis sdo injetados pela via intravenasatratumoral. A aplicacdo de pulso
elétrico adequado causa um aumento na permealglidadmembrana, o que favorece a

entrada do quimioterapico no interior da célulaRSE et al, 2008).

GL' l‘:ld.u-r
de pulso Quimioteripico ":"“";:’]1:;’ j“‘ 4 No interior da eélula
elétrico ao redor da célula e e e o quimioterdpico
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| | a entrada no

cilup]usmn

Eletrodos ; Tempo
gy Tumor T m——
-_ ‘r_?{ \ 4 P 1L |r O e P‘ CIeirco

Injecio da droga

sistémica ou intratumoral

Figura 1. Demonstracao esquematica do principeleteoquimioterapia (adaptado de SERSAI, 2008).
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Os pulsos elétricos aumentam a liberacdo da dregacglulas tumorais por um
mecanismo chamado eletropermeabilizacdo ou eleagfo (SERSAet al, 2008). Isto
ocorre porque o tratamento elétrico desestabilizdbimada lipidica aumentando a
permeabilidade da membrana celular (JAROSESKI al, 1997). Varios farmacos
antitumorais foram testados nas células em comémegm pulsos elétricos; porém somente
dois destes farmacos apresentaram resultadosagaiis$é, sdo elas: bleomicina e cisplatina.
O transporte da bleomicina através da membrananptasa € mediado por proteinas
carreadoras que internalizam, via endocitose, mdéo; no entanto, em células tumorais, 0
namero dessas proteinas membranares € menor. dagiui de pulsos elétricos através do
mecanismo de eletroporacao facilita 0 acesso da@tbleomicina ao citoplasma. Em contra
partida, a cisplatina € transportada para o intaféo célula por dois mecanismos: difuséo
passiva que contribui com cerca de 50 % do trabespansporte por proteinas carreadoras.
Como nas células tumorais a entrada de farmacowxitos € limitada e a aplicacdo de
pulsos elétricos favorece esta penetragdo levangdo acumulo citoplasmatico do farmaco
(SERSAet al, 2008).

Desde o seu surgimento em 1980, diversos tiposirderes vém sendo tratados com
EQT, como: fibrosarcomas, melanomas, carcinomageaagarcinomas. A utilizagcdo dessa
nova modalidade terapéutica, a eletroquimioterapiantroduzida por Okino e Mir (OKINO
& MOHRI, 1987; MIR et al, 1991). Os primeiros estudos clinicos em tumoeesabeca e
pescoco foram publicados em 1991 (MéR al, 1991). Desde entdo, outros autores tém
aplicado com sucesso a eletroquimioterapia em tesnoe cabeca e pescoco (DEV &
HOFMAN, 1994; TELLOet al, 2007).

Jaroseski e colaboradores (1997) investigaramteoptgacaan vivo em combinagao
com bleomicina no tratamento de tumores de figddegressao completa obtida nos animais

tratados sugere que a eletroquimioterapia podensdratamento eficaz para hepatomas.
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Diversos trabalhos evidenciam a efetividade anti@in da bleomicina quando
potencializada por pulsos elétricos; além dissoa glwse menor da droga € necessaria para
produzir os efeitos citotdéxicos desejaveis, o @wa la uma diminuicdo dos efeitos colaterais
sistémicos do tratamento (MIKLAVCIEt al, 1998; GOTHELFet al, 2003). A efetividade
antitumoral da cisplatina foi aumentada com apéocade pulsos elétricos ap0s a injecao
intravenosa sistémica e intratumoral, em melano®46F10 e em fibrosarcomas de
camundongos, respectivamente. Usando os mesmomgiesd de aplicacdo de pulsos
elétricos na aplicacdo intravenosa e intratumasses autores evidenciaram que a injecao
intratumoral é mais eficaz na reducdo do tumor doawomparada a intravenosa, 0 que se
deve a uma maior quantidade do farmaco liberadetasivente nas células tumorais
(CEMASARZEet al, 2006).

Muitos estudosn vitro estdo sendo realizados na busca por novos tratasnpata o
cancer. A combinacdo de uma nova droga chamada MAMjue contém Ruténio e
Imidazol, com pulsos elétricos, em células B16Fd@mnonstrou que somente 10 % das
células sobreviveram, enquanto que com a drogalsdz sobrevivéncia foi de 90 %. Nesses
estudos a associagao de NAMI-A com eletroporagdiozie significativamente a viabilidade
celular (BICEKet al, 2007).

Em pesquisas publicadas por Miklavcic e colabomesldd997) foi investigado o
efeito de EQT (0,6 mA por 1 h) sobre a perfusdoceescimento tumoral de fibrossarcoma
(LPB e SA-1) em camundongos. A corrente foi apkcpdr dois eletrodos de platina-iridio,
colocados em lados opostos do tumor; a fim de avaliperfusdo e o crescimento do tumor
injetou-se nos camundongos uma solucdo do coranik de violeta. A diminuicdo do
crescimento tumoral foi obtida em ambos os modelo®rais. A auséncia quase completa de
coloracdo obtida pelo corante azul de violeta, tnosores SA-1, sugeriu que o retardo no

crescimento tumoral foi resultante da prolongadasdo vascular devido a eletroterapia. No
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entanto, tumores LPB tiveram uma ligeira diminuigd® coloracdo, indicando, assim,
menores danos vasculares.

As pesquisas realizadas por Sersa e colaboradd&@88)( tém contribuido
grandemente para o0 avan¢co da eletroquimioterapmoral. Esses mesmos autores
observaram a efetividade antitumoral com diferemtesnomoduladores, como: fator de
necrose tumoral (TNE); interferone. (IFN-a) e interleucina-2 (IL-2). Estas combinacdes
terapéuticas indicaram um envolvimento da respastane nos efeitos antitumorais
observados em fibrossarcoma e em melanoma de camyosl Esses mesmos autores
investigaram a resposta imune em camundongos irompEtentes e imunodeficientes e
compararam 0 crescimento e a cura do tumor aptasreato eletroquimico entre eles. Na
pesquisa foi observado que nos camundongos imunmetentes a diminuicdo no
crescimento tumoral foi duas vezes menor e 80 %eslégemores foram curados, enquanto
gue nos ratos imunodeficientes o tratamento foioseidiciente. Os autores concluiram que a
eficacia do tratamento eletroquimico é fortemenepeddente da resposta imune do
hospedeiro (SERSAt al, 2008).

Em sintese, os principais mecanismos envolvidos aoefetroquimioterapia sdo: a
eletroporacgdo, a qual aumenta a efetividade doa@rpor facilitar a entrada deste na célula;
a reducéo reversivel do fluxo sanguineo, aposagd de pulsos elétricos; 0 mecanismo de
oclusdo vascular que favorece a morte celular dorrdos vasos e o envolvimento da
resposta imune no tratamento antitumoral (SERSA, 2008).

Estudos recentes realizados seguindo o padrdo eaurpgra procedimentos com
eletroquimioterapia demonstraram que, a eletroquerapia é facil, segura, eficaz no
tratamento de nddulos de tumores malignos cutémeondbcutaneos e proporciona beneficios
clinicos imediatos. O tratamento com pulsos el@reessociados a administracao intratumoral

de bleomicina ou cisplatina foi realizado em 41ligraes; 150 dias ap6s o tratamento, 85 %
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dos pacientes obtiveram resposta ao tratamentdpsgue destes, 73,7 % tiveram resposta

completa (MARTYet al, 2006).

2.2.4Tumores resistentes a multiplas drogas (MDR)

Alguns tumores desenvolvem a resisténcia a mudtimleogas mediada por um
mecanismo especializado de extrusdo da droga caysaduma superexpressdo do gene
mdrl. Esse gene mdrl codifica uma glicoproteinamdenbrana plasmatica denominada
glicoproteina P. Janigro e colaboradores (2006¢lagam em seus estudos que a corrente
alternada de baixa intensidade e baixa frequéncapaz de reduzir a resisténcia a multiplas
drogas por alterar o fenétipo mdrl; além disseessesmos autores evidenciaram um efeito
citostatico e a possibilidade de diminuir a quaadilde droga necessaria ao tratamento o que
reduziria os efeitos colaterais associados ao @témdipico. Holandino e colaboradores
(2001) verificaram que a CECBI é capaz de modifecaiabilidade, mas ndo a expresséo e
atividade da glicoproteina-P, evidenciando que tesxdMDR podem ser um alvo para

CECBI.

2.2.5lontoforese

A iontoforese € uma técnica muito utilizada atualtee Seu principio consiste na
associacdo de uma corrente elétrica continua etnatta a farmacos com aplicagédo tdpica
(Figura 2), a qual potencializa a liberagéo tramsdtga de farmacos através do extrato cérneo,
aumentando, em muito, a eficacia terapéutica derslde tratamentos (KASTING &
BOWMAN, 1990; HOWARDet al, 1995; TOKUMOTOet al, 2006; PATELet al, 2007).

Vérias sdo as aplicagbes clinicas da iontoforegearéir de diversas associa¢cfes, como a
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associacdo com anestésicos locais (MALONE&Yal, 1992; BEZZANTet al, 1988); a
associacdo com antibiéticos, acompanhada de aumeritansporte de penicilina em até 200
vezes (RAPPERPOREt al, 1965; RIGANOet al, 1992); a associacdo com farmacos
antivirais, permitindo o uso da iontoforese noamanto de pacientes com herpes simplex e
labialis (LEKAS, 1979; HENLEY-COHN & HAUSFELD, 1984GANGAROSA et al,
1989); a associacdo de nanoesferas de triptoradia @ administracdo iontoforética
transdérmica no tratamento de doencas hormona@JNl et al, 2001); a associacdo com
sistemas nanoparticulados para aumentar a peretrdedfarmacos no tecido ocular
(BINSTOCK et al, 2008); a associacdo com sistemas de liberacé@sd&anico, para
aumentar a permeacdo de farmacos como: cafein&jrato de lidocaina e cloridrato de

doxiciclina (FANet al, 2008).

Bateria

Sistema
lontoforético

Anodo @ ,’:\] Catodo

o

Epiderme

Derme

Vaso sanguineo

e Firmaco

Figura 2. Representacéo esquematica do mecanistuddcético (adaptado de MINKOWITZ, 2007).
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2.2.6Vantagens e desvantagens da eletroterapia tumordt{T)

A importancia da eletroterapia tumoral na praticédiva deve-se a inumeras
vantagens, tais como: (1) baixa toxidez a célutamais, por ser uma terapia localizada; (2)
baixos efeitos colaterais; (3) forte estimulacdsidtema imunologico (SERS#t al.,2008);

(4) baixo custo quando comparada aos tratamentosisys(5) possibilidade de uso em
pacientes que nao respondem a tratamentos conmais;i@6) facilidade do manuseio do
equipamento (TELLGt al, 2004). Entretanto, essa terapia ndo é aplicatelas os tipos de
cancer e também néo é recomendada para paciendéscoa que fazem uso de marca-passo
ou pacientes que utilizam terapia anticoagulanERAet al, 2008). Finalmente, a auséncia
de conhecimentos acerca dos seus mecanismos denggéde a sua ampla utilizagcdo na

clinica médica.

2.2.7Mecanismos de acéo envolvidos com a ETT

Os efeitos antitumorais da terapia com CE séo adaslpor diversos autores na
tentativa de elucidar os mecanismos de morte celdlg8 o presente momento muitas
alteracdes fisicas e bioldgicas decorrentes deotdedpia estdo sendo investigadas. Euler e
colaboradores (2004) sugeriram que mecanismos d&saa como resposta inflamatoria,
injuria isquémica do tumor e formacdo de radicatribuem para regressao do tumor.
Outros estudos que incluem eletrolise, com mudamgaspH, mudancas do potencial
transmembrana, formacao de microtrombose nos vasusais, ativacao e atracdo de células
do sistema imunoldgico e inducdo de apoptose estéiolvidos no processo de destruicao
celular causadas pela aplicacdo da corrente eléWiEIGA et al, 2005; SCHAEFERet al,

2008). Wartenberg e colaboradores (2007) investigans efeitos do tratamento de cancer de
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mucosa oral com corrente elétrica, demonstrandoaqaeimento na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) foi aparentemente aewichtivacdo de NADPH oxidase pela
CE. Os baixos niveis de EROs tém sido associadgsoeessos de diferenciacdo e
proliferacdo celular; no entanto, os altos nivaesEROs estdo associados a apoptose e a
morte celular.

Estudosin vitro, envolvendo andlises ultraestruturais da membralaamatica,
revelaram que a corrente elétrica causa danos cperda da continuidade da membrana
plasmatica, aparecimento de bolhas (blebs) na fécipercelular, perda de residuos
aniogénicos da membrana plasmatica, mitocondriemadadas e com cristas condensadas,
rarefacdo da matriz citoplasmatica e nuclear, atmragmvolume citoplasmatico e presenca de
debris (residuos celulares) (HOLANDIN& al, 2001; VEIGAet al, 2000). Esses mesmos
autores em outro estudo com células tumorais R&libaram que a polaridade do eletrodo e
o tempo de estimulacdo sdo parametros importaatesgpdestruicdo tumoral (HOLANDINO
et al, 2000). Estes trabalhos contribuiram para evidergiie as polaridades dos eletrodos
promovem danos ultraestruturais distintos. Samaoeleslonsson (1980) foram os primeiros a
relatar as alteragfes de pH decorrentes do estiaetétioco, evidenciando a acidificacdo na
regido anddica e a alcalinizagdo na regido cato#ies observaram que as alteracdes de pH
induzem danos bioldgicos nas células tumorais.sEslt®racdes no pH extracelular (pHe)
resultam em modificagbes no pH intracelular (pHOis levam a diminuicdo do pHe gerando
um gradiente de concentragcdo entre 0os meios extraaeelular, que induz a entrada, por
difus&o, de fons Hpara o meio intracelular. Essa difusdo de protgsando o equilibrio nas
concentrages de ions Hos compartimentos intra e extracelular, resultaaamomentanea
diminuicdo do pHi. A acidificacdo do meio intradalu parece estar relacionada com a
hidrélise do DNA e a alteracdes tipicas de procesgmptoticos (BARRYet al, 1993;

VEIGA et al, 2005). O mecanismo de destruicdo em pH elevadereddo na regiao
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catddica deve estar relacionado ao aumento dehidnsxila, uma vez que essa condi¢cao
destroi varias enzimas e proteinas, resultando essnaturacdo e precipitacéo,
respectivamente (NORDENSTROM, 1983). A destruicéilar também esta relacionada
com a geracdo de compostos toxicos como, acidccloipso (HCIO), ions cloreto ()
oxigénio (Q) e gas cloro (G) no anodo, e geracéo de hidroxilas (P#lgas hidrogénio (H

no catodo (SAMUELSON & JONSON, 1980; HOLANDINO, M0 As reacdes
eletroquimicas que ocorrem anodo (1a, 1b, 1c) &tao (2) podem ser melhor visualizadas

a seguir (NILSSOMet al, 2000; VEIGAet al, 2000; VIJH, 2004):

2H,O «— Q+4H +4¢ (la)

2CIr+—> Cj+26 (lb)

Cl,+ H,O «<— HCIO + H+ CI' (1c)

2H,0+2% > H+20H (2

No anodo, as principais reacdes sdo a decompodgdmua (1a) e a oxidacado do
cloro (1b). A maior reacéo eletroquimica que ocooeétodo é a decomposi¢do da agua em
gas hidrogénio e ions hidroxila (2). Esses prodptmdem ser difundidos pelo tecido, pela
diferenca do gradiente de concentracdo ou pelaagégrdo potencial de carga que algumas
espécies possuem. Os diferentes ions e espécitndoroxigénio e cloro sao localmente
destrutivos para o tecido. Além disso, os prodgrados podem reagir com 0s constituintes
organicos e inorganicos do tecido gerando novospostos téxicos. O cloro, por exemplo,

reage com a agua, para formar acido hipocloross, dlmreto e hidrogénio (1c¢) (NILSSGM
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al., 2000). O mecanismo pelo qual a corrente elétafeta o crescimento e a sobrevivéncia
celular ainda ndo esta estabelecido, mas € muiwapel que este seja um processo
complexo. A corrente elétrica causa um fluxo irteied de agua (eletro-osmose) do anodo
para o catodo; consequentemente, a regido ao dedanodo sofre desidratacédo, enquanto
que ao redor do catodo observa-se um edema (NORDEQS!, 1983; TELLOet al, 2004;
VIJH, 2004).

Veiga e colaboradores (2000) descreveram que cdogpadorados gerados por
reacoes eletroliticas, tais como, acido hipoclofe&olO), ions cloreto (C) e gas cloro (G),
inibem a proliferacdo de mastocitomas de camundon@bservaram que eventos celulares
como necrose e apoptose celular estdo associachast@ celular, onde o estimulo anodico
induz apoptose e necrose e o estimulo catédico delise celular e necrose, mas nédo a
apoptose (VEIGAet al, 2005).

Estudos realizados sobre os efeitos toxicos de ostop clorados detectaram que
estes podem reagir com diferentes acidos aminamtasahdo compostos denominados por
cloraminas, os quais sdo potencialmente indutoeeapiptose (ENGLERT & SHACTER,
2002). Esta hipotese foi testada por Veiga e cotalmyes (2005) a partir do tratamento das
células tumorais em tampao PBS acrescido de glotarihiessas condi¢des foi observado um
progressivo aumento da permeabilidade celulartifitado através do corante azul de tripan,
além de alteracdes morfoldgicas tipicas do procapsptético quando estas células foram
submetidas ao estimulo anddico. Visando a poteérag@#o dos efeitos antitumorais destas
cloraminas geradas por CE, associou-se a eletpera sistemas de liberacdo
nanoparticulados no presente trabalho e avalioaseitotoxidade desta combinagao

terapéutica frente a melanomas murinos MDR (linhaB&6F10).
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2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO NANOPARTICULADOS

O desenvolvimento de sistemas de transporte deat&sn contribuiu para o
surgimento de novos carreadores capazes de atimgialvo especifico. Os exemplos mais
comuns de carreadores, ou seja, veiculos de ld#eragn nanoescala sdo: lipossomas,
niosomas, ciclodextrinas, dendrimeros, nanopaa$cumagnéticas, microparticulas e
nanoparticulas poliméricas. O transporte de farmgoelos carreadores melhora a sua
biodisponibilidade. Os sistemas nanoparticuladessgmtam liberacdo sitio-especifica, o que
permite um maior controle da absorcéao e distritute@idual do farmaco, potencializando os
efeitos terapéuticos e reduzindo os efeitos to&giobs dos farmacos. As propriedades dos
sistemas nanoparticulados em atingir um alvo eBpecireduzir os efeitos colaterais e
controlar a liberacdo do farmaco, aumentam a siaagfio no tratamento do cancer
(ALEXIS et al, 2008). Como mostra a Figura 3, as Np podem sererttradas no intersticio
tumoral pela passagem passiva através das peqabedsiras do endotélio vascular. O
funcionamento anormal do sistema linfatico e a piameacdo pelos capilares sanguineos
resultam na retengcdo das nanoparticulas no imierstas células tumorais, levando a um

aumento dos efeitos citotoxicos do farmaco na cetgithoral (ALEXISet al, 2008).
; A Célula
% : % i:;r\—? ﬁ‘}'l?-\ré Tumoral

L.iberacao passiva .
¥<9} Endotélio

%{gﬁ%% L Nanoparticula

Figura 3. Esquema da liberacdo de sistemas namadios no tecido tumoral (adaptado de ALEXHSal,

2008).
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O conceito de nanotecnologia em aplicacbes farniaedy mais especificamente na
liberacdo de farmacos, esta baseado na produgdandgarticulas que contém moléculas do
farmaco a serem liberadas exclusivamente no organ au em grupamento de células
especificas, como as tumorais em melanomas (KIRRO&i al, 2006; RICCI &

MARCHETTI, 2006).

2.3.1Nanoparticulas poliméricas

As Np tém sido extensivamente estudadas e constitsistemas modernos e
promissores para a liberacdo sustentada e setlivarmacos. As Np podem ser definidas
como particulas coloidais solidas que contém umémdéo encapsulado em sua estrutura,
podendo ser preparadas por meétodos fisicos, figidmicos ou quimicos (HANS &
LOWMAN, 2002; QUINTANAR-GUERRERCQet al, 1998). As nanoparticulas podem ser
utilizadas para a liberacdo de farmacos hidroSlie lipofilicos, proteinas, vacinas e
peptideos. Esses carreadores podem ser formuladsgrem liberados em diferentes 6rgaos
do organismo, tais como: cérebro, rins, figadom@wl, pele ou ainda permanecerem por
longo tempo na circulagao sistémica (HANS & LOWMA002).

Os termos micro e nanoparticulas sao genéricoslosarados de acordo com o
tamanho das particulas. As particulas com tamamire € a 999 nm sdo denominadas
nanoparticulas, enquanto que particulas maiores10€ nm sao ditas microparticulas
(HANS & LOWMAN, 2002; QUINTANAR-GUERRERGCet al, 1998).

As Np podem ser classificadas quanto a sua esrufilerna em nanoesferas e
nanocapsulas. As nanoesferas constituem sistentasiaig ou monoliticos que apresentam
o farmaco homogeneamente disperso na matriz paliaéAs nanocapsulas constituem

sistemas reservatérios com o farmaco localizada(oteo do sistema, o qual € envolvido por



21

uma parede polimérica externa que forma a capSW®PIMATHet al, 2001; JAINet al,
1998).

Esses sistemas apresentam excelente estabilidapiee @ uma vantagem quando
comparados aos sistemas microemulsivos e lipossoi@&lINTANAR-GUERRERCOCet al,
1988). A estabilidade também é excelente durant@raresso de preparacdo e de
armazenamento, sendo que as Np podem ser liofkizadsterilizadas por radiacdo e
posteriormente, redispersas, sem problemas deagiterdo tamanho e do conteudo do
farmaco (VENIER-JULIENE, 1990).

As nanoparticulas podem ser administradas por gerahga devido ao seu tamanho
nanometrico, permitindo ainda que sejam injetada<scirculacdo sanguinea sem riscos a
saude, uma vez que seu tamanho € menor que o thagost menores capilares (HANS &
LOWMAN, 2002; SOPPIMATHet al, 2001).

Existem diferentes métodos para preparacdo de adimpas e a escolha esta
condicionada as propriedades fisico-quimicas dodéo e da rota de liberacdo desejada. As
principais caracteristicas a serem avaliadas naepaaticulas sdo: tamanho, eficiéncia de
encapsulacao, potencial zeta e perfil de liber@idddNS & LOWMAN, 2002).

A liberacéo do farmaco das nanoparticulas depeeaded série de fatores, como: (1)
desorcao do farmaco adsorvido na superficie dé&cpkat (2) difusdo do farmaco através dos
poros e canais da matriz polimérica; (3) difusadaimaco através da parede polimérica, no
caso de nanocapsulas; (4) erosdo da matriz potisnépie provoca desprendimentos de
fragmentos de polimero formando poros e canais)eel@sdo combinada com difusao

(SOPPIMATHet al, 2001).
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2.3.2Propriedades da Polie-Caprolactona (PCL)

Embora a maioria dos polimeros seja susceptivesofieer degradagdo sob certas
condicbes, a grande maioria ndo sofre ataque rem@go, porque as condicdes fisioldgicas
nao sao particularmente agressivas a sua estr@uéaico tipo de degradacédo esperada no
interior do organismo € a hidrolise, embora existpoucos polimeros com estruturas
hidrolisaveis (RICCI & MARCHETTI, 2006). A pok-caprolactona (Figura 4) € um poliéster
biodegradavel com baixo ponto de fusdo, cerca d€@O0que tem sido estudado como
polimero para sistemas de liberacdo de farmacondpsgeralmente obtido pela polimerizacéo

por abertura do anelcaprolactona (ROSA, 2002).

O O
O O O
n n

Figura 4. Estrutura da padicaprolactona

A degradacadn vitro ocorre essencialmente por erosdo homogénea enestaos:
0 primeiro ocorre por cisdo dos grupos ésteresadaia, acompanhada por perda linear do
peso molecular, sendo sua duracdo dependente dardscular inicial. O segundo estagio
comeca na faixa de massa molecular abaixo de 12@@0ns e além da perda em massa
molecular, ocorre também perda da forca de terB8d ( 1981). A degradacéo vitro pode
ser aumentada na presenca da enzima lipase (AMGHAWLA, 2002). A PCL é soluvel a
temperatura ambiente em cloroférmio, diclorometatsiracloreto de carbono, benzeno,
tolueno, ciclohexanona e 2-nitropropano. Apresaimda baixa solubilidade em acetona, 2-
butanona, etil acetato, dimetilformaldeido, acdtdaie € insolivel em alcool e dietil éter
(SINHA et al, 2004). A degradacadim vivo é acelerada por estearases e por adsorcdo de

proteinas plasmaticas (THOMA & SCHUTERMANN, 199Ekta adsorcédo faz com que as
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moléculas do polimero passem para uma forma exg@naiimentando a sua solubilidade e,

consequentemente, acelerando a sua degradacao M\Aétlal, 1987).

2.3.3Estratégias para a encapsulacéao de farmacos

Na escolha do método de encapsulacdo € importantecer as caracteristicas fisico-
guimicas da substancia a ser encapsulada e doepoliuanto a substancia, deve-se
conhecer a polaridade, a solubilidade e a estad#idrente a luz, ao oxigénio e ao calor; €,
com relac&o ao polimero, deve-se conhecer a patijd solubilidade, a taxa de degradacéao,
a estabilidade e o ponto de fusdo. Essas cardic@siguxiliam na escolha do método de
encapsulacdo (RICCI & MARCHETTI, 2006). Devido alukilidade preferencial em
solventes orgéanicos volateis, o0 método a ser atibizpara a preparagdo de nanoparticulas de
PCL nesta dissertacdo, foi 0 método da dupla efivalgéo e evaporagédo do solvente (HANS

& LOWMAN, 2002).

2.3.4.Selecédo de acidos aminados e de derivados para ggta de cloraminas

Quando as células sdo expostas ao acido hipoclompoesenca de acidos aminados,
esses compostos reagem entre si e formam as c@suaiie podem induzir apoptose celular
(ENGLERT & SHACTER, 2002). Estudos feitos por ostautores avaliaram o potencial de
alguns acidos aminados para inducdo de apoptosé&s(VER et al, 2002). A glutamina foi
testada em varias concentracdes e foi capaz deiirapoptose celular quando em associacéo
a CECBI, comprovada através da fragmentacdo de BNA testes morfoldgicos (VEIG#
al., 2005). As cloraminas tém diferentes niveis dab#éidlade que dependem da estrutura dos
aminogrupos. Assim, foram selecionados acidos atosaom diversidades estruturais com o
intuito de avaliar tanto o0 comportamento na nartopda e a sua influéncia no processo de

biodisponibilidade, quanto a estabilidade e a ingymia estérica e eletrbnica, as quais estao
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diretamente ligadas a formacdo de derivados dodip@amina. De posse destes dados, os
seguintes acidos aminados foram selecionados:oshti® e L-triptofano por apresentarem
anel aromatico em sua estrutura permitindo asssmaaanalise por espectrofotometria UV-
Vis e a glutamina. Até o presente momento nao fopablicados trabalhos que associem
acidos aminados a eletroterapia tumoral, com excegdlutamina que foi testada por Veiga
e colaboradores (2005) em linhagens humanas lecaémi

Os efeitos da corrente elétrica podem ser poteratils quando associado a outras
formas terapéuticas, como: quimioterapicos (JANIGR@l, 2006; SERSAet al, 2008);
farmacos de aplicacéo topica (HOWARDal, 1995); terapia génica (KANE&t al, 2008) e
nanoesferas para liberacéo transdérmica (NIGf®lal, 2000). A efetividade da eletroterapia
ja esta bem estabelecida, no entanto, o desafad @taumentar ainda mais a sua eficacia.
Com objetivo de potencializar os efeitos antitursorda eletroterapia foram produzidas
nanoparticulas de PCL contendo acidos aminadogjuas foram adicionadas ao meio
eletrolitico e associadas ao fluxo anddico, visaral@liar se sob estas condigbes

experimentais a morte celular por apoptose poderiaptimizada.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

. Desenvolver um sistema de liberacdo nanoparticudadwoli€-caprolactona contendo

um acido aminado e submeté-lo a uma corrente cé&tontinua de baixa intensidade

visando avaliar sua toxidade frente a linhagem demoma murino B16F10.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

. Construir curvas de dose resposta da linhagem BlLBEfte ao estimulo elétrico;
. Avaliar a reversibilidade dos danos celulares inthspela CECBI;
. Avaliar a citotoxidade da associacdo da correntdrieh continua com &cidos

aminados livres;
. Selecionar acidos aminados para encapsulacéo amhe Nplic-caprolactona;
. Utilizar o método de dupla emulsificacdo e evap@wago solvente para a producao

dos sistemas nanoparticulados;

. Caracterizar as nanoparticulas através de micr@soépfica e eletronica;

. Analisar o tamanho das nanoparticulas pela téceespalhamento de luz dinamica;
. Determinar a carga superficial das Np pelo potéZata,;

. Avaliar o rendimento do processo e a eficiénciamEapsulacao;

. Avaliar o perfil de liberagam vitro dos sistemas nanoparticulados;

. Avaliar a citotoxidade da associacdo do fluxo ao@dicom o0s sistemas

nanoparticulados frente a linhagem B16F10.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1Solventes, reagentes e meio de cultura

Alcool Polivinilico (PVA) — VETEC;

Antibioticos (Estreptomicina/Penicilina) — GIBCO;

Azul de tripan — VETEC;

Diclorometano (DCM) — VETEC;

Dimetilsulfoxido (DMSO) — SIGMA-ALDRICH®);

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético — SIGMA-BRICH®;,
Glutamina — GIBCO;

HEPES — Acido N-2 [4- Hidroxietil piperazina] N-e2ano sulfénico — SIGMA®;
L-tirosina — VETEC,;

L-triptofano — VETEC,;

Meio Dulbeco’ s Modificado (DMEM) — GIBCO;

MTT: [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-ahiltetrazolio] — SIGMA®
Bicarbonato de sédio (NaHGG- GIBCO;

Hidréxido de sédio (NaOH) — GIBCO;

Poli-e-caprolactona (PCL) — SIGMA-ALDRICH®;

Soro Fetal Bovino (SFB) — GIBCO;

Tampéao Salina Fosfato (PBS);

Tripsina — SIGMA-ALDRICH®.



4.2 EQUIPAMENTOS

Agitador mecanico — ULTRA-TURRAX- T 25, Ika;

Balanca analitica — METTLER TOLEDO - AG 204;

Banho de Ultrasson — THORNTON — T14;

Capela de Fluxo Laminar — VECO — ULFS 12;

Centrifuga clinica — 802B — MINISTAR,;

Espectrofotdmetro — SHIMADZU UV 2401 PC;

Estufa de cultura — FANEM — 002CB;

Fonte de Corrente Elétrica Continua — INSTRUTERNMA-3050;
Lavadora - Ultrasonic Clear 700 - UNIQUE;

Leitora Automatica de Microplacas de 96 Pocos @tisTHERMOPLATE;
Liofilizador — Freeze Dry System — LABCONCO;

Microscopio Eletrénico de Transmissdo — MORGANI/FEI
Microscoépio 6ptico AXOPLAN I/ ZEIS;

Multimetro digital — ICEL — MD-6500;

Sonicador — Ultrasonic Processor — UP 100 H;
Ultracentrifuga refrigerada - BECKMAN COULTER AVANT-25;

Zetasizer — MALVERN, UK — Nano ZS.

27
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4.3 METODOS

4.3.1Preparo do meio DMEM

Para o preparo de 900 ml de meio de cultura DMEMnfopesados 3,0 g de HEPES,
0,2 g de NaHCg) 0,3 g de glutamina e dissolvidos em 900 ml deagmurificada. O pH do
meio, quando necessario, foi ajustado para 7,4Na@®H 1 N. A solucéo final foi filtrada em
membrana celular de 0,2@n, em capela de fluxo laminar; as solu¢des forastriduidas em
recipientes de vidro fechados e um frasco contendeeio recém preparado foi mantido em

estufa a 37 °C, por no minimo 48 h, para testestdgikkdade.

4.3.2Preparo da Tripsina

A solucéo aquosa de tripsina foi preparada conteBi@ay de NacCl, 0,4 g de KCL, 0,1
g de dextrose, 0,58 g de NaH¢®,5 g de tripsina, 0,2 g de EDTA, 0,45 ml de w&im
fenol 1 % os quais foram dissolvidos em quantidadficiente de agua purificada para
preparar 1000 ml de solucdo. Em seguida, a solie¢didtrada, distribuida em recipientes de
vidro fechado e mantida em freezer a — 20 °C (8olestoque) e em geladeira a 8 °C (solugéo

para uso).

4.3.3Preparo do PBS

O tampao salina fosfato foi preparado a partir daalucéo de: 0,2 g de fosfato de
potassio monobasico, 8,0 g de cloreto de sodio,gOg2 cloreto de potassio e 1,44 g de
fosfato de sddio bibasico desidratado dissolvidngjaantidade suficiente de agua purificada

para preparar 1000 ml de solucdo. O pH da solug&adstado, quando necesséario, para 7,4
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com NaOH 1 N. A solucao foi distribuida em recipgsnde vidros fechados e autoclavados

durante 20 min a 120 °C. Apos o resfriamento aeésforam mantidos em geladeira.

4.3.4Preparo do Azul de Tripan

Foi preparada inicialmente uma solucao estoque,4le¥¥do corante da seguinte
maneira: 400 mg do corante azul de tripan foi ad@do a 90 ml de agua purificada contendo
810 mg de NaCl e 60 mg delPQ,, em seguida o volume da solucao foi ajustado pada
ml com agua purificada. A solucdo foi aquecidasatiébilizacdo completa e o pH ajustado
para 7,2 com auxilio da solucédo de NaOH 1N. Edsg&o estoque foi diluida a concentracao

de 0,2 %, com agua purificada e mantida em geladeir

4.3.5Preparo do MTT

A solugéo de Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-24lB-difeniltetrazolio foi obtida pela
diluicdo de 50 mg de MTT em 10 ml de PBS (5 mg/@lsolucéo foi armazenada ao abrigo

da luz e em geladeira.

4.3.6Preparo das solugdes de 4cidos aminados livres

Uma solucao estoque de cada um dos acidos amif@dmeparada na concentragéo
de 10 mM. Para tanto, foram pesados 58,4 mg; 36,2 #0,8 mg de glutamina, L-tirosina e
L-triptofano, respectivamente, os quais foram didsiem quantidade suficiente para 20 ml de

PBS.
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4.3.7Preparo da suspensédo de Np para analise no MET e detasizer

As nanoparticulas foram preparadas conforme deswisecao 4.8, em seguida foram
centrifugadas a 10000 rpm por 30 min. O sobrenadfmtdescartado e pellet de Np foi
resuspenso em agua destilada. A concentracaod@nalp em suspenséao foi de 2,5 mg/ ml
para analise de tamanho no equipamento Zetasz@rrag/ml para analise de morfologia no

MET.

4.3.8Preparo da suspenséo celular para anéalise do poteatcZeta

As células foram soltas da garrafa de cultura carilia da solucdo de tripsina. A
suspensao celular foi centrifugada para remocaohlggdo de tripsina e ressuspensa em 2,0
ml de DMEM. Apds a homogeneizacdo em meio de @iltas células foram contadas em
camara de Neubauer e uma suspensdo celular de0B célé/ml teve seu potencial Zeta

avaliado no equipamento zetasizer.

4.3.9Manutencéo das culturas de células

Neste estudo foi utilizada a linhagem celular agkerele melanoma murino resistente
a multiplas drogas (B16F10). Para manutencao amest as culturas foram congeladas em
nitrogénio liquido com 95 % de SFB e 0,5 % de disw@ioxido (DMSO). Durante os
experimentos as células foram mantidas em gardafasiltivo de 25 cfy com trés passagens
ou repiques semanais, usando como fonte nutriconakio DMEM acrescido de glutamina,
bicarbonato de sédio, tampdo HEPES, estreptomiipanicilina, suplementado com soro

fetal bovino a 10 %.
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4.3.10Modelo experimental para estimulacao elétrica

O modelo experimental de eletroestimulacédo é doidti por uma placa de 24 pocos
com volume interno de 3 cminterligados por pontes de papel de filtro quenem a
passagem do fluxo eletroibnico (FEI). A esta plémiaadaptada uma tampa removivel
contendo eletrodos de platina de 1°cque ficam embebidos nos pocos conforme observado
na Figura 5. Esse sistema experimental possillimvaliacdo dos eventos associados a
polaridade da corrente aplicada: o poco conectadp@o positivo é chamado de fluxo
anaodico (FA); o poco conectado ao pélo negativhamado de fluxo catédico (FC) e o pogo
gue tem contato apenas com o fluxo de elétronsdgepala corrente é chamado de fluxo
eletroibnico (FEI). Uma fonte de corrente elétioderna gera a diferenca de potencial (ddp)

a qual é monitorada por um multimetro digital (VEI€t al, 2005).

Figura 5. Sistema experimental para estimulo etétd esquerda: Fonte geradora de CE; no centrtifmairo
digital; a direita: garrafa para cultivo de célulaglaca acrilica com tampa removivel a qual foeataptados
eletrodos de platina e cabos condutores.
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4.3.11Preparo das células para o tratamento com CECBI

Para os experimentos de estimulacéo elétrica,lalasdéoram lavadas duas vezes com
2 ml de PBS para remocao do meio de cultura; emidegforam removidas da placa de 24
pocos com 2 ml de tripsina, por 2 min, e resuspeosa 2 ml de meio DMEM com 10 % de
SFB, para neutralizacdo da tripsina. Para quaatfic do numero de células foram
transferidas para um tubo falcon e centrifugadad poin, a 1000 rpm, em centrifuga clinica;
0 sobrenadante foi descartado petiet de células foi ressuspenso em 2 ml de meio DMEM
para contagem em camara de neubauer. Para a qorfagen utilizados 2%l da suspenséo
de células e 2l de uma solucdo aquosa de azul de tripan 0,4%. (pSte corante possui
alta massa molecular e somente permeia as céasnembrana plasmatica danificada. No
microscopio optico as células integras se apresetranslicidas, enquanto que as células
com rupturas na membrana celular se apresentandasor#® camara de Neubauer foi

utilizada para quantificagdo do numero de céldasacordo com a equagéao 1:

N° de células/ml = (Total das células presentesagsiadrantesx 2x 10* (Equacdol)

4

Onde:

4 — Média aritmética do total de células contadesquatro quadrantes maiores da camara de
Neubauer;

2 — Fator de dilui¢ao;
10*- Fator de conversdo da caAmara de Neubauer.

Ap6s quantificacdo, as células B16F10, na coraeiid de 5,0 x focélulas/ml,
foram distribuidas em placa de 24 pocos contendo mericional DMEM acrescido de 10
% SFB. ApOs 24 horas (tempo necessario para adeddlar) o meio foi retirado e 2 ml de

PBS foram adicionados a cada um dos pog¢os.
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4.3.12Ensaios de citotoxidade pelo método MTT

O método MTT mede a atividade mitocondrial de eswliaveis, sendo sensivel para
avaliar a citotoxidade e a atividade celular (MOSNMy 1983).0 principio deste método
consiste na absorcéo do sal MTT pelas célulasab&reduzido no interior da mitocéndria a
um produto chamado formazan. Este produto de gmdorgurpura € acumulado dentro da
célula e apos solubilizacdo no solvente dimetitstiitfo (DMSO) pode ser quantificado em
espectrofotdmetro do tipo ELISA € 490 nm). Alteracdes na atividade mitocondridliee
resultam em mudancas na quantidade de formazamuzidod e, consequentemente na
absorbancia, o que permite quantificar a citotaédalo tratamento de maneira indireta
(MOSMANN, 1983).

Em nossas condi¢des experimentais 180 ul da su@perkilar foram incubadas com
20 pl de MTT (5,0 mg/ml em PBS), por 3 horas e @t a 37 °C, na auséncia de luz. Em
seguida, as células, distribuidas em quintuplidatam centrifugadas e ressuspensas em 200
ul de DMSO. A absorbancia foi lida em leitor decals do tipo ELISA e comparada com

aguela obtida com as células sem tratamento.

4.3.13Citotoxidade do tratamento elétrico

Apbs o preparo das células descrito na se¢éo 4a3.télulas foram estimuladas com
2 mA, utilizando o modelo experimental demonstradsecéo 4.3.10. Os tempos escolhidos
para a constru¢ao da curva dose-resposta forad: &,8, 10 minutos, com intervalo de 5
minutos a cada 2 minutos de eletroestimulagdo (HEDRINO et al, 2000). Apds a
estimulagdo elétrica 0 meio reacional foi retiradas células foram ressuspensas em meio

nutricional e distribuidas em placas de 96 poc¢oa pasaio de citotoxidade, de acordo com a
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secdo 4.3.12. Os estudos de quantificacdo do nuneroélulas foram realizados como

descrito na secéo 4.3.14.

4.3.14Quantificacdo do numero de células apds estimulo adico

A quantificacdo do numero de células foi realizpdbb método de exclusdo do azul
de tripan que avalia a integridade da membrandacetupermite a quantificagdo do namero
de células. Nesta andlise, as células eletroesttdas) assim como as que nao receberam o
estimulo elétrico (grupo controle), foram lavadas gentrifugacao, para retirada dos produtos
de eletrélise e meio eletrolitico (tampao PBS) suspensas em 2 ml de meio DMEM,
suplementado com 10% (v/v) de SFB, na concentrdedoerca de 1,5 x 1@él/ml. Em
seguida, as células foram plaqueadas novamentdaga ge 96 pocos e incubadas &°G7
por 24 e 48 horas. Ao final desta incubacédo, aslagiforam tripsinizadas com 50 pL de
tripsina por cerca de 2 min e, em seguida, foraiticathdos 50 pL de meio com soro para
neutralizagdo da tripsina. Aliquotas de 20 L foratiradas de cada situacdo experimental e
diluidas com o mesmo volume do corante azul darri®® numero de células foi entédo
quantificado em camara de Neubauer, através desoimpia 6ptica (HOLANDINGCet al,
2000). Foram consideradas como numero de céluieisig (tempo zero de incubacao) a

quantidade de células distribuidas em cada poce egitmulacdo anddica.
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4.3.15Citotoxidade do tratamento elétrico quando assoctéa a acidos aminados livres

As células utilizadas nesse estudo foram prepamd@asordo com a secao 4.3.11; no
entanto, apés a remocéo do meio de cultura foracmaddos 2 ml de PBS contendo um dos
seguintes acidos aminados: L-tirosina (L-tir), iptiofano (L-trp) e glutamina (Glut). Foram
utilizadas trés diferentes concentracfes de acahomados, a saber: 0,5; 1,0 e 1,5 mM
(VEIGA et al, 2005). O sistema foi entdo submetido ao fluxadam@ mA) por 6 minutos,
com intervalo de 5 minutos a cada 2 minutos deagstimulacdo, utilizando o modelo
experimental descrito na secao 4.3.10. A citotaleddo tratamento foi analisada pelo ensaio

do MTT (ver secéo 4.3.12).

4.3.16Preparo das Np de polie-caprolactona encapsuladas com AA

Varios métodos sao utilizados na preparacdo de paaticulas poliméricas. Para
encapsular compostos de natureza hidrofilica, @ mtdizado é a técnica de emulsdo multipla
ou método da dupla emulsificacdo e evaporacdo berge (DEES). Inicialmente a droga
hidrofilica e um estabilizante sdo dissolvidos guaa essa primeira emulséo é preparada pela
disperséo da fase aquosa dentro de um solventaicogéontendo o polimero dissolvido, o
qual é entdo reemulsificado em outra fase aquostermdo um estabilizante. Por dltimo, o
solvente organico € evaporado e as nanoparticiitasaetadas por centrifugacéo, lavadas e

liofilizadas (LOWMAN & HANS, 2002).

Para a preparacdo das nanoparticulas cerca dengihtl de L-trp e 0,4 mg/ml de L-
tir foram pesados. A solubilizacao foi feita corf iyl de &gua destilada, com o auxilio de um
banho de ultrassom por 20 minutos. A cada uma das sblugdes foi adicionada 1,0 ml de
uma fase aquosa contendo PVA 2%. Conforme esqueadatina Figura 6, 2 ml da fase

aquosa foram emulsificados em 5,0 ml de dicloroneteontendo 100 mg de PCL (fase
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organica). Essa primeira emulsédo (A/O) foi gotejpda5 minutos em uma solucdo aquosa
externa de PVA a 0,5 % contendo 300 mg de L-trgstofe 30 mg de L-tirosina, para a
preparacdo de Np contendo L-triptofano e L-tirosirespectivamente. Em um primeiro
momento foi utilizado o equipamento Ultra-turrax®25, lka) na velocidade de 15000 rpm,
mas também foi realizado o mesmo procedimento cauxdio de um sonicador (Ultrasonic
Processor — UP 100 H) a poténcia de 100 Watts, immdel de 60 e ciclo continuo. O
diclorometano foi evaporado a temperatura ambi@&8€C), com suave agitacao, promovida
por um agitador magnético, durante 3 horas. As pamiculas em suspensao foram
centrifugadas em ultracentrifuga a 20 °C (BECKMAQULTER AVANTI J-25) durante 40
min, com velocidade de 10000 rpm. O sobrenadant@feazenado para analises posteriores
e as nanoparticulas ressuspensas em agua e nogdevaaas a centrifugacao. Este processo
de lavagem foi repetido trés vezes para total r@mados residuos de diclorometano, do acido
aminado ndo encapsulado e do tensoativo. Apdscaegso de purificacdo as nanoparticulas
foram secas por liofilizacdo e armazenadas em cadse (SANTOYCCet al, 2002; HASAN

et al.,2007 RICCl & MARCHETTI, 2006).
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4.3.16.1Caracterizacédo das nanoparticulas atraves de mig@i@soptica

Imediatamente ap0s a evaporacdo do diclorometarib,nl da suspensédo foi
centrifugado em centrifuga clinica (802B — MINISTAR 4000 rpm por 20 min. ApGs
centrifugacédo, foram retirados 5ul do depdsito @atd as Np os quais foram ressuspensos
com 5ul de glicerina, para diminuicdo do movimenmtowniano. Em seguida o material foi
acondicionado sobre lamina e laminula para obs&ovagn microscopia optica. As imagens
foram focalizadas no microscopio 6ptico (Axioplagiss) em objetiva de 100 x, analisadas
no software AnaliSIS e registradas em camera digitdor viewXS). O programa AnaliSIS
analisa a morfologia, a area e os diametros minimé&gio e maximo das particulas. A
caracterizacao foi realizada com as nanopartiquigsaradas com auxilio do ultra-turrax® e
sonicador. A fim de obter particulas menores, zaalos 0 mesmo meétodo de preparo de
nanoparticulas, porém com auxilio de um sonicaBigu(a 7). Esse equipamento permite a
quebra das particulas grandes em tamanhos meserg) que este tamanho diminui com o

aumento do tempo de sonicacao (ASUA, 2002).
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Figura 7. Esquema do processo de sonicacdo (ASQUR)2
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4.3.16.2Caracterizacdo da morfologia das nanoparticulad/qior

A morfologia das particulas foi analisada através rdicroscopia eletrbnica de
transmissao (MET). O método utilizado foi de cosimgdo, a saber: 11 da suspensao
contendo 50 mg de nanoparticulas em 20 ml de agsidlatla foram colocados sobre uma
grade revestida de carbono e fixado comull@e acetato de uranila 3% (p/v), durante 1 min.

A grade foi seca e examinada no MET (TEW& @I, 2007; FONSEC/Aet al, 1984).

4.3.17Analise do tamanho das particulas

O tamanho das particulas foi analisado no equiptméstasizer (Malvern Nano ZS)
com leitor a laser de 633 nm, operado com um andeld73° e temperatura de 25 °C. O
equipamento € capaz de medir tamanhos que variadydem a 6um e é acoplado a um
software, DTS, que permite calcular: o diametro imédas particulas, o grafico de
distribuicdo de tamanho, além do indice de polaefispidade, o qual avalia a qualidade da

amostra.

As amostras de nanoparticulas encapsuladas coimosing, L-triptofano e néo
encapsuladas foram diluidas 1: 400 (p/v) em agwdilata e um volume de 1 ml foi

adicionado a uma cubeta de plastico. Cada umadasak foi feita em triplicata.

4.3.18Andlise do potencial eletrocinético das Np

As andlises do potencial zeta foram realizadasvédralo equipamento Zetasizer
(Malvern Nano ZS) e os valores obtidos calculad®e poftware DTS (HASANt al, 2007).
As amostras de nanoparticulas contendo L-tirosifteptofano e isentas de &cidos aminados

foram diluidas em agua purificada contendo 0,1 neMNdCl e o potencial Zeta foi calculado
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a partir dos valores de mobilidade eletroforétieaadordo com a equacéo de Henry (Equacéo

2).

Ue= 2 f(ka) (Equagdo 2)
3n

Onde:

Ue: mobilidade eletroforética;

(. potencial Zeta;

¢: constante dielétrica;

n: viscosidade;

f(ka): funcé@o de Henry.

Os valores de mobilidade eletroforética foram dalbos a partir da média das 100
leituras realizadas para cada uma das amostrastefndnacdo experimental da mobilidade
eletroforética baseia-se na medicdo da velocidaendyragdo num campo elétrico, a
temperatura constante. O método utiliza uma cefalatana qual estdo inseridos dois
eletrodos (anodo e catodo) em cada uma das exadesdFigura 8). Quando uma diferenca
de potencial é aplicada, as particulas que se #aoorem suspensao no interior da camera
movem-se e o seu deslocamento por unidade de témgeterminado. Os fatores que
influenciam no potencial Zeta sdo: o pH da solugéopncentracédo de aditivos, tais como,

surfactantes, polimeros, proteinas, etc (ZETASIZRERO USER MANUAL).
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Figura 8. Cela capilar com eletrodo. Em destagu®wmento de cargas na camada estacionaria.

O movimento desordenado da particula, chamado Bamen afeta os ions

contribuindo para a formacdo de uma camada dif0saions da superficie da particula

acrescidos daqueles da camada difusa e das cardjgsido adjacente, dao origem a camada

denominada: “dupla camada elétrica”. Esta duplaackrelétrica € dividida por um limite

imaginario designado por “plano Stern” que separ@oas adsorvidos a superficie (camada

Stern) dos que constituem a camada difusa (Figur@ndo a particula se move, os ions

dentro do limite movem-se com ela, mas alguns forss desse limite ndo se movem. Esse

limite entre a camada Stern e a superficie dacpdatié chamado de superficie de corte

hidrodindmico ou “slipping plane”, e dentro destefl@ido se mantém estacionario. O

comportamento eletroforético de uma particula dé@eassim, do potencial na superficie de

corte o0 qual é designado potencial eletrocinéticpaencial zeta{ ) Figura 9 (ZETASIZER

NANO USER MANUAL).
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4.3.19Quantificagdo do acido aminado por espectrofotomea

Esse ensaio foi realizado com o objetivo de quaatifa concentracdo de acido
aminado obtido no estudo de perfil de liberaighwitro e também para determinar o teor de
AA encapsulado apos o preparo das Np de PCL. Aacwawalitica € o método de
quantificacdo mais utilizado e consiste na detesgén da resposta de determinado
instrumento as varias concentracdes da substanciastudo. Os acidos aminados foram
quantificados em espectrofotometro (SHIMADZU UV 24BC), a temperatura ambiente
28°C, segundo metodologia descrita pela Farmacofiaricana, utilizando uma cela de

quartzo de 1 cm de caminho o6ptico (USP, 2004). @pconento de onda selecionado para o



43

L-triptofano e a L-tirosina foi de: 280 nm e 275 ,nmespectivamente. A curva analitica foi
obtida pela relacdo entre os valores de absorbawsaAA em solucdo em diferentes
concentracdes cuja relacéo foi definida pela equdgareta. Para a maioria das técnicas de
quantificacdo, uma relacéo linear de primeira or@eobservada entre a resposta do detector
(y) e a concentracédo da substancia, podendo senitdgsela equacéo da regressao linear: y =
ax + b, onde b é a interseccdo da curva analiticacceixo y, quando x = 0 e a é a inclinagcao
da reta. Também é possivel calcular o coeficiemtecalrelacdo (r) o qual fornece uma
estimativa da qualidade da curva obtida, uma vezguanto mais proximo de 1 menor é a
dispersdo dos pontos experimentais e, consequemtmeenor é a incerteza dos coeficientes
de regressao estimados. Um coeficiente de corelagior que 0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a fiehe@egressao positiva. Portanto, a curva
analitica foi construida para os acidos aminadosirokina e L-triptofano, a fim de
determinar a linearidade, ou seja, a capacidademdtodo analitico gerar resultados
proporcionais a concentracdo das espécies em @n@entro de uma faixa analitica
especificada, na qual é possivel relacionar umaweardependente (medida da absorbancia)

através da variavel independente (concentracao).

4.3.19.10btencé&o da curva analitica do L-triptofano

As solucbes aquosas foram preparadas em balédo éwiconde 50,0 ml a partir de
uma solucdo estoque de exatamente cerca de 4,@ mngrightofano. Com auxilio de pipetas
autométicas, diferentes aliquotas foram retiradestadsolucdo cuja concentragéo final de
leitura no espectrofotdmetro foi de: 5,0; 10,0;02Q10,0; 80,0 {g/ml). As andlises foram
feitas em triplicata (n=3); através destas curvediticas o coeficiente de correlacdo (r) e a
equacao da reta foram obtidos e utilizados parauantificacdo dos acidos aminados

encapsulados em nanoparticulas de polprolactona.
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4.3.19.20btencéo da curva analitica da L-tirosina

As solucbes aquosas foram preparadas em baldo é&wioonde 100,0 ml a partir de
uma solucdo estoque de exatamente cerca de 2,@rhgisina. Com auxilio de pipetas
automaticas, diferentes aliquotas foram retiradesgtadsolucdo para o preparo de solucdes
cuja concentracao final de leitura no espectrofetdbonfoi de: 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0
(ug/ml). As analises foram feitas em triplicata (n=38jravés destas curvas analiticas o
coeficiente de correlacdo (r) e a equacdo da retamf obtidos e utilizados para a
quantificacdo dos acidos aminados encapsuladosagmparticulas de paodi-caprolactona.

(RICCI, 2005).

4.3.20Rendimento do processe eficiéncia de encapsulacao

A massa das particulas obtidas apds o processofitledcéo foi pesada para calculo
do rendimento do processo(RICCI & MARCHETTI, 2006; FENG & HUANG, 2001),

segundo a equacao (3):

R (%) = (M/ME)x100 (Equacéao 3)

Onde R (%) = rendimento do processg #massa de particulas que foi recuperada apscegso de
secagem; M= massa de PCL acrescida da massa do acido ammaddomulacao.

A quantidade de acido aminado encapsulado nas adafmyas foi avaliada em
termos deeficiéncia de encapsulaca@ue consiste na relacdo entre a quantidade de AA

encapsulado e a de polimero, de acordo com a em(&ca

(ug de AA/ mg de PCL) = (MM,) (Equacéo 4)

Onde: M = Massa do acido aminado emg encontrada nas nanoparticulas g2MMassa em mg de
PCL utilizada na formulacéo.
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Para calculo de Ma suspenséo de Np encapsulada com AA foi cerafaigpor 30
min a 10.000 rpm. Logo apos a centrifugacdo, oeswatante foi eliminado e 10 ml de agua
destilada foram adicionadas as Np, as quais fommamente centrifugadas e o sobrenadante
descartado. As Np foram ressuspensas em 30 mluedssgtilada e levadas para uma placa
de agitacéo, por sete dias, a 28 °C. Apos 24 mte@do foi centrifugado, o sobrenadante foi
removido e filtrado em membrana de nitrato de oslkilde 0,22m de porosidade. A solucao
filtrada foi lida em espectrofotbmetro para avakaquantidade de AA que estava sendo
liberado. Opelletde Np foi resuspenso em 30 ml de agua destilada, Ao saturar 0 meio
receptor, e, em seguida, levado para a placa tecagipor mais 24 h. Esse procedimento foi
repetido ao longo dos 7 dias. A absorbéancia foiideedm 280 nm (L-triptofano) e 275 nm

(L-tirosina).

4.3.21Estudo do perfil de liberagaain vitro

O perfil de liberacdo dos acidos aminados encagesiam polie-caprolactona foi
avaliado através de estudo de dissolucdo. O modstpuematico do dissolutor esta
representado na Figura 10. Uma amostra de 50 nmguulgparticulas encapsuladas contendo
cerca de 5,71 mg e 1,46 mg de L-triptofano e Lstira, respectivamente, foram ressuspensos
em 10 ml de PBS. A suspensdo de nanoparticuldseviaila a placa de agitacdo magnética
(200 rpm), & 37 °C. Em intervalos de: 1, 2, 3, 88, 72, 96 horas, todo o conteudo foi
retirado e centrifugado a 10.000 rpm, durante 3@. i sobrenadante foi retirado e filtrado
em membrana de nitrato de celulose (042B) para analise espectrofotométrica. O
precipitado foi resuspenso em novo PBS e recoloead@gitador magnético. A quantidade

do &cido aminado liberado foi determinada por espitometria (HASANet al, 2007).
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Figura 10. Esquema do dissolutor utilizado nosdestwle liberacdm vitro. O dissolutor apresenta uma cuba de
vidro contendo agua para banho de aquecimentauifig; placa de agitacdo magnética com botdes digitaiss
controle da velocidade de agitacdo em rpm (2)st&stia para aquecimento do banho (3); termémetensio

no banho para controle da temperatura (4); bot# di desliga (5); recipiente fechado contendo asep
tampdo PBS (6) com uma barra magnética (7) colocadsistema para realizagdo do ensaio de liberiacdo
vitro.

4.3.22 Citotoxidade do tratamento elétrico quando associam a nanoparticulas de L-

tirosina e L-triptofano

O preparo da suspensao celular foi realizado comwuigmente descrito na se¢ao
4.3.11, onde as células (B16F10) na concentrac@nOde 18 células/ml foram distribuidas
em placa de 24 pocos contendo meio nutricional DMEMIulas com 24 horas de repique
tiveram seu meio de cultura removido e substitgicilo2,0 ml de solucdo salina tamponada
(PBS) contendo 0,5 mg/ml das Np de L-tirosina eiptdfano, incubadas a 37 °C, por 30
min, foram submetidas a 2mA de fluxo anddico paoriButos (ver secéo 4.3.13).

Foram realizados os ensaios de viabilidade celdiggando o método do MTT apos 3
e 24 horas (secao 4.3.12). As Np foram adicionadaseio eletrolitico na concentracédo de
0.5 mg/ml, que corresponde a massa de AA encamsalad\p, de cerca de 11946 (L-trp)

e 30ug (L-tir). Os acidos aminados livres foram adicidos em quantidades de cerca de

204,23 mg (L-trp) e 181,19 mg. (L-tir).
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5 RESULTADOS

5.1CITOTOXIDADE DO ESTIMULO ELETRICO

A citotoxidade do estimulo elétrico sobre a linhad&l6F10 foi avaliada pelo método
do MTT, nos tempos de 2 — 10 min, imediatamente apéstimulo elétrico (5.1.1) e apés 24
horas (5.1.2) de incubacdo em meio nutricional a°@G7 A significancia estatistica dos
resultados foi avaliada através do teste ANOVA.

Nas Tabelas 1-3 (Anexo A) e Figuras 11-13 estadaebs a meédia e o desvio padrao
de no minimo trés experimentos feitos em quintapk; para cada situacdo experimental
(FA; FEI; FC).

5.1.1Avaliacéo da citotoxidade imediatamente apos o estulo elétrico

Os valores médios de viabilidade da linhagem B16EI percentuais, no fluxo
anodico (0, 2, 4, 6, 8, 10 min) com seus respestoantroles (células em PBS sem estimulo
elétrico), apos 3 h de incubacéo com o reagente,M3tho apresentados na Tabela 1 (Anexo
A) e deram origem a Figura 11.

Cada situacdo experimental foi comparada com oeptral médio obtido para o
grupo controle (células em PBS sem estimulo et§tnos mesmos tempos e foram feitos 3
experimentos independentes em quintuplicada. Oestaa, verificou-se ainda que o fluxo
anodico (FA) foi capaz de diminuir a viabilidaddéuta de maneira significativa, a partir dos
4 min de estimulacéo (p< 0,01). No tempo de 6 mirobservada uma queda de 64,6 % de
viabilidade celular. Nao existe diferenca estat#stiente significativa no tempo de 2 min
entre o estimulo anddico e o controle 2 min (p05D,Entretanto, os tempos de 4; 6; 8 e 10

min mostraram diferenca em relacéo ao controle, walores de significancia de p< 0,0k p

0,001; p< 0,01 e0,001, respectivamente.
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Figura 11. Percentual da viabilidade celular dadgem B16F10 submetida a 2 mA de fluxo anddidoefn
diferentes tempos e seu respectivo contrale if = 5. O valor de 100 % na ordenada corresp@udealor
médio de viabilidade obtido para todos os contr@iéhilas ndo estimuladas)

No fluxo eletroibnico também foram calculados o$ores médios de viabilidade
celular, em percentuais, com seus respectivos atestr(células em PBS sem estimulo
elétrico) e estes estdo apresentados na TabelaAhero A. Para uma melhor visualizagéo,
os valores da Tabela 2 foram apresentados na Figura

Os percentuais de viabilidade celular obtidos nxdl eletroidnico ndo possuem
diferenca estatisticamente significativa em relag@aontrole (p > 0,05). Verificou-se que o
estimulo eletroidnico ndo induz alteracdes na lddde celular imediatamente apés o

estimulo elétrico.
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Figura 12. Percentual da viabilidade celular dadgem B16F10 submetida a 2mA de fluxo eletroidigoem
diferentes tempos e seu respectivo contraje it = 5. O valor de 100 % na ordenada corresp@adealor
médio de viabilidade obtido para todos os contr@@éhilas ndo estimuladas)
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Os valores médios de viabilidade celular, em péuees, no fluxo catdédico com seus
respectivos controles (células em PBS sem estigiétaco), apos 3 h de incubagcdo com o
reagente MTT, estdo apresentados na Tabela 3 (AMesma Figura 13.

Os dados inseridos na Figura 13 demonstram quexo flatodico (FC) foi capaz de
diminuir a viabilidade celular de maneira signifiga em todas as situacdes experimentais
(p< 0,001), com excecado do tempo de 2 min que rdeve diferenca estatisticamente

significativa em relacéo ao grupo controle 2 mir» (,05).

125,0

100,0 1 i’/:\i—/’i\i
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0,0

Viabilidade celular (%)
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——Controle —a— Fluxo catddico 3 h

Figura 13. Percentual da viabilidade celular dadgem B16F10 submetida a 2 mA de fluxo catédigoefn
diferentes tempos e seu respectivo contraje if = 5. O valor de 100 % na ordenada corresp@udealor
médio de viabilidade obtido para todos os contr@iéhilas ndo estimuladas).

5.1.2Avaliagéo da citotoxidade apos 24 horas do estimuéétrico

A viabilidade celular foi avaliada apés 24 horasedtimulo elétrico através do ensaio
de MTT (sec¢éo 4.3.12). Nas Tabelas 1-3 (Anexo Ad& Figuras 14 - 16 estdo inseridos as
médias e 0s desvios padrdao de no minimo trés expetds feitos em quintuplicada, para
cada situacao experimental (FA, FEI e FC).

A Figura 14 mostra que o fluxo andédico (FA) foi aapde diminuir a viabilidade
celular de maneira significativa nos tempos de &,18 min, com p< 0,01; p< 0,05; p< 0,001,

respectivamente; desta forma, verificou-se que arosl induzidos pelo estimulo anddico
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alteraram a viabilidade celular mesmo apés 24 tratamento. Nos tempos de 2 e 4 min ndo
houve diferenca significativa (p > 0,05).

Nesse experimento foi observado que apos 24 herascdbacdo a 37 °C, em meio
nutricional, as células que nao foram estimuladasp0 controle) apresentaram valores de
viabilidade celular maiores que aqueles obtidos &dldoras de experimento. O meio DMEM
€ uma fonte nutricional importante para a proligéacelular, e por isso, as células incubadas
retomam seu crescimento quando ndo sofrem daneadmsipela estimulacédo elétrica, como
foi visto no grupo controle. Porém, aquelas queesai danos causados pela estimulacdo
elétrica ndo sdo capazes de retomar o seu cregoimamnal.

Comparando os valores percentuais da viabilidatldaceobtidos no fluxo anddico
nos periodos de 3 h e 24 h apdés o tratamento, doficado que ndo houve diferenca
estatistica entre eles (p > 0,05), exceto no tetepd min (p < 0,01). Esta diferengca em 2 min
pode ser explicada pelo breve tempo de exposic@stamulo elétrico, o qual permitiu uma
recuperacdo da viabilidade celular significativalém disso, algumas células que
possivelmente ndo sofreram os danos causadosgtefalacdo elétrica continuaram viaveis

apesar da queda geral da viabilidade.
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Figura 14. Percentual da viabilidade celular dadgem B16F10 imediatament®) & 24 h ¢) apds o estimulo
anodico em diferentes tempos e seu respectivoaeng4 h @). n = 5. O valor de 100 % na ordenada
corresponde ao valor médio de viabilidade obtida pados os controles (células ndo estimuladas).
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Na Tabela 2 (Anexo A) e na Figura 15 estdo inseride valores meédios da
viabilidade celular, em percentuais, apos 3 e 2 festimulo elétrico no fluxo eletroibnico
com seus respectivos controles (células em PBSesdmulo elétrico) nos tempos de 2, 4, 6,
8 e 10 min.

A andlise estatistica revelou que ndo houve diferezstatisticamente significativa
entre os grupos ¥p0,05). Este resultado esta dentro do previsto, ueraque no fluxo
eletroibnico ndo ha contato direto com os eletropdomente um fluxo de ions esta presente
nesta situacdo, o que explica um perfil semelhanieele obtido para o grupo controle
(células ndo estimuladas).

A andlise estatistica entre FEI 3h e FEI 24 h mastirma diferencga significativa no
tempo de 8 min p < 0,05, enquanto que nos denmaigae ndo houve diferenca significativa

(p> 0,05).
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Figura 15. Percentual da viabilidade celular dadgem B16F10 imediatament®) & 24 h ¢) apds o estimulo
eletroibnico em diferentes tempos e seu respectivdrole 24 hg). n = 5. O valor de 100 % na ordenada
corresponde ao valor médio de viabilidade obtida pados os controles (células ndo estimuladas).

Os dados inseridos na Figura 16 representam orgeatala viabilidade celular apés
estimulo catodico nos tempos de 2, 4, 6, 8 e 10 (wawla situacdo experimental foi
comparada com o percentual médio obtidos para pogcontrole). Os valores médios da

viabilidade celular estdo apresentados na Tab@a&xo A).
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A Figura 16 mostra que o fluxo catddico (FC) fopaa de diminuir a viabilidade
celular de maneira significativa em todas as steagxperimentais (p< 0,001).

A analise estatistica entre o FC 3 h e FC 24 h nmosque ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os varios gsugp> 0,05). Observando a Figura 16
verificou-se que a viabilidade celular permaneaam o mesmo perfil de queda, mesmo apés

24 h do tratamento, indicando que n&o houve reagferna viabilidade celular.
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Figura 16. Percentual da viabilidade celular dadgem B16F10 imediataments) € 24 h ¢) apds o estimulo
catédico em diferentes tempos e seu respectivaraien24 h @). n = 5. O valor de 100 % na ordenada
corresponde ao valor médio de viabilidade obtida pados os controles (células ndo estimuladas).

5.2 QUANTIFICACAO DO N° DE CELULAS APOS O ESTIMULBNODICO

A fim de avaliar se o estimulo elétrico poderieer@t as taxas de proliferacdo da
linhagem B16F10, foram realizados experimentos aquais as ceélulas eletroestimuladas
foram novamente incubadas, em meio novo, suplemlentar SFB, em estufa a &7, para
avaliacao da proliferacao celular, através da dfizagdo do numero de células por azul de
tripan. Estes experimentos foram avaliados someate células que receberam estimulo
anodico nos tempos de 4 e 6 min, pois foram osdsrem que houve reducao da viabilidade
celular de cerca de 72,5 e 64,6, para 4 e 6 mipertivamente (Figura 11), e além de ser a

situacdo experimental geradora de espécies oxglguteraminas). Na Figura 17 estédo
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representados os resultados médios de trés expeosnecalizados em quintuplicada. A
Tabela 4 (Anexo A) representa a média + desviogm({Dp) da contagem celular feita pelo
azul de tripan.

A analise estatistica do numero de células nosetiifes tempos (0, 24 e 48 h) mostrou
diferencas significativas nos tempos de 6 min érpde 24 horas de incubacao (Figura 17),
onde foi verificado uma queda expressiva do nurderoélulas que se manteve constante até
48 h de pos-tratamento (p < 0,001). A estimulag&m@a por 4 min ndo induziu diferenca

significativa no namero de células (p > 0,05).
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Figura 17. Nimero de células B16F10, quantificaglo porante azul de tripan, apés fluxo anddico deém(m),
6 min (A) e em células sem estimulo elétri®d.

5.3 CITOTOXIDADE CELULAR QUANDO ASSOCIADA A ACIDOS AMINADOS

LIVRES

Todos o0s experimentos foram realizados no FA apeoaempo de 6 min e foram
acrescentados ao meio eletrolitico, acidos aminagesadores de grupamento amino, na
forma livre. Os sistemas foram avaliados imediatdmes apdés 24 horas do tratamento

elétrico, como descrito na secdo de métodos (ség@@2). Os valores, em percentuais
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meédios de viabilidade celular + desvio padréo,eatiesentados na Tabela 5 (anexo A) e no
Figura 18. Foram realizados no minimo 3 experingef@os quintuplicada.

A Figura 18 mostra que houve uma diferenca sigatiffa na viabilidade celular
guando os AAs foram adicionados ao meio eletroliéi@sta diferenca esta relacionada com o
tipo de AA e a sua concentracdo. Assim, a glutarmiau a viabilidade celular de forma
significativa somente na concentracao de 1,5 mM@5); o L-triptofano nas concentracdes
de 1,0 e 1,5 mM (p < 0,05) e a L-tirosina foi cagaznibir nas trés concentracdes escolhidas

com p < 0,001.

Fluxo anddico (6 min/3 horas)
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Figura 18. Percentual da viabilidade celular dadgem B16F10, apés 3 h do tratamento noéAné presenca
de acidos aminados livres: Glut)( L-tir (w) e L-trp(), nas concentra¢des de 0,5; 1,0 e 1,5 mM.

* Valores significativos em relagédo ao controlealados através do método ANOVA.

A Tabela 5 (Anexo A) e a Figura 19 apresentam osgméuais medios da viabilidade
celular + desvio padréao, apés 24 horas do tratameom fluxo anddico na presenca de 3
diferentes concentracdes dos acidos aminados. lAas@pos o tratamento foram incubadas
a 37 °C em meio DMEM suplementado com 10% de SKR4d.

A analise da Figura 19 mostra que houve uma dirggrausignificativa da viabilidade

celular quando ao meio eletrolitico foram adiciarsd,5 mM de glutamina (p < 0,001) e L-
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tirosina e L- triptofano em todas as concentra¢géstadas (p < 0,001), verificando-se que a

L-tirosina apresentou uma melhor citotoxidade qoaassociada a CECBI.
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Figura 19. Percentual da viabilidade celular dhdgem B16F10, apdés 24 h do tratamento no FAn@
presenca de acidos aminados livres: Gt I(-tir (w) e L-trp(=), nas concentrac¢des de 0,5; 1,0 e 1,5 mM.

* Valores significativos em relagdo ao controlealados através do método ANOVA.
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5.4 PREPARO DAS NP DE POIsFCAPROLACTONA ENCAPSULADAS COM AA

O preparo das Np foi feito como descrito na seg@métodos (4.3.16) e o aspecto das

diferentes fases da preparacéo foi esquematicamepresentado na Figura 20.

Figura 20. Aspectos macroscépicos na preparacaarmparticulas (Np) de palicaprolactona (PCL).

(A) Suspenséo de NP de PCL contendo os acidos dasna

(B) Emulséo apo6s a evaporagao do solvente dicldeorog

(C) Sobrenadante obtido apés a centrifugacao;

(D) Particulas de PCL contendo acidos aminadoiiziadios (frasco de penicilina e lamina).
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5.4.1Caracterizacdo das nanoparticulas através de micsgopia optica

A caracterizacéao foi feita de acordo com a se¢cdd @.1, as Np foram analisadas de
acordo com o equipamento utilizado na preparachi@-turrax® ou sonicador. As secoes

5.4.1.1 e 5.4.1.2 apresentam o resultado desttisema

5.4.1.1Preparo das Np com auxilio do Ultra-turrax®

Apb6s observacdo das Np em MO verificou-se que aidg@cde encapsulacdo com
auxilio do Ultra-turrax® produziu particulas de tarho maiores que dm, cuja distribuicao

de tamanho néo foi homogénea (Figura 21).

4 um —

Figura 21. Micrografia das particulas de PCL esabgulas com L-triptofano preparadas com Ultra-k®ra
Imagem observada em microscopio Optico (Axioplaisg)ee registrada em camera digital (color viewXS).
Barra de aumento: dm.
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5.4.1.2Preparo das Np com auxilio do sonicador

A fim de obter particulas menores, realizamos onmeesnétodo de preparo de
nanoparticulas, porém com auxilio de um sonica@onforme mostra a Figura 22 este
processo originou particulas com diametro menor juen e com boa homogeneidade de
tamanho. A sonicacdo optimizou o processo de oéitedgs sistemas nanoparticulados e isso

permitiu, na seqliiéncia, a caracterizacdo das neffmpas.

4 1im =

Figura 22. Micrografia das nanoparticulas de PGiapsuladas com L-triptofano e preparada com o adaic
Imagem observada em microscopio 6ptico (Axioplaisg)ee registrada em camera digital (color viewXS).
Barra de aumento: dm.
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5.4.2Caracterizacao da morfologia das nanoparticulas pdMET

Foram preparadas, com auxilio do sonicador, Np &Ajre Np encapsuladas com L-
triptofano e L-tirosina, conforme descrito na seghB8.16. As amostras de Np foram
colocadas sobre porta amostra, coradas pelo médwdontrastacdo com acetato de uranila a

3% (p/v), analisadas e fotomicrografadas em ME@Uf@s 23 - 27).

A morfologia das Np de PCL isentas de AA (Figura@@&ncapsuladas (Figura 24-27)
foi semelhante, sendo possivel observar que as aseapresentaram forma eliptica, bordas
regulares e superficie lisa. Além disso, apresamtaromogeneidade de tamanho indicando
gue o método da dupla emulsificacéo e evaporac@olgente, com auxilio do sonicador, foi

adequado.

Figura 23. Micrografia eletronica de Np de PCL sem
acidos aminados encapsulados. Barra de aumentaii00



Figura 24. Micrografia eletrénica de Np de PCL
contendo L-triptofano. Barra de aumentpni

100 nm =~

Figura 25. Micrografia eletrénica de Np de PCL
contendo L-triptofano. Barra de aumento: 100 nm.
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Figura 26. Micrografia eletrdnica de Np de PCL
contendo L-tirosina. Barra de aumentpni

100 nm

Figura 27. Micrografia eletrdnica de Np de PCL
contendo L-tirosina. Barra de aumento: 100 nm.

61
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5.5 ANALISE DO TAMANHO DAS NANOPARTICULAS

As Np foram submetidas a analise de tamanho pelipa&gento Zetasizer. Os valores
apresentados na Tabela 6 representam uma meédidanheth + desvio padrdao de 100

analises feitas em triplicata.

Tabela 6 - Analise do diametro médio e do indicpal&lispersividade das Np

Amostra® Diametro (nm)” Polidispersividade
Np (sem AA) 24490 + 2,05 0,075 +£ 0,02
Np L-triptofano 259,90 + 1,22* 0,045 + 0,02
Np L-tirosina 269,00 + 4,90** 0,130 + 0,02

Onde:
a: Nanoparticulas
b: Diametro das nanoparticulas (média + Desvio &gdn= 3.
c: Indice de Polidispersividade (Média + Desvio &ajl. n= 3.
*P < 0,05
** P < 0,001

Os valores obtidos através do sofware DTS forarmstidos a andlise estatistica pelo
método ANOVA. As Np (sem AA) apresentaram valores tdmanho estatisticamente
menores que as Np de L-triptofano ( p < 0,05) d_dieosina ( p < 0,001). As Np de L-
triptofano ndo apresentaram diferenca de tamanhecelEgdo as de L-tirosina (p>0,05). Um
aumento substancial foi encontrado nas nanopaticquando encapsuladas com &cidos
aminados, no entanto, esse aumento nao ultapa®studb didametro médio das Np isentas
de AAs. Os baixos valores encontrados para osdgadle polidispersividade indicaram que a

amostra apresentou uma distribuicdo monomodal ¢cona@ualidade.
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Nas figuras 28 - 30 estdo apresentados a distabuigafica das Np, as quais se

apresentaram, na sua maioria, numa escala nancangtie variou de 140 - 530 nm.

Distribuigio (%)

1 10 100 1000 10000
Diametro (nm)

Figura 28. Distribuicdo de tamanho das nanopasat$cdé polie-caprolactona (equipamento Zetasizer, n=3).
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Figura 29. Distribuicdo de tamanho das nanopaascde polie-caprolactona encapsuladas com L-triptofano
(equipamento Zetasizer, n=3).
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Figura 30. Distribuicdo de tamanho das nanopaatcuale polie-caprolactona encapsuladas com L-tirosina
(equipamento Zetasizer, n=3).
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5.6 ANALISE DO POTENCIAL ELETROCINETICO DAS NP

As medidas do potencial eletrocinético também demado de potencial Zeta, foram
realizadas com as Np isentas de AA e Np encapsulemia L-triptofano e L-tirosina. Foi
importante investigar também o potencial Zeta appassagem do fluxo anddico para avaliar
se o estimulo elétrico poderia alterar as cargasugerficie das particulas. Essas medidas
foram feitas em triplicata, em dois experimentadependentes. Os resultados do potencial

Zeta, o desvio padréo e a estatistica (teste ANGag£Jo inseridos na Tabela 7.

Tabela 7 — Analise do potencial eletrocinético

Amostra? Potencial Zeta Potencial Zeta FA
(mv)° (mV)°
Np (sem AA) -1,38 + 0,16 -1,83 + 0,23
Np L-triptofano -1,78 £ 0,22 -2,96 £ 0,31
Np L-tirosina -1,76 £ 0,19 -2,10 £ 0,25

a: Nanoparticulas;
b: Potencial Zeta: Média + Desvio Padréo, n= 3.

c: Potencial Zeta ap6s 6 min de FA: Média + De®adrao, n= 3.

Verificou-se que, apOs encapsulacdo, as Np apersemtvalores de potencial zeta
mais eletronegativos (p > 0,05). Além disso, odlanddico foi capaz de tornar as Np de L-
trp ainda mais eletronegativas (p < 0,05) do qudeak-tir. Desta forma, o FA foi capaz de
modificar o potencial eletrocinético da superfidas particulas, como detectado previamente

em dois outros trabalhos do nosso grupo (HOLANDI@I.,1998; VEIGAet al, 2000).
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5.7 QUANTIFICACAO DO ACIDO AMINADO POR ESPECTROFOTMETRIA

5.7.1Curva analitica do L-triptofano

A curva analitica foi construida no programa Exeehs medidas de absorbancia
obtidas no espectrofotdmetro foram plotadas nal@addem Anexo A) e no Figura 31. A
equacgao da reta e o coeficiente de correlacaca(Qrdem de 0,9996 indicaram uma curva
linear, onde as absorbancias e as concentragc0esseaparam uma correlagcdo de
proporcionalidade. A confiabilidade dos dados aittid o intervalo de concentracdes, dentro
do limite detectavel, foram utilizados para o eos#e liberacaan vitro e para o calculo da

eficiéncia de encapsulacao.

Curva analitica do L-triptofano
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Figura 31. Curva analitica do L-triptofano em &daatilada. As leituras foram feitas a temperaturhiante (28
°C), em espectrofotdbmetro no comprimento de onda8fenm utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho 6éptico.
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5.7.2Curva analitica da L-tirosina

A curva analitica foi construida no programa Exeehas medidas de absorbancia
obtidas do espectrofotdmetro foram plotadas na [aa®eem Anexo A, e no Figura 32. A
equacao da reta e o coeficiente de correlacdca(grdem de 0,9999 indicaram uma curva
linear, onde as absorbancias e as concentracfesseaparam uma correlacdo de
proporcionalidade. A confiabilidade dos dados aittid o intervalo de concentracdes, dentro
do limite detectavel, foram utilizados para o ens#e liberacaan vitro e para o calculo da

eficiéncia de encapsulacao.

Curva analitica da L-tirosina
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Figura 32. Curva analitica da L-tirosina em agustidela. As leituras foram feitas a temperaturaiantb (28
°C), em espectrofotdbmetro no comprimento de onda8fenm utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho 6éptico.
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5.8 RENDIMENTO DO PROCESSO E EFICIENCIA DE ENCAPSALAO

As particulas de L-triptofano e L-tirosina liofididas foram utilizadas para o célculo
de rendimento do processo (R). Um total de trésstnamfoi pesado e a média apresentada na
Tabela 10. Para o calculo de eficiéncia de encagdal (EE) as nanoparticulas foram
preparadas pela técnica da dupla emulsificacdoapoeacédo do solvente, com auxilio do
sonicador, conforme descrito na secéo 4.3.20. Ailanédh porcentagem, e o desvio padrao,

estao inseridos na Tabela 10.

Tabela 10 — Rendimento e Eficiéncia de Encapsulagide AA/ mg Np)

Amostra R (%) + Desvio padréao EE % Desvio padrao
Nanoparticulas de L-Triptofano 501 115,6 £ 3,6
Nanoparticulas de L-Tirosina 52+2 30+1,2

R = Rendimento.
EE = Eficiéncia de encapsulacao

5.9ESTUDO DO PERFIL DE LIBERACAON VITRO

Os estudos do perfil de liberaci@ovitro foram realizados a fim de avaliar a massa do
acido aminado liberado por unidade de tempo. Qslestrealizados vitro constituem um
controle qualitativo do sistema de liberacdo edoem informacdes para um posterior estudo
em célulasem animais e ainda para estudos clinicos. Comgaittesa secéo 4.3.21, cerca de
50 mg das nanoparticulas foram ressuspensas ent d® RBS. A média da quantidade de

AA liberada, de trés ensaios, independentes, @s@addas nas Tabelas 11 e 12 no Anexo A.

O L-triptofano apresentou um efeito “burst” nasrmiras 3 horas. O efeito “burst” é

caracterizado como uma liberacdo rapida da subat&mcapsulada, seguida por uma
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liberacdo lenta. Uma quantidade superior a 80 %-ulgtofano foi liberada nas primeiras 3

horas do estudo e mais de 99 % foi liberada apdsd@bexperimento.

A Tabela 11 (Anexo A) apresenta a massa de L-ftapto liberada no ensaio de
dissolucéo. A concentracéo de L-triptofano foi akdda a partir da substituicdo das medidas
de absorbéancia obtidas por espectrofotometria neg@p da reta apresentada na secao

4.3.19.10s intervalos de tempo foram pré-estabelecido®ec@os4.3.19.

O perfil de liberagdo do L-triptofano neste ensastd de acordo com o esperado; a
liberacdo rapida nas primeiras horas permitiu estabr o tempo de incubacdo com as
células B16F10 antes do tratamento com o fluxo ianélla figura abaixo estdo apresentados

os valores obtidos até 24 h de liberacdo, onde deB8 % da quantidade total encapsulada

foi liberada.
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Figura 33. Perfil de liberacdo do L-triptofano gmealado em nanoparticulas de PCL. Média + Desvirdea
n=3.
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O perfil de liberacéo da L-tirosina também apresentm efeito “burst” nas primeiras
3 horas onde cerca de 80 % da L-tirosina foi lid@maas primeiras 3 horas do estudo e mais

de 99 % apos 96 h do estudo de liberacdo (dadosadivados).

A Tabela 12 (Anexo A) apresenta a massa de L-tieodiberada no ensaio de
dissolucéo. A concentracdo de L-tirosina foi caldal a partir da substituicdo das medidas de
absorbancia, obtidas por espectrofotometria, nagiqpuda reta apresentada na secéo 4.3.19.2.

Os intervalos de tempo foram pré-estabelecidogc&@os4.3.19.

O perfil de liberacdo da L-tirosina neste ensai@ ek acordo com o esperado; a
liberacdo rapida nas primeiras horas permitiu estabr o tempo de incubacdo com as
células B16F10 antes do tratamento com o fluxo ianélla figura abaixo estdo apresentados
os valores obtidos até 24 h de liberacdo, onde deB2 % da quantidade total encapsulada

foi liberada.

Concentragdo (mg)
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Figura 34. Perfil de liberacao da L-tirosina encdgda em nanoparticulas de PCL. Média + Desvio&aadr=3.



71

5.10 CITOTOXIDADE DO TRATAMENTO ELETRICO QUANDO ASSOCIAD A

NANOPARTICULAS DE L-TIROSINA E L-TRIPTOFANO

As células B16F10 foram tratadas com fluxo anddiwm,tempo de 6 minutos, na
presenca de: L-tirosina; L-triptofano; Np de L-sinma; Np de L-triptofano e Np nao
encapsuladas. As Np foram adicionadas ao meiooktetn na concentracdo de 0,5 mg/ml,
gue corresponde a massa de AA encapsulado em Nprakede 115,69 (L-trp) e 30ug (L-
tir). Os éacidos aminados livres foram também indosacom as células B16F10 em
quantidades de cerca de 204,23 mg (L-trp) e 18mgqL-tir). A citotoxidade foi avaliada
pelo método do MTT. O percentual de viabilidadeulegl ap6s 3 h e 24 h do estimulo
anodico, esta apresentado na tabela 13 (AnexanA} éiguras 35 e 36.

A analise da figura 35 indica que a associacaoldm fanodico (2 mA/ 6 min) as
nanoparticulas de L-trp e L-tir foi capaz de poigimar, de maneira significativa, a

citotoxidade do FA (p < 0,001 para Np L-tir e p,8®para Np de L-trp).

Fluxo anodico (6 min/ 3 h)
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Figura 35. Percentual de viabilidade da linhager6FRD pré-incubada com Np de L-t' Y e L-trp (7); L-tir

(w) e L-trp @) livre, Np isentas de ) e fluxo anodico(@)apds 3 h do estimulo anédico. As células ndo
estimuladas apresentaram viabilidade de 100% (d#&tmsnostrados).
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A linhagem B16F10 néo foi capaz de recuperar as guas normais de viabilidade
mesmo apos 24 h do estimulo anddico, mantendolosesgercentuais semelhantes aqueles
obtidos apds 3 h da eletroestimulacéo (FiguraBairetanto, as células incubadas com as Np
de L-trp recuperaram as suas taxas de viabilidpde 34 h de incubacdo. Comportamento
diferente foi detectado nas células incubadas cqmd@l L-tir, as quais ndo conseguiram
aumentar de maneira significativa as suas taxagmbtdidade, quando comparadas aos outros

grupos experimentais (Figura 36).

Fluxo anddico (6 min /24 h)
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Figura 36. Percentual de viabilidade da linhager6FAD pré-incubada com Np de L-t Y e L-trp (*); L-tir

(w) e L-trp @) livre, Np isentas de AA ) e fluxo anddico 6' @)apos 24 h do estimulo anédico. As células
ndo estimuladas apresentaram viabilidade de 108#o&dndo mostrados).
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6 DISCUSSAO

As pesquisas realizadas até o0 momento mostrarana gquoerente elétrica continua
modifica a viabilidade celular da linhagem tumadBdl6F10. Os resultados de citotoxidade
indicaram uma diminuicdo na viabilidade celulam@palmente quando as células receberam
estimulos anddicos e catédicos. No grupo internniegi@nde ocorre a passagem apenas do
fluxo eletroibnico, a alteracdo na viabilidade tamlundo foi estatisticamente significativa
(Figuras 12 e 15). Resultados semelhantes foraidastpara outras linhagens celulares, tais
como: P815 (HOLANDINOet al, 2000; VEIGA et al, 2000), K562 e K562-Lucena 1
(HOLANDINO et al, 2001) e HL-60 (VEIGAet al, 2005). Tais alteracdes na viabilidade
celular estfo relacionadas aos produtos de ekafrdiis como ions 'HCI e HO gerados
pelos polos positivos e negativos.

Os danos induzidos pela estimulacdo elétrica saatidos apdés 24 horas da
eletroestimulacdo, uma vez que estas células nésegoem recuperar as suas taxas de
viabilidade celular principalmente a partir dos Gumos de tratamento. Somado a isso, foi
observado que o estimulo anddico, especialmentermgo de 6 minutos, foi capaz de induzir
uma queda significativa no nimero de células, arphr 3 h de pds-estimulo e ndo permitiu
qgue a linhagem B16F10 proliferasse com taxas semids aquelas do grupo ndo estimulado
(Figura 17).

A adicdo dos acidos aminados, sob a forma livre,emtapsulada, quando comparado
aos efeitos da estimulacdo anddica, foi capaz denpalizar de maneira significativa os
efeitos da estimulacdo elétrica (Figura 18). Aotidoio do que foi evidenciado por Veiga e
colaboradores (2005), a estimulagéo da linhagen6@ilna presenca de glutamina induziu
diferenca estatisticamente significativa na vialidle celular apenas para a concentracao de

1,5 mM. Essa evidéncia pode ser atribuida a dif@eno metabolismo da célula B16F10, a
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qual é caracterizada como uma linhagem resistembélliplas drogas e, dessa forma, sua
sensibilidade ao estimulo anddico, na presencapuiecees geradoras de grupo amino, parece
ser menor. Entretanto, foi verificado que os dandszidos pela estimulacdo anddica foram
significativamente potencializados na presencaagaos aminados L-triptofano e L-tirosina.
Esses dados corroboram aqueles descritos por Wago@aboradores (2002) quando estes
avaliaram o potencial de &cidos aminados para ac@erde cloraminas. No modelo
experimental utilizado no presente trabalho chamatencdo a maior citotoxidade da L-
tirosina. Tal aspecto pode ser atribuido a ma@tivielade deste acido aminado. Diante disso,
estudos tedricos de modelagem molecular, atravéesildalos de mecéanica quantica, foram
realizados para evidenciar detalhadamente a natueetronica da L-tirosina e do L-
triptofano com o intuito de justificar os resultadexperimentais obtidos nesta dissertacao.
Para tanto, foram avaliadas as superficies tridsmoeais dos mapas de potenciais
eletrostaticos (MEPs) que revelam o tamanho madedotal e a localizacdo dos potenciais
eletrostaticos na molécula, sendo os potenciaisostaticos positivos representados pela
coloracao azul e os negativos pela coloragao vaan€lutros parametros utilizados foram os
coeficientes do Orbital Molecular de Maior Enerdixupado (HOMO) e do Orbital
Molecular de Menor Energia Desocupado (LUMO) queedgenham um papel importante
nas reacdes quimicas e nas transferéncias de .c&gaseficiente HOMO esté diretamente
relacionado ao potencial de ionizagdo do compostracteriza a capacidade da molécula em
realizar ataques nucleofilicos, enquanto o coefieie UMO, esta diretamente relacionado a
afinidade eletrdnica, caracterizada pela sua stibdefade eletrofilica. Nos parametros
avaliados, a molécula de L-tirosina apresentou uaPMom potencial eletrostatico negativo
mais pontual e menos disperso do que aquele apmdsepara o aminoacido L-triptofano.
Apesar de o coeficiente HOMO apresentar uma digpensicleofilica semelhante entre os

dois AA, ndo mostrando resultados significantesntuao mecanismo de ataque para a
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formacédo de cloramina, o coeficiente LUMO da Ldgima mostrou um resultado de suma
importancia, visto que possui uma dispersdao deasapgpra 0 grupamento carboxil, em
comparacao ao L-triptofano, desprovido dessa aiatita. Desta forma, a maior reatividade
da L-tirosina poderia ser justificada por esta &egile carater eletrofilico, a qual poderia
favorecer uma maior formacao de moléculas de clom@fFiguras 37 e 38 — Anexo B).

De fato, como apresentado na figura 19, a L-tiesia concentracdo de 1 mM,
apresentou uma melhor resposta, com acentuadauigdinda viabilidade celular, apos 24 h
de eletroestimulacdo. Entretanto, sua baixa sadialdié em agua, impediu a incorporacéo de
quantidades de particulas suficientes para garamtir bom rendimento final, quando
comparado ao L-triptofano. E importante salientae q L-triptofano apresenta solubilidade
em agua, &5°C, de 10 mg/ml, enquanto a solubilidade dadstira nas mesmas condicdes &
de 0,45 mg/ml. Esta propriedade fisico-quimicaatmsgou a trabalhar com uma quantidade
10 vezes maior de L-tirosina na fase externa enpaosgdo a massa de L-triptofano (Tabela
10). Usando o método da DEES e garantindo a samrdg fase externa da emulséo, foi
possivel obter nanoparticulas de L-tir com um bemdimento de processo (Tabela 10) e
avaliar o efeito de espécies aminadas encapsuktiasissociacdo ao estimulo anddico
(Figuras 18 e 19).

O preparo das Np pelo método da dupla emulsificecéwaporacdo do solvente tem
sido utilizado para encapsular substancias hidca§il(BENOITet al, 1999; PEREZt al,
2000; TEWESet al, 2007). O equipamento ultra-turrax® foi utilizag@ara auxiliar na
preparacdo das nanoparticulas, porém ndo obtivemds sucesso, visto que as particulas
formadas néo foram uniformes e apresentaram tarsagdi@rdem de micrémetros (Figura
21). Para otimizar esse processo utilizamos o adorco qual permitiu a obtencdo de
particulas menores e mais uniformes (Figura 7)ar@ahho das particulas depende de varios

fatores, tais como: velocidade de agitacdo; viseald da solucdo do polimero da fase aquosa
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interna; proporcdo entre a fase organica e a fgeesa e concentracdo de PVA na fase
aquosa externa (YANG®t al, 2001). A adicdo de PVA na fase aquosa internadoessaria
para aumentar a estabilidade da primeira emulgg@oamtir a encapsulacdo do acido aminado,
estabilizando a emulsdo A/O no sistema PCLAQE Yang e colaboradores (2001)
demonstraram que a diminuicdo nas concentracOB¥ Aala fase aquosa interna, resulta em
uma diminuicdo na eficiéncia de encapsulacdo, deadormacdo de grandes poros na
estrutura do polimero. A alta eficiéncia de enclgsio e a rapida liberacao inicial, fendmeno
conhecido como efeito “burst”, sé foram obtidas ala concentracdo de PVA, porém a
distribuicdo uniforme do tamanho das Np so foi adbtcom PVA a 0,5 %. O PVA é um
polimero com alto peso molecular e a sua preseacdase aquosa externa aumenta a
viscosidade da segunda emulsao dificultando a quidemulsdo em goticulas menores; por
outro lado, sua presenca estabiliza as micelasdimge a sua coalescéncia, resultando em
pequenas goticulas emulsionadas. A maior concé&atrde PVA na fase aquosa externa tem
um efeito significativo no perfil de liberacdo, goe sua alta concentragao dificulta a difusao
do farmaco para a fase externa e também garanteligtriauicdo mais uniforme do farmaco
no interior do polimero. Quando se adiciona umaadedncentracdo de PVA a fase externa, o
farmaco fica distribuido também na regido exteragpdrticula e isso contribui para uma
liberacdo inicial rpida, seguida de uma liberalgida e quase constante (YANS al,
2001). Em nossos experimentos verificamos queaacalicentracédo de PVA na fase externa
dificultou o processo de liofilizacdo das partisyla liofilizado obtido nédo ficou totalmente
pulverizado indicando que o PVA ndo pode ser taabam removido, mesmo apds sucessivas
lavagens. Zambaux e colaboradores (1998) tambérorddgraram que o aumento de PVA (de
1 a5 %) a fase externa resulta em um aumentouadsitt PVA sobre as nanoparticulas,

formando uma camada estavel a superficie da plartice ndo pode ser totalmente removida



77

apos lavagens. Isto nos levou a estabelecer oedirde 0,5 % e de 1 % de PVA nas fases
externa e interna, respectivamente.

Em nossas preparacfes obtivemos Np na escala demmeicos e nanbémetros, como
analisadas por microscopia Optica. O microscopiicGpé um instrumento usado para
ampliar, com uma série de lentes, estruturas waisia olho nu. Um parametro significativo
para a obtencdo de uma boa imagem € o poder deigd&soque corresponde a distancia
minima necessaria existir dois pontos para que umegem possa ter resolucdo ao
microscopio. Para o0 MO essa distancia € de 0,2 gwidd ao comprimento de onda das
radiacOes visiveis. Com efeito, a propriedade daliagéio so é possivel com um aumento do

poder de resolucdo (<http://pt.wikipedia.org/wikitkbsc%C3%B3pio %C3%B3ptico

acesso em 30/05/2008). As imagens analisadas eativabjle 100 x indicaram que o preparo
das Np com o uso do sonicador deu origem a paaticuljo tamanho médio ficou abaixo de 1
um (Figura 22), enquanto que aquelas preparadasacoiifio do ultra-turrax® ficaram na
escala micrométrica. O sonicador permitiu a quetgaparticulas grandes em tamanhos
menores e assim o tamanho das particulas dimimuiua aumento do tempo de sonicacao
(Figura 7) (ASUA, 2002). Conforme observado na Fag@d2, a preparacdo se mostrou
homogénea e na escala de tamanho desejada. Opoaignde resolucdo do MO nesta escala
de aumento nos levou a fazer a caracterizacdo logida das Np através de microscopio
eletrénico de transmissdo (MET). O MET consisteiaefeixe de elétrons e um conjunto de
lentes eletromagnéticas, que controla o feixe, remgdes em uma coluna evacuada com uma
presséo de cerca de 10-15 mm Hg. O MET ampliatasési pequenas invisiveis a olho nu,
porque possui um comprimento de onda menor queleagioe microscopio Optico, sendo
capaz de capturar estruturas nanométricas. Asdsgle 24-27 sao micrografias eletrénicas

de Np encapsuladas com L-tirosina e L-triptofanom ediferentes aumentos.
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Morfologicamente as Np apresentaram formas elticam bordas regulares e superficie
lisa, sendo os tamanhos confirmados atraves désemfeitas pelo Zetasizer (Tabela 6).

Para uma medida mais exata do diametro médio daspadiculas foi utilizado o
equipamento denominado Zetasizer® (Malvern, UK)di@metro hidrodinamico médio das
particulas (@) foi calculado a partir da intensidade da luz bksma. O didametro médio das
particulas isentas de acidos aminados, foi de 242 ®5 (Tabela 6), o que as caracterizou
como nanoparticulas (Figura 28). A encapsulacacAdok-triptofano e L-tirosina alteraram
significativamente este diametro médio que passserade 259,9 + 1,22 e 269,0 + 4,90,
respectivamente, indicando que houve uma alterdgadiametro medio, sem alteracdes na
escala nanométrica (Figuras 29 e 30). Por outro, ladtre as Np encapsuladas com AA nao
foram evidenciadas diferencas significativas denéi#o medio (p > 0,05), mesmo que devido
a guestdes de diferenca de solubilidade entre id®saaminados, tenha-se colocado uma
quantidade de L-triptofano cerca de 10 vezes smperide L-tirosina. Os dados obtidos,
nestas condi¢cdes experimentais, foram compatiweis afueles descritos por outros autores
que utilizaram PCL como matrix polimérica (PER&Zzl, 2000; SINHAet al, 2004).

O indice de polidispersividade (IP) permitiu avalia qualidade das amostras
classificando-as como mono ou polimodal (Tabela@. sistemas monodispersos ideais
possuem valores de IP menores que 0,1, o que irglieaa amostra apresenta uma
distribuicdo de tamanho numa faixa muito estreitam@nomodal. Valores altos de IP, acima
de 0,5, indicam que a amostra tem uma distribuigitamanho numa faixa muito ampla ou
polimodal (RICCI, 2005). Os indices de polidispedade das suspensdes de Np obtidas pelo
método DEES (Tabela 6) se apresentaram proximosndases descritos na literatura para
farmacos hidrofilicos em Np com distribuicdo monoalog GRAFet al, 2008). As Np (sem
AA) e com AA encapsulados apresentaram indiceséaess com valores médios de 0,075

(Np), 0,045 (Np de Ltrp) e 0,13 (Np L-tir) (GRAE&t al, 2008). Assim, os indices de
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polidispersividade encontrados indicaram que aensgo de nanoparticulas apresentou uma
distribuicdo monomodal sendo esta preparacéo deumimlade.

A Tabela 7 apresenta o potencial Zeta na presenga @&uséncia de CECBI. Foi
avaliado o potencial Zeta apds o estimulo elétpooque sabe-se que a CE modifica a
distribuicdo de cargas da superficie celular, conéoregistrado em outros trabalhos do nosso
grupo (HOLANDINOet al, 1998; VEIGAEet al, 2000). Iniciou-se essa analise pelo potencial
Zeta de Np isentas de AA o qual foi semelhanteesarito por Hasan e colaboradores (2007)
para PCL preparadas pela mesma técnica de DEESeffitado que estas apresentaram um
potencial eletrocinético negativo da ordem de -1+ 38816 mV, o qual se tornou ainda mais
eletronegativo quando da encapsulacdo dos AA (@abelFoi detectada uma significativa
diferenca entre as Np isentas de AA (p < 0,01)u=lag contendo L-tirosina (p < 0,05) e L-
triptofano (p < 0,05). O estimulo andédico modifiampotencial zeta das particulas, tornando-
0 ainda mais eletronegativo; entretanto, somenteN@asde L-trp apresentaram valores
significativamente diferentes apos o estimulo arw¢h < 0,05).

A concentracdo de AA incorporados a Np foi calcalattavés de espectrofotometria,
uma vez que as curvas analiticas produziram oscem@ks de correlagéo (r) de 0,9999 para
L-tirosina e de 0,9996 para L-triptofano e, consede@mente uma relacdo linear para as
concentracdes escolhidas. Desta forma, a técniba 8 usada para os calculos da eficiéncia
de encapsulacéo e para os ensaios de liberagao.

Devido a baixa hidrofilicidade dos &cidos aminadosficiéncia de encapsulacao foi
extremamente baixa (menor que O@2mg de Np) quando foi adicionado AA apenas a fase
interna. Com vistas a garantir concentracdes adeguae &cidos aminados no meio
eletrolitico e uma maior eficiéncia de encapsulagétase externa da emulsdo foi saturada
com AAs. Este procedimento garantiu um teor degdacdo de 30 + 1,2 e 115,6 + 36 (

de AA/ mg Np) para L-tirosina e L-triptofano, respeamente (Tabela 10). A maior
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eficiéncia de encapsulacdo encontrada para Np rubmté-triptofano se deve a maior
hidrofilicidade deste AA frente a L-tirosina. A kaieficiéncia de encapsulacédo obtida neste
trabalho estd de acordo com o descrito na liteaapara farmacos hidrofilicos e esta
relacionada a uma rapida difusdo da molécula, pegaehidrofilica, da fase aquosa interna
para a fase aquosa externa, durante o processoudgifeceacdo (HANS & LOWMAN, 2002;
BENOIT et al, 1999).

A partir das curvas analiticas do L-triptofano e ldtrosina (figuras 31 e 32) os
valores de absorbancia obtidos nos ensaios deagierforam substituidos na equacéo da
reta, permitindo calcular a concentracdo do acidmado encapsulado. O perfil de liberacéo
de substancias encapsuladas em nanoparticulasdéegamatureza da droga e do polimero
utilizado (SOPPIMATHet al, 2001). O PCL é um polimero semi-cristalino gqenpte
facilmente a entrada de agua dentro da matriz poloa; isso facilita a liberacdo de
substancias hidrofilicas por difusao através despque sao criados durante a evaporacéo do
solvente quando da preparacdo das Np (PEBREZl, 2000). Uma liberacdo imediata foi
observada na primeira hora do ensaio de liberagddpdcontendo L-triptofano (Figura 33) e
de até trés horas para as Np contendo L-tirosifgui@ 34), seguido por uma liberagéo
sustentada, até o término do ensaio. Essa liberagéta inicial € chamada de efeito “burst”,
sendo este causado pela liberacdo do farmaco #&itsoav superficie da particula ou
localizado nas camadas mais superficiais. A lilragustentada ocorre porque a erosao da
matriz polimérica é lenta e responséavel pela fofoale poros e canais por onde a agua entra
e o farmaco sai por difusdo (SOPPIMA™EH al, 2001). A liberacdo rapida também esta
relacionada ao pequeno didametro das nanopartiaul@se possibilita uma grande superficie
de troca. Também foi demonstrado que a lenta ptacfim das particulas depois da
evaporacao do solvente leva a formacdo de mais parsuperficie (HASANt al, 2007). O

perfil de liberagdo de ambos os &acidos aminados @stacordo com a literatura e a
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hidrofilicidade que estes compostos possuem osrfatifindir naturalmente através da fase
aquosa (PEREZt al, 2000; HASAN et al, 2007). Em nossos experimentos as Np
encapsuladas com L-triptofano tiveram um “burst’ismrapido que as de L-tirosina, o que
provavelmente esta relacionado a baixa hidroféidel da L-tirosina quando comparada a do
L-triptofano. Os estudos de liberag@ovitro foram importantes para estabelecer o tempo de
pré-incubacédo das Np com as células B16F10, queddsO0 min, seguido do tratamento
elétrico que totalizou cerca de 55 minutos de ewparto. Os estudos realizadws vitro
constituem um controle qualitativo do sistema terticéo e fornecem informacdes para um
posterior estudan vivo em animais e para futuros estudos clinicos (HUAREBRAZEL,
2001; RICCI, 2005).

ApOs o preparo e a caracterizacdo das Np encapsutadn L-triptofano e L-tirosina
foram realizados os ensaios da citotoxidade emla2lB16F10. As figuras 35 e 36
representam a percentagem de células viaveis apd248 horas do estimulo anodico. A
citotoxidade foi testada na presenca e na auséadzECBI e também na presenca e auséncia
de AA encapsulados em Np. As Np apresentaram liaxidade e nao interferiram com a
viabilidade celular, conforme descrito na literatyior outros autores (CHAWLA & AMIJI,
2002). Os efeitos da CECBI em células B16F10 e #suncacao com os AA livres ja haviam
sido demonstrados nesse mesmo trabalho; no enémsts ensaios foram repetidos para uma
melhor discussdo com as Np encapsuladas com essmmos AA, a fim de avaliar a
potencialidade desse novo nanomaterial frente aBLETCbnforme mostrado na Tabela 13 a
maior citotoxidade foi encontrada com Np encapsdadom L-tirosina, confirmando os
dados anteriores que mostravam uma queda na ded@licelular quando era adicionado L-
tirosina livre ao meio eletrolitico (Tabela 5). 8ado alguns autores, particulas menores que
10 um séo capazes de penetrar na pele através dersxasacomo glandulas sudoriparas e

sebéaceas e foliculos pilosos. O acumulo de narioplag encapsuladas com farmaco pode
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criar um sistema reservatoério dentro da pele e iperanliberacdo lenta do farmaco por um
longo periodo de tempo (NICOEt al.,2001). Amiji e Chawla (2002) demonstraram através
de estudos de fluorescéncia, uma alta concentrdeddp dentro do citoplasma e na area
perinuclear de células de cancer de mama (MCF-33 aphora da administracdo de Np de
tamoxifeno. A maior citotoxidade de Np encapsulagasus AA livres pode ser explicada
pela possibilidade de interiorizacdo das Np pekdsilas por um processo denominado
endocitose. Como ja descrito por diversos autaressociacdo da CECBI com farmacos leva
a um aumento na concentracdo deste no interiorétldac porque o estimulo elétrico
permeabiliza a membrana plasmatica aumentandoedrpbitidade de substancias exdégenas
(SODEN et al, 2006; JANIGROet al, 2006; COLOMBOet al, 2007). Desta forma, a
utilizacdo de sistemas nanoparticulados permite miaiar concentracdo do farmaco no sitio
de acdo, além de aumentar a penetracdo intracelyesteger a substancia encapsulada de
degradacdes (ZAMBAUXt al, 1998).

O presente trabalho traz importantes avancos smbrfeitos de correntes elétricas
continuas de baixa intensidade frente as célulasrais resistentes a multiplas drogas. De
fato, o uso de CECBI altera de maneira signifieavwiabilidade e as taxas de crescimento
dessas células sendo, portanto, uma alternativestaudcdo de tumores semelhantes. Além
disso, o uso da nanotecnologia e de polimeros ¢iadéveis evidenciam um novo campo de
estudo que precisa ser melhor explorado. A hipaesgeracdo de espécies oxidantes como
as cloraminas, pelo fluxo anddico, parece ser dgida e pode ser potencializada quando ao
meio eletrolitico adicionamos acidos aminados. Atksso, os efeitos citotoxicos de CECBI
em associacdo com AA encapsulados em sistemasaréinolados, 0os quais sdo permeaveis
a membrana plasmatica, sdo ainda mais significati&astes promissores resultados nos
fornecem subsidios importantes para futuros estedosanimais de laboratérios, os quais

serdo importantes para 0s avangos da terapiaraotil
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7 CONCLUSAO
Os resultados apresentados nos permitiram corogleir

. Melanonas murinos resistentes a multiplas drogalslés B16F10) sdo susceptiveis a
estimulos elétricos;

. Os danos induzidos na viabilidade celular sdo dégrges da polaridade e do tempo
de aplicacdo da corrente elétrica;

. A adicdo de AA, L-triptofano e L-tirosina potencta os efeitos do fluxo anddico;

. O método da dupla emulsificacdo e evaporacdo derstel foi adequado no preparo
de Np de polie-caprolactona para encapsulacédo de AAs;

. O método da DEES, com auxilio do sonicador, degeari a particulas na escala
nanométrica tendo estas uma boa homogeneidadendahia conforme analises feitas

por espalhamento de luz dinamica,

. As Np obtidas apresentaram formas elipticas, camdsaregulares e superficies lisas;
. O potencial Zeta mostrou que as Np apresentaragasaegativas;
. As Np obtidas pelo método de DEES apresentarameamtiimento de processo de

aproximadamente 50 % e eficiéncia de encapsulag@®d 1,2 e 115,6 * 3,pq de
AA/ mg Np) para L-tirosina e L-triptofano, respeetmente;

. Os ensaios de liberagdo mostraram que cerca de 80 %A foi liberado nas 3
primeiras horas de incubacéo;

. O uso de sistemas nanoparticulados de goéiprolactona contendo L-tirosina

potencializou de maneira significativa os danoslaets induzidos por CECBI.
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Tabela 1 — Percentuais médios de viabilidade dé&-BA@pds 3 h e 24 h de

eletroestimulacao no fluxo anédicsem estimulo (controle).

Tempo (min)

Fluxo anddico (%)

Controle (%)

3h 24 h 3h 24 h
2' 74,1+10,5 93,0+12,7 96,6+7,2 99,4+0,8
4' 64,9+9,1 79,4+7,3 103,7 £ 4,5 96,8 £ 3,7
6' 61,4+9,6 58,2+7,1 96,2+7,0 100+ 0,0
8' 52,8 +£3,5 50,8 £8,7 100,0 £ 8,7 92,8+14,4
10' 43,9 + 8,6 46,7 +18,1 96,9+6,2 100+ 0,0

N=5;*: desvio padrao.

Tabela 2 — Percentuais médios de viabilidade dé-BA@pds 3 h e 24 h de

eletroestimulacao no fluxo el@nico e sem estimulo (controle).

Fluxo eletroidnico (%)

Controle (%)

Tempo (min) 3h 24 h 3h 24 h
7 696+95  851+1138 96,6 + 7,2 99,4 £ 0,8
4 809+34  854+154 103,7 £ 4,5 96,8 + 3,7
6 82,2+47  80,2+128 96,2 +7,0 100 + 0,0
g 750+7,1  822+184 100,0 £ 8,7 92,8 + 14,4
10 82,4+10,1 83,1+134 96,9 £ 6,2 100 £ 0,0

N=5;+: desvio padréo.
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Tabela 3 — Percentuais médios de viabilidade dé-BA@pds 3 h e 24 h de

eletroestimulacao no fluxo catdde sem estimulo (controle).

Fluxo catédico (%) Controle (%)
Tempo (min) 3h 24 h 3h 24 h
2' 68,1+2,6 69,1+9,8 96,6 +7,2 99,4+0,8
4' 56,5+ 8,2 63,4+119 103,7 +4,5 96,8 + 3,7
6' 53,3+ 10,6 53,6 £+ 11,8 96,2+ 7,0 100+ 0,0
8' 41,3+12,3 325+7,8 100,0 + 8,7 92,8+14,4
10' 37,4+7,1 31,9+4,5 96,9 +6,2 100+0,0

N=5;+: desvio padréo.

Tabela 4- Média do n° de células (X tél/ml) quantificado por azul de tripan.

Apés Tratamento  ApOs Tratamento  ApOs Tratamento

(Tempo 0 h) (Tempo 24h) (Tempo 48h)
Controle 1,33+0,17 1,87 +0,18 2,55 +0,28
Fluxo Anddico 4' 1,33+0,12 1,71 +£0,17 1,80 £ 0,15
Fluxo Anddico 6' 1,08 £ 0,20 0,69+0,14 0,68 £0,12

N=3;x: desvio padrao
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Tabela 5 — Percentual médio de viabilidade de BQ&fibs 3 h e 24 h de eletroestimulacéo.

Acidos Aminados (mM) Viabilidade 3 h (%) Viabilidade 24 h (%)

Controle 6’ 92,0+8,1 80+ 3,6
Glutamina 0,5 96,8 £3,7 1116 £ 7,7
Glutamina 1,0 87,5+5,0 104,3+£5,0
Glutamina 1,5 72,9%57 78,0+ 7,6
Tirosina 0,5 539+4,1 545+6,4
Tirosina 1,0 60,3+6,4 42,7 +3,4
Tirosina 1,5 63,9+4,8 45,7 + 6,2
Triptofano 0,5 82675 73,1+£5,3
Triptofano 1,0 74,7+5,0 70,5+24
Triptofano 1,5 75,4 £ 3,3 71,4 £6,3

N=3;+: desvio padrao.

Tabela 6 - Diametro médio e indice de polidispédsite das Np.

Amostra® Diametro (nm)° Polidispersividade
Np (sem AA) 24490 + 2,05 0,075 £ 0,02
Np L-triptofano 259,90 + 1,22 0,045 + 0,02
Np L-tirosina 269,00 + 4,90 0,130 + 0,02

N=3; +: desvio padrad® = Nanoparticulas* = didmetro médio &= indice de
polidispersividade.

Tabela 7 — Potencial Zeta das Np.

Amostra® Potencial Zeta (mV]  Potencial Zeta FA (mV)°
Np (sem AA) 1,38+ 0,16 1,83+ 0,23
Np L-triptofano -1,78 £ 0,22 -2,96 + 0,31**
Np L-tirosina -1,76 £ 0,19 -2,10 £ 0,25

N=3; : desvio padrao.
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Tabela 8 - Curva analitica do L-triptofano.

Concentragéao fig/ml) 5,0 10,0 20,0 40,0 80,0
Absorbéncia () 0,143 0,284 0,561 1,080 2,045
N=3

Tabela 9 - Curva analitica da L-tirosina.

Concentragéao fig/ml) 1,25 2,5 5,0 10,0 20,0
Absorbancia (. 0,022 0,041 0,080 0,155 0,314
N=3

Tabela 10 - Rendimento e Eficiéncia de Encapsulggfide AA/ mg Np) do processo.

Amostra R. (%) = Desvio padréo EE £ Desvio padrdo
Nanoparticulas de L-Triptofano 501 1156 £ 3,6
Nanoparticulas de L-Tirosina 52+2 30+1,2

N=3; R = Rendimento em percentual; EE = Eficiémga@ncapsulacéo.

Tabela 11 - Perfil de liberagdo das nanoparticzdasendo L-triptofano.

Tempo (h) L-Triptofano (mg/50 mg PCL)

0,0 0,0£0,0

1,0 4,61+ 0,40
3,0 5,58+ 0,15
24,0 5,68 0,22
48,0 5,6% 0,25
72,0 5,70+ 0,10
96,0 5,71+ 0,10

N=3; £: desvio padrao.
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Tabela 12 - Perfil de liberagdo das nanoparticcdasendo L-tirosina.

Tempo (h) L-Tirosina (mg/50 mg de PCL)

0,0 0,0+ 0,0

1,0 0,66+ 0,20
3,0 1,21+ 0,20
24 1,32+ 0,20
48 1,38+ 0,15
72 1,40+ 0,25
96 1,42+ 0,20

N=3;%: desvio padréo.

Tabela 13 — Percentual médio de viabilidade de BQ&pos 3 h e 24 h do estimulo
anodico em associa¢gdo com adeéNp-triptofano e L-tirosina.

Tratamento Viabilidade 3 h (%) Viabilidade 24 h (%)
Controle Np (sem CE)* 100 £ 2,2 98+44
Controle (sem CE)* 96 £5,9 100 + 8,8
Np + FA (6 77 8,2 71+15
Fluxo anodico 65+7,1 50+5,6
L-Tirosina 61+8,5 58 + 10,2
Np L-Tirosina 42 £10,4 43 +10,6
L-Triptofano 68 £ 3,6 86 £ 3,7
Np L-Triptofano 58 £ 3,7 72+1,5

N=3; £: desvio padracrA (Fluxo anddico); CE (Corrente elétrica); Np (Wparticulas de PCL). * Dados
ndo inseridos na Figura 18 e 19.



ANEXO B — MEP

99



100

Figura 37. Estrutura quimica da L-tirosina subnsetia programa SPARTAN 06 para obtencdo do Mapa de
Potencial Elétrico (MEP) sobre uma superficie d#0R.e/ud gerados numa faixa de energia entre -25 a +30
Kcal/mol e Coeficiente HOMO e LUMO. Apés andlisenfarmacional, as conformacdes mais estaveis foram
submetidas ao estudo denglepointpelo métodoab initio no nivel 6,31G*, com o intuito de gerar cargas
parciais nas moléculas.

Figura 38. Estrutura quimica do L-triptofano subideetio programa SPARTAN 06 para obtencdo do Mapa de
Potencial Elétrico (MEP) sobre uma superficie d#0R.e/ud gerados numa faixa de energia entre -25 a +30
Kcal/mol e coeficiente HOMO e LUMO. Apés andlisenfarmacional, as conformagdes mais estaveis foram
submetidas ao estudo denglepointpelo métodoab initio no nivel 6,31G*, com o intuito de gerar cargas
parciais nas moléculas.



