ESTUDO DAS PROPRIEDADES BIOCOMPATIVEIS DO BIOCONJUGADO DE
POLI(e CAPROLACTONA)-CROTOXINA

S.G Lorenzetti.(1); O.Z Higa,(1);,M.A.P Camillo (1);,N Nascimento(1);,A.A.A de
Queiroz.(2)

(1) Centro de Biotecnologia, Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares,
IPEN/CNEN, Sao Paulo, SP, Brasil
(2) Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Itajuba, Av. BPS. 1303,
CEP.37500-903 Itajuba, Minas Gerais, Brasil. alencar@unifei.edu.br

RESUMO

Microesferas de poli(e-caprolactona) (PCL) contendo crotoxina (Cx) foram obtidas
para aplicacdo como sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Microesferas
monodispersas quanto a distribuicdo de tamanho do bioconjugado PCL-Cx foram
obtidas pela técnica de extracdo-evaporacdo de solvente de uma emulsédo O6leo-
agua. Os estudos in vitro de liberagdo da crotoxina a partir das microesferas
indicaram uma liberagdo continua e gradual, reduzindo de modo significativo a
toxicidade nativa da proteina (Cx). Os ensaios bioldgicos in vivo mostraram uma
maior perda de peso por parte dos animais que receberam Cx livre
comparativamente aos animais que sofreram implantes do bioconjugado sugerindo
uma menor toxicidade do sistema de liberagado controlada (PCL-Cx) relativamente a
proteina livre. Os resultados in vivo e in vitro obtidos confirmam o uso potencial das
microesferas de PCL bioconjugadas com crotoxina como um sistema eficiente de

liberagao de farmacos e de baixa toxicidade.
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INTRODUCAO

O polimero poli(s-caprolactona) (PCL) € um poliéster alifatico muito utilizado em

dispositivos para tratamento de lesdes e em suportes para a engenharia de tecidos.



Por sofrer biodegradacdo no fluido fisiolégico e possuir caracteristicas
biocompativeis, o PCL pode constituir um sistema de liberagdo controlada uma vez
que pode liberar um composto bioativo de interesse clinico. O objetivo de um
sistema de liberacdo controlada baseado no PCL é manter a concentracdo do
farmaco entre os niveis terapéuticos e plasmaticos por um tempo prolongado,
utilizando-se de uma unica dosagem.

As toxinas provenientes de venenos ofidicos tém sido reconhecidas como uma
importante fonte de principios bioativos e contribuido para a elucidacido de
processos bioquimicos relacionados a patologias e desenvolvimento de novos
medicamentos e reagentes de diagnéstico (1.

A crotoxina é uma proteina obtida a partir do veneno da cascavel Crotalus
durissus terrificus que tem mostrado resultados promissores no tratamento de
tumores de mama e pulmao, porém sua utilizacdo clinica fica limitada por seus
efeitos neurotoxicos. Neste sentido, os niveis séricos continuos podem ser uma
vantagem para a administragcado desta droga, mantendo a eficacia e minimizando os
efeitos colaterais. Este trabalho teve como objetivo a sintese e caracterizagdo de
micoresferas do bioconjugado PCL-Cx.

A crotoxina é responsavel por diversos efeitos biolégicos, e o de interesse
neste trabalho € sua ag&o citotdxica in vitro, conforme demonstrado em diversas
linhagens celulares tumorais de origem murina e humana ®®. Segundo Rudd et
al.(1994)® o efeito citotdxico da crotoxina é muito significativo pois promoveu 100 %
de mortalidade de células Hs578T (carcinoma de ducto mamario humano) e SK-LU-
1 (adenocarcinoma pulmonar) em ensaio in vitro. Corin et al.(1993)"") demonstraram
que a subunidade B (ou fosfolipase A2) da crotoxina esta envolvida no efeito
citotoxico em células de eritroleucemia humana. Em 2002, foi administrada em
pacientes com cancer avangado e promoveu a inibicdo no crescimento tumoral,
sendo 83% para carcinoma pulmonar, 69% para carcinoma mamario humano e 44%
para leucemia ©. No entanto, ocorreram efeitos colaterais decorrentes da
neurotoxicidade (diplopia, nistagmus, ptose papebral, miotoxicidade, sialorreia) ou
de reacao anafilatica apds alguns dias de tratamento. Assim, embora os resultados
obtidos fossem promissores, a toxicidade da crotoxina, tem limitado o interesse em
sua utilizagdo como farmaco antitumoral.

A incorporacdo da proteina Cx em um sistema polimérico de liberagao

controlada biocompativel pode contribuir para a reducédo da toxicidade da proteina



ofidica preservando ao mesmo tempo sua bioatividade com relagdo a atividade

tumoral.

MATERIAL E METODOS

Obtencao da crotoxina

O veneno de Crotalus durissus terrificus foi gentiimente cedido pelo CEVAP
(Centro de Estudos de Venenos e de Animais Peconhentos) da UNESP, Botucatu. A

crotoxina foi isolada por gel filtragdo e troca i6nica (%

. Resumidamente, a gel
filtracao foi em Superdex 75 equilibrado em tampao formiato de aménio 0,1 M, pH
3,0 e a troca anidnica em Mono Q Sepharose FF, em 50 mM Tris-HCI pH 7,8 eluida
em gradiente salino (0-0,5 M NaCl). Foi utilizado o fluxo constante de 0,7mL/min e
em ambas as etapas foram coletadas fracbes de 1 mL. A densidade Optica das
fracdes foi determinada em 280 nm. O conteudo protéico foi determinado por
método colorimétrico ', A integridade da proteina isolada foi confirmada com o
ensaio de atividade fosfolipasica (12) e analise em eletroforese de sistema

descontinuo, nao reduzido, em gel a 15% %

Obtencao do bioconjugado PCL-Cx

O polimero poli-e-caprolactona (PCL) com peso molecular de 20 kDa foi
sintetizado a partir da polimerizacdo induzida pelo iodo do monémero poli--
caprolactona de acordo com metodologia desenvolvida em nossos laboratérios (De
Arruda Almeida et al., 2004). As microesferas de PCL-Cx foram obtidas através da
técnica de extragdo-evaporagdo de solvente de uma emulsdo 6leo-agua. A fase
interna aquosa foi obtida apds a dissolugdo de uma quantidade apropriada de
crotoxina em agua destilada e deionizada.

Uma fase orgénica foi preparada apds dissolugao do polimero PCL (5% p/p)
em acetonitrila e diclorometano na proporcéao 1:1. Uma emulsao foi preparada apos
homogeneizagédo do sistema a 24.000 rpm com auxilio de um agitador tipo turbina
por 1 minuto para obter uma emulsdo primaria do tipo Agua-Oleo W4/O;.

A emulsao primaria obtida foi novamente emulsionada em uma segunda fase
oleosa constituida por isoparafina e Span80 1% (p/p) obtendo-se entdo uma
emulsédo do tipo agua-oleo-6leo W1040,. Esta foi transferida para um reator tipo

tanque agitado (950 rpm) sendo o sistema mantido sob agitagdo constante a 30 °C



por 1 hora e meia. A emulsao foi entdo diluida com 6leo de canola para evitar o
colapso das microesferas obtidas. Esta emulsao foi transferida para um béquer onde
permaneceu sob agitagdo magnética por 2 horas a 30 °C. As microesferas obtidas
foram centrifugadas e lavadas exaustivamente em hexano para remogéao da fase
oleosa.

Apds purificagdo, as microesferas foram secas a temperatura ambiente (25 °C).
A eficiéncia quanto ao encapsulamento da proteina foi determinado a partir da
diferenca de concentracdo na solugao inicial de proteina e no sobrenadante apés a
bioconjugacao.

As microesferas de PCL-Cx foram analisadas morfologicamente com o auxilio
de microscopio eletrénico de varredura (MEV) sendo a analise de distribuicdo de
tamanhos efetuada por visdo computacional utilizando-se o software especifico para

aquisicao de imagens (Hlimage ++).

Teste in vitro de liberacdo da crotoxina

Cerca de 10 mg de microesferas foram transferidas para um béquer contendo
3mL de NaOH 0.1 M, SDS 5%. O sistema foi mantido sob agitagdo a 25 °C por uma
noite a temperatura ambiente (25 °C). Apds centrifugagdo a 10.000 rpm por 5

minutos, 0,25 mL do sobrenadante foi ensaiado para dosagem protéica 7.

Teste de citotoxicidade

A toxicidade in vitro da crotoxina e das microesferas de poli-e-caprolactona
foram determinadas em células CHO-K1 utilizando MTS e PMS como indicadores da

viabilidade celular .

Ensaio de atividade bioldgica

O ensaio da atividade biologica foi realizado em sala climatizada no biotério do
IPEN. Os animais foram criados e mantidos em microisoladores dentro de uma
estante ventilada, com temperatura e unidade controladas. Receberam alimentagao
e agua ad libitum. Na toxicidade sistémica in vivo foram utilizados camundongos da
linhagem C3H, fémea, sadias, pesando em média 20 g, divididas em 3 grupos com 3
animais cada.

A crotoxina livre foi comparada com a encapsulada em microesfera e com a

solugdo salina (0,15M NaCl), com injegdes intraperitoneais diarias de 0,15 mg/gr de



peso corporeo. No grupo controle foi administrado solugao salina via intraperitoneal,
no mesmo volume que a crotoxina (0,15 mL).

O implante das microesferas foi realizado em condi¢des assépticas, em fluxo
laminar vertical, com os animais anestesiados. O material polimérico foi introduzido
logo abaixo da epiderme, e em seguida o corte foi fechado com cola cirurgica.
Durante 20 dias, os animais foram pesados diariamente e observados quanto ao seu
comportamento e aspecto fisico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 ilustra a atividade bioldgica da proteina confirmada pela atividade
fosfolipasica e a analise em gel de poliacrilamida da crotoxina obtida neste trabalho.
Portanto, a proteina isolada mostrou-se ativa e com pureza adequada para sua

utilizagcao na obtencdo do bioconjugado PCL-Cx.
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Figura 1. Grafico da atividade fosfolipasica da crotoxina purificada e analise em

eletroforese.



Analise Morfolégica e Distribuicdo de Tamanhos das Microesferas obtidas

A Figura 2 ilustra a micrografia MEV das microesferas do bioconjugado PCL-Cx
obtido neste trabalho. As microesferas do bioconjugado PCL-Cx foram obtidas com
bom rendimento (84%). Observa-se que a metodologia utilizada neste trabalho levou
a obtencdo de microesferas de baixa polidispersdo e tamanho reduzido (20 pum).
Observa-se nitidamente que as microesferas de PCL-Cx obtidas apresentam uma
estrutura compacta, sem a presenca de poros superficiais.

A distribuicdo do tamanho das microesferas PCL-Cx através do espalhamento
de luz (lazer de 488 nm, Mastersize S) mostrou uma distribuicdo unimodal, com

didmetro médio em torno de 28 um.
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Figura 2. Micrografia MEV das microesferas de PCL contendo crotoxina (A) e
distribuicdo de tamanho (B).

Ensaios in vitro de liberacdo da crotoxina

As microesferas de poli-e-caprolactona foram analisadas quanto a cinética de
liberacdo da crotoxina incorporada sendo os resultados obtidos apresentados na

Figura 3. Os estudos de liberacdo controlada demonstram que o sistema PCL-Cx



apresenta uma cinética de liberacdo de ordem zero observando-se a liberagao

acumulativa de 90% de Cr em 120 horas.
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Figura 3. Cinética de liberagao in vitro de crotoxina incorporada nas microesferas de
PCL em solugdo tamp3ao fosfato salina (PBS, pH 7,4) a 37 °C contendo 2 % (m/v) de
Tween 80®.

Teste de citotoxicidade do bioconjugado PCL-Cx

A curva de citotoxicidade obtida com células CHO-K1 é apresentada na Figura

4. O indice de citotoxicidade (ICspe) calculado foi de 650 pg/mL.
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Figura 4. Curva de citotoxicidade da crotoxina em contato com células CHO-K1.

Ensaio de atividade bioldgica do bioconjugado PCL-Cx

O indice de variacao de peso dos animais em fung¢ao das diferentes formas de
administragcao do principio bioativo foi acompanhado por 20 dias. Na Figura 5 séo
apresentadas as variagbes de peso dos grupos que receberam a administragao
diaria de crotoxina ou o implante da microesferas de liberacdo lenta. O peso dos
animais mostra que ndo houve alteragdes significativas em todos os grupos; no
entanto é perceptivel o inicio da queda de peso do grupo injetado com crotoxina
livre. Em todos os grupos nao foram observadas alteracbes comportamentais
evidentes. Também nao ocorreram reacgdes inflamatérias no local do implante das

microesferas do bioconjugado PCL-Cx.
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Figura 5. Grafico da variagdo do peso dos animais injetados com solugao salina

crotoxina livre ou implantado com microesferas de liberagdo continua de crotoxina.

CONCLUSOES

A utilizacdo de microesferas para a obtencdo de sistemas de liberagao
controlada de farmacos representa um importante avango na tecnologia
farmacéutica. Estes sistemas se caracterizam pelo tamanho reduzido das particulas
e compartimentalizagdo dos principios bioativos em ambientes restritos, podendo,
com isso, direcionar o farmaco para regides especificas favorecendo sua interagéo
com o sistema biolégico.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a incorporacdo da
crotoxina em microesferas biodegradaveis de PCL reduziu significativamente a
toxicidade da proteina ofidica sem contudo, alterar sua atividade biolégica. Séo
resultados promissores e estdo sendo utilizados como ponto de partida para
investigar novos sistemas de liberagdo de crotoxina em escala mais reduzida tais
como nanoesferas biodegradaveis de PCL como novas alternativas para a
administracao desta proteina. Ressalta-se entretanto que, as microesferas de PCL-
Cx ainda necessitam ser submetidas a ensaios para avaliacdo da neurotoxicidade

local de forma a garantir sua utilizacao segura na pratica clinica.
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STUDY OF THE BIOCOMPATIBLE PROPERTIES OF THE POLY(e
CAPROLACTONE)-CROTOXIN BIOCONJUGATE

ABSTRACT

Poli(e caprolactone) (PCI) microspheres with incorporated crotoxin (Cx) were
prepared for the composition of a controlled drug delivery system. The
monodispersed microspheres of the macromolecular bioconjugate PCI-Cx were
obtained by the extraction evaporation technique of the solvent in an oil-water
emulsion. The in vitro study of Cx release from the microspheres indicated a gradual
and continuous release, reducing in a meaningful way the native toxicity of the
protein. The in vivo biological assay pointed out a higher loss of weight in the group
of animals injected with free Cx in comparison with the group of animals implanted
with the PCL-Cx bioconjugate. This fact suggests a minor toxicity of the controlled
release system of PCI-Cx relatively to the free protein. The results of the biological
tests showed the potential use of PCL microspheres bioconjugate with Cx in an

effective delivery system with decreased toxicity.

Key-words: Poli(¢ caprolactone) , crotoxin , bioconjugate , microspheres , antitumoral

activity



