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ARTIGO ORIGINAL

Sistemas de Liberacdo Controlada de Crotoxina a
Partir de Matriz Polimérica: uma Alternativa para o
Tratamento de Cancer

Study of Controlled Release of Crotoxin from Polymer
Matrix: an Alternative for the Treatment of Cancer

RESUMO

Objetivo: Avaliar o sistema de liberacdo controlada de Crotoxina, uma
neurotoxina obtida do veneno de serpentes brasileiras e que apresenta
atividade antitumoral para variados tipos de tratamentos oncol6gicos, mas
que também apresenta efeitos colaterais quando aplicada de maneira
convencional, a partir de matriz polimérica - PDMA-co-VP/crotoxina.
Materiais e métodos: A analise da liberacdo controlada do farmaco da
crotoxina a partir do bioconjugado preparado foi feita através da
determinacdo da taxa de emissdo de radioatividade a partir das moléculas de
crotoxina liberadas marcadas previamente com iodo-125. Resultados e
conclusao: Pela andlise da liberacdo controlada, foi possivel observar que o
sistema em questdo mostrou-se capaz de manter sob controle as taxas de
liberagdo do farmaco por um periodo de 42 horas e ainda, que as taxas de
liberacdo foram influenciadas pela interacdo existente entre a crotoxina e o
grupo vinilpirrolidona presente no copolimero.
Palavras-chave: Liberacdo  controlada;
Tratamento de cancer.

PDMA-co-VP/Crotoxina;

ABSTRACT

Objective: Evaluate the controlled release system of chrotoxin, a neurotoxin
obtained from the venom of Brazilian snakes and has antitumor activity for
use in the treatment of various cancers, but also has side effects when
applied in a conventional manner, from PDMA-co-VP/crotoxin polymers.
Materials and Methods: The analysis of controlled release drug crotoxin
from the bioconjugate was prepared by determining the rate of emission of
radioactivity from the crotoxin released molecules arranged before and with
iodine-125. Results and conclusion: By the analysis of controlled release it
was observed that the system in question was able to keep under control the
rate of drug release for a period of 42 hours and also that the release rates
were influenced by the interaction between crotoxin and the group present in
the vinylpyrrolidone copolymer.

Key words: Controlled release; PDMA-co-VP/Crotoxin; Treatment of
cancer.
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INTRODUCAO

Apesar de toda a evolucdo da medicina,
0 crescimento do ndmero de casos de cancer no
mundo cria um quadro preocupante. De acordo
com projecBes divulgadas pelo Instituto Nacional
do Céncer (INCA) sdo
aproximadamente 500 mil casos da doenga no
Brasil em 2011." Ainda segundo o INCA, 12,7
milhdes de novos diagndsticos indicando

esperados

pacientes portadores de cancer sdo feitos no
mundo e, por ano, em média, 7,6 milhdes de
pessoas morrem vitimas desta doenca.® Mas, ndo
¢ somente a evolucdo do céncer que é
preocupante.

A industria  farmoquimica  tem
desenvolvido novos medicamentos gerando
esperanca para milhdes de pacientes com novas
técnicas para tratar a doenca, através do blogueio
dos vasos sanguineos que irrigam tumores, a
exemplo de inGmeros medicamentos existentes no
mercado, tais como, o Avastin, Erbitux,
Herceptin, Rituxan, Tarceva, entre outros.?
Porém, é fato também conhecido que o0s
tratamentos quimioterapicos para o cancer sdo
todos muito caros.®

O Brasil, oitava economia mundial, com
8.511.864 km’ de extensdio e grande
biodiversidade, tem segundo o censo de 2010, 192
milhdes de habitantes, com um percentual
consideravel vivendo abaixo da linha de pobreza.
Neste sentido, o desenvolvimento de farmacos
economicamente acessiveis a populagdo de baixa
renda de nosso pais deve se tornar uma premissa
fundamental de nossas universidades e institutos
de pesquisa.

A crotoxina, uma toxina produzida por

serpentes brasileiras, parece despontar como uma

molécula promissora no tratamento do cancer.
Contudo, como qualquer quimioterapico, possui
uma toxicidade consideravel para o ser humano.*®
Estudos da aplicacdo da crotoxina em pacientes
para tratamento de Cancer Fase I, indicam que
doses superiores a 0,21 mg/m? geram efeitos
neurotoxicos farmacocinéticos desse farmaco, ao
injetd-lo via intramuscular. No entanto, o0s
parametros farmacoldgicos permitem concluir que
24 horas ap6s a injecdo, a toxina é virtualmente
eliminada, pois os efeitos tdxicos residuais ou
toxidade cumulativa no curso do tratamento ndo
podem ser notados. Aproximadamente, 3% da
dose da toxina sdo eliminados nas trés primeiras
horas através da urina, o restante é desagregado e
absorvido como aminoacidos.®

Quando as formulagdes orais ou
injetaveis tradicionais do farmaco ndo puderem
ser usadas devido a acdo téxica do componente
bioativo, a utilizagdo de um sistema de liberacéo
controlada é o mais indicado. O sistema ideal de
liberacdo de farmacos deve ser inerte,
biologicamente  compativel,  mecanicamente
adequado, confortavel para o paciente, capaz de
propiciar o transporte elevado da droga, seguro
em relacdo a liberacdo acidental, simples de
aplicacdo e remocdo e de facil fabricagdo e
esterilizacdo.’

Os sistemas de liberagdo controlada de
farmacos sdo projetados para a administracdo de
agentes ativos por longo tempo. A concentracdo
do agente no sangue segue o perfil mostrado na
Figura 1b, constante, entre 0 maximo e 0 minimo,
por um periodo de tempo prolongado. A Figura 1
representa a comparacdo da aplicacdo de
farmacos por métodos tradicionais (Figura 1a), a
administracdo através da liberacdo controlada
(Figura 1b).
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Figura 1- Nivel do fA&rmaco no sangue em funcéo do tempo para dosagem tradicional (a) e sistema de liberacdo
controlada (b).

A utilizacdo de polimeros
biocompativeis, como transportadores de
principios bioativos para o projeto de sistemas de
liberagdo controlada de farmacos, pode contribuir
significativamente para diminuir a toxicidade de
agentes antitumorais, uma vez que estes
compostos sdo na sua maioria, desprovidos de
seletividade.?

Este trabalho, portanto, é um estudo da
liberagdo controlada da crotoxina incorporada a
matriz do copolimero NN’ dimetilacrilamida-co-
vinil pirrolidona (PDMAmM-co-VP), sintetizado
pelo grupo de pesquisa em biomateriais da
Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI).

MATERIAS E METODOS

Com a finalidade de determinar a taxa de
liberagdo controlada do farmaco, antes de ser
inserida no copolimero, a crotoxina recebeu
marcacdo com iodo-125 através de uma
modificacdo da técnica classica de marcagdo com
cloraminaT.® A reacdo de marcagdo foi realizada
a temperatura ambiente, adicionando os reagentes
seguintes:

* 5 ug de crotoxina, dissolvida em 10 pL
de tampado fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,4);

* 20 pL de tampao fosfato de sodio 0,5
M (pH 7.4);

* 30 MBq (0,8 mCi) de radiois6topo;

* 0,8 nug de cloramina T em 12 pL de
tampao fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,4);

* 5 minutos de espera;

* 1 pg de metabissulfito de sodio em 5
pL de tampao fosfato de sddio 0,05 M (pH 7,4);

* 200 pg de iodeto de potassio em 200
pL de tampdo fosfato de sodio 0,05 M (pH 7.4)
contendo 0,1% de soro albumina bovina.

A mistura de marcagdo foi purificada em
coluna de exclusdo molecular (Sephadex G- 100),
sendo a crotoxina marcada eluida em tampéo
fosfato de sédio 0,05 M, contendo 0,1% de soro
albumina bovina e 0,1% de azida sdédica. O
tracador foi armazenado a -20 °C.

Em uma segunda etapa, as pastilhas do
bioconjugado  Crotoxina-marcada/PDMAmM-co-
VP foram introduzidas em tubos contendo 10 mL
de solugdo tampdo PBS 7,4, a 37 °C. Aliquotas de
100 pL da solugdo tampdo foram retiradas nos
intervalos de tempo indicados no Quadro 1.
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Quadro 1 — Intervalos de tempo pré-determinados para a retirada das amostras da solugéo contendo o bioconjugado

Tempo(s) (5|10 (20| 40| 60 | 600 [ 1800 | 2400 | 7200

A determinacdo quantitativa da massa de funcdo do tempo, a temperatura constante de 37°C
crotoxina liberada foi realizada em todas as para duas amostras de bioconjugado, com
aliquotas, através da determinacdo da concentragdes de CT 2,5 pg de crotoxina/g de
radioatividade das amostras. PDMAmM-co-VP e 1 pg de crotoxina/g de

Todas as determinac@es foram realizadas PDMAmMm-co-VP, respectivamente.
em sistema automatico de contagem de radiacao A taxa de liberagdo constante de
gama tipo “pogo” de cristal de Nal (T1), de 3x3 crotoxina pode ser determinada a partir da
polegadas e dotado de analisador de impulsos. A inclinacdo da regido das curvas 2 (a) e 2 (b) que
janela foi ajustada para incluir a energia de 1 keV apresenta cinética de primeira ordem. Os valores
do 125I. Todas as contagens foram prolongadas o das taxas obtidos para o intervalo em que a
suficiente para reduzir o erro estatistico a menos liberacdo se deu de forma constante foram g, =
de 1 %. 4,55. 10® pg/min e q = 1,441.10® pg/min. Foi

possivel notar que a pastilha com maior
concentragcdo de crotoxina apresentou maior taxa

RESULTADOS de liberagéo.

A Figura 2 ilustra a fragdo de liberacéo
da crotoxina da matriz de PDMAmM-co-VP em
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Figura 2 — Fracdo de crotoxina liberada em fungéo do tempo de dissolugdo do sistema. (a) Amostra com concentragdo de
2,5.10°ug de crotoxina por g de DPMAm-co-VP. (b) Amostra com concentracio de 1,5.103ug de crotoxina por g de
DPMAmco- VP. % de VP no coplimero = 45%, temperatura = 37 °C, solugdo PBS, pH 7,4.

DISCUSSAO tipos séo descritos. No primeiro, o agente bioativo
Os sistemas poliméricos de liberagdo (farmaco) forma uma particula interna (carogo),
controlada por difusdo sdo os mais comuns e dois envolvida por uma barreira de difusdo inerte.
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Estes sistemas incluem membranas, capsulas,
nanocapsulas, lipossomas e fibras ocas. O
segundo tipo é um sélido monolitico no qual o
agente ativo é disperso ou dissolvido em um
polimero inerte e a difusdo do farmaco é a etapa
limitante, sendo a taxa de liberacdo dependente da
escolha do polimero. Assim, para que ocorra a
difusdo, o polimero deve se intumescer no fluido
fisiolégico, o que leva ao abaixamento da
temperatura de transicdo vitrea (Tg), tornando o
material mais plastico. Deste modo, o farmaco
contido na matriz pode se difundir para 0 meio
externo.

O tipo de transporte da crotoxina do
copolimero PDMAm-co-VP, calculado de acordo
com a lei de Fick foram na = 0,76 e nb = 0,71.
Para ambos os casos, o tipo de transporte indicado
pelo valor de n é anbmalo, sugerindo uma
interacdo entre o biopolimero (CT) e o
copolimero PDMAmM-co-VP.

O fato da taxa de liberagdo sofrer
variacdo devido & diferenca entre as
concentragdes iniciais do farmaco, ocorreu
provavelmente, porque, no caso da menor taxa de
liberagdo, o sistema  PDMAmM-co-VP/CT
apresentava maior concentragcdo de polimero e,
portanto, de acordo com a teoria da reptagéo, as
cadeias poliméricas precisaram percorrer uma
distancia maior dentro dos novelos (maiores) para
se desentrelacarem totalmente.™® Além disso, para
0 bioconjugado com taxas mais elevadas, 0
sistema deve apresentar uma pressao interna mais
acentuada, motivada por uma maior concentragéo,
provocando, dessa forma, maior velocidade de
dissolucdo do sistema e consequentemente, maior
taxa de liberacdo do componente bioativo.

A liberacdo controlada de CT da matriz
de PDMAmM-co-VP parece estar associada a
concentragdo de crotoxina presente na matriz
polimérica. Esta observagdo gera suspeitas de
presenca de interacGes intermoleculares entre o
copolimero PDMAm-co-VP e o principio bioativo
(CT).
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