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RESUMO

O encapsulamento de complexos metalicos em nanoparticulas de acido poli latico-
co-glicélico (PLGA) constitui uma inovagao promissora para o desenvolvimento de terapias
mais eficazes e direcionadas, especialmente no ambito dos metalofarmacos. Neste estudo,
investigamos a encapsulacdo de um complexo de Ruténio em particulas biodegradaveis,
avaliando suas propriedades fisico-quimicas. As nanoparticulas obtidas foram caracteriza-
das por espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e Espalhamento de Luz Dinamico (DLS).
Os experimentos mostraram que, antes da centrifugagéo, o didmetro médio das particulas
era de 303,4 nm % 5,925 nm, apresentando um indice de polidispersédo (PDI) de 0,141 +
0,019. Apoés o processo, o diametro foi reduzido para 260,2 nm + 4,609 nm e o PDI para
0,099 £ 0,035, indicando uma maior uniformidade. A eficiéncia de encapsulamento alcangou
99% demonstrando que o método utilizado possibilitou a maxima incorporagdo do complexo
de Ruténio. A liberagdo do complexo encapsulado revelou um perfil gradual caracteristico
de sistemas de liberacao controlada. Esse comportamento favorece a administracao sus-
tentada do composto, reduzindo a necessidade de doses frequentes e minimizando efeitos
colaterais. Dessa forma, este estudo evidencia a viabilidade do uso de nanoparticulas de
PLGA para a encapsulagéao de complexos de Ruténio, apresentando alta eficiéncia e um
perfil de liberagao favoravel.

Palavras-chave: metalofarmacos, complexos, metais de transi¢éao, polimeros, siste-
mas de liberagao.



ABSTRACT

The encapsulation of metal complexes in poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) nanopar-
ticles is a promising innovation for the development of more effective and targeted thera-
pies, especially in the field of metallopharmaceuticals. In this study, we investigated the
encapsulation of a Ruthenium complex in biodegradable particles, evaluating their physico-
chemical properties. The nanoparticles obtained were characterized by Ultraviolet-Visible
Spectroscopy (UV-Vis) and Dynamic Light Scattering (DLS). The experiments showed that,
before centrifugation, the average diameter of the particles was 303.4 nm £ 5.925 nm,
with a polydispersity index (PDI) of 0.141 + 0.019. After the process, the diameter was
reduced to 260.2 nm * 4.609 nm and the PDI to 0.099 + 0.035, indicating greater uniformity.
The encapsulation efficiency reached 99%, demonstrating that the method used enabled
maximum incorporation of the ruthenium complex. The release of the encapsulated com-
plex revealed a gradual profile characteristic of controlled release systems. This behavior
favors sustained administration of the compound, reducing the need for frequent doses
and minimizing side effects. Thus, this study demonstrates the feasibility of using PLGA
nanoparticles to encapsulate Ruthenium complexes, showing high efficiency and a favorable
release profile.

Keywords: metallodrugs, complex, transition metals, polymers, release systems
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1 INTRODUCAO

O céncer, também conhecido como tumor maligno, representa um dos grupos de
doencgas que mais impactam a populagcado contemporanea. Essa condi¢ao se caracteriza
pelo crescimento desordenado de células, resultante de modificagées na estrutura genética,
denominadas mutac¢des. Dentre os farmacos empregados na quimioterapia, destaca-se
a cisplatina, cuja descoberta, ocorrida na década de 1960, possibilitou a ampliacdo das
investigacoes sobre a utilizagdo de compostos metalicos no tratamento quimioterapico.
(MEDICI, 2015).

Os complexos metalicos de transicdo tém sido amplamente empregados como
agentes antitumorais e anti-inflamatoérios. Nesse cenario, um nimero crescente de pesquisas
se concentra em investigar as diferentes metodologias de sintese e cristalizagdo desses
compostos, uma vez que eles sdo sensiveis a alteragbes nesses processos, como a
exposicao a luz, a temperatura e o pH, que podem influenciar o inicio de reacdes de
oxirredugao. Diante desses aspectos, é fundamental avaliar a estabilidade do farmaco sob
diferentes condigdes fisicas e quimicas. (LAZARIN, 2014).

Dessa maneira, a utilizacdo de compostos metalicos, como os de Ruténio, para a
producao de metalofarmacos tem suscitado consideravel interesse nas reag6es perten-
centes a familia dos complexos poliaminocarboxilato com 6xido nitrico (NO), uma vez que
investigagcbes anteriores demonstraram que essa categoria atende a maioria dos critérios
necessarios, especialmente para a obtencao de doadores e sequestradores eficientes de
NO em sistemas biol6gicos (STEPANENKO, 2022). Entre esses compostos metalicos (M)
promissores, destacam-se os complexos da familia do ruténio, acompanhados por seus
ligantes (L).(Figura 1).

Figura 1 — Estrutura do complexo metalico de transicao com seus possiveis ligantes

< (NH2)2CO, OH < oxalato, malonato, Oz < H20 < NCS < py < NH3
< en, (SO3)2 < bipy < phen < NO2 < PPhs < CHs, CsHs < CN < CO

L=1<Br<S2<SCN<CI<NO2, OPCl3 < N3 < F < (CH3).SO
L/ \

T
M
| ™
L

Autoria prépria, 2025

Neste estudo, sera empregado um complexo [Ru(L;)(L,)] para a avaliagao fisico-
quimica e este complexo sera encapsulado em nanoparticulas poliméricas de PLGA. Em
seguida, serao conduzidas andlises referentes ao tamanho das particulas e a eficacia do
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encapsulamento, o que permitira determinar a aplicabilidade e a eficiéncia do polimero
utilizado.

Com base nos resultados obtidos, sera viavel estabelecer a liberagdo do complexo
em analise ao longo do tempo, além de avaliar a necessidade de protecdo contra a exposi¢cao
a luz durante seu armazenamento e em possiveis aplicagdes. Este estudo também se
prop6e a investigar o efeito do encapsulamento do composto na protecao contra estimulos
luminosos, quando estes estiverem encapsulados em nanoparticulas de PLGA.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho visa encapsular o complexo de Ruténio em nanoparticulas de PLGA,
avaliar as caracteristicas das nanoparticulas produzidas para utilizacdo como metalofarmaco
e a partir desses resultados sera possivel avaliar suas potenciais aplicagoes.

2.1 Obijetivos especificos:

» Encapsular o complexo metalico em nanoparticulas de PLGA;
* Avaliar as propriedades fisico-quimicas do complexo;

» Caracterizar as nanoparticulas com o complexo espectroscopicamente, avaliando o
tamanho das particulas, seu perfil de liberacao e eficacia de encapsulamento.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Cancer e o uso em metaloterapia

Um dos grupos de patologias que mais impacta a populagédo atualmente € o cancer
(ou neoplasia maligna), caracterizado pelo crescimento descontrolado de células resultante
de alteragGes na estrutura genética dessas células, conhecidas como mutagées. A etiologia
do cancer pode ser atribuida a fatores externos, como o ambiente, a qualidade de vida e
0s habitos, bem como a fatores internos, que incluem predisposi¢des genéticas. Existem
diversos fatores de risco que elevam a probabilidade de desenvolvimento da doenga, como
o tabagismo, o alcoolismo, a exposicdo a radiacdo solar, entre outros (MINISTERIO DA
SAUDE).

Dessa forma, os tratamentos mais frequentes para as neoplasias incluem quimio-
terapia, radioterapia e intervengdes cirurgicas, variando conforme o cancer e seu estéagio
de desenvolvimento. Em virtude da elevada incidéncia de efeitos adversos associados
aos farmacos convencionais, a utilizagao de quimioterapicos que contém metais em sua
composicao tem se expandido de maneira significativa ao longo dos anos. Tal crescimento
se justifica pelo fato de que os ions metalicos oferecem um controle preciso quando seus
ligantes sé@o selecionados de forma adequada, resultando em um eficaz direcionamento do
farmaco (NETO, 2022).

Dessa forma, as pesquisas vinculadas a complexos metalicos, incluindo aqueles
com cobre, ouro, zinco e, em particular, ruténio, estdo em crescimento, visando apresentar
opg¢odes alternativas a cisplatina, um medicamento amplamente reconhecido por seus varia-
dos efeitos adversos. Esses metais apresentam propriedades singulares, com potenciais
antitumorais e citotoxicos promissores (LUCACIU, 2022).

3.2 Metalofarmacos

Metalofarmaco refere-se ao conceito que categoriza substancias quimicas com
propriedades terapéuticas, constituidas por ions metalicos associados a ligantes organicos.
Esses complexos metalicos conseguem modificar processos bioquimicos e celulares por
meio de sua interacdo com alvos biolégicos, razdo pela qual tém ganhado relevancia no
tratamento e diagndstico de diversas patologias (BOROS, 2020). Os compostos conseguem
se ligar de forma seletiva a alvos biomoleculares, impactando os mecanismos celulares de
proliferagéo; muitos desses complexos demonstraram propriedades anticancer promissoras,
como os complexos de Platina. (LUCACIU, 2022).

Esses compostos a base de platina tém grande relevancia no tratamento do cancer
devido as suas caracteristicas singulares no desenvolvimento de agentes quimioterapicos,
incluindo propriedades termodinamicas, cinéticas e geométricas que favorecem a interagao
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com diversos ligantes. A identificagdo das propriedades citotdxicas desses compostos
foi fundamental para o progresso de farmacos antitumorais que utilizam metais, uma
vez que os efeitos anticancer envolvem processos complexos de acumulacao celular,
resisténcia, biodistribuicdo e toxicidade, englobando alvos e mecanismos distintos em cada
caso (BRABEC, 2017).

Inicialmente os farmacos a base de platina ganharam maior relevancia e aplicagao
a partir da década de 1960, em decorréncia da descoberta acidental de um dos agentes
quimioterapicos mais eficazes: a cisplatina. Este composto atua no DNA, afetando tanto
células neoplasicas quanto saudaveis, 0 que pode resultar em efeitos colaterais significativos,
como a supressao da medula éssea, disturbios gastrointestinais, bem como toxicidades
renal, hepética, auditiva e neuroldgica. Ademais, muitos tumores desenvolvem resisténcia a
cisplatina ap6s multiplos ciclos de quimioterapia, possivelmente devido ao aprimoramento
das vias de reparo do DNA, desintoxicagcao do farmaco ou alteragdes nos processos de
absorg¢ao e eliminagcao do mesmo. Novos complexos de platina com ligantes distintos estao
sendo constantemente sintetizados com o intuito de aumentar a eficacia da cisplatina e
identificar alternativas mais eficazes. (MEDICI, 2015).

Os compostos de platina estabelecem interagdes com diversos alvos celulares,
sendo a ligacdo ao DNA um fator essencial para suas propriedades antineoplasicas. Nesse
contexto, o desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos e abordagens terapéuticas
visa modificar a resposta celular por meio da alteracdo da natureza e da estrutura das
lesdes no DNA, das mudancgas conformacionais resultantes dessas lesdes e das vias de
sinalizagéo celular ativadas pelo dano induzido pela platina (BRABEC, 2017).

Com o éxito da cisplatina, foram aprofundados os estudos com complexos metalicos
visando avaliar seu potencial antitumoral. Esses novos agentes frequentemente demons-
traram apresentar menor toxicidade, maior eficacia e/ou maior eficiéncia contra diversos
tipos de neoplasias. Dentre os farmacos mais reconhecidos, destacam-se a carboplatina,
oxaliplatina, nedaplatina, heptaplatina, lobaplatina, além de compostos a base de cobre e
complexos de ruténio (LUCACIU, 2022).

Os complexos de ruténio tém emergido como metais promissores para o desenvolvi-
mento de novos agentes terapéuticos, com um aumento significativo de interesse a partir
da década de 1980, quando compostos analogos demonstraram atividade anticancerigena
em modelos animais. Apesar de a atividade antitumoral inicial desses compostos ter sido
limitada pela sua baixa solubilidade, o complexo em questao revelou eficacia contra neo-
plasias primarias e metastéaticas, apresentando menos efeitos colaterais em comparagao
a cisplatina. A substituicao de ligantes nesses compostos confere elevada estabilidade
cinética e previne reagdes de equilibrios rapidos, de maneira analoga ao que se observa
com a platina (MEDICI, 2015).
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3.3 Compostos metalicos de Ruténio

A principio o elevado interesse nos complexos metalicos de Ruténio decorre de suas
propriedades biolégicas, fotofisicas, cataliticas e eletrénicas, além de seu potencial em di-
versas aplicagdes terapéuticas, uma vez que interagem com o DNA, enzimas e membranas
celulares, levando a morte celular (MITAL, 2018). No campo da saude, esses compostos
sao reconhecidos como potenciais agentes terapéuticos nas areas de oncologia, parasito-
logia, microbiologia e angiologia, sendo especialmente notaveis nesta ultima devido aos
seus efeitos hipotensores e vasodilatadores (DE OLIVEIRA NETO, 2022). Adicionalmente,
existem caracteristicas que ressaltam esses complexos, como o impacto do estado de
oxidacao na distribuicdo do farmaco, propriedades de coordenagao analogas as do ferro, a
possibilidade de até seis sitios de coordenag¢do com facilidade na troca de ligantes, e uma
menor toxicidade em comparacao a medicamentos ja existentes, além da disponibilidade de
estados de oxidacao (Il e Ill) distintos e acessiveis em meio fisiologico. (BARROZO, 2022).

O Ruténio geralmente se encontra no estado de oxidacgao Ill, e 0 mecanismo de agao
proposto envolve a ativacao por reducao, onde o transporte desses compostos é realizado
para o interior da célula por meio da transferrina, albumina ou outra biomolécula, tendo
como alvo o DNA. Essa interacao entre o DNA e os complexos metélicos é fundamental
para as propriedades terapéuticas desses compostos, incluindo a atividade antitumoral
(BARROZO, 2022). Ademais, outros mecanismos de acao do Ruténio incluem a regulacao
do ciclo celular, que se refere ao acumulo de células no intervalo entre a duplicagdo do DNA
e o inicio da mitose, e a superexpressao da matriz extracelular, que dificulta a migragao de
células cancerigenas para vasos e tecidos adjacentes (COELHO, 2023).

Os complexos séo estabilizados no organismo por meio de transportadores proteicos,
como a transferrina sérica ou albumina. Essas biomoléculas sao utilizadas para solubilizar
e conduzir ions de ferro no meio intracelular. Considerando que o Ru3* possui consideravel
semelhanca bioquimica com o Fe3*, o ruténio pode entrar na célula por esse mesmo
mecanismo. Além disso, os compostos também podem penetrar na célula através de
endocitose e difusdo passiva. Ao se deslocar para o interior celular, o ruténio pode interagir
com o nucleo, sendo este um dos principais mecanismos de acao; no entanto, também
pode afetar as mitocondrias, inibir quinases e topoisomerases, e bloquear o ciclo celular
(COELHO, 2023).

A interacdo com as mitocondrias desempenha um papel crucial na atividade antineo-
plasica do ruténio, uma vez que ele apresenta mecanismos pré-apoptoticos ao se relacionar
com essa organela, como a despolarizagao do potencial de membrana mitocondrial e a
geracao de espécies reativas de oxigénio. Experimentos realizados in vivo demonstraram
que os complexos de ruténio apresentaram uma acumulacdo em células tumorais doze
vezes superior a observada em células saudaveis, evidenciando uma maior absorgao do
metal por células cancerigenas (COELHO, 2023).
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Conforme afirmado por MITAL, M., existem desafios a serem superados para apri-
morar as propriedades fisico-quimicas dos complexos de Ruténio. Esses compostos devem
possuir caracteristicas de alta permeabilidade através das membranas celulares, acumula-
¢ao no interior das células, um mecanismo de agao seletivo e baixa toxicidade para células
eucarioticas saudaveis, além de boa solubilidade em agua e alta estabilidade (MITAL, 2018).

3.4 Oxido Nitrico

O Oxido Nitrico € uma molécula gerada pela converséo da L-arginina em L-citrulina
e NO, mediada pela enzima éxido nitrico sintase (NOS). Existem trés tipos de isoenzimas:
as isoformas endotelial e neuronal, dependentes da concentracdo de Ca’* e expressas
em diversos tecidos, e a isoforma indutivel, ativada por estimulos pré-inflamatérios e ndo
depende de Ca?t. O Oxido Nitrico exerce um papel crucial no organismo, atuando no
controle da pressao arterial, nas respostas imunolégicas, na neurotransmissao e na agao
antioxidante, podendo tanto inibir quanto estimular o crescimento tumoral, conforme a
sua taxa de liberagao, o tipo celular e a concentracéo local (TFOUNI, 2012). Os efeitos
associados ao Oxido Nitrico s&o influenciados pela concentracéo celular: em niveis baixos,
apresenta efeitos benéficos e diversas vantagens ao organismo, enquanto em concentragoes
superiores a 200 nm torna-se toxico, provocando morte celular por apoptose (STEPANENKO,
2022).

Compostos que doam Oxido Nitrico (NO) tém sido frequentemente utilizados em
farmacos ativados por processos fotoquimicos. Esses complexos se ligam covalentemente
a um metal de transi¢ao, garantindo estabilidade térmica, e sdo entdo administrados ao
paciente, podendo ser deslocados de maneira controlada para a area desejada por irra-
diacao local proveniente de um sistema de irradiacdo a laser ou com a assisténcia de
fibras oOticas. Desse modo, um complexo de metal de transigdo pode operar como uma
pré-droga ou uma molécula transportadora do farmaco, liberando o medicamento por meio
de clivagem e substituicao fotoquimica. No contexto da pré-droga, a substancia é gerada
por um processo fotoquimico, tipicamente envolvendo uma reagao redox entre um ligante
precursor do farmaco e o centro metalico (CARLQOS, 2007).

Ademais, existe um terceiro mecanismo envolvendo a ligagcdo com NO, onde ocorre
a fotoliberagéo do radical NO, crucial para regides hipdxicas, e outros mecanismos podem
induzir um efeito sinérgico, potencializando a acéo fotodinamica. E viavel descrever o NO
como um agente anticancerigeno, uma vez que demonstrou capacidade de destruicdo
tumoral ao ser utilizado em conjunto com irradiacdo UV-Vis em um composto de NO
(BARBOSA, 2017). O objetivo final da liberacao de NO por fotélise é estimular sua producao
por meio de irradiagdo com luz, adequando-se a janela fototerapéutica, resultando em uma
maior capacidade de penetracdo na pele, o que pode ser relevante na terapia clinica nao
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invasiva (DA ROCHA, 2008).

No estudo conduzido por CARLOS, R.M., foi abordada a atuacdo de compostos
Ru-NO como pré-drogas, sendo esperado que o centro metalico funcione como agente
redutor em relagao ao ligante nitrosilo apds o processo de transferéncia de elétrons, seguido
por uma reacao de solvolise resultante na liberacdo do farmaco e na formacao de um
complexo de Ru(lll) estavel termicamente, conforme ilustrado na equagéo abaixo:

L — Ru™ — NO* — L — Ru"T — NO° 28, RyTIT | NOO

3.5 Reacoes fotoquimicas e os sistemas de liberacao

As reacdes fotoquimicas consistem em transformag¢des quimicas que se realizam
por meio da absorgao de radiacao eletromagnética (DE LIMA, 2015). A investigacao das
reacoes fotoquimicas em farmacos contribui para a elaboragéo e a distribuicdo mais eficaz
desses compostos, sendo que as pesquisas estdo focadas em analisar a resisténcia, a
toxicidade e a otimizacao da agao terapéutica no local alvo (CARLOS, 2007).

Nos processos fotoquimicos, o método pelo qual espécies citotoxicas ativas sao
geradas a partir de pro-drogas néo téxicas de maneira controlada € denominado foto-
ativacao, que representa o principio fundamental da terapia fotodindmica (TFD). Nesta
abordagem, o fotossensibilizador € ativado pela luz, levando a reagbes de transferéncia
de elétrons para biomoléculas, resultando na formacao de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Alternativamente, pode ocorrer a transferéncia de energia para o oxigénio molecular
(30,), resultando na formagéo de oxigénio singlete (10,). Este processo é energeticamente
eficiente, pois cada molécula de fotossensibilizador pode gerar mais de 10.000 moléculas de
oxigénio singlete apds a exposicao a luz, causando danos a biomoléculas como proteinas
intracelulares e membranas celulares (MITAL, 2018).

A utilizagdo de farmacos em conjunto com sistemas de liberagéo (Drug Delivery
Systems - DDS) oferece diversas vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de
administragdo, como a potencializagédo da eficacia, redu¢ao das dosagens necessarias,
mitigacao da toxicidade do principio ativo e direcionamento especifico, resultando em uma
maior adesao ao tratamento e em um aumento do conforto do paciente (RODRIGUES,
2017; FERREIRA, 2011). Entre os beneficios, ressalta-se também o controle aprimorado
sobre a liberagdo do farmaco, a diminuicdo de doses toxicas, o direcionamento para
alvos especificos, a obtencéo de altas concentracées do farmaco na regido desejada, a
ampliacao do intervalo entre as doses e a diminuicdo dos efeitos colaterais. Contudo, é
importante destacar que, entre os efeitos adversos, em situagdes de irritagao ou intolerancia,
a interrupgao do tratamento pode se tornar inviavel (BIZERRA, 2016).

Para garantir a estabilidade da estrutura do farmaco durante sua preparagéo e admi-
nistracdo, de modo a viabilizar a entrega no local almejado, pode ser necessaria a utilizacao
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de estimulos externos. Entre as técnicas mais promissoras, destaca-se a irradiagdo com
luz, um método nao invasivo, com parametros ajustaveis, que, em determinadas situacoes,
consegue degradar nanoparticulas apenas por meio de um feixe luminoso. Além dos as-
pectos relacionados a farmacodinamica, farmacocinética e as condigdes fisico-quimicas
do medicamento, ao analisar o tempo de permanéncia do farmaco no organismo dentro
de um sistema de liberacado controlada, € imperativo considerar também o tamanho da
nanoparticula, em razao da interferéncia que pode ocorrer em fungao da presencga ou
auséncia do principio ativo no local desejado (FIGUEIREDO, 2018).

3.6 Nanoparticulas poliméricas e PLGA

As nanoparticulas apresentam atualmente um potencial significativo para a entrega
direcionada de farmacos, produzidas com polimeros de origem natural ou sintética, os quais
devem possuir propriedades de biocompatibilidade e/ou biodegradabilidade (RODRIGUES,
2017). Pesquisadores enfrentam diversos desafios ao empregar nanoparticulas para a
liberacao de farmacos, tais como questdes relacionadas a estrutura, tamanho, composi¢ao
e estabilidade; além de outros parametros que impactam nas caracteristicas, incluindo a
composigao do polimero, a taxa de homogeneizagédo e os métodos empregados (MELO,
2016).

As nanoparticulas poliméricas sao estruturadas na forma de nanocapsulas ou nano-
esferas (Figura 2). Nas nanocapsulas, o farmaco pode ser localizado na parede do invélucro
polimérico e/ou no nucleo oleoso, enquanto nas nanoesferas, o farmaco pode ser retido ou
adsorvido na matriz polimérica, uma vez que estas ndo contém éleo em sua composicao
(SCHAFFAZICK, 2003).

Figura 2 — Estrutura das nanocapsulas e nanoesferas

Nanocapsulas Nanoesferas
Q @)
Parede —p¢ 0 O O 5 CB O O M — Matriz
polimérica @) A £ g) 00 polimérica
oo A 0808 OOSD o
oleoso / o © O
Farmaco Farmaco

SCHAFFAZICK, 2003

Para caracterizar as suspensdes de nanoparticulas, é imprescindivel analisar as-
pectos como a distribuicdo do tamanho das particulas, a avaliagado morfoldgica, a cinética
de liberagao do farmaco, a determinacao da quantidade de farmaco incorporada na nano-
particula, a mensuracédo do potencial zeta, a andlise do pH e a estabilidade ao longo do
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tempo de armazenamento. A liberagao do principio ativo esta relacionada a difusdo deste
farmaco através da matriz das nanoesferas ou da parede polimérica das nanocapsulas, a
liberagdo na superficie das particulas, a interacédo entre os processos de erosao e difusao
ou ao desgaste da matriz polimérica (SCHAFFAZICK, 2003).

Durante o periodo de armazenamento, pode ocorrer a aglomeracao de particulas,
resultando em sedimentacdo. Para prevenir essa eventualidade, € fundamental avaliar
as condi¢cbes de armazenamento e os fatores que influenciam a estabilidade, como a
presenca de tensoativos adsorvidos, a afinidade das moléculas ativas com a superficie das
nanoparticulas, além dos parametros fisico-quimicos, incluindo o potencial zeta, o teor de
principio ativo, o tamanho das particulas, o pH e a distribuicado da massa molar do polimero
(SCHAFFAZICK, 20083).

Em diversas situagdes, em virtude da baixa estabilidade fisico-quimica, a aplicagao
industrial é restringida pela necessidade de prolongados periodos de armazenagem. Para
aprimorar a estabilidade das nanoparticulas, sao utilizados métodos como a liofilizagao
— que envolve a remocao da agua por meio de sublimagdo — e a nebulizacdo — que se
refere a secagem da solugao ou suspensao através de um orificio otimizado para a camara
de secagem, resultando em goticulas e, consequentemente, na geracao de pos finos ou
granulados (SCHAFFAZICK, 2003).

Existem dois mecanismos distintos para a liberagdo do farmaco no organismo: difu-
sao e erosao. A difusao se da por meio do gradiente de concentragao, onde o principio ativo
esta distribuido de forma homogénea em uma matriz ou envolto em um filme, ou membrana
polimérica. Em certas situacdes, pode ocorrer a utilizacao de polimeros inadequados para
a veiculacao de substancias, resultando na difusao do ativo por meio da rede polimérica.
Por outro lado, na erosao, o controle quimico se realiza pela degradagao da matriz, sendo
que a escolha do polimero impacta diretamente na taxa de liberacdo. Ademais, existe um
terceiro mecanismo em que o principio ativo se encontra disperso ou dissolvido na matriz,
mas nao se difunde; neste caso, a ativagao ocorre por solvente, levando a fragmentacao
das cadeias poliméricas por meio da clivagem das ligagdes intermoleculares, resultando na
liberacao do farmaco durante o processo de degradacao (BIZERRA, 2016).

O acido poli (latico-co-glicolico), comumente designado como PLGA (Figura 3), € um
polimero sintético obtido por meio de reacdes de condensacao entre 4cido latico e acido
glicdlico. Sua estrutura quimica é determinante para o curto tempo de degradacao por meio
de hidrélise (Figura 4). A principal vantagem dos microssistemas ou nanossistemas que
incorporam PLGA reside na liberagao controlada de farmacos, permitindo a entrega de
quantidades constantes ao longo de periodos que podem variar de minutos a meses (MELO,
2016).
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Figura 3 — Estrutura do monomérica do acido poli (latico-co-acido glicélico) e seus precursores
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Figura 4 — Produtos da hidroélise do acido poli (latico-co-acido glicolico)
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A liberagao dos farmacos transportados por este dispositivo ocorre por meio de
difusdo e/ou erosao do polimero, que pode se manifestar através da erosdo homogénea
(de massa) ou erosao heterogénea (por superficie), ou ainda por uma combinagao de
ambos 0s mecanismos. Na erosdo homogénea, a taxa de absorgao de agua no sistema é
superior a degradacao da massa do polimero, o que mantém o sistema umido e favorece a
quebra das cadeias poliméricas ao longo de todo o dispositivo. Em contraste, no sistema de
erosao heterogénea, a absorcao de agua é mais rapida do que a degradacao da massa
do polimero, resultando em uma degradacao restrita a superficie do polimero, afetando
apenas as camadas externas e nao a parte interna do material. O PLGA pode, ademais,
sofrer degradacao hidrolitica em decorréncia da erosédo de sua parte volumosa, levando
a formagéo de agua e diéxido de carbono por meio do intermediario de acido lactico e
mondémero de acido glicélico (MELO, 2016).
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O PLGA se destaca por suas caracteristicas de biocompatibilidade e biodegrada-
bilidade, uma vez que sua hidrélise resulta na formacéo de 4cido lactico e acido glicolico,
substancias que sao rapidamente metabolizadas pelo ciclo de Krebs, gerando produtos com
baixa toxicidade. As propriedades fisico-quimicas do PLGA sao afetadas por variaveis como
viscosidade intrinseca, massa molecular e resisténcia mecanica, que regulam e influenciam
a taxa de biodegradacédo do polimero e de hidrélise (MELO, 2016). Ademais, o PLGA
apresenta beneficios como a protecao dos farmacos contra degradagao, a possibilidade de
direcionamento em células ou 6rgaos especificos, a eficacia na liberacao sustentada dos
farmacos, o favorecimento do transporte de macromoléculas e micromoléculas, além da
viabilidade de alteragdes na superficie polimérica (SUBRINHO, 2019).

Este polimero é comumente obtido através da técnica de evaporag¢ao de emulsao-
solvente — uma emulsao de éleo em agua — que possibilita a encapsulacao de farmacos
hidrofébicos. Essa abordagem envolve a dissolugao do polimero e do composto/farmaco em
um solvente organico volatil, como a acetona, seguida da adi¢ao gradual de agua ao sistema,
permitindo a evaporacao do solvente e, apds o processo de centrifugacao, a recuperacao
das nanoparticulas. Outras metodologias empregadas incluem a dupla emulsificacdo —
agua/dleo/agua — que favorece a encapsulacao de farmacos hidrofilicos, como proteinas e
acidos nucleicos, além do método de nanoprecipitacao, também denominado método de
deposigéao interfacial (MELO, 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Fotoquimica e Nanobiotecno-
logia da Universidade de Brasilia (UnB-FCTS), utilizando principalmente os equipamentos
Espectrofotdmetro UV-visivel da marca Hitachi modelo U3900-H ou Perkin Elmer modelo
Lambda 20, equipamento de espalhamento dindmico de luz, modelo Zetasizer Nano ZS
da Malvern Instruments e Sistema de laser da marca Cube e outros equipamentos de
menor porte disponiveis no laboratério conforme a necessidade avaliada ao longo dos
experimentos.

4.2 Métodos
4.2.1 Sintese de nanoparticulas de PLGA

Para a sintese das nanoparticulas foi utilizada a técnica emulsao-solvente, onde
0,0524g de PLGA foram dissolvidos em 10 mL de diclorometano (CH,Cl,), na sequéncia
foi adicionado uma pequena quantidade do fotossensibilizador berberina, o qual havia sido
solubilizada previamente em 2 mL de alcool etilico. Na fase aquosa o élcool polivinilico (PVA)
e 0,05049g de quitosana foram adicionados com o intuito de otimizar a qualidade do encap-
sulamento. Apés a adicao de 0,0508g do complexo de Ruténio, a solugdo foi mantida sob
agitacao por 24 horas e protegida da luz. Em seguida, empregando-se agitagcado mecanica
vigorosa, a solucao organica foi emulsificada com a fase aquosa, seguido da evaporagao
do solvente. O conteudo remanescente foi transferido para eppendorfs, sendo que um
deles foi reservado para a realizagdo de testes com a amostra antes da centrifugagéo. As
amostras foram submetidas a centrifugacao para a obtengao das nanoparticulas. Aliquotas
do sobrenadante foram retiradas para analise e o precipitado contendo nanoparticulas foi
recolhido e reservado para procedimentos subsequentes.

4.2.2 Tamanho de particulas

A amostra que inclui as nanoparticulas contendo o complexo metalico encapsulado
em PLGA foi submetida a uma analise da distribuicao de tamanho utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS da marca Malvern Instruments. Este dispositivo é utilizado para men-
surar a dimensao das particulas em sistemas coloidais dispersos com diametro na faixa
nanomeétrica, por meio da técnica de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS). Para essa
andlise, a temperatura foi de 25°C, viscosidade de 0,8872 cP. e duragao de 80 segundos.
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4.2.3 Estudos de perfil de liberagao

Para a avaliagéo do perfil de liberagdo do complexo a partir das nanoparticulas,
a amostra foi submetida a uma analise por meio da espectroscopia na regidao do UV-
Vis, empregando o Espectrofotdmetro da marca Hitachi U-3900. Os experimentos foram
conduzidos ao longo de um periodo de 6000 segundos (1,6h), no comprimento de onda fixo
de 280 nm, utilizando cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm e 2 mL da amostra.

4.2.4 Avaliagao da eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento (%EE) foi avaliada através do sobrenadante aquoso
obtido na producao das nanoparticulas. Este parametro foi determinado conforme a equacao
1, em que Qa indica a quantidade de substancia encapsulada e Qt refere-se a quantidade
total de substancia utilizada.

EE:%X].OO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Resultados
5.1.1 Dimensao das Nanoparticulas

As nanoparticulas de Ruténio encapsuladas em PLGA foram separadas em duas
amostas, uma amostra antes e outra apds o processo de centrifugagdo. A amostra ante-
rior ao processo de centrifugagao, denominada amostra 1, exibe uma coloragao turva e
levemente amarelada, composta por nanoparticulas e pelo sobrenadante. Esta aparéncia
€ atribuida a presenca de residuos no solvente utilizado. Na Tabela 1 e na Figura 1, séo
apresentadas a distribuicdo de tamanho das particulas (d. nm) e o indice de polidispersao
(Pdl); as particulas obtidas apresentaram um diametro médio de 303,4 (£5,9 nm) e um Pdl
de 0,141 (£ 0,019). O software do equipamento gerou, ao final da analise, um relatério que
considerou a qualidade dos resultados como boa.

Tabela 1 — Avaliacao do diametro médio das nanoparticulas de PLGA, efetuada em triplicata com a
amostra antes da etapa de centrifugacéo.

Analise Dimensao (d.nm) Pdl
1 311,4 0,120
2 301,7 0,137
3 297,2 0,167

Grafico 1 — Tamanho das nanoparticulas da amostra 1 em funcao da porcentagem
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O procedimento de centrifugagao resultou em uma amostra concentrada, denomi-
nada amostra 2, que apresentou uma aparéncia sélida e coloragdo amarelada, conforme
esperado. Tal fenbmeno pode ser atribuido ao fato de que os complexos de Ruténio lll,
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como o utilizado neste estudo, possuem a caracteristica de exibirem colora¢des que variam
entre 0 amarelo e o alaranjado. De acordo com a Tabela 2 e o Grafico 2, essa amostra
apresentou um didmetro médio de 260,2 (+4,6 nm) e um indice de polidisperséo (Pdl) de
0,099 (+0,035), com o software indicando uma qualidade boa dos dados obtidos.

Tabela 2 — Avaliacao do diametro médio das nanoparticulas de PLGA da amostra concentrada,
efetuada em triplicata.

Andlise Dimensao (d.nm) Pdi
1 266,4 0,050
2 255,4 0,131
3 258,7 0,117

Grafico 2 — Tamanho das nanoparticulas da amostra 2 em funcao da porcentagem

Porcentagem

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Tamanho (d.nm)

Autoria prépria, 2025

5.1.2 Perfil de liberagdo

A partir da analise espectroscopica, foi possivel determinar o perfil de liberagao do
complexo. Através das medicdes, observou-se que o composto apresentou saida gradual
caracteristico de sistemas de liberacao progressivo, conforme ilustrado no Grafico 3.



Capitulo 5. Resultados e Discussao 26

Grafico 3 — Perfil de liberacdo do complexo de Ruténio quando analisado ao longo do tempo
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5.1.3 Eficacia de encapsulamento

Com o intuito de avaliar a quantidade de complexo encapsulado e avaliar em qual
comprimento de onda € possivel encontrar o complexo de Ruténio, foi realizada uma anélise
espectroscopica do sobrenadante, conforme Grafico 4.
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Grafico 4 — Avaliacao espectroscopica do sobrenadante a fim de determinar a quantidade de
composto encapsulado
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A partir dos valores de absorbancia e do coeficiente de absortividade molar do
composto (250 = 1338 M~lcm™1), foi determinado de forma indireta a quantidade do
composto encapsulado. A diferenca entre a concentracao final e a concentracao inicial
permite calcular a quantidade encapsulada, resultando em 0,0502.

Com base nesses dados e na equacgao apresentada na se¢cdao de métodos, tornou-se
viavel calcular a porcentagem da Eficiéncia de Encapsulamento, conforme a equagao a
seguir, obtendo-se um resultado de 99% de Eficiéncia de Encapsulamento.

0,0502 _
E = 2%%% x 100 = 99%

5.2 Discussao

Considerando o método de evaporacao do solvente, as nanoparticulas foram sinteti-
zadas e sua caracterizacao foi realizada por meio de espectroscopia UV-Vis e Espalhamento
de Luz Dindmico (DLS). Dessa forma foi possivel adquirir os resultados necessarios para
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do composto, como o indice de Polidispersao, o
didmetro das particulas e a Eficacia de Encapsulamento.

A polidisperséo representa uma avaliagdo da amplitude da distribuicdo de tamanhos
em uma amostra. Frequentemente, é quantificada pelo indice de Polidispers&o (Pdl), que
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corresponde a razdo entre o desvio padrao e o tamanho médio das particulas. Segundo
a literatura, o Pdl varia entre 0 e 1, servindo como um indicador da homogeneidade do
tamanho das particulas, sendo que os sistemas com Pdl < 0,1 é considerado com alto grau
de monodispersao, Pdl entre 0,1 e 0,4 com polidispersdo moderada e Pdl maior que 0,4
com alto grau de polidispersao. Dessa forma, com os resultados obtidos de 0,141 e 0,099,
o sistema pode ser considerado um sistema com polidispersdo moderada, apresentando
um resultado satisfatério (MELO, 2016).

Conforme apresentado nos graficos anteriores, foi possivel constatar que o processo
de encapsulamento resultou em um tamanho de particulas de 303,4 d.nm (5,9 nm) e 260,2
d.nm (4,6 nm). Os resultados encontrados foram considerados adequados e de qualidade
satisfatéria, pois indicaram uma maior uniformidade do sistema.

Além disso, a eficacia do encapsulamento é considerada satisfatoria quando seus
resultados variam entre 50% e 90%. Para as aplicagdes voltadas a liberagdo controlada de
farmacos, o intervalo desejavel situa-se entre 70% e 80%. Segundo os resultados obtidos,
de 99% de eficacia de encapsulamento, o composto foi encapsulado com éxito.

Visando a aplicacao futura dessas nanoparticulas, elas foram submetidas ao pro-
cesso de secagem por Spray Dryer - secagem por atomizagao. Essa técnica permite a
producado de um p6 seco e tem como vantagens: simplicidade do processo, possivel capa-
cidade do aumento de escala, alta eficiéncia de encapsulamento e vida util estendida. A
partir desse procedimento, sdo necessarios estudos in vivo para validar sua aplicabilidade
como uso oral ou tépico, sendo imprescindiveis estudos mais avancados para administracao
intravenosa (ARPAGAUS, 2019).

Através dos estudos conduzidos por Subrinho, no que diz respeito ao encapsula-
mento do posaconazol, foi possivel constatar os beneficios associados ao uso do polimero
PLGA para a encapsulagcao de farmacos. Este polimero apresenta vantagens, como a
protecéo da substancia ativa contra processos de degradacao, a capacidade de direcio-
namento para érgaos ou células especificas e a efetividade na liberagdo sustentada dos
medicamentos (SUBRINHO, 2017).

Adicionalmente, outros pesquisadores, como Karges, ja haviam realizado o encap-
sulamento desse complexo em um polimero que possuia grupos terminais de biotina. O
encapsulamento do Ruténio foi bem-sucedido, com a realizacdo de estudos in vivo que
demonstraram que as particulas apresentaram um acumulo mais significativo no interior do
tumor em comparacgao ao proprio complexo (KARGES, 2020). Sendo assim, os experimen-
tos realizados apresentam viabilidade para a continuagdo de estudos envolvendo compostos
de Ruténio e seu encapsulamento em nanoparticulas poliméricas de PLGA, visto que os
resultados obtidos evidenciam o efeito direcionado ao cancer desse complexo metalico,
apresentando um consideravel potencial para o desenvolvimento de terapias fotodinamicas
direcionadas a tumores (KARGES, 2020).

Os beneficios associados a utilizacdo desse tipo de complexo para alternativas
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antitumorais estao relacionados a atuagao desses compostos. Considerando que seus me-
canismos envolvem especificamente processos mitocondriais € a origem de determinados
tipos de cancer, esses complexos se mostram eficazes no controle e na possivel cura da
enfermidade (COELHO, 2023).

Durante os experimentos, foi utilizada berberina que é um composto natural encon-
trado em plantas que possui varias propriedades ao organismo, entre elas antitumorais.
Este composto vém sendo utilizado com o polimero PLGA no encapsulamento de outros
quimioterapicos como a doxorrubicina e obteve uma co-administracdo sinérgica para o
tratamento de cancer de mama. Portanto, se faz necessario o estudo mais aprofundado
desse composto quando em conjunto ao complexo de Ruténio (RAHMANI, 2024).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi efetuado o encapsulamento de um complexo de ruténio no poli-
mero PLGA atraves da técnica de evaporagao de solvente, com o intuito de avaliar sua
estabilidade e propriedades fisico-quimicas. Através de técnicas de Espectroscopia UV-Vis
e Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), foi possivel obter o indice de polidispersao e
o tamanho das nanoparticulas, que apés a centrifugacao obteve um Pdl de 0,099 com
tamanho de 260,2 d.nm.

Dessa forma, os resultados obtidos evidenciaram uma elevada eficacia no encapsu-
lamento do composto em analise e um perfil de liberacéao favoravel. Ademais, confirmam
que a encapsulagao do Ruténio em PLGA nao apenas estabiliza o composto, mas também
aprimora sua potencial eficacia em terapia fotodinamica visto que a protecao contra degra-
dacéo e a liberacdo sustentada aumentam a estabilidade quimica do composto, garantindo
que ele atinja seu alvo sem degradacao prematura.

Portanto, foi possivel alcangar os objetivos propostos de encapsulamento do com-
plexo Ruténio em PLGA, realizar as andlises de caracterizacdo das nanoparticulas e estudar
as propriedades fisico-quimicas do composto. Em virtude do uso da Berberina no encapsu-
lamento das nanoparticulas, se faz necessario o estudo de interagdo desse composto com
o Ruténio.

Com vistas as aplica¢des potenciais no futuro, é importante avancgar na investigacao
sobre as propriedades desses compostos e sua interagao com o polimero do sistema de
liberagdo. Para isso, é necessario incluir estudos sobre estabilidade, toxicidade, cinética de
liberacgao, e interacdes celulares, a fim de determinar as melhores condi¢des para o uso do
sistema em aplicag¢des biologicas. O avanco dessa tecnologia pode consolida-la como uma
opcao inovadora e eficaz no combate a diversas enfermidades, ampliando a utilizagdo da
nanotecnologia no desenvolvimento de terapias mais seguras e direcionadas.
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