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Resumo

As proteinas representam uma classe de polimeros naturais com um grande
potencial para aplicacdo na producdo de nano e de microparticulas,
especialmente a albumina, a qual € a proteina mais abundante do sistema
circulatério do corpo humano. Neste trabalho a albumina de soro bovino (BSA)
modificada quimicamente com anidrido maleico (AM) foi utilizada para formar
microparticulas reticuladas com N’,N-dimetilacrilamida (DMAA) por meio de
reacdo de polimerizacao/reticulacdo em uma emulsdo agua-6leo. A morfologia
das particulas foi estudada considerando as influéncias de DMAA, do tempo de
agitacao (15, 30, 60 e 120 minutos) e da quantidade de alcool polivinilico (PVA)
(0%, 1% e 2%), parcialmente hidrolisado. Foi observado que a modificacdo da
BSA com AM foi efetiva e que 15 minutos de agitacdo ja sdo suficientes para
promover a polimerizacao/reticulacdo. As particulas formadas durante 15 e 30
minutos de agitacdo, na presenca de PVA, sdo predominantemente mais
esféricas e homogéneas, quando comparadas com a morfologia das amostras
obtidas sem PVA, especialmente para 15 minutos. Para os tempos de agitacéo
60 e 120 minutos, a adicdo de PVA contribuiu eficientemente para a formacéo
de microesferas, especialmente para o tempo de 60 minutos. Particula
polimérica a base albumina € uma alternativa para liberacdo controlada de
vitamina Bj,, uma vitamina hidrossollvel essencial para os seres humanos. O
perfil de liberacéo in vitro da vitamina B, foi analisado usando amostra de BSA
modificada com AM e polimerizada/reticulada com DMAA, formada com 15
minutos de tempo de agitacdo e sem PVA. Para esta condicdo, o diametro
médio das particulas foi de 0,19 + 0,05 um. A porcentagem de encapsulamento
foi 79 + 2 %. Os coeficientes difusionais, os quais permitem descrever o perfil
de liberacéo, foram 0.44, 0.62, 1.00, 1.75 e 0.78 para os tampdes de pH 2, 4, 6,
8 e 10, respectivamente. Outra aplicacdo proposta para as particulas obtidas
foi como adjuvante para vacina destinada as mucosas contra Hepatite B. A
eficiéncia de encapsulamento de antigeno de superficie da Hepatite B (HBsSAQ)
foi de 74,2%.



Abstract

The proteins represent a class of natural polymers with a great potential for
application in nano and microparticles, especially albumin, which is the most
abundant protein in the circulatory system of the human body. In this work,
bovine serum albumin (BSA), chemically modified with maleic anhydride (MA),
was used to form micro particles crosslinked with N',N'-dimethylacrylamide
(DMAA) through polymerization/crosslinking reaction in a water-in-oil emulsion.
The particle morphology was studied considering the influences of DMAA, the
stirring time (15, 30, 60 and 120 minutes) and the amount of polyvinyl alcohol
(PVA) (0%, 1% and 2%), partially hydrolyzed. It was observed that the
modification of BSA with AM was effective and 15 minutes of stirring were
enough to induce polymerization/crosslinking reaction. The particles formed in
15 and 30 minutes of stirring in the presence of PVA were predominantly
spherical and more homogeneous as compared to the morphology of the
sample without PVA, especially those produced in 15 minutes. For stirring times
of 60 and 120 minutes, PVA efficiently contributes to the formation of
microspheres, especially those obtained in 60 minutes. Albumin-based polymer
particle is a promising alternative for the controlled release of vitamin B2, which
is a water-soluble vitamin essential for human beings. The in vitro release
profile of vitamin B;, was analyzed using samples of BSA modified with AM and
polymerized/crosslinked with DMAA, formed in 15 minutes of stirring time and
without PVA. For this condition, the average particle diameter was 0.19 + 0.05
um. The percentage of encapsulation was 79 + 2%. The diffusional coefficients,
which allow describe the release mechanisms, were 0.44, 0.62, 1.00, 1.75 and
0.78 for the buffers at pH 2, 4, 6, 8 and 10, respectively. Another proposed
application for particles obtained were as an adjuvant for the mucosal vaccine
for Hepatitis B. The encapsulation efficiency of surface antigen of hepatitis B
(HBsAQg) was 74.2%.
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1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Micro e nanoparticulas a base de polimeros naturais tém ocupado uma
posicdo de destaque em biotecnologia devido as suas potencialidades
terapéuticas. Uma das areas promissoras na aplicagdo destas particulas € a
pesquisa e desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas, sendo que a
principal aplicagdo esta voltada para liberacdo de farmacos. Tais formulagbes
envolvem a associagdo de um farmaco com um sistema transportador
permitindo a modulacdo das propriedades farmacocinéticas e melhora da
biodistribuicdo do farmaco, que pode ser controlado pelo tamanho da particula
e pelas propriedades de superficie ™.

As nano e micro particulas podem ser preparadas a partir de varios
materiais tais como: proteinas, polissacarideos e polimeros sintéticos. A
selecdo dos materiais contituintes da matriz é dependente de varios fatores.
Entre eles, o tamanho das nanoparticulas desejadas e as propriedades
inerentes ao farmaco, tais como solubilidade e estabilidade e caracteristicas de
superficie, como carga e permeabilidade. Além desses fatores é importante
salientar ainda o grau de biocompatibilidade, biodegradabilidade e de
toxicidade, bem como o perfil de liberacdo do farmaco desejado, e a
antigenicidade do produto final !

As proteinas sado macromoléculas naturais que apresentam
propriedades interessantes para a producéo de nano e micro particulas. Isto se
deve ao fato dos materiais derivados de proteinas serem biodegradaveis, nao-
antigénicos, metabolizaveis e também por serem passiveis de modificacdo da

superficie e fixacdo covalente de farmacos e ligantes ™.



Danielly L.A.Sitta (2013) | 3
Capitulo 1

A albumina é a proteina mais abundante do sistema circulatério ' B 14
e tem sido amplamente utilizada para preparar microparticulas. Uma
propriedade notavel da albumina é a capacidade de se ligar reversivelmente a
uma ampla gama de moléculas ¥, o que pode ser uma caracteristica
interessante em um sistema de liberagcao controlada. Tanto a Albumina de soro
bovino (BSA) quanto a albumina de soro humano (HSA) séo utilizadas para

producdo de nano/microparticulas ® -

. Ambas apresentam estrutura muito
similar (75% da sequéncia homéloga ), porém, pelo fato de ser mais barata, a
BSA é mais viavel para fins de testes in vitro.

Particulas de albumina constituem uma alternativa biotecnologica para
liberacdo controlada de vitamina Bi,, também chamada de cobalamina, uma
vitamina hidrossoltvel essencial para os seres humanos ™2, sendo que 15%
das pessoas acima de 60 anos apresentam deficiéncia desta vitamina, o que
pode causar anemia e levar a distdrbios neurolégicos 3 -12°!,

A caréncia de cobalamina é a deficiéncia de vitamina mais comum nos
paises industrializados devido a ma absorcdo de alimentos que contenham

s 14 181 Empora a

esta vitamina e também devido a distUrbios gastrintestinai
ingestao de vitamina Bj, por via oral possa aliviar os sintomas, administracdes
de rotina sdo necessarias e somente grandes doses diarias podem manter
niveis adequados de vitamina B, no sangue *°. Sob condicées de deficiéncia
desta vitamina também sdo empregadas injecdes intramusculares, o que
também requer administracdes constantes ™. A utilizacdo de particulas de

albumina é uma alternativa para tentar melhorar a biodisponibilidade oral da

vitamina B;, aumentando a permeacdo atraves da mucosa intestinal.
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Particulas de albumina constituem também uma proposta interessante
para aplicacdo em vacinas destinadas as mucosas. A imunizacdo pelas
mucosas induz a producao de anticorpos locais (imunoglobulina A — IgA), que
previne a colonizacdo da mucosa local e pode produzir respostas especificas
em outras mucosas distantes. Esta caracteristica € importante, pois a
imunidade contra doencas transmitidas sexualmente (hepatite B, por exemplo),
pode ser conseguida através da estimulacdo das mucosas orais e nasais por
exemplo. Além disto, a vacinacdo pela mucosa estimula resposta sistémica
pela producdo do anticorpo imunoglobulina G (IgG), que é uma defesa contra
invasao por microrganismos ou seus produtos, o que imuniza contra patégenos
qgue sao adquiridos através de outras vias, como pele e sangue.

Além de estimular a producéo de anticorpos locais e sistémicos, outras
vantagens incluem o fato de ndo ser invasiva, ndo requerer agulhas, seringas
ou pessoas especializadas para administracdo, nem alto padrdo de pureza ou
esterilidade como no caso de vacinas injetaveis. Essas caracteristicas podem
reduzir significativamente o custo de producéo e administracdo e aumentar a
aceitacdo (ja que elimina a dor) 611181,

O desafio é encapsular os antigenos de forma a protegé-los da acidez e
de enzimas do ambiente das mucosas e gastrico e garantir qgue as capsulas
gue chegam ao intestino sejam internalizadas pelas células M e transportadas
até as células linféides subepeteliais dando inicio a resposta imune.

Neste trabalho, as microesferas de BSA modificada quimicamente com
anidrido maleico (AM) foram sintetizadas através de reagdo de polimerizacao

na presenca de N’,N-dimetilacrilamida (DMAA) em emulsdo agua/éleo (W/O).
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1.2 LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

A tecnologia de liberacdo controlada e de distribuicdo de farmacos tem
sofrido grandes avancos e passou de primitivas formas de liberacéo retardada,
em 1960, para sistemas altamente sofisticados de liberagdo em 1990, sendo
hoje ja utilizada por milhares de pacientes em todo ano *° % Farmacos
podem agora ser liberados durante periodos que variam de dias a anos. Tais
avancos tecnologicos produziram muitas formas farmacéuticas de liberacéo
controlada clinicamente Uteis, forneceram nova vida para muitos farmacos ja
existentes ¥ e pode permitir a utilizacéo clinica de novos farmacos #°.

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos representa uma das
areas de fronteira da ciéncia, que envolve abordagem cientifica multidisciplinar
[ 21 e os cientistas nesta area tem sido muito criativos e eficazes no
desenvolvimento de novas tecnologias para novos desafios 9.

A libertagdo controlada de farmacos envolve a associacdo de um
farmaco com um sistema transportador, permitindo a modulacdo das
propriedades farmacocinéticas e de biodistribuicdo do farmaco . Tais sistemas
sdo concebidos com o intuito de administrar medicamentos a taxas pré-
determinadas, por periodos de tempo pré-definidos, e tem sido utilizados para
superar as limitacdes das formulacdes farmacéuticas convencionais .

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos apresentem numerosas
vantagens em relacdo as formas de administragcdo convencionais. Entre elas
pode-se citar a maior eficacia (a dose e a frequéncia de administracdo podem
ser reduzidas) e menor toxicidade (jA que a liberagcdo do farmaco pode ser

voltada para oOrgaos, tecidos e células especificos, em um perfil pré-
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determinado). Estas caracteristicas reduzem os efeitos secundarios
indesejados, melhorando a adeséo e a conveniéncia do paciente % 2],

Muitos fatores devem ser avaliados simultaneamente no
desenvolvimento de um sistema de liberacdo, tais como propriedade do
farmaco ou substancia a ser transportada, via de administracdo, natureza do
carreador, mecanismo de liberacdo desejado, capacidade de direcionamento e

% Dentre esses varios fatores ainda existem muitas

biocompatibilidade
variacfes possiveis, conforme esquema representado na Figura 1.1. Devido a
extensa interdependéncia entre estes fatores, ndo é facil estabelecer um
processo sequéncial para a concepcéo de uma forma de dosagem de liberacdo
controlada. A escolha de um dos fatores é susceptivel de afetar e/ou ser
afetado por outros fatores 9.

Neste sentido, avancos na liberacdo controlada de farmacos tem sido
amplamente baseados em avancos de polimeros funcionais *?. A versatilidade
dos polimeros torna possivel o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos com diferentes perfis [*°. Essa versatilidade é gracas a existéncia de
numerosos polimeros naturais e sintéticos e seus copolimeros, com
caracteristicas especificas (como sensibilidade a variacbes de pH e
temperatura) que podem ser selecionados e modificados de forma a tentar
atender a expectativa de um dispositivo especifico.

A questao da biocompatibilidade, ja citada é um fator determinante para
0 sucesso do uso clinico do dispositivo. Desenvolvimento de novos polimeros
ou modificagdo de polimeros existentes para melhorar a biocompatibilidade
requer uma melhor compreensao sobre a rea¢ao do corpo quando em contato

com o material 9.
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Figura 1.1 — Interdependéncia entre fatores importantes no design de sistemas

de liberacdo controlada de farmacos.

Fonte: PARK e MRSNY (2000). Adaptado

A liberacdo controlada de farmacos, ainda que tenha passado por

grandes avancos nas Ultimas décadas, é uma area que tem muito a que se



Danielly L.A.Sitta (2013) | 8
Capitulo 1

acrescentar. Pesquisas visando beneficiar pacientes com tratamentos mais

eficientes e com menos efeitos secundarios sao interessantes.

1.3 UTILIZACAO DE NANO E MICROPARTICULAS EM SISTEMAS DE

LIBERACAO CONTROLADA

Nano e microparticulas ocupam posicao de destaque na tecnologia de

liberacdo de farmacos [,

Para este fim, elas foram primeiramente
desenvolvidas por volta de 1970, como carreadores para vacinas e
medicamentos para tratamento de cancer ™' 4 e nos (ltimos anos, esta
estratégia tem ganhado crescente interesse .

Os sistemas poliméricos nanoparticulados, quando aplicados a sistemas

de liberacdo de farmacos, apresentam iniUmeras vantagens em relacao as

formas convencionais de administragdo, MOHANRAJ e CHEN (2006) citaram:

e as caracteristicas de tamanho e de superficie podem ser manipuladas
de forma a atingir a liberacao sitio-especifica do farmaco;

e ¢ possivel controlar e manter a liberacdo do farmaco durante o
transporte e no sitio desejado, alterando a distribuicdo nos 6érgaos, e
subsequente remocao do farmaco de modo a alcancar aumento da eficacia
terapéutica e reducao dos efeitos secundarios;

e as caracteristicas de liberacdo e degradacdo da particula podem ser

moduladas pela escolha dos constituintes da matriz;
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e a carga de farmaco pode ser relativamente alta e este pode ser
incorporado no sistema sem qualquer reacdo quimica, o que é um fator
Importante para preservar a sua atividade;

e a liberacdo sitio especifica pode ser conseguida através de ligantes
especificos na superficie da particula ou usando orientacdo magnética;

e 0 sistema pode ser utilizado em vérias vias de administragdo incluindo

oral, nasal, intra-ocular e etc.

Além destas vantagens, as nano e microparticulas também sao
conhecidas devido a sua tendéncia de se acumularem em areas inflamadas do
corpo 24,

Alguns exemplos de farmacos liberados a partir de microparticulas
poliméricas comercializados estdo mostrados na Tabela 1.1.

Em relacdo as microparticulas, as nanoparticulas tem como vantagem
uma maior eficacia e reducéo da degradacdo enzimatica, além de possuir uma
maior absorc&o celular %,

Dentre os varios materiais utilizados para a producdo de nano e
microparticulas, tem havido consideravel interesse na utilizacdo de proteinas
como materiais de partida para sistemas de liberacdo controlada . Isto se
deve ao fato dos nanomateriais derivados de proteinas serem biodegradaveis,
ndo-antigénicos, metabolizaveis e também por serem passiveis de modificacdo
da superficie e fixacdo covalente de farmacos e ligantes o

Na literatura sdo relatados trabalhos envolvendo o desenvolvimento de
sistemas eficientes baseados em micro e nano particulas de proteinas, tais

como gelatina, legumina, gliadina e especialmente albumina ™.
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Tabela 1.1 - Produtos comercializados contendo micro particulas poliméricas.

Nome do produto Principio Ativo Empresa Aplicacéo
Acetato de A
Lupron Depot® TAP Cancer de
Leuprolida préstata
Horménio do A
Nutropin Depot® Genetech Deficiéncia
Crescimento (GH) infantil de GH
Acetato de _ Céancer de
Suprecur® MP _ Aventis i
Buserelina préstata
Pamoato de A
Decapeptyl® Ferring Cancer de
Triptorelina prostata
Sandostatin Acetato de
Novartis Acromegalia
LAR®Depot Octreotida
Somatuline® LA Lanreotida Ipsen Acromegalia
Pamoato . Céancer de
Trelstar™ Depot . _ Pfizer )
Triptorelina prostata
Doencas
Arestin® Minociclina Orapharma

periodontais

Risperidal® Consta™ Risperidona J. & Johnson Antipisicético

Fonte: Mundargi et al. (2008). Adaptado

Ja foram desenvolvidas nanoparticulas BSA pela técnica de

desovatacdo para liberagdo de curcumina (um farmaco para o tratamento

(25]

contra o cancer) Pelo método de reticulacio em emulsdo foram

desenvolvidas microparticulas de BSA utilizando glutaraldeido como agente
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reticulante, para liberacdo de sulfato de terbutalina (farmaco usado no
tratamento de asma bronquica, bronquite crénica e enfisema)
microparticulas de BSA, modificada quimicamente com anidrido metacrilico,
para liberacdo de propanolol (indicado para o tratamento de hipertensdo
arterial) ® e também microparticulas de BSA, modificada com anidrido
metacrilico, copolimerizada com N-isopropilacrilamida, e como farmacos

modelos, cafeina e teofilina 2%,

1.4 METODO PARA PRODUCAO DE NANO E MICROPARTICULAS

As nanoparticulas sdo preparadas mais frequentemente por trés
meétodos: dispersdo de polimeros pré-formados, coacervacdo de polimeros
hidrofilicos e polimerizacdo dos monémeros. No entanto 0 método envolvendo
a tecnologia de fluido supercritico também € descrito na literatura para a
producdo de nanoparticulas 2.

A seguir é relatado as caracteristicas do método utilizado neste trabalho,
a polimerizacado/reticulacdo dos mondémeros que ¢é subdividido em

polimerizacao interfacial e polimerizacdo em emulséo.

1.4.1 Método de Polimerizacdo/Reticulacéo

Neste método, os mondbmeros sdo polimerizados. O farmaco é

incorporado pela dissolugdo no meio de polimerizacdo ou por absor¢dao das

particulas depois da polimerizagdo completa. A suspensdo de particulas é
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entdo purificada para remover varios estabilizadores e agentes tensoativos
utilizados 12 127 [28]

O processo de polimerizacdo em si consiste em geral de trés etapas:
iniciacdo, propagacao e terminacdo. Na polimerizacao radicalar, um iniciador (e
as vezes, um catalisador), € normalmente utilizado como uma fonte de radicais
livres, os radicais primarios. Uma fracdo desses radicais primarios inicia uma
sequéncia rapida de reacdo com moléculas de monémero, dando origem ao
radical de polimero. Segue-se a propagacdo da cadeia pela reacdo entre
radicais de polimero e monémeros 2% B9 A atividade dos radicais é destruida
por reacdo entre dois radicais de modo a formar uma ou duas moléculas. Esta
reacdo de terminacdo € chamada de recombinacdo mutua se apenas uma
molécula é formada e terminacdo por desproporcionamento se duas moléculas
sdo formadas #°.

Os métodos de polimerizacéo para producédo de nano e microparticulas

sdo polimerizacéo interfacial e polimerizacdo em emulséo 7.

1.4.1.1 Polimerizag&o/Reticulagéo Interfacial

A polimerizacéo interfacial ocorre quando a reacdo de polimerizacdo é
conduzida na interface de dois solventes em uma emulsdo. O mondémero é
dissolvido na fase dispersa e € polimerizado na interface, formando
nanocapsulas.

As vantagens da técnica de polimerizacdo interfacial sdo a elevada

eficiéncia de encapsulamento do farmaco e a rapidez do processo. A principal
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desvantagem € a utlizacdo de solventes organicos, pois a lavagem de

solventes é um procedimento demorado e dificil 7.

1.4.1.2 Polimerizag&o/Reticulagdo em emulsao

Polimerizacdo em emulsdo € um dos métodos mais rapidos para a
preparacdo de nanoparticulas %, também é um dos mais utilizados.

Uma emulsao pode ser definida como uma mistura de goticulas de um
liquido em um segundo liquido. Os dois tipos mais comuns de emulsdes sdo
Oleo/dgua (O/W) e &agual/dleo (W/O), onde o termo 6leo € usado para

BY Estes dois tipos sdo ilustrados nas

denominar o liquido insolivel em agua
Figuras 1.2 (a) e 1.2 (b). O liquido de dentro das goticulas € chamado fase
interna ou dispersa e o liquido de fora das goticulas é chamado fase externa ou
continua Y.

A estabilidade da emulsédo é relacionada com a natureza do filme
interfacial e com forcas interparticulas (atracdo ou repulsdo) que sao
importantes na prevencado da coagulacao B

As emulsdes apresentam grande éarea interfacial, assim qualquer
reducdo na tenséo interfacial reduz a forca motriz para a coalescéncia, o que
promove a estabilizacdo. Os tensoativos ou agente emulsionantes adsorvem
na interface, reduzindo a tensao superficial, por isto muitas vezes eles sao
necessarios para formacéo de uma emulséo estavel 2.

Muitas substancias anfifilicas que formam filmes impedindo a

coalescéncia de goticulas da fase dispersa, sdo estabilizantes de emulsées.

Alguns exemplos sdo proteinas (BSA, caseina), glucosideos, lipideos,
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esteréides, carbonato de calcio, glicerol, iodeto de mercurio Y e polimeros
(PVA).

Também existem emulsdes multiplas onde ambos os tipos de emulsao
O/W e W/O coexistem no mesmo sistema. Surfactantes lipofilicos e hidrofilicos
sdo usados para estabilizar as duas emulsdes. As goticulas da fase dispersa
contem gotas menores dispersas em si, por isto, também sdo chamadas de
"emulsdes de emulsdes” 1?2,

Os dois principais tipos de emulses multiplas sdo agua/dleo/agua
(W/O/W) e de 6leo/agual/dleo (O/W/O), representadas nas Figuras 1.2 (c) e 1.2
(d). Uma das aplicacbes das emulsdes multiplas é a preparacdo de
microparticulas poliméricas para sistemas de liberacdo controlada de farmacos
[22]

Na producdo de micro e nanoparticulas poliméricas para sistemas de
liberacdo de farmacos, a escolha do tipo de emulsdo vai depender da
solubilidade do farmaco e dos monémeros utilizados.

Caso a emulsificacdo ndo seja espontanea, pode-se utilizar agitacédo
mecanica ou ultrasom.

As vantagens da polimerizacdo em emulsdo incluem a rapida
polimerizacéo e a obtencédo de polimeros com alto peso molecular 2%, além de,
em particular a polimerizacdo em emulsdo W/O, ter as etapas de preparacéo

32]

bem definidas e simples 1*?. Por isto esta técnica pode satisfazer exigéncias

para producdo de nanoparticulas a partir de materiais naturais hidrofilicos 2],

A desvantagem desta técnica é a contaminacdo do polimero com

solventes organicos, agentes emulsionantes e agua B°.
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Alguns exemplos de particulas preparadas pelo método de
polimerizacao/reticulacdo em emulsdo sdo microesferas de BSA € [€l 126 [33]

nano e microesferas de pectina ¥, nano e microesferas de amido 2 B9 |

nanoesferas de sulfato de condroitina e magnetita .

¢

Il Fase aquosa

, [ Fase oleosa

Figura 1.2 — Emulsées: (a) O/W; (b) W/O; (c) W/O/W; (d) O/WI/O.

1.5 ALBUMINAS SERICAS

Albuminas séricas sao as proteinas mais extensamente estudadas e
aplicadas devido a sua disponibilidade, baixo custo, estabilidade, propriedades
de ligacdo com ligantes ndo usuais, biodegradabilidade, ndo-toxicidade e nao-
antigenicidade ! B3 Tem servido como proteinas modelos para muitos
estudos bioquimicos, biofisicos e fisico-quimicos "

Trata-se da proteina mais abundante no plasma sanguineo e serve

como proteina depdsito e de transporte para numerosos compostos endégenos
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e exogenos. Ela se liga a compostos hidrofobicos, como acidos graxos,
bilirrubina, tiroxina, acidos biliares e esteréides, servindo como um agente de
solubilizaco e transporte (4" (49,

A albumina também contribui para a pressdo osmaética coloidal, mantem
o pH do sangue e tem sido sugerida como uma possivel fonte de aminoacidos
para varios tecidos ' B8 Além disto, tem a capacidade de se ligar a muitos
substratos, como metais (calcio, cobre e zinco), aminoacidos, hormbnios e a
muitas substancias terapéuticas % 44,

Uma propriedade util da albumina é a sua elevada solubilidade o que
esta relacionado com a sua carga negativa elevada a um pH neutro, embora
existam regides distintas da cadeia com carga neutra, fator importante na
interacdo com moléculas hidrofébicas .

Estas proteinas possuem elevado teor helicoidal e alto teor de cisteina
(17 ligacdes dissulfetos), e tém pesos moleculares aproximados de 65 kD ™,
B9 Também possuem elevada porcentagem de residuos de aminodacidos
carregados e baixa abundancia de triptofano, glicina e metionina . HSA ¢é
composta por 585 aminoacidos com um peso molecular de 66,5 kD ! 139,

Comparacdes de sequéncias de aminoacidos de HSA e de BSA revelou
elevada homologia ?%, cerca de 75% . As albuminas s&o formadas por trés
dominios (I, Il, e Ill), cada um deste constituidos por dois subdominios (A e B)

(391140 " conforme pode ser observado na Figura 1.3. Apesar da simetria interna

estrutural, os trés dominios possuem diferentes capacidades de ligacdo %!,
Ha um interesse muito grande na aplicacdo farmacéutica de albumina

como transportador de farmacos tanto por parte dos pesquisadores quanto da

industria Y. O gréfico representado na Figura 1.4 mostra o quanto a pesquisa
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em torno de albumina em sistemas de liberacdo de farmacos cresceu no

periodo entre 1970 e 2010.

Figura 1.3 — Estrutura espacial da HSA.

Fonte: CHOI et al. (2002).

A HSA ja é um farmaco de sucesso com 1,3 bilhdes de ddlares em
vendas mundiais em 2010. E usada para varios propdésitos, principalmente
como um substituto do sangue, para o tratamento de queimaduras graves,
sindrome nefrética ou para compensar a desnutricdo ou caquexia em doentes
com cancer 4,

H& um ndmero crescente de produtos aprovados com base em
albumina, dentre eles um derivado de insulina humana ligado a albumina
(Levemir® e Victoza®) para o tratamento de diabetes tipo 1 e 2, nanoparticulas
de albumina e taxol (Abraxane®) para o tratamento de cancer de mama
metastatico que estd também sob investigacdo clinica em outras indicacdes
tumorais, e 99mTc-agregados de albumina (Nanocoll® e Albures®) para o
diagnéstico de cancer e artrite reumatdide, bem como para linfocintigrafia, além

de muitos farmacos a base de albumina ou ligado a esta proteina estarem em

ensaios clinicos 4.
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Diante de toda essas caracteristicas, interesses e aplicacbes de
albuminas de soro, nota-se o0 potencial destas proteinas como material de

partida para constituir formulacdes farmacéuticas.
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Figura 1.4 - Revisdo da literatura - O impacto da albumina na liberacdo de
farmacos: nimero de citacdes em PubMed combinando as palavras “albumin”

e “drug carrier” de 1970 a 2010, exibido como intervalos de 2 anos.

Fonte: ELSADEK e KRATZ (2012). Adaptado

1.6 VITAMINA B>

A vitamina Bi,, também chamada cobalamina, € uma vitamina sollvel

em &gua, essencial para os seres humanos 2. Sua estrutura, representada na

43 o

Figura 1.5, apresenta um anel tetrapirrdlico contendo cobalto
dependendo do grupamento —R, é denominada hidroxicolbalamina (se —R é
uma hidroxila, -OH), cianocobalamina (se —R €& um grupo ciano, -CN),
metilcolbalamina (se —R é um grupamento metila, -CH3) e adenosilcobalamina

[44]

(se -R é um grupamento adenosila) As formas sintéticas sdao
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cianocobalamina e hidroxicobalamina. E produzida por microorganismos e
encontrada em tecidos animais.

A absorcao de vitamina Bi, € um processo relativamente complexo. A
vitamina B, ligada as proteinas nos alimentos € liberada pelo acido do
estbmago e se liga a glicoproteina especifica, denominada transcobalamina |,
que estd presente nas secrecdes das glandulas salivares e estdbmago. No
duodeno, essa transcobalamina | ligada a vitamina é digerida, e a vitamina Bj»
se liga ao fator intrinseco, outra glicoproteina secretada pelo estémago,

essencial para absorcdo da vitamina no ileo terminal 3.

R
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Figura 1.5 - Estrutura da vitamina Bi».

Muitos pesquisadores tém relatado um aumento notavel no baixo teor de
vitamina By, no soro sanguineo de pessoas idosas [*®!. Estima-se que cerca de
15% dos individuos idosos em paises desenvolvidos apresentem deficiéncia de
vitamina By, M ¥ 3 Na maioria das vezes, esta deficiéncia relacionada com

a idade, pode ser devido a atrofia gastrica e a incapacidade resultante de
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dissociar a vitamina B, das proteinas dos alimentos a que esta ligada. Outras
causas incluem a anemia perniciosa, em que tanto o fator intrinseco quanto o
acido gastrico ndo sao produzidos, ma absorcao intestinal envolvendo o ileo
terminal, cirurgia para remocdo do estbmago ou do ileo, medicamentos que
interferem na secrecéo de &cido gastrico, e uma dieta vegetariana estrita *!. O
grafico mostrado na Figura 1.6, mostra algumas causas de deficiéncia de

vitamina Bj, e suas porcentagem de incidéncia.

B M3 absorcdo pos cirurgica

m Deficiéncia nutricional

Origem ndo determinada

B Anemia perminiosa

m M3 absorc¢do da comida

Figura 1.6 - Causas de deficiéncia de cobalamina em 172 pacientes

hospitalizados no hospital universitario de Strasbourg, Franca.

Fonte: ANDRES et al. (2005). Adaptado

Embora apenas uma minoria das pessoas que apresentem deficiéncia
de vitamina B, exiba sintomas clinicamente evidentes, esta deficiéncia pode
causar anemia e distarbios neurolégicos em pessoas entre 40 e 90 anos, com
pico de ocorréncia entre 60 e 70 anos, com algumas ocorréncias em pacientes

com menos de 40 anos de idade 3112 1491,
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Em individuos sadios a vitamina B, € obtida através da alimentacéo por
produtos de origem animal e também algumas algas e produtos fermentados
461 'ja em casos de deficiéncia desta vitamina, embora a ingest&o oral possa
aliviar os sintomas, administracbfes de rotina sdo necessarias e somente
grandes doses diarias podem manter niveis adequados no sangue *¥. Outra
alternativa séo injecdes intramusculares, o que também requer administracdes
constantes 2.

Devido a importancia da vitamina Bi, para o metabolismo humano e
crescente incidéncia de deficiéncia da mesma, formulacdes alternativas para
tentar melhorar a permeacdo através da mucosa intestinal ou promover a
liberacdo controlada no sangue, possibilitando a diminuicdo das doses e
frequéncia de administracéo, facilitando o tratamento, sédo interessantes.

Um exemplo de trabalho neste sentido, foi desenvolvido por SOHIER et
al. (2003), em que microparticulas constituidas de um copolimero em blocos de
polietilenoglicoltereftalato/polibutileno tereftalato (PEGT/PBT) foram
sintetizadas afim de liberar vitamina Bi,. As particulas foram carregadas com o
farmaco através do processo de dupla emulsdo, variando-se a quantidade e
tipo de tensoativo (BSA e PVA) e a composicdo do copolimero. As
microesferas obtidas apresentaram tamanho entre 50 e 70um. Constatou-se
que a variacdo da composicdo do copolimero permitiu 0 ajuste da taxa de
liberacdo e da eficiéncia de encapsulamento para atender necessidades
especificas. A liberacdo de vitamina Bi, a partir das microesferas foi
dependente da presenca de agentes tensoativos. As microsferas contendo

BSA foram caracterizadas por uma liberacdo rapida de 70% da vitamina dentro

dos primeiros 5 dias, seguido de um de liberacdo lenta por 2 semanas. As
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microesferas contendo PVA e as que foram preparadas sem agentes
tensoativos demonstraram uma liberacdo lenta por 60 dias. As concentracfes
de tensoativo nao tiveram influéncia sobre a taxa de liberacao "

Outro exemplo foi desenvolvido por RAMESH (2009), onde microesferas
de Poli (a-caprolactona) contendo vitamina B, foram preparadas pelo método
de emulsdo seguida de evaporacdo do solvente, variou-se e comparou-se a
técnicas de emulsdo 6leo/6leo (O/O), hot melt e W/O/W. O tamanho médio
dessas particulas foi 12-64 um. No teste de liberacéo in vitro em pH 7.4, 90%

da vitamina encapsulada foi liberada em um periodo de 28 dias 1*2.

1.7 VACINAS DESTINADAS AS MUCOSAS

As membranas mucosas cobrem as vias aerodigestiva e urogenitais,
bem como a conjuntiva do olho, o ouvido interno e o canal de todas as
glandulas exécrinas. A maioria dos patégenos inicia a infeccdo ou afeta as

mucosas do hospedeiro [ [48l [49]

Apés a colonizacdo, alguns
microorganismos geram doencgas, liberando substéncias toxicas, outros,
penetram os tecidos do hospedeiro podendo causar doencgas sistémicas ou em
6rgéos especificos *°. Assim, a utilizacdo da via mucosa para vacinacdo é
muito importante para o controle da infecgcéo e prevencao de doencgas.

Para os antigenos induzirem respostas imunes nas mucosas, eles
devem ser transportados através da barreira epitelial nesses locais. Isto é
conseguido através da inducdo de um epitélio especializado sobre os foliculos

linféides das mucosas que contém células M, um tipo de célula epitelial tnico

especializado no transporte de macromoléculas, particulas e microorganismos
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s0- As células M transferem os antigenos particulados para células
apresentadoras de antigenos no tecido linféide associado ao intestino. Estas
células sdo chamadas de "portas de entrada” para o sistema imune da mucosa
e estdo contidas dentro de sitios indutivos, conhecidos como placas de Peyer
que sao agregados de foliculos linféides encontrados principalmente no ileo
terminal do intestino delgado 61+ B,

As caracteristicas das respostas imunes induzidas pela via mucosal
pode conferir vantagens em relacdo a vacinacdo parentérica. Em primeiro
lugar, a imunizacdo das mucosas induz a producédo de anticorpos especificos
para o antigeno (Imunoglobuina A - IgA) no local da infeccdo. Esta resposta
local patébgeno-especifica, pode ser importante ndo apenas para a prevencao
de doencas infecciosas no individuo receptor da vacina, mas pode ser também
atil para eliminar a condicdo de portador saudavel e consequentemente, a
transmissao de infec¢des para individuos ndo protegidos. Outra vantagem é
qgue a imunizacdo em um local da mucosa pode induzir respostas especificas
em locais distantes ™®. Esta caracteristica é interessante, pois a imunidade
contra doencas transmitidas sexualmente (hepatite B, por exemplo), pode ser
conseguida através da imunizacdo estimulada em outras mucosas, orais e
nasais, por exemplo, o que elimina barreiras culturais e religiosas *°. Além
disso, a vacinacdo pela mucosa estimula resposta sistémica pela producéo do
anticorpo imunoglobulina G (IgG), uma defesa adicional contra invasao de
microorganismos ou 0s seus produtos que sdo adquiridos através de outras
vias, como pele e sangue. A estimulacdo simultdnea de anticorpos locais e

sistémicos é particularmente importante para a protecdo contra patdégenos que
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podem infectar o hospedeiro através de ambas as rotas, sistémica e mucosa,
como por exemplo, hepatite B e HIV (Human Immunodeficiency Virus) 16+ 171,

Outras vantagens incluem o fato de n&o ser invasiva néo requer agulhas,
seringas, pessoas especializadas para administracdo, nem alto padrdo de
pureza ou esterilidade como no caso de vacinas injetaveis. Também possibilita
um controle da biodisponibilidade do antigeno no tecido linfoide. Essas
caracteristicas podem aumentar a adesdo a vacina, evitar problemas de
infeccbes transmissiveis pelo sangue, devido a reutilizacdo e inadequada
esterilizacdo de agulhas em paises em desenvolvimento e diminuir o custo de
producado e administraco 618l

Apesar de muitas caracteristicas atraentes da vacinacdo na mucosa, a
maioria das vacinas até agora em uso S&80 vacinas parenterais e as poucas
vacinas destinadas as mucosas disponiveis baseiam-se em microrganismos
inteiros que atuam como potentes imunogénicos 16 49,

Para melhorar a seguranca, as vacinas modernas sdo baseadas
principalmente em antigenos purificados derivados do patégeno. Estes séo
geralmente fracamente imunogénicos e necessitam de adjuvantes especificos
para a mucosa que estimulam ou amplificam a resposta imune. Uma limitacdo
para o desenvolvimento de vacinas destinadas as mucosas tem sido a falta de
seguranca desses adjuvantes *®.. Outro desafio é a protecdo do antigeno do
ambiente hostil da mucosa.

Microparticulas poliméricas biodegradaveis constituem uma alternativa
para encapsulacao, protecdo e entrega dos antigenos e em alguns casos, elas
podem agir como adjuvantes. Elas j4 sdo utilizadas em varios modelos de

vacinacéo experimental ¢,
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E conhecido que antigenos particulados sdo mais eficazes para a

8 Isto é consequéncia,

imunizacdo oral do que antigenos solaveis
principalmente da sua maior incorporacdo pelas placas de Peyer 8. A
absorcdo das microparticulas poliméricas pelas células M favorece o
direcionamento dos antigenos para as placas de Peyer apds a administracao
oral e sdo igualmente eficazes por via intranasal *°! 18,

Alguns estudos tém demonstrado a importancia do tamanho das
particulas sobre a absorcdo das particulas na vacinacdo da mucosa. Ha
estudos que demonstraram que a absorcdo Otima de particulas foi observada
com particulas de tamanho inferior a 1 um, mas também existe observacdo de
gue microparticulas com diametro inferior a 5 um sao absorvidas por placas de
Peyer de ratos, induzindo resposta imunitaria 2.

Ainda existem muitos desafios a serem superados para o0
desenvolvimento de novas vacinas eficientes e seguras destinadas as
mucosas. O desenvolvimento de microparticulas poliméricas biodegradaveis

visando a aplicacdo nessas vacinas contribui para avancos nessa area de

pesquisa tdo importante e promissora.

1.8 HEPATITE B

A hepatite B, uma infeccéo do figado potencialmente fatal causada pelo
virus da hepatite B (HBV), e suas complicacdes sdo um grande problema de
saude publica, mesmo em areas de baixa prevaléncia, como a Europa e 0s

Estados Unidos 23 541,
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Aproximadamente 30% da populacdo mundial (cerca de 2 bilhdes de
pessoas), tem evidéncia sorolégica de infeccdo atual ou passada pelo HBV.
Destes, estima-se que 360 milhdes tem infeccdo cronica e 600 mil pessoas
morrem a cada ano devido as complicacbes como hepatite B aguda, carcinoma

[54] -

hepatocelular (uma forma de cancer de figado) e cirrose 57 A maior parte

(88%) da populacdo mundial vive em areas de endemicidade alta ou intermédia
[57]

Na auséncia de vacinagado, mais de 20% de mortes relacionadas com
o HBV séo atribuidas a infeccédo perinatal. A infeccdo crénica desenvolve-se
em 80-90% dos recém-nascidos infectados no primeiro ano de vida, e 0 risco
diminui para 30-50% para as criancas infectadas entre 1 e 4 anos de idade. Em
adolescentes e adultos, a infeccdo por HBV ocorre por transmissdo sexual,
exposicdo a produtos sanguineos infectados ou agulhas e seringas
contaminadas, com 2-5% dos casos tornando-se cronicamente infectados °”.

Devido a gravidade desta doenca e a grande incidéncia, a vacinacao
contra HBV tem sido recomendada para grupos de alto risco. Nos ultimos anos,
a maioria dos paises industrializados tem feito campanhas de vacinagéo contra
hepatite B ©°¢,

A estatistica alarmante acima apresentada € representativa
principalmente para os paises menos desenvolvidos, onde a vacinacdo em
massa ainda nao foi implantada. Para que uma maior difusdo da imunizagao
por meio de vacinas possa ser alcancada € necessario o desenvolvimento de

vacinas mais estaveis e baratas

. Além disso, apesar da eficacia das vacinas
contra a hepatite B ja existentes, falhas de imunizacéo as vezes ocorrem, o que

pode ser explicado por varios fatores, como armazenamento e administracédo
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inadequados das vacinas, idade avancada do individuo a ser imunizado,
doenca hepatica cronica e imunossupressdo. O fator genético para a
resisténcia as vacinas é outro ponto importante, atingindo uma taxa de até 10%
[59]

Com relacdo as vacinas convencionais contra a hepatite B licenciadas
em utilizacdo, todas contém alimen como adjuvante. Apesar de ser um
estimulador potente de células B (células que quando expostas a antigenos se
diferenciam em plasmacitos - células produtoras de anticorpos - e células B de
memaoria imunitaria), o alumen € menos eficaz na indu¢cdo de uma resposta
imunitaria do tipo Thl por via intramuscular. Esta resposta imunitaria &
necessaria para o controle de infeccbes intracelulares, tais como infeccées
virais 1% 6]

O desenvolvimento de novos adjuvantes seguros para vacina contra
HBV é necessario para explorar novas vias de administracdo desta vacina
(como as mucosas) e também para maximizar a eficacia das vacinas ja
existentes. Nos Ultimos anos, esta idéia tornou-se ainda mais urgente uma vez
que novas geracfes de antigenos sdo predominantemente proteinas

recombinantes purificadas, que s&o muitas vezes fracamente imunogénicos .



CAPITULO 2

Objetivos
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O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver microesferas contendo
BSA como uma constituinte chave e a aplicacdo em sistemas de liberacédo de
farmacos e antigenos.

Os objetivos especificos foram:
i) Promover a modificagdo da BSA com anidrido maleico.
i) Sintetizar microesferas de BSA modificada quimicamente usando DMAA
como co-mondmero para a formacéo da rede polimérica.
iii) Observar o efeito de DMAA na formacédo das microesferas de BSA.
iv) Observar os efeitos do tempo de agitacdo e da quantidade de PVA na
morfologia das microesferas de BSA.
v) Avaliar o perfil de liberacdo in vitro de vitamina Bj, encapsulada em
microesferas de BSA.

vi) Encapsular antigeno de hepatite B em microesferas de BSA para

formulacdo de uma vacina destinada a via das mucosas.



CAPITULO 3

Materialis e Métodos
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3.1 MATERIAIS

BSA (Sigma-Aldrich, 68000 g.mol™®, 298,0%), AM (Sigma-Aldrich,
299,0%), alcool etilico absoluto P.A. (Fmaia, 299,3%), fosfato de sddio bibasico
anidro (Nuclear, 98,0%), fosfato de potassio monobasico (Labsynth, 99,0%),
N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Invitrogen, d=0,780 g.mL'l,
299,0%), persulfato de amoénio ((NH4).S,0g) (Sigma-Aldrich, =298,0%), alcool
benzilico (Fmaia, 99,0%), PVA parcialmente hidrolisado (Aldrich, Mw = 13000-
23000 g.mol™, 87-89% hidrolisado), tamp&do pH 4,0, pH 7,0 e pH 10,0 (Synth),
cloreto de sodio (Synth, 99,0%), &cido cloridrico (Chemco, 36,5-38,0%),
vitamina Bj,, (Sigma-Aldrich, =98,5%), Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad
Laboratéries) e ampolas de Vacina Hepatite B (recombinante) (Sanofil),
compostas por 20ug de antigeno de superficie de hepatite B (HBsAgQ), 0,5mg
de gel de hidréoxido de aluminio, timerosal (0,01% p/v), fosfato de potassio
monobasico q.s, fosfato de sédio dibasico g.s, 8,5 mg de cloreto de sdodio e

agua para injecédo g.s.p 1,0 mL.

3.2 METODOS

3.2.1 Modificacdo de BSA com AM

Foram dissolvidos 0,5 g de BSA e 0,05 g de AM em 25 mL de tampao

fosfato com concentracdo de 0,1 mol.L™ e pH 5,5. A mistura foi mantida sob

agitacdo a 37 °C durante 3 horas. A albumina modificada (BM) foi precipitada

em etanol gelado, separada por centrifugacdo a 9500 rpm e temperatura de
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2 °C, lavada em agua destilada-deionizada e precipitada em etanol, por trés

vezes. O produto foi seco por liofilizacao a -55 °C.

3.2.2 Reticulacédo quimica de BM com e sem DMAA

BM (0,1 g) e PVA (apenas para algumas formulacdes) foram
previamente dissolvidos em 5 mL de tampéo pH 7,0. A solucao resultante foi
entdo incorporada a 20 mL de &lcool benzilico. A mistura foi mantida sob
atmosfera inerte de Argonio durante 30 minutos. Em seguida, 52 puL de DMAA,
0,02 g de persulfato de aménio (iniciador) e 12,5 uL de catalisador TEMED
foram incorporados. A mistura, ainda sob atmosfera de Argdénio a 20 °C, foi
agitada a 750 rpm para formar emulséao.

O tempo de agitacdo e a quantidade de PVA (porcentagem em massa
de PVA em relacdo a massa de fase aquosa) usados na reacédo de reticulacao
foram descritos na Tabela 3.1.

O material obtido foi precipitado em etanol gelado, separado por
centrifugacdo a 9500 rpm, a 2° C por trés vezes, e seco por liofilizacdo a -55
°C.

Para verificar o efeito de DMAA na reticulacdo e na morfologia do
material formado, repetiu-se o procedimento descrito acima usando tempo de
agitacdo de 15 minutos sem adicionar DMAA ou PVA, formando a amostra

BR(15min).
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Tabela 3.1 - Cbdigo das amostras reticuladas usando diferentes quantidades
de PVA e tempos de agitacao.

PVA(%massa/massa Tempo de agitacao

Cadigo _
da fase aquosa) (minutos)

BR(15min) 0 15
BRDMAA(15min) 0 15
BRDMAA(15min)1%P 1 15
BRDMAA(15min)2%P 2 15
BRDMAA(30min) 0 30
BRDMAA(30min)1%P 1 30
BRDMAA(30min)2%P 2 30
BRDMAA(60min) 0 60
BRDMAA(60min)1%P 1 60
BRDMAA(60min)2%P 2 60
BRDMAA(120min) 0 120
BRDMAA(120min)1%P 1 120
BRDMAA(120min)2%P 2 120

3.2.3 Caracterizacdo de BSA, BM e das amostras reticuladas

3.2.3.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR de BSA, de BM e das albuminas reticuladas
BR(15min) e BRDMAA(15min) foram obtidos por meio de um espectrometro
da marca Bomen, modelo MB-100. As amostras foram analisadas em pastilhas
de KBr. Para obter resolucéo de 4 cm™ foram feitas 128 varreduras para cada

espectro.
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3.2.3.2 Caracterizacdo espectroscépica *H RMN

Os espectros de 'H RMN de BSA e de BM foram obtidos em um
espectrometro da marca Varian, modelo Mercury Plus operando a 300MHz.
Para obtencédo dos espectros, BSA e BM foram solubilizadas em 0,7 mL D,O
(20 mg L™) com 0,05% de 3-(trimetil-silil) propionato de sédio 2,2,3,3-ds (TPS)

como referéncia interna (0 ppm).

3.2.3.3 Espectroscopia **C RMN CP-MAS do estado sélido

Os espectros no estado sélido **C RMN CP-MAS de BSA e BM foram
obtidos em um espectrémetro Varian, modelo Mercury Plus, operando a 75,45
MHz.

3.2.3.4 Difratometria de raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios-X de BSA e BM foram obtidos em um
espectrofotdometro em Shimadzu, modelo D6000, equipado com uma fonte de

Cu 40 Kv e 30 mA e filtro de Niquel.

3.2.3.5 Estudo da morfologia por microscopia eletrbnica de varredura

(MEV)

As caracteristicas morfolégicas de BSA e de BM foram analisadas em

um microscopio eletrénico de varredura (Shimadzu, modelo SS 550) operando
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a 12 kV. Para esta analise foi depositada uma fina camada de ouro sobre as

amostras pela técnica sputtering.

3.2.4 Carregamento (loading) das microesferas com vitamina B>

A vitamina Bi, foi carregada nas microesferas ja durante a sintese das
mesmas, utilizando a condicdo BRDMAA(15min).

BM (0,1 g) foi previamente dissolvida em 5 mL de tampé&o pH 7,0. A
solucdo resultante foi incorporada a 20 mL de alcool benzilico. O sistema foi
mantido sob atmosfera inerte de Argonio durante 30 minutos. Em seguida, 0,01
g de vitamina B1, (10% em massa), 52 uL de DMAA, 0,02 g de persulfato de
amonio (iniciador) e 12,5 pL de TEMED foram incorporados. A mistura, ainda
sob atmosfera de Argdnio a 20 °C, foi agitada durante 15 minutos a 750 rpm
para formar emulsdo. O material obtido foi precipitado em etanol gelado,
separado por centrifugacdo a 9500 rpm, a 2° C, e seco por liofilizacdo a -55 °C.

Guardou o sobrenadante para verificar a eficiéncia de encapsulamento.

3.2.5 Construcgéo da curva de calibracdo da vitamina B1, por UV-vis

Para calcular a concentracdo de vitamina Bi, a fim de se obter a
eficiéncia de encapsulamento bem como para determinar o perfil de liberagéo,
construiu-se uma curva de calibracdo relacionando a absorbancia no UV
versus a concentracdo de vitamina Bj, (Figura 3.1). As varreduras de
absorbancia foram obtidas em um espectrbmetro UV-vis, marca Biochron,

modelo Libra S12, e as concentracdes de solugbes de vitamina B;, em agua
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destilada-deionizada foram de 1,15.10° mol.L™, 2,3.10° mol.L?, 1,15.10°
mol.L™ e 2,3.10° mol.L™.

O Inset da Figura 3.1 mostra que o0 maximo de absorcdo da vitamina
B1, ocorre em 360 nm, por isto este foi o0 comprimento de onda utilizado para
as medidas de absorbancia. A equacéao relacionando absorbancia (Abs) e a
concentracdo em mol.L'1 (c) é dada na equacao 3.1, sendo o coeficiente de

correlacao, r?, igual a 0,999.

: E)YG II IIIII A I IIIIIIIIII I IIIII :
- Inset 360 nm 1
[ @ ]
L O 4
‘<% 0,3 1
0,4 < .
L5 |
. 0
e}
[ <C
(E T o0
o i : :
cC i 300 400
‘g - Comprimento de onda (nm)
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Concentracdao ( 10'5 mol.L-1)

Figura 3.1 - Curva de calibracao de vitamina B1, em dgua com pico de
referéncia em 360 nm.

Inset: Regido de maximo de absorgéo de vitamina Bj».

Abs = 2,13.103 .C Equacédo 3.1



Danielly L.A.Sitta (2013) | 37
Capitulo 3

3.2.6 Calculo da eficiéncia de encapsulamento de vitamina B, pelas

microesferas

A partir da curva de calibracédo calculou-se a média da concentracdo de
vitamina B, remanescente no sobrenadante, a partir de quatro experimentos
de encapsulamento. Sabendo-se o volume exato do sobrenadante, pelo valor
meédio de concentracdo, calculou-se o numero médio de mol de vitamina Bj»
(MM = 1355,29 g mol™) que n&o foi encapsulado (Nn). Através da equacéo 3.2
calculou-se a eficiéncia de encapsulamento (E%), sendo Ni o numero total de
mol de vitamina B, inicialmente colocado (0,01 Q).

Também calculou-se a porcentagem (massa/massa) de farmaco no

sistema (%M) através da equacéo 3.3.

%E = (Ni - Nn) . 100
Ni Equacéo 3.2
(Menc . 100)
%M

(Minc + Menc) Equacéo 3.3

3.2.7 Teste de liberacédo in vitro da vitamina B>

O perfil de liberacdo de vitamina Bi, a partir das microesferas foi obtido
por meio de medidas da absorbancia de luz no comprimento de onda de
méaxima absorcdo da vitamina Bj,. Os valores de absorbancia foram
convertidos para concentracdo através da equacado 3.1 referente a curva de

calibracdo que correlaciona absorbancia e concentracdo de vitamina Bi,. As



Danielly L.A.Sitta (2013) | 38
Capitulo 3

medidas de absorbancia foram obtidas em um espectrofotdmetro UV-vis marca
Biochron, modelo Libra S12. Os testes de liberacdo foram feitos em tampdes
de pH 2, 4, 6, 8 e 10.

Para os testes de liberacdo, 0,1 g da amostra BRDMAA(15min),
carregada com vitamina Bi,, foi transferido para uma membrana de dialise
junto com 30 mL de solucdo tampdo. A membrana foi imersa em um reator
contendo 220 mL do mesmo tampdo, que foi agitado constantemente, a
aproximadamente 300 rpm, a temperatura de 37 °C. Em seguida, aliquotas
(aproximadamente 5 mL) foram coletadas em tempos especificos para leituras
de absorbancia. Apoés as leituras as aliquotas foram devolvidas ao reator, afim

de evitar mudancas no volume.

3.2.8 Estudo do perfil de liberacdo e mecanismo de liberacdo de

vitamina B1, a partir das microesferas

Para verificar o perfil de liberagdo de vitamina Bi, a partir das
microesferas construiu-se curvas relacionando a fracdo de farmaco liberado
(concentracéo no tempo t dividido pela concentracdo no equilibrio) e o tempo.

Para analise do mecanismo de liberacdo do farmaco, os dados
experimentais das concentracdes em tempos especificos foram ajustados
aplicando a equacdo 3.4, que € a equacdo mais abrangente e simples,
utilizada para descrever o comportamento geral de liberacdo de farmacos a

partir de dispositivos poliméricos ¢4~ 16%,

-_— kt Equacao 3.4
Moo
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onde M; e M. sdo, respectivamente, as quantidades acumulada de farmaco
liberadas no tempo t e no equilibrio, k € uma constante de proporcionalidade
que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do dispositivo e n € 0
coeficiente difusional ou expoente de liberagao 1164,

Esta equacdo pode ser utilizada para analisar a liberacdo a partir de
dispositivos de geometrias diferentes (filmes, cilindros, esferas, discos e
esferas) e é aplicada apenas até 60% do soluto liberado % 62 Aplicando a

funcdo logaritmica na equacdo 3.4, obtém-se a forma linear desta equacao,

descrita na equacao 3.5.

log (ﬁ) —nlogt +log k Equagdo 3.5
M

o0

Através do grafico relacionando o log da fracdo de soluto liberado
versus o0 log do tempo, obtém-se o coeficiente angular da reta, que
corresponde ao n. O valor de n depende da geometria da matriz, como descrito
previamente, e esta relacionado com o mecanismo envolvido na liberacdo do
soluto a partir de matrizes poliméricas, como especificado na Tabela 3.2.

O mecanismo de liberacdo por difusdo Fickiana é o mecanismo pelo
qual o farmaco se difunde através das camadas da matriz, ou seja, €
controlado pela difusdo. O mecanismo de transporte Caso |l € controlado pelo
intumescimento/relaxacdo das cadeias poliméricas e independe do tempo. No
caso de transporte andmalo (ndo-Fickiano), ambos os processos, difusdo e
intumescimento ocorrem simultaneamente. No super caso |l de transporte
ocorre uma contribuicdo simultinea dos processos de difuséo,

relaxac&o/intumescimento e eroséo da matriz (62 164} [66l. [67]



Danielly L.A.Sitta (2013) | 40
Capitulo 3

Tabela 3.2 - Expoente difusional e mecanismo de liberagdo a partir de matrizes

de diferentes formas geométricas.

Expoente difusional, n

N Mecanismos de
Filmes finos Cilindros Esferas , .
liberacao
0,5 0,45 0,43 Difusdo Fickiana

Transporte anbmalo

0,5<n<1,0  0,45<n<0,89  0,43<n<0,85 T
(n&o- Fickano)

1,0 0,89 0,85 Caso Il de transporte
Super caso |l de

>1,0 >0,89 >0,85
transporte

Fonte: RITGER, P.L. e PEPPAS, N.A. (1987), SIEPMANN, J. e PEPPAS, N.A. (2001)
e PRAJAPATI, SK. et al. (2012).

3.2.9 Analise morfolégica das microesferas apds intumescimento

Microesferas BRDMAA(15min) (0,05g) foram colocadas em 5 mL dos
tampdes pH 2.0, pH 4.0, pH 6.0, pH 8.0 e pH 10.0. O sistema foi mantido
fechado a temperatura de 37 °C durante 24 horas. Apds esse periodo as
amostras foram secas por liofilizacdo a -55 °C e as propriedades morfolégicas
foram analisadas em um microscopio eletrénico de varredura (Shimadzu,
modelo SS 550) operando a 12 kV. Para esta andlise foi depositada uma fina

camada de ouro sobre as amostras pela técnica sputtering.
3.2.10 Estudo da influéncia da membrana de dialise no perfil de

liberacao

Com a finalidade de verificar a influéncia da membrana de dialise no

perfil de liberacdo colocou-se 0,01 g de vitamina B, dentro da membrana de
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didlise junto com 30 mL de tampao. Os meios testados foram pH 2.0, pH 4.0,
pH 6,0, pH 8.0 e pH 10.0. A membrana foi imersa em um reator contendo 220
mL da mesma solucédo tampao. O sistema foi agitado a aproximadamente 300
rom e mantido a temperatura de 37 °C. Em tempos especificos coletou-se
aliquotas (aproximadamente 5 mL) para leituras de absorbancia. Apés as
leituras as aliquotas foram devolvidas ao reator, afim de evitar mudancas no
volume.

Os valores de absorbancia foram convertidos para concentracédo
através da curva de calibracdo da Figura 3.1 e construiu-se curvas
relacionando a concentracdo acumulada (%) de farmaco (concentracdo no

tempo t dividido pela concentracédo no equilibrio) e o tempo.

3.2.11 Carregamento (loading) das microesferas com antigenos da

hepatite B

0,3 g de particulas BRDMAA(15min) foram colocadas juntamente com 3
ampolas de vacina contra Hepatite B, totalizando 60 ug de antigeno e 3 mL de
solucdo aquosa. As particulas foram incubadas durante 6 horas, a 37 °C, sob
agitacdo lenta constante. Apds esse periodo as particulas foram precipitadas
com 3 mL de acetona e separadas do sobrenadante por centrifugacdo. O

sobrenadante foi reservado para quantificacdo do antigeno remanescente.

3.2.12 Construcdo da curva de calibracdo de proteina total para

guantificacao de antigeno
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Foi construida uma curva de calibracéo relacionando a absorbancia e a
concentracdo em massa de proteina total por mililitro de solucdo (Figura 3.2),
sendo a equacao da reta correspondente mostrada na equacao 3.6, com
coeficiente de correlacdo, r?, igual a 0,998.

Esta curva foi obtida a partir da quantificacdo de proteina total (BSA)
utilizando-se o reagente Bio-Rad Protein Assay. Este ensaio € baseado no
meétodo de Bradford, um procedimento para determinacdo da concentracdo de
proteina soltvel 8. Envolve a adicdo de uma solucdo acida do corante
Coomassie® Brilliant Blue G-250 na solucédo de proteina. O corante se liga
primariamente aos residuos de aminoacidos béasicos e aromaticos,
especialmente a arginina. Ocorre a formacdo de um complexo de coloracéo
azul, alterando a cor da solucdo que é medida através da absorbancia em 595
nm.

A lei de Beer é aplicada para a quantificacdo de proteina através da
selecdo de uma proporcdo adequada do volume de corante e a concentracao
da amostra. No presente trabalho utilizou-se o procedimento de microensaio,
onde a faixa de linearidade para solucdo padrao de albumina é em torno de
1,2-10 g/mL, segundo manual do fabricante do reagente.

Preparou-se 6 diluicbes de um padrdao de BSA (12, 10, 8, 6, 4 e 2
pg/mL). Em duplicata, pipetou-se 800 pl de cada solucédo padréo para um tubo
de ensaio. Adicionou-se a cada tubo 200 pl do reagente Bio-Rad Protein Assay.
Transferiu-se a mistura para microplaca, onde manteve-se incubada a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Mediu-se a absorbancia em 595 nm

utilizando um leitor ELISA (Bio-TEK).
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Figura 3.2 — Curva de calibracéo de proteina total.
4
Abs = 2,1.10" . c Equacéo 3.6

3.2.13 Calculo da eficiéncia de encapsulamento de antigeno da

hepatite B pelas microesferas de BSA

A quantidade de antigeno encapsulado foi obtida indiretamente pela
quantificacdo de proteina remanescente no sobrenadante através da curva de
calibragédo e equagéao da reta corresponde (Figura 3.2 e equacgéo 3.6).

Como para construgado da curva de calibracdo utilizou-se o reagente
Bio-Rad Protein Assay. Em duplicata, pipetou-se 800 puL do sobrenadante para

um tubo de ensaio. Adicionou-se a cada tubo 200 puL do reagente Bio-Rad
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Protein Assay. Transferiu-se a mistura para microplaca, onde manteve-se
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos. Mediu-se a absorbancia
em 595 nm utilizando um leitor Elisa (Bio-TEK) e através da curva de
calibracédo, se obteve a concentracdo de proteina (proveniente dos antigenos)
no sobrenadante.

Sabendo-se o volume exato do sobrenadante e o valor médio de
concentracdo, calculou-se a massa meédia de antigeno que nao foi
encapsulado. Através da equacdo 3.2, substituindo-se o numero de mol pela

massa, calculou-se a eficiéncia de encapsulamento (E%),

3.2.14 Verificacdo do efeito da BSA na determinacéo de antigeno

Afim de verificar se a albumina das microparticulas interferiria na
quantificacdo de antigeno (por determinacdo de proteina total), incubou-se 0,2
g de microparticulas BRDMAA(15min) em 2 mL de agua destilada, também por
6 horas a 37 °C, sob agitacdo lenta. Da mesma forma, as particulas foram
precipitadas com acetona e separadas por centrifugacdo e a proteina do

sobrenadante foi guantificada como descrito anteriormente.



CAPITULO 4

Resultados e Discussao
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4.1 MODIFICACAO DE BSA COM AM

Apenas algumas proteinas sustentam sua dissolucdo em solvente
organico sem a perda de propriedades de reconhecimento molecular *,
portanto neste trabalho utilizou-se meio reacional aquoso, para manutencao da
estrutura da BSA, além da possibilidade do uso desta metodologia para
modificar qualquer outra estrutura protéica.

As condicbes de modificacdo da BSA com AM foram baseadas no
trabalho de LADAVIERE e colaboradores (1999), com algumas modificacées.

No trabalho desenvolvido por estes autores a BSA foi imobilizada em
poli(metilviniléter co-anidrido maleico) entre os tampdes testados (fosfato de
sédio, 0.1M, pH 5.5; tris, 0.05M, pH 7; tris, 0.05M, pH 7.6; fosfato de sddio, 0.1
M, pH 8; carbonato de sédio, 0.1 M, pH 9.1; borato de sddio, 0.1 M, pH 9.2;
tris, 0.05 M, pH 9.3; carbonato de sodio, 0.1 M, pH 10.75) o tampé&o fosfato de
sédio, 0.1 M, pH 5.5 mostrou-se 0 meio mais eficiente para a reacdo covalente
de imobilizacdo, pois a hidrolise da parte da cadeia derivada do anidrido foi
mais lenta do que em qualquer um dos outros meios mais basico, o que pode
explicar o rendimento superior obtido sob essas condi¢des. Outro fator
favoravel para a imobilizacdo, a um pH préximo do ponto isoelétrico de BSA (pl
4.9) é que o efeito de interacdes eletrostaticas deve ser reduzido uma vez que
a carga liquida de BSA em pH 5.5 é perto de zero ou ligeiramente negativa, o
que também pode gerar forgas repulsivas que previne a formacdo de dimeros

de moléculas de BSA que desfavorecem a reacéo [*
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A reacdo de hidrolise do AM (Figura 4.1) é concorrente a reacdo de
modificacdo e tem como produtos os acidos trans-butenodidico (acido

fumarico) e principalmente cis-butenodioico (acido maleico).

0

@) _
O:;\s/ \-_—_:.—;T-O HZO HO\ /\/J-LOH + O:<f >/-7OH

2 \"\.. e OW A\ V4
Anidrido maleico Acido fumarico Acido maleico

Figura 4.1 - Reagao de hidrolise do AM resultando nos acidos fumérico e

maleico.

O tempo de agitacdo de 3 horas e a temperatura de 37 °C também
foram fixados baseando-se neste trabalho de LADAVIERE e colaboradores
(1999).

Propbe-se que a modificagdo quimica da BSA com AM ocorra por
ataque nucleofilico da BSA ao AM. Os grupos nucleofilicos de BSA, que
poderiam reagir com AM, sdo os grupos tiol do residuo cisteina, grupos
hidroxilas dos residuos serina e tirosina e grupos aminas da cadeia lateral de
residuos de lisina ®® (Figura 4.2), conforme reacdes propostas na Figura 4.3.
Porém os grupos tidis (17 deles) estdo envolvidos em ligacdes dissulfeto,
ajudando a manter a estrutura terciaria da proteina, exceto cys-34, que € o
anico livre e as hidroxilas sdo menos nucleofilicas e ndo reagem em condi¢des
experimentais suaves " 2/ como no presente trabalho, onde a temperatura de
reacao foi controlada em 37 °C e mantido o pH 5,5. Por isto, sob condi¢bes
brandas, somente grupos amino estericamente acessiveis da cadeia lateral do

residuo lisina reagem [ 12¢,
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Figura 4.2 - Estruturas dos aminoacidos cisteina, serina, tirosina e lisina.
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Figura 4.3 - Esquema para reacdes de ataque nucleofilico dos grupamentos
(a) tiol do residuo cisteina, (b) hidroxila dos residuos serina e tirosina, e (c)

amino do residuo lisina ao AM.
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Na Figura 4.4 estdo representados os espectros de FTIR de BSA e BM

na regiéo espectral de 4000-450 cm™.

(a)
(b}
;
947 cm !
SRHC=CHR
4000 3000 2000 1000

t:m'dI

Figura 4.4 - Espectros de FTIR de BSA (a) e BM (b).

As atribuicbes das bandas dos espectros de BSA e BM estao
apresentadas na Tabela 4.1.

A banda em 947 cm™, referente & deformacdo angular de dupla
dissubstituida, € um indicativo da reacdo de modificacdo (inclusdo da dupla
ligacdo) de BSA. Se a conformacéo da dupla ligacéo fosse cis, no espectro se

1 [ contudo, a banda

observaria uma banda intensa entre 730-665 cm
intensa em 947 cm™ corresponde & dupla ligacdo em conformacéo trans %,
indicando que ocorre mudanca de conformacdo de cis para trans ap0s a
abertura do anel de AM. No caso de producdo de acido fumarico (isbmero
trans) a partir do acido maleico (isbmero cis), a isomerizacéo € por via térmica
ou catalitica ['Y, sendo que os catalisadores mais comuns para este caso s&o

acidos minerais, peréxidos e tiouréia 2.
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A reacdo de modificacao foi feita em tampéao fosfato 0,1 M de pH 5,5.
Por esta razdo, na solucdo havia acido mineral (H,PO,/HPO4*), o que explica
a mudanca do arranjo espacial com a abertura do anel de cis para trans, visto
que a conformacdo trans € a mais estavel por ser menos impedida
estericamente, o que € importante no caso da BSA, uma macromolécula

bastante complexa.

Tabela 4.1 - Numeros de onda e atribuicbes das bandas dos espectros de

FTIR de BSA e BM.

Numero de onda (cm™) Atribuicéo
3500-3060 veN-H e v,N-H (amida) ["”
3550-3200 vO-H (acido carboxilico e H,0) "
3080 vCepo-H (anel aromatico) ™
2960 e 2874 vCqs-H (metila e metileno) ™

1660 vC=0 e 8N-H (amida 1) "

1645 8H-0-H ™

1630 vC=C (anel aromatico (tirosina) e grupo

vinilico incluido) I

1538 8N-H e vC-N (amida 11) "

1453 8Csps-H (metileno) ™!

1395 vC-N (amida I) "
1310-1230 3N-H e vC-N [
1150-1050 sC-0 "

947 SRHC=CHR ™

800-600 5N-H (amida e amina) "

Na Figuras 4.5 estdo representados os espectros de *H RMN de BSA
e BM e na Tabela 4.2 estdo apresentados deslocamentos quimicos e

atribuicdes dos sinais dos respectivos espectros. Os picos em 65,8 ppm e 66,2
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ppm séo referentes aos hidrogénios ligados a grupos vinilicos incorporados a

molécula de BSA, comprovando a modificacdo da proteina com AM.

Figura 4.5 - Espectros de *H RMN de BSA (a) e BM (b).

Tabela 4.2 - Deslocamentos quimico e atribuicdes de sinais dos espectros de

'H RMN da BSA e BM.

d (ppm) Atribuicéo
0,5-3,0 NH, e NHR (alquil aminas)
5,0-8,8 NH, e NHR (amidas)
1.0 -CHjs (etanol)
3,5 -CH,- (etanol)
4.0 -OH (etanol)
4,7 HDO
6,6-7,3 -HC=CH- (anéis aroméaticos dos aminoacidos)
3,5-4,4 -CH-NR e -CH»-NH
58e6,2 -HC=CH- (grupo vinilico incluido)

Fonte: SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE (2005).
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Os espectros de *C RMN CP-MAS de BSA e BM estéo apresentados

na Figura 4.6 e as atribuicfes dos picos estdo apresentadas na Tabela 4.3.

(A) Q

(b)
(a)
200 150 100 50 0
& (ppm)
I:E] 132
Y127
!
o)
:a}m (a)
140 120 40 20
5 (ppm) & (ppm)

Figura 4.6 - Espectros de 3C RMN CP-MAS de BSA (a) e BM (b): (A) de 200 a

0 ppm; (B) de 140 a 110 ppm; (C) de 45 a 10 ppm.

Os picos em 6127 ppm e 8131 ppm (ampliados na Figura 4.6 (B)) sao
referentes as carbonos de dupla ligacédo e o pico em 6167,6 ppm é atribuido a
carbono de carbonila de acido em sistemas conjugados. Estes grupos nao
estdo presentes na albumina pura, e por esta razdo, confirmam a reagao de

modificacdo da proteina. Neste caso, grupos vinil acido (-HC=CH-COOH) séo



Danielly L.A.Sitta (2013) | 53
Capitulo 4

formados na estrutura protéica. A diminuicdo da intensidade do pico em 629
ppm no espectro da BM, referente a carbono ligado amina primaria, o0 aumento
da intensidade do pico em 40,1 ppm no espectro de BM, referente a carbono
ligado a aminas terciarias, e a banda em 36 ppm presente somente no
espectro da BM, devido a carbono ligado a aminas secundarias (ampliacdes
nas Figura 4.6 (C)), também confirmam a modificacdo, pois, indicam que parte
dos grupos aminas reagiram formando novos grupamentos aminas secundarias

e terciarias.

Tabela 4.3 - Deslocamentos quimico e atribuicdes de sinais dos espectros de

13C RMN CP-MAS da BSA e BM .

8 (ppm) Atribuicao

16,1 >CH-COOH

21 —CH,-COOH
24,5 C—(C=0O)NH,

29 -H,C-NH,

36 -H,C-NHR
40,1 C-NR;
54,9 C-N

127,131 € 167,6,) HCg)=CqH-C(,)OOH

174,7 NH,-HC=0

Fonte: SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE (2005).

No difratograma de raios-X (Figura 4.7) de BSA e BM nao foram
observados sinais definidos. Houve apenas o aparecimento de halos, que séo
caracteristicos de estruturas amorfas, indicando que a modificagdo ndo altera a
estrutura amorfa de BSA que pode indicar uma manutencdo da estrutura

tridimensional.
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Figura 4.7 - Difratogramas de raios-X de BSA (a) e BM (b).

A morfologia da superficie de BSA e BM pode ser observada nas
micrografias de MEV apresentadas na Figura 4.8. A morfologia de BSA pura é
caracterizada pela presenca de placas, claramente diferente de BM que é

formada por estruturas nao definidas e porosas.

"4
AccV Probe Mag WD Det

AccV Probe Mag WD Det X
15.0ky 40 %300 17 SE 50 l“ln] 15.0k¥ 40 %1200 17 SE

Figura 4.8 - Micrografias de MEV: (a) BSA e (b) BM.
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4.2 RETICULACAO DE BM

Foi apresentada a verificagdo da reticulacdo da BM com e sem DMAA
somente das amostras preparadas com agitacdo de 15 minutos, sem PVA,
visto que se neste intervalo de tempo é observado a reticulacdo, para tempos
maiores, espera-se o0 mesmo resultado e o PVA néo influencia na reticulacéo,
pois na reacao tem apenas a funcdo de melhorar a estabilidade da emulsao,
afetando, portanto somente as caracteristicas morfologicas.

O persulfato de amoénio na presenca de TEMED se dissocia em
radicais livres que atacam as duplas ligacdes de BM e de DMAA promovendo a
reacdo de reticulacdo radicalar. Na Figura 4.9 estdo representados o0s

espectros de FTIR de BM, BR(15min) e BRDMAA(15min).

P
947 cm-1

1500 1 1000 500
cm-

Figura 4.9 — Espectros de FTIR de BM (a), BR(15min) (b) e
BRDMAA(15min) (c).
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A diminuicdo de intensidade da banda em 947 cm™ nos espectros de
BR(15min) e BRDMAA(15min) referente a deformacéo angular dos hidrogénios
da dupla trans substituida, sdo evidéncias da reacao reticulacado/polimerizacéo.
Isto indica que DMAA néo é determinante para que a reacéo ocorra. DMAA foi
selecionado como co-mondmero com a finalidade de promover a reticulacédo da
matriz.

Na Figura 4.10 estéo apresentados os espectros de *C RMN CP-MAS

no estado sdlido de BM, BR(15min) e BRDMAA(15min).

0 P
HD}C—ilz=1|:—C—N—BSA alcool
.-~ HH benzilico

6167 ppm

R YRR "y

1%5 15ID 125
5 (ppm)

Figura 4.10 — Espectros de *C RMN CP-MAS de BM (a), BR(15min) (b) e
BRDMAA(15min) (c).

A diminuicdo de intensidade da banda nos espectros de **C RMN CP-
MAS de BR(15min) e BRDMAA(15min) em 8167 ppm referente ao carbono da
carbonila de acido de sistema conjugado, observadas no espectro da BM,

confirmam a reacgao polimerizacao/reticulacdo de BM para ambos os casos,
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com e sem DMAA. Os picos referentes a dupla ligacdo em 6127 ppm e 6131
ppm nao podem ser observadas pois esta regido € encoberta por bandas
referentes a duplas ligacbes do alcool benzilico que néo foi completamente
removido pelo processo de lavagem "%,

Como representado nos difratogramas de raios-X na Figura 4.11, apoés a
reticulacdo, observou-se o aparecimento de picos definidos em um halo, isto
mostra que houve a formacéo de regides cristalinas ainda dispersas em uma
matriz amorfa, indicando que a reticulacdo induziu a organizacdo, em partes,
do material para ambas a amostra. Considerando as posi¢des e intensidades
dos picos do DRX de BR(15min) e BRDMAA(15min), pode-se verificar que a

adicdo de DMAA nao influenciou na cristalinidade do material reticulado.

(b) "

10 20 30 40 S0 60 70
26

Figura 4.11 - Difratograma de raio-X de BM (a), BR(15min) (b) e
BRDMAA(15min) (c).
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O objetivo de empregar o método de emulsdo agua/dleo para producéo
das particulas de BSA quimicamente reticulada foi desenvolver particulas
esféricas, pois as esferas apresentam distribuicdo de massa uniforme, 0 que
evita intumescimento anisotropico (associado a outras morfologias) e
afastamento do perfil de liberacao ideal & 74,

O PVA parcialmente hidrolisado foi selecionado como tensoativo, pois é
o mais utilizado por propiciar a formacao de microesferas menores . A adicéo
de surfactante reduz a tensao superficial, o que faz diminuir o tamanho das
particulas e evita tanto a coalescéncia quanto a aglomeracdo das goticulas,
estabilizando a emulséo /%

Neste método, a velocidade, tempo de agitacdo e a quantidade de
tensoativo afetam a morfologia e tamanho das particulas obtidas, pois isto
depende do tamanho das goticulas e estabilidade da emulsao.

Comparando-se com outros trabalhos, a velocidade de agitacéo utilizada
no presente trabalho foi relativamente baixa (750 rpm). MacAdam et al. (1997)
sintetizaram microparticulas de BSA utilizando agitacdo de 6100 rpm 3.
Larionova et al. (1999) sintetizaram particulas reticuladas de amido/BSA com
agitacdo de 1500 rpm ® e lema et al. (2004, 2006, 2009) prepararam
microesferas de albumina com agitacdo de 1000 rpm [ B 28] No presente
trabalho, a velocidade de agitacdo foi fixada a uma velocidade relativamente
baixa para manter a integridade estrutural da proteina e ainda promover a
emulsificacao.

A morfologia da superficie dos materiais reticulados, com 15, 30, 60 e

120 minutos de agitacdo pode ser observada nas micrografias de MEV
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apresentadas na Figura 4.12, Figura 4.13, Figura 4.14 e Figura 4.15,

respectivamente.

Figura 4.12 - Micrografias de MEV: (a) BR(15min); (c) BRDMAA(15min); (c)

BRDMAA(15min)1%P; e (d) BRDMAA(15min)2%pP.

As microparticulas formadas por agitacdo de 15 minutos com DMAA
sem PVA (Figura 4.12(b)) sdo predominantemente esféricas, homogéneas e
regulares, ja com acréscimo de PVA de 1% ou 2% (Figuras 4.12(c) e (d),
respectivamente), nota-se, que para este tempo de agitacdo, a forma das
particulas é prejudicada com a presenca de microparticulas entre as placas,
provavelmente de PVA, em ambos 0s casos.

As microparticulas formadas com 15 minutos de agitagdo sem DMAA

(Figura 4.12(a)) apresentaram formato de discos, 0 que indica a contribuicdo
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de DMAA como mondmero suporte para a rede polimérica aumentando a
uniformidade e esfericidade das particulas.

Para o tempo de 30 minutos de agitacdo, sem PVA (Figura 4.13(a)), as
microparticulas sédo rugosas e ndo homogéneas, ja com acréscimo de 1% e 2%
de PVA (Figuras 4.13(b) e (c), respectivamente), ha formacédo discreta de
microparticulas, porém estas aparecem entre as placas, como no caso

observado para 15 minutos de agitacéo.

Figura 4.13 - Micrografias de MEV: (a) BRDMAA(30min); (b)

BRDMAA(30min)1%P; e (c) BRDMAA(30min)2%P.

Com 60 minutos de agitacdo, sem PVA (Figura 4.14(a)), ndo s&o

fomadas microparticulas. Com acréscimo de PVA, observa-se a formacéo de
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microparticulas, sendo que para 2% de PVA, houve uma maior homogeneidade

(Figuras 4.14 (b) e (c)).

Figura 4.14 - Micrografias de MEV: (a) BRDMAA(60min); (b)

BRDMAA(60min)1%P; (c) BRDMAA(60min)2%P.

Para 120 minutos de agitacdo, sem PVA (Figura 4.15(a)), ndo ha
formacao de microparticulas, mas sim de uma superficie rugosa. Com 1 e 2%
de PVA (Figuras 4.15(b) e (c)), nestas condi¢cdes de agitacdo, sdo formadas
microparticulas pouco homogéneas.

As particulas formadas na auséncia de PVA sdo mais homogéneas
quando comparadas com as formadas na presenca de PVA. Um fator

importante € que as proteinas apresentam propriedade emulsificante,
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adsorvendo na interface 6leo-agua e formando uma barreira nas goticulas, o

que impede a coalescéncia e melhora a estabilidade de emulsdes """

i
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Figura 4.15 - Micrografias de MEV: (a) BRDMAA(120min); (b)

BRDMAA(120min)1%P; e (c) BRDMAA(120min)2%P.

Durante a adsorcdo na interface Oleo/dgua em uma emulsdo as
proteinas mudam sua conformacdo de modo a maximizar o numero de
interaces favoraveis e minimizar o nimero de interacdes desfavoraveis [8 79,

A extensdo e velocidade do rearranjo das proteinas em interfaces de
emulsdes € influenciado por varios fatores, como a flexibilidade da cadeia, a
distribuicdo de dominios hidrofébicos/hidrofilicos dentro da sequéncia da

proteina e também da hidrofobicidade da fase oleosa. Sendo que quanto maior



Danielly L.A.Sitta (2013) | 63
Capitulo 4

a hidrofobicidade da fase oleosa, maiores sdo as mudancas conformacionais
(maior desdobramento) da proteina ",

Em geral, as proteinas perdem muito de sua estrutura terciaria na
adsorcdo na interface Oleo/agua e tem quantidades consideraveis de estrutura
secundaria n&o-nativa ("8 8%,

Até 30 minutos de agitacdo, a propriedade emulsificante da albumina
provavelmente é preservada, entdo, ao se adicionar PVA, ha um excesso de
emulsificante. Nessas condi¢cdes com a adicdo de PVA pode haver a adsorcao
competitiva na interface entre as moléculas de proteina e do surfactante. Essa
adsorcdo competitiva na area interfacial pode desestabilizar a emulsao B,

Estudos sobre adsorcdo competitiva e interacdes entre sistemas de
mistura entre proteinas e surfactantes nas interfaces sao relatados na literatura
[81)- (83]

As proteinas e emulsificantes estabilizam emulsdes por diferentes
mecanismos. As proteinas formam uma camada adsorvida com interacdes
laterais entre as moléculas de proteina que impede que as gotas da emulsao
coalescam. J4 os emulsificantes podem reduzir a tensdo interfacial para
valores mais baixos e dependem de repulsdo de cargas ou repulsao estérica
entre 0s grupos polares. Embora cada um destes mecanismos isoladamente
seja eficaz na estabilizacdo de uma emulsdo, quando proteinas e surfactantes
estdo presentes estes mecanismos sdo antagonistas, o que pode levar a uma
ruptura/desestabilizacdo da emulsao B,

Dependendo da concentragao, os surfactantes penetram nos defeitos
na pelicula interfacial de proteina e enfraquecem as interagdes laterais entre as

moléculas de proteina, ao passo que as moléculas de proteina inibem a
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migracdo lateral de moléculas de surfactante. Assim, nenhuma das espécies €
capaz de estabilizar a emulsdo em conjunto de forma téo eficiente quanto uma
das espécies isoladamente. Uma vez que a integridade do filme de proteina
tenha sido enfraquecida, moléculas de surfactante continuam a absorver na
superficie formando na interface dominios ricos em surfactante e ricos em
proteinas. Quando uma quantidade suficiente de surfactante € adsorvida
(concentracao critica) de tal modo que a pressao de superficie no dominio rico
em surfactante é maior do que a pressao de superficie e resisténcia elastica do
dominio rico em proteina, o filme de proteina é deformado, tem sua espessura
aumentada e acaba sendo deslocado a partir da interface. Os detalhes desse
mecanismo geral variam de acordo com a proteina .

A eficiéncia da proteina em estabilizar emulsdes depende de varios
fatores, tais como: concentracdo, pH, forca idnica, tratamento térmico,
agitacdo, entre outros ", Logo, aumentando-se o tempo de agitacéo para 60 e
120 minutos, a propriedade emulsificante de BSA é afetada devido as
mudanc¢as em sua estrutura tridimensional, assim, somente PVA desempenha
a funcdo de emulsificante. Por isso para estes tempos de agitacao o0 acréscimo
de PVA melhora significativamente a esfericidade e homogeneidade das
particulas quando comparado as obtidas sem PVA.

Comparando-se todas as morfologias em termos de tamanho,
homogeneidade da amostra e esfericidade das microparticulas, conclui-se que
a melhor condicéo testada para a formacdo das microparticulas é a reticulacao
com DMAA, sem PVA com tempo de agitagdo de 15 minutos. Somado as
questdes morfologicas, aumentando-se o tempo de agitacdo, é possivel que

ocorram maiores mudancas na estrutura tridimensional de BSA devido a
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rompimentos das interacbes que mantém esta estrutura, afetando a
capacidade de ligacdo e transporte de farmacos. Por isto também as
microparticulas obtidas com 15 minutos de agitacdo sdo, possivelmente, mais
adequadas a aplicacao desejada no presente trabalho.

O tamanho médio das particulas BRDMAA(15min), calculado utilizando-
se o0 analisador de imagens Image-Pro Plus, foi de 0,191 + 0,0510 um e o
histograma com a distribuicdo, obtido pelo programa Statistica, esta

apresentado na Figura 4.16.
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Figura 4.16 - Histograma com a distribuicAo de tamanho das particulas

BRDMAA(15min).

O tamanho regular e uma estreita distribuicdo de tamanho séo

interessantes, pois possibilitam liberagdo do farmaco de forma mais previsivel e

estavel [,
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4.3 ESTUDO DO PERFIL E MECANISMO DE LIBERACAO IN VITRO DE

VITAMINA B12 PELAS MICROPARTICULAS DE BSA

Na Figura 4.17 estdo representados os perfis de liberacdo de

vitamina B, em diferentes valores pH.
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Figura 4.17 - Perfis de liberacdo de vitamina B, pela amostra

BRDMAA(15min) em (a) pH 2.0; (b) pH 4.0; (c) pH 6.0; (d) pH 8.0; (e) pH 10.0.
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Os perfis de liberacdo em pH 2.0 (Figura 4.17 (a)) e pH 4.0 (Figura 4.17
(b)) apresentam inicialmente liberagcdo mais rapida, seguida de uma fase lag e
outra fase de liberacéo rapida. Os perfis de liberacdo em tampdes de pH 6.0
(Figura 4.17 (c)), de pH 8,0 (Figura 4.17 (d)) e de pH 10 (Figura 4.17 (e))
diferem do perfil de liberagdo em meio acido e indicam uma fase lag, onde
menos de 30% do total da concentracdo acumulada é liberada, seguida de uma
liberacdo mais rapida (regido que corresponde a maior inclinacdo da curva) até
atingir o equilibrio. As diferencas nos perfis de liberacdo sdo atribuidas as
mudancas estruturais e de carga que os diferentes pH do meio geram nos
segmentos estruturais da rede polimérica.

A partir das absorbancias dos sobrenadantes de onde foram
precipitadas as nanoparticulas ja carregadas com vitamina Bj», calculou-se que
a média do farmaco encapsulado, ou a eficiéncia de encapsulacéo, foi de 78,4
+ 1,5%, correspondendo a uma porcentagem de 9,1 + 0,9% de farmaco no
sistema.

Os tempos para atingir o equilibrio entre vitamina Bi, adsorvida e
liberada, os coeficientes difusionais, os valores da constante de
proporcionalidade k, os coeficientes de correlacdo das retas, bem como as
porcentagens de farmaco liberada para os diferentes pH, estdo apresentados
na Tabela 4.4.

Em pH extremo (2 e 10) (Figuras 4.17(a) e (d)) foram observados os
maiores t.. Ja para o pH mais préximo ao ponto isoelétrico da proteina (pH 4,0)
(Figura 4.17(b)) o tempo para atingir o equilibrio foi 0 menor, o que pode ser
explicado pela menor carga liquida da proteina préoximo a esse pH, resultando

em menor interacdo eletrostatica entre grupos da proteina e o farmaco.
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Tabela 4.4 - Tempos para liberacdo de vitamina Bi, atingir o equilibrio (t-),
coeficientes difusionais (n), constantes de proporcionalidade (k), coeficientes
de correcdo das retas (r’) e porcentagens de farmaco liberada para os

diferentes meios.

pH
2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
t=/min 2988 1688 2198 2214 5720
n 0,44 0,62 1,00 1,75 0,78
k 3,46.10% 548.10° 294.10% 1,15.10° 3,27.10*
r? 0,70 0,97 0,94 0,97 0,85
% liberada 2,70 6,70 47,70 43,10 58,53

A porcentagem de farmaco liberada foi menor nos pHs 2,0 e 4,0 o que
€ interessante pois ao se aplicar essa particula in vivo, provavelmente a
porcentagem de vitamina Bi, liberada no estdbmago seria muito pequena,
especialmente devido ao curto espaco de tempo de transito neste 6rgao que é
entre 2 e 3,5 horas. Nos testes de liberacao in vitro, até cerca de 3,5 horas
(210 minutos) a porcentagem de farmaco liberada foi apenas de 1,1% para o
pH 2.0 e 3,2% para o pH 4.0.

O modelo aplicado para verificar a mecanismo de liberacdo do farmaco
a partir da matriz teve um bom ajuste para a maioria dos pH testados. Os
valores de coeficiente difusional obtido em pH 2.0 (n = 0,44), pH 4.0 (n = 0,62)
e pH 10.0 (n = 0,78) sugerem que o mecanismo de transporte do farmaco a
partir da matriz para a solucdo, nestes pHs € governado por transporte
anbmalo (ambos os fendmenos, difusdo e relaxamento das cadeias,
contribuem para a liberacdo do farmaco), mas com maior contribuicdo da

difusédo para o pH 2.0 e do relaxamento das cadeias para pH 4.0 e pH 10.0. Em
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pH 6.0 (n = 1,00) e pH 8.0 (n = 1,75), 0 mecanismo € de super caso Il de
transporte, ocorrendo uma contribuicdo simultanea dos processos de difuséo,
relaxacao/intumescimento e erosao da matriz polimérica.

Este resultado esta de acordo com a literatura, ja que sabe-se que em
geral a liberacdo do farmaco a partir de matrizes hidrofilicas é baseado na
transicdo do polimero do estado vitreo para o estado maleavel pela penetracéo
da agua no interior pela matriz ®% 18 Os dois fatores que mais influenciam tais
sistemas intumesciveis sdo a taxa de penetracdo da agua na matriz
(envolvendo hidratacdo, gelatinizacdo ou intumescimento) e a taxa de erosao
da matriz .

Como pode ser observado na Figura 4.18, apdés a incubacdo de 24
horas da amostra BRDMAA(15min) verificou-se que em todos os pHs testados
as particulas aumentaram de tamanho e estouraram provavelmente devido ao
processo de secagem.

Esta analise morfologica ndo quantifica o efeito do intumescimento em
diferentes valores de pH, mas reforca o resultado obtido de que em todos os
meios testados o relaxamento/intumescimento das cadeias contribui para o
mecanismo de liberacdo do farmaco. Este aumento de tamanho é causado
pela entrada de &agua na matriz, solvatando grupos polares da cadeia
polimérica altamente hidrofilica, reduzindo a interacdo polimero-polimero,
aumentando a mobilidade das cadeias, permitindo uma expansao das mesmas.

Com relacdo a formacdo das fases lag, esta poderia ser atribuida a
retencdo do farmaco no interior da membrana de didlise devido a formacéo de
aglomerados. Porém como mostram os perfis de liberacdo da vitamina B, a

partir da membrana, representado na Figura 4.19, isto nao foi verificado. Logo,
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esse periodo de liberacdo mais lenta é caracteristico do préprio material

desenvolvido e varia com o meio.

Mag
30 x15000

Figura 4.18 - Micrografias de MEV da amostra BRDMAA(15min) intumescida

em (a) pH 2.0, (b) pH 4.0, (c) pH 6.0, (d) pH 8.0 e (e) pH 10.0.
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Figura 4.19 - Perfis de liberacdo de vitamina B;, diretamente da membrana em

(@) pH 2.0, (b) pH 4.0, (c) pH 6.0, (d) pH 8.0 e (e) pH 10.0.

Outra observacéo a que se pode chegar atraves dos perfis de liberacdo

representados na Figura 4.17 é que o aumento da porcentagem liberada de

vitamina Bi, a partir de BRDMAA(15min) ndo € devido a degradacdo do

farmaco em meios acidos, ja que nao se observou este efeito na liberacdo do

farmaco sem o encapsulamento.
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4.4 ENCAPSULAMENTO DE ANTIGENO DA HEPATITE B

Para o encapsulamento do antigeno foi escolhido o método de
incubacdo na tentativa de manter a estrutura do antigeno intacta e,
consequentemente, manter a acéo da vacina.

A quantificacdo de antigeno foi feita por determinacédo de proteina total,
uma vez que o antigeno é formado por estrutura protéica. Estratégia
semelhante para determinagéo de antigeno foi utilizada por Borges et al. (2007)
8 e Borges et al. (2008)5,

Foi calculado que a eficiéncia de encapsulamento de antigenos pelas
microparticulas foi de 74,2%, valor relativamente elevado, considerando-se que
0 antigeno foi incorporado nas microesferas apenas pela incubacéo de 6 horas
e ndo durante a sintese das mesmas.

A proteina remanescente no sobrenadante das microparticulas
incubadas sem o antigeno foi inferior ao limite de detec¢ao da técnica que é de
aproximadamente 1,2 pug/mL, mostrando que a proteina quantificada apds a
incubacdo das microparticulas com o antigeno, nao foi significativamente

proveniente da BSA das microesferas, mas sim do antigeno.
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A area de desenvolvimento de sistemas para liberacdo controlada de
farmacos tem passado por grandes avancos nos ultimo 50 anos e embora
existam indmeras pesquisas nesta area ainda ha muitos desafios a ser
superados para que o uso clinico desses dispositivos seja mais expressivo em
nameros.

O presente trabalho procurou desenvolver um dispositivo polimérico com
potencial para aplicacdo em liberacdo controlada de farmacos e antigenos
baseado em micro/nanoparticulas de BSA. A técnica selecionada para
formacdo de micro/nanoparticulas foi a reticulacio em emulsdo W/O, ja
bastante utilizada para preparacdo de microparticulas de materiais hidrofilicos.
Para isto modificou-se BSA com AM, afim de incluir duplas ligacbes na
molécula, para posterior reacdo de polimerizacao/reticulacdo radicalar. Como
foi comprovado por espectroscopia de FTIR, *H RMN e ¥C RMN, a
modificacdo de BSA com AM foi efetiva. A morfologia da superficie da proteina,
observada por micrografias de MEV, também difere apds a modificacdo
passando de uma estrutura formada por placas para uma estrutura nao
definida e porosa.

Na reacédo de reticulacao testou-se a influéncia de DMAA, da presenca
do surfactante PVA parcialmente hidrolisado (1% e 2%) do tempo de agitacéo
(15, 30, 60 e 120 minutos). O DMAA foi selecionado para atuar como
mondmero reticulante, e melhorou a esfericidade das particulas. Até 30
minutos de agitacdo, sem PVA foram formadas microparticulas relativamente
homogéneas, especialmente para 15 minutos de agitacdo, com a adi¢do de 1%
e 2% PVA, ndo se observou a formacdo de microparticulas. Para 60 e 120

minutos de agitacdo, sem PVA ndo foram formadas microparticulas, ja com
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acréscimo de PVA, a uniformidade das particulas € aumentada, especialmente
para 60 minutos de agitacdo e 1% de PVA.

Verificou-se que a reticulacdo com e sem DMAA induziu a organizacéo
das amostras, indicando que a adicdo de DMAA néao influenciou na
cristalinidade do material reticulado.

Entre as condicbes testadas, a que se obteve maior uniformidade e
esfericidade das particulas foi a amostra reticulada com 15 minutos de
agitacdo, com DMAA, sem PVA (BRDMAA(15min)). O tamanho médio das
particulas obtidas nesta condicdo foi 0,19 + 0,05 um. Esta condi¢do foi
selecionada para testes de liberagao in vitro de vitamina Bi».

A quantidade de vitamina Bi, encapsulada foi em média 78,4 + 1,5%,
correspondendo a uma porcentagem de 9,1% + 0,9 de farmaco no sistema.

Diferencas nos perfis de liberacdo em meio acido e meio proximo a
neutralidade e basico foram observadas, mostrando que as particulas formadas
sao sensiveis a variacoes de pH.

Os coeficientes difusionais obtidos para os tampdes de pH 2, 4, 6, 8 e
10 foram, respectivamente, 0.44, 0.62, 1.00, 1.75, 0.78, mostrando a grande
influencia do relaxamento/intumescimento da matriz polimérica na liberacdo da
vitamina B..

A porcentagem de farmaco liberado em meio acido ndo passou de 7%, 0
que é um fator interessante para a liberacdo de vitamina Bi,, que € absorvida
no intestino, onde o pH é basico.

Constatou-se que a eficiéncia de encapsulamento de antigenos HBsAg

pelas microparticulas de albumina reticulada BDMAA(15min) foi
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aproximadamente 74%. Este valor foi considerado satisfatério levando-se em
conta o tempo de apenas 6 horas de incubacéo.

Os antigenos encapsulados nas microparticulas de albumina sdo uma
alternativa de adjuvante para vacinacdo das mucosas, visando esta aplicacao,
mais testes deverao ser realizados para verificacdo da integridade estrutural do
antigeno.

As microparticulas de BSA desenvolvidas neste trabalho constituem um
material versatil, que pode ainda ser utilizado para encapsular outros farmacos,
além da possibilidade de variacdo do co-monémero ser uma alternativa para se
obter materiais com caracteristicas diferentes.

A continuidade do trabalho desenvolvido, com o intuito de verificar a
aplicabilidade do material in vivo deverd obrigatoriamente envolver ensaios

bioldgicos adicionais.
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