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Resumo

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos vém sendo cada vez mais estudados, devido
a sua notéavel aplicacdo biomédica e farmacéutica, e que para serem mais eficazes, devem
apresentar melhor desempenho, eficacia prolongada (potencialidade) e menores efeitos
colaterais. Hidrogéis de alginato de calcio sdo sistemas muito estudados para a liberacdo
controlada de farmacos de origem proteica. O grande desafio deste trabalho é investigar o
potencial do sistema alginato-quitosana, para encapsulacdo de proteinas de interesse
farmacoldgico, permitindo assim a administracao oral e liberacdo entérica sem que ocorra a
protedlise na regido gastrica. Primeiramente foram produzidas esferas de alginato de calcio
através do gotejamento de solugdes de alginato de sodio contendo proteina em uma solugéo
de cloreto de célcio (para a reticulacdo do polimero). Posteriormente, foram produzidas
esferas com camada externa de quitosana (Alg-Quit) e esferas com uma segunda camada de
alginato sobreposta (Alg-Quit-Alg). O objetivo principal foi verificar se a camada externa de
quitosana proporciona algum beneficio para o encapsulamento de proteinas. Por fim, a analise
da protecdo e da liberacdo controlada de proteina foi realizada através da observacdo da
integridade fisica das esferas e por determinacdo espectrofotométrica da proteina liberada,
onde as esferas foram expostas a trés diferentes solugdes tampdo que simularam 0s sucos
gastrico e entérico. Para as esferas Alg-Quit-Alg, ndo foi possivel realizar os testes, devido a
inviabilidade de continuidade do teste. Para as esferas produzidas com camada externa de
quitosana, através dos testes de estabilidade realizados, ndo foram percebidas melhoras em
relacdo as esferas de CaAlg. A concentragdo néo interferiu na resisténcia mecénica das esferas
formadas. Porém, com o aumento do numero de camadas (recobrimento), menores foram o

didmetro e a resisténcia mecanica.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hidrogeis como carregadores de fArmacos para liberagédo controlada

Os filmes de geis e hidrogéis pertencem a uma classe de materiais com estruturas
poliméricas hidrofilicas reticuladas por ligagcdes quimicas covalentes ou por interagdes idnicas
e apresentam propriedades hidrodindmicas de géis naturais biologicos, ou de células e tecidos,
que podem reter significativas quantidades de 4gua ou fluidos bioldgicos, podendo intumescer
e apresentar volumes bem superiores ao seu inicial sem se dissolver, devido as suas ligacoes
cruzadas. Sdo também biocompativeis, possuem resisténcia a tracdo e apresentam alta
permeabilidade a 4gua [1].

Um bom sistema de liberag¢do controlada é aquele que ndo apresenta reminiscéncia do
hidrogel ap6s a liberacéo do principio ativo, sendo este um dos grandes desafios nesta area de
pesquisa [2].A utilizacdo de farmacos proteicos injetaveis ao invés da administracdo oral se da
principalmente devido a instabilidade fisica e quimica da proteina, j& que no estbmago, sdo
degradados devido baixo pH do suco gastrico e presenca de enzimas proteoliticas,
inviabilizando a absorcdo na mucosa gastrointestinal. A insulina é talvez a proteina mais
utilizada terapeuticamente, com administracdo subcutanea diaria em uma ou multiplas doses.
Por ser digerida no estbmago, a insulina ndo pode ser administrada oralmente [3]. Uma das
alternativas para a administracdo oral de proteinas sem perda de atividade é através de seu
encapsulamento em polimeros que protejam a proteina da digestdo, mas que posteriormente
permitam sua liberacdo para absorcdo. No entanto, a maioria dos polimeros sintéticos é
imunogénica e a incorporacdo de proteinas por estes polimeros exige ambiente quimicamente
hostil que pode desnaturar e inativar a proteina [4]. Muitos estudos vém sendo realizados para

se obter melhores resultados em mecanismos de liberacdo de medicamentos utilizando



polimeros naturais em funcdo da biodegradabilidade e biocompatibilidade desses materiais

[5,6].
1.2. Alginato

O é&cido alginico é um polissacarideo linear de ligagdao B-D-(1—4) entre residuos de
acido B-D-manurénico e acido a-L-gulurénico (vide figura 1), originalmente extraido de algas

marrons, principalmente a partir de algas pertencentes a familia Phaeophyceae.
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Figura 1: estrutura 4cido alginico [7]

O alginato gelifica espontaneamente na presenca de cations divalentes, como € o0 caso
do Ca*". Ocorre uma forte interacdo estequiométrica 2:1 dos residuos de &cido gulurdnico
com fons Ca*?, que leva a dimerizacdes de cadeias, formando uma malha de cadeias
conhecida como modelo “caixa de ovos” [2], conforme apresentado na figura 2.

O alginato de célcio (CaAlg) tem sido considerado um dos biopolimeros mais
adequados para a producdo de cépsulas, devido a sua composicédo, estrutura sequencial (que
tem uma grande importancia para a sua fungdo como material de encapsulagdo, ja que
depende geralmente de espessamento, de formacdo de gel e de estabilizacdo) [8,9] e
estabilidade em pH gastrico. Porém, o CaAlg tem a desvantagem de ser rapidamente e
dissolvido no pH mais alto que prevalece no intestino. Algumas possibilidades de reticulagéo
vém sendo estudadas, como a formacéo de ligagdes cruzadas com o glutaraldeido, que impede
a facil dissolucdo do CaAlg em pHs mais elevados como o do intestino, ajudando assim na

liberacdo controlada do farmaco por expansdo controlada do hidrogel [4].
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Figura 2: Representacao esquematica da formacéo de hldrogels atraveés de mteragﬁes entre fons Ca?* com
0s grupos carboxilicos do alginato [2]

1.3. Quitosana

A quitosana é obtida pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio alcalino,
conforme mostrado na figura 3. O grau de desacetilacdo depende das fontes naturais de

matéria-prima e dos métodos de preparacao:

b
NaOH L
—>
Desacetilagdo
Quiti
Hiina Quitosana
—ln — —n

Figura 3: Esquema representativo da formacéo da estrutura quimica da quitosana, através da reagdo de
desacetilagdo da quitina (h=nimero de unidades de agUcar por polimero) [2]

O termo quitina vem do grego e significa “envelope”. E um polimero natural (segundo
polimero mais abundante na natureza, depois da celulose) extraido de exoesqueleto de
crustaceos e insetos, e composto pelas unidades monoméricas de p-(1—4) 2-amino-2-desoxi-
D-glicose ¢ B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. Tanto a quitina como a quitosana
apresentam estruturas moleculares similares a da celulose (figura 4), diferenciando-se
somente nos grupos funcionais.

O elevado namero de grupos hidroxila e amino presentes na quitosana aumentam a sua
hidrofilicidade [10], fazendo com que tenha utilizagio como biomaterial na forma de

microparticulas, gel e membrana, sendo aplicada como veiculo de liberacdo de farmacos,



bandagens e geis injetaveis [4,11], muito devido a sua ndo toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e facilidade de bioabsorcdo no organismo [2,12]. Para seu uso na
liberacdo controlada de farmacos e na bioengenharia (engenharia de tecidos e culturas
celulares), vem sendo estudada a reticulacdo quimica da quitosana com agentes de
entrecruzamento menos citotoxicos e mais biocompativeis, como por exemplo, a genipina,

que é um produto natural isolado de Genipa americana e Gardenia jasminoides Ellis [14,15,

16].

CH;OH CH;0H CH,0H
0. O, O,

OH OH OH
NH; NHCOCH; OH

a b C
Figura 4: Estrutura dos biopolimeros quitosana (a), quitina (b) e celulose (c) [11]
2. OBJETIVOS

Obter de forma viavel, esferas de Alginato de calcio, Alginato de calcio recoberto com
quitosana e Alginato de célcio recoberto com quitosana-alginato, verificar a estabilidade
destes complexos em fungdo do pH e através de métodos espectrofotométricos, avaliar o

potencial para a administracdo de proteinas de interesse farmacoldgico por via oral.

3. METODOLOGIA

3.1.Materiais e reagentes

Para a encapsulacdo de proteinas foi utilizado alginato de sodio (NaAlg), quitosana
(massa molar 600.000-800.000 g mol™), e CaCl,2H,0 (ACROS Organics, Geel, Bélgica).

Preparou-se 1 litro das solugdes tampéao usadas nas anélises de estabilidade, onde se
utilizou HCI 12 mol L™ (37%) (Synth, S&o Paulo, Brasil), KCI (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil),

NaOH e KH,PO, (Fisher Scientific, Loughbourough, Inglaterra).



Todas as solucGes foram preparadas com agua de osmose reversa (RO) (Quimis,
Diadema, Brasil).

O suco gastrico, pH 1,2 foi preparado com solucdo de HCI 0,2 Mol L™ e solucéo de
KCI 0,05 MolL™. Para pH 6,8, foi utilizada solucio de KH,PO, 0,17 Mol L™ e solugdo de
NaOH 0,045 Mol L™. A solugéo de pH 7,4 foi preparada com solucido de KH,PO, 0,2 Mol L™
e solucdo de NaOH 0,2 Mol L. Para todos os casos, foram misturadas as solucdes em bal&o
de 1000 mL. O pH das solucées foi ajustado com solucdes de NaOH e HCI 1 mol L™,

O tampdo acetato pH 4.5 foi obtido conforme literatura [18], onde foram utilizados
acetato de sodio (Synth) e acido acético glacial (Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Franca).
As proteinas usadas para teste foram a Ovoalbumina, albumina sérica bovina (BSA), Papaina
(todas Sigma Aldrich, Sao Paulo, Brasil). Todos os reagentes usados sdo de grau analitico ou
superior. As medidas de pH foram realizadas com o auxilio de um pHmetro digital de
bancada DLA-PH (Del Lab, Araraquara, Brasil).

As leituras de absorbancia foram efetuada sem um espectrofotdmetro SpectraMax M5

Multi-Mode Microplate Readers (Molecular Devices, California, EUA).

3.2.Estruturacdo da parte metodoldgica

Basicamente, trés tipos de encapsulacéo foram propostos: a) simples, em CaAlg, b) em
CaAlg recoberto com quitosana e ¢) em CaAlg recoberto com quitosana e posteriormente
recoberto com alginato. Em todos os casos o CaAlg foi obtido pelo gotejamento de uma
solucdo aquosa de NaAlg 1,5% (m/v) em solucéo de CaCl, 0,5 mol L™. Além de avaliar o tipo
de encapsulacdo, foi testada a veiculacdo de trés proteinas distintas Ovoalbumina, BSA e
Papaina, sendo que o procedimento foi testado para concentracdes diferentes de Ovoalbumina
(0,2%, 0,8%e 1,5% (m/v)). Em todas as etapas, realizaram-se testes em duplicatas. Em todos

os testes, uma parte das esferas formadas foi corada com solucdo de azul de metileno



(Certistainn, Darmstadt, Alemanha), enquanto a parte majoritaria foi utilizada para os testes

de liberacao.

3.3.Encapsulacéo de proteina com Alginato de calcio

3.1.1. Preparacao de Solugdo de Alginato 1,5% (m/v)

Dissolveu-se 3,0 g de NaAlg em 200 mL de agua OR, obtendo-se uma concentracao
de 1,5% (m/v). Essa concentracdo foi utilizada seguindo a literatura [18], onde se adotou
como a concentracdo Otima para utilizacdo de solucdo de alginato, ja que através de testes
preliminares para formacao de esferas com solugdo de CacCl,, percebeu-se que quanto menor a
concentracdo da solucdo de alginato, menor a estabilidade das esferas formadas. Para
dissolver totalmente o NaAlg, a solucdo foi mantida em agitacdo por 24 horas, em agitador

magnético e posteriormente armazenada em geladeira a 6°C.

3.1.2. Encapsulacéo de proteina
Aliquotas de 10 mL da solucdo de NaAlg foram utilizadas para dissolver Ovoalbumina
em concentragfes de 0,2%, 0,8% e 1,5% (m/v). Foram realizados testes com outras 2
proteinas: BSA e Papaina, porém restringindo o teste para concentracdes de 0,5% (m/v),

encapsuladas somente com CaAlg.

Figura 5: Esquema utilizado para formacéo das capsulas de CaAlg, contendo proteina.

Gotejou-se a solugdo de proteina-NaAlg com uma seringa com agulha de injecdo em

aco inox tamanho 23G (23 Gauge equivale a um didmetro externo de 0,6 mm) em 30 mL da
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solucdo de CaCl, 0,5 mol L™ a uma distancia de, aproximadamente,2,0 cm, conforme
ilustrado na Figura 5. Esta distancia foi adotada para que ndao houvesse um grande desvio no
didmetro das esferas formadas.

As cépsulas formadas foram mantidas na solucdo de CaCl, 0,5 mol L™ por 1 hora. Em

seguida, foram filtradas e lavadas com agua OR.

3.4.Revestimento com camada de quitosana e com quitosana-alginato

A camada de quitosana foi obtida através da simples imersdo por 30 min das esferas
de CaAlg em solucdo de quitosana 0,5% (m/v). As esferas revestidas forma recuperadas por
filtragem, através de tela de nylon, lavando-se em seguida com agua OR. Para o revestimento
quitosana-alginato, as esferas obtidas foram imersas em solucdo de NaAlg 0,5% (m/v).
Utilizou-se esta concentracdo, pois como a solugdo de NaAlg se torna mais viscosa conforme
se aumenta a concentracdo, seria inviavel trabalhar com concentracfes mais elevadas.
Percebeu-se que as cépsulas aglutinam com a solucdo, inviabilizando a filtragem, sendo
necessario pincar individualmente as capsulas para prosseguir com os testes, o que é um fator

negativo.

3.5.Testes de estabilidade em funcéo do pH

Foram colocados em um baldo volumétrico de 25 mL 22,5 mL de &gua OR, sendo o
baldo avolumado com as esferas. A estabilidade e a liberagdo de proteina foi verificada em
trés condicBes experimentais diferentes, com pHs 1,2 que simulou o suco gastrico, 6,8 e 7,4
gue simularam o suco entérico (intestinal e intestinal coldnico, respectivamente), todos 0s
testes efetuados a 37°C. Foram realizadas leituras de absorbancia a 280 nm para quantificagdo
direta de proteina ja que absorvem neste comprimento de onda devido & presenca de cadeias
laterais aromaticas do triptofano, da tirosina e da cistina. As medidas foram realizadas em
intervalos de tempo de 10 min, num total de 50 min em cada meio. Para cada teste, foram

montadas as respectivas curvas padrdo, com as seguintes concentra¢fes de proteina: 0,09%,
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0,18%, 0,37%, 0,75%, 1,25% e 2,50% (m/v). Para cada leitura foi retirada uma aliquota para

realizacdo de teste qualitativo com reagente de biureto, para analisar de forma visual a

liberacdo da proteina.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Influéncia da concentracdo da proteina encapsulada
Para as capsulas de Ovoalbumina 0,2, 0,8 e 1,5%(m/v), a analise morfoldgica foi
auxiliada pela coloracdo das esferas com solucdo de azul de metileno, conforme Figura 6.

Estas esferas apresentaram certa resisténcia quando aplicada uma pressao mecanica.

Figura 6: capsulas de CaAlg com diferentes concentracfes de Ovoalbumina:(a) 0,2%; (b) 0,8%; (c) 1,5%.

Apbs os testes de liberacdo e estabilidade com concentracdo de 0,2% de Ovoalbumina
foram encontrados os resultados apresentados na tabela 1.

Considerando a curva de calibragdo para a Ovoalbumina em meio pH 1,2, pH 6,8 e pH
7,4, temos respectivamente Equagdo 1, y = 0,1763x + 0,0182, R? = 0,9978, Equacédo 2, y =
0,2547x + 0,0191, R% = 0,9973 e Equagdo 3, y = 0,2661x + 0,0218, R? = 0,9975, onde 0 y
representa o valor de absorbancia e o x a concentra¢do de proteina em % (m/v). Para 0 meio
1, atraves da eq. 1 e considerando o fator de diluicdo de 10, ndo foi possivel verificar a
liberacdo de proteina para nenhum dos 2 testes. Para a eq. 2 e 3, no teste 1 temos que apds

exposicao das capsulas em meio pH 6,8 e 7,4, para 0os maiores valores de absorbancia, tem-se
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uma concentracao de proteina de 0,85% (valor em 50 min) e 0,72% (valor em 50 min). Como
iniciamos com 0,2%,0 que pode ter ocorrido foi que havia material pertencente as capsulas
que se desfizeram durante as analises.

Tabela 1: Avaliacdo de estabilidade para Ovoalbumina 0,2 % (m/v).Resultados obtidos apds interacéo das
capsulas nos meios que simularam o suco gastrico (pH 1,2) e entéricos (pH 6,8 e 7,4), a 37°C.

DUPLICATA 1 DUPLICATA 2
Leituras de Absorbancias a 280 nm Leituras de Absorbancias a 280 nm
Tempo Tempo
(min) Meio 1 Meio 2 Meio 3 (min) Meio 1 Meio 2 Meio 3
pH 1,22 pH 6,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
0 0,003 0,003 0,012 0 0,002 0,003 0,003
10 0,004 0,005 0,015 10 0,005 0,007 0,004
20 0,007 0,008 0,015 20 0,005 0,009 0,018
30 0,005 0,026 0,018 30 0,008 0,034 0,021
40 0,010 0,036 0,023 40 0,006 0,028 0,017
50 0,007 0,041 0,041 50 0,006 0,036 0,021

Os valores de absorbancia encontrados foram muito baixos, o que pode levar a desvios
experimentais grandes. Infelizmente, ndo foi realizado um branco com esferas de CaAlg sem
proteina para comprovar se a liberacdo da matriz poderia justificar o resultado observado.
Uma alternativa anteriormente testada, envolvendo o teste com biureto, também apresentou
um erro sistematico. O teste com biureto permitiria a determinacdo de proteinas pela
formacdo de um complexo violeta, com absortividade maxima por volta de 550 nm. O teste
com a concentracdo de Ovoalbumina 0,2%, encontra-se ilustrado na Figura 7.

No teste de biureto, as solugdes aquosas de compostos contendo duas ou mais ligagdes
peptidicas formam, através dos &tomos de nitrogénio destas ligacdes e os fons Cu?,
complexos de coloragdo violeta, onde a intensidade varia com a concentragdo de proteina.

Como é possivel observar, as solu¢Ges ndo obtiveram coloragdo violeta. O problema
desse teste é que, caso haja a liberacdo de alginato, este pode reticular com Cu?*, com uma
ligacdo com maior estabilidade inclusive que a ligagdo CaAlg. Nesse caso o resultado é um
falso negativo para a presenca de proteinas. Foi feito um teste rapido para confirmagéo,
através do gotejamento de NaAlg em solucdo de CuSO,4, 0 que ocasionou na formacdo de

esferas transparentes. Isto demonstra a reticulagéo do alginato com Cu®",
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Figura 7: Teste visual com biureto para aliquotas de capsulas de Ovoalbumina 0,2%, somente com
alginato. (a) pH 1,2; (b) pH 6,8; (c) pH 7,4.

As capsulas contendo 0,8% de Ovoalbumina também apresentaram boa resisténcia
mecanica quando aplicada pressdo, ja as esferas contendo 1,5% da proteina demonstraram ser
mais frageis em comparacéo as anteriormente formadas. Os resultados dos testes de liberacéo
para essas duas condi¢des experimentais seguem demonstrados nas Tabela 2 e 3.

Percebe-se que para o teste 1 em meio 1, temos valores bem maiores quando
comparados com os do mesmo meio no teste 2. Como esta diferenca se deu bem pronunciada
somente no meio 1, tem-se que ocorreu algum desvio devido os baixos valores de
absorbancia, ja que foram utilizados os mesmos procedimentos para todas as leituras. Através
das curvas de calibracdo para a Ovoalbumina, para 0 meio 1, temos que em 50 min no teste 1,
o valor de absorbancia lido equivale a liberagdo de um pouco mais de 26% da proteina
veiculada.

Ja no segundo meio, se analisarmos também em 50 min do mesmo teste, o valor de
absorbancia lido equivale a liberacdo de mais de 52% de proteina. No meio 3, ao fim dos
testes, pelas curvas de calibracéo e pelo fato dos valores de absorbancia lidos terem sido mais
uma vez muito baixos, ndo foi possivel quantificar a liberacéo de proteina.

Temos novamente uma grande diferenca de valores entre os testes 1 e 2, quando se
compara 0s meios 1 e os ultimos valores do meio 2. No caso do meio 1, como todos 0s

valores, desde o inicio, apresentaram uma discrepancia grande, temos que os calculos de
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liberacdo de proteina se mostram prejudicados, uma vez que nao € possivel dizer ao certo a
quantidade de proteina liberada no meio. Se por exemplo, tomarmos os valores do teste 1 para
0 meio 1, atraves das curvas de calibracdo, temos que o valor lido em 40 min representa uma

liberacdo de mais de 60% da proteina total veiculada.

Tabela 2: Avaliagdo de estabilidade para Ovoalbumina 0,8 % (m/v). Resultados obtidos apds interacéo
das capsulas nos meios que simularam o suco gastrico (pH 1,2) e entéricos (pH 6,8 e 7,4), a 37°C.

DUPLICATA 1 DUPLICATA 2
Leituras de Absorbancias a 280 nm Leituras de Absorbancias a 280 nm
Tempo Tempo
(min) Meio 1 Meio 2 Meio 3 (min) Meio 1 Meio 2 Meio 3
pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
0 0,017 0,017 0,015 0 0,003 0,001 0,008
10 0,019 0,018 0,012 10 0,003 0,003 0,005
20 0,021 0,021 0,017 20 0,003 0,004 0,012
30 0,023 0,020 0,015 30 0,009 0,007 0,015
40 0,022 0,021 0,015 40 0,003 0,034 0,018
50 0,022 0,030 0,018 50 0,007 0,042 0,011

Tabela 3: Avaliagdo de estabilidade para Ovoalbumina 1,5 % (m/v). Resultados obtidos apds interacao
das cdpsulas nos meios que simularam o suco gastrico (pH 1,2) e entéricos (pH 6,8 e 7,4), & 37°C.

DUPLICATA 1 DUPLICATA 2
Leituras de Absorbancias a 280 nm Leituras de Absorbancias a 280 nm
Tempo Tempo
(min) Meio 1 Meio 2 Meio 3 (min) Meio 1 Meio 2 Meio 3
pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
0 0,021 0,002 0,011 0 0,003 0,001 0,008
10 0,029 0,007 0,013 10 0,003 0,003 0,011
20 0,033 0,009 0,011 20 0,003 0,004 0,012
30 0,038 0,001 0,018 30 0,009 0,007 0,013
40 0,061 0,015 0,012 40 0,003 0,034 0,012
50 0,044 0,015 0,019 50 0,007 0,042 0,011

Fazendo-se um gréfico do percentual de proteina liberada para a concentracéo de 0,8%
(m/v) no teste 1 para os meios onde foi possivel quantificar a concentracdo de proteina (meios
1 e 2), pode-se verificar a evolucdo da liberacdo de proteina no meio, conforme Figura 8.
Fazendo-se uma analise sobre o grafico, percebe-se que had uma tendéncia crescente da
liberacdo de proteina, conforme o tempo de exposi¢do aos meios vai aumentando. Estes testes

com concentragOes diferentes mostraram que quando temos concentragdes baixas (0,2%) e
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concentracdes mais elevadas (1,5%), os valores de absorbancia encontrados sao muito baixos

e, portanto, ndo sao conclusivos.
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Figura 8: Evolugdo em percentual da liberacéo de proteina veiculada em pHs 1,2 e 6,8 para teste 1.

4.2.Analise comparativa de diferentes proteinas encapsuladas

Foram preparadas capsulas para 3 proteinas diferentes (Ovoalbumina, BSA e Papaina),
todas com concentracdes de 0,5% (m/v), para as quais foram testadas a encapsulacdo somente
com CaAlg. Para cada tipo de proteina, as capsulas formadas foram coradas, para melhor
analise morfolégica das mesmas (figura 9).

Através de leituras dos diametros das esferas, com paquimetro digital (Dutra
Maquinas, Sdo Paulo, Brasil), foi possivel perceber que houve diferenciacdo de valores entre
as 3 diferentes proteinas, onde tivemos uma amostragem de 10 esferas para cada teste, e 0
diametro médio encontrado foi 2,01+0,01, 2,07£0,01 e 2,11+0,01 (mm) para BSA,
Ovoalbumina e Papaina, respectivamente. Isto mostra que o tipo de proteina encapsulada
interfere na estrutura morfoldgica das capsulas formadas. Em termos de resisténcia mecanica,
todas se apresentaram de forma bem similar.

A anélise de estabilidade foi realizada para as 3 diferentes proteinas e apresentou 0s
resultados demonstrados nas Tabela 4 e tabela 5. Para BSA, através das curvas de calibracao,

em meio pH 1,2, pH 6,8 e pH 7,4, temos respectivamente Equacédo 4, y = 0,0827x + 0,0496,
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R? = 0,9707, Equacdo 5, y = 0,1171x + 0,0395, R? = 0,9871 e Equacdo 6, y = 0,1274x +
0,0422. Analisando-se os resultados obtidos nos 2 testes, em pHs 1,2 e 6,8, ndo tivemos
valores de absorbancia onde fosse possivel calcular a liberacdo de proteina. Ja no meio 3, em
50 min do teste 1, o valor lido representa uma concentracao de 0,06%, o que representaria um
percentual de mais de 87% de proteina veiculada ainda néo liberada. Isto pode representar que
neste caso para esta proteina, o tempo de analise devesse ser ampliado, ou que os valores de

absorbancia lidos foram muito baixos, em relacdo aos valores da curva de calibracdo, o que

acarretou em um erro consideravel.

Figura 9: Fotos dos resultados obtidos para as capsulas coradas com solugdo de azul de metileno, obtidas
com 0,5% proteina e camada de alginato. (a) BSA; (b) Ovoalbumina; (c) Papaina.

Para a Ovoalbumina, as curva de calibracdo resultaram na Equagdo 7, y = 0,1857x +
0,0188, Rz =0,9971, Equacdo 8, y = 0,2545x + 0,0213, R? = 0,9989 e Equagéo 9, y = 0,2591x
+0,0328, R2 = 0,9986. Novamente, para esta proteina, em meio 1, comparando-se 0s 2 testes,
tivemos valores bem divergentes, o que impossibilita avaliar de forma clara, o percentual de
proteina liberada. J& no meio 2 no teste 2, avaliando-se o valor em 50 min, o resultado neste
ponto mostra uma liberacdo de 64% a mais da proteina veiculada inicialmente. Se
considerarmos somente este teste, parece que temos a liberacdo de toda a proteina, mas como
as esferas ndo haviam se desfeito, considera-se que houve apenas processos de difusdo,
liberando a proteina sem desfazer as esferas. Provavelmente, em um tempo maior de teste, o

CaAlg, por estar exposto em meio levemente basico, comecaria a solubilizar, inviabilizando a
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continuidade do teste. Para a Papaina, as equagdes encontradas foram Equacdo 10, y =
0,1654x + 0,0619, R? = 0,9722, Equacao 11, y = 0,2757x + 0,0715, R2 = 0,9774 e Equacao
12, y = 0,2824x + 0,0667, R2 = 0,9803. Considerando os 2 testes, foi possivel calcular a
liberacdo de proteina somente a partir do meio 2, pois os valores de absorbancia lidos foram
muito baixos em relacdo aos valores da curva de calibracdo. Para 0 meio 2 e utilizando-se o
teste 1, tivemos em 50 min 54% de proteina veiculada ainda nao liberada. Mesmo assim néo
foi possivel realizar teste no meio 3, pois ocorreu a desestruturacdo das esferas de CaAlg. Isso
demonstra que o tipo de proteina € importante para as caracteristicas mecanicas e fisicas das
esferas. Como as esferas foram dissolvidas, ndo foi possivel o teste em pH 7,4.

Tabela 4: Duplicata 1, avaliacao de estabilidade para BSA, Ovoalbumina e Papaina 0,5 % (m/v).

Resultados obtidos apds interagdo das capsulas nos meios que simularam o suco gastrico (pH 1,2) e
entéricos (pH 6,8 e 7,4), a 37°C. Leituras de absorbancias em 280 nm.

BSA 0,5% OVA 0,5% Pap 0,5%
Tempo

i Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 1 Meio 2 Meio 3
(min)
pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4

0 0,005 0,010 0,019 0,017 0,017 0,015 0,017 0,061
ndo foi
10 0,007 0,008 0,021 0,019 0,018 0,012 0,023 0,063 possivel
20 0012 0,006 0,026 0,021 0,021 0,017 0,029 0059  realizara
leitura
30 0013 0,011 0,031 0,023 0,020 0,015 0,031 0077 (esferas
40 0,008 0,018 0,033 0,022 0,021 0,015 0,037 0,071 SO'Ub“i)Za'
ram
50 0,007 0,021 0,043 0,022 0,030 0,018 0,031 0,078

Algumas proteinas interferem de forma ainda mais ativa na estrutura das esferas, como
por exemplo a Lisozima. Esta quando utilizada em testes que empregam camadas de
quitosana, pode inviabilizar a leitura, devido o fato de que a Lisozima € uma enzima capaz de
degradar cadeias de quitosana. Essa atividade enzimatica depende de varios fatores, como o
grau de desacetilacdo da quitosana, j& que a Lisozima se liga aos grupamentos N-
acetilglicosamina presentes na estrutura deste polissacarideo e que apresentam um papel

fundamental no reconhecimento da quitosana como substrato para a lisozima [11].
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Tabela 5: Duplicata 2, avaliacao de estabilidade para BSA, Ovoalbumina e Papaina 0,5 % (m/v).
Resultados obtidos apés interagdo das capsulas nos meios que simularam o suco gastrico (pH 1,2) e
entéricos (pH 6,8 e 7,4), a 37°C. Leituras de absorbancias em 280 nm.

BSA 0,5% OVA 0,5% Pap 0,5%
Tempo

i Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 1 Meio 2 Meio 3
(min)
pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4

0 0,005 0,003 0,007 0,003 0,001 0,008 0,009 0,031
nao foi
10 0,008 0,007 0,014 0,003 0,003 0,005 0,013 0,043 possivel
20 0,011 0,009 0,021 0,003 0,004 0,012 0,018 0,039 realizar a
leitura
30 0,009 0,034 0,021 0,009 0,007 0,015 0,023 0,051 (esferas
40 0,011 0,028 0,019 0,003 0,034 0,018 0,027 0,053 SO'Ubi")Za‘
ram
50 0,007 0,036 0,029 0,007 0,042 0,011 0,037 0,042

4.3.Influéncia do niumero de camadas para veiculacédo de proteinas

Realizou-se a andlise morfolégica das capsulas formadas com BSA 0,5%,
encapsuladas somente com CaAlg e com recobrimento de quitosana , conforme Figura 10.
Para os testes do recobrimento com do CaAlg com quitosana-alginato, a analise ndo foi
possivel, uma vez que para formar a Gltima camada com alginato, ap6s imergi-las na solucao,
ocorreu uma aglutinacdo, inviabilizando o prosseguimento dos testes.

Analisando as esferas formadas, a cépsulas formadas somente com cobertura de
alginato, se mostraram mais frageis, quando aplicada certa pressao mecanica.

A quitosana é um biopolimero insoltvel em meio aquoso e na maioria dos solventes
organicos e solivel em meio acido diluido, por este motivo foi dissolvida em tampéo acetato
contendo o &cido acético, que é o solvente mais empregado para sua dissolucao. [11]

Ap0s a interagdo com 0s meios, os resultados obtidos seguem nas tabelas 6 e 7.

O revestimento com uma camada de quitosana ocorre devido ao fato da quitosana ser
uma poliamina catiénica com baixo valor de pKa. Efetivamente, em pH baixo (< 6,5), a
quitosana apresenta alta densidade de cargas positivas devido a protonacdo dos grupos amino
gerando o fon R-NH**. Ocorre a formacéo de pares idnicos entre a quitosana e as carboxilas
do acido alginico. Quanto menor o pH, tem-se o0 aumento na protona¢do dos grupos amino,

acarretando em uma repulsdo das cargas positivas presentes no meio &cido reduzindo a
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resisténcia mecanica e quimica do hidrogel, favorecendo consideravelmente o grau de

inchamento. Com o aumento do pH, tem-se uma reducdo de protonacao, e o alginato expande

suas cadeias e, consequentemente, diminui-se o grau de inchamento dos hidroggéis.

Figura 10: capsulas formadas com BSA 0,5%: (a) somente com alginato; (b) Alg-Quit

Tabela 6: Avaliacao de estabilidade para BSA 0,5% (m/v) encapsulada com alginato de calcio. Resultados
obtidos apo6s interacdo das capsulas nos meios que simularam o suco gastrico (pH 1,2) e entéricos (pH 6,8 e

7,4), & 37°C.
DUPLICATA 1 DUPLICATA 2
Leituras de Absorbancias a 280 nm Leituras de Absorbancias a 280 nm
Tempo Tempo
(min) Meio 1 Meio 2 Meio 3 (min) Meio 1 Meio 2 Meio 3
pH 1,2 pH 6,8 pH 74 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
0 0,001 0,001 0 0,000 0,008
10 0,001 0,002 10 0,000 0,009
ndo foi possivel ndo foi possivel
20 0,007 0,002 realizar a leitura 20 0,007 0,010 realizar a leitura
30 0,004 0,004 (esferas 30 0,009 0,011 (esferas
solubilizaram) solubilizaram)
40 0,001 0,015 40 0,007 0,012
50 0,011 0,014 50 0,009 0,021

As curvas de calibracdo do BSA nestes testes sdo representadas pela Equacdo 13, y =

0,0784x + 0,0315, R = 0,9826, Equacdo 14, y = 0,1119x + 0,0295, R? = 0,9749 e Equacéo

15, y = 0,1138x + 0,045. Através das curvas e com os valores de absorbancia lidos, s6 foi

possivel quantificar a liberagdo de proteina para a camada Alg-Quit a partir do meio 2, onde

no teste 2, em 50 minutos de analise, o valor de absorbancia lido de 0,042 representa mais de

120% de proteina a mais do que a real quantidade de proteina utilizada. Este valor maior

representa em parte, uma fracdo das camadas das cépsulas que se desfizeram durante a

andlise. As esferas ndo resistiram mais a exposicdo ao meio. Isto pode ser explicado porque a

estrutura da quitosana € mantida por interacGes idnicas, que sao fortemente influenciadas pelo
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pH do meio reacional, onde a desprotonacdo ocorrida devido o aumento de pH reduziu a
interacdo idnica entre os biopolimeros, acarretando na perda da camada de quitosana

influenciando também na capacidade de retencdo de agua no hidrogel (figura 11).

Tabela 7: Avaliacdo de estabilidade para BSA 0,5% (m/v) revestida camada Alg-Quit. Resultados obtidos
apos interacdo das capsulas nos meios que simularam o suco gastrico (pH 1,2) e entéricos (pH 6,8 e 7,4), a

37°C.
DUPLICATA 1 DUPLICATA 2
Leituras de Absorbancias a 280 nm Leituras de Absorbancias a 280 nm
Tempo Tempo
(min) Meio 1 Meio 2 Meio 3 (min) Meio 1 Meio 2 Meio 3
pH 1,2 pH 6,8 pH7.4 pH 1,2 pH 6,8 pH 7.4
0 0,001 0,007 0 0,003 0,001
10 0,001 0,009 10 0,003 0,003
ndo foi possivel ndo foi possivel
20 0,004 0,009 realizar a leitura 20 0,003 0,004 realizar a leitura
30 0,001 0,008 (esferas 30 0,009 0,007 (esferas
solubilizaram) solubilizaram)
40 0,000 0,016 40 0,003 0,034
50 0,005 0,030 50 0,007 0,042

Quando ocorre a perda da camada de quitosana, as capsulas ficam expostas ao meio
levemente basico, somente envolvidas pelo alginato, que nestas condicdes, se torna soltvel, o
que influencia a estabilidade da estrutura das capsulas. No caso em que foi utilizada a
encapsulacdo somente com alginato, pelos valores de absorbancia, ndo tivemos como
quantificar a liberacdo de proteina até o meio 2. Muito parecido com o ocorrido no teste de

com diferentes proteinas.

pH aumenta
_—
pH diminui

Préximo da
neutralidade

Meio basico Meio acido

Figura 11: estrutura e variagdo do inchamento de um complexo polieletrolitico com o pH do meio [13]

5. CONCLUSOES
Pelos resultados obtidos, foi possivel observar que a concentracdo e a quantidade de
camadas interferem no didmetro das esferas formadas, porém ndo com um padréo linear, para
as condigdes testadas. Quanto maior o recobrimento (nimero de camadas) tem-se uma

reducdo do didmetro e da resisténcia mecénica. As cdpsulas obtidas com CaAlg se mostraram



20

equivalentes as esferas obtidas com camada externa de quitosana, porém era esperado que
com esta camada externa, tivéssemos uma estabilidade maior das esferas formadas, ja que
teriamos uma camada a mais de revestimento, retardando talvez a liberacdo da proteina e
também porque néo foi observado através dos resultados, que o alginato se torna rapidamente
soltvel em pH neutro-alcalino.

Infelizmente, devido ser inviavel prosseguir com o material formado, ndo foi
possivel realizar os testes com a camada externa de alginato (Alg-Quit-Alg), o que seria de
grande valia, visto que era o diferencial proposto inicialmente. Isto mostra que ha a
necessidade de realizar adaptacGes e correcdes no método utilizado, para que seja possivel
analisar as esferas formadas, ja que esperavamos obter uma maior estabilidade, uma vez que
no meio &cido (suco gastrico) ndo teriamos alteracdo nas esferas, que deveria ocorrer apenas
no meio neutro-alcalino com a solubilizacdo da camada de alginato, ficando assim com a
camada mais externa de quitosana, e que pelo fato desta ser solivel somente em meio &cido,
teriamos uma maior resisténcia das esferas, aumentando a eficacia da liberacdao controlada do
farmaco no colon intestinal.

Os desvios encontrados nos resultados mostraram que é necessario que o método de
analise seja revisado, uma vez que foram encontradas muitas dificuldades na parte
experimental, principalmente os valores muito baixos de absorbancia, aumentando o erro,
comprometendo qualquer possibilidade de conclusdo mais fundamentada. Para poder avaliar
melhor as interferéncias nos resultados, deve-se pensar posteriormente, em analises paralelas
ou até mesmo prévias, como realizar a leitura de um branco com esferas de CaAlg sem
proteina para confirmar se a liberagdo da matriz é efetivamente responsavel por variagdes nas
leituras. Um método de separacdo tal qual eletroforese ou cromatografia seria o ideal para o
acompanhamento da liberacdo de proteinas e mesmo para verificar a integridade dessas

proteinas frente ao meio acido.
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