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RESUMO

Um dos principais interesses da industria farmacéutica nos dias atuais consiste no
desenvolvimento de agentes terapéuticos seletivos para alvos especificos do organismo,
ocasionando assim, uma potencializacdo dos efeitos terapéuticos e diminuicdo dos efeitos
adversos sistémicos. Para alcancar essa entrega dirigida de drogas a nanotecnologia pode ser
empregada por permitir o desenvolvimento de sistemas carreadores de biomoléculas, como as
nanoparticulas poliméricas, estes sdo sistemas que apresentam particulas na escala nanométrica,
0 que favorece a melhoria da biodisponibilidade e o carreamento de ativos hidrofilicos e
hidrofobicos. Nanoparticulas de poli (acido-co-glicolico) PLGA apresentam como principal
vantagem sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. A enzima L-Asparaginase (L-Asp) é
amplamente usada no tratamento do cancer, com énfase no tratamento da leucemia linfoide
aguda (LLA), esta enzima é oriunda principalmente do citoplasma de cepas de Escherichia
coli, apresenta como desvantagem o reduzido tempo de meia vida e sua facil captacdo pelo
sistema fagocitario, tal problema pode ser melhorado com sua encapsulacdo o qual protege a
enzima do ataque proteolitico e do sistema imunoldgico. Sendo assim, esse trabalho teve por
objetivo realizar um estudo de pré-formulagdo para o desenvolvimento de nanoparticulas de
PLGA pelo método da dupla emulsificacdo e evaporacdo do solvente para veiculagdo da L-
Asparaginase. A enzima foi analisada em eletroforese SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis) para verificacdo da pureza e avaliacdo de agregacdo em
solucdes de glicerol. O estudo de pré-formulagdo nos permitiu escolher o sistema com menor
massa molar do polimero por apresentar um tamanho ideal para veicula¢do intravenosa. A
enzima purificada sem a presenca de agregados apresentou-se apta para encapsulacdo. Desta
forma, podemos concluir que o estudo permitiu o desenvolvimento e escolha do melhor sistema

para a encapsulagao da enzima e posterior administracao intravenosa.

Palavras-chaves: Nanoparticulas, PLGA, L-Asparaginase



ABSTRACT

One of the main interests of the pharmaceutical industry nowadays is the development of
selective therapeutic agents to specific targets in the body, thus causing a potentiation of
therapeutic effects and decrease in systemic adverse effects. To achieve this targeted
delivery of drugs nanotechnology can be employed to allow the development of carriers for
biomolecules systems such as polymeric nanoparticles, which are systems with particles in
the nanometer range, which facilitates improving the bioavailability and the entrainment of
hydrophilic active and hydrophobic. PLGA nanoparticles have as main advantage their
biodegradability and biocompatibility. L-asparaginase enzyme (L-Asp) is widely used in
cancer treatment, with emphasis on the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL),
arising mainly from the cytoplasm of Escherichia coli, the enzyme has the disadvantage
reduced half time life and easy uptake by the phagocytic system, such a problem can be
improved with their encapsulation which protects the enzyme from proteolytic attack and
the immune system. Therefore, this study aimed to develop a pre-formulation study for the
development of nanoparticles of PLGA by the method of double emulsification and solvent
evaporation to serve the L-asparaginase. The enzyme was analyzed on SDS-PAGE to check
purity and evaluation of aggregation in glycerol solutions. The pre-formulation study
allowed us to choose the system with lower molecular weight of the polymer to present an
ideal size for intravenous placement. The purified enzyme without the presence of
aggregates is presented suitable for encapsulation. Thus, we can conclude that the study
allowed the development and choosing the best system for encapsulating the enzyme and

subsequent intravenous administration.

Keywords: Nanoparticles, PLGA, L-asparaginase
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a hanotecnologia vem sendo abordada como uma alternativa para
direcionamento de drogas em érgdos especificos, reducao dos efeitos fora do alvo e para
evitar a toxicidade. A Nanoencapsulacdo propicia o direcionamento da droga para o sitio
de acdo, além de promover um sistema de liberacdo controlada. (VERMA et al., 2015;
KHALIL et al., 2013).

Nanoparticulas formuladas com poli (acido lactico-co-glicélico- PLGA) sdo um
sistema promissor para entrega de drogas por ser biodegradavel e ndo mostrar efeitos
toxicos, em consequéncia dos seus produtos de degradacdo que sdo o acido lactico e
glicdlico (PANYAM et al.,, 2002; KIM et al., 2006), diversos medicamentos sdo
encapsulados com éxito utilizando PLGA para controlar a liberagdo do farmaco e a
melhorar sua biodisponibilidade (KUMARI et al., 2010). Uma das maiores vantagens do
emprego de polimeros biodegradaveis, como 0 PLGA, é que a liberacédo da droga depende,
principalmente, da cinética de degradagdo do polimero e no caso em particular do PLGA
esta pode ser controlada alterando a proporcao de acido lactico e acido glicolico e o peso
molecular do polimero (YE et al., 2010). A técnica de espalhamento dindmico de luz
(DLS) é a mais disseminada no campo cientifico para medicdo do tamanho e distribuicdo
do tamanho de particulas solida em suspenso. E uma técnica ndo invasiva que nos fornece
a intensidade de espalhamento de luz das particulas que estdo em movimento browniano
em uma suspensdo coloidal (GOLBURG, 1999).

Estudos prévios mostraram que ao alterar parametros de sintese, a liberacdo do
composto retido nas nanoparticulas é afetada diretamente, dentre os quais podemos citar a
composi¢do do polimero, método de sintese, o tamanho de particula e emulsionante
utilizado (PANYAM et al., 2003).

A L-asparaginase (L-ASPase) € um agente antineoplasico amplamente usado no
tratamento da leucemia linfoide aguda (LLA), considerado o tipo mais comum de cancer
infantil que, no entanto, possui bom prognaostico, com 95% de remissdo completa em casos
tratados com quimioterapia (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007; PEDROSA; LINS, 2002).
E uma proteina tetramérica com peso molecular de 140 kDa que catalisa de forma
irreversivel a hidrolise de L-Asparagina em acido aspartico e aménia (LUBKOWSKI et al.,
1996; PRAKASHAM et al., 2007).
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Apesar de o encapsulamento proteger a L-Asparaginase do ataque proteolitico e
prolongar a liberacdo, ainda ha instabilidade da proteina devido ao microambiente
desfavoravel nas nanoparticulas, podendo perder a sua integridade. Em casos mais brandos
a atividade bioldgica é perdida, no pior dos casos produtos de degradacdo tdxicos ou
imunogénicos sdo formados. Desse modo, a estabilizacdo de drogas e proteinas ¢ uma
questdo importante para o sucesso da terapia (WOLF et al, 2003). Desta forma, esse
trabalho tem como objetivo realizar um estudo de pré-formulacdo para escolha de um
sistema nanoparticulados de Poli (acido-co-glicolico) (PLGA) visando a encapsulacdo da

enzima L-Asparaginase.



Referencial Teorico
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Poli acido-co-glicolico (PLGA)

Polimeros vém sendo utilizados abrangentemente em sistemas farmacéuticos como
agentes adjuvantes de suspensdo e de emulsificacdo, agentes floculantes, adesivos,
materiais de embalagem e encapsulantes. Sdo usados com maior frequéncia como
componentes de sistemas de liberacdo controlada em sitios especificos de drogas
(FLORENCE & ATTWOOD., 2003).

Os polimeros utilizados em sistemas de liberacdo controlada de farmacos devem ser
guimicamente inertes, ndo carcinogénicos, hipoalergénicos e ndo causar resposta
inflamatoria no local de aplicacio (ATHANASIOU et al., 1996). O PLGA é um dos
copolimeros sintéticos mais utilizados em nanosistemas sendo composto por monémeros
de acido lactico e acido glicélico (KUMARI et al., 2010). Apresenta cadeia linear saturada,
com comportamento termopléstico, cuja principal caracteristica estrutural € a ligagdo éster
presente entre os mondmeros, resultando em um poliéster de cadeia alifatica, hidrofobico.
Sua degradabilidade estéd relacionada a sua hidrdlise no organismo em metabodlicos nédo
toxicos e toleraveis aos tecidos (Figura 1) que sé@o facilmente absorvidos pelo organismo
(MERKLI et al., 1998; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Figura 1: Hidrolise de PLGA em 4acido lactico e acido glicolico

] H+ I::' G
Yt — ﬁ)tw it L
CH -{]I GH
el . HD

3 OH

PLGA | icido lictico ' dcido glicdlico

(Adaptado de KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010)

A cristalinidade do PLGA ¢ influenciada pelos isdmeros moleculares e pela razdo
molar dos componentes envolvidos em sua obtengdo. Polimeros de PLGA na razdo molar
50:50 de &cido lactico e glicolico, apresentam carater amorfo e, consequentemente, sdo

hidrolisados mais rapidamente em relacdo ao padréo cristalino. Por apresentar metabolitos



18

facilmente absorvidos pelo organismo e apresentar riscos minimos a salde humana, o
PLGA ¢ regularizado pela Food and Drugs Administration (FDA) e Agéncia Europeia de
Medicina (DANHIER et al., 2012), alem disso, a temperatura de transi¢ao vitrea (T4) do
PLGA esté entre 45 e 50°C, acima da temperatura corporal (37°C), 0 que 0 mantém na sua
forma vitrea, apresentando sua cadeia polimérica relativamente rigida. Desse modo, o
material apresenta resisténcia mecanica significativa, permitindo seu uso em sistemas de
liberacdo de farmacos (JAIN, 2000; BARBANTI et al., 2005). Sendo assim, podemos
informar que devido a essas caracteristicas peculiares ja difundidas na literatura € que esse

polimero foi escolhido para esta pesquisa.

2.2 Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais, classificados em dois tipos, as
nanocapsulas e as nanoesferas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As
nanoesferas sdo compostas por uma matriz polimérica cujas moléculas podem ficar
adsorvidas na superficie ou retidas dentro da particula. J& as nanocapsulas sdo sistemas
veiculadores, que se comportam como reservatérios sdo compostos por um invélucro
polimérico com um nucleo liguido (oleoso ou aquoso) cujo farmaco pode estar aderido as
paredes da esfera ou disperso no ndcleo exemplificado pela Figura 2 (VAUTHIER,;
COUVREUR., 2000; COUVREUR; DUBERNET; PUISIEUX., 1995).

Figura 2: Representacdo de nanocapsulas e nanoesferas

Nanocapsulas Nanoesferas
0O O .
Parede —pfy p o oet® o) U5 Ny — Matiiz
polimérica O CB pelimérica
o o @) C8 oo QOO o OO
e}
Nucleo—sp ~ o % e CB 80 o O O

oleoso o O 80 8 O CK

Farmaco a) b) ©) d) Farmaco

a) farmaco dissolvido no nucleo (oleoso ou aquoso) das nanocapsulas; b) farmaco
adsorvido na parede polimérica da nanocapsulas; c) farmaco retido na matriz polimeérica;
d) farmaco adsorvido na parede polimérica da nanoesfera. (Fonte: SCHAFFAZICK;
GUTERRES., 2003)
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O tipo de nanoparticula e o local em que o ativo ficard (adsorvido na superficie ou
ndo) dependerdo do método de obtencdo e da caracteristica do ativo. Os métodos de
preparo de nanoparticulas poliméricas podem ser classificados em dois grandes grupos:
técnicas que realizam a dispersdo de polimeros pré-formados e técnicas de polimerizacdo
de monbémeros. Entretanto, os métodos mais comumente aplicados sdo os que fazem uso
dos polimeros pré- formados. Neste grupo ha diversas técnicas, mas as que se destacam sdo
as que utilizam polimeros sintéticos, tais como emulsificacdo-evaporacdo do solvente,
emulsificacdo-difusdo do solvente, salting-out e nanoprecipitacdo (REIS et al., 2006).

As nanoparticulas apresentam uma enorme versatilidade para o emprego como
carreadores de farmaco por apresentar diversas vantagens em relacdo as formas
farmacéuticas convencionais, tais como: na solubilidade, melhoram essa propriedade
quando compara aos farmacos que tem baixa solubilidade em formas convencionais e 0
fato das nanoparticulas funcionarem como reservatério do farmaco (RAO e GECKELER,
2011), confere ao farmaco protecdo frente as alteracdes fisiologicas do meio, independente
da rota de administracdo. Uma liberacdo controlada, em virtude da biodegradabilidade e
biocompatibilidade do polimero constituinte, evitando a ocorréncia de doses toxicas ou
abaixo da dose terapéutica (ESSA; RABANEL; HILDGEN, 2010).

Nanoparticulas poliméricas sdo usadas frequentemente como sistemas carreadores
de drogas por serem biocompativeis e biodegradaveis, sdo adequados para o
aprisionamento e entrega de uma variedade de agentes terapéuticos. Por apresentar
didmetro reduzido, as nanoparticulas propiciam inimeras vantagens farmacocinéticas, tais
como maior capacidade de atravessar as barreiras bioldgicas, como o endotélio que
necessita de sistemas em escala nanométrica (FARAJI; WIPF.,2009; ALEXIS, et al.,
2008).

2.3 L-Asparaginase: Estudos e aplicacGes farmacéuticas

Das diversas aplicacdes dos sistemas nanocarreadores a que mais tem despertado a
atencdo é sua utilizacdo como substrato para aprisionamento de biomoléculas para uso
biomédico. Em virtude de sua grande area de superficie e seu tamanho reduzido, torna-se
apropriado para veiculacdo desses materiais (TIAN et al., 2012). Desde muitos anos, ha
relatos do uso de enzimas como agente terapéutico, porém, apenas nas ultimas décadas
esse emprego tem chamado atencdo em virtude dos avangos tecnoldgicos na area de
processos biotecnoldgicos (SOARES et al., 2002).
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A L-Aspase € um agente quimioterapéutico amplamente usado na leucemia linfoide
aguda e em outras doencas hematopoiéticas (SHRIVASTAVA et al,. 2015). A enzima L-
Aspase pode ser isolada de diversas fontes naturais como bacterias, fungos, plantas dentre
outras. Porém, apenas as enzimas oriundas de bactérias do género Escherichia coli e
Erwiniachrysanthemi estdo atualmente disponiveis para uso médico (CHEN et al,. 2014).
A atividade antitumoral da L-Asparaginase em células leucémicas foi inicialmente
identificada e caracterizada em ensaios clinicos humano no ano de 1970 (ALI et al., 2016).
Desde entdo, a enzima tornou-se essencial para o tratamento da leucemia.

A enzima L-Asparaginase hidrolisa a L-asparagina do meio extracelular em L-
aspartato e aménia (figura 3). Com a reducdo desse aminoacido ha uma inibicao da sintese
de proteinas constitutivas e regulatérias funcionais, como as do ciclo celular e proteinas
anti-apoptdticas por parte das células cancerigenas, ocasionando a sua lise celular
(AVRAMIS et al., 2012). As células cancerigenas necessitam de L-Asparagina do meio
extracelular para sua sintese proteica pois, possuem baixa expressdo ou auséncia da enzima
asparaginase sintetase (NAGGAR et al., 2014).

Figura 3: Reacéo catalisada pela L-Asparaginase

o H0  L-Asparaginase "

; i ¢+ NH,
0 NH,

0 NH,

|-asparagina aspartato

(Adaptado de: NARTA et.al. 2007).

Na clinica, a enzima L-Asparaginase de E.coli é ativa na sua forma tetramérica com
subunidades idénticas com peso de 35,6 kDa para cada subunidade (SWAIN et al,. 1993).
Porém, quando esta proteina é oriunda do citoplasma de microrganismos é denominada de
L-Aspase | e apresenta alta afinidade com L-Asparagina e glutamina e quando produzida
no espaco periplasméatico é chamado de L-Aspase Il e tem menor afinidade por estes
amino&cidos (CAPPELETTI et al., 2008).
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Quando a terapia com L-Asparaginase € seguida adequadamente, com doses e
horéarios regulados ha uma melhoria do quadro clinico (RIZZARI et al., 2013). Entretanto,
mesmo com 0 avango no desenvolvimento de formulagbes para veiculacdo de L-
Asparaginase, estas ainda possuem limitacdes, tais como reagdes imunoldgicas a proteina
(SHRIVASTAVA et al,. 2015). O rapido clearance sanguineo da enzima reduz sua
eficacia terapéutica e por outro lado a necessidade da administracdo repetida provoca
hipersensibilidade resultando desde reacdes alérgicas leves até anafilaxia (NARAZAKI et
al., 2012). O surgimento de anticorpos anti-asparaginase além de reduzir a eficacia
terapéutica ocasiona a resisténcia medicamentosa a enzima (AVRAMIS et al., 2012).

Essas condi¢cOes atentam para a necessidade de preparagdes alternativas que sejam
capazes de diminuir ou erradicar as reaces imunolégicas relacionadas a L-Asparaginase
(WENNER et al,. 2005), como sua veiculagdo em novos sistemas transportadores de
farmacos, como as nanoparticulas, que além de vetorizar a acdo, libera o ativo de maneira

controlada.



Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Realizar estudo de pré-formulacdo de nanoparticulas poliméricas de PLGA pelo
método da dupla emulsificacdo e evaporacdo do solvente para veiculacdo L-
Asparaginase.

3.2 Objetivos Especificos

e Obter as nanoparticulas poliméricas pelo método da dupla emulsificacdo e
evaporacgéo do solvente realizando pequenas adaptacdes inerentes ao caso;

e Caracterizar o sistema quanto ao tamanho de particula e indice de polidisperséo;

e Realizar ensaios de eletroforese da enzima para fins de verificacdo de pureza;

e Realizar estudo de agregacdo em meio glicerol;



Materiais e Méetodos
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS

4.1.1 Substancias e reagentes

e Poli (4cido d- glicélico) PLGA;
e Acetato de etila;

e Cloroformio;

e Alcool polivinilico (PVA);

e Tampao PBS (fosfato-salino)

e Gel SDS - PAGE

4.1.2 Equipamentos

e Zetasizer Nano- ZS , (Malvern Instruments Ltd, UK).

e Mini-protean (Biorad)

e Sonicador de Ponteira/Desruptor de Célula Ultrassénico - Modelo: DES500,
UNIQUE®

e Agitador magnético Op-95®

e Centrifuga

e Balanca semianalitica Bel engineering®
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4.2 METODOS

4.2.1 Obtencdo de nanoparticulas de PLGA pelo método da dupla emulsificacéo

As nanoparticulas de PLGA foram obtidas pelo método da dupla emulsificacdo e
evaporacao de solvente. Para o polimero com maior massa molecular, inicialmente 50 mg
do polimero foram dissolvido em 2,5 mL de solvente organico, cloroférmio, juntamente
com 250 pL de agua destilada, sonicando-se em trés ciclos de 60 segundos com poténcia
de 50%. Desse modo, foi obtida a primeira emulsdo (A/O), e essa entdo vertida em 10 mL
da solugdo de PVA 1% (p/v) e sonicada em trés ciclos de 60 segundos, obtendo assim a
emulsdo mdaltipla (A/O/A). Todo o processo em sonicador foi mantido em banho de gelo
para evitar desestabilizacdo do sistema por conta do calor gerado pelo aparelho.

Depois de formada a emulsdo, esse sistema foi levado para evaporagdo do solvente
em agitador magnético (4000 rpm) por 24 horas. Ap0Os esse periodo a suspensdo de
nanoparticulas foi centrifugada & 2500 rpm por 15 minutos e lavada em 2,5 mL de agua
duas vezes e ressuspendida em 5 mL de &gua e armazenada em geladeira para posterior
caracterizacao.

Esse protocolo foi seguido para producdo de nanoparticulas de PLGA 50:50 com
menor massa molecular, mudando o solvente organico para acetato de etila e concentragao
de estabilizante PVA 0,5 %(p/v), com as mesmas quantidades descritas.

Apos a preparagdo das nanoparticulas, essa foram diluidas nas proporcdes de 1:10,

1:100 e 1:1000 em agua deionizada para serem analisadas por dispersédo de luz dinamica.

4.2.2 Caracterizacdo fisico-quimica

4.2.2.1 Raio hidrodinamico das particulas e indice de polidispersidade

A analise do raio hidrodindmico das particulas e indice de polidispersdo foram
realizadas em aparelho Zeta size pela técnica DLS (Dynamic light scattering) em

temperatura ambiente e utilizado como meio dispersante agua.
4.3.2.2 Eletroforese SDS- PAGE
Foram realizadas analises da enzima L-Asparaginase através da técnica de

eletroforese em gel SDS - PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis). Foram utilizados géis de 20% de acrilamida (Biorad) e equipamento
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Mini-protean (Biorad) ajustado para 160 V. Ap0s a corrida os géis foram corados com
Coomassie Blue R-250 (Biorad®). Foram adquiridos 1000 U da enzima e esta foi diluida
em 20 ml de tampé&o PBS, adquirindo assim uma concentracdo de 50 U.mL™, esta solucdo
foi alicotada em tampdo PBS (200 pl), em seguida aplicada no gel juntamente com o
padrdo e a enzima advinda de alimentos, ambas cedidas pelo laboratério de tecnologia

bioquimico-farmacéutico da Universidade de Sao Paulo.

4.3.2.3 Estudo de agregacdo em meio glicerol/agua

O estudo foi realizado pesando-se 50 mg da enzima liofilizada e diluida em 50 mL
de &gua, obtendo assim uma concentragdo de 1mg/mL, logo ap6s essa suspensdo foi
adicionada a solucdes de glicerol de 5,20 e 40 % de glicerol/agua e analisada realizado em

aparelho Zeta size pela técnica DLS (Dynamic light scattering).



Resultados
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5. RESULTADOS

5.1 Eletroforese SDS-PAGE da L-asparaginase

O conhecimento de um analito ou de uma familia de analitos num fluido biol6gico
é uma necessidade diaria em medicina humana, em particular para avaliar a fisiopatologia
de um estado de doenca. Ao analisar macromoléculas tais como proteinas e acidos
nucleicos, a separacdo de fases € um passo chave. Varios métodos atualmente
compartilham essa capacidade com diferentes graus de sensibilidade, especificidade e
praticidade. Eles sdo baseados em diferencas de tamanho, carga ou propriedades
especificas (bioldgicas ou quimicas). A eletroforese é uma técnica fisico-quimica, que
separa 0Ss componentes ionizados num campo eléctrico. Durante vinte anos, o0
desenvolvimento de novos meios de comunicacdo (géis de poliacrilamidas, agarose e,
finalmente, capilares de silica) como eletroforese em campo migracdo deu um novo
impulso (TRIVIN e BRICON., 2003).

A figura 4 apresenta o resultado da analise da enzima padréo, a enzima oriunda de
alimentos e a enzima em estudo com padrdo sigma, podemos analisar que a enzima da
sigma esta pura apresentando-se como uma banda Unica com peso molecular na sub-
unidade de 33 kDa, o que segundo a literatura é esperado, a banda do padréo ¢é de 37 kDa.
A enzima advinda de alimentos esta nitidamente contaminada com bandas saindo do gel , o

que pode ter ocorrido por motivos de falha na extracdo da proteina desses alimentos.

Figura 4: Eletroforese SDS-PAGE da L-asparaginase de Escherichia coli.

L-ASPase L L-ASPase
alimentos Padrio Siema

— 37 Kda
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Do ponto de vista bioguimico a enzima é composta por quatro subunidades, sendo
homotetrameérica com um sitio ativo em cada uma destas. A massa molar varia entre 133-
144 kDA e é formada por 300-350 residuos de aminoacidos (CAPPELLETTI et al., 2008).

5.2 Estudo de agregacao em meio glicerol

A agregacdo de proteinas pode ser classificada de maneira geral em dois tipos,
agregacdo quimica e agregacao fisica. A agregacdo fisica ocorre de maneira simples por
associacao fisica de uma proteina a outra, sem alteracbes na estrutura primaria, ja a
agregacdo quimica ocorre por formacdo de novas ligagdes covalentes entre as moléculas
(FINKE et al., 200).

Nas figuras abaixo estdo demonstrados os raios hidrodinamico para a enzima nas
diferentes concentracdes d glicerol. Na figura 5 (a), podemos analisar o pico para a enzima
diluida em &gua, o qual apresentou um unico pico e na figura 5 (b) a enzima em meio
glicerol 5% (v/v) apresentando-se também com apenas um pico, sugestivo de auséncia de

agregacao.

Figura 5: Espalhamento de luz para enzima em &gua (a) e em solucdo de glicerol 5% (v/v)

(b)

Em seguida, pode-se analisar na figura 6 (a) o pico gerado para enzima em meio
glicerol 20% (v/v) e na figura 6 (b) o pico para enzima em meio glicerol 40% (v/v), ambas

apresentaram apenas um pico em analise de DLS, sugestivo de auséncia de agregacéo,
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Figura 6: Espalhamento de luz para enzima em solucdo de glicerol 20% (v/v)(a) e enzima
em solucéo de glicerol 40% (v/v)(b)

a) — b)"

A uma tendéncia propria das proteinas de formarem agregados, o que ocasiona um
grave problema para a tecnologia farmacéutica e biotecnologia, pois necessitam sintetizar,
processar e armazenar proteinas em concentracoes elevadas e durante longos periodos. A
proteina agregada, geralmente, ndo apresenta a mesma atividade bioldgica que as proteinas
no seu estado nativo, além do que, muitas vezes pode ser imunogénico e apresentar feitos
toxicos agudos in vivo, desta forma é essencial o planejamento de estratégias para

prevencéo de agregacgéo nestas aplicaces (BRIAN.,2004).

A auséncia de mais de um pico na analise em DLS nos leva a concluir que a enzima
liofilizada encontra-se com auséncia de agregacéo, estando apta para posteriores estudos de

encapsulacéo.

5.3 Obtencao de nanoparticulas de PLGA pelo método da dupla emulsificacao/
evaporacao do solvente

Na técnica da emulsificacdo/evaporacdo do solvente, a encapsulacdo de farmacos
hidrofilicos é feita pelo preparo de uma emulsdo do tipo simples (A/O), em que
primeiramente o polimero e o farmaco séo dissolvidos em um solvente organico imiscivel
em agua, como cloroférmio ou acetato de etila, e essa fase é emulsificada em uma fase
aquosa, geralmente contendo um estabilizador de emulsdo (SAWALHA et al., 2011). A
formacédo da emulsdo é o passo mais importante da preparacdo de nanoparticulas, pois o
tamanho das gotas da emulsdo esta diretamente relacionado com o tamanho final das
nanoparticulas.

As nanoparticulas foram obtidas com éxito pelo método da dupla emulsificagdo e
evaporacdo do solvente. Do ponto de vista macroscopico as emulsdes formadas

mostraram-se satisfatoria com auséncia de separacdo de fases (figura 7). O estudo de pre-
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formulag&o teve por influéncia outros estudos como o de RAO e GECKELER (2011), que
asseguram que a concentracdo do polimero e o solvente utilizado na formulacdo
influenciam diretamente as caracteristicas finais das nanoparticulas preparadas a partir do
método de evaporacdo do solvente. Este método é largamente utilizado na producdo de
nanoparticulas poliméricas para veiculagdo de farmacos, pela sua possivel encapsulacdo de
ativos hidrofdbicos e hidrofilicos (RAO e GECKELER, 2011).

Figura 7: Suspensdo de nanoparticulas de PLGA 50:50 (30,000-60,000) (a) e PLGA 50:50
(24,000-38) (b).

5.4 Caracterizacdo dos sistemas por espalhamento de luz dindmica (DLS)

Examinou-se o efeito dos solventes organicos na fase oleosa e a variagdo de massa
molar do polimero sobre a distribui¢cdo do tamanho da particula, o qual foi indicado pelo
didmetro do raio hidrodindmico medido por dispersdo de luz dindmica (DLS) no
equipamento Zetasizer Nano- ZS , (Malvern Instruments Ltd, UK). Na Figura 8 pode-se
observar o resultado da analise de espalhamento de luz para o sistema com maior massa
molar do polimero, solvente organico cloroférmio e fase externa PVA 1% (p/v), diluida na
proporc¢do de 1:10 em agua deionizada, que apontam para nanoparticulas com tamanho de
683,6 nm e indice de polidispersdo (PDI) de 0,244.
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Figura 8: Analise de espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (30,000-60,000) 1:10
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Na Figura 9 pode-se observar a analise de espalhamento de luz para 0 mesmo
sistema diluida na proporcdo de 1:100 em agua deionizada que aponta para nanoparticulas
com tamanho de 589,6 nm e PDI de 0,288. Na escala entre 1000 e 10000 nm podemos
observar o pico de uma possivel agregacdo do sistema ou de alguma contaminacdo. A
agregacdo é um fendmeno que pode advir em varias etapas da produgéo, sendo evidente na
evaporacdo do solvente. O uso de estabilizantes nos sistemas cria um revestimento na

superficie das nanoparticulas prevenindo a agregacdo (CHENG et al., 2012).

Figura 9: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (30,000-60,000) 1:100
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Na figura 10 estd ilustrado o pico para o sistema diluido na proporc¢ao de 1:1000,
podemos observar que para o sistema com maior massa molar a variacdo de tamanho ficou
entre 500-600 nm. O didmetro de particula € um parametro importante a ser considerado na
otimizacdo de uma formulacéo, pois esta tem influéncia direta sobre as caracteristicas
biofarmacéuticas e o perfil de liberacdo do ativo a partir da nanoestrutura (HERMANS et
al., 2012).

Figura 10: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (30,000-60,000) 1:1000

size (a.nm... Vo IMENSIY: SI UeV (d.N...
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Na figura 11 pode-se analisar o espalhamento de luz para o sistema liofilizado o
qual aponta para nanoparticulas com tamanho de 968,1 nm, esse aumento no tamanho da
particula pode ser justificado pela adsorcdo de PVA na superficie das particulas por meio
da parte hidrofébica do acetato de vinila, o qual serve de abrigo deste polimero na interface
aquosa/organica formada durante a emulsificacdo (RILEY et al., 1999). No trabalho de
Silva (2007) foi concluido que mesmo realizando varias lavagens na suspensao de
nanoparticulas para eliminar o excesso de PVA do sistema sempre havera uma
porcentagem residual sobre as particulas. O autor também explica que ap6s uma lavagem a
camada de PVA que envolve a nanoparticula liofilizada permite uma redisperséo imediata
das particulas em &gua, no entanto, por conta da solvatacdo das cadeias de PVA por
moléculas de agua através de ligacdes de oxigénio, ha uma alteracdo da conformacéao do
polimero, as quais desenrolam, levando a um aumento no volume das particulas e,
consequentemente, 0 seu raio hidrodindmico. O aumento do numero de lavagens favorece

a diminuicdo do alcool polivinilico residual sobre as particulas, o que é desejavel para
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administracdo intravenosa, em virtude do PVA ndo ser biodegradavel (ZAMBAUX et al.,

1998).

Figura 11: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (30,000-60,000)

liofilizada
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Para a administragéo intraven

osa de nanoparticulas um didmetro médio de particula

<200 nm e uma distribuicdo de tamanhos estreita sdo desejaveis para evitar o risco de

embolia e para isso pode-se proceder a filtracao estéril (BOOTZ et al., 2004). Na figura 12

podemos analisar um didmetro de particulas de 204,5 nm e PDI de 0,384 para o sistema

filtrado em filtro de 0,22 pum, com

para veiculagao intravenosa.

isso obteve-se assim, um tamanho de particula ideal
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Figura 12: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (30,000-60,000) filtrada

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
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Os resultados do tamanho hidrodindmico para o sistema com menor massa molar,
solvente organico acetato de etila e fase externa PVA 0,5% (p/v) estdo ilustrados nas
figuras abaixo. Na figura 13 observa-se um espalhamento de luz do sistema diluido em
agua deionizada na proporc¢éo de 1:10 apontando para particulas com tamanho de 564,7 nm
e PDI 0,544.

Figura 13: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (24,000-38,000) 1:10
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Na figura 14 pode-se analisar o espalhamento de luz dindmico para o mesmo
sistema diluido na proporcao de 1:100 em agua deionizada apontando para particulas com
tamanho de 780 nm, porem é possivel observar um outro pico entre 1,000 e 10,000 nm
sugestivo de agregacdo ou de particulas com tamanho maior presente no sistema, o qual

néo foram evidenciadas quando diluidas numa proporgao menor.
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Figura 14: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (24,000-38,000) 1:100
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Ja na figura 15 podemos analisar um tamanho de 883,9 nm e PDI 0,987, o que nos
sugere que, a medida que se aumenta a proporcdo da diluicdo elevou-se o raio
hidrodindmico médio das particulas, assim como a populacdo de particulas entre a escala

de 1,000-10,000 nm prevaleceu, demonstrando uma possivel agregacdo do sistema.

Figura 15: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (24,000-38,000) 1:100
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Na figura 16 podemos observar o sistema filtrado em filtro de 0,22 pm com
espalhamento de luz apontando para nanoparticulas com espalhamento de luz de 87,7 nm
e PDI de 0,537. Esse resultado foi satisfatorio, pois, o sistema formou particulas com
menor raio hidrodindmico quando comparado com o sistema com maior massa molecular,
0 que segundo a literatura é esperado pois, o tamanho das nanoparticulas de PLGA

diminuem a medida que a polaridade do solvente organico aumenta ( LIN et al., 2015).
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Figura 16: Analise do espalhamento de luz nanoparticulas PLGA (24,000-38,000) filtrada
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A relativa simplicidade de reproducdo do método de dupla emulsificacdo, a
producdo de nanoparticulas a partir de polimeros biodegradaveis, assim como, a
possibilidade de controlar alguns parametros de preparacdo (volume do solvente organico,
proporcdo de fase externa, tempo de sonicacdo) fizeram desse método ideal para o
desenvolvimento desse trabalho.

No trabalho de Carraro (2013) foi analisado a influéncia dos dois solventes
organicos, cloroférmio e acetato de etila, sob o tamanho de particula, as particulas obtidas
com cloroférmio apresentam tamanho médio maior quando comparadas as particulas
obtidas com acetato de etila. Os resultados obtidos nesse presente estudo estdo de acordo
com dados da literatura, pois, obtivemos tamanhos de particulas menores quando
formuladas com acetato de etila.

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que ao diminuir o tamanho da
massa molar total do polimero obteve-se um raio hidrodindmico menor para as particulas
formuladas. A escolha de outro polimero com menor peso molecular resultou em
nanoparticulas com menor tamanho o que sera importante, uma vez que o objetivo € que o
sistema seja administrado por via intravenosa. Estudos apontam que o tamanho da
nanoparticulas de PLGA aumenta proporcionalmente com o aumento do peso molecular
deste polimero (MITTAL et al., 2007). Para diminuicdo do raio hidrodinamico das
nanoparticulas pode ser aumentado o tempo de sonicacdo na preparagdo da segunda
emulsdo (A/O/A), pois, esta é de maior influéncia no tamanho final das nanoparticulas
(BILATI et al., 2003).

A analise de potencial zeta ndo foi realizado devido & estabilizacdo estérica
ocasionado pelo PVA que justifica a ndo realizacdo dessa analise nestas amostras. Este

mecanismo de estabilizacdo estérica através estabilizadores ndo-idnicos anfifilicos ocorre
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por efeito solvatacdo, os quais mostram que estas substancias estdo fortemente ancoradas

com as nanoparticulas dispersas.



Conclusao
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5 CONCLUSAO

O método da dupla emulsificacdo e evaporacdo do solvente para producdo de
nanoparticulas mostrou-se satisfatorio, o que proporcionou e possibilitou a obtencdo das
formulacdes com tamanho de particulas em escala manométrica, usando o polimero de

PLGA com diferentes massas molares.

O estudo de pré-formulacdo foi Util para a escolha do melhor sistema para a
encapsulacdo da enzima L-Asparaginase. Concluindo-se, portanto, que o polimero com
maior massa molecular ndo é o ideal para a demanda, tendo em vista seu alto raio
hidrodindmico o que sugere particulas com tamanho inadequado para administragdo

intravenosa, logo, 0 mesmo, foi descartado.

J& o polimero com menor massa molar foi o escolhido, ndo sé por ter obtido particulas
com raio hidrodindmico menores, mas, também, por permitir a formulacdo com solvente
organico acetato de etila que é menos toxico quando comparado ao cloroférmio, além do
sistema apresentar uma concentracdo menor de estabilizante PVA, o qual ndo € degradavel

pelas vias metabdlicas do organismo.

Quanto ao estudo com a enzima, podemos concluir ela mostrou-se pura através do

ensaio de eletroforese e com auséncia de agregacédo por meio do estudo em meio glicerol.

Por fim, podemos inferir que o estudo permitiu o desenvolvimento e escolha do melhor
sistema para a encapsulacdo da enzima e posterior administracdo intravenosa, 0s quais

serdo as proximas etapas desta pesquisa.
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