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RESUMO

GUTIERREZ, S. Preparacao e avaliagao de micro e nanoparticulas de
fibroina da seda na liberagcao controlada de farmacos. 2019. Dissertagao
(mestrado) Programa de P6s-Graduagao Interunidades em Bioengenharia — Escola
de Engenharia de Sao Carlos - EESC/Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto — FMRP / Instituto de Quimica de S&o Carlos — IQSC, Universidade de S&o
Paulo — USP, Sao Carlos, 2019.

A fibroina da seda (FS) é uma proteina proveniente do casulo do bicho da seda
Bombyx Mori, largamente utilizada em varias aplicagbes médicas como biofilmes,
scaffolds, membranas e géis devido a sua disponibilidade e biocompatibilidade. A
necessidade de sistemas de liberagao controlada de farmacos e principios bioativos
no corpo humano leva a busca de novos biomateriais com propriedades mais
adequadas. Dentre as muitas alternativas, os micro e nanobiomateriais oferecem
varias vantagens quando se objetiva a liberagédo controlada de substancias devido a
sua morfologia e tamanho. Assim, particulas de FS com um tamanho adequado e
morfologia controlada podem apresentar potencial para serem carregadas com
farmacos ou principios ativos para aplicagdes na farmacologia moderna. O presente
trabalho visou a obtencdo de particulas de fibroina por diferentes métodos com o
intuito de obter-se particulas com o menor tamanho e uniformidade possivel. Além
disso, o estudo da incorporacao dessas particulas com diferentes moléculas bioativas
e a avaliacdo do potencial das mesmas como suporte para liberagdo de farmacos.
Assim, foram escolhidos trés métodos de obtengao: aspersdo em nitrogénio liquido,
precipitagdo em solventes organicos misciveis em agua (etanol e metanol) e aspersao
com o equipamento Nano Spray Drying. A caracterizagao das particulas foi feita via
microscopia Optica, microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia no
infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), analise termogravimétrica (TGA),
espalhamento de luz dinadmica (DLS) e potencial Zeta. Foram feitos modelos de
incorporagdao com os corantes rodamina B (RhB) e cristal violeta (CV), assim como
estudos de incorporagao e liberagdo com dois farmacos: a doxorrubicina (DOX), um
antitumoral; e a zidovudina (AZT), um antirretroviral. Foi possivel obter particulas
esféricas com tamanhos desde 185,1 + 2,8 até 1214,3 £ 559,9 nm. Os parametros
como polidispersividade e tamanho de particula foram altamente dependentes do
meétodo de obtencdo. Os estudos de incorporacéo e liberagdo mostraram que, no caso
da DOX foi incorporada 81,92 + 2,08 % apo6s 24 h e houve uma liberagdo maxima
de 83,55 + 1,58 % no pH 9,0 apds 6 h; ja a AZT teve uma eficiéncia de incorporagéo
por volta de 57,35 + 7,24 % e a liberagéo das particulas obtidas por aspersao no Nano
Spray Dryer (SF1T20) foi 36,94 + 5,65 % maior do que nas particulas obtidas por
precipitacdo em etanol (nEtOH) apds 6 h. As amostras SF1T20 e nEtOH mostraram-
se como materiais com alto potencial para a liberagcédo controlada de farmacos.

Palavras chave: fibroina da seda, nanoparticulas, microparticulas, liberacéo
de farmacos, Nano Spray Dryer, doxorrubicina, zidovudina.






ABSTRACT

GUTIERREZ, S. Preparation and evaluation of silk fibroin micro and
nanoparticles as a controlled drug delivery system. 2019. M. Sc thesis.
Department of Bioengineering — Sdo Carlos School of Engineering (EESC) / Ribeirao
Preto Medical School (FMRP) / Sao Carlos Instituto of Chemistry (IQSC), University of
Sao Paulo — USP, S&o Carlos, 2019.

Silk fibroin (SF) is a protein from Bombyx mori silkworm cocoons, that has been
widely used in several biomedical application such as biofilms, scaffolds, membranes
and gels; due to its availability and biocompatibility. The current need for new controlled
drug delivery systems encourages searching for new biomaterials with better suited
properties. Among several alternatives, micro and nanobiomaterials have advantages
when it comes to a controlled release system due to its reactivity and morphology.
Therefore, SF particles with an adequate particle size and controlled morphology might
have the potential to be carriers for drug and bioactive ingredients for applications in
modern pharmacology. This study aims the preparation of SF particles and evaluation
of different synthesis methods in order to obtain smaller and more uniform particles,
as well as study their interaction with drugs and active molecules evaluating its
potential to be used as carriers. Three different synthesis method were studied: flash-
frozen in liquid nitrogen, organic solvent precipitation (in ethanol and methanol), and
formation using Nano Spray Dryer. Particles were characterized by optical microscopy,
scanning electron microscopy (SEM), Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR),
thermogravimetric analysis (TGA), dynamic light scattering (DLS) and Zeta potential.
Rhodamine B (RhB) and crystal violet (CV) were used as drug-loading models, and
loading and release studies of and antitumoral drug, doxorubicin (DOX); and an
antiretroviral drug, zidovudine (AZT) were performed. Spherical particles were
obtained with particle size between 185,1 £ 2,8 and 1214,3 £ 559,9 nm. Polydispersity
index, particle size, drug loading and release were highly dependent on the synthesis
method. DOX loading efficiency was 81,92 + 2,08% after 24 h and 83,55 + 1,58 % was
release at pH 9,0 after 6 h; for AZT loading efficiency was around 57,35 + 7,24 % and
release of particles obtained using Nano Spray Dryer was 36,94 £ 5,65 % higher than
the ones obtained by precipitation in ethanol after 6 h. Both particles obtained by
precipitation in ethanol and using the Nano Spray Dryer technique have potential for
controlled release of the used drugs.

Keywords: silk fibroin, nanoparticles, microparticles, drug release, Nano Spray
Dryer, doxorubicin, zidovudine.
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1. INTRODUGAO

A inclusdo dos materiais na rotina do homem existe desde os primérdios
da humanidade, quando a fabricagcado de ferramentas que otimizavam os processos
diarios e simplificavam a execugcao de diferentes atividades. Com a evolugdo do
homem e das civilizagbes, foi introduzida a ciéncia dos materiais, que abrange
diferentes areas do conhecimento, desde a construcao e a industria até a medicina e
a biologia; e é neste campo onde os chamados biomateriais adquiriram uma alta

relevancia [1].

Os biomateriais s&o utilizados em dispositivos médicos destinados a
interagir com sistemas bioldgicos. A engenharia de tecidos, por sua vez, tem como
objetivo desenvolver varias opgdes de tratamento para a produgdo, regeneragao e
substituicdo de material biolégico perdido ou danificado através do uso de

biomateriais [2].

Na procura por materiais com caracteristicas adequadas a utilizacao
bioldgica, materiais naturais e sintéticos tém sido estudados. A fibroina da seda,
conhecida comercialmente por seda, € um polimero natural utilizado durante muito
tempo na industria téxtil e possui algumas vantagens em relagdo a outros materiais
devido a sua larga produgao em escala industrial. Além disso, ja foram estabelecidos
protocolos de purificagdo e remogao de sericina, outra proteina presente no fio da
seda, que podem reduzir o risco de infecgdo em comparacgao a outros biomateriais. A
fibroina da seda (FS) é uma proteina obtida a partir dos casulos do bicho-da-seda
Bombyx mori e que surge como um biomaterial de interesse devido as suas

propriedades de biocompatibilidade, estabilidade térmica e biodegradabilidade [3].

Alguns estudos, tanto in vivo quanto in vitro, demonstraram que a FS € um
material biocompativel capaz de desencadear menor resposta inflamatéria em
comparagao a outros polimeros biodegradaveis comuns, tais como o colageno. Outro
atributo importante da FS €& a sua processabilidade em diferentes formatos de
material, tais como filmes, hidrogéis, nanofibras, nano ou microparticulas e scaffolds
porosos ou esponjas. A capacidade de regular a estrutura e a morfologia das proteinas
de seda num processo totalmente aquoso tornam este material um importante
candidato para aplicacbées como suporte para liberacdo de farmacos. Além disso, foi
observado que a taxa de degradacgao da FS pode ser ajustada controlando o estado
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cristalino (conteudo de folha ) durante o processamento para controlar o perfil de
liberacdo de moléculas bioativas [4].

A liberacdo de moléculas bioativas e farmacos de forma controlada, lenta e
duradoura sao desejaveis para muitas aplicagdes. Nos ultimos anos, muitos sistemas
de liberagdo de farmacos foram desenvolvidos a partir de materiais diversos desde
ceramicas e metais até polimeros. Esses ultimos tem a vantagem de poderem ser
biodegradaveis, biocompativeis e atingir um melhor encapsulamento. Entre os
polimeros biodegradaveis sintéticos utilizados estdo o acido polilatico (PLA) e o
policaprolactana (PCL), e os polimeros naturais como a celulose, a quitosana, o acido
hialurénico, o alginato, além de proteinas como o colageno, a elastina, a albumina e

a fibroina da seda [5].

Seria vantajoso se o sistema de liberacdo de farmacos possuisse
caracteristicas biodegradaveis, biocompativeis e mecanismos duraveis, e que
pudesse ser preparado e processado sob condi¢gdes aquosas ambientais para evitar
a perda da bioatividade dos farmacos a serem administrados. Essas caracteristicas e
funcionalidades acrescentaram o interesse no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo baseados em proteinas. Além disso, as proteinas possuem varios grupos
funcionais que podem desencadear uma resposta bioldégica nas células e suas

superficies podem ser modificadas melhorando a sua adesao e eficiéncia [6, 7].
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo objetiva o desenvolvimento de nano e microparticulas

de fibroina da seda (FS) capazes de fazer a liberagao controlada de farmacos.
2.2 Objetivos especificos
Baseado no objetivo geral do presente estudo, os objetivos especificos s&o:

= Estabelecer um protocolo de obtenc¢do de particulas de FS capaz de gerar
particulas abaixo de 800 nm de didmetro;

= |dentificar o melhor método de obtencio de particulas de FS em relacado a
quantidade, tamanho de particula e morfologia;

» Caracterizar as particulas quanto a sua morfologia, distribuicdo de tamanho
e estrutura através de microscopia eletronica de varredura (MEV),
espectroscopia de infravermelho (FTIR), analise termogravimétrica (TGA),
espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta;

» Avaliar a incorporacao e liberacao de principios ativos ou farmacos nas micro

e nanoparticulas de FS.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

Traumas e doencgas degenerativas geram a necessidade de substituicbes
e reparos em diferentes partes do nosso corpo. Todos os materiais que recuperam ou
ajudam a restaurar a funcionalidade de tecidos biolégicos sdo chamados biomateriais.
Uma primeira definicdo para este grupo de materiais os descreveu como "materiais
inertes usados como instrumentos meédicos, concebidos para interagir com qualquer
sistema biolégico". No entanto, o estudo desses materiais pelos diferentes campos da
biologia, incluindo a engenharia tecidual, tem ampliado suas aplicabilidades, o que
gerou uma demanda de até 1,5 milhdo de dispositivos implantados ou em contato com
sistemas bioloégicos a cada ano de acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) [8].

A introdugdo de materiais ndo bioldgicos no corpo humano remonta aos
tempos pré-histéricos, quando egipcios utilizavam fibras naturais para suturas de
feridas por volta de 3.000 A.C. Outras civilizagdes, como os fenicios também
mostraram, seja por razbes medicas ou cosmeticas, substituigdes dentais de ouro e
outros metais, que também foram feitos a partir de conchas pelos Maias por volta do
ano de 600 A.C. A evidéncia também prova que o sucesso destes procedimentos foi
baixo devido a falta de biocompatibilidade destes materiais e do escasso
conhecimento no controle de infecgdes [9].

Ao longo dos anos, a investigagao sobre as propriedades dos materiais e
refinamento nas técnicas de implante resultou num progresso significativo no campo
dos biomateriais. Dois dos maiores gatilhos de pesquisa em implantes médicos foram
a Primeira e Segunda Guerra Mundial, onde principalmente os metais
desempenharam papel importante. Apds isso, vieram os biomateriais de segunda
geragao, por volta da década de 1970, que foram projetados para uma aplicagéo
especifica, por exemplo, em proteses dentarias, implantes mamarios, enxertos
vasculares, stents e valvulas cardiacas, e abriram o caminho para um relacionamento
estreito entre Medicina e Engenharia. Atualmente, estamos na terceira geragao de
biomateriais, que sédo projetados especificamente para estimular uma resposta a nivel
celular e molecular, melhorando a integragcdo e diminuindo qualquer reagéo

adversa [2].



24

Alguns dos fatores importantes a serem considerados quando do
desenvolvimento de um biomaterial envolvem toxicidade, biocompatibilidade,
propriedades mecanicas e fisicas, e a sua degradabilidade. Fundamentalmente, um
biomaterial deve cumprir a sua fungao sem afetar ou causar danos a qualquer tecido
do corpo, sendo atdéxico no que se refere ao seu potencial alergénico, cancerigeno ou
inflamatdrio. Por outro lado, a biocompatibilidade de um material € definida como a
capacidade deste em executar a sua fungcdo com uma resposta apropriada pelo
organismo hospedeiro. Por este motivo, todos os biomateriais sdo concebidos para
evitar reagdes adversas tais como sangramento, colonizagao bacteriana e liberagéo
de material particulado, entre outras. Devido aos esforgcos e cargas a que sé&o
submetidos os tecidos do nosso corpo, € importante que os biomateriais possuam

comportamento mecanico adequado [10].

Biomateriais podem ser classificados de acordo com sua natureza em
metais, ceramicas, polimeros e compdésitos. Cada um com aplicagdes e propriedades
especificas. Os biomateriais metalicos incluem metais e suas ligas, e sdo usados
principalmente para aplicagcbes que precisam de alta carga, como implantes
ortopédicos (fios, chapas, parafusos, proteses completas ou parciais) e aplicagdes
dentarias [10]. Ja os biomateriais ceramicos compreendem uma outra classe de
biomateriais que sdo geralmente caracterizadas pela sua dureza e fragilidade, o que
limita a sua utilizagdo para aplicagdes de suporte de carga. No entanto, possuem
elevada resisténcia a compressdo, sao inertes e nao produzem componentes
prejudiciais para o organismo a menos que se destinem a serem reabsorvidos,
evitando, assim, uma resposta desfavoravel e levando a uma reducdo da

citotoxicidade destes materiais [11].

Os biomateriais poliméricos comecaram seu desenvolvimento apds a
segunda metade do século XX e surgiram como materiais ideais para um grande
numero de aplicagcbes, entre elas as valvulas cardiacas, préteses mamarias,
aplicagdes dentarias, lentes de contato e membranas de hemodialise. Suas principais
vantagens sao a facilidade de fabricagdo e processamento, bem como a sua
disponibilidade e baixo custo. Os polimeros podem ser divididos em dois grupos:
naturais e sintéticos. Os polimeros sintéticos incluem acrilicos, poliamidas, poliésteres
e poliuretanos que apesar de serem facilmente processados, possuem a grande

desvantagem de ser pouco biocompativeis. Esse problema pode ser resolvido com a



25

utilizagao de polimeros naturais, tais como quitosana, alginato e a seda, que tém sido

utilizados em aplicagbes biomédicas e de engenharia tecidual [1, 12].
3.2 A seda como biomaterial

A origem da seda data do século XXVII A.C., na China, onde este material
foi utilizado para a fabricagcao de tecidos de elevado valor e beleza. O advento da
cultura da seda levou ao surgimento de novas aplicagdes, incluindo alguns exemplos
na area meédica. Algumas indicagbes mostram que entre os séculos XVIII e XIX, a
seda comecgou a substituir cabos metalicos utilizados nas suturas cirurgicas [13].

Figura 1. Bicho da seda Bombyx mori

Fonte: autoria propria.

A seda €& um polimero natural produzido em glandulas especializadas das
células epiteliais e lumen de artrépodes, como vermes, aranhas e alguns escorpides,
que €é entdo secretado na forma de fibras para varios usos. O bicho da
seda Bombyx mori (Figura 1) € um inseto lepiddptero e holometabolo que foi
domesticado para o cultivo bem-sucedido de seda, principalmente na industria téxtil.
A lagarta possui glandulas secretoras de seda que usa para construir seu casulo, uma
estrutura de protecao fechada onde comega sua metamorfose de lagarta a adulto. Um
unico bicho da seda pode produzir um fio continuo de até 1.500 m. Apesar da fonte
da seda exercer influéncia sobre a sua estrutura, composicao e propriedades, as duas
principais proteinas presentes na seda s&o a fibroina (fibrosa) e a
sericina (globular) [14, 15].

A fibroina corresponde a aproximadamente 65 % da fibra da seda e esta
coberta por uma camada de sericina (restantes 35 %), que atua como uma cola
soluvel em agua em ebulicdo. A fibra possui entre 10 e 25 ym de didmetro e é formada
por duas cadeias de baixa massa molar (26-45 kDa) e uma de alta massa
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molar (300-350 kDa) que estdo presentes numa proporgdo de 1:1 e ligadas por
ligacdes de dissulfeto simples. A fibroina € composta por ligagdes de dissulfeto entre
a extremidade C-terminal (Cys-C20) de cadeia pesada e o C — terminal (Cys - 172)

da cadeia leve, e uma glicoproteina de 25 kDa denominada P25 [16, 17].

A composicao da fibroina de bicho da seda Bombyx mori consiste
essencialmente de uma cadeia de quatro aminoacidos repetidos (Figura 2). S&o eles:
a glicina (G, 43 %), a alanina (A, 30 %), a serina (S, 12 %) e a tirosina (Y, 9 %). A
cadeia pesada tem 12 dominios que formam as regides cristalinas das fibras, onde
nao ha combinagdes repetidas destes aminoacidos (GAGAGS, GAGAGY, GAGAGA
ou GAGYGA). Esta organizagao da a FS a sua propriedade hidrofébica e design de

proteina polimérica [18].

Figura 2. Estrutura da fibroina da seda (FS).
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Fonte: adaptado [19].

A cadeia pesada da FS possui um padrdao de regides hidrofilicas e
hidrofébicas, sendo que as regides terminais s&o hidrofilicas, tém seis pequenas
regides internas hidrofilicas e sete regides internas hidrofébicas (Figura 3a). Esse
padrao sugere a formacao de micelas na agua, devido a que as regides hidrofilicas
menores se mantem hidratados durante a formagdo da estrutura, enquanto os
terminais hidrofilicos da cadeia ficam nas bordas da micela (Figura 3b)[20]. A
formacdo das estruturas micelares é altamente dependente de fatores como a

concentracio da proteina, o pH do meio, a temperatura e o tempo [21].
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Figura 3. Estrutura da cadeia pesada da FS (a) e micela da FS (b).

Micela de F5
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I Regides hidrofobicas
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Fonte: adaptado de [20].

Além de suas propriedades mecanicas, a fibroina da seda possui
biocompatibilidade, dependendo da sua aplicacdo. Por exemplo, em aplicacdes
dermatoldgicas, os filmes de fibroina ajudaram na regeneragdo do colageno e na
reducdo da resposta inflamatéria, resultando em um tempo de cura menor.
Especificamente em aplicacbes 6sseas, verificou-se que os residuos de aminoacidos
presentes na superficie da seda permitem a captacdo de ligantes e fatores de
crescimento que promovem a adesao, proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos e
fibroblastos [14, 18].

A taxa de degradagao da FS é outra caracteristica positiva que a qualifica
como biomaterial. Altman et al. (2003) mostraram que a taxa de biodegradabilidade
da FS é mais lenta do que a do colageno, o que significa que o novo tecido regenerado
apresenta melhor suporte estrutural no processo de formagao [18]. Sabe-se também
que as fibras de fibroina podem reter mais do que 50 % das suas propriedades
mecanicas, mesmo apos dois meses de implantacdo. Outros estudos também
mostraram que a taxa de degradagao da fibroina depende da estrutura, morfologia e
condi¢cdes mecanicas do local de implante, e é realizada principalmente por proteases
e afetada por condi¢des de pH e temperatura [17].

Devido as suas propriedades e elevada disponibilidade, a fibroina tem sido
estudada para um grande numero de aplicagées. No campo biomédico, por exemplo,
tem sido utilizada para transportar suportes, peliculas e revestimentos, e na

regeneracao de tecidos 0sseo e dermatoldgico utilizando hidrogéis [22-26].
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3.3 Biomateriais particulados

Nas ultimas duas décadas, o estudo dos materiais em forma de particulas,
geralmente na escala micro ou nanométrica, tem ganhado muito interesse devido a
grandes variedades de aplicagbes biomédicas devido ao seu grande potencial, como
na area de liberagdo de farmacos, biosensores, imagens diagnosticas, entre
outras [12].

O termo “microparticulas” é utilizado quando se fala de uma disperséao de
particulas ou particulas solidas com um tamanho entre
1-1000 um (1 ym equivale a 10-® m); por outro lado, as “nanoparticulas” estariam entre
1-1000 nm (1 nm equivale a 10°° m) [27]. Porém a maioria das microparticulas e
nanoparticulas sdo menores que 100 um e 500 nm, respectivamente. As diferencas
de tamanho entre as micro e as nanoparticulas provoca diferentes mudancgas no
comportamento que podem ter em um sistema biolégico. No caso das nanoparticulas,
geralmente, apresentam melhor permeacgao através dos tecidos biologicos, porém
também tem desvantagens como um tempo menor de permanéncia no tecido ou
cavidade [27].

As quatro classes de biomateriais podem ser encontradas em diversas
formas dependendo da aplicagdo a ser usada, incluindo as formas de micro e
nanoparticulas, como € o caso de particulas metalicas de ouro, prata ou titanio,
geralmente menores que 50 nm [28]; particulas ceramicas de zirconia e biovidros,
geralmente usadas na area da Ortopedia e Odontologia [29]. Todos sistemas de
micro/nanoparticulas podem ser agrupados em trés grandes grupos: particulas de
fonte lipidica, particulas poliméricas e particulas inorganicas (Figura 4), dentro desses

grandes grupos destacam-se:

» Lipossomas: sao vesiculas, geralmente, com um nucleo aquoso formadas
por uma ou mais bicamadas de fosfolipideos, como o colesterol, ou outros
lipideos similares. Eles tém estruturas muito similares as membranas
biolégicas. Sua natureza permite-lhes transportar farmacos/ativos hidrofilicos
dentro de seu nucleo aquoso e também hidrofilicos entre as camadas
lipidicas [27].

= Micro ou nanoemulsdes: comumente sao emulsdes que podem formar

goticulas ou particulas com tamanho menor a 250 nm, elas exibem uma alta



29

flexibilidade e sao estaveis termicamente. Tem alta relevancia devido a seu
relativo facil preparo, boa permeabilidade na parede intestinal e facil
escalabilidade do processo de fabricagao.

Particulas inorgéanicas: sao aquelas sintetizadas a partir de metais e
ceramicas. Seu nucleo inorganico vai influenciar propriedades de
fluorescéncia, magnetismo ou condugdo elétrica ou propriedades oticas.
Entre as mais conhecidas estéo: os quantum dots, com um tamanho de entre
2-10 nm e feitos da combinacédo de elementos como o cadmio, chumbo ou
zinco com o selénio, telurio ou enxofre que tém uma excelente resisténcia a
fotodegradacao; as particulas ferromagnéticas, com tamanhos entre 10-
50 nm que podem ser usadas como contraste de ressonancia magnética ou
em tratamentos de tumores por hipertermia; nanoparticulas de ouro, niquel,
platina ou titanio, com tamanhos que variam entre 3-200 nm, que podem
adotar diversas morfologias e tém propriedades éticas e alta estabilidade.
Micelas: com um tamanho entre 10 e 200 nm sao dispersdes coloidais com
estruturas compostas de blocos anfifilicos de copolimeros na superficie e um
nucleo de blocos hidrofdbicos. Essas estruturas podem ser formadas por
diversos tipos de materiais poliméricos.

Particulas com origem de polimeros sintéticos: podem ser sintetizadas a
partir de polimeros biodegradaveis ou ndo biodegradaveis, entre as mais
comuns estdo: os dendrimeros formadas por um nucleo polimérico altamente
ramificado com um didmetro menor a 15 nm, e que tem sido usados para
melhorar a solubilidade de farmacos, porém ha estudos que mostram altos
niveis de toxicidade e hemdlise [30]. Os micro ou nano géis sédo estruturas
compostas por ligagdes tridimensionais entre a rede de cadeias poliméricas,
possuem alta estabilidade e tem uma penetracao transdérmica efetiva.
Particulas de polimeros naturais: dentre os varios polimeros naturais que séo
empregados na sintese de particulas estdo a quitosana, o alginato, a
albumina, a gelatina e a fibroina da seda. As propriedades de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e fisico-quimicas desses materiais
fazem com que sejam muito atraentes para as aplicagdes na area da Biologia

e Medicina.
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Figura 4. Representacéo grafica de diferentes tipos de materiais micro e nanoparticulados.
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Fonte: adaptado de [27].

3.4 Processos de obtencao de particulas

A micro e a nano fabricacido de particulas envolvem diversos processos e
métodos que tém se desenvolvido rapidamente nas ultimas décadas. Dado o grande
numero de aplicagdes, os métodos de obtengdo sdo divididos em duas grandes
categorias: top-down e bottom-up (Figura 5). O primeiro comega com um material em
seu tamanho original que vai ser quebrado através de processos quimicos,
mecanicos, etc, até atingir dimensdes na escala micro ou nanométrica. Normalmente,
sdo processamentos mais antigos envolvem uma grande quantidade de energia e as
particulas formadas tém tamanhos altamente heterogéneos. Por outro lado, os
processos bottom-up usam componentes no nivel atdmico ou molecular para construir

arranjos micro ou nanométricos mais complexos [12].
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Figura 5. Esquematico dos processos fop-down e bottom-up na producédo de nanomateriais.

Top down
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Fonte: adaptado de [31].

Os métodos de moagem e litografia 6tica sdo exemplos de processos
top-down, enquanto a deposicdo atdbmica, emulsificagdo, precipitacdo, auto
montagem molecular (molecular self - assembly) sado exemplos de processos
bottom-up [32].

Neste trabalho, foi usada uma mistura das abordagens top-down e
bottom-up, pois os fios de seda precisam ser tratados e a FS deve ser dissolvida até
ser levada na sua forma de molecular em solugdo e as metodologias bottom-up de
aspersao e precipitacdo em solventes organicos foram escolhidas para a formagéo

das particulas.
3.4.1 Aspersao em nitrogénio liquido

A técnica visa usar um equipamento para formar goticulas pequenas de
uma solugao que vai ser borrifada diretamente em nitrogénio liquido, que esta a uma
temperatura aproximada de -190 °C. As goticulas vao ser congeladas rapidamente e

podem ser recuperadas logo depois que o nitrogénio evaporar [33].
3.4.2 Precipitagdo em solventes organicos

A adigdo de solventes organicos como etanol, metanol ou acetona numa

solucdo aquosa para a formagao de particulas visa a rapida desidratagdo do material.
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Comumente, o processo precisa de uma quantidade muito maior de solvente e
envolve agitagdo magnética. No caso das proteinas, o contato com o solvente
organico vai gerar uma mudanga na conformacgao da estrutura e um aumento na
cristalinidade da mesma [34]. Entre as limitagdes da técnica esta o controle do
tamanho e uniformidade das particulas, o que vai depender também de condi¢des do
equipamento de gotejo da solugdo no solvente organico. Além disso, devido a
toxicidade do solvente o processo envolve uma etapa posterior de purificagcao e

remocao do mesmo.

Dreis et al. (2007), usaram a técnica de precipitacdo em solventes
organicos para obter nanoparticulas de albumina de soro humano. No trabalho, 2 mL
da solucado de albumina foram gotejados em 8 mL de etanol a uma velocidade de
1 mL min-'. Além disso, foi incorporado gluteraldeido como agente reticulante. As
particulas foram centrifugadas e ressuspendidas em agua. O diametro das particulas
variou entre 150 e 500 nm [35]. Recentemente, Jahanban et al. (2016), otimizaram o
meétodo de sintese de particulas similares, obtendo amostras com um tamanho de
100 nm e um indice de polidispersividade menor. A troca do sistema de adicdo da
solugdo no solvente e a mudanga do agente reticulante, fez com que as particulas
obtidas tivessem um tamanho menor e fossem mais uniformes, isso demostrou que o
meétodo é altamente dependente da forma em que a solugao entra em contato com o

solvente, incluindo o equipamento usado e a velocidade [36].
3.4.3 Aspersao com o equipamento de Nano Spray Dryer

E uma técnica usada para a obtenc&o de particulas a partir da secagem de
uma solucdo. A utilizacdo, mais especificamente, do equipamento Nano Spray
Dryer B-90 da empresa suiga Buchi (Figura 6), no mercado desde o 2009, envolve
parametros como o tamanho da membrana, temperatura e fluxo de ar para obter
diferentes tipos de particulas. As membranas permutaveis de ago inoxidavel possuem
orificios com diametros de 4; 5,5 e 7 um.
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Figura 6. Equipamento de Nano Spray Dryer B-90 (direita) e esquema de funcionamento
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Fonte: adaptado de [37]

O mecanismo de funcionamento (Figura 7) comega com a solugao
localizada no reservatorio conectada a cabega do spray por tubos plasticos. Uma
bomba peristaltica faz o fluido circular uniformemente desde o reservatorio até a
cabeca e de volta ao reservatorio. Essa circulacdo permite uma atomizacao continua
e eficiente. Logo, os cristais piezelétricos alocados no bocal vibram a uma frequéncia
ultrassénica aproximada de 60 kHz, gerando o movimento ciclico para cima e para
baixo da membrana. Consequentemente a solucéo localizada sobre a membrana vai
ser forcada a passar pelos orificios, que devido a rapida deformacdo da membrana
atuam como bombas, formando pequenas goticulas e gerando um aerossol. Essas
goticulas carregadas atravessam a camara de secagem com uma velocidade que

varia dependendo do fluxo de ar entre 80 e 160 L min-".

Milhdes de goticulas sao criadas por segundo, o tamanho final das
particulas vai depender do orificio da membrana e das propriedades fisico-quimicas
do material como a viscosidade e a tensao superficial. Fluidos muito viscosos podem
ter uma geragéo de goticulas intermitente ou até criar entupimento da membrana. Os
parametros como o fluxo do spray e a temperatura devem ser levados em

consideragao para a otimizagao do processo de secagem [38].
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Figura 7. Esquema do processo de geragao de goticulas no Nano Spray Dryer.
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O sistema coletor de particulas (Figura 8) esta baseado no principio de
carregamento eletrostatico, que é a diferenga em relagao a outros equipamentos que
usam ciclones, assim atua em todas as particulas independentemente da massa.
Comega com a geragao de um campo elétrico de 15 kV entre o eletrodo coletor
cilindrico metélico e o eletrodo de descarga. Com o aumento do potencial elétrico,
ions negativos no gas de secagem comegcam ser formados e vao carregar as
particulas que estdo descendo da camara de secagem. Essa carga faz com que as
particulas sejam desviadas do fluxo de ar até o eletrodo coletor cilindrico, onde a carga

é dissipada e estas se aglomeram até ser coletadas [37]
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Figura 8. Esquema do sistema coletor de particulas do Nano Spray Dryer.
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Fonte: adaptado de [37]

A secagem com o equipamento de Nano Spray Dryer tem sido aplicada a
diferentes formulagdes que incluem aplicagdes na area de alimentos, cosmética e
farmacéutica [39, 40]. Lee et al. (2011), obtiveram nanoparticulas esféricas de
albumina de soro bovino com um didmetro médio de 460 nm, foi usada uma
membrana de 4 ym, um fluxo de ar de 150 L min-! e uma temperatura de entrada de
120 °C [39]. Oliveira et al. (2013) conseguiram otimizar a encapsulagdo de
vitamina B12 em diferentes matrizes de origem natural e sintética e avaliaram a
influéncia no tamanho das particulas de propriedades como a viscosidade e a tensao
superficial da solugdo antes da secagem [41]. Schultz et al. (2016), conseguiram
encapsular o fator de crescimento IGF-I secando uma solugdo de FS obtendo

particulas esféricas com um tamanho entre 0,25 — 3,15 ym [42].

3.5 Nano e microparticulas de fibroina da seda

Varios métodos de preparagao de particulas de FS tém sido estudados nos
ultimos anos. Entre eles estdo a dessolvatagao, o salting out, a moagem mecanica,
o electrospraying, entre outras. Cada um deles pode possuir diferentes vantagens e
desvantagens, na dependéncia da aplicagao final. A fabricagdo de nanoparticulas de
FS para o uso em sistemas de liberagao controlada de farmacos continua sendo um
desafio e requer maiores investigagdes devido a fatores como tamanho da particula e

geometria, que ainda ndo foram totalmente controlados [5, 43].

Zhang et al. (2007) descreveram a sintese de nanoparticulas de FS através
da mistura de FS aquosa e de solventes organicos misciveis em agua (metanol,

etanol, propanol e isopropanol) ou solventes polares aprotdnicos (acetona). No
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processo, as moléculas de FS mudaram instantaneamente da estrutura de
seda | (amorfa) para a seda Il (alto conteudo de folha ) e os autores conseguiram
obter particulas insoluveis em agua com estrutura beta de tamanho de particula entre
35 e 125 nm de diametro [44].

Cao et al. (2007) prepararam microesferas de FS com um tamanho
previsivel e controlavel entre 200 e 500 nm adicionando uma pequena quantidade de
etanol a fibroina de seda regenerada e levando-a a abaixo do ponto de congelamento.
O tamanho das particulas foi controlado dependendo da quantidade de etanol

adicionado e da temperatura ou velocidade de congelamento [45].

Com o método de salting out, a adigcdo de sais numa solugao permite que
os dominios hidrofébicos das proteinas interajam com as moléculas de agua e formem
ligacbes de hidrogénio. Consequentemente as moléculas da proteina
agregam-se, formando interagdes hidrofébicas entre si e precipitam na solugéo.
Lammel et al. (2010) descreveram a sintese de particulas de FS com tamanho entre
486 e 1200 nm em um processo totalmente aquoso com o método de salting out
usando fosfato de potassio. As particulas obtidas foram refrigeradas por duas horas e
coletadas por centrifugacao. O tamanho das particulas mudou dependendo do pH da

solugao do fosfato de potassio [43].

A técnica de electrospraying objetiva a atomizagao usando forgas elétricas
normalmente de uma solugao liquida que é forcada a fluir para fora de um capilar
mantido num potencial elétrico elevado, fazendo com que um material seja disperso
em gotas pequenas. Qu et al. (2014) obtiveram nanoparticulas de FS com didmetros
variaveis entre 59 e 75 nm usando essa técnica. A solucao borrifada pelo equipamento
foi coletada em um banho de nitrogénio liquido e logo depois foi liofilizada. O estudo
procurou obter uma alternativa no tratamento com farmacos terapéuticos para
alguns tipos de cancer [46]. Outros estudos realizados por Li et al. (2018) e
Huang et al. (2017) tém utilizado o congelamento em nitrogénio liquido da solugao de
FS para a rapida formacgéao de hidrogéis e filmes para crescimento celular, porém ainda
existem duvidas sobre a otimizacdo desse método para a formacgao de particulas com

tamanho uniforme e sem precisar de um equipamento adicional [47, 48].

Muitos outros meétodos de obtencao de particulas de FS tém sido estudados

e desenvolvidos nos ultimos anos, porém algumas limitagdes dos métodos séo a
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agregacao de particulas, a presenga de residuos de sais ou agentes organicos, o alto
custo do equipamento, ou os tamanhos irregulares das particulas obtidos por alguns
meétodos [38, 49, 50]. Assim, a produgao de micro e nanoparticulas de FS esta focada

em maior parte para uso na liberagéo controlada de farmacos.
3.6 Liberagado controlada de farmacos

Um sistema de liberagdo controlada de farmacos tem como objetivo
controlar temporal e espacialmente a concentracdo de farmacos para maximizar os
beneficios e minimizar os seus efeitos adversos. O composto bioativo administrado
pode ser dissolvido, dispersado ou encapsulado em um material biocompativel
chamado veiculo. Os materiais portadores de farmaco tém uma alta relevancia na
liberacdo deste e podem ser processados em diferentes sistemas como

nanoparticulas, microesferas, microcapsulas, pilulas ou emulsbdes [5].

Por suas propriedades e versatilidade, uma atencéo especial tem sido dada
aos biomateriais poliméricos e sua capacidade de liberacdo de farmacos. Nano e
microparticulas possuem caracteristicas unicas devido ao seu tamanho, mostrando
vantagens na protegcédo da degradacéo do farmaco, além de melhorar a estabilidade
bioldgica, a absorgéo, o tempo de retengao, a penetragao intracelular e diminuindo os
riscos de toxicidade. Os biomateriais poliméricos naturais apresentam uma 6tima
biocompatibilidade, biodegradabilidade e fungao antimicrobiana. Além disso, existem

varios grupos funcionais que podem melhorar a resposta bioldgica nas células [51].

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos baseados em
biomateriais poliméricos de origem proteica apresentam a vantagem de conseguir
mudar a superficie da proteina, melhorando a sua eficiéncia. Além disso, sao
biocompativeis, biodegradaveis e em muitos casos mostram uma arquitetura e
propriedades fisicas e quimicas semelhantes a matriz extracelular, exibindo assim

propriedades bioativas unicas e de interesse na engenharia tecidual [52].

No planejamento de estudos de liberagao controlada de farmacos muitos
fatores devem ser levados em consideracdo, dentre eles a interagdo do micro ou
nanocarregador ou nanoveiculo com moléculas, o custo dos ensaios e a
disponibilidade comercial do farmaco. Por esse motivo, pesquisas em diversas areas

tém usado substidncias como modelos de incorporagdo, visando testar o



38

comportamento do material [53, 54]. A rodamina B (RhB) e o cristal violeta (CV) foram

escolhidos neste estudo como modelos de incorporagao nas particulas de FS.

A RhB (MM 479 Da) é conhecida por ser um corante soluvel em agua,
etanol e metanol que imita o comportamento de farmacos, e devido ao fato de que
seu maximo de absorgcdo € em 540 nm, sendo possivel utilizar a espectroscopia no
UV-visivel e ainda com um maximo de emissdo entre 560-580 nm e usar-se a
microscopia de fluorescéncia para sua quantificagdo [55, 56]. A sua estrutura
molecular é mostrada na Figura 9. Wang et al. (2010), usaram rodamina B e
tetrametilrodamina conjugada com albumina de soro bovino como modelo para
estudar a incorporagcdo de micro e nanoesferas compostas de FS e polivinil alcool
(PVA). Eles encontraram que o contato do material com o corante ndo mostrou
mudangas estruturais nas particulas e tiveram uma porcentagem de incorporagao

aproximadamente de 95 %(massa/massa) [57]

Figura 9. Estrutura molecular da rodamina B.

Fonte: adaptado de [58]

O CV (MM 408 Da) também conhecido como violeta genciana, € um
corante usado em diversos processos relacionados com a identificacdo de bactérias
pelo método de coloracdo de Gram e coloracao de células [59]. Além disso, conta com
propriedades antissépticas e antimicéticas sendo usado no tratamento de lesdes e

queimaduras. A sua estrutura molecular € mostrada na Figura 10.

Lammel et al. (2010), usou CV para carregar particulas de FS sintetizadas

pelo método de salting out em fosfato de potassio. Obtendo uma eficiéncia de
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incorporagao superior ao 95% do corante, justificado nas interagdes carga-carga das

particulas de FS com carga negativa e as moléculas de CV com carga positiva.

Figura 10. Estrutura molecular do cristal violeta.
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Fonte: adaptado de [60]

O uso de micro e nanocarregadores de farmacos no tratamento de doencgas
como o cancer e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) causada pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) tem especial relevancia devido a que uma
liberagdo controlada dos ativos terapéuticos diminuiria o impacto e desgaste dos
pacientes no tratamento, assim como sintomas associados com as sessbes de
quimioterapia constantes, como vomito e diarreia. Nesse estudo foram escolhidos a
doxorrubicina (DOX) e a zidovudina (AZT) como farmacos para testar a incorporagéao

e liberacao nas particulas de FS.

A doxorrubicina (Figura 11) é um quimioterapico da familia das
antraciclinas (farmacos extraidos a partir de cultivos de Streptomyces) altamente
utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer. Seu mecanismo de agao envolve
o bloqueio da topoisomerase tipo |l, uma enzima necessaria na divisao e crescimento

de células cancerosas [61].
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Figura 11. Estrutura molecular da doxorrubicina.
0 OH 0

Fonte: adaptado de [63].

Normalmente sua administragao € por via intravenosa, mas também pode
ser administrado por via intravesical (especialmente no caso do cancer de
bexiga) [62]. Seu uso clinico esta restringido devido a toxicidade associada com a
dose, com efeitos secundarios que incluem mielosupressao (diminuigao da atividade
da medula Ossea) e cardiotoxicidade (comprometimento da mobilidade do

coragao) [63].

Zhang et al. (2016), conseguiram carregar particulas de
polietilenoglicol (PEG) com DOX e outro farmaco, sintetizando as particulas a um
pH 7,4 junto com uma solugdo de DOX. Os estudos de incorporagdo em células
tumorais mostraram uma maior atividade do farmaco e também uma maior
acumulacao das particulas no tumor levando a um aumento na penetragao tumoral
[64].

A zidovudina, ou azidotimidina, (Figura 12) € um antirretroviral altamente
usado no tratamento e na preveng¢ao da infeccdo do virus de imunodeficiéncia
adquirida (HIV). O mecanismo de agao envolve a inibi¢ao da replicagao dos retrovirus,
atuando durante a etapa de transcricdo. O tratamento melhora a fungcdo imune e
outras anomalias clinicas associadas a AIDS. Além disso reverte parcialmente a
disfungao neuroldgica associada a infecao do HIV. Porém, altas doses podem causar
efeitos toxicos para os pacientes comprometendo a saude da medula éssea, gerando

anemia e leucopenia (redugdo no numero de leucocitos no sangue) [65, 66].
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Figura 12. Estrutura molecular da zidovudina.
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Fonte: adaptado de [67].

Prasad et al. (2014) sintetizaram nanoparticulas de poli (acido latico-co-
acido glicolico) (PLGA) e Tween 80 carregadas com AZT obtendo eficiéncias de
incorporagao entre 28-57 % com uma liberagdo por volta de 50-85 %. Estudos de
estabilidade mostraram que o farmaco nao foi degradado durante 90 dias sob

condigdes de refrigeragao [68].
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados

Casulos de seda limpos classe | do bicho da seda Bombyx mori foram
fornecidos pela empresa de Fiagdo de Seda BRATAC (Bastos, SP, Brasil); carbonato
de sddio, Dindmica quimica contemporanea Ltda.; cloreto de calcio, Panreac; alcool
etilico desnaturalizado 40B, J. T. Baker; metanol, Merck; polissorbato 80 (Tween 80),
Mapric; polissorbato 20 (Tween 20), Mapric; rodamina B, Carlo Erba; cristal violeta,
Merck; doxorrubicina, Sigma-Aldrich; zidovudina; cloreto de sdédio, Merck; cloreto de
potassio, Merck; acido fosférico, Mallinckrodt; agua desionizada. Todos os reagentes

e solventes usados foram de grau PA.

4.2 Preparagao da solugao de fibroina da seda

Para a remocao da sericina, proteina que recobre a fibroina no casulo da
seda, utilizou-se uma solugao de carbonato de sddio (Na2CO3) e agua desionizada na
propor¢ao 1:100 massa/volume, onde 10 g dos casulos de seda foram submersos
nesta solugado por 60 min a temperatura da ebulicdo da agua. Apds esse tratamento,
foram feitas trés lavagens das fibras com agua desionizada a temperatura ambiente,

seguido de secagem em estufa a 60 °C por 24 h.

Para a solubilizagdo das fibras, uma solugao ternaria com cloreto de
célcio (CaClz), etanol absoluto e agua desionizada foi preparada na proporgao de
1:2:8. As fibras de fibroina foram gradualmente adicionadas a solugdo a uma
temperatura de 55 °C por 60 min. A solugao de fibroina foi, entdo, dialisada em tubos
de didlise (MWCO 3500 Da) contra agua desionizada com constante agitacao.
Trocou-se a agua da dialise a cada 4 h por um periodo de 72 h. A concentragéo final
obtida foi de aproximadamente 5 % massa/volume e a solugao foi armazenada a4 °C

por até um més.

4.3 Obtencao das particulas de fibroina

Apds determinar a concentracédo de fibroina na solugdo, a obtencao das

particulas foi testada por meio de trés diferentes métodos:



44

4.3.1 Aspersao em nitrogénio liquido

Utilizou-se um equipamento simples de aspersao usado comercialmente
para borrifar a solugdo. Foi usado 1L de nitrogénio liquido (aproximadamente
-196 °C), congelando as particulas no momento do borrifamento. Foram borrifados
10 mL de solugdo de fibroina 5 % massa/volume a 25 °C. Procurou-se otimizar o
meétodo através da padronizagdo da distancia (0,1 m) e do angulo (45 graus) em
relagéo ao recipiente com nitrogénio liquido. Apds a evaporagéao do nitrogénio liquido,
as particulas foram liofilizadas por 24 h (Edwards Freeze Dryer MODULYO) de acordo

com o protocolo descrito por Yoshioka et al [69].
4.3.2 Precipitagdo em solventes organicos

Inicialmente as particulas de fibroina foram obtidas usando um borrifador
convencional, comumente utilizado em solucbes cosméticas, para o borrifamento
de 10 mL de solugao de fibroina 5% massa/volume em 500 mL de solventes misciveis
em agua, como etanol (amostra nEtOH1) e metanol (amostra nMeOH) a 4 °C. Apods a
obtencgao, as suspencgdes foram centrifugadas (HITACHI HIMAC CR 20B2) por 15 min
a 8000rpm a 25°C, o sobrenadante foi descartado e as particulas foram

ressuspensas em agua desionizada.

ApOs a otimizagdo do método e verificagdo da estabilidade das particulas
em suspensdo, foi utilizado o dispositivo LMA® MAD Nasal™ de atomizagéo
(TeleFlex Medical, USA) no laboratério do Departamento de Bioengenharia da
McGill University (Montreal, Canada) para o borrifamento de 10 mL de solugao de

fibroina 5 % massa/volume em 500 mL de etanol a 4 °C (amostra nEtOH2).
4.3.3 Aspersao com o equipamento de Nano Spray Drying

Foram feitos testes de secagem da solugdo de fibroina com as
concentracdes mostradas na Tabela 1. Foram usados Tween 80 e Tween 20 como
agentes surfactantes. Foi usado o equipamento de Nano Spray Dryer (BUCHI B90)
do Laboratério de Processos Quimicos e Tecnologia de Particulas (LPP) do Instituto
de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT, Sdo Paulo). Os parametros iniciais de secagem
(para as amostras SF5, SF1, SF075, SF05, SF025, SF025T80, SF025T20, SF025SC)
foram: membrana de porosidade de 5,5 um, temperatura de entrada de 120 °C,
temperatura de saida de 54 °C, atomizacdo da membrana piezoelétrica a 100 %,

temperatura do bico a 120 °C, presséo a 40 mbar e fluxo de gas de 130 L min-".
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Apds a otimizagdo do método os parametros utilizados (para as amostras
SF1T20, SF1T20AZT) foram: membrana de porosidade de 4,0 um, temperatura de
entrada de 90 °C, temperatura de saida de 54 °C, atomizacdo da membrana
piezoelétrica a 100 %, temperatura do bico a 90 °C, pressao a 40 mbar e fluxo de gas
de 140 L min™,

Tabela 1. Concentracdes teste pelo método de Nano Spray Drying

Concentragcdo FS Concentragcdo Concentragao Ativo/farmaco
Amostra [Y%omassal/volume] Tween 80 [%]* Tween 20 [%] *

SF5 5 0 0 Nenhum
SF1 1 0 0 Nenhum
SF075 0,75 0 0 Nenhum
SF05 0,5 0 0 Nenhum
SF025 0,25 0 0 Nenhum
SF025T80 0,25 0,5 0 Nenhum
SF025T20 0,25 0 0,5 Nenhum
SF1T20 1 0 0,05 Nenhum
SF1T20AZT 1 0 0,05 Zidovudina

*Percentagens em relacdo a massa de FS.

4.4 Caracterizagcao das particulas
4.4.1 Microscopia optica

As amostras obtidas pelo método de aspersdo foram analisadas em
microscopio optico Primo Star acoplado a uma camera digital, com aumentos de 10 e
100 vezes para a analise da morfologia. Para medir o tamanho médio das particulas
foi utilizado o software UTHSCSA Image Tool verséao 3,0.

4.4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As fotomicrografias por MEV foram obtidas com o objetivo de determinar a
morfologia da superficie e o tamanho das particulas a partir de amostras colocadas
em stubs (suportes) de aluminio e recobertas com uma camada de ouro de 6 nm de
espessura em um metalizador Coating System BAL-TEC MED 020 (BAL-TEC,
Liechtenstein) com press&o na camara de 2,00 x 102 mbar, corrente de 60 mA e taxa
de deposi¢do de 0,60 nms'. Foi utilizado o equipamento ZEISS LEO 440 (LEO
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Electron Microscopy Ltda) com detector OXFORD (Modelo 7060), operando com feixe
de elétrons de 20 kV do Centro de Analises Quimicas Instrumentais (CAQI) do

Instituto de Quimica de Sao Carlos (S&o Carlos, Brasil).

4.4.3 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de
Fourier (FT-IR)

Foi utilizada a espectroscopia FT-IR para determinar as mudangas na
estrutura das particulas de fibroina da seda. Os espectros das amostras foram feitos
em pastilhas de KBr(s), previamente secas e de grau PA. O equipamento utilizado foi
o espectrofotometro FT-IR Shimadzu IRAffinity — 1 do Centro de Analises Quimicas
Instrumentais (CAQI) do Instituto de Quimica de Sao Carlos (Sdo Carlos, Brasil), na

regido de 4000 — 400 cm™', com resolugédo de 4 cm!, com 32 scans.
4.4.4 Termogravimetria (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada no Laboratério de Analise
Quimica, Eletroanalitica e Quimica de Solugbes (Lateqgs) do Instituto de Quimica de
S&o Carlos (Sao Carlos, Brasil) pela Dra. Ana Paula Garcia Ferreira, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Eder Tadeu Gomes Cavalheiro; a fim de verificar as
propriedades térmicas da fibroina, assim como sua estrutura. As medidas foram
realizadas de 25 a 800 °C, em atmosfera de ar sintético, com amostras de
aproximadamente 10 mg em um equipamento da TA Instruments, modelo Q50, com

a taxa de aquecimento de 10° C min'.
4.4.5 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Foi feita a medigdo do tamanho de particulas de FS ressupensas em agua
desionizada, utilizando o equipamento de DLS Zetasizer Nano-ZS da Malvern
Instruments (Worcestershire, England) do Laboratério de Eletroquimica do Instituto de
Quimica de Sao Carlos (Sao Carlos, Brasil) a uma temperatura de 25 °C e um indice

de refragcédo de 1,60 em triplicata nos dias 1 e 28 apds a obtencgao.
4.4.6 Potencial Zeta

A medicdo do potencial Zeta serviu para determinar a estabilidade das
particulas dentro de uma solugao, assim como sua interagao eletrostatica e sua
afinidade ou repulsdo em uma suspensdo. Foi realizado usando um equipamento
ZetaPlus / BI-PALSDLS (BrookHaven Instrument Corp, USA) do Laboratorio de
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NanoQAM da Universidade de Quebec sob responsabilidade do Prof. Dr. Joseph Matt
Kinsella em Montreal (Montreal, Canada) a uma temperatura de 25 °C e um indice de

refragdo de 1,60 em triplicata.
4.5 Modelos de eficiéncia de incorporagao

Com o objetivo de verificar se as particulas obtidas pelos diferentes
métodos conseguiam ser consideradas como carregadores ou veiculos, foram
testados dois corantes a rodamina B (RhB) e o cristal violeta (CV). Para a curva de
calibragdo da RhB (Figura 13) foram usadas concentragdes de 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3;
3,5; 4; 4,5 e 5 mg mL" obtidas por diluigdo de uma solugéo de 10 mg mL-! preparada
com rodamina B em agua desionizada a 25° C. A quantificagao do corante foi feita por
espectrofotometria de ultravioleta, utilizando-se um espectrofotémetro (HITACHI U-
3000) do Instituto de Quimica de Sao Carlos (Sao Carlos, Brasil). com lampada de
tungsténio-halogénio. Utilizou-se o comprimento de onda de 554 nm de acordo com a
metodologia empregada por Lammel et al. [43].

Figura 13. Curva de calibragao para a rodamina B no comprimento de onda de 554 nm.
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Da mesma forma, foi feita a curva de calibragédo para o CV (Figura 14) com
concentragoes de 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; e 15 mg mL™". Utilizou-se o comprimento de

onda 577 nm para a leitura.
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Figura 14. Curva de calibragao para o cristal violeta no comprimento de onda de 577 nm.
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Os testes de eficiéncia de incorporagao foram feitos com 500 uL das
amostras de particulas obtidas por precipitacdo em nEtOH1 adicionadas a 4,5 mL de
solugéo do corante, em triplicata. No caso da RhB foi utilizada uma concentragao de
3 mg mL" e para o CV foi utilizada a concentragdo de 10 mg mL". Trés tempos de
incorporacao de 15 min, 6 h e 24 h foram selecionados. Apds a incorporacdo, as
amostras foram centrifugadas (HITACHI HIMAC CR 20B2) por 15 min a 8000 rpm a
25 °C. A eficiéncia de incorporagao foi medida com a concentragao absorbida pelas
nanoparticulas através de método indireto, ou seja, medindo-se a absorbéancia no
sobrenadante e usando a Equacdo 1. Em todos os casos usou-se um branco sem

nanoparticulas incorporadas para a comparacao.

EC = =5 4100 1)

L

Onde:
EC= Eficiéncia de incorporacao.
Ci= Concentragao do corante antes da incorporagéo.

Csn= Concentragao do corante no sobrenadante.
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4.6 Incorporacgao e liberagao da doxorrubicina

A doxorrubicina (DOX), um farmaco amplamente utilizado na quimioterapia
para diversos tipos de cancer, foi escolhido para o estudo de incorporacao e liberacao.
Para a curva de calibragdo da doxorrubicina (Figura 15) foram usadas concentragbes
de 36; 50; 92; 100; 150; 184; 150; 184; 200; 250; 275; 300; 350 e 368 nmol L' obtidas
por diluicdo de uma solucédo estoque de 8,6 umol L' preparada com doxorrubicina e
agua desionizada. A quantificagdo do farmaco foi realizada por espectrofotometria de
ultravioleta, utilizando-se um espectrofotdbmetro (HITACHI U- 3000) do Instituto de
Quimica de S&o Carlos (Séao Carlos, Brasil). com Idampada de tungsténio-halogénio.
Utilizou-se o comprimento de onda de 480 nm de acordo com a metodologia descrita
por Tian et al. [50].

Figura 15. Curva de calibragao para a doxorrubicina no comprimento de onda de 480 nm.
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Os testes de eficiéncia de incorporacao foram feitos com 50 pyL da amostra
de nanoparticulas obtidas por precipitacdo em nEtOH2 adicionadas a 200 pyL de
solugdo de DOX com uma concentragdo de 50 yg mL"ou 184 nmol L', em triplicata.
Quatro tempos de incorporacédo de 30 min, 2 h, 6 h e 24 h foram selecionados. Apos
a incorporagao, as amostras foram centrifugadas (HITACHI HIMAC CR 20B2) por
15 min a 8000 rpm a 25 °C. A eficiéncia de incorporacéao foi determinada medindo a
absorbancia no sobrenadante e a Equacdo 1 e ainda se usou um branco sem

nanoparticulas incorporadas para a comparacao.
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Para os estudos de liberagdo da DOX foram usados 50 yL da amostra de
nanoparticulas obtidas por precipitacdo em nEtOH2 com uma concentragdo de
0,5 mg mL™' adicionadas a 200 uL de solugdo de DOX com uma concentragio
de 50 ug mL" em triplicata. Apés um tempo de incubagao de 2 h, as amostras foram
centrifugadas (HITACHI HIMAC CR 20B2) por 15 min a 8000 rpm e a 25 °C. Os pellets
foram dispersos em 5 mL de trés solu¢des de tampao fosfato (pH 5,0; 7,4 e 9,0) e
colocados em sacos de dialise (MWCO 3500 Da). Os sacos foram colocados em
600 mL da respetiva solugao tampao, com agitagao e mantidos a uma temperatura de
37 °C por 24 h. Em intervalos determinados de tempo, foram coletados 1 mL da
solucao tampao e foi analisada sua absorbancia no comprimento de onda de 480 nm.
Para manter um volume constante, 1 mL fresco de tampao foi adicionado apds a

retirada de cada amostra.
4.7 Incorporacgao e liberagao da zidovudina

A zidovudina (AZT) é um antirretroviral usado no tratamento de pacientes
com sindrome de imunodeficiéncia adquirida e também com o complexo relacionado
com a sindrome de imunodeficiéncia adquirida, causados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), foi escolhido para o estudo de incorporagcéo e
liberacdo. Para a curva de calibracdo da zidovudina (Figura 16) foram usadas
concentragdes de 6; 9; 12; 15; 18; 21; 24; 27; 30 e 36 mg mL" obtidas por diluigdo de

uma solugdo de 36 mg mL™" preparada com zidovudina e agua desionizada.
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Figura 16. Curva de calibragao para a zidovudina (AZT) no comprimento de onda de
266 nm.
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A quantificacdo do farmaco foi feita por espectrofotometria de ultravioleta,

utilizando-se um espectrofotémetro (HITACHI U-3000) do Instituto de Quimica de Sao

Carlos (Sao Carlos, Brasil) com lampada de deutério e utilizou-se o comprimento de
onda de 266 nm.

Os testes de eficiéncia de incorporacao foram feitos com 2,5 mL da amostra
de particulas obtidas por precipitagdo em nEtOHZ2 e por secagem no Nano Spray Dryer
adicionadas a 2,5 mL de solugao de AZT, em ftriplicata. Trés tempos de incorporagao
de 30 min, 6 h e 24 h foram selecionados. Apds a incorporagao, as amostras foram
centrifugadas (HITACHI HIMAC CR 20B2) por 15 min a 8000 rpm a 25°C e a

eficiéncia de incorporacgao foi determinada como descrito para DOX.

Para os estudos de liberagdo da AZT foram usados 2,5 mL da amostra de
particulas obtidas por secagem no Nano Spray Dryer (SF1T20) e por precipitagdo em
EtOH (nEtOH2) com uma concentragdo de 0,5 mg mL-' adicionadas a 2,5 mL de
solugdo de AZT com uma concentragédo de 0,136 mg mL™", em triplicata. Também foi
avaliada a liberacdo do AZT da amostra SF1T20AZT, onde foram adicionados 2,5 mL
de AZT a 25 mL da solugao de FS previamente a secagem no Nano Spray Dryer. Apos
um tempo de incubacgéo de 2 h, as amostras foram centrifugadas (HITACHI HIMAC
CR 20B2) por 15 min a 8000 rpm e a 25 °C. Os pellets foram dispersos em 1 mL de
solugdo de tampédo fosfato (pH 7,4) e colocados em sacos de

didlise (MWCO 3500 Da). Os sacos foram colocados em 25 mL da respectiva solugéao
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tampéao, com agitagdo e mantidos a uma temperatura de 37 °C por 24 h. Em intervalos
determinados de tempo, foram coletados 3 mL da solu¢do tampao e foi analisada sua
absorbancia no comprimento de onda de 266 nm. A amostra retirada do PBS foi

colocada de volta para manter um volumem constante.

Na Figura 17 foram esquematizados todos os processos realizados,
especificando como as etapas de preparagao da solugdo da FS, os quatro diferentes
métodos de obtencao avaliados e suas respectivas caracterizagdes, assim como 0s

modelos e farmacos incorporados e/ou liberados.
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Figura 17. Esquema métodos de obtencéo, caracterizagao, incorporagao e liberagao das

particulas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao das particulas de fibroina

Foram preparadas particulas de FS por trés metodologias distintas:
aspersao em nitrogénio liquido, precipitagdo em solventes organicos e aspersao
usando o equipamento de Nano Spray Drying. Os resultados s&o apresentados a
seqguir.

5.1.1 Aspersao em nitrogénio liquido

Foram obtidas particulas com uma coloracdo branca e de diversos
tamanhos, conforme mostrado na Figura 18. O método apresentou limitagdes na
formagao de particulas uniformes e a formagado de aglomerados na superficie do
nitrogénio liquido. Apds a evaporagdo do nitrogénio e a liofilizagdo das particulas,

observou-se uma textura esponjosa nas particulas maiores.

Figura 18. Particulas de FS obtidas por aspersao.

51.2 Precipitagdo em solventes organicos

As particulas obtidas pelo método de precipitagdo em solventes organicos
mostraram a formacdo de uma suspensao coloidal onde foi possivel observar o
chamado efeito Tyndall, como reportado em outros estudos [70, 71]. Na Figura 19,
constatou-se esse efeito com a comparagao entre agua deionizada e as suspensoes

também em agua deionizada das amostras de nEtOH1 e de nMeOH. Foi possivel



56

observar que o feixe de luz emitido por um laser é espalhado em ambas as
suspensdes, evidenciando a presenca de particulas que atuam como fontes
luminosas secundarias [72]. A suspensao obtida da amostra nEtOH2 mostrou o

mesmo comportamento quando submetida ao feixe de luz.

Figura 19. Efeito Tyndall nas amostras nEtOH1 (A) e nMeOH(B).

Apos a formacado da suspensdo, as particulas foram armazenadas e
observou-se a presenca de precipitados. Por este motivo, as suspensdes foram
colocadas em um banho ultrassénico de 15 min, a fim de se ressuspender as

particulas antes das suas caracterizagdes.

5.1.3 Aspersao com o equipamento de Nano Spray Drying

As amostras SF5, SF1, SF075, SF05 e SF025 foram testadas no
equipamento sem sucesso durante a secagem. Logo no inicio, observou-se a
obstrucao (entupimento) da membrana em todos os casos. Mesmo apds a utilizagéo
de uma membrana de 5,5um, o problema persistiu. Baseados, entdo, nas
experiéncias de Lee et al. [39], diminuiu-se a concentracdo da solucédo de FS e os
Tween 80 e Tween 20 foram utilizados como surfactantes com o objetivo de diminuir
a tensdo superficial da solucdo e evitar o entupimento. Porém as amostras
testadas (SF025T80, SF025T20) ndo mostraram melhores resultados durante a

secagem.
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A otimizagao do método de secagem foi alcangada mudando os parametros
de temperatura de entrada e fluxo de gas do equipamento de Nano Spray Dryer, de
120 °C para 90 °C e de 130 L min™" para 140 L min™', respectivamente. Com esses
parametros a secagem da amostra SF1T20, com uma membrana de 4 um, foi bem-
sucedida. Conseguindo coletar as particulas no eletrodo cilindrico (Figura 20) e
permitindo-se obter por volta de 3,5 + 0,3 mg de particulas por cada mL de solugado. A
secagem da amostra SF1T20AZT foi realizada com os mesmos parametros e teve
uma eficiéncia de secagem de 2,9 + 0,4 mg por mL de solugéo.

Figura 20. Particulas da amostra SF1T20 sendo coletadas do eletrodo cilindrico do
equipamento de Nano Spray Dryer. (vista transversal)

5.2 Caracterizagao das particulas
5.2.1 Microscopia optica

As imagens das particulas obtidas pelo método de aspers&o em nitrogénio
liquido (Figura 21) mostraram ser de diferentes formatos, desde achatadas e ovaladas
até algumas com alta esfericidade. Os tamanhos também foram variaveis,
encontrando-se entre 120 e 500 ym de diametro. Observou-se a presenca de
aglomerados, de forma que particulas menores se encontravam dispostas ao redor

das particulas maiores.
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Figura 21. Microscopia Optica de particulas de FS obtidas por aspersao em nitrogénio
liguido aumentadas 10X (A) e 100X (B).
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522 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Nas fotomicrograficas da Figura 22 foi possivel observar a morfologia das
microparticulas obtidas pelo método de aspersdo em nitrogénio liquido. Novamente,
foi possivel observar os aglomerados onde particulas menores estdo quase
fusionadas as particulas maiores (Figura 22A). As particulas apresentaram
morfologias variadas como pseudoesféricas ou ovaladas e tamanhos por volta de
130 ym (Figura 22B). A superficie das particulas apresentou-se irregular com regides
rugosas compostas por camadas de proteina sobrepostas (Figura 22C), além de
alguns defeitos que expdem parte do interior da particula. A formagéao de tais defeitos
€ atribuida ao método de obtencdo, onde a formacdo das particulas e seu
congelamento ocorrem em um tempo muito curto, impedindo a formagéo de uma

superficie uniforme [73].
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Figura 22. Fotomicrografias por MEV das particulas obtidas por aspersao com aumentos de
350X (A); 1200X (B) e 30000X (C).

As imagens de MEV na Figura 23 mostram as particulas obtidas pelo
método de precipitagdo em solventes organicos. Ambas as amostras, nEtOH (Figura

23A) e nMeOH (Figura 23B), apresentaram estruturas esféricas aglomeradas em
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planos bidimensionais. Foram obtidas particulas uniformes de tamanhos similares e
didmetros menores que 200 nm, o que permite afirmar que o método de precipitacao

em solventes organicos produz nanoparticulas de FS.

Figura 23. Fotomicrografias por MEV das particulas obtidas pelo método de precipitacdo em
nEtOH (A) e nMeOH (B) com aumentos de 50000X.

Nas Figuras 24 e 25 sao apresentas as fotomicrografias por MEV das
amostras SF1T20 e SF1T20AZT obtidas no equipamento de Nano Spray Dryer com
um aumento de 10000X (Figura 24A e 25A) e de 25000X (Figura 24B e 25B). Foi
observado que a grande maioria das particulas apresentaram morfologia esférica,
com tamanhos muito diferentes que variaram entre didmetros de 300 nm a 2 um,
aproximadamente. A morfologia das particulas obtidas € similar a de outros estudos
que usaram o equipamento de Nano Spray Dryer[74], particulas esféricas séo
esperadas devido a que essa € a forma mais estavel da goticula logo depois de sair

da cabega do spray, compactando a solugdo e dando um acabamento homogéneo na
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particula final. Nas condi¢des de secagem e solugbes de FS utilizadas, ndo se

obtiveram particulas ocas, irregulares ou com poros.

Figura 24. Fotomicrografias por MEV das particulas obtidas da amostra SF1T20 secas no
Nano Spray Dryer com aumentos (A) 10000X (B) e 25000X.
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Figura 25. Fotomicrografias por MEV das particulas obtidas da amostra SF1T20AZT secas
no Nano Spray Dryer com aumentos (A) 10000X (B) e 25000X.
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523 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de
Fourier (FT-IR)

Os espectros na Figura 26 correspondem as amostras obtidas pelos trés
métodos descritos juntamente com o espectro da fibra de FS antes de ser dissolvida.
A andlise das mudancgas estruturais da FS foi evidenciada para a regido da
amida | (estiramento C=0, 1700 - 1600 cm'), a amida Il (dobramento N — H e
dobramento C — N, 1600 — 1500 cm™") e a amida |ll (dobramento N — H e estiramento
C — N, 1190 — 1280 cm™") [75]. A Tabela 2 mostra as bandas vibracionais e sua

correspondéncia com a FS.
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Figura 26. Espectros no FT-IR das particulas obtidas por aspersdo em nitrogénio
liquido (—), precipitagdo em metanol (—), precipitagdo em etanol (—), aspersao no
Nano Spray Dryer (—) e a fibra de FS antes de ser dissolvida (—).
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A banda em 1524 cm™', correspondente a amida Il, esteve presente em
todos os espectros, assim como a banda em 1232 cm™', que corresponde a amida I
com conformacdes randémicas e amorfas caracteristicas da estrutura determinada
seda | (amorfa). Para as amostras obtidas por precipitagdo em solventes organicos,
tanto em etanol quanto em metanol, a estrutura predominante € de seda Il ja que
apresentam estruturas de folha B como mostrada pela presengca de bandas em
1627 cm- ' (amida |) e 1523 cm' (amida Il). Essa estrutura esteve presente também
no espectro da amostra SF1T20, que também contou com duas bandas em 1103 e
1735 cm™' caracteristicas do Tween 20, surfactante usado na formulagdo. A amida |
em 1656 cm™' corresponde as estruturas randémicas e de a hélice, presente nas
amostras das particulas obtidas por aspersao tanto em nitrogénio liquido quanto no
equipamento de Nano Spray Dryer. O espectro das microparticulas obtidas por
aspersdo mostrou bandas em torno dos 1680 cm™! (amida 1) e 1523 cm-! (amida Il) ou
seda |, com conformacdes randdmicas e amorfas. Foi possivel observar que o método

de obtencgao influenciou a formagao de estruturas de folha B, conseguindo uma maior
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presenga das mesmas nas nanoparticulas precipitadas em solventes organicos e na
amostra SF1T20, o que esta em concordancia com o efeito induzido ja citado na
literatura, onde a exposicdo da proteina a mudancas de temperatura e solventes
organicos gera uma mudancga da estrutura secundaria, em alguns casos aumentando
a cristalinidade [42, 45, 76].

Tabela 2. Bandas vibracionais presentes nos espectros no FT-IR das amostras obtidas.

Banda (cm™) Atribuigcao para a FS Fibra Micro | nMeOH nEtOH | SF1T20
Grupo carbonila
1735 R-CO-O-R Tween 20 X
[77]
1680 Seda | [78] X
Amida | em
1656 conformagoes X X
randémicas e de
a hélice [75]
Amida | em
1627 conformacgao de X X X
folha B [75]
1524 Amida Il [79] X X X X X
Dobramento
1442 CHs— CHs[75] X X
1242 Amida Il [79] X X X X X
Estiramento do grupo
1103 CH2-O-CH2Tween 20 X
[77]

524 Termogravimetria (TGA)

Na Figura 27 e na Tabela 3 sdo apresentadas os resultados das analises
termogravimétricas das particulas obtidas pelos métodos de aspersdo em nitrogénio
liquido (Micro), precipitacao em etanol (nEtOH) e aspersao no equipamento de Nano
Spray Dryer (SF1T20). Além disso, é apresentada a curva da fibra de FS antes de ser
dissolvida (Fibra).

Inicialmente, as curvas das amostras Micro e Fibra mostraram perda de
massa entre 25 e 280 °C, atribuida a desidratagédo que corresponde a 10,1 % e 5,9 %,
respectivamente. Assim a amostra Micro apresenta maior retengado de agua, a qual
pode estar relacionada com o rapido processo de obtencdo das particulas e

congelamento de agua dentro das mesmas. Em uma segunda fase nas duas amostras
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€ possivel observar que a degradagao esta associada ao rompimento das ligagdes
peptidicas e a quebra das cadeias laterais de residuos de aminoacidos [73, 80],
mostrando para a amostra Fibra um Tonset de 286 °C. Na amostra Micro o Tonset OCOrTe
em 276 °C e entre 315 — 425 °C, é possivel observar uma regido correspondente a
degradagdao da proteina associada ao conteudo de estrutura de folha f [81].
Finalmente, a degradagao dos compostos e carbonizagéo ocorre até 650 °C, deixando

menos do 1 % da massa como residuo em ambos casos.

Tabela 3. Etapas de variacao de temperaturas nas amostras de particulas obtidas.

Amostra Etatg;sp(:?a\’:zl;:%fcg de % Perda de Massa Tonset (°C)

25 -200 5,9

Fibra 200 - 400 42,0 286,1
400 — 750 50,3
25 -200 10,1

Micro 200 — 425 57,3 276,0
425 - 750 32,8
25 -200 4.1

nEtOH 200 — 400 42,0 270,0
400 - 750 54,1
25-125 2,5

SF1T20 125 - 235 21,4 184,1
235 - 440 58,3
440 — 750 16,7

A amostra de nEtOH, teve um comportamento similar com uma perda de
agua de 4,1 % entre 25 — 200 °C e uma Tonset de degradagéo em 270 °C. Porém a
perda de massa na degradacao é mais lenta em relagao as outras amostras, estando
relacionado com um maior conteudo de estruturas de folha 3 e maior cristalinidade
devido ao tratamento com etanol [82]. Essa amostra apresenta entdo estabilidade
térmica similar a da fibra, conseguindo ser degradada totalmente perto dos 700 °C,

com um residuo menor ao 1 % da massa.

Finalmente, as particulas obtidas por aspersdo no Nano Spray Dryer,
SF1T20, apresentaram uma primeira perda de massa entre 25-125°C
correspondente ao 2,5 % da massa total. A degradacgao teve um Tonset 184,1 °C, mas

ocorreu em duas fases, sendo que a primeira esta associada a oxidacao térmica do
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Tween 20 [83] até 235 °C e corresponde a uma perda de massa do 21,4 %. Logo
depois, comega a degradagao da FS com o rompimento das ligagdes peptidicas. A
perda de massa de 58,3 % que ocorre até os 440 °C, e o residuo final € menorao 1 %
da massa inicial. O comportamento da amostra mostra que a adigdo do surfactante
compromete a estabilidade térmica do material, porém a temperaturas menores que
125 °C o comportamento é similar as amostras obtidas pelos outros métodos,
somente tendo sido observado a perda de agua.

Figura 27. Analise termogravimétrica das particulas obtidas por aspersdo em nitrogénio
liquido (—), precipitacao em etanol (—), aspersédo no Nano Spray Dryer (—) e a
fibra de FS (—) antes de ser dissolvida.
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525 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

As medicbes das distribuicdes de tamanho obtidas por espalhamento de
luz sdo observadas na Figura 28 e na Tabela 4.

As duas primeiras amostras de particulas obtidas por precipitacdo em
solventes organicos mostraram um comportamento similar com uma média no
didametro hidrodinamico (Dn) das particulas de 269,1 £ 58,7 nm para a amostra nMeOH
com um indice de polidispersividade (PDI) de 0,254 + 0,038 e de 251,2 + 70,8 nm para

a nEtOH1 com um PDI de 0,175 + 0,017. As duas distribui¢gdes sao unimodais, onde
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a maioria das particulas apresentam um didmetro hidrodindmico dentro da faixa

de 200 — 350 nm.

Figura 28. Distribuicdes de tamanho por DLS para as amostras nEtOH1 (—),
nEtOH2("* * "), nMeOH (— —), SF1T20 (* — = — *) e SF1T20AZT (—).
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Tabela 4. Diametro hidrodinamico das particulas obtidas por precipitacao em solventes

organicos (nEtOH1, nEtOH2 e nMeOH) e aspersao no equipamento Nano Spray

Dryer (SF1T20, SF1T20AZT).

Amostra Dh [nm] PDI
nEtOH1 251,2+21,8 0,17 £ 0,02
nEtOH2 185,1+2,8 0,11 £ 0,02
nMeOH 269,1 + 38,7 0,25+ 0,04
SF1T20 1214,3 + 559,9 0,45+0,16
SF1T20AZT 1645,3 + 875,4 0,48 £ 0,08

Com o objetivo de observar a estabilidade das particulas no tempo, as
suspensdes das amostras de nEtOH1 e nMeOH foram armazenadas até 28 dias apds

a dialise a uma temperatura de 9 °C. Na Tabela 5 é possivel observar as mudancas

nos diametros hidrodindmicos e os indices de polidispersividade (PDI). Mesmo com

aumentos de tamanho e dispersdo em ambas as amostras, as particulas obtidas por
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precipitagdo em etanol, nEtOH1, mostraram maior estabilidade ao longo do tempo
quando comparadas a amostra nMeOH mantendo valores similares no dia da
obtencdo e apos 28 dias. Devido aos resultados apresentados nesse teste, foi

escolhida a amostra obtida por precipitacdo em etanol para as caracterizagdes.

Tabela 5. Analise do didmetro hidrodindmico no tempo para as amostras nEtOH1 e nMeOH.

Dia 1 Dia 28

Amostra
Dn [nm] PDI Dn [nm] PDI

nEtOH1 251,2+218 | 0,18+0,02 | 294,8+50,3 | 0,22+ 0,07
nMeOH 269,1+38,7 | 0,25+0,04 | 4436+63,8 | 0,31+0,07

Apos a otimizacdo do meétodo de obtengdo de nanoparticulas por
precipitacdo em etanol com o dispositivo de atomizacdo LMA® MAD, as
nanoparticulas da amostra nEtOH2 tiveram um didmetro hidrodindmico de
185,1 £ 2,8 nm com um PDI de 0,11 £ 0,02, resultando em uma diminuicdo do
tamanho do didmetro hidrodindmico de 26,31 % e PDI de 34,85 % com relagao a
amostra nEtOH1, ou seja, apresentando nanoparticulas menores e com tamanhos
mais homogéneos. O uso desse dispositivo de atomizagcdo na formagdo de

nanoparticulas de FS nao tem sido descrito na literatura.

No caso das amostras obtidas por aspersdo no equipamento de Nano
Spray Dryer, a média do diametro hidrodinamico foram muito maiores comparados
com as particulas obtidas por precipitagdo em solventes orgénicos. A amostra
SF1T20, apresentou um valor de 1214,3 + 559,9 com um PDI de 0,45 £ 0,16, com
uma grande parte das particulas no intervalo entre 700 — 900 nm, quase quatro vezes
maior a amostra nEtOH2. Por outro lado, a amostra SF1T20AZT carregada com o
farmaco, teve um didmetro hidrodindmico de 1645,3+£8754 com um PDI
de 0,48 £ 0,08, de acordo com o esperado devido ao aumento da viscosidade da
solucdo de FS com a adicdo do AZT, impedindo assim a formacgao de particulas

menores.

A maior influéncia no tamanho das particulas € a membrana usada na

secagem no Nano Spray Dryer, tendo sido utilizada a menor membrana de menor
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poro disponivel (4 um), as particulas obtidas a partir da amostra SF1T20 tem um
tamanho similar aos descritos na literatura para a secagem de outros materiais, com
a mesma membrana, como a albumina(1,2—-10pum)[84], PLGA e
PVA (700 — 850 nm) [85], PEG (500 — 800 nm) [86] e FS (1,23 £ 0,55 ym) [42]. O
método de secagem com este equipamento faz que parametros como a concentragao
da solugao (que afeta a viscosidade) e o mencionado tamanho do poro da membrana
influenciem a formacgao de particulas de tamanhos heterogéneos. Outros fatores como
a temperatura de entrada na cabega do spray, a intensidade do spray e o uso de
solugdes com solventes diferentes da agua, que também tem uma influéncia de menor
grau sobre o tamanho de particula [87], poderiam melhorar a distribuicdo de tamanho

bem como sua homogeneidade.

526 Potencial Zeta

A Tabela 6 apresenta os resultados das medi¢des do potencial Zeta nas
amostras nEtOH2 e SF1T20. No caso da amostra obtida por precipitagdo em etanol
apés a otimizagcdo do método, nEtOH2, o valor de potencial Zeta foi
de -38,42 + 3,54 mV, enquanto as particulas obtidas por aspersao no Nano Spray

Dryer tiveram um valor de -30,22 + 3,13 mV.

Devido as possiveis interagdes das particulas com diferentes materiais no
corpo, como fosfolipideos, polissacarideos e proteinas, o potencial Zeta é associado
a estabilidade e pode variar entre +100 e -100 mV [88]. Os valores obtidos classificam
ambas as amostras na categoria de altamente estaveis, devido ao valor ser < =30 mV.
O sinal negativo do potencial mostra que as particulas sdo de natureza anidnica, o
que concorda com a literatura relacionada as particulas de FS obtidas por outros
métodos [25, 43, 89]. Os valores do potencial foram muito proximos e sugerem que
as amostras tém uma densidade de carga menor junto com uma menor repulséo
eletrostatica entre as particulas. Essa pequena repulsao eletrostatica favorece a baixa

agregacao das particulas [49].

Tabela 6. Valores de potencial Zeta para as amostras nEtOH2 e SF1T20.

Amostra Potencial Zeta (mV)

nEtOH2 -38,42 + 3,54
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SF1T20 -30,22 + 3,13

5.3 Incorporagao do farmaco/ativo

5.3.1 Modelos de €eficiéncia de incorporagao

Nos modelos de eficiéncia de incorporagédo apresentados na Figura 29, é
possivel observar as porcentagens de eficiéncia de incorporagdo dos corantes
rodamina B (RhB) e cristal violeta (CV) das nanoparticulas obtidas por precipitacao
em etanol (nEtOH) e aspersao no equipamento Nano Spray Dryer (SF1T20)

A rodamina B apresentou uma média de 57,93 + 2,71 % de eficiéncia de
incorporagao apoés 24 h da incorporagao para a amostra nEtOH e de 11,88 + 1,43 %
para a amostra SF1T20, indicando uma interagao entre o corante e as nanoparticulas
de FS. No transcurso das 24 h houve um acréscimo da incorporacido de
aproximadamente 6 % no caso da amostra nEtOH e de 8 % na amostra SF1T20. Por
outro lado, a incorporagao do cristal violeta nas nanoparticulas teve valores de
eficiéncia maiores em ambas amostras, sendo de 89,42 + 2,53 e 44,54 + 2,04 %

passadas 24 h da incorporacao para a amostra nEtOH e SF1T20, respectivamente.

Figura 29. Eficiéncia de incorporacao dos corantes rodamina B (—) e cristal violeta (—) em
nanoparticulas da amostra nEtOH (B) e SF1T20 (A).
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Foi possivel evidenciar que as particulas obtidas por ambos métodos
conseguem servir como carregadores dos corantes. A absor¢do dos corantes foi
baseada em interacbes eletrostaticas com as particulas, assim uma maior
incorporacao de CV em comparacéao a RhB esta de acordo com o esperado devido a
molécula de CV possuir carga positiva. Por outro lado, a molécula de RhB tem
comportamento de ion hibrido o que dificulta a interagdo de carga com as particulas
de FS carregadas negativamente. Lammel et al [43] obtiveram os resultados de carga
similares com nanoparticulas obtidas pelo método de salting out em fosfato de
potassio, assim os métodos de precipitacdo em etanol e aspersao no equipamento de
Nano Spray Dryer possibilitam a obtencdo de nanoparticulas de FS aptas para

incorporar pequenas moléculas.

As diferencas na incorporagao dos corantes entre as amostras nEtOH e
SF1T20 pode ser atribuida a varios fatores. Primeiramente, durante o método de
aspersao no equipamento de Nano Spray Dryer as particulas de FS sdo submetidas
a cargas e descargas eletrostaticas até ser coletado, o que reflete na sua carga de
superficie final, resultando em particulas menos carregadas negativamente quando
comparadas com a amostra nEtOH, como foi visto no resultado do potencial Zeta.
Essa diferenga nas cargas das particulas vai diminuir as interagdes com moléculas
carregadas positivamente como os corantes testados. Além disso, a amostra SF1T20
tem a influéncia do Tween 20 que esta presente na sua conformacao, e que mesmo
sendo um surfactante ndo ibnico tem sido mostrado que pode
influenciar nas mudancas das interacbes eletrostaticas de outros tipos

nanoparticulas [90, 91].
5.3.2 Incorporacéo e liberagao da doxorrubicina

A eficiéncia de incorporacdo e porcentagem liberado da
doxorrubicina (DOX) na amostra de particulas obtidas pelo método de precipitagéo

em solventes organicos (nEtOH) sdo apresentados nas Figuras 30 e 31.

A DOX apresentou um valor maximo de 81,92 % + 2,08 apdés 24 h de
incorporagao (Figura 30), mostrando uma alta interagdo com as nanoparticulas de FS
com o farmaco. O principal motivo da alta incorporagdo sdo as interacdes
eletrostaticas entre as particulas de FS carregadas negativamente no pH 7,4 e a

levemente basica DOX [49]. Wongpinyochit et at.[92], obtiveram eficiéncias de
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incorporagao superiores ao 90 % em particulas de FS cobertas de PEG na sua

superficie, resultado muito préximo ao obtido neste trabalho.

Figura 30. Eficiéncia de incorporacao da doxorrubicina nas particulas obtidas pelo método
de precipitagdo em etanol (e®).
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Os estudos de liberagdo da DOX (Figura 31) foram realizados em pH 5,0;
7,4 e 9,0. O pH 7,4 foi escolhido para simular o pH sanguineo. O pH de 5,0 foi
escolhido para simular o pH dos endossomos, lisossomos e do tecido tumoral, que é
alterado por causa do metabolismo das células cancerigenas deixando o pH mais
acido [49, 93]. Finalmente o pH 9,0 foi escolhido para ver o comportamento das
nanoparticulas em meio alcalino e também para simular o pH do intestino
delgado [94]. Na Figura 31, o Mt que representa a quantidade absoluta de DOX
liberada no tempo t e Mo a quantidade inicial de farmaco.

Foi possivel evidenciar que a liberacdo da DOX é dependente do pH, nos
trés perfis de liberacdo observou-se liberacdo inicial imediata (burst effect)
correspondente a liberagdo da DOX existente na superficie das particulas. No caso
do pH 5,0 esse efeito foi o mais curto atingindo um maximo de 38,47 + 2,18 %.
farmaco liberado entorno dos 60 min. No pH 7,4, a liberag&o atingiu seu maximo apos
75 min liberando 46,15 + 1,33 %. Finalmente, a maxima liberagdo foi atingida no

pH 9,0 onde mais do 83,55 + 1,58 %, contudo isto ocorreu somente aos 120 min. As
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diferencas nos perfis de liberacdo sido atribuidas principalmente a mudancas nas
interacdes de carga, assim a porcentagem de DOX liberada é altamente dependente
do pH(sendo pH50<pH7,4<pH90) o que concorda com trabalhos
prévios [64, 92, 95].
Figura 31. Porcentagem de doxorrubicina (DOX) liberada da amostra nEtOH a pH 5,0 (A);
7,4 (W) e 9,0 ().
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5.3.3 Incorporacao e liberacido da zidovudina

A eficiéncia de incorporagao e porcentagem liberada da zidovudina (AZT)
na amostra de particulas obtidas pelo método de precipitacdo em solventes
organicos (nEtOH) e aspersédo no equipamento Nano Spray Dryer (SF1T20 e
SF1T20AZT) sédo apresentados nas Figuras 32, 33 e 34.

A eficiéncia de incorporagao da AZT nas amostras nEtOH e SF1T20 teve
um valor proximo em ambos os casos (Figura 32) e de 57,35+7,24% e
54,15 £ 6,04 %, respectivamente, nao existindo diferenca estatistica na incorporagao
entre os dois métodos de obtencido de particulas. Além disso, n&do foi observada a

precipitacdo do farmaco durante o processo de incorporagao.

Christoper et al. [68], obtiveram valores de incorporacdo de AZT
entre 28 — 59,5 % em nanoparticulas de PLGA e perceberam que o conteudo de

polimero influencia na eficiéncia de incorporagao. No caso das amostras estudadas a
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concentracido de FS nas suspencgdes usadas foi diferente devido a adi¢ao de 0,05 %
em relacdo a massa da proteina e do surfactante na amostra SF1T20. A presenca de
dominios hidrofdbicos na estrutura da FS também pode ter propiciado a incorporagao
do farmaco com natureza hidrofilica, similarmente ao comportamento observado com

nanoparticulas de alginato recobertas de Pluronic F68 descrito por Joshy et al [96].

Figura 32. Eficiéncia de incorporagao da AZT nas particulas obtidas por precipitagido em
etanol (O) e aspersdo no Nano Spray Dryer (®).
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Os perfis de liberagdo da AZT apresentados nas Figura 33 e Figura 34
correspondem as particulas obtidas por precipitacdo em etanol e aspersdo no Nano
Spray Dryer, onde a AZT foi incorporada depois da formagédo das
particulas (Figura 33) e antes da secagem da solugao no equipamento de Nano Spray
Dryer (Figura 34). O pH de 7,4 foi escolhido para a liberagdo para simular o pH

sanguineo.

Na Figura 33, Mt representa a quantidade absoluta de AZT liberada no
tempo t, o calculo da quantidade inicial de farmaco incorporada Mo foi realizada
inicialmente usando os valores de absorbancia do sobrenadante apds a incorporacao,
porém devido as diluicdes e a sensibilidade do espectrofotdmetro de UV-vis, os dados
obtidos mostraram um erro grande. Devido a isso, decidiu-se apresentar os dados da

massa da AZT liberada por tempo. Assim, as particulas obtidas por aspersdo no Nano
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Spray Dryer (SF1T20) foi 36,94 £ 5,65 % maior do que nas particulas obtidas por
precipitagdo em solventes organicos (nEtOH) apds 6 h de liberagdo. Porém, a
liberacdo da amostra SF1T20 comecou também com um efeito burst inicial que
liberou 86,85 * 3,54 % do AZT na primeira hora, contra um 58,66 + 1,32 % liberado
pela amostra nEtOH. Assim, a liberagcdo de AZT pela amostra nEtOH foi mais

controlada no tempo quando comparada com a da amostra SF1T20.

Figura 33. Perfil de liberagdo do AZT nas particulas obtidas por precipitacédo em
etanol (O) e por aspersao no Nano Spray Dryer (@) em pH 7 4.
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Essas diferencas podem ter sido causadas por muitos fatores, entre os
principais temos as interacdes eletrostaticas de cada amostra com o farmaco e o meio;
a proporgao de farmaco na superficie e em regides mais internas das particulas; e o
efeito da interagdo do farmaco com o surfactante utilizado na obten¢cdo da amostra
SF1T20. Assim, a liberagdo mais lenta da AZT, sugere que a amostra nEtOH tem
interagbes carga — carga mais fortes com o farmaco quando comparada com a
amostra SF1T20.

No caso da amostra SF1T20AZT, onde a zidovudina foi dissolvida na
solugdo de FS antes da aspersdo no equipamento Nano Spray Dryer o perfil de
liberacdo (Figura 34) foi calculado com M: que representa a quantidade absoluta
de AZT liberada no tempo t e Mo a quantidade inicial de farmaco dissolvido na solugéo

de FS. Foi observada uma liberacao inicial rapida ou efeito burst nos primeiros 60 min,
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devido a liberagdo do farmaco localizado na parte superficial das particulas. E teve
uma liberagdo maxima de 76,24 + 5,49 % em relagdo a massa inicial adicionada em

120 min de liberacéo.

Figura 34. Perfil de liberagdo do AZT da amostra SF1T20AZT obtida por aspersao

0 no Nano Spray Dryer em pH 7,4.
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O uso de particulas de FS obtidas por aspersao no equipamento de Nano
Spray Dryer na incorporagao e liberagdo da AZT é inédito na literatura, porém alguns
outros autores tém avaliado modelos similares encontrando resultados similares em
termos de liberacdo. Sithole at al. [97], obtiveram particulas de FS, usando o
equipamento de Nano Spray Dryer, com a capacidade de encapsular e liberar outros
antivirais como o aciclovir chegando também em uma liberagédo proxima do 70 % do
farmaco incorporado nas primeiras 5 h de liberacdo. O método de encapsulagao da
AZT em particulas de FS obtidas por aspersédo no equipamento de Nano Spray Dryer
desenvolvido mostra-se como uma alternativa inovadora e com muito potencial na

area de liberacao de farmaco.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel obter particulas esféricas de FS pelos métodos de precipitacéo
em etanol, em metanol e aspersdo no equipamento Nano Spray Dryer. Porém, o
tamanho das particulas obtidas usando esse ultimo foi consideravelmente maior do
que o obtido por precipitacdo em etanol, com didmetros hidrodindmicos por volta de
200 nm.

Caracteristicas como tamanho de particula, estabilidade térmica, conteudo
de estruturas de folha 3 e o potencial Zeta foram altamente dependentes do método
de obtencdo. Assim, as particulas obtidas por precipitacdo em etanol mostraram um
tamanho de particula menor, maior conteudo de estruturas de folha f e maior
estabilidade térmica e eletrostatica quando comparadas com as particulas obtidas por
aspersao no equipamento Nano Spray Dryer.

Os modelos de incorporacdo mostraram que todas as amostras testadas
conseguiram incorporar os corantes RhB e CV. Os perfis preliminares de liberagéao da
DOX e a AZT mostraram que as particulas de FS obtidas tem potencial para serem
usadas como veiculos e permitem uma liberacdo controlada. As diferengas nas
velocidades e quantidade de farmaco liberado s&o atribuidas principalmente as
diferencgas nas interagdes eletrostaticas e ao efeito do surfactante usado na aspersao

no equipamento de Nano Spray Dryer.

Finalmente, a incorporacgao e liberagdo da AZT por particulas de FS obtidas
por aspersao no equipamento de nano Spray Dryer se apresenta como um resultado
inédito na literatura e mostra o potencial que desse material na farmacologia moderna.
Os estudos de incorporacdo e liberagdo mostraram que, no caso da DOX foi
incorporada 81,92+2,08% apés 24h e houve uma liberagdo maxima
de 83,55 + 1,58 % no pH 9,0 apds 6 h; ja a AZT teve uma eficiéncia de incorporagao
por volta de 57,35 + 7,24 % e a liberagéo das particulas obtidas por aspersao no Nano
Spray Dryer (SF1T20) foi 36,94 + 5,65 % maior do que nas particulas obtidas por
precipitacdo em etanol (nEtOH) apdés 6h. As amostras SF1T20 e nEtOH
mostraram- se como materiais com alto potencial para a liberacdo controlada de

farmacos.
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7. ETAPAS FUTURAS

As proximas etapas deste trabalho incluem planejar o processo de patente
do processo de obtencgao de particulas de FS por aspersdo usando o equipamento de

Nano Spray Dryer. Assim como a publicagao dos resultados em uma revista da area.

Em trabalhos futuros, pode-se pensar em testes que permitam avaliar os
efeitos citotdxicos das particulas no corpo humano. Estudos de internalizagao celular
das nanoparticulas sdo muito interessantes, permitindo saber os mecanismos de
endocitose celular usados dando um feedback sobre a melhor morfologia e tamanho

adequado além do uso de modelos animais para estudar a liberagao in vivo.
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