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RESUMO

Os problemas alérgicos respiratérios afetam grande parte da populacdo mundial e
10-40% da populacdo brasileira. Atualmente, o tratamento dessas desordens
respiratorias consiste na imunoterapia convencional e na farmacoterapia. Embora a
imunoterapia convencional apresente boa eficiéncia no tratamento de alergias
respiratorias, o longo tempo de tratamento e a presenca de reagfes sistémicas
adversas constituem grandes desvantagens, uma vez que o alérgeno é administrado
na sua forma livre. Uma alternativa para reduzir ou eliminar essas desvantagens
seria a encapsulagéo do alérgeno em sistemas de liberagdo controlada. Dentre
esses sisternas, lipossomas e microesferas poliméricas apresentam-se promissores,
uma vez que sfo capazes ndo somente de proteger e reduzir a toxicidade do
composto ativo encapsulado, mas também de aumentar seu tempo de circulagdo in
vivo. Os lipossomas s@o biocompativeis, ndo imunogénicos, potentes adjuvantes
imunologicos e apresentam a capacidade Gnica de interagir com as células. As
microesferas, no entanto, vem sendo extensivamente usadas em sistemas de
liberagdo devido a sua capacidade de atuar como reservatério, capaz de liberar as
macromoléculas por dias, meses ou anos. O objetivo deste trabalho foi a preparacéo
e encapsulagéo do extrato alergénico obtido da biomassa flngica de Drechslera
(Helminthosporium) monoceras em lipossomas e microesferas. Lipossomas
convencionais e furtivos e microesferas de acido poli-latico-co-glicolico foram usados
neste trabalho. Os efeitos in vivo da administragio seqiencial de ambos veiculos
contendo ovoalbumina foram também avaliados através dos niveis de
imunoglobulina G e imunoglobulina E presente no plasma de animais. Os lipossomas
foram preparados através do método da desidratagdo-reidratagdo usando trealose
como crioprotetor. As microesferas foram preparadas pelo método da evaporacgdo do
solvente através de dupla emulsdo, usando alcool polivinilico como tensoativo. Os
sistemas foram caracterizados por didmetro médio e distribuicio de tamanhos, razéo
de encapsulacéo, estabilidade e perfil de liberagéo in vitro. O diametro médio dos
lipossomas encapsulando proteinas alergénicas foi de 200nm, enquanto as
microesferas apresentaram diametro médio de aproximadamente 7um. A razio de
encapsulagéo dependeu significativamente do tipo de proteina. A suspenséo aquosa
de lipossomas foi estavel por até 3 meses quando estocados a 4°C. As microesferas
perderam 80-90% da sua massa em 60 dias quando incubadas em tampdo PBS. A
proteina foi lentamente liberada das microesferas, indicanco a difusdo como
mecanismo predominante durante 40 dias. Os resuitados de avaliagio imunolégica
mostraram que nao houve diferenga nos niveis de IgG e IgE quando lipossomas
convencionais ou furtivos com microesferas foram usados na administragdo
sequencial. Os niveis de IgG mantiveram-se proximos aqueles do animal
sensibilizado por até 60 dias. Neste periodo, os niveis de IgG e IgE dos veiculos
vazios ou com OVA encapsulada foram semelhantes. Os resultados apontam
potencialidade do uso destes veiculos na imunoterapia de alergia.

Palavras-chave: Lipossomas, Microesferas, Alergia, ovoalbumina, extrato alergénico.



ABSTRACT

Respiratory allergic disorders affect a great number of individuals throughout the
world. Nowadays, conventional therapies for atopic individuals comprise specific
immunotherapy and pharmacotherapy. In general, the immunotherapy using free
allergens produces adverse systemic reactions of varying intensity and frequency. In
order to circumvent these problems, several approaches have been explored. Among
them, liposomes and microspheres have been studied as promising vehicles as
carriers of allergens for desensitization immunotherapy in allergy. Liposomes are
small phospholipid vesicles composed of nontoxic, biodegradabie, and naturally
occurring lipids. They have been shown to act as potent immunologic adjuvants,
inducing immune response and producing a pronounced depot effect after
subcutaneous injection. Microspheres have also been widely investigated in drug
delivery studies due to their capability of presenting antigens to the immune system
over a fong time. A large number of natural and synthetic polymers are potentially
suitable for production of the wall-forming polymer. Synthetic biodegradable
poly(lactide-co-glycolide) copolymers are among the primary candidates due to their
excellent tissue biocompatibility, biodegradability and regulatory approval. The aim of
this work is to prepare and characterize liposomes and microspheres entrapping
allergenic extract from Drechslera (Helminthosporium) monoceras and ovoalbumin.
The in vivo effects of the sequential administration of both adjuvants containing
ovoalbumin were also evaluated by analysis of Immunoglobulin G (IgG) and
Immunoglobulin E (IgE) levels. Conventional and PEGylated liposomes and
poly(lactide-co-glycolyde) microspheres were used in this work. The liposomes were
prepared by dehydration-rehydration method using trehalose as cryoprotector. The
microspheres were prepared by water in oil in water emulsification solvent
evaporation technique using poly(vinylaicohol) as stabilizer. Both systems were
characterized by mean diameter and size distribution, encapsulation ratio, in vitro
stability and release profile. The mean diameter of liposomes entrapping allergenic
proteins was 200nm whereas microsphere size was approximately 7um. The
encapsulation ratio of allergenic proteins in liposomes and microspheres strongly
depended on protein type. Liposomes storied in powder state were more stable than
aqueous suspension (3 months). The weight loss of microspheres by degradation in
PBS buffer was 80-80% during 60 days. Analysis of ovoalbumin release profiles from
microspheres pointed out to diffusion as predominant mechanism along 40 days.
Immunological evaluation of sequential administration of OVA into conventional or
pegylated liposomes with microspheres showed no significant difference between the
two groups. The specific IgG levels to OVA encapsulated in liposomes and
microspheres remained high for 60 days and similar to IgG levels to soluble OVA in
the sensitized animals. Up to 2 months, it was not observed the IgG and IgE levels to
OVA into liposomes and microspheres and empty microspheres. The results suggest
that liposomes and microspheres may be a suitable delivery system for antigen in the
desensitization therapy against allergy.

Keyword: Liposomes, Microspheres, Allergy, Desensitization therapy, Ovoalbumin.



ABREVIATURA

AIO/A: agualdieo/agua

DCM: diclorometano

Dy: diadmetro hidrodinamico

DMPC: dimistoilfosfatidilcolina

DRV: dehydration-rehydration vesicles (vesiculas obtidas por desidratagdo e
reidratacdo).

DSC: differential scanning calorimetry

DSPE-PEG*™: distearoilfosfatidiletanolamina

FDA: Food and Drug Administration

FDELs: freeze-drying empty liposomes

IgE: imunoglobulina E

lgG: imunoglobulina G

IV: infravermelho

LUV: large unilamelar vesicles (vesicula unilamelar grande)
ME: microesferas

ME-502: microesferas preparadas com o polimero RG 502
ME-502H: microesferas preparadas com o polimero RG 502H
ME-503: microesferas preparadas com o polimero RG 503
ME-503H: microesferas preparadas com o polimero RG 503H
ME-504: microesferas preparadas com o polimero RG 504
ME-504H: microesferas preparadas com o polimero RG 504H
MEV: microscopia eletronica de varredura

MLV: multilamelar vesicle (vesicular multilamelar)

MPS: sistema fagocitico mononuclear

OVA: ovoalbumina

PEG: polietileno glicol

PLGA: acido poli-iatico-co-gliclico

PVA: édlcool polivinilico

QLS: quasielastic light scattering (espalhamento de luz quasi elastico)



RES: sistema reficulo-endotelial

REV: evaporacao em fase reversa

SUV: small unilamelar vesicles (vesicula unilamelar pequena)
Tq: temperatura de transicio vitrea

Tm: temperatura de transico de fases de fipidios
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1. INTRODUCAO

Avangos significativos em biotecnologia tém conduzido a descobertas de um
grande numerc de sistemas de liberagBo controlada capazes ndo somente de
proteger, melhorar a eficiéncia terapéutica e reduzir a toxicidade do composto ativo
encapsulado, mas também de aumentar seu tempo de circulagéo in vivo.

Dentre os veiculos carreadores, os lipossomas e microesferas constituem
opcghes relevantes em aplicagbes onde a encapsulagdo e liberagdo controlada de
substancias ativas é requerida. Esses veiculos apresentam como sistemas
promissores para a veiculagdo de proteinas, peptideos e DNA, devido a sua
biodegradabilidade, n&o imunogenicidade e biocompatibilidade. O sucesso dos
lipossomas em aplicagdes de liberagdo controlada in vivo de macromoléculas esta
diretamente relacionado a sua capacidade de interagir com as células. Os
lipossomas convencionais e furtivos s8o os mais citados e usados em aplicacdes
imunolégicas. As microesferas, no entanto, vem sendo extensivamente usadas em
sistemas de liberac&o devido a sua capacidade de atuar como reservatério, capaz de
liberar as macromoléculas por dias, meses ou ancs. Um grande namero de
polimeros sintéticos e naturais tem sido usado em sistemas de libera¢io controlada,
no entanto, as microesferas de acido Idtico e glicdlico destacam-se pela
biocompatibilidade do material e propriedades fisico quimicas que permitem projetar
microparticulas com tamanhos e propriedades adequadas para as aplicacbes
especificas. Atualmente, esses sistemas séo aplicados na terapia de vérias doencas,



como céncer, difteria, maléria, tuberculose, hepatite, diabetes e no tratamento da
alergia.

As doencas alérgicas podem ser desencadeadas por alérgenos de natureza
alimenticia, medicamentosa, epidérmica ou respiratéria. Destes, os alérgenos
respiratérios ou aeroalérgenos sdo os causam maior desconforto e influenciam
significativamente a qualidade de vida das pessoas. Os fungos estdo entre os
principais aeroalérgenos, cujos antigenos sdo proteinas obtidas da biomassa
fungica, as quais s&o usadas na forma de extratos alergénicos no tratamento
convencional das doengas alérgicas. Na regido de S&o Paulo, os principais géneros
de fungos responsaveis pela alergia respiratéria séo: Cladosporium, Epicoccum,
Rhodotorula, Penicillium, Aspergillus, Aureobasidium, Phoma, Alfernaria, candida,
Fusarium, Trichoderma, Cephalosporium e Drechslera. Estudos prévios mostraram
que entres esses fungos, o extrato de Drechslera (Helminthosporium) monoceras é o
que apresenta maior positividade em relacgo a reagfo cutdnea em pacientes
asmaticos da cidade de Sao Paulo.

Uma altemativa que tem sido considerada e em alguns casos com alta
eficacia &€ a dessensibilizagdo antigénica ou imunoterapia. A imunoterapia é
constituida de uma série de injegdes do alérgeno para o qual o paciente & sensivel,
até atingir um controle dos sintomas alérgicos. Um dos principais obstaculos a essa
imunoterapia, considerada convencional, é a utilizagio de alérgenos livres com o
potencial de desencadear reacbes adversas sistémicas. Dentre as abordagens mais
recentes com o objetivo de contornar os efeitos adversos da imunoterapia
convencional, estd a redug&o da toxicidade e da freqiéncia de administracdo do
alérgeno, através da sua encapsulacdo com liberagdo controlada. Portanto, a
administrac@o desses alergénos na forma encapsulada constitui alternativa de
grande relevancia para a terapia de doengas alérgicas.

O objetivo deste trabalho foi estudar a encapsulagio do extrato alergénico
obtido da biomassa fungica de Drechslera (Helminthosporium) monoceras em
sistemas de liberac&o controlada. A ovoalbumina foi usada como modelo de proteina
purificada para encapsulac&o. Lipossomas convencionais e furtivos e microesferas



de acido poli-latico-co-glicdlico (PLGA) de diferentes massas molares e grupos
terminais foram os veiculos analisados e caracterizados neste trabalho.

A avaliagdo da potencialidade desses sistemas para a aplicacio na terapia
por dessensibilizagdo em alergia foi veriﬁéada em ensaios in vivo usando
camundongos do tipo BALB/c e ovoalbumina como proteina modelo. A ovoalbumina
foi escolhida como: proteina modelo devido a sua extensa literatura em reagdes
alérgicas e protocolos de dessensibilizacdo bem estabelecidos. O esquema de
injegdo foi baseado na administracdo sequencial de lipossomas, sistemas de
liberag&o rapida, e microesferas, sistemas de liberacéo lenta.

O estudo € composto por trés partes principais, enfocande na primeira a
producdo de lipossomas convencionais e furtivos pelo método da desidratagao-
reidratacdo com caracterizacdo desses veiculos vazios e com proteinas
encapsuladas. Em uma segunda etapa é apresentada a producdo de microesferas
de PLGA pelo método da evaporagdo do solvente de emulsdo mdltipla e sua
caracterizagdo na presenga e auséncia de proteinas encapsuladas. E na Gltima
etapa s&o apresentados os resultados dos testes in vivo, baseados na administracdo
sequencial de lipossomas e microesferas, e a avaliagdo da potencialidade destes
sistemas como imunoterapico para a terapia por dessensibilizacdo da reacdo
alérgica.



2 . OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € a preparacdo e caracterizagcdo de lipossomas e
microesferas encapsulando o exirato alergénico do fungo Drechslera
(Heiminthosporium) monoceras e ovoalbumina, bem como a avaliagdo imunoldgica
desses veiculos contendo ovoalbumina (proteina modelo purificada) na terapia por
dessensibilizacdo, através do esquema de injeg@o seglencial de lipossomas e
microesferas. '
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Alergia e Alérgenos

Alergia pode ser entendida como a resposta imunoclégica (hipersensibilidade)
exagerada do organismo, quando este entra em contato com determinadas
substancias exdgenas (alérgenos). Toda substancia natural ou artificial, capaz de
provocar reagbes de hipersensibilidade, pode ser considerada como alérgeno.

As doencas alérgicas, de uma maneira geral, tém origem multifatorial e
complexa. Acredita-se que, para sua ocorréncia, deva haver combinacgdo entre uma
predisposicao genética do individuc e uma situagio no ambiente facilitadora para
que a doenga se manifeste (Male, D., 1988).

Pela diversidade dos fatores causais e dependendo da sua gravidade, as
doencas alérgicas sdo muito dificeis de serem controladas. O grau de intensidade
da reacdo alérgica depende dos aspectos individuais (genéticos), idade do
individuo, natureza do alérgeno, caracteristicas da sua apresentacdo ao organismo
(ingerido, inalado, cutdneo), assim como do tempo de exposicdo e sua
concentracgéo (Mendes, E., 1989). '

As doengas alérgicas podem ser consideradas como problema de salde
publica mundial. Atingerri cerca de 30% da populacdo mundial e 35% dos
brasileiros, conforme dados da Organizagdo Mundial de Sadde (OMS) e da
Sociedade Brasileira de Alergia e imunologia. No Brasii, segundo dados do



Ministério da Salide em 2002, foram registrados mais de 2500 casos fatais de
asma. Neste mesmo ano, a asma também foi a quinta maior causa de internacao
no Sistema Unica de Salde (SUS) (Boletim SBAI, 26.06.2003). Nos Estados
" Unidos da América, aproximadamente 35 milhdes de pessoas possuem algum tipo
de problema alérgico e na Franga, a asma é responsavel por 2000 mortes ac ano.
A alergia tem um significado impactanté na qualidade de vida das pessoas,
provocando ndo somente desconforto fisico, mas também problemas emocionais e
financeiros, tais como faltas frequentes ao trabalho, baixa produtividade e
despesas com tratamentos. Na rede publica de salde dos Estados Unidos da
América s@o gastos dois bilhdes de dolares, anualmente, com tratamentos para
individuos atdpicos, conforme descrito por Stanley Fineman et al. no prefacio dos
Annals of Allergy, Asthma, and Immunology (november, part il 1998).

3.1.1 - Tipos de alérgenos

Os alérgenos sdo provenientes de varias fontes tais como fungos, pélens,
acaros, insetos, protozodrios, bactérias, medicamentos e alimentos, sendo
classificados de acordo com o local de manifestacdo da reagso alérgica em:
epidérmicos e respiratérios (Basomba, 1982). Os alérgenos veiculados pelo ar
atmosférico s&o os mais comuns e estdo associados a doengas alérgicas
respiratorias que podem comprometer significativamente a qualidade de vida das
pessoas, sendo, portanto, os mais estudados nos Gitimos anos.

Desde 1873 tem-se o conhecimento de que esporos de fungos do ambiente,
veiculados pelo ar atmosférico, desempenham papel importante como elementos
alergizantes das vias respiratérias, ocasionando quando inalados, principalmente,
asma bronquica e rinite. Em relagéo aos fungos, tém-se hoje na literatura, inimeros
relatos qye evidenciam esse vinculo. Segundo Yunginger (1988), esporos e
fragmentog de migélio de fungos estdo entre os aeroalérgenos presentes com
{paior freqiéncia na atmosfera.



3.1.1.1 — Alergenos fungicos

Os alérgenos fangicos, também chamados de exiratos alergénicos, séo
substéncias brutas exiraidas da biomassa desses microrganismos. Esses extratos
constituem-se de misturas heterogéneas de diferentes proteinas (maior importancia),
carboidratos, lipidios e outras substancias ndo identificadas (Basomba, 1982).

7 Nos Estados Unidos héd em torno de 200 extratos fungicos produzidos por
vérias industrias e disponiveis comercialmente em varios paises, porém sem
padronizacZo uniforme (Homer et al.,, 1995). Por esse motivo, a utilizacio desses
extratos em diagnéstico definitivo pode apresentar restrices e tem motivado os
pesquisadores a desenvolverem métodos mais adequados de padronizaggo. Além
disso, ressalta-se que, na maioria das vezes, os extratos disponiveis comerciaimente
para diagndstico ou imunoterapia nao s&o relevantes em determinadas regides,
simplesmente pela auséncia do tipo de fungo ou pela sua baixa freqiéncia no
ambiente (Menezes, 1995).

Baseado nessas premissas, em 1973 o Laboratdrio de Micologia do instituto
de Ciéncias Biomédicas da USP e o Servigo de Alergia do Hospital das Clinicas da
USP iniciaram uma série de frabalhos que permitiram a visualizacdo da microbiota
fungica anemdfila mais freqlente, sua periodicidade didria, variagdo sazonal e
influéncia de fatores abibticos em sua frequéncia. Esses estudos foram realizados
com amostras colhidas da grande S&o Paulo (Gambale et al., 1977; Gambale et al,,
1981; Gambale et al., 1983) e outras regibes como Recife (Machado, 1976), Baixada
Santista (Purchio et al., 1984) Presidente Prudente (Buck et al., 1985).

Em uma segunda fase dos estudos do mesmo grupo, foi demonsirada a
necessidade da utilizagdo de grande namero de alérgenos fangicos na verificacéo
da sensibilizacdo por meio de provas cutaneas, e a identificacdo dos fungos
alergénicos mais importantes em nosso meio e dos seus elementos mais
alergénicos (Mohovic et al., 1988). Esses estudos também demonstraram a
importancia de grupos de fungos néc esporulantes em processos asmaticos
(Gambale et al, 1988, Croce et al, 1990). A utilizagdo de exiratos alergénicos
padronizados por local geograficc podem facilitar o diagnéstico das doencas



alérgicas, aumentando a sensibilidade dos mesmos. Mohovic et al. (1988)
demonstraram que os exiratos alergénicos que apresentavam maior positividade
cutanea em pacientes alérgicos da cidade de S&c Paulo foram os de Candida,
Aureobasidium, Penicillium, Phialophora, Curvularia e Drechslera. Verificaram
também que desses fungos, o extrato de Drechslera (Helminthosporium) monoceras
apresentou a maior positividade em relago 4 intensidade de reacgéo, fato que ndo é
citado ém nivel mundial.

Na terceira fase da pesquisa, Menezes et al. (1995) avaliaram a composicdo
bioquimica, antigenicidade e alergenicidade de extratos de Drechslera
(Helminthosporium) monoceras obtidos por extragdo com Tris-HC! de varias fases de
crescimento do fungo em meio liquido Czapeck modificado. Na continuidade dos
trabathos, os mesmos autores, estudando o fracionamento e caracterizacdo dos
extratos, verificaram que as fragGes mais alergénicas da biomassa fungica foram
compostas de duas proteinas de 60 e 14,4 kDa e uma glicoproteina de
aproximadamente 36 kDa.

Drechslera (Helminthosporium) spp., € um fungo filamentoso, que vive como
saprofita no solo e esta associado a patogenicidade em cereais como aveia, mitho e
gramineas, tais como grama, cana de aglcar e outros. O crescimento natural da
classe Helminthosporium como patégeno de cereais e cana de aglcar induz a
possibilidade de utilizagdo desses materiais como substrato para o cultivo desses
fungos em meio solido.

Dentro desse contexto, estudos com o Helminthosporium cultivado em meio
solido foram realizados em trabalho conjunto desenvolvido pelos Laboratérios de
Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos da Faculdade de Engenharia
Quimica e de Imunologia e Alergia Experimental da Faculade de Ciéncias Médicas,
ambos da Unicamp, utilizando linhagem ICB-USP K-1-16 e CBS 154.26 de
Drechslera (Helminthosporium) monoceras fornecida e mantida pelo Laboratério de
Micologia do instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.

O processo de fermentacdo em estado sélido foi estudade em colunas de
Raimbault por Hasan et al.(2003), com meios de cultura constituidos de bagaco de
cana, farelo de milho e farelo de trigo. Os resultados mostraram o crescimento do



fungo em todos os substratos, com maior intensidade no farelo de trigo, chegando
a cerca de 15 mg de proteina total/g de substrato seco. Os extratos produzidos
apresentaram positividade cutanea em testes de puntura realizados em pacientes
atépicos.

O tipo de recuperacéo e purificacio de bioprodutos varia com a natureza e a
qualidade (pureza) do produto final, o qual € influenciado pela aplicagdo e
requerimentos de mercado. Produtos como proteinas e enzimas utilizadas para
aplicagbes médicas requerem processamentos de purificacdo extensivos para a
sua utilizagdo. Os exiratos alergénicos, em particular, ndo devem conter outros
componentes alergénicos além das proteinas na sua composi¢do. O processo de
lixiviagdo das proteinas produzidas pelo cultive do Drechslera monoceras em
fermentacao em estado sdlido foi estudado no nosso grupo por Saraiva (2001),
abordando os aspectos de sele¢éo das variaveis importantes e determinacéo das
faixas operacionais que conduzem a maximizacdo da massa protéica total nos
extratos. Os melhores resultados foram obtidos usando agua como liquido extrator,
pH entre 8,35 e 9,0 e relagdo sdlido/solvente de 1:15 e 1:18.

Assim, a quantidade e a qualidade das fragdes alergénicas obtidas de fungos
estao associadas aos substratos, as etapas de crescimento e os liquidos extratores.
O estabelecimento criterioso desses parametros de processo representa uma
condicdo basica de grande importancia para a padronizacdo dos extratos
alergénicos de fungos.

3.1.2 — Reagdes alérgicas

O sistema imunologico, sistema de defesa do corpo humano, é composto por
um conjunto de células que circulam na comrente sanguinea e linfatica, bem como
nos orgaos. Estas células apresentam como principais fungdes ¢ reconhecimento e
eliminacao de elementos estranhos ao organismo.

Genericamente, as células que compdem o sistema imunologico (macréfagos,
linfocitos T e B) ao entrar em contato com um alérgeno (substancia estranha ao
organismo) tém como uma das respostas a producdo e sintese de moléculas



chamadas imunoglobulinas (lg) com propriedades de anticorpos que se ligario ao
antigeno/alérgeno. A literatura reconhece 5 tipos de imunogiobulinas: IgG, IgM, IgA,
igD e IgE, sendo a imunoglobulina E a mais envolvida em reagdes alérgicas do tipo |
ou em anafilaxia.

Os individuos com alergia a uma determinada substancia apresentam na
superficie dos mastdcitos (células do sangue), moléculas de IgE especificas capazes
de reconhecer a presenca desse alérgeno. Ao entrar novamente em contato com o
mesmo alérgeno, desencadeiam a producio de grandes quantidades de IgE
-especifica pelo linfécito B. Assim, a interagdo do alérgeno com IgE provoca a
liberacdo, por parte destas células, de um grande nUmero de substancias, como
histamina, serotonina, prostranglandinas e cutras, que determinam a manifestacéo
da reacdo alérgica nos diferentes orgdos. O processo de sensibilizagdo com
aeroalérgenos € esquematizado na Figura 1.

1 alérgens passa através da
membiana nasal e s¢ liga a
igE na supetficie des
masticites {1}, Essa ligacio
peimite que o5 masthcitos
liberem histaminas 2}, que
po1 sua vez, irde se lgar ans
receptorss H1 3}, resultands
nm processe inflamataria,
com praducie de seciacis

.

Figura 1 -~ Esquema do processo de sensibilizacde por aeroalérgenos.
(hito:/fwww rhinocortagus. comyc/ireatments/inhaled asp, 2003) .
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As manifestacbes mais comuns das doengas alérgicas sfo: febre, rinite
alérgica e asma. A Figura 2 ilustra distarbios causados em pacientes devido a
sensibilizacao com aeroalérgenos.

{A) (B)

Rinite
Alergica

Figura 2 - Distarbios causados por aeroalérgenos em individuos aidpicos
(http/Awww nimenib govimedlineplusiency/encyclopedia.im,  2003).  Inflamagic  dos

bronquiolos (A) e da mucosa nasal {B).

3.1.3 - Tratamento da Alergia

O fratamento da alergia € feito preliminarmente com antiinﬂamatérios
sistémicos ou topicos, como anti-histaminicos, esterdides, cromonas, entre outros.
Os anti-histaminicos inibem a ligac&o da histamina com o receptor H1. Os esterbides
nasais agem nas areas inflamadas, aliviando o desconforto dos sintomas. O uso
crinico desses medicamentos pode promover uma série de efeitos adversos, como
sonoléncia, infecgbes secundarias e doencas iatrogénicas. Além disto, a terapia
necessita da administracao regular dos medicamentos por periodos da ordem de
dias ou meses para que se obtenha os primeiros sinais de methora dos sintomas, e
ainda pode apresentar baixa eficiéncia nos casos mais graves de doencas alérgicas.

Outro fratamento utilizado no sentido de controle das manisfestacbes das
doencas alérgicas é a imunoterapia ou terapia de dessensibilizacdo. A imunoterapia
tem se tormmado uma das formas de tratamento das doencas alérgicas mais
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estudadas nos diferentes centros de referéncia, e consiste na administragdo de
doses crescentes do alérgeno até se atingir a dose considerada para a sua
manutencado (Norman, 1985). A administragdo da dose de manutencao pode durar
de meses a anos. As principais desvantagens dessa terapia sao tratamento
prolongado e © aparecimento de reagbes adversas, tais como febre, chogue
anafilatico, inchago local e vermelhidao nos olhos, decorrentes da administragio do
alérgeno na sua forma livre.

Dentre 0os avangos mais novos na terapia de alergia; destacam-se a redugao
da freqiéncia de injecao do alérgeno e dos seus efeitos colaterais em consegiéncia
da administrac&o dos antigenos na forma encapsulada. Os antigenos encapsulados
séo liberados de modo controlado, diminuindo a intensidade das reacdes adversas
sistémicas ou locais, porém mantendo a sua imunogenicidade. A utilizacdo de
antigenos encapsulados constitui uma alternativa para as terapias convencionais,
com maior eficiéncia de acdo dos antigenos e beneficios para o bem estar dos
pacientes. Lipossomas e microesferas poliméricas séo os veiculos atualmente mais
estudados para essa terapia pelas suas propriedades de liberagao controlada,
biodegradabilidade e biocompatibilidade.
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3.2 - Lipossomas
3.2.1 - Histérico e Aplicagdes

Lipossomas s@o conhecidos desde 1964, quando foram descritos por
Bangham. Em seus experimentos, Bangham demonstrou que fosfolipidios suspensos
em excesso de solugdo aquosa sdo capazes de formar bicamadas lipidicas
concéntricas e multilamelares, da ordem de nandometros ou micrémetros,
semelhantes a pequenas células ou vesiculas. Inicialmente, estas vesiculas esféricas
foram usadas como modelos de bicamadas lipidicas para estudar o transporte de
fons através das membranas celulares, servindo de base para uma série de estudos
posteriores em biofisica de membranas (Cevc, 1993).

Durante os anos 70, a pesquisa em lipossomas avangou no campo da fisica
basica de membranas e na area de aplicages terapéuticas, como um sistema vetor
capaz de alterar a disposigcdo tecidual de varias macromoléculas in vivo e introduzir
macromoléculas estranhas dentro das células in vitro. Com essa abertura, a
pesquisa em sistemas lipossomais abrangeu trés diferentes campos: biofisica,
biologia celular e medicina (Dean, 1993; Audera et al, 1991). Na medicina, a
pesquisa de lipossomas como vetores de liberagdo controlada de farmacos e
agentes bioativos tem aumentado significativamente. Este fato se deve,
principalmente, as suas propriedades, tais como, biodegradabilidade, estabilidade e
aumento do tempo de meia vida do farmaco na circulacdo sanguinea.

Atualmente, os lipossomas sdo aplicados na tecnologia de alimentos,
encapsulando enzimas, aromas e corantes, na industria de cosméticos (mais antiga
aplicac&o), na industria quimica como suportes de catalisadores quimicos e em
aplicacdes médicas (Lasic, 1993).

Existem varias formulages lipossomais licenciadas e disponiveis
comercialmente, enquanto outras ainda encontram-se em fase final de testes em
humanos. Neste ultimo caso destaca-se o Mikasome para o tratamento de infeccdes
bacterianas, C53 com prostaglandina E; contra disfungbes organicas eréteis e
HAV/HBs para o tratamento da Hepatite A e B (Gregoriadis, 1995). Dentre os
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produtos lipossomais disponiveis comercialmente, para uso parenteral, destaca-se o
AmBisome®, lipossomas que veiculam o antibidtico anfotericina B, Doxil
(doxorubicina) e DaunoXome® (daunorubicina), lipossomas que carreiam farmacos
usados na quimioterapia de cancer (Baca-estrada et al, 2000).

3.2.2 — Estrutura e Tipos

Lipossomas ou vesiculas de fosfolipidios s&o estruturas concéntricas,
constituidas de um compartimento aquoso central circundado por uma ou varias
bicamadas lipidicas separadas por fases aquosas, formando particulas unilamelares
ou multilamelares. Essa estruturagdo deve-se aos fosfolipidios, gue em meio aquoso
organizam-se na forma de bicamadas, expondo as suas cabecgas hidrofilicas & agua
e interagindo as caudas hidrofébicas de modo a excluir a agua, formando assim
estruturas lamelares que, para atingirem estabilidade termodinamica, curvam-se e
fecham-se sobre si mesmas formando vesiculas esféricas. Neste processo de
formagado, os lipossomas podem encapsular no seu interior substancias, como:
peptideos e proteinas, hormoénios, enzimas, antibidticos e agentes antifingicos,
agentes anticancer, DNA e virus (Lasic, 1993; Farell e Sirkar, 1987).

A Figura 3 ilustra a estrutura tipica de lipossomas. As cabecgas polares das
moléculas anfifilicas s8o expostas aoc meio aquoso, enquanto que as caudas

apolares formam o interior lipofilico das lamelas, capaz de permear substancias
encapsuladas.
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Figura 3 — Estrutura tipica de lipossomas (http://dadairs. com/liposomes.htm - 2002)

Os lipossomas podem diferir quanto ac tamanho, organizacéo estrutural e
composi¢do lipidica. O tamanho pode variar de 20 nandmetros a 60 micrometros,
enquanto que para a organizacao estrutural, as vesiculas podem ser uni, multi ou
oligolamelar (Lasic,1993). As vesiculas unilamelares s&o divididas, embora
arbitrariamente, em duas classes, conforme o seu tamanho: vesiculas com diametros
maiores que 100nm s&o consideradas vesiculas unilamelares grandes (LUV),
vesiculas com didmetros menores que 100nm s&o consideradas vesiculas
unilamerales pequenas (SUV). Uma justificativa para esta definicdo de LUV e SUV é
baseada no espectrc de ressonancia magnética nuclear (NMR). SUV, em geral,
fornecem espectros com boa resolugdo, ao passo que LUV fornecem espectros de
baixa resolugdo, devido ao tombamento lento das vesiculas em suspensao (Cevc,
1993).

Fosfolipidios s&o os maiores componentes das membranas bioldgicas, e
conseqlientemente, dos lipossomas. O fosfolipidic mais comum é a fosfatidiicolina
(lipidio zwitteridnico - PC) que pode ser derivada de fonte natural, extraida da gema
do ovo e do gréc de soja, ou sintética. Outro fosfolipidio zwitteriénico encontrado em
membranas e utilizados nas formulagcdes lipossomais & a fosfatidiletanolamina, que
sozinha n&o é capaz de formar bicamadas lipidicas. Fosfolipidios carregados positiva
ou negativamente também podem ser incorporados aos lipossomas, dependendo da
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aplicagao. Qutro componente lipidico presente em lipossomas é o colesterol que
influencia significativamente as propriedades estruturais das vesiculas, como a
fluidez das bicamadas e ainda pode conferir maior estabilidade as mesmas,
dependendo da sua concentragdo, acima da temperatura de transicdo de fases
(New, 1990).

A bicamada lipidica formada é capaz de acomodar moléculas hidrofébicas
encapsuladas e comporta-se como uma membrana semipermeavel com relacédo ao
material hidrofilico encapsulado no seu volume aquoso (Lasic, 1993; Crommelin e
Schereier, 1994). A encapsulagéo de diferentes farmacos pode ser efetuada em
lipossomas de tamanhos variados. A Tabela 1 mostra vantagens e desvantagens
dos diferentes tamanhos de vesiculas existentes.

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens dos diferentes tamanhos de lipossomas.(adaptado de
Dean, 1993 e Shahidi e Han, 1993).

Tipos de Tamanho (nm) Vantagens Desvantagens
lipossomas
MLV 0,2-2000 |-Preparacio ripida e simples; -Baixa capacidade de

-ndo exposicio do fammaco a|encapsulacdo (5-14%) de

solvente orgédnico ou ondas |-Populacio muito
uitrasdnicas. heterogénea,.

LUV 100 — 250 -Alta capacidade de | -Exposicdo dos componentes
encapsulacio. ativos a temperaturas

-Adeguado para relativamente altas durante o

macromoléculas. processo de encapsuiacéo.

-Populacio relativamenie
homogénea e estavel,

SUv 20~-50  |-Populacdio homogénea -Suspensioc  diluida  de
- Otima reprodutibilidade lipossomas

- Lipossomas instaveis

-Baixa capacidade de

encapsuiacio do meio
aguoso.
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Nos dltimos anos, vérios tipos de lipossomas foram desenvolvidos para
aplicagbes especificas e diferentes rotas de administragio. Dentre os tipos
existentes, os mais conhecidos sdo: lipossomas convencionais, polimerizados,
Stealth® ou furtivos, bifasicos, imunolipossomas e lipossomas catidnicos (Storm et
al., 1998; Baca-estrada et al, 2000; Cabral et al., 2003). A Figura 4 ilustra alguns dos
varios tipos de lipossomas.

Convencionais

Catitnicos

Furtivos

Polimerizados

Bifasicos

imunolipossomas

Figura 4 — Tipos de lipossomas quanto a4 composicio lipidica, modificages na superficie e
associacio com agentes bioativos.

Lipossomas Convencionais podem ser definidos como aqueles que s&o

tipicamente compostos de fosfolipidios naturais ou sintéticos (zwitteridnicos ou
carregados negativamente) com/sem colesterol. Os lipossomas convencionais
possuem pequeno tempo de circuiag&o na corrente sanguinea. Quando administrado
in vivo, por uma variedade de rotas parenterais, tendem a acumular rapidamente nas
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células fagociticas do sistema fagocitico mononuclear (MPS) ou sistema reticulo-
endotelial (RES). Os 6rgdos de maior acumulagdo s&o o figado e o bago. Devido a
essa propriedade, as aplicacdes terapéuticas mais indicadas para esse tipo de
lipossomas sao aquelas que envolvem intemalizagio de farmacos por macrofagos
(Storm et al., 1998).

Lipossomas Polimerizados sdo geralmente compostos de lipidios anfifilicos
que apresentam insaturagdes, as quais constituem os grupos polimerizaveis. Essas
insaturacbes nas cadeias de hidrocarbonetos permitem a polimerizagéo do agregado

lipidico por irradiagdo com luz ultravioleta, radiago-y ou radiacdo térmica. Esses
lipossomas apresentam propriedades diferenciadas dos convencionais, tais como:
aumento da estabilidade in vivo (adequada para via oral) e amplificacio das
propriedades Oticas, como sinal e amplitude do espectro de absorcao. As aplicagtes
em biosensores apresentam grande potencial, especialmente no desenvolvimento de
sistemas para diagnosticos, devido a alteragbes colorimétricas produzidas com a
polimerizacéo, permitindo o0 acompanhamento do tratamento (Cabral et al., 2003 e
Hennies et al., 2001).

Lipossomas Furtivos ou Stealth® a maneira mais conhecida de produzir
lipossamas com circulag@o prolongada na corrente sanguinea é ligar covalentemente
o polimero hidrofitico polietileno glicol (PEG) na superficie externa das vesiculas. Em
geral, o PEG € acoplado ao lipidio distearoilfosfatidilcolina (DSPE) e, quando
incorporado em lipossomas, é mais efetivo (em relagéio ac tempo de circulagédo na
corrente sanguinea) que os gangliosideos (GM; - gangliosidio monosialico). Os
. lipossomas cobertos com PEG s&o capazes de evadir do sistema fagocitico
mononuclear, aumentando o tempo na circulagdo sanguinea. A estabilizagdo
estrutural dessas vesiculas é resultado da presenca do grupamento PEG, localizado
na sua superficie, os quais cria uma barreira estérica altamente hidratada que reduz
as interagbes com componentes celulares e moleculares no meio biolégico. Vale
salientar que o nome Stealth® é uma marca registrada pela empresa SEQUUS
Pharmaceuticals.

Lipossomas Bifésicos: Este tipo de lipossomas é adequado para liberacéo
dérmica e mucosal de agentes terapéuticos como proteinas e DNA. Estas vesiculas
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apresentam como caracteristica marcante, que difere dos outros tipos de lipossomas,
sua consisténcia pastosa. S&o vesiculas multilamelares adequadas para veiculacdo
de material Dbiologicamente ativo (agentes antivirais, vitaminas, proteinas,
prostaglandinas), contendo mais de 15 bicamadas lipidicas. Seu compartimento
central € ocupade por uma emulsdo. As porgdes lipofilicas da emulsdo contem o
material bioclogicamente ativo efou o agente 'de consisténcia, enquanto que o espago
entre as bicamadas € preenchido com agua. Na emuls3o, o material biologicamente
ativo € circundado por surfactantes. Os agentes de consisténcia que contribuem para
um aumento da viscosidade do meio podem ser metil salicilato, dipalmitoillisina e
monolauroillisina. Atualmente, as aplicagbes potenciais de lipossomas bifasicos
estdo voltadas para o tratamento de deficiéncia organica sexual (encapsulando
prostagiandina E) e de enfermidades genitais (encapsulando interferon a) (Foldvari,
1998).

Imunolipossomas: possuem anticorpos especificos ou fragmentos de

anticorpos na sua superficie, visande o direcionamento especifico e 0 aumento da
especificidade de ligaco. Este sistema tem sido usado, principalmente, na liberagdo
de farmacos para terapia de cancer. Pesquisas realizadas com o objetivo de
aumentar o tempo de meia vida dos imunolipossomas, ap6s a administracédo
infravenosa, demonstraram que a associacdo do polimero PEG & sua superficie,
além da ligacdo de anticorpos, aumenta a chance destes veiculos alcancarem o
orgéo alvo especifico (Storm et al., 1998).

Lipossomas Catibnicos s&c formados por um anfifilico catibnico simples

(citofectina) ou mais comumente de uma combinagic de um citofectina e um lipidio
zwitteridnico. Esses sistemas s&0 mais utilizados como vetores para a veiculagdo de
material genetico. A maneira na qual essas vesiculas mediam a entrega do acido
nucléico € simples: lipossomas catidnicos carregados positivamente interagem
eletrostaticamente com a seqliéncia de acido nucléico carregado negativamente para
formar complexos que s&o capazes de penetrar na célula. Na célula, as sequiéncias
do acido nucléico sdo liberadas lentamente, para serem ou expressadas no ntcleo
da ceélula ou para controlar a expressdo de gene (Gregoriadis, G, 1995).
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O uso desses veiculos em sistemas de liberagdo controlada de
macromoleculas, como proteinas, peptideos e DNA, requer uma tecnologia capaz de
fornecer uma eficiéncia de encapsulacdo elevada e bem controlada
quantitativamente, boa estabilidade e reprodutibilidade. Entretanto, a encapsulagéo
dessas macromoléculas em vesicuias lipidicas é dificil e algumas vezes impossivel,
constituindo o principal desafio no processo de producéo dos lipossomas.

3.2.3 — Métodos de Produgdo

O uso de formulagbes lipossomais em processos industriais destinados a
aplicacdes clinicas esta condicionado a eficiéncia de encapsulacio do farmaco,
usando métodos simples, reprodutiveis e inertes.

As propriedades dos lipossomas e sua aplicabilidade vao ser os fatores
limitantes na escolha do tamanho e tipo de lipossomas a ser produzido.

O método classico de producdo de vesiculas, método de Bangham, leva a
formagdo de MLV que apresentam baixa eficiéncia de encapsulagéo de farmacos
hidrofilicos e mostram-se inadequadas para a inclusdo de componentes iabeis.
Visando contornar estes problemas, métodos com alto poder de encapsulacéo efou
condigbes brandas de preparacéo foram desenvolvidos. Dentre os métodos
disponiveis para encapsulagdo de farmacos, os que conduzem a maiores eficiéncias
de encapsulacdo de macromoléculas, como peptideos e proteinas séo: remogao de
detergente, evaporacio em fase reversa e desidratagdo e rehidratacdo. Apesar
destes métodos fornecerem altas eficiéncias de encapsulagdo em escala de
laboratério, somente o método da desidratagdorehidratacdo é facilmente
escalonavel em circuito fechado. Este método é empregado atuaimente em algumas
industrias farmaceéuticas com custos relativamente peqguenos.

3.2.3.1 — Método da Desidratacio e Rehidrataco

Na década de 80, Kirby e Gregoriadis (1984) desenvolveram um método
capaz de encapsular macromolécuias em lipossomas com aitos rendimentos de
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encapsulagéo do soluto e usando condigdes brandas de preparagdo. O método &
simples e baseado no uso de desidratag3o e rehidratagdo controlada, podendo ser
facilmente escalonado. Sua preparacdo envolve a mistura de uma solucdo aquosa
do soluto com uma suspensdo de lipossomas vazios, seguido da secagem por
sublimag&o ou liofilizagao da mistura resultante (Frézard, 1999). O contato intimo das
estruturas lipossomais secas com as moléculas de soluto facilitam a incorporacao do
mesmo durante o passo da rehidrataco. Vesiculas preparadas por esse método sdo
chamadas de Dehydration-Rehydration Vesicles (DRVs).

Uma das vantagens deste método, principalmente quando comparado a
evaporacao em fase reversa, é a ndo exposicio do soluto a solventes organicos e/ou
sonicac@o. Qutra vantagem € que a secagem destes materiais, até o momento,
constitui uma altemativa eficiente para alcangar a estabilidade de prateleira em longo
prazo desejada para formulagfes farmacéuticas.

Uma desvantagem deste método é que na desidratacéo pode ocorrer fusdo
das vesiculas, pois a camada de agua que circunda os lipossomas & retirada,
diminuindo as repulsdes superficiais, favorecendo a agregacdo. A fus3o resulta no
aumento do tamanho dos lipossomas e na liberacgo parcial do soluto encapsulado. A
liberag&o antecipada do soluto de lipossomas estocados torna a encapsulacao
ineficaz, podendo, inclusive, aumentar a toxicidade da formulacéo quando usada.

Dados da literatura confirmam a alta capacidade de encapsulagdo de
proteinas como albumina bovina (BSA), fator estimulante de granuldcitos (rhG-CSF)
e enzimas como neutrase e P-galactosidase em lipossomas desidratados-
rehidratados (Kirby and Gregoriadis, 1984; Meyer et al., 1994; Kim et al., 1999).

Kirby et al. (1987) estudaram a eficiéncia de encapsulagdo da enzima
neutrase em diferentes tipos de lipossomas. Esta enzima foi encapsulada em
lipossomas com o objetivo de acelerar o periodo de maturacdo do queijo cheddar,
que normalmente precisa de um ano para atingir sua maturidade ideal. Os
lipossomas foram constituidos de fosfatidilcolina de ovo. Os resultados de
encapsulacdo da enzima com os lipossomas zwitteridnicos foram distintos. A
eficiéncia de encapsulagdo com MLVs foi de 2+0.5%, com SUVs foi de 1%, com
vesiculas preparadas por evaporagdo em fase reversa (REVs) foi 10+8.6 e com
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DRVs foi de 33.6+5.5%. Comparando com as outras vesiculas produzidas (SUVs,
MLVs e REVs), DRVs exibiram alta eficiéncia de encapsulacgédo.

Posteriormente, Kirby et al. (1991) também estudaram a encapsulagdo de
acido ascorbico em lipossomas DRVs constituidos de fosfatidilcolina de ovo,
colesterol e a-tocopherol. A eficiéncia de encapsulacdo média do acido ascorbico em
lipossomas DRVs foi de 54%, portanto bastanté alta. A encapsulac@o deste acido em
lipossomas retardou sua decomposigdo, quando comparado com o &cido livre. Em
solugdo, o acido ascérbico decompde completamente em menos de 20 dias a 4°C,
enquanto que em lipossomas s&o necessarios 50 dias para decompor 50% das
moléculas encapsuladas a 4°C. Assim, com alta eficiéncia de encapsulagdo e lenta
decomposi¢cdo, os lipossomas podem ser usados para melhorar 0 tempo de
prateleira da vitamina C.

Frézard et al. (2000) tentaram encapsular antimoniato de meglumina em
lipossomas através das vesiculas produzidas pelo método da desidratagdo -
rehidratacdo. Os lipossomas foram constituidos de DSPC:colesterol:DCP (razéo
molar 5:4:1). Foram preparadas formulagdes lipossomais com 3 tipos de vesiculas:
MLVs (multilamelar vesicles), DRVs (dehydration-rehydration vesicles) e FDELs
(freeze-drying empty liposomes). Todos os lipossomas foram produzidos,
inicialmente, pelo método da hidratacdo do filme seco de lipidios, seguido nos
ultimos dois casos por sonicacdo. A diferenca entre os 3 tipos de suspensao
lipossomal esta relacionada ao tipo de preparagdo e a adicdo do farmaco. As
vesiculas multilamelares foram preparadas sem sonicagdo e com a adicao do
farmaco durante a hidratacdo. DRVs foram preparadas com a adigdo do farmaco
posterior a sonicagéo e antes da liofilizagdo, enquanto as FDELs foram preparadas
adicionando o farmaco na etapa de rehidratagdo das vesiculas ap6s a liofilizagéo.

A rehidratagao foi realizada em 3 etapas, adicionando primeiramente 1/10 do
volume original de tamp&o ou da solugéo contendo o farmaco, seguido de incubagao
por 30 minutos. As duas etapas posteriores foram realizadas, agicionando, 1/10 e
8\10 do volume original, respectivamente, com tempo de incubagho de 30 minutos
para cada etapa. O resultado de encapsulacao foi de 12.5% para MLVs, 42% para
DRVs e 31% para FDELs. Assim, as DRVs apresentaram uma maior eficiéncia de
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encapsulacéo quando comparadas as outras vesiculas. A vantagem das FDELs em
relacéo as DRVs é que no primeiro caso, o farmaco nao € exposto ao freeze-drying,
portanto, reduzindo o risco de alterag&o quimica do mesmo.

Como citado anteriormente, as etapas de secagem por congelamento e
rehidratagdo podem afetar a estabilidade das vesiculas, conduzindo a fus&o e
conseqiente vazamento do contetido intemo. Visando contornar esse problema,
pesquisas realizadas nos Gltimos anos mostraram que os aclcares e alguns poliGis
sdo capazes de inibir a fusdo de membranas. Além de inibir, eles preservam a
reatividade e imunogenicidade dos grupos funcionais encapsulados e decrescem as
temperaturas de transicdo de fase dos lipidios secos, evitando transicbes nas
membranas. Assim, as recentes preparagbes lipossomais para uso farmacéutico
incluem a presenca de agucares na sua composicao.

3.2.4 - Estabilizacdo de Lipossomas e Proteinas por Aglicares

Crioprotetores tém sido usados, extensivamente, na preparagdo de
lipossomas para amenizar probiemas de fuso e vazamento do soluto encapsulado.
Dentre os vérios acticares existentes a trealose, dissacarideo ndo redutor, é o mais
eficiente, pois apresenta geometria espacial que favorece maior exposicéo dos seus
grupos OH (Figura 5). Crowe et al. (1984) relataram que membranas biolGgicas,
quando desidratadas, alteravam sua integridade estrutural e funcional de maneira
ireversivel. Porém, quando estas mesmas membranas eram desidratadas na
presenca de 20% {em peso) de trealose, suas propriedades fisicas e estruturais
eram mantidas.

Figura 5 — Molécula de trealose
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A eficiéncia do crioprotetor esta relacionada diretamente a estabilidade das
vesiculas. Fatores como composicio lipidica, concentragio de trealose e tamanho
das vesiculas séo extremamente importantes para alcancar a maxima eficiéncia no
desempenho do crioprotetor.

Os lipossomas, quando hidratados, apresentam uma barreira eletrostatica na
sua superficie, impedindo que outras vesiculas se aproximem. Esta barreira é
representada pelas ligagbes de hidrogénio que séo formadas entre as moléculas de
Agua e a cabega polar de cada molécula de fosfolipidio. Quando estas vesiculas s&o
desidratadas, a densidade no empacotamento dos grupos polares aumenta,
favorecendo a aproximacéo das cadeias acilas e aumentando as interacdes de van
der Waals, acarretando no aumento da temperatura de fransicdo de fases dos
lipossomas secos. A fusdo também ocorre, pois a barreira de agua que oferecia
resisténcia a aproximacao de outras vesiculas foi retirada (Crowe et al. 1984, 1987).

Alguns agucares, como a trealose, interagem com o grupo fosfato da cabeca
polar da molécula de fosfolipidio. Estudos de espectroscopia de infravermelho
mostraram que essa interacao é do tipo ligagbes de hidrogénio. Os lipidios secos
com trealose apresentam propriedades fisicas semelhante aqueles hidratados.
Outros carbeidratos, como a sacarose, maltose, glicose, lactose e polidis, como 0
glicerol, nac interagem com a parte polar da molécula de fosfolipidio t&o
eficientemente como a trealose, devido a sua conformag@o espacial. Assim, eles
podem reduzir a temperatura de transicdo de fases do lipidio seco, porém naoc o
fazem com tanta eficiéncia como a trealose.

Disalvo et al. {2000} estudaram o efeito crioprotetor da trealose e da sacarose
em lipossomas unilamelares compostos de DMPC. A trealose decresce em 60% a
atividade da agua de DMPC, enquanto que a sacarose decresce apenas 10%. O
potencial de dipolo do DMPC também diminui com o aumento da concentragio de
frealose, fato este ndo observado com a sacarose. Assim, pode-se concluir que a
trealose é capaz de deslocar mais moléculas de agua da primeira camada de
hidratacdo do que a sacarose. A interacdo da freaslose com a cabega polar do
fosfolipidio é muito forte, afetando a permeabilidade da bicamada. Concluiu-se que
por molécula de DMPC, 11-14 moléculas de agua podem ser deslocadas por trés
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moléculas de trealose. Em contraste, quatro moléculas de sacarose deslocam
somenie trés moléculas de agua por fosfolipidio, sem nenhum efeitoc no potencial de
dipolo.

Em geral, & preciso 1g de trealose/g lipidio para inibir fusdo e impedir
vazamento do conteudo interno das vesiculas, porém essa razéo pode variar,
dependendo da composi¢ao lipidica (Crowe et al, 1988). O vazamenio do soluto
ocorre porque as vesiculas quando desidratadas e rehidratadas sofrem varias
transicbes de fases. O esquema da Figura 6 mostra 0 mecanismo de estabilizacio
dos lipossomas desidratados pelos acucares. A trealose impede essas transiges de
fases das vesiculas quando passam do estado liquido cristalino para o estado gel, na
desidratacdo, e do estado gel para o liquido cristalino, na rehidratacao.

Membranas reconstituidas

Lipessomas
hidratados
s @, ?r - Fase gel Fase
%’f y xa,?; N < : liquido-cristalino
F R
ase
liquido-cristatling g & & Retengdo 5 g §
4
Fase
liquido-cristalino ilqmdo—cnstalino

Figura 6 — Mecanismo proposto para a estabilizacdo por agucares de vesiculas desidratadas
(adaptado de Crowe et al., 1988).

QOutra propriedade da trealose € a sua excelente capacidade de vitrificagéo e
nao cristalizacdo. A¢ucares redutores ou aglicares que cristalizam desfavorecem a
estabilizagdo das membranas, tornando ineficazes na crioprotegdo. A sacarose e ©
manitol em altas concentracbes, em geral, tendem a cristalizar em processos de
secagem por congelamento e secagem por aquecimento.

Wolkers et al. (2004) também estudaram o efeito protetor de solugdo de
fosfato com glicose ou sacarose na retencdo de soiutos em lipossomas preparados
por liofilizaggo. Os autores confirmaram que lipossomas que foram secos com ou
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glicose ou fosfato sozinho liberaram completamente o soluto apés rehidratacéo.
Entretanto, 30% de retengo do soluto foi obtido quando a mistura glicose-fosfato foi
usada e 85% quando a mistura fosfato-sacarose foi utilizada na formulagdo. A
perspectiva de usar em escala industrial uma mistura de fosfato-sacarose na
preparagdo de DRVs ¢é interessante, uma vez que o custo destes produtos sdo
inferiores ao custo da trealose. No entanto, os autores reafirmam que a trealose é o
crioprotetor mais efetivo.

Acucares também sdo estabilizadores de proteinas. Quando estruturas
proteicas s&o desidratadas, seus arranjos moleculares (entropicamente dirigidos) sdo
perdidos. Através de estudos de infravermelho, evidenciou-se que a estabilizagso
das proteinas pelos acucares envolve figagGes de hidrogénio entre os grupos
hidroxila dos agticares e os constituintes da proteina (Crowe et al. 1988). Vérios
artigos mosiram que a adig¢do do acglicar preserva em até 95% a atividade enzimatica
das proteinas quando submetidas ou a secagem por congelamento ou aquecimento
(Branchu et al., 1989; Adler e Lee, 1999; Tzannis et al., 1998).

3.2.4.1 — Influéncia dos Acucares como_Crioprotetores em Lipossomas
Preparados por Desidratacdo —~ Rehidratacao.

Madden et al. (1985) estudaram a capacidade crioprotetora da trealose
usando vesiculas unilamelares grandes. Vesiculas, constituidas de fosfatidilcolina do
ovo (40 umol/mL), contendo Na” encapsulado, foram desidratadas (liofilizacdo) na
auséncia e presenca de varias concentragdes de trealose. Apés a rehidratagio, na
auséncia de trealose, as vesiculas exibiram um aspecto leitoso em constraste a
aparéncia transilcida da amostra original. Vesiculas desidratadas na presenca de
50mM de trealose, sob rehidratacgo, apresentaram o mesmo tamanho das vesiculas
originais, porém uma pequena fragdo de estruturas maiores é também observada. A
uma concentracdo de trealose de 125mM ou maior n&c se observa diferenca
estrutural entre as vesiculas antes e apds a liofilizacdo. Os resultados obtidos na
andlise de retencdo do Na’ encapsulado em lipossomas, ap6s rehidratacao,
mostraram que € necessaria a presenca de trealose dentro (monocamada interna) e
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fora da vesicula (superficie lipossomal) para obter uma maior eficiéncia de retengéo
do soluto.

Madden et al. (1985) também comprovaram que o tamanho das vesiculas foi
outro fator importante que influenciou a retencdo do soluto nas membranas.
Vesiculas de 100nm apresentaram uma retenc@o de 92% de Na* apds a
rehidratac&o, contra 87% de vesiculas com 200nm e 80% de vesiculas com 500nm
de didmetro. A trealose foi o aglicar que mais reteve Na* nas vesiculas de 100nm.
Testes realizados com diferentes acglicares mostraram que a presenca de trealose
favoreceu a retengdo de 88% do material encapsulado apds 24 h de liofilizacao,
contra 86% da sacarose e 66% da lactose.

Kim et al. (1999) estudaram a capacidade da p-galactosidase, incorporada a
lipossomas secos, digerir a lactose presente no leite. Isto seria (til para pessoas que
apresentam deficiencia em hidrolisar a lactose. Lipossomas desidratados (PC
ovo/colesterol 2:1 mol/mol) foram preparados na presenca de trealose (4g/g lipidio)
pelo método das vesiculas desidratadas-rehidratadas (DRVs), para superar a
instabilidade da suspensdo de lipossomas convencional. Os resultados mostraram
que os lipossomas liofilizados estocados por 60 dias a 4 e 17°C, apresentaram 98 e
93% de eficiéncia na reconstituicio. A atividade da B-galactosidase encapsulada em
lipossomas liofilizados foi medida e ao final de 60 dias a 17°C, 95 + 8,1% da sua
atividade foi preservada, havendo apenas 8% do seu contetido intemo desprendido
do interior. Assim, os lipossomas preparados pelo método da desidratacio e
rehidratacdo apresentaram excelente reconstituicdo apds 60 dias e preservou em
95% a atividade da B-galactosidase.

Quintiio et al. (2000) encapsularam uma proteina recombinante do
Mycobacterium leprae (18-kDa) em lipossomas unilamelares grandes na presenca de
0,4M de trealose. Os lipossomas (200nm) foram compostos por fosfatidiicolina,
dicetilfosfato e colesterol (24:13:4), em tampao citrato ja com a proteina. Iniciaimente,
eles foram congelados, liofilizados e reconstituidos. LUVSs preparadas na auséncia de
trealose agregaram-se e tomaram-se multilamelares ap6s a rehidratacio, indicando
fusdo de membranas. Porém, LUVs preparadas na presenca de trealose
permaneceram unilamelares e monodispersas, sem agregacdo. Os resultados
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mostraram que apos 28 dias a 37°C, LUVs retiveram 68,3% da quantidade inicial de
proteina encapsulada e apés 28 dias a 4°C, somente 2,1% da concentracao inicial de
proteina vazou.

Diante do exposto, torna-se claro a presenca indispensavel do crioprotetor na
suspens&o lipossomal preparada através de DRVs, e que a trealose é o crioprotetor
mais eficiente, quando comparado a outros carboidratos e polidis. Sua eficiéncia esta
relacionada a sua disposigéo molecular, tornando acessiveis seus grupos hidroxila,
facilitando as ligacGes de hidrogénio com os grupos fosfatos dos fosfolipidios. Qutras
moléculas de carboidratos ndo apresentam tal eficiéncia em expor seus grupamentos
hidroxilas, devido a sua disposigdo molecular, enquanto os polidis ndo conseguem
interagir com o grupo fosfato, pois se intercalam entre as moléculas fosfolipidicas.

3.2.5 —- Lipossomas em AplicagGes Imunolégicas

Os lipossomas constituem estruturas supramoleculares que mimetizam as
membranas celulares devido as suas propriedades materiais, como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa imunogenicidade. Além da
similaridade com membranas biologicas, s30 capazes de penetrar nas células
eficientemente, liberando o agente bioativo ou agir como carreadores desses
farmacos, liberando-o controladamente na corrente sanguinea durante vérias horas
ou dias.

Numerosos estudos tém demonstrado a imunoadjuvanticidade dos lipossomas
para uma ampla faixa de antigenos de diferentes origens (Cevc, 1993). Apesar da
abrangéncia das aplicagbes lipossomais em vacinas (contra: maléria, hepatite A,
influenza, difteria, tétano - Gregoriadis, 1995), poucos trabalhos tem sido
desenvolvidos sobre os efeitos dos lipossomas incorporando antigenos e sua
atuacéo como imunomoduladores, onde o objetivo n&o é a obtengsio de elevados
titulos de anticorpos, como no caso das vacinas convencionais, mas a obtencéo e
manutencao de determinados niveis de imunoglobulina E (IgE) no organismo (Walls,
1892).
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A interacdo dos lipossomas com células é de grande interesse ndo somente
para a liberacdo controlada de farmacos, mas também para o entendimento dos
mecanismos de interagdo céluia-célula que atuam no processo de reconhecimento
de antigenos (Lasic, 1993). Os lipossomas podem interagir com as células através
da troca de lipidios ou proteinas com as membranas celulares, por fusdo ou por
fagocitose'.

O principal sitic de desestabilizagdo de material particulado, incluindo
vesiculas fosfolipidicas, da circulacdo in vivo é o sistema fagocitico mononuclear
(MPS), também conhecido como sistema reticuloendotelial (RES). O MPS consiste
de mondcitos circulatorios e mondcitos do figado (células de Kupffer), bago, nodos
linfaticos e da medula dssea. A fungdo primaria do MPS é a remogéo de particulas
estranhas da corrente sanguinea. Esse sistema desempenha fungbes como: defesa
contra microrganismos, parasitas, células neoplésicas, resposta ao choque
hemorragico, a farmacos e a complexos imunes presentes na circulagcdo (Cevc,
19893).

A maioria das pesquisas, que relatam o comportamento de lipossomas in vivo,
tem sido desenvolvida usando injecdo infravenosa. Lipossomas aplicados por via
infravenosa, normalmente, interagem com as lipoproteinas de alta densidade do
plasma e com as opsoninas®, as quais adsorvem na superficie das vesiculas,
mediando o processo de endocitose pelos macréfagos do MPS, principalmente,
pelas células de Kupffer do figado e pelos macréfagos do bago (Ceve, 1993).

Em gerai, as vesiculas fluidas sfo removidas mais rapidamente da corrente
sanguinea que as rigidas. Supbe-se que as opsoninas adsorvem preferencialmente
em vesiculas com bicamadas fluidas. A desestabilizacfo da corrente sanguinea é
também influenciada pela carga superficial e pelo tamanho das vesiculas. Um tempo
de meia-vida maior € obtido quando os lipossomas séo relativamente pequenos e
néo possuem carga superficial. Entretanto, sem considerar o tempo dos lipossomas
no sistema vascular, parte da dose injetada & apresentada acs macréfagos do MPS,
terminando no compartimento lisossomal da célula. Neste aparato, os lipossomas

! Fagocltose processo através do qual as células englobam particulas e microrganismos.
2 Opsoninas: moléculas que se ligam as particulas a serem fagocitadas e as receptores nos fagocitos.
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s&@o rompidos, o soluto é liberado localmente e dependendo da sua natureza, pode
permanecer nos lisossomas, ser transferido para o citoplasma ou difundir através da
célula. O comportamento das preparages aplicadas via parenteral (intramuscular,
intraperitonial e subcuténea) € influenciada pela distribuicdo do tamanho das
vesicuias e pela sua composicao lipidica. (Frézard, 1999).

3.2.5.1 — Lipossomas em Vacinas

Um requisito essencial para os veiculos usados em vacinas € que ndo sejam
imunogénicos, mas tenham efeito adjuvante. Define-se adjuvante imunolégico como
qualquer agente que nao aumente especificamente a resposta imune a um antigeno
especifico. Esses adjuvantes podem ser lipopolisacarideos, micobactérias mortas e
hidroxido de aluminio. Destes, apenas o dltimo € atualmente licenciado para uso em
humanos (Dean, 1893). A maioria dos adjuvantes nem sempre sdo efetivos pois
induzem imunidade humoral (por anticorpos), mas nio imunidade celular (mediada
por células), além de ndo poderem ser liofilizados.

Apbs 2 décadas da descoberta das propriedades imunc-adjuvantes dos
lipossomas, esse veiculo surgiu como candidato de grande potencial em uma vacina
contra hepatite A ja licenciada para uso em humanos. O sistema lipossomal é
biodegradavel, ndo tdxico, capaz de induzir tanto resposta imune celular como
humoral e podem ser preparados sinteticamente. Além destas propriedades, os
lipossomas sao estruturas altamente versateis, permitindo manipulacdo precisa em
suas propriedades imuno-adjuvantes (Frézard, 1999). A Figura 7 ilustra uma
representacao resumida de modo de acéo dos lipossomas.

A resposta imune € composta por uma seqiéncia complexa de eventos, sendo
desencadeada pela inducdo do estimulo (antigeno) e que, geraimente, culmina na
sua eliminacdo. O agente indutor pode ser um microrganismo patogénico, uma
proteina ou uma substancia presente no meio ambiente. Os macréfagos, linfocitos T
e linfécitos B s8o as células determinantes no processo de resposta imune. O
processamento do antigeno e sua apresentac@o ao sistema imunolégico ocorrem por
meio de uma seqUéncia de eventos, os quais ativam ou induzem a producéo de
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varias substancias moduladoras que contribuem para a regulagdo (amplificagéo ou
supresséo) da resposta imune (Roitt, 1995).

0O aumenio da imunidade humoral, devidoc & incorporacdo do antigeno em
lipossomas, pode ser atribuida a gerac@o de deposito nos sitios de inoculagdo, o
qual prolonga a liberagéo e interag&o do antigeno livre ou associado aos lipossomas
com as células apresentadoras de antigenos (APCs). Entre os varios tipos de APCs,
os macrofagos desempenham importante funcéo, pois possuem habilidade Gnica em
fagocitar os lipossomas. Estas células também invadem o depésito de inoculagéo
como resposta a inflamacao local. Finalmente, uma fragdo do antigeno presente nos
lipossomas migrara em direcdo aos nodos linfaticos, contendo células T.

antigeno Lipeasomal

! agocboss paio
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{,« A o R R
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& muniage
Humoral

-

Figura 7 — Representagio esquematica do mecanismo proposto para a acgéo
imunoadjuvante dos lipossomas (adaptado de Frézard, 19989).

Na inducdo da resposta imune humoral, o conjugado de lipossomas é
fagocitado pelos macréfagos e processado, favorecendo a ativacio das células T e,
na seqliéncia, as células B (anticorpos). Em alguns casos, as células B s&o ativadas
diretamente. As respostas humorais podem ser aumentadas pela co-incluséo de
imunoestimulantes, como ja citado anteriormente.
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3.2.5.2 - Lipossomas como Veiculos de Alérgenos

Apesar da abrangéncia das aplicagdes lipossomais em vacinas, poucos trabalhos
tém sido desenvolvidos sobre os efeitos dos lipossomas como veicuios de alérgenos
para utilizagdo na imunoterapia de doencas alérgicas. Nos processos alérgicos,
imunoglobulinas do isotipo E estio diretamente envolvidas. Apesar da regulacéo de
sua sintese ainda ndo ser completamente entendida, vérios procedimentos tém sido
desenvolvidos para diminuir os niveis de IgE especifica em individuos alérgicos. O
principal obstaculo da imunoterapia na sua forma convencional que utiliza o alérgeno
livre, & o desencadeamento imprevisivel de reagdes adversas sistémicas, quando da
injecao do alérgeno. Muitas vezes, os danos produzidos por esses efeitos sdo
maiores que os beneficios obtidos (Lockey et al., 1987).

Ha aproximadamente trinta e um anos, Aliison e Gregoriadis  (1974)
demonstraram que a associagiio de proteinas a lipossomas além de melhorar a
resposta imune, reduzia substancialmente as reagdes de hipersensibilidade no local
da injeg8o. A explicagdo racional para esse efeito seria a de que devido ao seu
carater hidrofilico, a maioria dos alérgenos estaria localizada no niicleo aguoso dos
lipossomas, evitando assim as reacdes locais. A eliminacdo das reagbes anafilaticas
do alérgeno, proveniente de gramineas, associado com lipossomas foi observada
posteriormente por Wagner et al. (1984). Os dados sugerem-que os lipossomas
foram capazes de modular a produgéo de imunoglobulina G (lgG), aumentando-a e
ao mesmo tempo decrescendo os niveis de IgE.

Dada a importancia desses efeitos para a imunoterapia da alérgia, a partir dessa
época, alguns trabalhos foram desenvolividos no sentido de estudar a incorporacao
de alérgenos aos varios tipos de Iipdssomas e seus efeitos na regulacio dos niveis
de IgE, embora 0s mecanismos responsaveis pela ac&o dos alérgenos associados a
lipossomas ainda permanecam obscuros (McWilliam e Stewart, 1989; Audera et al.,
1991; Arora e Gangal, 1992; Dean, 1993).

McWilliam e Stewart (1989) estudaram a capacidade de incorporagao de
extratos alergénicos de acaro e poeira doméstica em lipossomas multilamelares
(MLVs), unilamelares (SUVs) e vesiculas preparadas por fase reversa (REVs). SUVs
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apresentaram maior capacidade de incorporacdo do extrato, 36%, quando
comparado aos MLVs (29%) e REVs (14%). Somente as vesiculas muitilamelares
nao apresentaram excluséo de proteinas, enquanto as demais excluiram uma
proteina com propriedade alergénica (MM 43 000 Da).

Genin et al. (19294) otimizaram formulacdes de lipossomas para trés diferentes
extratos alergénicos padronizados, e testaram sua alergenicidade in vitro e em
ensaios pre-clinicos. Os tipos de extratos alergénicos usados foram provenientes de
pélen de graminea (Daclylis glomerata}, acaros {Dermatophagoides pteronyssinus) e
de pelo de gato. Os alérgenos foram associados a lipossomas multitamelares
carregados positiva ou negativamente. Otimizou-se a associa¢c&o dos alérgenos com
os fosfolipidios tanto em relagdo a composi¢do quanto ao pH da solucdo de
alérgeno. O método da desidratacdo-rehidratacdo com e sem manitol foi utilizado na
preparagéo dos lipossomas. Os autores concluiram que a carga dos lipossomas e o
pH da solugéo influenciaram significativamente a encapsulacéo e associa¢do das
proteinas na superficie das vesiculas. Para os trés exiratos alergénicos testados, a
percentagem de proteina associada aos lipossomas hidratados foi idéntica a dos
lipossomas desidratados-rehidratados sem crioprotetor (manitol). Na presenca do
manitol, os lipossomas reconstituidos apresentaram 10-15% menor quantidade de
proteinas associadas, quando comparada as vesiculas rehidratadas sem manitol.
Cerca de um ferco das proteinas estavam localizados na superficie. Os autores
relataram também que a adigdo do crioprotetor ndo foi necessaria, uma vez que as
proteinas do extrato exerceram a funcdo crioprotetora. Foi observada adsorcio dos
alérgenos na superficie dos lipossomas, no entanto a atividade imunolégica desses
alergenos adsorvidos foi mantida. Esse estudo revelou as propriedades
imunoterapicas dos lipossomas capazes de fornecer liberagdo controlada dos
alérgenos para o tratamento de alergia.

Audera et al. (1991) estudaram diferentes métodos de encapsulagio de
extratos alergénicos (acaro e po doméstico) em lipossomas neutros, camregados
positivamente e negativamente. Os lipossomas, constituidos de DPPC:colesterol e
esterilamina ou dicetilfosfato, foram investigados e a resposta imune provocada em
camundongos BALB/c foi comparada com a do alérgeno livre ou com hidréxido de
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aluminio. Os animais foram sacrificados 3 dias ap6s a administragdo dos lipossomas.
Os resultados obtidos mostraram que o alérgeno encapsulado nos trés tipos de
lipossomas produziu um aumento nos niveis de IgG especifica maiores que os titulos
observados para o alérgeno livre. Entretanto, titulos de IgG especificos e eficiéncia
de encapsulag@o foram maiores quando lipossomas carregados positivamente foram
usados. Niveis de IgE especifica para o alérgeno em lipossomas neutros e
carregados positivamente apresentaram valores menores quando comparados aos
niveis de IgE para o alérgeno em lipossomas camregados negativamente ou
associado ao hidréxido de aluminio.

Arora e Gangal (1990, 1992) estudaram a encapsulagdo do extrato alergénico
(pblen de Artemisia scoparia) em lipossomas carregados negativamente e
observaram a resposta imune do alérgeno em camundongos BALB/c. Os animais
foram sacrificados 7, 12, 17 e 25 dias apds a administragdo dos lipossomas,
recebendo uma dose reforgo (s.¢°) no 8° dia. Os resultados de distribuicéo tecidual
apés injecdo intraperitonial do alérgeno (livre e encapsulado) revelaram que
alérgenos encapsulados em lipossomas multilamelares retiveram por um periodo
maior em todos os tecidos, exceto nos rins, quando comparado ac alérgeno livre.
Comparando o alérgeno adsorvido em alumina e encapsulado em lipossomas,
observou-se que o titulo de IgG especifica foi maior e IgE especifica foi menor
quando os animais sofreram injecdes de doses repetidas do alérgeno encapsulado
em lipossomas. O nivel de IgG especifica para o alérgeno livre foi aproximadamente
30% menor que o nivel de IgG obtido para o alérgeno encapsulado. E interessante
notar que os autores somente observaram aumento nos titulos de IgG apds a
administragio da segunda dose reforco (s.c.). Da mesma forma, a quantidade de
alérgeno administrada foi relativamente baixa, aproximadamente 2 5ug, em
comparacéo a outros trabalhos citados na literatura.

Recente trabatho de Basomba et al. (2002) mostraram que D. pteronyssinus
encapsulado em lipossomas unilamelares (200nm) foi eficiente, seguro e bem
folerado no tratamento de pacientes alérgicos asmaticos apés 12 meses de
vacinacao. Durante o periodo de vacinag@o, foram administradas, semanalmente,

3 s.c. subcutinea
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doses crescentes do alérgeno (0,025 a 3,2ug de Der 1) encapsulado em lipossomas.
A dose de manutenc@o, administrada mensalmente, foi a mais elevada (3,2ug9).
Adicionalmente, a encapsulacdo do alérgeno nos lipossomas permitiu simplificar o
numero de inje¢cdes (13 — imunoterapia convencional - para 8) sem aumentar os
efeitos adversos e minimizando significativamente os sintomas causados pela asma.
Os autores obtiveram bons resultados clinicos, demonstrado pela redugdo dos
sintomas de 45,8% dos pacientes imunizados com o alérgeno encapsulado (grupo
ativo). A percentagem de dias saudaveis (sem crise aguda) desse grupo aumentou
de 10,5% (antes do tratamento) para 64,5% (apds o tratamento). Os pacientes
apresentaram reducdo de sensibilidade na resposta cutanea ao alérgeno e aumento
dos titulos de IgG especifica. Nenhuma dessas mudancgas foi observada no grupo
onde o placebo foi administrado. Os autores ressaltam que o0s niveis de IgE
especifica no grupo ativc mantiveram-se elevados no inicio, decrescendo
gradualmente ao longo do tratamento.

Minato et al. (2003) investigaram o efeito da concentracdo de fosfolipidios nos
lipossomas convencionais e peguilados encapsulando ovoalbumina, administrados
via oral, na resposta imunoldgica (IgG e IgA) provocada em camundongos. Os
animais foram imunizados no dia 0 e 2 com uma dose reforgo no 28° dia. As
concentracbes de lipossomas avaliadas foram 20 e 50mM. N&o houve diferenca na
resposta imunologica obtida em termos de IgG para lipossomas convencionais e
peguilados de menor concentrac&o. Os niveis de IgG de ambos lipossomas (20mM)
também foram semelhantes aqueles da ovoalbumina em solu¢éo. Considerando a
concentracdo de 50mM, observou-se que os lipossomas convencionais
apresentaram resposta imune sistémica (IgG) trés vezes maior que os lipossomas
peguilados ou ovoalbumina em soluggo. Niveis de IgA significativos {8 vezes maior)
foram observados para os lipossomas peguilados de baixa concentragdo quando
comparados a ovoalbumina em solugBo. Os autores sugerem que a dose de
lipossomas contendo o antigeno é um dos fatores importantes na obtengdo da
resposta imune sistémica.
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3.3 - Microesferas
3.3.1 - Histérico e Aplicagoes

A tecnologia de produgdo de dispersGes coloidais de polimeros ndo
biodegradaveis teve uma historia relativamente curta no setor farmacéutico. No
entanto, a descoberta tecnoldgica de produgédo de dispersdes coloidais de polimeros
biodegradaveis causou um forte impacto na indistria médico-farmacéutica. Esta
descoberta ocomeu na década de 60 e 70, seguida de pesquisas que revelaram que
estas dispersOes coloidais poderiam ser usadas como carreadores de farmacos a
orgdos especificos, auxiliando pesquisadores a compreender seu comportamento in
vivo {Alonso, 1996).

As microesferas poliméricas surgiram como alternativa de sistema de
liberagdo controlada que pudesse ser administradc de maneira simples, sem a
necessidade de técnicas cirdrgicas, contando apenas com o auxilioc de seringa.
Microesferas podem ser definidas como particulas de natureza esférica, cujo
didmetro varia aproximadamente entre 1 e 1000um e constituem um sistema
rmatricial ou reservatdrio no qual o antigeno esta dissolvido, disperso ou encapsulado
(Lima et al, 2000). Seu crescente uso em aplicacbes in vivo motivou pesquisadores a
desenvolver novas estratégias para otimizar as propriedades fisico-quimicas dos
seus polimeros constituintes, consequentemente methorando seu destino in vivo
apos administracdo parenteral.

Aplicacdes recentes desses polimeros estio no desenvolvimento de sistemas
de liberagdo controlada de macromoléculas bioativas, tais como peptideos e
proteinas por via mucosa, intraocular e parenteral (Martinez-Sancho et al., 2004;
Tobio et al, 2000; Senel et al, 2000; Delgado et al., 1999). Exemplos de
microesferas de PLGA existentes no mercado sdo: Lupront Depot®, Enantone Depot®
e Decapeptil®, usados no tratamento da endometriose e cancer de prostata e
Pariodel LA® usado como anti-inflamatério (Viswanathan et al, 2001).
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3.3.2 —Polimeros Biodegradaveis

Polimeros biodegradéaveis e biocompativeis podem ser originérios de fonte
natural (hidrofilicos) ou sintética (hidrofébicos). O grupo hidrofilico natural inclui duas
categorias de polimeros: proteinas, como albumina e polissacarideos, como alginato,
dextrana, acido hialurbnico e quitosana. Apesar do interesse em explorar o uso de

polimeros naturais, esses apresentam algumas desvantagens em relagio a
| reprodutibilidade na sua obtencgdo, condicSes de degradagdo e potencial antigénico.
A quitcsana, por exemplo, ndo apresenta hemocompatibilidade, tendo seu uso
restrito a rotas n&o injetaveis de administragdo. A albumina, no entanto, apesar de
ser aceitavel para administracdo pérenterai, pode agregar-se e juntamente com a
introdug&o de um agente “cross-linking” durante a preparagdo das microesferas pode
tornar-se imunogénica (Cohen et al, 1996).

Os polimeros sintéticos podem ser divididos em dois grupos: o primeiro inclui
poliésteres, como poli(€-caprolactona) {(PECL) e a familia do acido poli-lético e do
acido poli — latico — glicdlico (copolimero ~ PLGA). O segundo refere-se aos
poli(alquilcianoacrilatos) (PACA). As formulacdes com poliésteres sfo seguras e
aprovadas para uso em humanos, no entanto 0 mesmo ndo acontece com o0s
PACAs, pois seus mondmeros (alquilcianoacrilato) apresentam toxicidade. E
importante saber que estudos realizados indicaram que a degradacdo de
nanoparticulas de PACA n&o produz quantidades significativas de mondémeros, mas
de oligbmeros, os quais nao sao toxicos e séo faciimente eliminados da corrente
sanguinea {Cohen et al, 1996).

Outra familia promissora de polimeros sintéticos sdo os polihidroxialcanoatos,
como o polihidroxibutirato. Estes polimeros, embora ndo tenham seu uso aprovado
em humanos, sdo produzidos no Brasil e apresentam custo competitivo quando
comparado aos polimeros sintéticos importados geralmente empregados (Maia et al,
2004) .

Atualmente, os polimeros sintéticos biodegradaveis mais utilizados na
fabricacBo de microesferas, visando aplicagbes parenterais, sd0 o0s poliésteres
alifaticos derivados dos acidos latico e glicdlico (PLGA) que merecem destaque por
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serem aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para utilizacdo na clinica
humana e por terem uma longa histéria de seguranga.

3.3.3 - Acido Poli{L4tico-co-Glicélico) - PLGA

Os homo e co-polimeros do acido latico e gliclico, poli(L-atico), poli(D,L.-
latico) e poli (D,L-atico —co-glicdlico) s&o sintetizados por policondesagdo ou pela
polimerizac@o por abertura do anel de lactonas (Tabela 2).

A policondesacéo favorece a producio de polimeros de baixa massa molar,
aproximadamente 10 000 Da. Porém, estes polimeros de baixa massa molar
apresentam uso restito, principalmente, devido as propriedades mecanicas
inadequadas e elevada velocidade de degradagZo. No entanto, a metodologia de
polimerizagao favorece a produg@o de polimeros de massa molar elevada (>10.000),
devido a abertura do anel de diésteres ciclicos do acido latico efou glicdlico (Jain et
al., 1998).

O polimero polidético é disponivel na forma opticamente ativa (L-PLA) e
inativa (DL-PLA), engquanto o poli-glicdlico ndo forma mistura racémica. A
organizacao estrutural da cadeia polimérica do PLA é um fator determinante para o
estado fisico deste polimero. O D-PLA ¢ encontrado sob a forma cristalina, pois
apresenta uma estrutura altamente regular. O DL-PLA é amorfo, devido a maior
ireguiaridade observada em sua estrutura polimérica. O polimero poli-glicélicc (PGA)
apresenta uma cristalinidade elevada, pois o 4cido glicdlico apresenta uma cadeia
polimérica altamente organizada. A cristalinidade dos co-polimeros do &cido latico e

glicdlico (PLGA) é dependente da proporcdo molar dos mondmeros na cadeia
polimérica (Jain et al, 1998).
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Tabela 2 — Estruturas moleculares dos mondmeros e polimeros derivados dos acidos
latico e glicolico

Estrutura molecular do acido latico Estrutura molecular do acido glicdlico
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Quimicamente, estes polimeros podem apresentar diferencas no tamanho das
cadeias {massa molar variada) e propor¢ao acido latico e glicdlico. Estes polimeros
também podem apresentar diferentes grupos terminais, como o grupo carboxila livre
ou esterificada. Essas diferencas influenciam significativamente as propriedades
fisico-quimicas dos polimeros. Massa molar, razdo acido latico/glicdlico e grupo
terminal est&o diretamente relacionadas com a degradacéo, permitindo assim obter
diferentes polimeros, cujo tempo de degradagdo pode variar entre alguns dias e
varios meses. O grau de cristalinidade dos polimeros pode influenciar suas
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propriedades fisicas, tais como resisténcia mecéanica, perfil de intumescimento e sua
capacidade de sofrer hidrélise. No organismo, estes polimeros sdo hidrolisados e
uma vez degradados, sdo gerados o Acido latico e o glicdlico que sdo compostos
indcuos ao organismo (Lima et al, 2000).

Outra propriedade importante dos polimeros PLGA é a temperatura de
transicdo vitrea (Tg). Ela influencia diretamente a velocidade de degradagio do
polimero. A temperatura de fransicdo vitrea indica o grau de cristalinidade e,
conseqlentemente, 0 grau de organizacdo das cadeias poliméricas, onde se pode
afirmar que polimeros com maior organizacdo geométfrica apresentam maiores
valores de Tg e degradacao mais lenta.

A biodegradacéo dos PLGA ocorre por hidrélise com a ruptura das ligagdes
ésteres que unem os mondmeros que compdem o polimero. O Acido latico por ser
mais hidrofdbico que o glicdlico, absorve menos quantidade de agua, apresentando
uma degradacio mais lenta. A taxa de degradacéo é uniforme em todo o sistema e
alguns trabalhos demonstram que esta degradacio ocorre através de hidrdlises
aleatbrias. Viswanathan e et al. (2001) em seu estudo citaram que a hidrolise nas
microesferas parece ser mais rapida no centro da particula que na superficie,
confirmando um mecanismo heterogéneo de degradac@o. O mecanismo de
degradacdo dos polimeros derivados dos acidos laticos e glicolicos ainda n&o foi
completamente esclarecido. Os subprodutos de degradacio destes polimeros s&o
toxicologicamente seguros, sendo eliminados por alguma via metabdlica (Jain et al,
1998).

A determinagdo da propor¢cdo do mondmero lactato e glicolato no polimero,
bem como a influéncia da massa molar e grupo terminal do polimero séo fatores

importantes no projeto das microesferas, cuja melhor escolha dependera da
aplicagao desejada.

3.3.4 — Microesferas de PLGA para Liberagdo Controlada de Peptideos e
Proteinas

As microesferas de PLGA tém sido amplamente usadas para a encapsulacéo
e liberac@o de uma variedade de proteinas terapéuticas e antigénicas sem perda da
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sua atividade bioldgica (Alonso et al, 2002). A liberagZo de peptideos e proteinas das
microesferas de PLGA pode ser de forma continua ou ndo, assim que as
microesferas estiverem em contato com fluidos bioldgicos, onde por difusdo ou
bioeros@o, o farmaco torna-se disponivel (Jain et al, 1998). O perfil de liberagdo
dessas proteinas pode apresentar 3 diferentes caminhos: rapida liberacgo inicial da
proteina proxima ou adsorvida a superficie, difuséo das proteinas através dos poros
da particula e liberagcdo seguida da biodegradacdo da matriz polimérica (Jensen,
2000).

Sandor et al. (2001) investigaram o efeito da massa molar da proteina sobre a
eficiéncia de encapsulagdo e cinética de liberagio em microesferas poliméricas de 1
a 3um de didmetro. As microesferas de PLGA 50:50 (MM 12068) foram fabricadas
pela técnica de inversdo de fase. As proteinas analisadas e encapsuladas
separadamente foram: lisozima (13,4KDa), anidrase carbbnica (29KDa), albumina
bovina (66KDa), alcool desidrogenase (150KDa) e a tiroglobulina (669KDa). Foram
testadas duas razdes mdssicas iniciais de encapsulagdo 2 ou 7,3%
(proteina/polimero). Os resultados mostraram que a eficiéncia de encapsulagdo das
diferentes proteinas variou de 25-80%, quando a raz8o massica foi de 2% e entre
85,8 e 94,5%, quando a raz&o foi de 7,3%. Os resultados indicaram que a liberacdo
da proteina nessas microesferas foi dependente da massa molar da proteina,
quando a menor raz&o massica foi utilizada. Para raz3o massica de 7,3%, o perfil de
liberagéo em microesferas mostrou-se independente da massa molar das proteinas.

Os mesmos autores verificaram que & pequenas concentragdes protéicas, a
liberag&o das proteinas de maior massa molar foi dependente da difusdo através dos
poros no tempo de estudo, engquanto que para proteinas menores foi dependente da
difusdo através dos poros, apenas inicialmente, e da degradacdo da microesfera
posteriormente. Em todos os casos, observou-se uma répida liberagdo inicial da
proteina, devido a penetragéo da agua na matriz polimérica, favorecendo a fiberagdo
das proteinas proximas a superficie da matriz. Assim, a liberagio de microesferas
pareceu ndo ser dependente do tamanho da proteina dentro das microesferas, mas
sim da massa molar das mesmas, assim como da distribuigdo de tamanhos e
localizag&o dos poros. Os perfis de liberacdo obtidos foram diferentes e dependeu da
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proteina encapsulada. Os estudos de degradagdo de microesferas vazias revelaram
85% de perda de massa em 4 semanas.

Genta et al. (2001) estudaram a encapsulacdo da prolidase em microesferas
de PLGA. A prolidase é uma enzima envolvida no processo final do catabolismo
protéico e é responsavel pela hidrélise de dipeptidios contendo prolina. A prolidase é
uma molécula dimérica constituida por 2 subunidades de 53KDa. A inexisténcia ou
baixa atividade desta enzima causa uma disfungdo de prolidase (PD), acarretando no
individuo sérias complicagbes, como ulceragies de pele, particularmente de baixo
LIMBS. Apesar dos avangos no fratamento desta patologia, a cura ainda nao foi
alcancada. Uma alternativa para o tratamento seria encapsular em microesferas. As
microesferas foram preparadas pelo método da evaporagdo do solvente, utilizando
emuisdo multipla aguafdlec/agua.

A eficiencia de encapsulacéo da prolidase em microesferas de PLGA foi de
aproximadamente 558 + 57% (6ug/microesfera) e o rendimento médio da
preparacac do sistema microparticulado foi de aproximadamente 78%. As
microesferas apresentaram didmetro principal em tomo de 50um, distribuicio
relativamente homogénea, geometria esférica e superficie bastante porosa. A alta
porosidade foi atribuida, provavelmente, a eleva taxa de evaporacgéio do solvente. O
perfil de liberagdo desse sistema mostrou-se répide nas 4 horas iniciais, e
controlado, posteriormente, onde se pode comprovar atividade enzimética em até 80
horas depois do inicio do experimento. Os resultados deste experimento revelaram a
possibilidade do uso de microesferas como sistemas estabilizadores de proteinas,
Uteis para aplicagGes de uso parenteral.

Viswanathan et al. (2001) investigaram a degradacgo in vitro de microesferas
de PLGA, através do monitoramento da perda de massa do sistema, do peso
molecular do polimero e de mudangas morfolgicas da particula. Eles também
estudaram a correlacéio entre a matriz polimérica e a liberagdo de proteinas
encapsuladas. As proteinas estudadas foram: albumina bovina, lisozima (proteinas
globulares) e gelatina (proteina fibrosa). As microesferas foram preparadas pela
técnica de emulsao agua;leo em dleo relatada por Viswanathan (1999). A eficiéncia

42



de encapsulac@o das proteinas em microesferas, tanto de PLA quanto PLGA, foi
bastante elevada (aproximadamente 80%).

Os resultados mostraram que para o polimero pyPLA, cuja massa molar foi
75200, a liberacdo de BSA foi ienta, onde 4mg encapsulados foi liberado durante 240
dias. Com o0 mesmo polimero, porém cuja massa molar foi de 3500, ndo houve
liberag&o inicialmente, mas posteriormente a taxa de liberacdo foi lenta. Neste Ultimo
caso, somente 50% da BSA encapsulada foi liberada. Para as microesferas de
PLGA, de todas as composicdes e massas molares, a liberacdc de proteinas
globulares foi répida na fase inicial (burst™ inicial), menor que 10% da quantidade
encapsulada e apds esse periodo ndo foi mais observado perfil de liberaggo ao longo
de 250 dias. No entanto, o perfil de liberagcdo da proteina fibrosa, gelatina, em
microesferas de PLGA (80:20) mostrou-se ser multifasico, onde em até 50 dias
houve liberac&o controlada, de 50-170 dias o perfil foi constante e por fim, de 170 a
250 dias, um perfil pulsado de liberacéo.

Os estudos de degradagéo dos polimeros, realizados pelo mesmo grupo de
pesquisadores, mostraram que microesferas de PLGA (massas molares de 45000,
74 500 e 8G 500) apresentaram uma perda de massa inicial apGs a fase lag de 40
dias. Os resultados obtidos pelo mesmo grupo foram diferentes dos encontrados na
literatura anterior. N&o foi observada uma répida perda de massa de microesferas
de PLGA, ap0s a fase lag, e as taxas de perdas de massa apds a fase lag foram
muito menores para todos as microesferas de PLGA {composicao variada). Todas as
diferencas encontradas s&o atribuidas a auséncia de agitacdo no protocolo do
experimento, dificultando a desintegracdo mecanica das particulas.

Jeffery et al. (1993) estudaram a influéncia da massa de ovoalbumina a ser
encapsulada e 0 volume de PVA na emulsdo dupla sobre o tamanho das particulas e
eficiéncia de encapsulacdo da proteina. As microparticulas de PLGA 50:50 (22KDa)
foram preparadas pelo método da evaporagio do solvente em emulsao dupla (agua
em Oleo em &agua). Os resultados indicaram que quanto maior a massa de
ovoalbumina a ser encapsulada, maior o tamanho das microesferas e portanto,
melhor a eficiéncia de encapsulagdo. Eficiéncia duplicada no processo de

* Proteina proxima ou adsorvida na superficie da microesfera que é mais rapidamente liberada.
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encapsulagéo e maiores tamanhos de particulas foram obtidas quando o volume da
solugdo de PVA foi aumentado dez vezes. Eficiéncia de encapsulacdo de 898% foi
alcangada quando o volume da solugéc de PVA 10% foi 100mL e a concentracao do
polimerc na fase oleosa foi 6%.

Yang et al. (2000) investigaram os principais parametros para fabricar
microesferas de PLGA (65:35) encapsulando BSA através do método da
extragdo/evaporacdo do solvente usando emulsdo mditipla. Os parametros
ahaiisados foram: tamanho da microesfera, eficiéncia de encapsulagio, liberacéo
inicial e morfologia em fungéo da temperatura, taxa de remogdo do solvente, razdo
volumétrica dleo/agua e concentragio do polimero.

Todas as microesferas apresentaram forma esférica. A temperatura
influenciou a encapsulacio de BSA e o burst inicial da proteina. Os melhores
resultados de encapsulac&o (52 e 48%) e burst (18,8 e 4,9%) aconteceram a 4 e
38°C, respectivamente. Microesferas fabricadas a uma baixa razdo volumétrica
6leo/agua da fase dispersa e a uma baixa concentracdo de polimero (33,8g/L)
tendem a apresentar uma elevada area superficial, baixa densidade, resultando em
taxas elevadas de liberagéo inicial. A razdo dleo/agua influencia significativamente a
morfologia das microesferas. A superficie das microesferas preparadas a uma razio
6leo/agua 40:1 & menos porosa que aquela a 12:1, sendo, portanto, a liberacéo
protéica mais lenta quando comparada com a de 12:1. Aumentando a concentracao
do polimero, aumenta-se o tamanho, a densidade e a eficiéncia de encapsulagao,
enquanto que decresce a liberagdo inicial. Microesferas produzidas a uma taxa de
adicao da fase continua de 3mL/min parece apresentar baixo burst inicial e liberacéo
lenta da BSA, pois s&0 menos porosas.

Yeh et al. (1995) encapsularam ovoalbumina em microesferas de PLGA
(50:50: RG 503) usando o método de evaporagio/extracdo do solvente através da
emulsdo dupla agua em dleo em dleo (alofo). Os autores observaram que as
microesferas, de 15um de dametro médio, apresentaram superficie pouco porosa e
eficiéncia de encapsulacdo de 94%. Quando o polimero PEG foi incorporade ao
PLGA, o tamanho das microesferas e a eficiéncia de encapsulacdio da ovoalbumina
foram reduzidos. Os resultados sugeriram ainda que a capacidade de liberagdo da



microesfera de PLGA foi baixa (< 35%) e o perfil de liberaco da proteina das
microesferas foi linear e controlado somente pela difusdo em 30 dias de andlise. A
incorporacé@o de PEG melhorou o perfil de liberagdo, onde em 30 dias, a quantidade
liberada de proteina das microesferas de PLGA foi 30ug OVA/mg microesfera,
enquanto que PLGA:PEG (1:3) foi de 150ug OVA/mg microesfera.

Shreir and Deluca (2001) compararém a capacidade de ligacdo e o perfil de
liberagdo da proteina 2 (recombinant human bone morphogenetic - rhBMP-2)
usando uma série de polimeros hidrofobicos e hidrofilicos da familia dos &acidos
laticos e glicdlicos (PLGA: RG501H, RG502, RG502H, RG503, RG503H, RG 504,
RG504H, RG752, RG752H). Esses polimeros apresentam diferentes razdes lactico-
glicolico (50:50 and 75:25), diferentes massas molares (8 — SOkDa) € grupos
terminais {grupo carboxila livre (H) ou esterificado). Microesferas porosas de
tamanhos similares foram produzidas através da dupla emuis@o seguida da
evaporacéo do solvente, usando os diferentes polimeros. As microesferas foram
caracterizadas quanto a capacidade de ligacéo e liberacdo das proteinas adsorvidas
e encapsuladas, respectivamente. As microesferas constituidas pelos polimeros com
o grupo terminal carboxila livre apresentaram maior capacidade de adsorgdo das
proteinas. Microesferas compostas pelo polimerc com o grupo terminal carboxila livre
degradou mais rapidamente em relacdo ao grupo terminal carboxila esterificado.
Polimeros de baixa massa molar degradaram mais rapido que os de alta massa
molar. As microesferas compostas pelos polimeros PLGA RG503 e RG503H
liberaram parcialmente as proteinas em 40 dias, sendo a liberago acumulativa de
75% para RG503 e 30% para RG503H no mesmo periodo.

3.3.5 — Métodos de Produgdo

O meétodo desenvolvido para a liberacdo de proteinas deve assegurar
facilidade na producdo, qualidade e biodisponibilidade da proteina e n&o toxicidade
da formulagdo. Alguns métodos enconirados na fiteratura forecem todos os
requisitos citados acima, com exceg¢do do custo, em geral elevado, além da
complexa producdo (Cleland et al., 2001).
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Varios metodos tém sido descritos na literatura para a obtencdo de
microesferas. A escolha do melhor método depende de fatores como: natureza do
polimero, natureza do farmaco e sua aplicagédo (via de administracdo e tempo de
liberagdo). Dentre eles, o mais utilizado para a encapsulacdo de compostos
hidrofilicos, principalmente antigenos protéicos e DNA, € o método da evaporacio do
solvente em fase aquosa. Esse método & simples, reprodutivel, de facil transposicio

para escala industrial e cuja realizacdo em condigbes assépticas garante a
esterilidade final e integridade do produto.

3.3.5.1 — Método da Evaporacéo do Solvente

Neste método estdo incluidos todos os processos em que se torna necessario
a eliminac&o do solvente, no qual o polimero esta dissolvido. Em todos os casos é
preciso, previamente, formar uma emulsdo e dependendo da natureza da fase
continua dessa emuis&o, o método da evaporagéo do solvente pode ser em fase
aquosa ou oleosa.

Em fase aquosa, as particulas podem ser produzidas por evaporagdo do
solvente a partir de emuls&o simples ou emulséo muitipla. A emulsdo simples é
usada amplamente para encapsulacio de agentes lipossolUveis com boas eficiéncias
de incorporacgo. No entanto, agentes hidrossollveis s&o encapsulados com maior
eficiéncia em emulsGes mdltiplas. A emuisdo mdiltipla forma-se pela adigio da fase
aquosa interna (contendo o bioativo) sobre a fase orgénica, contendo o polimero.
Apobs as misturas das fases e, sob forte agitagao, é produzida uma emulséo primaria
do tipo agua em Oleo (A/O). Em seguida, essa emulsdo priméria é incorporada na
fase aquosa externa, sob agitacgdo moderada, visando a formacdo de emulsdo
multipla agua em 6leo em agua (A/Q/A). Posteriormente, o sistema é submetido 2
remogao do solvente organico, ocorrendo precipitagdo do polimerc e estruturagio
das microesferas. O esquema da Figura 8 ilustra a preparacéo deste método.
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Solu¢do de PLGA Fase aquosa interna

!

Emulsio Priméria
(AJO)

Fase aquosa externa
contendo o estabilizador

Emuisdo Dupla
(AFOIA)

Figura 8 - Representacido esquematica do processo de preparacio de microesferas pelo
método da emulsdo mditipla A/O/A .

A etapa de evaporagdo do solvente nestes processos é extremamente
importante. Vale salientar que para aplicagbes parenterais, o nivel residual do
solvente na formulagdo ndc pode ultrapassar 500ppm. O solvente, além de
solubilizar o polimero, deve ser imiscivel ou fracamente miscivel na fase continua e
voldtil (ponto de ebulicdo menor que a fase continua). Os mais empregados na
producdo de microesferas s&o: o diclorometano e acetato de etila, ambos capazes de
formar emuls@o tipo A/O/A e facilmente removidos do sistema por evaporacao
(Jensen, 2000). A Tabela 3 apresenta propriedades fisico-quimicas de solventes
usados na produgao de microesferas de PLGA.
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Tabela 3 — Propriedades fisico-quimica de alguns solventes usados na producdo de
microesferas com o polimero poli-latico-co-glicolico (PLGA) (Adaptado de Jensen, 2000).

Solvente Ponto de ebulicio  Densidade Solubilidade em
{ccy’=m (g/mL)=™ H,0 (mL/mL)%*°
Acetato de etila 77 00,8980 110
Acetona 82 0,7880 Miscivel
Cloroférmio 62 1,4840 1/200
Diclorometano 40 1,3255 1/50
Tetrahidrofurano 66 ' 0,8892 miscivel

3.3.6 — Microesferas de PL.GA em Aplica¢des Imunolégicas

A primeira aplicagdo de microencapsulagéo na tecnologia de vacinas foi
divulgada em 1979 atraves de um estudo que revelou que os sistemas poliméricos
foram capazes de liberar continuamente o antigeno e estimular a resposta imune
humoral (Newman et al., 1998). Nos dltimos anos, as microesferas de PLGA foram
intensamente investigadas como sistemas reservatérios injetaveis para a liberacao
controlada de moléculas bicativas. A capacidade de liberagdo continua do antigeno
pelas microesferas com diferentes tempos de degradacio mostra-se promissora
como estratégia de vacinacéo.

Microesferas de PLGA possuem a vantagem de serem biodegradéveis e
quando injetadas sa@o isentas de reagbes adversas como a ulceracdo no sitio de
administracdo. Além disso, sua potencialidade de utilizagdio como adjuvante reside
no fate delas formarem, ap6s administragdo subcuténea ou intramuscular, depdsito
onde o antigeno € liberado lentamente, de maneira controlada, de acordo com a
propor¢&o dos polimeros utilizados na fabricacdo. Em contato com fluidos bioldgicaos,
sofre processo de desintegracéo ou degradagfio, que pode durar dias ou meses,
liberando o bioativo.

Os sistemas poliméricos, biodegradaveis e atéxicos, podem ser preparados
sinteticamente com propriedades capazes de induzir tanto resposta imune celular
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como humoral. Além destas vantagens, suas propriedades fisico-quimicas permitem
projetar microparticulas com tamanhos e propriedades adequadas para as
aplicagbes especificas.

Varias caracteristicas das microesferas de PLGA mostram a sua eficiéncia
como sistemas de liberacdo para uso em vacinas. Dentre elas, o tamanho das
microesferas de PLGA que parece afetar a potencializagdo da resposta immune,
onde a injecao do antigeno em microesferas menores que 10um, em diédmetro,
promove intensa producdo de anticorpos circulantes (resposta humoral). Essa
propriedade pode ser fung@o do efeito de depédsito e rapida fagocitose das
microesferas pelas células apresentadoras de antigeno (Eldridge et al., 1991).

Tobio et al. (2000) mostraram que o efeito potencializador das microesferas
pode ser alcangado, encapsulando ou adsorvendo adjuvantes, como os sais de
aluminio nas microesferas. Esses sais, incorporados nas microesferas, a uma
concentrac@o 10 vezes menor que a usada como controle, atraem mais facilmente
células do sistema imune que favorecem a captura das microesferas, aumentando a
resposta imune.

Apesar da abrangéncia das aplicagdes de microesferas em vacinas, conira:
céncer, difteria, tétano, turbeculose e patologias oculares (Tobio et al., 2000; Lima et
al., 2000, Martinez-Sancho et al., 2004), poucos trabalhos tem empregado antigenos
encapsulados em microesferas de PLGA para atuacéo como imunomoduladores em
alergia.

3.3.8.1 - Microesferas como veiculos de alérgenos

Batanero et al (2002) estudaram o principal alérgeno do poélen da oliveira,
denominado de Ole e 1, encapsulado em microparticulas de PLGA (DL-lactico
glicolico) preparadas pela técnica da evaporagédo do solvente em emulsdo dupla.
Propriedades fisicas das microparticulas, tais como tamanho, morfologia de
superficie, eficiéncia de encapsulagdo do alérgeno e liberagdo foram investigadas.
As microparticulas obtidas através da técnica foram de natureza esférica,
apresentando diémetré menor que 2 um e eficiéncia de encapsulacio de 60-70%.

49



SDS-PAGE e imunobilotting da Ole e 1 liberada das microparticulas confirmaram a
integridade molecular e as propriedades antigéncias da Ole e 1 gue permaneceram
inalteradas apds o processo de encapsulacio e degradacido polimérica. Esses
resultados mostraram-se promissores para a utilizagdo deste sistema de liberacéo
antigénica na terapia de dessensibilizacdo em alergia.

Sharif et al. (1995) estudaram a encapsulagio do alérgeno Dermatophagoides
pteronyssinus (D.Pt) em microesferas de PLGA 50:50 (RG 505) produzidas pelo
método da evaporagdo dos solvente. A eficiéncia de encapsulacdo do D. Pt. foi de
51%. Resultados de focalizag&o isoelétrica revelaram que todos os componentes
protéicos do alérgeno foram encapsulados nas microparticulas de 1,0um de
didmetro e que a atividade de ligacdo da IgG do maior componente alergénico (Der
1) n&o sofreu alteracdo no processo de encapsulacdo. Os resultados obtidos deste
trabalho indicam que o processo de preparagdo de microparticulas pouco influencia a
integridade do alergeno D. Pt encapsulado. Este estudo sugere que proteinas
alergénicas pouco afetadas pelo processo de producdo de microesferas podem ser
potenciaimente utilizadas em liberag&o controlada para terapia de dessensibilizacéo
em alergia.

Delgado et al. (1999) investigaram a produgdo de microparticulas de PLGA
50:50 (34kDa, RG 503) encapsuiando ovoalbumina para uso em vacinas através da
imunizac&o oral. As microesferas foram produzidas pelo método da evaporagéo do
solvente atraveés da emulsdo A/O/A, usando polimeros entéricos Eudragit1 L100-55
and carboximetiletilicelulose (CMEC) como estabilizadores. Microesferas produzidas
com PVA foram usadas como confrole. Em todos os casos, microesferas com
ovoalbumina apresentaram didmetro menor que 5um, formato esférico e superficie
lisa. A eficiéncia imunolégica das microparticulas encapsulando ovoalbumina foi
avaliada em camundongos BALB/c. Foram administrados nos animais 0,1mg de OVA
encapsulada nas microesferas por 3 dias consecutivos. Essa série foi administrada
novamente (dose reforco) 4 semanas apds a série inicial. Os animais foram
sacrificados e avaliados quanto aos nivies de IgG apés 4, 6 e 8 semanas de
imunizagdo. A imunizac&o oral de camundongos com microesferas contendo QVA,
estabilizadas por PVA, CMEC ou Eudragit, induziu anticorpos IgG especifico do soro
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e IgA da saliva por até 8 semanas (periodc analisado). No entanto, as
microparticulas estabilizadas com CMEC produziram niveis de anticorpos IgA da
saliva mais elevados. Niveis de 1gG maiores foram obtidos somente apds é
administracdo da dose reforgo na quarta semana de anélise.

Newman et al. (1998) investigaram a capacidade de incorporagdo do peptideo
de ovoalbumina (OVA), formado pelos residuos de 323-339 com a sequéncia de
ISQAVHAAHAEINEAGR, em microesferas de PLGA 50:50 e a resposta imune ap6s
admininstracao em camundongos. Monofosforil fipidio A (MPLA) foi incorporado nas
microesferas, como imunomodulador, para avaliar a especificidade e ¢ tipo de
resposta imune Th1. Apds imunizagio s.c, 0s animais foram sacrificados no 9° dia e
os resultados revelaram que a resposta imune para o peptideo OVA encapsulado
com e sem MPLA foi especifica para células T. Os perfis de citosina mostraram altos
niveis de interferon (IFN-y) com baixos valores de interleucina (IL-4 e IL-10),
sugerindo uma resposta do tipo Th1. A incorporacio do MPLA nas microesferas de
PLGA resultou no aumento da produgdo de IFN-y. Os autores concluiram que
microesferas carregadas com peptideo de ovoalbumina sio capazes de induzir
resposta imune especifica do tipo Th1, cujos valores podem ser aumentados com a
incorporacio de MPLA .

O'Hagan et al. (1993) investigaram a encapsulacdo de ovoalbumina em
microesferas constituidas por PLGA de diferentes razbes acido latico-glicdlico e
avaliaram os niveis de IgG dessas particulas administradas subcutaneamente. As
microesferas encapsulando OVA foram produzidas pelo método da evaporaco do
solvente através da emulsdo A/O/A, usando PVA como estabilizador. Os polimeros
testados foram da série RESOMER: RG 506 (PLGA 50:50, 22kDa), RG 508 (PLGA
50:50, 40kDa) e RG 755 (PLGA 75:25, 18kDa). A resposta imunolégica foi avaliada
em BALB/c por um ano. Os animais foram imunizados com dose Gnica de 300ug de
OVA em tampao PBS ou encapsulada nas microesferas ou adsorvida em hidréxido
de aluminio. A partir da 4® semana, OVA encapsulada em microesferas ou adsorvida
em hidréxido de aluminio produziu niveis de IgG significativamente maiores que a
OVA soiavel em PBS. Os niveis de igG para OVA encapsulada em microesferas ou
adsorvidas em hidroxido de aluminio foram semelhantes, tendo um pico maximo na
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decima semana. Os niveis de IgG para OVA encapsulada e adsorvida em alumina
foram mantidos em niveis elevados durante 52 semanas.

Adicionaimente, esses autores estudaram a administragio de 100ug de OVA
em microesferas de diferentes tamanhos por 12 semanas, com uma dose reforgb na
sexta semana. Os niveis de IgG foram avaliados a cada 2 semanas. Observou-se
que até a sexta semana, os niveis de IgG péra OVA soldvel ou encapsulada em
microesferas de 1,5um ou 73um foram semelhantes e baixos {50 unidades). Apés a
administracio da dose reforco, os niveis de IgG aumentaram significativamente (>
400 unidades), sendo a resposta para particulas de 1,5um superior a resposta
imunoidgica das particulas de 73um.

Baseado nas consideragbes dos trabalhos citados anteriormente, pode-se
afirmar que a utilizag@o de microesferas encapsulando antigenos no tratamento da
alergia & promissora. A capacidade de liberagio do antigeno de microesferas por
meses ou anos, possibilitando a apresentacdo continua do antigeno ao sistema
imune e reducdo da freqgliéncia de doses torna as microesferas veiculos atrativos
para o tratamento de doencas alérgicas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Caracterizagdo do Extrato Alergénico
4.1.1 — Material

Extrato alergénico do fungo Drechslera (Helminthosporium) monoceras foi
produzido em nosso grupo por Hasan (2003) através de fermentacdo em estado
solido conduzida em biorreatores de leito fixo do tipo colunas de Raimbauit durante
144 horas. A extrag&o das proteinas da biomassa fungica foi feita conforme trabalho
de Saraiva (2001).

A alergenicidade das proteinas do extrato foi caracterizada previamente por
testes cutaneos, “dot blotting” e imunoblotting realizados no Laboratéric de
imunologia e alergia Experimental da Unicamp como parte do trabalho de Hasan
{2003). Nestes testes comprovou-se que 7 proteinas apresentaram carater
alergénico . S&o elas: 155,9; 104,9; 65,5; 60,0; 50,6; 44,2; e 38,1 KDa.

As eletroforeses foram realizadas com reagentes de pureza analitica, de
fornecedores conhecidos. Os marcadores de alta e baixa massa molares foram
obtidos da Bio Rad. A focalizacg@o isoelétrica foi realizada com gel 3-8 e marcador 3-
10, ambos da Pharmacia.
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4.1.2 - Métodos

4.1.2.1 - Identificacdo das Proteinas do Extrato Alergénico

A andlise qualitativa das proteinas, presentes no extrato alergénico foi feita por
eletroforese SDS-PAGE (sistema de eletroforese da Bio Rad).

Esse sistema é aplicado no estudo de proteinas desnaturadas na presenca de
dodecil sulfato de sddio (SDS) sem B-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT), visando &
determinacao da massa molar de proteinas. As proteinas desnaturadas se ligam ao
tensoativo SDS (4g SDS/g proteina), tornando-se carregadas negativamente. A
mobilidade das proteinas no gel é funcdo de suas massas molares.

Foi utilizado gel de poliacrilamida, formado pela mistura de acrilamida com
Bis-acrilamida na presenga de persulfato de aménia e tetrametiletilenodiamina
(TEMED). O didmetro dos poros do gel é fungéo das concentragdes de acrilamida e
Bis-acrilamida. Para separacéo de moléculas maiores, usou-se gel com menor teor
de acrilamida (10%) e de moléculas menores, gel de 15%. Inicialmente, as proteinas,
contidas nas amostras, foram desnaturadas com o tensoativo SDS, seguida de
aquecimento por 7 minutos a 100°C. Apds a polimerizacdo do gel, as amostras e
marcadores foram aplicados nas cavidades do gel concentrador. Em seguida,
aplicou-se uma tenséo elétrica em torno de 200V por 45 minutos. Usou-se Tris-HCL,
pH 8,0, como tampao de corrida (Alfenas et al., 1998).

A revelago das proteinas no gel foi feita por fixaggo PAGE (mistura de etanol,
acido aceético e agua) e com glutaraldeido, seguida da imobilizacdo das proteinas
com &cido tricloroacético. A coloracéo foi feita com nitrato de prata, usando como
soluc@o reveladora uma mistura de formaldeido, etanol e &cido citrico. Apods
completa revelaggo, lavou-se o gel com uma solugdo inativadora, composta
basicamente por acido acético (Alfenas et al., 1998).
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41.2.2 - Ponto isoelétrico das proteinas do exirato protéico fingico
determinada por focalizacio isoelétrica (IEF).

A determinagéo da faixa dos pontos isoelétricos da mistura de proteinas
presentes no extrato alergénico e extrato bruto foi feita em equipamento Phastsystem
da Pharmacia, segundo o protocolo de preparagéo e revelagio do fabricante. O gel
utilizado foi Phastgel 3-9 e marcador IEF 3-10.

4.2 - Lipossomas

4.2.1 — Material

Os lipidios wusados na preparaggdo dos lipossomas foram: L-a-
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), colesterol (SIGMA Chemical Co), Epikuron 200 SH
(Lucas Meyer) e distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE-PEG2000 — Genzyme).

A trealose e ovoalbumina (OVA) utilizadas no experimento foram obtidas da
SIGMA Chemical Co.

Os reagentes usados para a determinacdo das proteinas foram o azul de
Commassie (Bio Rad) para ¢ ensaio de Bradford.

O gel usado no processo de separacdo das proteinas ndo encapsuladas dos
lipossomas foi 0 Sepharose CL-6B (Pharmacia).

As eletroforeses foram realizadas com reagentes de pureza analitica, de
fornecedores conhecidos. Os marcadores de alta e baixa massa molares foram
obtidos da Bio Rad.

Amostras de plasma humano foram obtidas do Hemocentro/UNICAMP.

Agua e solucdo salina (0,9% miv) injetavel, estérii e apirogénicas foram
obtidas comercialmente.
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4.2.2 —- Métodos

4.2.2.1 — Preparacdo

Os lipossomas foram preparados em duas etapas: hidratago do filme seco de
lipidios (método cléssico de Bangham) e a rehidratacdo das vesiculas seca obtidas
do processo de liofilizag&o (Gregoriadis e Kirby, 1984).

No método da hidratacéio do filme seco, os lipidios foram dissolvidos em uma
solugdo de cloroférmio: metanol (8:2 viv). Posteriormente, os solventes foram
evaporados a vacuo em evaporador rotatério (ART LAB; Banho térmico Yamato,
modelo RE52) até a formagéo de um filme seco de lipidios no fundo do baldo. Este
filme, em seguida, foi hidratado com 10mL de uma solucdo aquosa de trealose
(diferentes concentragbes), sob agitacdo, visando 2a formacdc de vesiculas
muitilamelares.

Os lipossomas foram homogeneizados e tornados unilamelares segundo
classificacdo de tamanho, através de extrusdo (extrusora de ago-inox Lipex
Biomembranes Inc) em membranas de policarbonato (100nm didmetro de poro), com
15 passagens, a 55°C (acima da temperatura de transicao de fases dos lipidios).

Na segunda etapa de producdo, conforme metodologia descrita por
Gregoriadis e Kirby (1984), os lipossomas unilamelares foram congelados com
nitrogénio liquido e submetidos & liofilizacao (liofilizador Freezone 4.5 da Labconco)
por um periodo de 26 horas (45°C e 2,3mbar). Ap6s o processo de liofilizac8o, as
amostras foram reconstituidas ou reidratadas com tamp&o PBS (10mM fosfato,
120mM NaCl, pH 7,2) ou salina (0,9% miv) e mantidas & 55°C durante 1 hora. O
volume inicial de reconstituigdo foi 1/10 do volume original.

Nesta metodologia, foram produzidas formulaces lipossomais compostas por
fosfatidilcolina sintética (DPPC) ou natural (Epikuron 200SH®) e colesterol (8:1 m/m).
As concentracSes méssicas das preparacdes variaram de 37 a 225mg de lipidio total
por 10mL de solugio, numa razdo méssica fosfolipidio:colesterol 8:1 e 3:1. A
eficiéncia da trealose como crioprotetor nas formulagdes foi avaliada a diferentes

* Fosfatidilcolina hidrogenada nataral de soja, designada comercialmente como EPIKURON 200SH
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razGes massicas trealoselipidio (1:1 e 4:1). Os lipossomas furtivos foram preparados
com a fosfatidiicolina natural, colesterol e DSPE-PEG2000 (razdo massica
7,8:1,0:1,8), incluindo trealose na formulagéo como crioprotetor.

4.2.2.2 - Encapsulacdo de Proteinas Alergénicas

Volumes iguais (5mL) de lipossomas unilamelares vazios, compostos de
Epikuron e colesterol (8:1 m/m), e exirato alergénico de Drechslera monoceras
(1,32mg/mL) foram misturados e homogeneizados em agitador reciproco & 55°C (150
ciclos/min), anterior a etapa de congelamento. Em seguida,' as amostras foram entao
congeladas e liofilizadas por aproximadamente 24 horas. O mesmo procedimento foi
realizado para encapsulacio de ovoalbumina (2mg/mL).

A rehidratagcdo do material liofilizado foi realizada adicionando exatamente
500ul. de tamp&o PBS (10mM fosfato e 120mM de NaCl, pH 7.2) ou salina as
vesiculas secas. Em seguida, as amostras foram mantidas & 55°C por meia hora.
Posteriormente, adicionou-se mais 500ul da solugdo aquosa a fim de obter
lipossomas com uma concentracdo cinco vezes maior que a original. Procedimento
analogo foi realizado com os lipossomas furtivos.

4.2.3 — Caracterizagao Fisico-Quimica

4.2.3.1 - Teor de Fosfato

Os fosfolipidios nas formulagbes lipossomais foram quantificados pela
determinac8o do fosforo inorgénico, segundo o método de Chen (1956), com
madificagdes introduzidas por Moraes (1996) e Ribas (1997). O método consiste na
oxidaggo com H80, dos compostos de carbono a carbono elementar, que é
transformado a CO- pelo perdxido de hidrogenio (H.0,). O fésforo é convertido em
ortofosfato que forma um complexo com molibidato de aménio, sendo em seguida
reduzido pelo acido ascérbico, fazendo surgir & cor azul. A intensidade da cor
produzida é proporcional a concentragdo de fosfolipidio presente na amostra, o qual
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é quantificada através da curva de calibracdo de absorbancia versus concentracio
de fdasforo, previamente construida.

Utilizou-se 100uL de solucdo em cada tubo de ensaio (amostras, padrdes,
fosfato e o branco), juntamente com 500uL de H>S04 10N. Os tubos foram aquecidos
em placa térmica (em capela) a 200°C por 30 minutos. Apés atingirem a temperatura
ambiente, adicionou-se 165ulL de H,0, isento de fosfato, em cada um dos tubos,
aquecendo-os por mais 30 minutos em placa térmica a 200°C. Apés resfriamento até
a temperatura ambiente, adicionou-se 4mL de agua deionizada, 500ulL de solucdo de
molibidato de amédnio e 500ul de uma solugiio 8% de &cido ascorbico. Os tubos
foram, posteriormente, aquecidos em agua a 100°C por 7 minutos, favorecendo o

aparecimento da cor azul. Em seguida foram resfriados e a intensidade da cor
medida a 830nm.

4.2.3.2 — Comportamento Osmético

O comportamento osmético dos lipossomas pode ser determinado através de
medidas turbidiometricas de uma dispersdo equilibrada a vérias concentracdes
osmolares de glicose. Existe uma relacdo linear entre o volume lipossomal e o
inverso da absorbéancia a 450nm. O grafico de 1/A{absorbancia) versus concentracio
de glicose nd@o permeante é linear se os lipossomas comportarem-se como
osmémetros ideais, obedecendo a lei de Boyle-van’t Hoff:

VA = (HAN/C) + (1AL)

onde 1/A ¢ proporcional ao volume fipossomal equilibrado, 1/A; é proporcional ao
volume osmético determinado pelo volume do tamp&o no cerne aquoso durante a
formac&o dos lipossomas e 1/A. é proporcional aoc volume equilibrado numa
concentracio de glicose infinita ndo permeante (Viera et al., 1983).

Nos ensaios uma solugdo de glicose (50mM) contendo 2mM EDTA em 10mM
de tamp&@o fosfato foi adicionada ao filme seco de lipidios e aos lipossomas
rehidratados. Apds a hidrataco ou rehidratago dos lipossomas, 0,5mL da dispersio
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lipossomal foi misturada com a solugéo estoque de glicose de vérias concentractes
a fim de obter um gradiente de permeac3o através da bicamada lipidica. Ci/Cou,
razéo entre a concentrac@o de glicose encapsulada em lipossomas e presente no
meio externo, variou de 0,4 a 4. A turbidez das suspensdes foi medida a 450nm em
espectrofotdmetro (HITACHI, modelo 2001), ap6s uma hora de incubagio. Para
evitar qualquer efeito de espalhamento multiplo, a linearidade entre a absorbancia e
a concentracdo de lipossomas foi previamente verificada.

4.2 3.3 — Raio Hidrodinamico

O diametro hidrodindmico médio e a distribuicdo de tamanho das vesiculas
foram determinados por espalhamento eléstico de luz laser — Laser Light Scattering ~
em equipamento de detecgio de espectro Malvern Autosizer. A técnica baseia-se na
dependéncia das flutuacGes de intensidade do espalhamento de luz em fungdo do
tempo, devido ao movimento Browniano das particulas em suspensdo. Particulas
mencres difundem-se mais rapido que particulas grandes e a taxa de flutuacdo da
intensidade de luz espalhada varia de acordo com a velocidade de difusdo (New,
1990). O coeficiente de difusdo médio transiacional dos lipossomas em solucéo
diluida pode ser medido e o didmetro hidrodindmico médio, Dy, é calculado pela
equacdo de Stokes-Einstein (Lasic et al, 1993):

D = (KT)(6Dyp)

onde k € a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, D é o coeficiente de
difuséo das particulas e u & a viscosidade do solvente.

O equipamento utilizado foi um Autosizer 4700, acoplado a um sistema de
aquisigdo de dados. A analise dos dados foi efetuada através do software PCS 4700.
As medidas foram realizadas em dois angulos de espalhamento (90 e 135°). A Figura
9 ilustra 0 esquema do equipamento para a determinacéo do tamanho das particulas.
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Figura 9 - Esquema do equipamento para a determina¢do de medidas de tamanho das
particulas por espalhamento de luz (adaptado de Ostrowsky, 1993).

4.2.3.4 — Carga Superficial

A caracteristica essencial as dispersdes coloidais é a grande relagéo
area/volume para as particulas envolvidas. Nas superficies de separagéo entre a
fase dispersa e o meio de dispersdo ha a manifestacdo de alguns fendmenos de
superficie, tais como efeitos de adsorgdo e dupla camada elétrica. A carga superficial
do coldide influencia a distribuigdo espacial de ions no meio liquido, atraindo os ions
de carga oposta (contra-ions) e repelindo os de mesma carga (co-ions). Isso,
juntamente com os efeitos do movimento térmico levam a formacfo da dupla camada
elétrica, que consiste de uma regido interna — camada de Stern (contra-ions
adsorvidos) e uma regido difusa, onde os co-ions encontram-se no meio polar
(Figura 10).

A analise das forgas no sdlido ou no liquido pode ser conduzida em termos de
carga ou do potencial eletrostatico. Neste ditimo caso, o potencial médio na
superficie pode ser chamado de potencial zeta ou potencial eletrocinético ({). O
potencial zeta é funcio do pH e da forga ibnica do meio. E esperado que o potencial
zeta diminua com o aumento da forca ibnica, devido a um deslocamento dos ions da
camada de Stern, quando a camada difusa € comprimida (Hunter, 1881).



Carga negativa

Camada de Stern — regiiio do potencial zeta

Figura 10 - Distribuicdo do potencial na regido da dupla camada de uma particula
carregada, mostrando a posicéo do potencial zeta.

A carga superficial dos lipossomas vazios e incorporando proteinas, medidas
como potencial zeta ((), foram determinadas em tampéao PBS (pH 7.2) e agua (pH
8.0), a 25°C, por espalhamento de luz Doppler (equipamento Malvern Autosizer
3000). O método usado baseia-se em uma fungdo de autocorrelagdo a luz espalhada
numa solucdo coloidal (medida por um sistema de contagem de fotons), o qual é
convertido em um espectro de freqiéncia. As frequéncias sado convertidas em
velocidades, mobilidade eletroforética e por fim em potencial zeta.

4.2 3.5 — Transicdo de Fases

A temperatura de transicdo de fases dos lipossomas convencionais e furtivos
vazios, formados por epikuron.colesterol (8:1 m/m) e trealose foi determinada por
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microcalorimetria diferencial de varredura (microcalorimetro VP-DSC, MicroCal Inc.).
Nessa técnica, as temperaturas da amostra e da referéncia aumentam linearmente
com o tempo e a diferenca entre elas é mantida igual a zero. A medida que a
amostra sofre uma transi¢cdo endotérmica, uma certa quantidade de energia é
fornecida, de maneira que sua temperatura mantenha-se igual & da referéncia. Essa
quantidade de energia representa a entalpia de transi¢io de fase. Na auséncia de
eventos térmicos, obtém-se uma linha de base.

Nos procedimentos dos ensaios, utilizou-se 0,5mL de amostra liquida e a
mesma quantidade de agua como referéncia. Para as amostras liofilizadas foram
usadas aproximadamente 12 mg e como referéncia um capilar de ago inox vazio.
Varias varreduras de 20 a 110°C foram realizadas a uma taxa de 30°C/hora.

4.2 3.6 — Morfologia

A morfologia e tamanho dos lipossomas liofilizados (pd) foram observados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Todas as micrografias foram obtidas
usando © microscopio produzido pela LEICA, modelo LEQO 440i equipado com
detector secundario de elétrons. A voltagem de aceleracdo usada variou de 3 — 5kV.
Inicialmente, as amostras foram fixadas em um porta-amostra atraves de fita adesiva
dupla-face. Posteriormente, essas amostras foram recobertas com uma fina camada
de ouro e analisadas. As imagens foram salvas em arquivos TIFF a 16 ou 32 bit.

4.2.3.7 — Cristalinidade

As particulas resultantes da liofilizac&io dos lipossomas foram caracterizadas
quanto ao grau de cristalinidade através da técnica de difracdo de raios-X. Essa
propriedade esta relacionada com a érea superficial das particulas secas e com a
facilidade de hidratacao para a produgéo dos lipossomas. O equipamento utilizado foi
fabricado pela Philips, modelo XPERT, cuja fonte de raios-X é de cobre (Cu). As

varreduras foram realizadas a 2° por minuto, entre 5 e 80° (20) e os ensaios &
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temperatura ambiente com as amostras lipossomais (convencional e furtivo) secas
com e sem trealose.

4.2 3.8 — Interacdes Trealose/Fosfolipidios

Os ensaios de interacdo entre os grupos OH da trealose e P=0 dos fosfolipidios
foram realizados por espectroscopia de infravermelho. Conforme trabalhos de Crowe
et al. (1987,1989), o efeito crioprotetor da trealose sobre as membranas desidratadas
se deve a capacidade da trealose formar ligagdes de hidrogénio com o grupo fosfato
dos lipidios desidratados. Assim, espectros de infravermelho (equipamento Boomem
MB series Hartmann & Braun — Michelson) das amostras preparadas em pastilhas de
KBr foram coletados fazendo-se varreduras de 4000 a 400nm.

4.2 39 - Estabilidade em Plasma

Os ensaios de avaliacdo da estabilidade de lipossomas, convencional e
furtivos, foram realizados com plasma humano & 37°C. Adicionou-se a imbL de
plasma, 200uL de lipossomas unilamelares vazios (6mg/mi. de lipidio total). A
amostra foi incubada por 24 horas. A cada 2 horas, medidas de absorbancia a
340nm foram realizadas em espectrofotdbmetro (Hitachi 2010).

4.2.3 10 - Separacéo das Proteinas Alergéncias

O método de escolha para a sepafagéo das proteinas alergénicas que nio
foram encapsuladas em lipossomas foi cromatografia em gel por “Spin Column”.
Esse método € bastante usado na separacio de farmacos ndo encapsulados em
lipossomas, como descritc por New (1990) e Dipalii (1996), por nao diiuir a
suspensdo lipossomal a ser separada, como acontece na cromatografia em gel
convencional.
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Neste procedimento foram usadas seringas de 5mL empacotadas com o gel
Sepharose CL-6B, utilizando 1a de vidro como suporte. As seringas foram colocadas
em tubos de coleta e submetidas a centrifugacdo. inicialmente, o gel foi equilibrado
com tamp&o PBS (10mM fosfato, 120mM NaCl, pH 7,2) e posteriormente saturado
com lipossomas unilamelares vazios. ApGs a saturagdo, efetuou-se dez lavagens
para remocao dos lipossomas néo adsorvidos. Em seguida, 1miL de amostra foi
aplicado, centrifugado e recolhido. A coluna foi lavada dez vezes com o mesmo
tampédo e as amosiras de cada lavagem recolhidas para posterior andlise da
concentracgo protéica em cada fragdo. A velocidade de rotagio usada foi de
3000rpm durante 1minuto para cada ciclo.

Para a separagéo da ovoalbumina n&o encapsulada em lipossomas, utilizou-
se a cromatografia de permeagdo em gel com Sepharose CL-6B (8cm x 1,5¢m).
Inicialmente, o gel foi equilibrado com solugéio salina e posteriormente saturado com
lipossomas unilamelares vazios. Apos lavagem (50mL salina), 1mL de amostra foi
aplicado. Fragbes de eluigdo equivalentes a 1mlL foram recolhidas e analisadas
guanto ao teor protéico.

4.2.3.11 - Determinac&o do Teor Protéico

Neste trabalho, o método de Bradford foi utilizado para determinacéo do teor
protéico.

Ensaio Bradford

O azul de comassie apresenta uma absorgdo méxima a 465nm, porém
quando ligados a proteinas essa absorcio é deslocada para 595nm. Iniciaimente,
diluiu-se a solucdo de Bradford (azul de Commassie) com &gua deionizada na
proporgcao 1:4, respectivamente. Apds a diluicgo, a solugéo foi filtrada em papel de
filtro watmann n®1.

Em tubos de ensaio, adicionou-se a 1,5mL do reagente, 30uL da amostra. No
caso do branco, utilizou-se 30uL de agua. A curva de calibragéo foi construida com
BSA a diferentes concentragbes, partindo de uma solugdo mée de 2,25mg/mL. Para



as amostras com proteinas encépsuladas, os lipossomas foram submetidos
previamente a uma exiragdo com cloroférmio:metanol (9,5:0,5 viv), visando a
separagéo dos lipidios (migracdo para a fase apolar) das proteinas (fase aquosa),
uma vez que os lipidios séo interferentes deste método.

4.2.3.12 - ldentificacdo das proieinas encapsuladas em lipossomas

A identificacdo qualitativa da massa molar das proteinas encapsuladas em
lipossomas foi feita por eletroforese SDS-PAGE (sistema de eletroforese da Bio
Rad), para verificagdo da excluséo durante o processo de encapsulagio. Os
lipossomas foram previamente rompidos através da extracéo liquido-liquido com
cloroférmio:metanol (9,5:0,5 viv), visando a liberag@o das proteinas encapsuladas ou
incorporadas para o meio aquoso. A metodologia usada para a realizagéo da
eletroforese SDS-PAGE esta descrita no item 4.1.2.1.

4.2.4 - Liberagdo das proteinas Alergénicas

Varias aliquotas de 1mL de lipossomas convencionais e furtivos rehidratados,
contendo as proteinas encapsuladas foram deixados em agitador reciproco a 37°C
sob agitacdo (150 ciclos/min). Nos tempos, 0, 5 10, 15, 30,45 min., 1,2, 4,6, 8 e
24h, cada tubo de eppendorf referente ao tempo estudado eram retirados. As
aliquotas foram filiradas em membranas de 100nm de poro, visando a separagéo da
proteina liberada da encapsulada, e posteriormente analisadas quanto ao teor
protéico.
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4.3 - Microesferas
4.3.1 - Material

PLGA 50:50 [poly(DL-lactide-co-glycolide)] (LactelBP 0100. MM 45000-75000),
Ponceau S, trealose e ovoalbumina foram obtidos da Sigma Chemical Co e alcool
polivinilico (PVA - MM 49000) da Aldrich Chemical company Co.

PLGA 50:50 [poly(DL-lactide-co-glycolide)] de varias massas molares e
diferentes terminagbes foram obtidos da Boehringer Ingelheim — Alemanha. Os
polimeros usados foram RG502 (MM 12000), RG503 (MM34000) e RG504 (MM
63000) com o grupo terminal carboxila esterificado e RG502H (MM 12000), RG503H
(MM 34000) e RG504H (MM 63000) com o grupo terminal carboxila livre. Neste
trabalho, os polimeros serdo referenciados por seus codigos comerciais.

Os solventes utilizados na preparacdo de microesferas apresentaram grau de
pureza elevado e foram obtidos da Aldrich Chemical Co. Agua e solugdo salina
estéril e aprirogénica (uso injetavel) foi obtida comercialmente.

4.3.2 — Métodos

4.3.2.1 - Preparacdo

As microesferas de PLGA 50:50 foram preparadas peilo método da
evaporagcdo do solvente baseada na formagio de uma emulsdo dupla'
agualdleo/agua (A/OfA). A emulsdo primaria consistiu de uma fase oleosa formada
pelo polimero PLGA 50:50 (400mg) dissolvido em 4ml de diclorometano (DCM) e
uma fase aquosa (250 ul agua ou salina), contendo Ponceau S a ser encapsulado.
Essa emulsdo foi agitada por 2min a 24000rpm (Ultraturax®). Posteriormente, a
emuls&o primaria foi vertida em 20ml de uma sclucio de PVA e agitada a 19000rpm
(Uttraturax®) por 2 min. Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente. A
emulsdo A/O/A foi agitada a 1000rpm por 3 horas a temperatura ambiente, visando a
evaporacdo do solvente. '



As microesferas foram coletadas por centrifuga¢éo (2000rpm/10min.), lavadas
trés vezes com agua, resuspensas em PVA 1% e liofilizadas por 24 horas.

Para avaliar a influéncia da massa molar e grupos terminais dos polimeros
sobre o tamanho, morfologia e liberacio do Ponceau S das microesferas, diferentes
PLGA 50:50 foram usados na preparagio das microparticulas. A Tabela 4 mostra os
seis tipos de polimeros estudados na preparagdo de microesferas encapsulando
Ponceau S com suas propriedades importantes para o processo.

Tabela 4 — Polimeros de diferentes massas molares e grupos terminais usados nos
experimentos. PLGA 50:50 da Boehringer ingelheim: RG502, RG503 e RG504 (terminagéo
hidrofébica) e RG502H, RG503H e RG504H (terminacio hidrofilica).

50:50 0,16-0,24

RGS502H* 12 000 50:50 0,16-0,24
RG503 34 000 50:50 0,32-0,44
RG503H* 34 000 50:50 0,32-0,44
RG504 63 000 50:50 0,45-0,60
RG504H* 63 000 50:50 0,45-0,60

MM — massa molar

v.i. — viscosidade inerente

* RG (H) identifica polimeros que apresentam acido carboxilico livre na sua terminagdo. Os outros RG's
apresentam grupo carboxila esterificado na sua terminaco.

4.3.2.2 — Incorporacao das Proteinas

O extrato alergénico (24mg/mL) ou ovoalbumina (38mg/mL) foi incorporado as
microesferas na fase aquosa (250ul.) da emulsdo priméria.
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4.3 2.3 - Planejamento Fatorial 2°

O planejamento estatistico de experimentos foi realizado visando determinar a
influéncia das varidveis do processc no didmetro das microesferas. Para este
experimento, preparou-se microesferas com o polimero PLGA (LactelBP 0100) de
proporgbes equimolares, encapsutando Ponceau S.

O planejamento fatorial utilizado foi 2° com trés pontos centrais para o calculo
do erro, 0 qual requereu um total de 11 experimentos. As varidveis investigadas
foram: concentracao de alcool polivinilico (PVA, MW 49000, Aldrich), agitacdo (RPM)
da segunda emulsdo e razdo fase continuaffase dispersa (FC/FD). Os niveis
escolhidos para as variaveis do processo, determinados a partir dos limites de
operacgao do equipamento, s&o apresentados na Tabela 5, e as combinacdes usadas
para cada experimento s&o listadas na Tabela 6. O polimero PLGA 50:50 utilizado
neste experimento foi o LactelBP 0100%.

Tabela 5 - Variaveis utilizadas no planejamento fatorial 2° com os seus respectivos niveis.

Concentragcdo de alcool polivinilico,

PVA (%) |
Agitacao, (RPM) 13000 16000 19000
Razo fase continua/fase dispersa, 1.5 1125 1:20
(FC/FD)
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Tabela 6 - Planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais para o calculo do erro.

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Os experimentos foram realizados em ordem aleatéria e todos os calculos dos
efeitos estatisticos e do erro, assim como a estimativa do modelo e as superficies de
resposta, foram obtidos do programa computacional °STATISTICA® 50 -
Development Environment software”.

4.3.3 - Caracterizacdo Fisico-Quimica

4.3.3.1 - Andlise da Taxa de Evaporacio do Solvente

A evaporagao do solvente das microesferas foi acompanhada por microscopia
dtica. Durante a etapa de evaporacio do solvente, aliquotas das diferentes amostras
foram retiradas nos tempos 0, 20, 40, 60 e 120 min. E observadas em microscopio
otico (NIKON Eclipse TS100F com camera CCD optronics LE-D). A presenca de um
software especifico acoplado ac microscopio 6tico permitiu analisar o diametro de
cada microesfera presente nas fotomicrografias através de contagem automatica.
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4.3.3.2 - Morfologia das Particulas Secas

A morfologia e tamanho das microesferas liofilizados (p6) foram observadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV). Todas as micrografias foram obtidas
usando o microscopio LEICA, modelo LEO 440i equipado com detector secundario
de elétrons. A voltagem de aceleragdo usada variou de 5 — 10kV. Iniciaimente, as
amostras foram fixadas em um porta-amostra através de fita adesiva dupla-face.
Posteriormente, essas amostras foram recobertas com ouro e analisadas. As
imagens foram salvas em arquivos TIFF a 16 ou 32 bit.

O tamanho das microesferas foi determinado através de contagem automatica
do diametro D[1,0] usando software Image Tool vers&o 3.0 (University of Texas, San
Antonio, Texas, USA, http://ddsdx uthscsa.edu/dig/itdesc.html).

4.3.3.3 - Degradacao in vitro

A degradacéo das microesferas foi analisada através da perda de massa das
microesferas (hidrélise do polimero). Amostras de microesferas de PLGA 50:50
foram devidamente pesadas (25mg) e adicionadas a 1mL de tamp&o PBS (pH 7.2,
10mM). As amostras foram incubadas a 37°C em agitador reciproco (150 ciclos/min.)
por varios dias (30 - 60 dias). Em intervalos de tempo pré-determinados, as amostras
foram coletadas, centrifugadas, secas (dessecador a vacuo) e pesadas.

A morfologia estrutural das microesferas degradadas, apds pesagem, foi
tambeém monitorada por microscopia eletrénica de varredura.

4.3.3.4 - Eficiéncia de Incorporacio

A eficiéncia de incorporagdo do Ponceau S ou das proteinas alergénicas foi
determinada dissolvendo 5 mg of microesferas em uma solugdo 0,1 M de NaOH
contendo 0.1% SDS (2mL) (Sharif and O’Hagan 1995). A mistura foi incubada sob
agitacdo branda durante 24 h a 37°C. Apds centrifugaco e filtragdo em membranes
de 0,22 pym, as proteinas ou Ponceau S no sobrenadante foram analisadas. O
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ponceau S foi quantificado através de uma curva de calibragdo previamente
construida a 492nm. A massa do extrato alergénico ou ovoalbumina encapsulada por
massa seca de microesferas foi também determinada.

Assim, a eficiéncia de encapsulagao foi calculada como:

__massade poteina ou Ponceau$ encapsulado
_ massa inicial

E.l x100

4.3.3.5 — Carga Superficial

Microesferas vazias e contendo as proteinas encapsuladas foram analisadas
em equipamento Zeta Sizer 3000 (Malvern, USA) para determinagao da carga liquida
total das particulas, nas mesmas condi¢cdes descritas no item caracterizagio fisico-
quimica dos lipossomas.

4.3.3.6 — Transicdo vitrea

As microesferas poliméricas constituidas pelos polimeros RG503 e RG503H
com extrato alergénico foram caracterizadas por calorimetria diferencial de varredura,
na tentativa de comparar os valores de transigdo vitrea (Tg) para os polimeros puros
e as microesferas obtidas. A faixa de temperatura usada foi de 5-100°C a uma taxa
de aquecimento de 10°C/min.

4.3.4 - Liberagdo das Proteinas

Para a determinagdo do perfil de liberagdo in vitro do Ponceau S, varias
aliquotas de microesferas (25mg) em tampdo PBS (1mL, pH 7.2, 10mM),
correspondente a intervalos de tempo pré-determinados, foram submetidas & 37°C
em agitador reciproco (150 ciclos/min.) durante 5 dias. No intervalo de tempo
especifico a amostra foi coletada, centrifugada e o sobrenadante analisado quanto a
concentragdo de Ponceau S, utilizando curva de calibragéo previamente construida.
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As amostras contendo proteinas (50mg) foram suspensas em 2mL de salina 3
37°C sob agitacdo (150 ciclos/min.) e analisadas durante 40 dias. Em intervalos de
tempo pré-determinados, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
coletado para posterior andlise do teor protéico. Todo o volume do sobrenadante era
retirado e substituido por um novo volume de solugéo salina (liberagcdo com troca de
solug@o). Em seguida, a amostra foi homogeneizada e retornada ao agitador
reciproco.

A permeacgdo dos compostos encapsulados através das microesferas foi
representada matematicamente pelo modelo fisico de difusdo de solutos no interior
de esferas sdlidas, descrito pela lei de Fick. No modelo, ndo foi considerada a
liberacdo por eroséo das microesferas.

Em coordenadas esféricas e considerando somente a difusdo na direcdo do
raio das particuias, tem-se a equacéo (1) para representar o modelo:

1 6 ,cc 1 éc
1 o208\ _1é Eq. 1
rzar[r &J Do Ea. 1)

A equac&o (1) foi resolvida considerando as seguintes condigdes de contorno:

e

cc2 —t>0er=R=>c(Ri)=c=0

cc3 — ¢ (r,¢) € um valor finito para 0 <r >R

A solugéo da equacéo (1) gera uma série de Fourier de senos, a qual fornece
a seguinte expressao para o perfil de conceniracdo no interior das particulas
representada pela equacdo (2):

b}
»
0
=
o,
]
=N
ty
N

clr,t)= w%mg(— 1y exp]:— (?«%sz @— (Eq.2)

A quantidade fotal do soluto difundido no solvente (considerando N particulas)
e representada pela equagéo (3):
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)= N|clrtpmar = N _zcmg(m_ )

De onde o perfil de concentracdo em fungdo do tempo pode ser caiculado pela
equacao (4}

). 22 L expl-n°zke) (Eq. 4)

cint A

Expressando esse perfil em termos do farmaco liberado na solugéo, que é a

-3
variavel medida experimentaimente, tem-se, d (t) c(f) , fogo:

Cimt Cint

c*() _v 2
=1 T el k) Eq.5)

Onde c*{t) é a concentraggo do farmaco difundida para o meio aquoso num
tempo t, ¢ @ quantidade liberada apés um tempo infinito, 0 que comesponde a
quantidade total de farmaco incorporado nas particulas no instante inicial do
experimento, e k é a razdo (D/R?), onde D é o coeficiente de difusdo do farmaco na
estrutura e R o raio das particulas.

A partir do modelo proposto e dos dados experimentais obtidos foi ajustado o
parametro de difusdo k pelo método da maxima verossimilhanca, utiizando um
software desenvolvido pelos pesquisadores Leonardo Machado de Rosa e José
Roberto Nunhez (LCPD/FEQ/Unicamp). Neste método as incertezas de todas as
medidas experimentais sdo levadas em conta no ajuste.

Os dados ajustados referem-se ac modelo de difusio e consiste
matematicamente em uma funcdo representada por uma série, onde 0 parametro a
ser obtido, k, pertence a todos os termos dessa série, que varia de um a infinito.
Obviamente o numero de termos da série € um valor, que para propésitos praticos
representa o valor exato da fungao. Desta fénna, utilizou-se 1000 termos da série.
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Este valor foi muito maior que ¢ necessario, visto que apés algum tempo ocorria a
convergéncia da série, bastando apenas o primeiro termo para representar a funcio.
O unico ponto critico € quando { tende a zero. Neste caso a série apresenta
problemas de oscilacdo. Entretanto, no limite quandc f tende a zero, a série &
representada pela funcao:

M) _ 20
M 1

=0

7 (Eq. 6)
7

Deve-se notar que a equacdo (6) € a propria série do limite de t tendendo a
zero, e ndo uma aproximagao da mesma conforme GUY et al. (1982).
O coeficiente de permeabilidade das microestruturas, P, é definido pela razdo

entre o fluxo J e a diferenga de concentracéo entre as solugdes interna e externa, Ac.

P=- | (Eq. 7)

Em termos da constante k usada no modelo {(equaco (5)), a permeabilidade
pode ser expressa considerando o comprimento caracteristico de uma esfera, ou
seja, arazao VWA:

p=tZ (Eq. 8)

Onde V e A sé@o o volume e a area superficial das particulas, respectivamente.
Nos célculos, considerou-se o didametro médio das microesferas.
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4.4 - Ensaios in vivo
4.4.1 — Material

Solucgdo salina injetavel e seringas descartaveis (estéreis e apirogénicas) foram

obtidas comercialmente. ‘

igG anti-rato conjugada com peroxidase, soro fetal bovino, polioxietileno
sorbitan monolaurato (Tween-20) obtidos da Sigma Chemical Co.

IgE purificada de camundongo foi obtida da Ambriex.

Placas de poliestireno de fundo chato (96 pogos — BD Falcon™) e substrato
TMB (tetrametil benzidina) foram obtidos da BD Bioscience Pharmingen.

Animais: foram empregados camundongos da linhagem BALB/c, femeas de
6-8 semanas de idade, adquiridas do Biotéric Central da Unicamp (CEMIB) e
mantidos no biotério do Laboratério de Imunologia e Alergia Experimental, sob
condicbes sanitarias livres de patdégenos conhecidos, controle de luz e temperatura,
recebendo agua e racio ad libitum.

Demais reagentes usados apresentaram grau de pureza elevado e foram
obtidos dos principais fabricantes.

4.4.2 - Métodos

4.4.2.1 — Protocolo de Sensibilizacaoc

Os ensaios foram realizados com camundongos BALB/c, fémeas, de 6-8
semanas. Foi administrade nos animais, via s.c., 10ug de OVA em 200ul de solucao
salina:adjuvante completo de Freund (1:1 viv), conforme esquema 1. Doses reforgos
foram aplicadas, via intraperitonial, no 21° dia (10ul. de OVA em 200uL de solugdo
salina) e no 28° dia (50ug de OVA em 200ul. de solugdo salina).

Todos as solugbes e vidrarias utilizadas neste protocolo foram estéreis e
apirogénicas.
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4.4.2 2 — Protocolo de imunizacio

A imunizacdo dos animais foi realizada através da injecdo sequencial de
lipossomas (sistemas de liberac@o rapida) e microesferas (sistemas de liberagdo
lenta). Para a imunizagdo com OVA, os animais devidamente sensibilizados foram
divididos em dois grupos. Cada grupo foi composto por 20 animais. Os lipossomas
foram aplicados 48h apés a uUltima dose reforco e as microesferas administradas nos
animais 48h apds a injecdo dos lipossomas.

No primeiro grupo, injetou-se, via intraperitonial, 100ul lipossomas
convencionais (10ug de OVA) e apds 48h, procedeu-se a administracdo das
microesferas com Ova (50ug OVA). O sangue dos animais foi coletado no 15°, 30°,
45° e 60° dia apds a administrag@o das amostras para posterior analise dos niveis de
IgG e Ige. O sacrificio dos animais para a coleta de sangue foi realizada
anestesiando 08 animais com tiopental.

No segundc grupo foi realizado o mesmo procedimento, substituindo os
lipossomas convencionais pelos furtivos. Um grupo controle foi também avatliado,
através da administracdo seqlencial de lippssomas e microesferas vazias. Vale
salientar que nesse protocolo foram utilizadas condigcdes estéreis.
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0(sc) —» OVA+ACF
21° (i.p.) - OVA
28° (i.p) - OVA

Sensibilizacdo

30° (i.p.) — Lipossomas

Imunizacao o )
(convencionais ou furtivos)
32° (i.p.} —» Microesferas (ME-503)

apds injecéo dos lipossomas

- 15° (analise de 1gG e IgE)
30° (analise de IgG e IgE)
45° (andlise de IgG e IgE)
60° (analise de IgG e IgE)

Esquema 1 -~ Protocolo de sensibilizacdo e imuniza¢io dos animais com lipossomas €
microesferas encapsulando ovoalbumina via administragdo seqiencial. s.c.; via subcutanea
e i.p.; via intraperitonial.

4.4.2.3 — Analise da expressdo de anticorpos das classe IgE e IgG anii-OVA

através da técnica de imuno ensaio em placas (ELISA)

Os niveis de IgG e IgE especificos para ovoalbumina no soro dos animais
foram determinados por ELISA.

A solugdo de ovalbumina foi ajustada para a concentracdo de 10pg/mL em
tampéo carbonato-bicarbonato e adicionada (50ul) a 96 pogos de placa de
poliestireno (Corning Inc, Costar, EUA), as quais foram mantidas durante a noite em
camara umida a 8° C. Apés este periodo, as placas foram lavadas (solug@o de
lavagem: tampéao fosfato-PBS |, pH 7,3 e Tween 20 0,05%) 3 vezes com intervalos de
10 minutos entre elas, seguido da adicdo de solucao bloqueio (1% de soro bovinc
fetal em PBS) para os sitios livres, e mantidas em camara Gmida durante 2 horas sob
temperatura ambiente. A seguir eram lavadas conforme descrito acima. Apds
padronizagdo das melhores condigbes de diluicdo dos soros e conjugados, eram
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adicionadas aos pogos soros dos animais dos varios protocolos experimentais. As
diluicdes séricas utilizadas eram 1:500 para detecgao de IgG e 1:100 para IgE. Apds
adi¢ido dos soros diluidos aos pocos, as placas eram incubadas durante 4 horas para
procedimentos com IgG e durante a noite (16 horas) para IgE. Para detecgéo de IgG
anti-OVA, apds os periodos de incubagdo, as placas foram lavadas conforme
descrito anteriormente e adicionados anticorpos de rato anti-lgG conjugade a
peroxidase (Sigma, EUA) na diluicdo de 1:5000 e mantidas sob temperatura
ambiente em cdmara Gmida durante 2 horas. A seguir, as placas foram lavadas
conforme descrito anteriormente e adicionados substrato TMB (3,3',5,5 tetrametil
benzidina, BD Biosciences, EUA). Para os procedimentos com IgE, anticorpo de rato
anti-lgE na diluicdo de 1.250 eram adicionados &s placas e mantidas sob
temperatura ambiente durante 2 horas em camara Umida. Apos este periocdo, as
placas foram lavadas conforme descrito anteriormente e adicionados aos pogos um
segundo anticorpo de coetho anti-lgG de rato conjugado a peroxidase, na diluicdo de
1:50000 e incubadas durante 2 horas sob temperatura ambiente em camara Umida.
A seguir, as placas eram lavadas conforme descrigio anterior, adicionadas de TMB e
mantidas sob temperatura ambiente durante 30 minutos. As reagdes eram
interrompidas com adicdo de 50 ul de acido sulfurico 1N. As reacfes colorimétricas
eram analisadas através de leituras de espalhamento de luz em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 450 nm. As diluicbes dos soros foram previamente
ajustadas para que fomecessem leituras que pudessem ser comparadas com 0s
sorcs dos animais controles n&o imunizados {condigbes basais). As unidades de
anticorpos anti-OVA foram estabelecidas em Unidades Arbitrarias de Densidade
Optica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Caracterizacao do Extrato Alergénico

5.1.1 -~ Identificacdo das Proteinas

O extrato alergénico de Drechslera monoceras utilizado neste trabalho foi
produzido em 144h de fermentacéo e apresentou proteinas na gama de baixa e
alta massa molar. A Figura 11 apresenta uma fotografia dos géis e letroforese, nos
quais pode ser identificado um espectro de massas molares das proteinas na faixa
de 14 a 170kDa aproximadamente.

O extrato bruto assim caracterizado foi submetido a remocéo de polifendis
por didlise (apresentando ainda uma baixa concentracio), obtendo-se o que
chamamos de extrato alergénico, ou extrato semi-purificado, o qual foi usado nos
ensaios de encapsulagdo em lipossomas e microesferas.

79



MM 10 48h 96h 144h

940
G7.0
43,0

30.0

20.0

144

A

MM =8 48h O6h 1Lidh

B

Figura 11 — Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida A)15% B) 10% {(SDS-PAGE),
onde MM representa a raia do marcador de baixa (A) e alta (B) massa molar. As raias t =

0 e t = 240h representam os extratos semi-purificados.

5.1.2 - Ponto isoelétrico das proteinas do extrato alergénico

A analise de focalizacdo isoelética realizada com o extrato bruto obtido em
diferentes tempos da fermentaco, e com o extrato alergénico esta mostrada na
Figura 12. A determinagio do ponto isoelétrico é importante no processo de
encapsulacéo, uma vez que maiores rendimentos sdo obtidos com as proteinas no

seu ponto isoelétrico.
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Pl dos marcadores

0 48 96 144 192 240 EA

h tempo de'féﬁhem.:.a.géo
Figura 12 — Ensaio de focalizagdo isoelétrica para determinagao do ponio isoelétrico das
proteinas contidas no extrato bruto (EB) nos varios tempos de fermentagdo e no extrato
alergénico (EA) ao finai de 240h de fermentacéo.

Pode-se observar que ndo ha uma definicdo do ponto isoelétrico (Pl) de
cada proteina presente no extrato bruto e alergénico, mas uma banda
caracteristica. Provaveimente, a natureza da amostra ndo pemite tal definicao,
visto que existem varias proteinas de massas molares muito proximas e
possivelmente pontos isoelétricos bem semelhantes. Porém, percebe-se que a
maioria das proteinas presentes no exirato alergénico possui ponto isoelétrico
entre 5,0e7,0.

5.2 - Lipossomas
5.2.1 — Reconstituigcido por Rehidratacdo
Visando obter uma formulacao de facil reproducgéo apos a reconstituicdo por
rehidratacéo dos lipossomas previamente liofilizados, foram analisadas diferentes

preparagbes, variando a composicdo lipidica e fracbes massicas de cada

componente.
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5.2.1.1 — Lipossomas Convencionais e Furtivos

* Lipossomas convencionais de fosfatidilcolina sintética

A avaliacéo da influéncia da velocidade de agitacdo e a utilizacgo de esferas
de vidro na reconstituicho do diametro de lipossomas, compostos de
fosfatidiicolina sintética, previamente liofilizados e rehidratados em agitador
reciproco a 55°C sdo apresentados na Tabela 7. As designacdes LUV (unilamelar
grande) e MLV (multiiamelar) foram baseadas na medida do raio hidrodinamico e
nao no numero de lamelas.

A reconstituicdo de lipossomas unilamelares (LUVs) foi sensivel a velocidade
de agitacdo e a presenca de esferas de vidro na dispersdo. No entanto, a
reconstituicdo dos lipossomas multilamelares (MLVs) ndo foi influenciada pelos

mesmos parametros.

Tabela 7 - Influéncia da velocidade de agitagcdo e utilizagdo de esferas de vidro no

didmetro de lipossomas reconstituidos (rehidratados apés liofilizacao).

Agitacao Meédia Alta
Lipossomas Dn: antes Dy depois Dm: antes D.: depois
LUy sem 148nm 158nm — 89%" " 148nm  184nm —-92% '
esferas 771nm — 11%2 2136nm — 8%
com 148nm  82nm -~ 15%" " 148nm  93nm —20%"
esferas 165nm — 76% 195nm — 9%
895nm — 10%" 2180nm - 11%"™
MLyeene sem 150nm Varias 150nm Varias
esferas . .
2500nm populacdes 2500nm populacdes
Com 150nm Varias 150nm Varias
esferas 2500nm populacdes 2500nm populacdes

Dm: didmetro hidrodinamice médio ou das principais populagdes na amostra; valores médios de 2
preparagbes.
P1, P2 e P3 correspondem as percentagens populacionais na amostra.

82



Os dados experimentais mostram que a preseng¢a das esferas de vidro, durante
a reconstituicdo, aumentou o numero de populagtes dos lipossomas unilamelares.
A agitacido média mostrou-se melhor que a agitacdo alta, reconstituindo vesiculas
com diametros proximos aos coriginais, embora a reconstituicdo ndo tenha
alcangado eficiéncia de 100%, pois em ambos os casos se observa que 10% da
populacéo apresentou didmetro em torno de 800nm.

Em relacdo ao tamanho, as dispersGes lipossomais reconstituidas
apresentaram distribuicdo bimodal (duas populagdes), quando ndo foram usadas
esferas no processo, ou multimodal (trés poputagdes) quando foi realizada com
esferas de vidro. Em relagdo a4 homogeneizacgéo, observou-se a presenca de duas
fases em todas as dispersdes lipossomais, durante a etapa de reconstitui¢c@o,

gerando agregacdo e confimando o baixo rendimento dos lipossomas
rehidratados obtidos.

< Lipossomas convencionais de fosfatidilcolina natural

Nesses experimentos foi usado o fosfolipidio natural comercial Epikuron 200SH,
cuja composicéo contem predominantemente distearoilfosfatidilcolina. A Tabela 8
mostra os resultados obtidos com diferentes composigdes fosfolipidio/colesterol,
sendo a razéo massica lipidioftrealose 1:1.

Observa-se que a razdo molar ou massica doé lipidios ndo influenciou
significativamente na reconstituigio dos lipossomas. Porém, as vesiculas com
40% de colesterol na sua composic&o apresentaram dificuidades no processo de
extrusdo. No entanto, a reconstituicdo dos lipossomas foi levemente influenciada
pela concentragéo de lipidio. E interessante ressaltar que os lipossomas mais
concentrados apresentaram-se mais homogéneos e com distribuicdo menor de
tamanhos apds a reconstituicio (cerca de 93% na faixa de 150nm), ao contrario
dos menos concentrados, onde somente 86% da populacio retornou ao tamanho
original.
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Tabela 8 — Influéncia da composicéo e concentragio de lipidio total na reconstituicio dos
lipossomas.

Diametro Dn.antes (nm) Din: depois (nm)
Composicéo
o 33mg PL - 11mg Col 145 174 - 86%"
‘g 3:1 m/m 4480 — 14%"
2.8 |60:40 mol/mol (7,05mM)
© S [33mg PL- 04mg Col 160 166 — 86%"
$5 | &1mm 4049 — 14%"™
E$ |80:20 movmol (5,30mMm)
® ©  [200mg PL = 25mg Col 169 150 = 93%"
@ 8:1 m/m 1647 — 8%"°
80:20 mol/mol (25,00mM)

PL. fosfolipidio; Col: colesterol; m/m: razdo massica.
P1, P2 e P3 correspondem as percentagens populacionais ha amostra.

Os resultados indicam que uma razdo massica trealose:lipidio 1:1 néo foi
suficiente para reconstituir 100% dos lipossomas ao tamanho original, impedindo a
fuséo, como descrito por Crowe (1988). Porém, Disalvo e colaboradores (2000)
mostraram que o lipidio utilizado na produgdo dos lipossomas infiuencia
significativamente na habilidade crioprotetora da trealose.

A Tabela 9 mostra a influéncia da concentraco de trealose na reconstituicio de
lipossomas unilamelares com concentracio 5,3mM de lipidios. Estes resultados
indicam que a preparacdo de formulagbes lipossomais com uma razdo massica
lipidio:trealose 1:4 produziram uma maior porcentagem de lipossomas
reconstituidos com diametro médio semelhante ao original, embora a eficiéncia de
reconstituicdo nio tenha alcancado 100%.

Observa-se que as vesiculas de Epikuron/colesterol (8:1 m/m) e trealose
(lipidioftrealose 1:4 m/m), preparadas pela técnica de hidratac&o do filme seco de
lipidios, seguido de extrusdo em membranas de 100nm de poro, s&o unilamelares
em sua maioria (96%) e apresentam estreita distribuicdo de tamanhos na faixa de
100 a 300nm.
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Tabela 9 — Influéncia da concentragdo de trealose na reconstituicdo de lipossomas

unilamelares vazios. Solucdoe de reconstituicdo: tampdo PBS ou salina.

33mg Epikuron 200SH/4,25mg Colesterol
D antes (nm) Dn depois (nm)
Lipossomas sem trealose 140 (2) 2857 - 77% "
P<0,1 10 700 — 23%"
Lipossomas com 37mg trealose 145 (3) 174 — 86%"
(lipidio:trealose 1:1 m/m) P< 0,1 4 480 — 14%"2
Lipossomas com  150mg 140 (8) 176 — 96% '
trealose P<0,1 3070 — 4%"
(lipidio:treatose 1:4 m/m)

Dm : digmetro médio prinicpal. As dispestes reconstifuidas apresentaram polidispersidade entre 0,2-0,4.
Exceto a dispersdo sem trealose, cuja polidispersidade foi 1,0.
P1, P2 e P3 correspondem as perceniagens populacionais na amostra.

Vale salientar que o didmetro hidrodindmico médio e a distribuicdo de tamanho
dos lipossomas reconstituidos aumentam cerca de 30-40nm em relagdo aos
lipossomas originais. Um exemplo de relatdrio completo da analise de diametros
encontra-se no anexo 1.

Diante dos resultados obtidos, optou-se trabalhar com a formulagéo lipossomal
composta por Epikuron/colesterol (8:1 m/m) e trealose (lipidio total/trealose 1:4
m/m). A escolha foi baseada em trés aspectos: a fosfatidilcolina de soja (Epikuron)
& aprovada pelo FDA para uso em humanos, o baixo custo do lipidio natural em
relacdo ao sintético (DPPC) e esta formulagdo lipossomal apresentou-se
homogénea antes e apos a liofilizagdo com boa reconstituigdo de tamanho dos
lipossomas apos a rehidratacéo.

< Lipossomas furtivos de fosfatidilcolina natural

A escolha do DSPE-PEG™® foi baseada em dois fatores, conforme citado por
Nicholas e colaboradores (2000): melhor estabilidade fisica das vesiculas, devido
a presenca do PEG e maior quantidade de farmaco encapsulado em relagdo as

vesiculas compostas de DSPE-PEG™®. Sabe-se ainda que a presenca de PEG
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restringe o espago interno do cerne aquoso e que 4% de PEG™® nas vesiculas é
suficiente para mudar a conformagdo do PEG na superficie, de cadeias
depositadas (mushroom) para a conformacgao estendida (brush). A trealose, mais
uma vez, foi escolhida como crioprotetor, por reconstituir os lipossomas mais
eficientemente e por ser n&o téxica e segura para uso parenteral.

Tomando como base os lipossomas convencionais, incorporou-se 5% mol de
DSPE-PEG™® nas vesiculas. Foram realizados varios testes de reconstituicdo
dos lipossomas furtivos. A Tabela 10 mostra os efeitos da trealose na
reconstifuicéo desses lipossomas contendo PEG.

Tabela 10 - Influéncia da concentragio de trealose na reconstituicdo de lipossomas
furtivos vazios. Solucéo de reconstituicao: tampao PBS ou salina.

33mg Epikuron 200SH/4mg Colesterol/5% mol DSPE-PEG2000
Dy, antes {nm) Dm depois (nm)
Lipossomas com 13mM trealose 126 (1) 3 300 — 100%
{lipidio:trealose 1:1 m/m) P<0,1
Lipossomas com 100mM trealose 130 (8) 25 -55%""
(ipidio:trealose 1:8 m/m) P< 0,1 241 - 80%"?
2 000 — 14,5%"°
Lipossomas com 250mM trealose 137 (2) 45~ 16,5%""
(lipidio:trealose 1:21 m/m) P<0,1 201 — 72,5%"*
2111 -9%"™
6118 ~2%"

B ;- didmetro prinicpal de cada popuiagio (média das preparactes)

P1, P2, P3 e P4 correspondem as percentagens populacionais na amostra.

A partir desses resultados, e considerando o custo elevado da trealose,
adotou-se a concentracdo de 100mM nas formulagdes deste trabalho, devendo-
se separar por centrifugacdo os lipossomas multilamelares presentes apos a
reconstituigao.
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5.2.2 — Caracterizagéo Fisico-Quimica

522.1 -~ lipossomas Vazios

52211 -Teor de Fosfato

O rendimento médio das preparacdes lipossomais (convencionais e furtivos)
com composi¢cdo previamente selecionada, conforme descrito no item 5.1.1, foi de
aproximadamente 91%. As perdas nc processo ndo ultrapassaram 6%.

5.2.2.1.2 - Comportamentoc Osmético

Os lipossomas convencionais hidratados e rehidratados responderam ao
gradiente osmotico como osmémetros ideais. A Figura 13 (A e B) mostra a boa
relag@o linear entre Ci/Cox € (1/A)"®, implicando que a membrana lipossomal
funciona como uma barreira.

Em ambos os graficos é possivel observar a linearidade nos valores de Cin/Cout
entre 0,6 e 1,5. Sob condigdes mais hipotonicas com Cin/Cos maior que 1,5, a
relacdo linear & perdida, devido ao inchamento das vesiculas com consegliente
ruptura da mesma, perdendo sua propriedade de barreira. Sob condigbes
hipertdnicas com Cin/Cox menor que 0,6, os lipossomas sofrem um processo de
contragdo (murchamento), perdendo suas caracteristicas membranares,
comprovado pela n&o linearidade no grafico.
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Figura 13 -~ Comportamento osmético de lipossomas unilamelares convencionais

hidratados (A) e rehidratados (B), demonstrando a barreira da membrana lipossomai.

5.2.2.1.3 - Raio Hidrodinamico

Os resultados mostram que o didmetro médio das vesiculas foi préximo ao

didmetro dos poros das membranas (100nm), usados na extrusdo. O diametro

médio das vesiculas antes da liofilizacéo foi de 130 + 10nm. A distribuicdo de

tamanhos permaneceu entre 100 e 300nm. Apds a liofilizacdo, o didmetro médio

da populacéo principal e a distribuicdo de tamanhos aumentou em média 30-
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40nm, exceto para os lipossomas liofilizados sem trealose, que o diametro
aumentou significativamente para valores acima de 2000nm. Nas Figuras 14 e 15
sdo ilustrados os graficos de distribuicdo de tamanhos para lipossomas antes e

apss a liofilizacao, na presenga ou auséncia de trealose.

D, = 140nm, P<0,1 populagao variada, P=1,0
Size distribution(s)
Size distribution{s)
s : Porob o
.?_6:5 ---------------------------------------------------- o 80 A A S S e o A
0 £ + N
£ p-
pod F e
10 4
40
5
2 ot
200 /\ L I
Diameter (1) 510 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
(A) Diameter (nm} (x1003)
(B)
Dm = 139nm, P<0,1 D = 165nm, P=0,4
Size distribution{s) : Size distribution{s)
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(C) (D)

Figura 14 — Polidispersidades e distribuicAo de tamanhos de lipossomas unilamelares
vazios antes (A) e depois (B) da liofilizacdo sem frealose, antes (C) e depois (D) com

frealose.
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Figura 15 — Polidispersidades e distribuicao de tamanhos de lipossomas furtives (5%
mol PEG2000) vazios antes (E) e depois da liofilizacdo (F) com trealose .

A analise da distribuicac populacional mostrou que os lipossomas antes da
liofilizacdo apresentaram valores de polidispersidade menores que 0,1.
Lipossomas reconstituidos na presenca de trealose apresentam polidispersidade
entre 0,2-0,4. Em todas as medidas, os valores de confiabilidade foram maiores
gue 96%. Lipossomas reconstituidos na auséncia de irealose, apresentaram
polidispersidade de 1,0, indicando a heterogeneidade das particulas em
suspensio.

Varios experimentos foram realizados, obtendo-se boa reprodutibilidade dos
resultados. Em geral, as vesiculas retormam ao tamanho original depois da
liofilizacdo. A reconstituicgo porém nado foi de 100%, com a presenca de uma
populacgo de tamanho muito maior que o original (4-5% convencionais e 14-15%
furtivo), resultante da fusdo. A eficiéncia na reconstituicdo de lipossomas,
convencionais e furtivos, & atribuida a presenca do crioprotetor, neste caso a
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frealose, que impede fusdo das vesiculas durante o processo de secagem e
rehidratacdo. Essa eficiéncia estd também relacionada a raz&o massica lipidio
total:trealose usada, 1:4 e 1:8, para os lipossomas convencionais e furtivos,
respectivamente.

5.22.1.4 - Transicéo de Fases

A ftransicdo de fases estd relacionada com as interagbes hidrofobicas
existentes entre as cadeias de hidrocarbonetos das moléculas fosfolipidicas.
Quanto mais proximas essas moléculas estiverem, maior sera a forga que as une
(interacbes hidrofobicas) e maior energia serd requerida para romper essas
interagbes, favorecendo uma mudanga conformacional destas cadeias de all-trans
(fase gel) para trans-gauche (liquido-cristalino).

A andlise das curvas obtidas por microcalorimetria exploratéria de varredura
(DSC) de lipossomas unilamelares convencionais, constituidos de
Epikuron/colesterol (8:1 m/m) e trealose (lipidio/trealose 1:4 m/m), reveiou a
presenca de uma transicdo endotérmica antes e depois da liofilizacdo, como
mostrado na Figura 186.

A area sob a curva representa a energia fornecida ao sistema para haver
transic@o de fases endotérmica. Observa-se uma maior area sob a curva para os
lipossomas convencionais antes da liofilizacdo, enquanto que a temperatura de
transicdo mostra-se praticamente igual, tanto para lipossomas antes, como depois
da liofilizacdo. Esses resultados indicam que apés a liofilizagdo, os lipossomas
convencionais ndo apresentaram a mesma organizacao molecular, ou seja, suas
moléculas ndo se mantiveram no mesmo arranjo estrutural ordenado original
(antes da liofilizacdo). Isso pode ser comprovado pelos valores de entaipia gastos
para ocorrer a transicéo de fases de lipossomas convencionais antes e depois da
liofilizag&o. A etapa de congelamento na presenca de frealose deve perturbar ¢
empacotamento das moléculas, deixando-as mais distantes uma das outras, logo
menos energia torma-se necessario para romper as interagbes hidrofébicas entre
as moiéculas de fosfolipidio.
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Figura 16 — Curvas de DSC obtidas através de microcalorimetria exploratéria diferencial
(microDSC) de lipossomas convencionais na presenca e auséncia (controle) de trealose.
A razao massica lipidio/trealose para os lipossomas convencionais foi de 1:4.

Para os lipossomas convencionais, observa-se também um aumento da
temperatura de transicdo das amosiras liofilizadas em relacdo a formulacdo
liquida. No primeiro caso, a auséncia de agua resulta em um decréscimo da area
ocupada pela cabega polar, favorecendo um aumento na densidade de
empacotamento das cadeias apolares e conseqlentemente nas interagdes do tino
van der Waals. Essas mudancas refletem-se no aumento da temperatura na qual

! A amostra ndo foi tratada pelo software. Assim, ndo sio fornecidos dados de entalpia.
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a transigdo da fase gel a liquido cristalino ocorre. Tal fato pode ser comprovado
atraves da temperatura de transicdo de fases dos lipossomas convencionais
liofilizados sem trealose (Tm1 57°C e Trp 64°C). A presenga do primeiro pico
encontrado para os lipossomas convencionais sem trealose pode ser atribuida a
uma acomodacéo inicial da estrutura, similar a uma pré-transicdo, ou mesmo a
mistura de componentes presentes na amostra de fosfolipidio original (Epikuron).

No entanto, lipossomas convencionais liofilizados na presenca de trealose
parecem apresentar maior distancia entre as cabegas polares, menores interagdes
do tipo van der Waals entre as caudas apolares, favorecendo um decréscimo na
temperatura de transicdo de fases. A temperatura de fransicdo de fases dos
lipossomas convencionais liofilizados com trealose foi 58°C.

Como a frealose substitui as moléculas de agua, a formulagdo lipossomal
liofilizada parece estar hidratada e na fase liquido cristalino a temperaturas que
normaimente estariam na fase gel. Nossos resuitados séo similares acs resultados
encontrados por Crowe e colaboradores em estudos semethantes com DPPC e
POPC:PS {Crowe et al., 1985; Crowe et al, 1988).

Como observado nas analises de QELS, a reconstituicio dos lipossomas ao
tamanho original ndo & 100%, comprovado pelos termogramas, na qual se vé uma
temperatura de transic&o dos lipossomas liofilizados maior que a dos lipossomas
hidratados. Se a eficiéncia da trealose fosse 100%, impedindo fuséo e agregacéo,
o tamanho dos lipossomas reconstituidos seriam iguais aos originais e a
temperatura de transic&o dos lipossomas liofilizados seria igual ou menor as dos
lipossomas hidratados.

Na Figura 17 s@o mostradas as curvas de transicdo de fases para os
lipossomas furtivos constituidos de Epikuron/coiesterol/DSPE-PEG-2000(7,8:1:1,8
m/m/m) e trealose (lipidio/trealose 1:4 m/m). Foram analisadas preparacbes
liquidas e seu correspondente na forma liofilizada.
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Figura 17 — Curvas de DSC obtidas através de microcalornimetria expioratéria
diferencial (microDSC) de lipossomas furtivos na presengca de trealose. A razdo
massica lipidioftrealose para os lipossomas furtivos foi de 1:8.

Os lipossomas furtivos apresentaram resultados semelhantes aos
lipossomas convencionais. A temperatura de transicéo de fases dos lipossomas
hidratados foi semelhante a dos lipossomas rehidratados e a temperatura de
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transicdo dos lipossomas liofilizados foi maior em relagdo aos lipossomas
hidratados. '
Comparando os lipossomas convencionais e furtivos, observa-se que a
temperatura de transicdo de fases dos lipossomas furtivos hidratados e
rehidratados foi maior que a temperatura de transicdo dos lipossomas
convencionais. O aumento na temperatura pode ser atribuido ao balango de forcas
existentes entre a cadeia do polimero (5% mol PEG) na superficie dos lipossomas
e as interagbes hidrofébicas. Sabe-se da literatura que as forcas eletrostaticas
existentes na superficie lipossomal contribuem com o aumento da temperatura de
transicio de fases dos lipossomas (Warren, 1987). No entanto, a temperatura de
transicdo de fases dos lipossomas furtivos liofilizados (67,71°C) foi menor que a
temperatura dos lipossomas convencionais (59,79°C). A explicacio para tal fato
pode estar relacionada a quantidade de trealose presente na formulagio de
lipossomas furtivos, que é cerca de 2,3 vezes maior (em massa) que a encontrada
na preparagdo de lipossomas convencionais. Segundo Crowe e colaboradores
(1985, 1986, 1988) a temperatura de transicao de fases dos lipossomas liofilizados
decresce & medida que se aumenta a quantidade de trealose na formulagao.

5.2.2.1.5 - interacao Trealose/Fosfolipidios

Com o objetivo de comprovar a interacéo da trealose com o grupo fosfato
dos lippssomas, realizaram-se andlises através de espectroscopia de
infravermelho. Os espectros encontram-se disponiveis no anexo Il. A relagéo
massica lipidio:trealose nos lipossomas convencionais é de 1:4 e nos lipossomas
furtivos € de 1:8.

Nos espectros, as bandas correspondentes aos grupos OH disponiveis da
molécula de trealose (irealose pura) estdo numa freqiéncia de 1241, 1355 e
1457cm™. A banda correspondente ac grupamento fosfato da cabeca polar esta
localizada numa freqiiéncia de 1236cm™. Quando a trealose esta presente na
preparacdo lipossomal liofilizada, percebe-se que as bandas referentes a
deformacdo do grupo OH da molécula de acgtcar sofre um deslocamento e
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decréscimo na intensidade. Este deslocamento e reducdo de intensidade
sugerem uma interacdo entre os grupos Gt da molécula de trealose e o grupo
fosfato da molécula de fosfolipidio. A Tabeia 11 mostra as diferencas ocorridas
entre as amostras e os espectros de infravermelho obtidos.

Tabela 11 — Freqiiéncias das bandas do grupo OH da molécula de trealose e do grupo
fosfato dos fosfolipidios em diferentes amostras.

Amostras intensidade
OH; OH, OH; P=

Trealose pura 0,4674 0,4878 0,5293 -
Lipossomas sem trealose - - ~ 0,2750
Lipossomas convencional | 0,3306 0,2983 0,3338 ND
com trealose
Lipossomas Furtivos com | 0,3707 ND 0,3867 ND
trealose

ND: nfo detectavel; pico tHo baixo que nfo foi identificado.

Destes resultados, pode-se concluir que os grupos OHs da trealose
interagem com o grupo fosfato da molécula de fosfolipidio. Resultados
semelhantes s&o apresentados nos trabalhos de Crowe (1987) e Disaivo (2000).

5.2.2.1.6 - Morfologia

A forma e caracteristicas de superficie dos lipossomas convencionais e
furtivos vazios e liofilizados s&o apresentadas nas fotomicrografias obtidas através
de microscopia eletronica de varredura da Figura.18.
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Figura 18 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrbnica de vamedura de
lipossomas convencionais liofilizados na auséncia (A) e presen¢a de freaiose (B) e
lipossomas furtivos liclifizados sem (C) e com trealose (D).

Através das fotomicrografias apresentadas, pode-se observar que os
lipossomas convencionais liofilizados, preparados com frealose, formaram
estruturas esféricas de aproximadamente 2 a 3 ym em sua maioria. Quando
preparados sem irealose e liofilizados, apresentaram estrutura mais agregada de
esferas menos definidas. Provavelmente, a presenca da irealose melhora a
estruturacdo do pd, tomando-0 menos agregado, facilitando a visualizacéo.

Os lipossomas furtivos sem e com trealose apresentaram esiruturacéo
semelhantes. No entanto, nesse caso, nao foi possivel obter boas fotomicrografias
na presenca de trealose devido a grande instabilidade da amostra diante do feixe
de luz durante a andlise.
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Vale salientar que o po de lipossomas convencionais e furtivos (5% mol
PEGm) iofi lizados apresantou aspecto levemente gorduroso e alta
__ h;groscopnc:dade Sabe«se que o estado fisico da trealose influencia a propﬂedade
de hidratagdo das part;culas secas para a produgao de lipossomas e incorporag:ao
de at;vos Asszm a presenga da trealose na formulacio liofiizada - facmta
consnderaveimente asua reconstltulgao (facii rehidratacao).

'5:,.2_.2.1 7- Cri's};_t'aun}dac_:e_”- |

Na Figura 19 s&o mostrados os espectros de raios-X obtidos da trealose
pura e das amostras ifpossomazs

Através dos dsfratogramas pode-se observar que as amostras de
lipossomas convencionais e furtlvos nao apresentaram picos caracter:stlcos
sugenndo carater amorfo para as preparagoes "Vale: salientar que as ‘picos
observados nos espectros das amostras Elpossomals sdo correspondentes a
estrutura cnsta!ma do NaCl presente nc tampao PBS (10mM_fosfato;- 120mM
NaCl). CEe TN el A

Outra informacao importante é que a auséncia dos picos caracteristicos da
trealose na preparacéo dos lipossomas liofilizados, indica a total incorporacéo ou
interac@o deste agucar com os lipossomas secos. Tal fato pode ser comprovado,
comparando a amostra lioflilizada de lipossomas convencionais sem trealose e
com trealose.

A trealose comercial processada (liofilizada) apresentou um menor grau de
cristalinidade comparado a trealose comercial. Este estudo confirma os resuitados
previamente relatados na literatura que o processo de liofilizagc8o na presenca de
aglcares contribui para a produgdo de estruturas amorfas (Cortes e
Caekenberghe, 1897, Ortiz, 2002).

E importante citar que estruturas amorfas liofilizadas interagem mais
faciimente com a agua, favorecendo sua dispersao (facil rehidratago), no entanto,
requer condigbes de estocagem livre de umidade para alcangar maior estabilidade
de prateleira.
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Figura 19 — Espectros de difratometria de raios-X obtidos de diferentes amostras: (a)
trealose comercial (b) trealose comercial processada (liofilizada);, lipossomas
convencionais reconstituidoes (DRVs) (c) sem frealose, (d} com trealose; {e) lipossomas
furtivos reconstituidos (DRVs) com trealose. A matriz lipidica dos lipossomas foi composta

de Epikuron:colesterol {razdo massica 8:1).
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5.2.2.1.8 — Estabilidade fisica dos lipossomas durante estocagem

Os lipossomas rehidratados, convencionais e furtivos, apresentaram boa
estabilidade fisica quando estocados a 4°C. A estabilidade foi monitorada através

da anélise do didmetro dos lipossomas ao longo do tempo, como mostrado na
Tabela 12.

Tabela 12 — Didmetros das populagdes principais presentes durante o periodo de
estocagem a 4°C dos lipossomas convencionais e furtivos rehidratados.

0: antes da
liofilizacio
0 : depois da - Dy : 167nm™®
liofilizacdo
13 Liquido Dy, :182nm™% Dy, : 248nm>®
30 Liquido Dy : 173nm>* Dy, : 269nm>*
50 Liquido Dy, : 182nm>® Dy, : 252nm™*
100 Liquido Dy 137nm’'® e 323nm?** Dy, : 236nm>®
180 Liquido - Dy, : 308nm*®*
180 Lioflizado Dp: 147nm®**, 40nm’®, Dy : 184nm®*,
1122nm>” e 6200nm** 1100nm'*® ¢
5600nm>"

*Lin didmetros das principais populagdes, que estsio mostradas em percentagem.

Observa-se que os lipossomas rehidratados mostraram-se bastante
estaveis até 3 meses, ndo apresentando alterago significativa no diameiro.
Observa-se também gque os lipossomas furtivos foram mais estaveis que os
convencionais, provavelmente devido & presenga do PEG na superficie.

Os lipossomas convencionais liofilizados foram rehidratados ap6s 6 meses
de estocagem a 4°C e apresentaram diametro principal (147nm) semelhante ao p6
lipossomal recém liofilizado (167nm). No entanto, a porcentagem da populagéo
principal foi menor (84% versus 93%). Os lipossomas furtivos rehidratados apés 6
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meses apresentaram uma diferengca de 1,6 vezes no seu didametro principal
(184nm versus 262nm das vesiculas recém preparadas). Melhores condicbes de
estocagem e 0 uso de septo especial de vedacido podem melhorar
significativamente a estabilidade fisica dos lipossomas.

Os relatérios da analise de tamanho encontram-se em anexo . Portanto,
pode-se concluir que os lipossomas estocados na forma liofilizada, rehidratados
apds seis meses, apresentaram maior estabilidade fisica que os lipossomas
rehidratados estocados na forma liquida.

A estocagem de lipossomas na forma liofilizada constitui uma alternativa
importante para aumentar a estabilidade das formulagdes, uma vez que na forma

liquida os lipossomas s&o mais susceptiveis a agregacéao, fusdo e contaminacéo.

52.2.2 - Lipossomas contendo Proteinas Alergénicas

5.2.2.2.1 - Eficiéncia de Encapsulacao

Realizou-se um estudo da eficiéncia de encapsulacdo de proteinas do
extrato alergénico em lipossomas convencionais, fixando a sua concentracdo
(1,32mg/mlL) e variando a concentracdo lipidica. A Tabela 13 mostra a eficiéncia
de encapsulacdo obtida para os lipossomas convencionais em fung¢do da
concentracdo de lipidio. A Tabela 15 mostra a eficiéncia de encapsulagdo para os
lipossomas furtivos em fung&o da concentracio de PEG.
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Tabela 13 — Eficiencia de encapsulagio de proteinas alergénicas em funcdo da
concentragdo de lipidios. Em todas as preparacbes a razo massica Epikuron/colesterol
foi 8:1 e lipidiodrealose 1:4.

Composicdo Lipidica Raziio (DL} - Eficiéncia de Encapsulagio
Epikuron/colesterol (8:1) 0,1611 82%
(33 mg/4 mg) _

Epikuron/colesterol (8:1) 0,0730 - B0%
(80 mg/10 mg)

Epikuron/colesterol (8:1) 0,0490 78%
(120 mg/15 mg)

Epikuron/colesterol (8:1) 0,0370 70%
(160 mg/20 mg)

Epikuron/colesterol (8:1) 0.0266 89%
(200 mg/25 mg)

(D/L): : razio massica proteinafipidio inicial
ozy_ M@SSa proteina encapsulada
) = rasea proteina totat adicionada 10

Observa-se que em todas as situagdes, a eficiéncia de encapsulac3o foi
independente da concentragao de lipidio total usada.

Tabela 14 — Eficiéncia de encapsulagio de proteinas alergénicas em lipossomas do tipo
furtivos com diferentes razées molares de PEG®®.

ipossomas Furtivos ou Stealth® . | Eficiéncia de encapsulago (EE (%))
Furtivos (PEG™ - 2,5%) 41,6 o
Furtivos (PEG™™ - 5,0%) 38,7
Furtivos (PEG™™~ 10,0%) 35,5

massa proteina encapsulada
EE%)= 100
)= assa protina il adicionada
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Observa-se que os lipossomas furtivos apresentaram eficiéncias de
encapsula¢éo em torno de 50% dos valores obtidos para os convencionais (80%),
devido a resisténcia oferecida pelas cadeias de PEG™® a encapsulacio.

Para a ovoalbumina, os resultados mostraram que a eficiéncia de
encapsulacdo da proteina modelo em lipossomas convencionais foi de
aproximadamente 45% ou 0,625 + 0,20 mg OVA/mg lipidio. Para os lipossomas
furtivos, a eficiéncia de encapsulacio foi de 39% ou 0,49 + 0,09 mg OVA/mg
lipidio.

52.2.2.2 - Liberag&o in vitro das proteinas

O ensaio de liberacdo da ovoalbumina em lipossomas convencionais e
furtivos foi monitorado durante 24h. No periodo analisade ndo foi observada
qualquer liberacéo dessa proteina nas aliquotas analisadas da solucao.

Esse resuitado mostra que a proteina apresenta uma grande dificuldade de
transpor a bicamada lipidica e solubilizar-se no meio. Essa dificuldade pode ser
devida a interacbes com a bicamada as quais necessitam de caracterizaco
adequada para identifica-las.

Minato et al. (2003) também relatam que a ovoalbumina no foi liberada de
lipossomas multilamelares compostos por DSPC e colesterol {razdo molar 10:5)
em meio &acido (pH 2.0). A liberagdo parcial (<20%) de ovoalbumina dos
lipossomas somente foi observada quando foi introduzido 10mM de taurocolato de
s6dio no tampéo, evidenciando assim a dificuldade dessa proteina em transpor a
bicamada lipidica original. E interessante notar que esses pesquisadores
observaram que a liberagdo de ovoalbumina foi maior em lipossomas furtivos
(20%) quando comparado aos lipossomas convencionais (<10%).

Assim, pode-se sugerir que 0 mecanismo de liberacdo da ovoalbumina
somente ocorre quando as vesiculas s@o desestruturadas ou desestabilizadas em
soluc@o. Resultado semelhante foi observado para as proteinas alergénicas do
extrato fungico.
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5.2.2.2.3 ~ Estabilidade em Plasma
- Lipossomas encapsulando proteinas alergénicas

A integridade dos lipossomas incubados em plasma humano ou em solucao
de albumina humana foi analisada através de medidas de espalhamento de luz, e
0s dados interpretados com base no perfil tipico de desestabilizagio de
lipossomas em presenca de tensoativos. Para uma mesma concentracio de
ipossomas em soluc&o, o espalhamento de luz a um comprimento de onda pré-
determinado € diretamente proporcional ao tamanho das particulas coloidais
presentes no meio. Assim, o aumento da turbidez do meio indica o crescimento
das vesiculas seguido de fusdo e a sua reducio indica a presenca de estruturas
micelares menores, decomentes da sua desestruturagio (Edwards e Almgren,
1990; 1992; Lichtenberg, 1985; Lichtenberg et al., 1983). Os resultados obtidos
sao mostrados na Figura 20.

Os resultados experimentais mostram que ndo houve aumento significativo
no espalhamento de luz (0,1 Unidades Arbitrdrias) das solugdes contendo os
lipossomas convencionais e furtivos com extrato alergénico incubados em solucio
de albumina humana. Portanto, pode-se considerar que esses lipossomas s3o
bastante estaveis na presenca de albumina humana {concentracdo sérica), ndo
apresentando qualquer desestruturagio em 26horas de incubago. A albumina
humana foi escolhida para o teste de desestabilizacdo, porque € a proteina
majoritaria encontrada no plasma e esses resultados sugerem que essa proteina
nao interfere na desestabilizacdo estrutural das vesiculas.

Porém, quando os lipossomas foram expostos ao plasma humano (50%
viv), houve aumento expressivo da absorbancia indicando o crescimento e fuséo
das vesiculas na faixa de 8-10h horas, seguido de desestruturagdo, evidenciada
pelo abaixamento drastico da absorbancia das solucdes. Pode-se observar
apenas uma pequena diferenca enfre os lipossomas furtivos e convencionais,
onde os convencionais apresentaram-se integros até 8h, enquanto os furtivos
mantiveram sua estrutura até 10h.
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Figura 20 — Estabilidade de lipossomas unilamelares (~5mM) em albumina humana
(40mg/mL) (esquerda) e plasma humano (direita), a 37°C, na proporcéo de 1:5,
respectivamente. Os lipossomas foram constituidos de Epikuron/colesterol (8:1 m/m) com
e sem DSPE-PEG®™ (5% mol). Todas as prepara¢bes continham trealose numa razéo
méssi.ca tipidioftrealose 1:4 {convencional) ou 1:8 (furtivos) & extrato alergénico.

Esses resultados confirmam estudos da literatura, onde os lipossomas
convencionais sao facilmente desestabilizados quando entram em contanto com
os componentes plasmaticos e nem sempre se iem maior estabilidade para os
lipossomas contendo PEG (Schneider et al.,1996).

A literatura relata que lipossomas furtivos apresentam maior tempo de
circulacao in vivo {circulagdo prolongada) quando comparado aos convencionais,
devido a sua estabilidade estrutural (Lasic e Martin, 1995; Srinath, 1994; Lasic e
Woodle, 1992). Os mecanismos de aumento dessa estabilidade se devem a
presenga do PEG nas membranas, conferindo a sua superficie uma camada
altamente hidratada capaz de repelir os componentes do sangue (Lasic e Martin,
1995). No entanto, em recente trabalho, Moghimi e Szebeni {2003) sugerem que
a circulagdo prolongada de lipossomas furtivos pode n&o estar relacionada &

adsorgéc de proteinas ou repulsdo estérica imposta pelas cadeias de PEG entre
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vesiculas e componentes plasmaticos. Os autores relatam também que houve
adsorcio significativa das protel: s plasmaticas nos lipossomas furtivos.

Em outro trabalho, Schrieider et al. (1996) mostraram também que
lipossomas compostos de fosfatidilcolina de soja, colesterol, fosfatidilglicerol de
soja e DSPE-PEG™ (5% mol) apresentavam baixa estabilidade em plasma. Em
4 horas, 70% do seu contetdo encapsulado vazou. A variagio molar de DSPE-
VPEGM incorporado nas vesiculas n@o melhorou a estabilidade, sendo igual aos
lipossomas convencionais quando 1% mol de PEG foi usado e pior quando 10%
mol PEG foi incorporado.

Baseado nos trabalhos da literatura, conclui-se que a integridade de
vesiculas furtivas diante dos componentes plasmaticos depende do tipo de lipidio,
fragdo molar de cada componente e das proteinas adsorvidas que podem
favorecer a desestabilizacéo estrutural (rompimento ou agregacio) das vesiculas.

- Lipossomas encapsulando OVA

A estabilidade em plasma dos lipossomas encapsulando ovoalbumina
também foi investigada. Os resultados sdo mostrados na Figura 21.

Embora com estabilidades semelhantes, pequenas diferencas podem ser
observadas, tais como: os lipossomas furtivos hidratados mantiveram-se integros
até 9 horas quando expostos ao plasma 80%, enquanto os lipossomas
convencionais apresentaram-se menos estaveis, rompendo em 8h de exposic&o.
Comportamento oposto foi observado para os lipossomas rehidratados. Os
lipessomas convencionais rehidratados foram mais estaveis que os lipossomas
furtivos que se desestruturaram em 6 horas de exposicdo ao plasma 80% (viv). As
diferencas observadas podem ser explicadas ou pela mudanca no
empacotamento da bicamada apds o processo de liofilizacdo ou pela mudanca na
interac@o da proteina com lipossomas furtivos rehidratados.
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Figura 21 - Estabilidade de lipossomas hidratados vazios (esquerda) e rehidratados

contende OVA (direita), a 37°C, em plasma 80% (v/v). A proporcio lipossomas:plasma foi

de 1:5. Os lipossomas foram constituidos de Epikuron/colesterol (8:1 m/m) com e sem

DSPE-PEG2000 (5% mol). Todas as preparagbes continham trealose numa razdo

massica lipidio/trealose 1:4 (convencional) ou 1:8 (furtivos). Controle refere-se a analise

com o tempo do plasma somente.

5.2.2.2.4 - |dentificac@o das Proteinas do Extrato Alergénico Encapsuladas

A andlise qualitativa das proteinas encapsuladas em lipossomas
convencionais foi feita com as amostras de lipossomas previamente rompidos. Os
resultados obtidos s&o apresentados na Figura 22 e 23 .

A gama de proteinas encapsuladas (L1 a L4) nos lipossomas convencionais
foi bem semelhante a do extrato alergénico puro e a gama de proteinas livres
obtidas das fragdes de eluicio da cromatografia (L5 e L6).
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Figura 22 - Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), das proteinas
que foram encapsuladas em lipossomas unilamelares (5,3 mM) apés rompimenio com
solvente organico. MM representa a raia do marcador de alta massa mollar. Asraias L1 a
LB referem-se &s proteinas das respectivas fragdes obtidas da cromatografia, onde L2, 1.3
e L4 estavam encapsuiadas em lipossomas e L5 e L6 estavam livres. As setas indicam as
bandas das diferentes proteinas presentes no extrato alergénico fingico.

MM L1 12 I3 L4 L3 Lé MM
73
670
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U
61
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Figura 23 - Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida {SDS-PAGE]}, das proteinas
que foram encapsuladas em lipossomas unilameiares (5.3 mM) apos rompimento com
solvente organico. MM representa a raia do marcador de baixa massa molar. As raias L1
a L8 referem-se as proteinas das respectivas fracdes obtidas da cromatografia, onde L2,
L3 e L4 estavam encapsuladas emm lipossomas e L5 e L6 estavam livres. As sefas
indicam as bandas das diferentes proteinas presentes no extrato alergénico fangico.
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As proteinas encapsuladas, de baixa e alta massa molar, identificadas em
eletroforese foram: 15,3, 18,2, 23,7, 39, 50,2, 54,92, 78,2, 94,4, 1079, 1234,
156,5 e 179kDa. o

Observou-se que apenas a proteina de 65kDa (presente no exirato
alergénico) n&o foi identificada nos lipossomas. Destes resultados, pode-se
concluir que praticamente n3o houve excluso de proteinas do exirato alergénico
em lipossomas unilamelares de aproximadamente 160nm de diametiro. Alguns
trabalhos da literatura reportam que, em geral, as proteinas hidrofilicas de massas
molares menores que 100kDa sd@o encapsuladas com maior eficiéncia em
lipossomas unilamelares grandes. Adrian & Huang (1979) realizaram um estudo
de encapsulacdo de uma mistura de proteinas (lisozima, a-chimotripsinogénio,
peroxidase, conalbumina e a-amilase) com massas molares variando de 14 a
97kDa. Eles comprovaram, através de eletroforese, cromatografia e célculos
tedricos, que todas as proteinas da mistura eram encapsuladas eficientemente em
lipossomas unilamelares grandes e multilamelares.

5.2.2.2.5 - Carga superficial

Os resultados de carga superficial determinados através de medidas do
potencial zeta para os lipossomas furtivos e convencionais sdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14 — Potencial zeta para os lipossomas convencionais e furtivos rehidratados (5%
mol - PEG), vazios e com proteinas. meio: tamp&o PBS, pH 7.,2.

ipossomas Furtivos vaz

3 —— 3

Lipossomas Furtivos com proteina alergénica -38,1+2,0
Lipossomas convencionais vazios -17,4+ 0,5
Lipossomas convencionais com proteina -20,3+ 06
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Lipossomas convencionais vazios compostos de fosfatidilcolina natural e
colesterol na presenca de trealose, a pH 7,2, apresentaram potencial zeta de -17 4
+ 0,5mV. Esses mesmos lipossomas com proteinas encapsuladas, pH 7,2,
apresentaram potencial zeta de -20,3 + 0,6mV. A diferenga de potencial entre
lipossomas com e sem proteinas na formulag@o foi de aproximadamente 2mV.
Esse resultado indica que a carga superficial dos lipossomas praticamente nao foi
aumentada quando o extrato alergénico foi adicionado ao meio, ou seja,
provavelmente as proteinas presentes no extrato alergénico foram encapsuladas,
nao aparecendo na superficie dos lipossomas.

No entanto, os lipossomas furtivos vazios e com proteinas encapsuladas,
no mesmo pH, apresentaram uma diferenga de poiencial zeta de 22,8mV. Esse
resultado indica que a carga superficial dos lipossomas furtivos foi aumentada
quando o extrato alergénico foi adicionado ao meio, ou seja, provavelmente
proteinas presentes no extrato alergénico nao estdo presentes apenas no interior
dos lipossomas, mas também adsorvidas na sua superficie, confribuindo para o
aumento da carga superficial.

Atrzvés da carga superficial dos lipossomas, pode-se ainda afirmar que
estes se encontram numa faixa apontada como instavel para solugbes coloidais,
favorecendo agregacdo e fus&o das particulas ao fongo do tempo. Somente os
lipossomas furtivos com proteinas incorporadas apresentaram estabilidade
coloidal com o tempo, pois apresentaram carga inferior a -30mV. Esta analise é
atit para prever estabilidade fisica (agregacéo ou fus@o de lipossomas) na
estocagem das formuiagdes fipossomais.

5.2.3 — Conclusdes sobre Sistemas Lipossomais
Através dos resultados obtidos sobre o estudo de sistemas lipossomais,
pode-se concluir que:

e E factivel a preparacio de vesiculas lipossomais unilamelares
desidratadas-rehidratadas estéreis e com didmefro reprodutivel.
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A trealose interage eficientemente com os lipossomas, preservando a
estrutura membranar durante o processo de congelamento e impedindo
fusao das vesiculas durante a etapa de rehidratacéo.

+ Os lipossomas liofilizados s&o amorfos, sendo facilmente rehidratados.

» Os lipossomas liofilizados apdés 6 meses de estocagem em geladeira
apresentaram diametro principal e distribuicdo de tamanhos semelhante a
amostra recém preparada.

s As proteinas alergénicas foram encapsuladas em lipossomas com 80% de
eficiéncia para os convencionais e 39% de eficiéncia para os furtivos
(5mol% PEG).

» Aparentemente ndo houve exclusdo das proteinas contidas no exirato
alergénico quando encapsuladas em lipossomas.

o Houve adsorgdo das proteinas alergénicas na superficie dos lipossomas
furtivos, sugerindo que ha proteinas encapsuladas e adsorvidas. Tal fato
nao foi observado para os lipossomas convencionais.

e Os Eipossomas convencionais e furtivos com proteinas alergénicas foram
estaveis por 10 horas quando incubados com plasma humano 50% (viv).
Nao foram observadas diferengas significativas em termos de estabilidade
estrutural entre os lipossomas convencionais e furtivos.

+ A eficiéncia de encapsulagdo da ovoalbumina em sistemas lipossomais foi
de 45% para os convencionais e 39% para os furtivos.

+ Nio foi observada liberagdo da ovoalbumina dos veiculos lipossomais,
indicando forte interagdo da proteina com as vesicuias.

» Os lipossomas convencionais e furtivos com ovoalbumina foram estaveis

por 6-8 horas quando incubados com plasma humano 80% (v/v). Nao foram

observadas diferencas significativas em termos de estabilidade estrutural
entre os lipossomas convencionais e furtivos.

Os lipossomas apresentam-se como veiculos promissores na terapia de alergia
para liberagéo rapida da proteina, promovendo em um primeiro contato do sistema

imune com o alérgeno, favorecendo o desencadeamento da resposta imune.
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5.3 - Microesferas

5.3.1 — Influéncia das variaveis Operacionais no Didmetro Médio

Os didmetros meédios obtidos para as microesferas nas condigbes
operacionais do planejamento fatorial 2* apresentadas no capitulo de Material e
- Métodos sdo apresentados na Tabela 15. As varidveis operacibnais analisadas
foram: concentragdo de PVA (PVA), agitacdo da fase aquosa externa (AGIT) e
razdo fase continua:ifase dispersa (FCFD). A variavel resposta foi o diametro
médio das microesferas. Os resultados mostram uma ampla variagdo no didmetro
médio das microesferas, na faixade 4 a 15 um.

Tabela 15 -~ Diametro meédio das microesferas produzidas através da técnica de
evaporacao do solvente — emulsdo multipla (a/o/a). As condigdes operacionais usadas
nos experimentos foram descritas no capitulo de Material e Métodos.

1 15,0
12,0
15,0
13,0
10,0
4,0
12,0
6,0
8,0
9,0
11 ' 8,5

W 100 I~ IO [h [ (W N

-
o

Os parémetros estatisticos calculados: meédia, efeito, erro puro, erro
padrao,, fator de distribuicdo de probabilidade, p, e interacGes de primeira ordem
s$30 mostrados na Tabeia 16.
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Tabela 16- Valores de média, dos efeitos e das interagbes de primeira ordem, estimados

para o didmetro meédio das microesferas como variavel resposta no planejamento fatorial
28

10,22727* 0,1507* 0,0002*
-4,25000* 0.3535* 0,0068*
1,25000 0.3535 0,0715
~5,75000" 0.3635* 0,0038*
0,25000 0.3535 0,6527
-1,7500* 0.3535* 0,0385*
AL 0,7500 0.3535 0,1679

*significativos em nivel de confianga de 0,95

“p" € parametro estatistico da distribui¢do de probabilidade t com 2 graus de liberdade.
R2=0,90; Erro puro=0,50

A analise dos resultados foi feita a partir dos efeitos principais e das
interagcGes de primeira ordem entre essas variaveis. Os parametros assinalados
com um asterisco sdo os significativos a um nivel de confianca de 0,95. Nesse
nivel de confianca, tem-se que o pardmetro estatistico de distribuicdo de
probabilidade t com dois graus de liberdade, p € 0,05, e assim s8o significativos
somente os efeitos e interagcdes que apresentem valores absolutos maiores que
p=0,05. Portanto, pode-se concluir que as varidveis que exercem influencia
significativa no didmetro médio das microesferas s&o: concentragéo de PVA e
velociade de agitacao. _

O grafico de Pareto na Figura 23 confirma esses resultados. As barras
correspondentes a concentracio de PVA e velocidade de agitagéo estendem-se
expressivamente & direita do parametro de probabilidade p=0,05, indicando que o
aumento na concentracido de PVA na fase aquosa externa e agitacéo da segunda
emulsdo favorecem a reducdio do didmetro das particulas obtidas. Observa-se
{ambém uma interag¢édo de primeira ordem entre estas duas variaveis: PVA e AGIT.
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Figura 23: Gréfico de Pareto ao nivel de 0,95 de confianga; p=0,05.

A Tabela 17 apresenta a andlise de variaéncia do processo, e a equacéo (9)
0 modelo linear proposto para a faixa de processo estudada.

Tabela 17 - Analise de variancia (ANOVA) da resposta didmetro das microesferas para o
planejamento fatorial 2°.

R*=0,90 e Foaof Frag = 4,68

D=10,22-212PVA -2 90AGIT — 0,87 PVAxAGIT (Eq. 9)
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A analise estatistica da validade de um modelo & baseada nos seguintes
critérios: (a) razdo entre a média quadratica da faita de ajuste e do erro puro,
obtida através da andlise de varidncia, deve ser menor gue o respectivo valor
tabelado ao nivel de 0,95 de confianga e os respectivos graus de liberdade paraa
falta de ajuste e o erro puro; (b) o coeficiente de determinacéo (Rz) deve ser alto
(maximo 1); (c) a raz&o entre 0 Feu € 0 Fyp, deve ser maior que 4 (Bamros Neto et
al., 1896). Um modelo é considerado valido quando ndo ha falta de ajuste.

Os resultados da Tabela 17 mostram que a variancia explicada do modelo é
90%. Portanto, aplicando os critérios de validade ao modelo proposto observa-se
que: (a) o valor tabelado, 19,3, é maior que o va!or ca}cuiado 9,9 (b) o valor do
coeficiente de determinacdo, 090, é razoavelmente

nt -aﬁo € a (c) relacdo entre o
Feac € 0 Fiap € 4,67, valor maior que. 4'::";_AsSIm ievande -em consideragéo os
critérios de validagdo do modelo, pcdewse ccnb!ulr que o modeic proposto se
ajusta aocs dados experimentais na faixa estudada Tal fat{: também pode ser
observado pelo grafico da Figura 24 que mostra boa correlacio entre os valores
previstos pelo modelo & observados experimentalmente. N

wh
-]

ik owd wd s
L S - BT *

Valor Previsto (Lm)

o

2 4 § 8 10 12 14 16 18
Yalor Observado (um)

Figura 24 — Valores previstos pelo modelo vs. valores observados experimentalmente

para o dimetro das microesferas em fungio da agitacfio e da concentracdo de PVA na
emulsdo dupla.
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A Figura 25 apresenta a superficie de resposta para o didmetro das
microesferas em func¢éo da velocidade de agitacdo e da concentracdo de PVA na
emulsao dupla. Pode-se observar que o diametro diminui com o aumento da
agitacdo e concentragdo de PVA. A inclinagcdo méaxima do modelo proposto, 1,37,
calculada através da raz&o entre o terceiro e o segundo coeficientes da equacio
(9), indica que para cada unidade avancada no eixo correspondente a varigvel
operacional agitacdo deve-se avangar 1,37 unidades a0 fongo do eixo
correspondente a varidvel operacional concentracdo de PVA,

Figura 25 - Superficie de resposta para o didmetro (um) das microesferas em funcéo da

velocidade de agitagdo e da concentragdo de PVA na emulsio dupla.

A redugio da velocidade aumenta o tamanho das gotas da emuls3o,
resultando na formacéo de particulas maiores (Covreur et al., 1997). No entanto, é
menos provavel que o tamanho dependa do volume da fase continua, uma vez
que a velocidade de agitacdo da emulsdo primaria foi mantida constante e o
tempo de emuisificacdo usado foi pequeno (2 minutos) e o volume da segunda
emulsio ajustado para permitir agitagfo uniforme. Portanto, nenhuma correlacao
entre didmetro e raz3o fase continua:fase dispersa foi observado.
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Varios estudos (Covreur et al., 1897, Jeffery et al., 1993; Vandervoot et al,
2002) mostraram que o aumento da concentracdo de PVA na fase aquosa
externa, reduz o tamanho das particulas. Em altas concentracbes do agente
estabilizante, a taxa de difusdo das moléculas de PVA na interface fase aquosa-
gota pode aumentar, resultando em uma maior presenga das moléculas de PVA
na superficie das gotas. Consequentemente, as gotas estariam mais estaveis,
evitando coalescéncia, produzindo particulas menores apds a evaporacio do
solvente e solidificacdo das microesferas (Vandervoot et al., 2002). Portanto, esse
fato explica porgue o tamanho das microesferas € dependente do tamanho e
estabilidade das gotas formadas durante a segunda emulsificacéo.

Se analisarmos separadamente o efeito da concentracdo de PVA no
tamanho das microesferas, observamos que quando a concentragdo aumentou, as
menores particulas foram produzidas (4 um). Para a menor concentragéo de PVA
(0,5%), microesferas de maiores tamanhos sdo produzidas (15 um) (Tabela 15).
Mas, se combinarmos a concentracdo de PVA e velocidade de agitagao,
observamos que esse efeito € mais pronunciado {Figura 25). Estes resultados
confirmam a importancia do planejamento fatorial para se obter informagdes mais
precisas sobre 0 sistema, que analisando 0s parametros individualmente.

Do exposto, pode-se concluir que € possivel modular o tamanho das
microesferas de acordo com a aplicacdo desejada, através das variaveis
operacionais do processo de producdo: agitac@o e concentracio de PVA.

O tamanho das microesferas &€ uma propriedade importante e pode
influenciar as propriedades biofarmacéuticas da formulacdo. Por exempio,
particulas menores tem maior area superficial, podendo conduzir a uma liberacéo
mais rapida do composto encapsulado. Por outro lado, a biodistribuicdo e uma
possivel endocitose e interagdo com as membranas de mucosas sdo
particularmente dependentes do tamanho das particulas. No desenvolvimento de
novas formulagbes para antigenos soluveis usados em vacinas, o tamanho das
microesferas de PLGA pode também influenciar nas suas propriedades como
adjuvante.
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5.3.2 - Influéncia das Variaveis Operacionais na Encapsulagio do Corante

Na Tabela 18 s&o apresentadas os resultados obtidos nas vérias condi¢des
operacionais usadas no planejamento fatorial, incluindo o rendimento do processo
e encapsulacdo do corante Ponceau S nas microesferas.

Tabela 18 — Di&metro meédio e eficiéncia de encapsulacéo (E.E.) do corante Ponceau S
em fungéo das variaveis operacionais, em microesferas produzidas através da técnica de
evaporacéo do solvente — emulsdo muiltipla (a/o/a). Os experimentos foram realizados nas
condi¢cbes operacionais descritas no item 4.3.2.3.

Exp. PVA DPICP | Velocidade de Agitagdo | Diametro E.E.
%) da Segunda Emulsio Médio (%)
{rpm} (pm)

1 0.5 1:5 13 000 15,0 38,1
2 35 1.5 13 000 12,0 419
3 05 1:20 13 000 15,0 49,9
4 35 1:20 13 000 13,0 40,9
5 0,5 1:5 18 000 10,0 355
6 35 1.5 19 000 4,0 36,5
7 0,5 1:20 19 000 12,0 448
8 35 1:20 19 000 8,0 33,6
9 2,0 1:12,5 16 000 8,0 44 1
10 2,0 1:12,5 18 000 8,0 493
11 2,0 1:12,5 16 000 8,0 38,1

Observa-se na Tabela 18 que ndoc ha correlacdo entre o tamanho das
microesferas e a eficiéncia de encapsulag&o do corante Ponceau S.

As microesferas produzidas contendo Ponceau S encapsulado apresentaram
morfologia esférica e superficie lisa pouco porosa. A Figura 26 mostra as
fotomicrografias das microesferas obtidas nos experimentais do planejamento 2°.
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EXP1

EXP 5

EXP 8 EXP 11
Figura 26 — Fotomicrofrafias de microesferas de PLGA 50:50 contendo Ponceau S

produzidas nas diferentes condi¢fes do planejamento fatorial 2°. Aumento: 7000X.
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5.3.3 - Influéncia da massa molar e grupos terminais dos polimeros de
PLGA na liberagdo do corante

A influéncia da massa molar e grupos terminais do PLGA 50:50 foi
estudada com polimeros do tipo Resomer, de massas molares 12kDa, 36kDa e
63kDa, com terminacdes de carboxila livre ou esterificada. As microesferas foram
caracterizadas pela taxa de evaporagdo do solvente durante a preparagéo,

morfologia, erosao e liberacdo do corante Ponceau S.

5.3.3.1 — Eficiéncia de Encapsulacioc

Né&o foi observada variag&o significativa na eficiéncia de encapsulagéo do
Ponceau S para os seis conjuntos de microesferas. A eficiéncia de encapsulacéo
média foi de 46,02 + 6.56 %. O valor médio obtido para a encapsulagido do
Ponceau S em microesferas usando polimeros Resomer foi semelhante ao obtido
com as microesferas constituidas pelo polimero Lactel BPO100 (41 + 5 %) de

massa molar 45-75 kDa, usado nos experimentos do item 5.3.1.

5.3.3.2 - Analise da Remocio do Solvente

No processo de emulsificagcdo/evaporaco de solvente, apds a adicdo da
fase organica a fase aquosa, 0 solvente diclorometano foi removido do interior das
gotas para a fase aquosa através da evaporagdo na interface gas-liquido. A
velocidade de evaporagdo depende da sua solubilidade na fase aguosa, bem
como da velocidade do processo de fransferéncia de massa. Quando o solvente é
removido das microesferas, o volume das goticulas diminui, podendo-se estimar a
taxa de evaporacédo do solvente através da reducdo do tamanho das microesferas.
A reducéo do tamanho das goticulas se deve a solidificacdo das microesferas e foi
acompanhado através de imagens obtidas por microscopia 6tica. As Figuras 27,
28 e 29 mostram a variagido do diémetro ao longo do tempo para microesferas
compostas pelos polimeros RG 502H, 503H e 504H (63kDa) com carboxila livre.
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502H-120
Figura 27 — Reducio de famanhos das microesferas do polimero RG502H durante o

processo de evaporagao do solvente (diclorometano) a temperatura ambiente. Aumento:
400X,

121



503H-1207
Figura 28 - Reducéo de tamanhos das microesferas do polimero RG503H durante o

processo de evaporagio do solvente (diclorometano) a temperatura ambiente. Aumento:
400X,
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Figura 29 — Reducéo de tamanhos das microesferas do polimero RG504H durante o

processo de evaporagéo do solvente (diciorometano) a temperatura ambiente. Aumento:
400X,
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Através das fotomicrografias, pode-se observar que h& uma reducdo no
tamanho das goticulas. Apds 20 minutos, ndo € observada alteracéo significativa
do tamanho das microesferas resultantes. Isto indica que a transferéncia de
massa tahftc do solvente para a fase aquosa quanto na interface gés-liquido ocorre
em po:uc'cé minutos, propiciando a solidificacdo das microesferas. A Figura 30
mostra a vanagao de tamanhos das microesferas durante a evaporacédo do

solvente ao longo do tempo.

e RGS02H
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—O— RGE504H
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Figura 30 — Variacdo do didmetro médio das microesferas de PLGA 50:50 (constituidas
pelos polimeros RG502H, 503H e 504H) ao longo do tempo.

Observa-se que o perfii de reducdo de tamanho das microesferas
compostas pelos polimeros RG502H e RG504H sdo semelhantes (desvios nas
medidas da ordem de 8%). Pode-se inferir que a taxa inicial de evaporacéo do
solvente nas microesferas constituidas pelo polimero RG503H é mais rapida que
nas microesferas formadas pelos polimeros RG502H e RG504H. Duas regides
sao observadas no grafico da Figura 30, fase rapida redugéo do tamanho seguida
por uma fase discontinua. Foi observada uma redugdo de 41% no didmetro
original (t=0) das microesferas ME-504H durante 20 minutos de remocdo do
solvente, enquanto as microesferas ME-502H mostraram 37% de reducdo do
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diametro original. As microesferas ME-503H exibiram 59% de reducéo no didmetro
no mesmo periodo de anélise.

Portanto, as formulagbes demonstraram diferentes taxas de evaporacio e
reducéo de tamanho, dependendo das caracteristicas do polimero usado. Em
todas as preparagdes, observou-se que o solvente disponivel foi evaporado em 20
minutos, onde n&o mais foi observada variagso no tamanho das vesiculas.

5.3.3.3 - Morfologia

Todas as microesferas contendo Ponceau S (molécula pequena)
apresentaram morfologia esférica com superficie lisa e pouco porosa (Figura 31).
E possivel observar que o tipo de polimero néo influencia a morfologia e tamanho
das microesferas. As seis preparacdes produziram microesferas com didmetro
medio entre 6-7um (contagem automdtica dos diametros das particulas, a partir
das fotomicrografias, usando software especifico).

Utilizando esta técnica podemos afirmar que ndo ha macro-poros na
superficie das particulas, no entanto nada podemos afirmar sobre a presenca de
nanoporos, pois néo seria possivel visualiza-los através desta técnica (Faisant et
al., 2002).
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RG504 ‘ | 'RG504H
Figura 31 — Fotomicrofrafias (SEM) de microesferas de PLGA 50:50 (RESOMER) de

diferentes massas molares e grupos terminais. Aumento 1000X,




Se compararmos o didmetro destas microesferas com aquelas produzidas
pelo polimero LactelBP 0100° (MM 45000-75000), percebemos que para 2% de
PVA e 18000rpm de agitacdo, a equacado 9 {extrapolada para polimeros RG)
fornece diametro médio de aproximadamente 7um, portanto semelhante ao obtido

experimentalmente com os polimeros da série “RG".

5.3.3.4 — Liberacdo in vitro

Os resultados para a liberagéo in vitro do Ponceau S das microesferas de
PLGA 50:50 apés 10, 20 e 30 dias de imers@do em tampac PBS estdo
apresentados na Figura 32.

As microesferas mostraram diferentes quantidades de Ponceau S liberado
durante 30 dias, dependendo do tipo de polimero usado na preparacédo. Em todos
0s casos, observou-se liberaco incompleta do soluto durante o tempo de andlise.
Alguns fatores, come micro-ambiente acido, devido a degradagdo do polimero, e
interaéées polimero-soluto pode ter contribuido para a liberacdo incompleta do
corante. Em geral, a medida que a massa molar do polimero aumenta, a
quantidade de soluto liberada decresce. Pode-se acrescentar também que
microesferas compostas pelos polimeros com o grupo carboxil livre (grupo
terminal) liberam uma maior quantidade de corante em 30 dias quando
comparadas aquelas constituidas pelo grupo carboexila esterificada.

A menor quantidade de corante liberada foi observada para ME-503 e a
maior para ME-502H. Schrier @ Deluca (2001) encontraram comportamento
oposto para a liberagéo de proteina 2 de microesferas compostas por polimeros
similares. Embora, os autores também tenham observado liberac&o incompleta da
proteina das microesferas constituidas por polimeros de mesma massa molar, a
maior quantidade de proteina liberada foi alcancada pelas microesferas com o
grupo terminal carboxila esterificada. Estes resultados mostram a influéncia de
interagOes entre solutos e polimeros no perfil de liberacéo das microesferas. Vale
ressaltar que Sandor et al. (2001) também mostraram que diferentes perfis de
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liberag@o de proteinas podem ser obtidos usando microesferas constituidas peio
mesmo polimero.
Exceto para ME-503 e ME-503H, a liberac&o parece ter duas fases: a primeira
até 20 dias, com menor velocidade, seguida por uma segunda fase, onde a
velocidade de liberac&o é maior. Estes resultados confirmam o estudo obtido por
Faisant et al. (2002) que estudaram a liberagido do composto 5-fiuorouracil
encapsulado em microesferas. Eles obtiveram perfil de liberagdo em dois estagios
| e relatam que microesferas de PLGA 50:50 apresentam mecanismo de liberacdo
baseado na difusdo e eros@o das microesferas a partir do 20° dia de incubacao.
Para ME-503 e ME-503H a liberagdo parece estar ainda na sua fase inicial,
mesmo durante os 30 dias.
Na Figura 33 s&o apresentadas as curvas de liberacdo caiculadas através
do modelo de difus@o em esferas sdlidas (Eq. 6), cujds dados foram usados para a
determinac&o dos coeficientes de difusdo das microesferas (Tabela 19). Observe-
se que nessas curvas a porcentagem liberada (variando de 0 a 100%) foi
calculada em relagdo as méximas concentracbes liberadas para cada tipo de
polimero, apresentada na Figura 32.
O melhor ajuste foi obtido para a liberagdo do Ponceau S das ME-503,
. indicando a predominéncia da difuso como mecanismo de liberag&o do corante
durante 30 dias. No caso dos outros polimeros, 0 modelo de difuso ajustou-se
bem aos dados experimentais somente até 20 dias. Os desvios observados
indicam que para tempos maiores, outros mecanismos, como a erosao e
degradago, concorreram também para a liberago do corante. Os coeficientes de
difuso efetivos (Tabela 19) estimados mostram baixas permeabilidades das
microesferas preparadas usando polimeros do tipo Resomer®. O menor valor de
permeabilidade obtido foi para ME-503. Os coeficientes de difuso para ME-504 e
ME-504H n&o foram calculados, pois foi considerado que os dados experimentais
desviaram do modelo difusivo no periodo analisado.
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Figura 32 - Liberacdo de Ponceau das ‘microesferas de PLGA 50:50, compostas pelos
polimeros A: 502 e 502H; B: 503 e 503H; C: 504 e 504H, em funcéo do tempo (tamp&o
PBS, pH 7,2, 37°C).
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Tabela 19 — Coeficientes de difusfo efetivos estimados para varas preparacbes de
microesferas.

P Microesfera. . | | Coeficiente de difusgo efetivo{(pm” *s7)

— e )
ME-502H *1,08 x 10°
ME-503 *%1 47 x 10°
ME-503H *1,14x 10°

Coeficiente de difusio estimado para *20 dias & ** 30 dias.

O diametro médio utilizado para o célculo do coeficiente de difus&o foi 7pum.

5.3.3.5 - Frosao

A eros@o de microesferas é um processo complexo e envolve degradacio
(hidrdlise do polimero), intumescimento, dissolugéo e difusdo dos oligdmeros e
mondémeros e mudangas morfologicas das particulas. A erosdo pode ser
classificada como interna e de superficie. A eros&o de superficie € visualizada por
uma redugao no volume da particula, enquanto a eroséo interna é acompanhada
de um aumento da porosidade, decorrente da degradagdo quimica do polimero.
No caso da erosdo interna, ndo & observada uma reducdo de superficie
(Gopferich, 1996).

As microesferas poliméricas foram, portanto, analisadas gquanto a sua
capacidade de eros&o in vifro através de mudangas morfoldgicas. As Figuras 34
e 35 mostram as fotomicrografias das microesferas incubadas em tampéao PBS
por 10, 20 e 30 dias.
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Figura 34 — Fotomicrografias de microesferas de PLGA 50:50, constituidas pelo
polimero RG503, incubadas em tampé&o PBS por A) 10 B) 20 e C) 30 dias. Aumento:
5000X

Microesferas permaneceram esféricas durante o periodo analisado de
liberago do corante. As fotomicrografias revelam que as microesferas
constituidas pelo polimero RG503 néo apresentaram maior porosidade (macro-
poros) quando incubadas por 30 dias em tampéo PBS. Estes resultados indicam
mudangas na estrutura interna das microesferas como conseqiiéncia da erosdo do
centro da particula para a sua superficie. As mudangas parecem ser progressivas
com pouca poraosidade, pois como visto no item anterior, o perfil de liberagéo por
erosao parece nao ocarrer para ME-503.
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Figura 35 — Fotomicrografias de microesferas de PLGA 50:50, constituidas pelo polimero
RG504, incubadas em tampéo PBS por A) 10, B) 20 e C) 30 dias.

As microesferas constituidas pelo polimerc RG504 também nao
apresentaram maior porosidade (macro-poros) quando incubadas por 30 dias em
tampao PBS. Nao foi possivel realizar microscopias das microesferas constituidas
pelos polimeros RG 502H, RG 502, RG 504H e RG 503H, visto que as amostras
apresentavam consisténcia de gel quando secas, dificultando a metalizacdo com
ouro e a obtencdo de imagens.

Esses resultados sugerem que as microesferas analisadas ndo
apresentaram mudang¢as morfolégicas significativas, como aumento de porosidade
e irregularidades na superficie, quando imersas em meio aquoso a 37°C por até
30 dias, sugerindo eroséo uniforme nas microesferas.




A partir destes resultados, selecionou-se para a utilizagdo nas etapas
seguintes do trabalho o polimero RG-503 e seu analogo RG-503H. Esses
polimeros atendem as propriedades exigidas para a terapia de dessensiblizag&o
em alergia, pois apresentaram perfis lentos de liberacdo e erosdo. Essas duas
caracteristicas tornam promissora a utilizagdo das microesferas como
imunoterapico para alergia, pois a apresentacéo continua do antigeno ao sistema
imune por um perfodo prolongado, reduz a freqiéncia das injecdes,
proporcionando maior conforto e qualidade para os pacientes alérgicos.

5.3.4 - Efeito do Grupo Carboxil livre e Carboxil Esterificado do
Polimero na Encapsulagéo e Liberagio de Proteinas Alergénicas de
Microesferas de PLGA.

5.3.4.1 - Eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacéo das proteinas alergénicas em microesferas de
PLGA 50:50 compostas do polimero RG503 (ME-503) e RG503H (ME-503H) esta
mostrada na Tabela 20.

Tabela 20 - Eficiéncia e capacidade de encapsulagio do extrato alergénico (EA) e
ovoalbumina (OVA) em ME-503 e ME-503H.

Microesfera PLGA Eficiéncia de Encapsulagio Massa proteina/massa
(proteinay) (%) microesferas {ug/mg)
ME-503 (EA) 64 11,8
ME-503H (EA) 53 10,7
ME-503 (OVA) 86 26
ME-503H (OVA) 90 28

ME-503: microesteras compostas por PLGA RG503 (carboxila esterificada)
ME:503H: microesferas compostas por PLGA RG303H (carboxila livre)



5.3.8.2 — Morfologia e andlise de superficie

Fotomicrografias de microesferas vazias compostas de RG503 (ME-503) e
RGS503H (ME-503H) sdo mostradas na Figure 36. As microparticulas
apresentaram formato esférico e mostraram-se uniformes. O didmetro médio das
microesferas de PLGA foi de aproximadamente 7,5um com ampla distribuicao de
tamanho (2-30 um). Microscopias das microesferas de PLGA ME-503 e ME-503H
encapsulando extrato alergénico e ovoalbumina sdo também mostradas na Figura
36. Microparticulas esféricas uniformes de superficie lisa foram observadas para
ambas microesferas encapsulando ovoalbumina e ME-503 encapsulando extrato
alergénico. Entretanto, ME-503H encapsulandc o extrato alergénico mostrou
superficie macro porosa. Vale ressaltar que a superficie lisa das microesferas
observadas por microscopia de varredura somente indica a auséncia de
macroporos (tamanho >100nm}. Nanoporos (tamanho <100nm) s&o dificiimente
visualizados por esta técnica. E interessante perceber que devido ao grupo
terminal do polimero, ME-503 (carboxila esterficada) pode ser mais hidrofobica
que ME-503H (carboxila livre). Assim, o resultado esta coerente, se considerarmos
que particulas compostas de polimeros mais hidrofébicos sio mais resistentes a
penetragdo da &agua no seu interior através dos canais formados na matriz
polimeérica pelas proteinas a etapa de evaporacéo do solvente.
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E
Figura 36. Fotomicrografias de microesferas de PLGA: vazias A. ME-503 B. ME-503H,
encapsulando extrato alergénico C. ME-503 D. ME-503H e encapsulando ovoalbumina E. ME-
503 F. ME-BO3H. (aumento: 5000X)




5.3.4.3 - Carga Superficial

Através de medidas de potencial zeta, determinou-se a carga superficial
das microesferas vazias e com proteinas do extrato alergénico encapsuladas. A
Tabela 22 mostra os valores obtidos.

Tabela 22 — Potencial zeta de microesferas, vazias e com proteinas, compostas pelos
polimeros RG503 e RG503H a pH 7.2

ME-503 vazia -5,2+0,5
ME-503 com proteina -104+04
ME-503H vazia ' -4,1+04
ME-503H com proteina -4,0+06

Estes resultados mostram que as proteinas presentes no extrato alergénico
n&o estdo adsorvidas na superficie das microesferas ME-503H. Entretanto, a
variagao de carga na superficie das microesferas ME-503 na auséncia e presenca
das proteinas, indica a adsorcdo das mesmas na superficie das particulas. E
importante ressaltar que esses dados esclarecem ¢ aumento observado na
eficiéncia de encapsulagio das microesferas ME-503, sugerindo que nem toda
proteina esta encapsulada, mas incorporada a matriz polimérica.

Os valores de carga superficial (proximos ao zero) indicam que as
microesferas estdo numa fase instavel (-30 - +30mV) de estabilidade coloidal,
podendo agregar ao longo do tempo. Entretanto, a estocagem das particulas na
forma liofilizada (mais estaveis) constitui uma alternativa eficiente para contornar
esse problema.
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5.3.4.4 - Temperatura de Transicio Vitrea (T

A temperatura de transicio vitrea do polimero e das microesferas ¢ um
parametro importante que influencia a liberagdo do antigeno e a degradacéo das
microesferas. Se o polimero estd no estado vitreo (T<Tg), a mobilidade das
macromoléculas é muito baixa, resultando em uma taxa lenta de difusdo do
antigeno através da matriz polimérica. No entanto, se o polimero esté no estado
‘rubbery” (T>Ty), as macromoléculas apresentam maior mobilidade e os
coeficientes de difus&o do antigeno s&o significativamente maiores (Faisant et al.,
2002).

A velocidade de degradacdo dos polimeros derivados dos acidos latico e
glicolico esta relacionada a temperatura de transigao vitrea, cristalinidade, massa
molar e raz&o de mondmeros do acido {atico e glicdlico. Assim, polimeros com alto
valor de Tg s&o mais cristalinos e portanto, degradam mais lentamente {Jensen,
2000).

As curvas de DSC obtidas, através de calorimetria exploratéria diferencial,
com os polimeros comerciais e as microesferas poliméricas correspondentes
contendo proteinas alergénicas estdo na Figura 37. As curvas de DSC mostram a
temperatura de transig&o vitrea (T;) dos polimeros e microesferas seguidas de
relaxacéo entalpica.
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composigao as proteinas alergénicas encapsuladas.

Através das curvas de DSC, observamos que a T4 para os polimeros RG-
503 e RG-503H foi 48,02°C e 44,76°C, respectivamente. As microesferas
contendo proteinas alergénicas, apresentaram valores de Ty de 47,.97°C para ME-

503 e 42,88°C para ME-503H.
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Os resultados indicam que os valores de temperatura de transi¢éo vitrea do
polimero RG-503 e das microesferas correspondentes foram semelhantes,
sugerindo que as propriedades do polimero nac foram alteradas com a
prepara¢éo das microesferas. Esse resuitado também permite afirmar que nao ha
presencga significativa de solvente residual na amostra, uma vez que a presenga
de solvente ou umidade decresce o vaior da Ty Tal comportamento ndo foi
‘observado para as microesferas ME-503H que apresentaram valor de Tg inferior
a0 do polimero. Nesse caso, a producéc de microesferas alterou as propriedades
do polimero, ou pela presenca do solvente residual ou pela presenga das
proteinas na amostra.

E importante citar que é permitido solvente residual na formulagdo injetavel
para uso em humanos, desde que ndo ultrapasse o limite de 500ppm.

As curvas de DSC dos polimeros e microesferas, obtidos
experimentalmente, também mostram que as microesferas ME-503 apresentam
maior valor de Tgy e portanto maior cristalinidade, degradando mais ientamente que
as microesferas ME-503H. Esses resultados confirmam os dados de degradac@o
(perda de massa) obtidos para as microesferas ME-503 e ME-503H apresentados
no préximo item.

5.3.4.5 —~ Degradacao in vitro

A degradacdo das microesieras contendo exiratc alergénicc ou
ovoalbumina foi avaliada em termos de percentagem de perda de massa (PPM)
durante sua incubacio em tampac PBS. Os resultados sio apresentados na
Figura 38. Apés 30 dias, a PPM para ME-503 com extrato alergénico foi de 15.0%,
enquanto que para ME-503 com ovalbumina foi de 45.0%. No mesmo periodo, a
PPM para ME-503H com exirato alergénico foi de 72.0% e 56.0% com
ovoalbumina. Entretanto, apés 60 dias, a PPM para ambas ME-503 e ME-503H
contendo exirato alergénico encapsulado ou ovoalbumina foi similar. Estes
resultados confirmam a analise de superficie para ME-503H encapsulando extrato
alergénico. Considerando que antes da degradacdo, ME-503 e ME-503H
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apresentavam a mesma massa molar media, (34 kDa), esses resultados mostram
que a taxa de degradac@o depende do grupo final do polimero e da proteina
encapsulada.  Degradagbes mais lentas foram observadas para ME-503
encpasulando ambas proteinas. Esses resultados concordam com os obtidos por
Schrier e Deluca (1995), onde as microesferas de polimeros com o grupo terminal
carboxila livre degradam mais rapidamente em relagdo as mesmas constituidas
pelo grupo carboxila esterificada.
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Figura 38 — Perfil de degradacéo de microesferas ME-503 e ME-503H encapsulando
proteinas alergénicas em 30 e 60 dias de incubagio. Meio aquoso: tampéo PBS, pH 7.4,
37°C. Percentagens calculadas em relacio a massa inicial das microesferas: 25 mg.

5.3.46 - Liberacdo in vitro

A liberacdo das proieinas contidas no exirato alergénico foi monitorada
durante 5 dias. Os perfis de liberagdo das proteinas nas microesferas ME-503 e
ME-503H s&o mostrados na Figura 39.
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Figura 3¢ - Perfis de liberacdo das proteinas alergénicas em microesferas de PLGA
50:50 dur=2 5 dias. Percentagens calculadas em relagdo & massa total de proteina
encapsulada: 25 mg.

Observa-se que durante os primeiros 5 dias ndo houve liberacio
significativa das proteinas das microesferas ME-503 enguanto que
~aproximadamente 14% das proteinas foram liberadas das microesferas ME-503H.
" Esses resultados revelaram que as microesferas compostas pelo polimero RG503
libera mais lentamente que as mesmas constituidas pelo seu analogo RG 503H.
N&o foi possivel obter perfil de liberacdo por longos periodos, devido & baixa
concentracéo do extrato alergénico encapsulado.

A liberacdo da OVA das microesferas poliméricas ME-503 e ME-503H nos
ensaios conduzidos in vitro foi caracterizada a partir dos perfis de concentracéo da
proteina com o tempo, os quais refletem a taxa de liberagdo e a permeabilidade
das particulas poliméricas. As curvas de porcentagem de liberacio acumulada de
OVA versus tempo s&o mostrados na Figura 40.
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Figura 40 — Perfis de liberagcao cumulativa da OVA de microesferas ME-503 e ME-503H.
Percentagens calculadas em relagdo a massa inicial de OVA: 50 mg.

Perfis graduais de liberagao foram obtidos para ambas microesferas. Apds
40 dias, aproximadamente 25% da ovoalbumina encapsulada foi liberada das
microesferas ME-503 e 36% das microesferas ME-503H. Esses resultados
mostram o efeito do grupo final do polimero na liberacdo da proteina. Em ambos
os casos, houve liberagdo incompleta da ovoalbumina das microesferas. Fatores,
como meio interno acido devido a degradacao do polimero e interagdes proteina-
polimero podem contribuir para a incompleta liberacdo da proteina.

Observa-se também que a liberagdo da ovoalbumina das microesferas
poliméricas ME-503 e ME-503H é& baixa, atingindo somente 16 e 21% da
capacidade, respectivamente. Se ha forte interago entre a proteina e as
microesferas, a liberacdo é desfavorecida (Namur et al., 2004). O fato dos
polimeros apresentarem hidrofobicidades diferentes pode influenciar a interagao e
consequentemente a liberac&o da proteina.

As proteinas s&o liberadas das microesferas como resultado do mecanismo
de difusdo através dos poros da matriz, degradacio da matriz e eventual colapso.
Os dados experimentais mostram tendéncia predorminante paré © mecanismo de
difusdo. Yeh et al. (1995) investigaram o perfil de liberagio da ovoalbumina de
microesferas de PLGA 50:50 (RG503) produzidas pela emulsdo dupla A/O/A e
evaporag@o do solvente. Em 30 dias, eles demonstraram que a liberacio da
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ovoalbumina foi incompleta (33%) e seu perfil de liberagdo mostrou uma tendéncia
linear controlada por difusdo, semelhante aos dados obtidos nesse trabalho.

Schreir e Del.uca (2001) estudaram a liberacéo da proteina 2 (rhBMP-2)
em microesferas compostas pelo polimero PLGA (50:50) RG 503 e 503H e
encontraram uma tendéncia oposta para a liberagdo em comparacdo aos nossos
resuftados. A liberacdo acumulativa da proteina nas microesferas RG503 foi de
75%, enquanto as microesferas compostas por RG503H liberaram somente 30%
em 40 dias de analise. Os autores ainda relatam que as microesferas produzidas
pela emuls&o dupla foram porosas e a liberacdo da proteina das microesferas foi
incompleta.

Baseado nos trabalhos disponiveis na literatura, concluimos que a interacio
proteina-polimero influencia diretamente a capacidade de liberacio, velocidade de
degradac&o e assim, o perfil de liberagdo. Siepmann e Gepferich (2001) relataram
que a difusdo do soiuto de microesferas depende significativamente da natureza
do polimero, tipo do soluto, tamanho e forma do soluto, o que observamos nesse
trabalho.

As curvas de liberacdo foram também analisadas através do modelo de
difusdo baseado na lei de Fick para esferas sélidas com distribuicdo homogénea
de soluto em todo o seu volume. (Eq. 6) , para determinacdo do coeficiente de
difus8o da proteina nas microesferas. A concentragdo maxima liberada foi
considerada como a concentracdo no tempo infinito. Os gréficos da Figura 41
mostra o nivel de concordancia entre os dados experimentais € 0 modélo difusivo

considerado.
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Figura 41 — Perfis de liberaggdo da OVA obtidos de microesferas A) ME-503H e B) ME-
503 durante 40dias. Os simbolos referem-se aos dados experimentais e as linhas aos
modelos tedricos caicuiados.

Observa-se que o modelo difusivo apresentou bom ajuste aos dados

experimentais durante todo o tempo de liberagdo para as microesferas ME-503H.
No caso das microesferas ME-503, observa-se desvios significativos do modelo
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em relac&o aos dados experimentais, tanto no inicio (até 10 dias) quanto apés 15
dias. A liberacio inicial muito rapida (perfil quase linear) pode ser considerada
como decorrente de efeito “burst” das proteinas localizadas proximo ou na
-superficie das microesferas. Apés 15 dias a liberagcdo se da por outros
mecanismos além da difus&o.

A Tabela 22 apresenta os valores da constante “k” e dos coeficientes de
difusdo estimados pelo modelo.

Tabela 22 — Constante “k” do modelo cinético difusivo e coeficiente de difusdo efetivo, D,
para as microesferas ME-503 e ME-503H.

8,70"10 1,13*10
9.42%10° 1,59*10°

Utilizou-se como didmetro pr_ﬁ':‘ipal das microesferas 7,5um.

Cosficiente de difusao calculado para *15 dias e ** 40 dias.

- Embora através de mecanismos diferentes, ambas microesferas mostraram
perfis continuos de liberac&o por longos periodos, os quais s8o desejados para
aplicagbes em imunoterapia. '

5.3.4.7 — Morfologia e analise de superficie

Atraves de microscopia eletronica de varredura, foi possivel analisar a
morfologia e superficie das microesferas ME-503 e ME-S503H contendo
ovoalbumina encapsulada durante o periodo de incubacdo em tampdo PBS a
37°C (andlise de degradacio). As fotomicrografias das microesferas ME-503 e
ME-503H com ovoalbumina estdo mostradas na Figura 42 e 43.

Nao foi possivel obter fotomicrografias das microesferas ME-503H, com
OVA, incubadas durante 20 e 30 dias, devido a consisténcia da amostra seca
{(degradada) apds o periodo de incubacao.
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Figura 42 - Morfologia das microesferas ME-503, contendo OVA encapsulada, incubadas
em meio aquoso durante A: 10; B: 14; C: 20: D:30 dias. Aumento; 3000X.

N&o foram observadas irregularidades (macro poros) para ambas microesferas
encapsulando ovoalbumina em 30 dias (Figuras 42 e 43). E importante ressaltar
que a auséncia de macro-poros ndo descarta a possibilidade das particulas
apresentarem nanoporos, 0s quais sdo dificeis de visualizar através de
microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 43 - Morfologia das microesferas ME-503H, contendo OVA encapsulada,

incubadas em meio aquoso durante A: 4; B: 7; C: 10: D:14 dias. Aumento: 3000X.

Outra importante informagdo obtida das fotomicrografias € que ndo foi
observada reducdo de tamanho das particulas. Essa informag&o pode ser um
indicativo de que os efeitos autocataliticos da degradacéo do polimero ndo s&o
significativos. Provavelmente, a difuséo dos ions hidroxidos do meio para o interior
das microesferas € suficientemente mais rapida, sendo capaz de neutralizar os

mondmeros acidos gerados pela clivagem do polimero.
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5.4 - Analise dos Efeitos Imunolégicos da Administracio Seqiiencial
de Lipossomas e Microesferas

Os niveis de imunoglobulina G (IgG) e imunoglobutina E (IgE) especificas
determinadas no plasma dos animais ap6s a administracdo sequencial de
lipcssomas e microesferas com OVA durante 60 dias de andlise s&o mostrados nas

Figuras 44 e 45,
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Figura 44 — Niveis de IgG especifico para OVA apés administragdo sequencial
(parenteral) de lipossomas convencionais (LC) ou furtivos (LF - 5% mol PEG®®) e
microesferas de PLGA (ME-503) vazias ou contendo ovoalbumina encapsulada.
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Figura 45 ~ Niveis de IgE especifico para OVA ap6s administracdo seqUencial
{(parenteral) de lipossomas convencionais (LC) ou furtivos (LF - 5% mol PEG®®) e
microesferas de PLGA (ME-503) vazias ou contendo ovoalbumina encapsulada.

A ovoalbumina foi escolhida para a imunizag&o devido a extensa descri¢éo na
literatura da sua acdo em reacdes alérgicas e protocolos experimentais de
dessensibilizacido bem estabelecidos. O exirato alergénico por ser constituido de
mistura heterogénea de proteinas, das queais somente algumas apresentam carater
alergénico, poderia dificultar a interpretacio dos resultados.
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Afraveés da analise grafica dos dados, observamos gque ndo houve diferencas
nos niveis de IgG e IgE quando lipossomas convencicnais ou furtivos foram usados
na administracdo seqiencial. Este resultado era esperado, uma vez que a
estabilidade em plasma e os resultados de liberagdo destes lipossomas foram
semelhantes, portanto, a apresentacdo da proteina ao sistema imune pelos veiculos
s80 similares e ocorre por desestruturagdo do veiculo. Minato et al. (2003} tambem
estudaram a resposta imunoldégica de OVA encapsulada em lipossomas
convencionais e furtivos (6% mol PEGM) quando administrados, via oral, em
animais a duas concentracbes (20 ou 50mM). Os resultados do teste in vivo
mostraram que ndoc houve diferenca nos niveis de IgG, até 42° dia, quando ou
lipossomas convencionais ou furtivos (20mM) encapsulando OVA foram
administrados nos animais. Os autores observaram também que os niveis de IgG
ndo aumentaram guando a OVA foi encapsulada em lipossomas convencionais e
furtivos de 20 mM, uma vez que os valores obtidos foram semelhantes a solugéo de
OVA livre. Aumento de trés vezes nos niveis de IgG em relacdo a solucéo de OVA
livie foi obtido somente quando a proteina foi encapsulada em lipossomas
convencionais de 50mM. A massa de OVA administrada nos lipossomas de 20mM foi
de 0,8mg e 1,img para os lipossomas de 50mM. Vale ressaltar que os animais
receberam duas imunizacdes (0 e 2° dia) seguida de uma dose reforgo no 28° dia.

Assim, pode-se concluir que os resultados obtidos neste trabalho estdo de
acordo com o estudo de Minato et al (2003). O fato dos niveis de IgG de lipossomas
convencionais, lipossomas furtivos e solucdo de OVA apresentarem valores
semelhantes pode estar relacionado com a concentrac@o dos lipossomas injetados e
a dose de OVA administrada.

Os nossos resuitados apresentados airavés dos graficos das Figuras 44 e 45
mostram que durante 15, 30, 45 e 60 dias, os lipossomas convencionais e furtivos
com microesferas mantiveram os niveis de IgG e IgE proximos daqueles do animal
sensibilizado. Os tempos estudados foram insuficientes para mostrar diferencas nos
niveis de IgG para os lipossomas e microesferas vazios ou com OVA encapsulada.

Embora os niveis de IgE tenham sido constantes, a manutencéc dos niveis de

IgG com Gnica dose é satisfatoria para a terapia de dessensibilizac8o, pois as IgGs
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podem competir com as IgEs da superficie dos mastécitos pelo alérgeno. A captura
do alérgeno pelas imunoglobulinas G, impede ou reduz a ligagdo lgE-alérgeno,
reduzindo ou eliminando o desencadeamento das reagdes alérgicas (Esquema 2). A
manutencdo dos niveis de IgG pode n&o impedir completamente a reacédo
inflamatéria, porém deve atenuar significativamente os sintomas provocados pelas

reagdes alérgicas.

IgE

e
53“ 2

Terapla de dessensibilizagado

Reagdes alérgicas

(A) (B)

Esquema 2 -~ Ligacdo antigeno-imunogiobulina E, desencadeando reacao
inflamatdria (A) e competicéo de IgG pelo alérgenc (B), eliminando ou reduzindo a
ligac8o alérgeno-IgE (superficie dos mastdcitos).

Basomba et al (2002) sugerem em seu trabalho que os niveis de IgE levaram
meses para decrescer. Enquanto os autores realizaram estudos em humanos por um
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ano e seis meses, nods estudamos apenas por um periodo de dois meées,
provavelmente tempo insuficiente para verificarmos a reducdo dos niveis de IgE.
Basomba et al obtiveram bons resultados clinicos com atenuag&o dos sintomas em
80% dos pacientes tratados com o alérgeno D. pferonyssinus encapsulado em
lipossomas convencionais. Os autores conseguiram reduzir o namero de aplicagGes
da terapia de dessensibilizacdo de 13 para 8, usando alérgeno encapsulado. Os
autores relatam que os niveis de IgG dos pacientes aumentaram significativamente
no periodo de tratamento, mas cita que os niveis de IgE aumentaram inicialmente e
decresceram graduailmente até valores normais somente apds alguns meses.

Um fator importante que também pode influenciar os niveis de IgE & a dose de
alérgeno a ser administrada nos animais. Esse fato foi comprovado por Fattal et al
(2002) que estudaram a resposta imunoldgica de beta-lactoglobulina (BLG)
encapsulada em microesferas de PLGA (75:25) ap6s administragdo oral em
camundongos BALB/c. Os resultados dos autores mostraram que os niveis de IgE
humoral de BLG em salina (0.5ug/g animal), BLG encapsuiada em microesferas de
PLGA (500ug/g animal} e de microesferas vazias foram semelhantes apos 28 dias de
analise. Os autores ainda testaram varias doses e concluiram que quando BLG
encapsulada em microesferas na concentra¢ido 0,5ug/g animal foi administrada, os
niveis de igE humoral foram reduzidos.

Qutros trabalhos da literatura mostraram resultados similares aos obtidos
nesse trabalho, como o de Challacombe et al. (1997), que relatam niveis
semelhanies de IgG de antigenos encapsulados em microesferas e em solugéo.
Esses autores estudaram a resposta imunologica de OVA encapsulada em
microesferas (3um) de PLGA 50:50 (RGS506) apds administragdo oral em
camundongos BALB/c. Os animais foram imunizados no primeiro dia com dose
reforco na quarta semana. A dose de OVA administrada variou de 100 a 800ug. Os
resultados mostraram que os niveis de IgG anti-OVA foram baixos e iguais tanto para
OVA encapsulada em microesferas quanto para OVA em solugdo salina até a quarta
semana. Na sexta semana, apds a administracdo da dose reforgo (4® semana), € que
os niveis de IgG de OVA encapsulada em microesferas aumentaram a valores
significativamente maiores que os niveis de OVA em solucdo. Na oitava semana,
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periodo final de analise, 0s niveis de igG para OVA encapsulada e OVA em salina
foram semelhantes.

O’'Hagan et al. (1993) foi um dos autores que mostraram que os niveis de IgG
de OVA encapsulada em microesferas sdo semelhantes aos niveis de OVA
adsorvida em hidréxido de aluminio. Os autores estudaram a resposta imunologica,
1gG, de OVA encapsulada em microesferas de PLGA formadas pelos polimeros RG
506, RG 508 e RG 755 através da adminisifraggo subcutanea em BALB/c. A massa
de OVA administrada em hidroxido de aluminio ou microesferas foi de 300ug. Os
resultados indicaram que, em comparagcdo com OVA adsorvida em hidréxido de
aluminio, os niveis de IgG de OVA em microesferas foi maior a partir da segunda
semana. Esses niveis alcancaram um valor maximo na décima semana e a partir da
122 semana, os valores de IgG para OVA encapsulada ou adsorvida em hidréxido de
aluminio foram semelhantes, mantendo-se elevados até a 522 semana. 0s mesmos
autores estudaram tambeém o efeito do tamanho da particula na resposta imunologica
e concluiram que ndo ha variacdo nos niveis de IgG quando 100ug de OVA &
encapsulada em microesferas de 1,5um ou 73um ou adsorvida em hidréxido de
aluminio. O periodo de observacio foi de 6 semanas.

A maioria dos artigos disoniveis na literatura, com alérgenos encapsulados em
lipossomas, relata a utilizagdo de sub-doses nos' testes in vivo (quantidades
pequenas - 2,5-10ug). A dose utilizada em nosso trabalho, 10ug OVA com
lippssomas e 50ug OVA com microesferas, assegura o desencadeamento de
reagbes alérgicas e foi baseada no protocolo classico "da terapia de
dessensibilizagdo. Outro ponto relatado na literatura é que os trabalhos com
lipossomas para o tratamento da alergia utilizam doses reforgo, enquanto que o
protocolo utilizado neste trabalho através da administracdo sequencial somente
utiliza duas aplicacGes, eliminando a necessidade de doses reforcos ao longo do
tratamento.

Comparando com outros trabalhos, os nossos resultados apresentam-se
promissores, pois com a administragdo seqtencial de lipossomas (10 ug OVA) e
microesferas (50 ug OVA) sem dose reforco, conseguimos manter satisfatoriamente,
por 60 dias, os niveis de IgG, embora os niveis de IgE também tenham se mantido.
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Os trabaihos da literatura abordam, em geral, que a manutencdo de niveis elevados
de IgE pode estar relacionada & massa de OVA, concentracéo de lipossomas e rota
administrada. Se a dose de OVA a ser administrada for variada, melhores resultados
podem ser obtidos. Ndo ha na literatura disponivel, trabalhos que abordem a
administracdo seqglencial (via parenteral) de OVA em lipossomas e microesferas de
PLGA (RG 503) com avaliag8o imunolégica dos niveis de IgG e IgE por dois meses.

Como os efeitos da producdo de IgE podem permanecer por meses, a
constatacdo da diminuicdo dos seus niveis nos protocolos de dessensibilizacio
serdo visualizados apds um periodo minimo de 120 dias. Assim, novos ensaios de
dessensibilizagéo devem ser realizados e prosseguirem por até 90 ou 120 dias, para
que os resultados sejam conclusivos.

Os animais que foram sacrificados ainda apresentavam depésitos no sitio de
injecdo, conforme mostrado nas fotomicrografias na Figura 46. Esta analise sugere
que as microesferas utilizadas neste trabalho ndo apresentaram degradacéo total in
vivo no periodo de analise (60 dias), podendo ainda haver OVA para ser liberada.
Este fato reforga a justificativa de melhor avaliar a resposta imunolégica por um
periodo superior a 80 dias.
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Figura 46 — Fotomicrografias de microesferas de PLGA (ME-503) coletadas dos

animais {in vivo) ap6s 60 dias de imunizagao.
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6 — Conclusbes Gerais

¢ A produgio de lipossomas e microesferas poliméricas encapsulando
proteinas alergénicas é factivel e os processos usados podem ser
escalonados.

e Ambos veiculos foram estaveis quando estocados na forma
liofiizada.

* As preparacdes puderam ser esterilizadas por filtracdo, permitindo as
aplicagbes in vivo.

e A acdo conjunta dos sistemas lipossomais (liberacdo rapida) e
poliméricos (liberacdo lenta) na administracio sequencial permitiu a
apresentacao continua de proteinas alergénicas ao sistema imunolégico
com a liberag&o variando de horas a meses.

e Apesar dos niveis de IgE, a manutencio dos niveis de IgG especifica
elevados sugerem o uso potencial desses veiculos na terapia de
dessensibilizago da reacio alémgica.



7 — Sugestoes para Trabalhos Futuros

Para a seqiéncia desta linha de pesquisa sao sugeridos 0s seguintes
temas para proximos frabathos:

+ Estender para 90 e 120 dias o periodo de andlise dos testes in vivo, a fim
de verificar o comportamento do sistema até a total degradagio das
microesferas.

« Estudar a adicio de polietileno glicol (PEG ®®) na formulag3o ponmenu
de PLGA 50:50 a fim de melhorar a liberacdo do alérgeno.

e Preparar e caracterizar microesferas bioadesivas com alérgeno e avaliar a
resposta imunologica dessas particulas administradas via nasal.

« Investir na separacio das proteinas alergénicas do fungo Drechslera
monoceras para posterior avaliacao em testes in vivo.
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Anexo I

Convencionais {antes do processo de liofilizagdo)
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Diametro hidrodinamico médio e Distribui¢do de tamanhos de Lipossomas
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Diametro hidrodindmico médio e Distribuigdo de tamanhos de Lipossomas

Furtivos (antes do processo de liofilizagéo)
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Diametro hidrodindmico médio e Distribuigdo de tamanhos de Lipossomas
Furtivos — DRVs
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Anexo II1

Diametro hidrodinamico médio e Distribuicdo de tamanhos de Lipossomas

Convencionais DRVs reconstituidos apos estocagem por 6 meses a 4°C na

forma liofilizada.
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Didmetro hidrodinamico médio e Distribuicdo de tamanhos de Lipossomas
Furtivos DRVs reconstituidos apés estocagem por 6 meses a 4°C na forma
liofilizada.
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