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RESUMO

A vacinacio de peixes por via oral € considerada como uma alternativa relevante de
imunizacfo destes animais, visto que elimina ¢ esiresse associado com 2 vacinacfo via rota
parenteral, possibilita a rapida vacinacfio de um grande nGmerc de peixes a custos
reduzidos. Entretanto, esta técnica € apenas parcialmente efetiva devido 3 parcial destruicfio
da vacina no sistema digestivo dos animais e a possiveis interacBes desta com componentes
da racfo. Este trabalho abordou a preparacic e caracterizacfio de microesferas de algnato
incorporando células inativadas de Aderomonas hydrophila, visando a imunizagfo per via
oral de peixes do tipo tilapia do Nilo, com cultive de importancia econdmica considerdvel
no Brasil, conira esta bactéria, comum na piscicultura de alfa densidade animal O uso de
matérias primas de baixo cusio e metodologias de preparacfio passiveis de utilizagdo em
escala industrial foi enfocado. Paralelamente aos estudos com Aeromonas hydrophila,
efetuou-se estudos comparativos de incorporacio de albumina de soro bovino (BSA), como
antigenc modelo, nas particulas. As microesferas foram preparadas por emulsfio com dleos
vegetais, avaliando-se a influéneia das concentracBes de alginato, agente ativo e tensoativo
(Span® 80), da taxa de agitacio e da proporcio enfre as fases nas caracteristicas das
particulas. Particulas esféricas com difmetros médios de 55,3 um a 143,0 um contendo de
0,7 a 4,20 mg/ml. de BSA foram obtidas, correspondendo a eficiéncias de incorporacéic da
proteina de 72 a 84 % para BSA. Para as bactérias, a eficiéncia de incorporagfio atingiu 100
%, obtendo-se particulas de difmetro de 39,2 a 82,0 um. Particulas contendo 14,22 mg de
bactérias obtidas utilizando-se 1:9 (v/v) de fase aquosa (contendo 3,5% de alginato) em
relacio & fase oleosa (leo de milho e Span® 80 a 0,2%) agitadas a 2000 rpm apresentaram-

se estaveis em condicdes equivalentes as gastrintestinais por 12 horas.



ABSTRACT

The oral vaccination of fishes has been considered a relevant alternative for the
immunization of these animals, since it eliminates the stress caused by the immumological
agent parenteral administration, added to the possibility of quickly vaccinating large
numbers of animals with reduced costs. The effectiveness of this approach is limited,
however since the vaccine can be destroyed in the fish digestive system and interactions
with the feed components can occur. The purpose of this work was to produce and to
characterize alginate microspheres with entrapped inactive Aeromonas hydrophila cells for
the oral immunization of Nile tilapia, against this bacteria, commonly found in high
density fish production systems. The use of low cost raw materials and of particle
production methodologies easy o scale up were focused. Comparative studies with bovine
serum albumin (BSA), as a model anmtigen, incorporated in the particles were also
performed. The microspheres were prepared with vegetable oils emulsion, and the
influence of alginate, active agent (BSA or bacteria) and Span® 80 surfactant concentration,
stirring rate, and the ratio between aqueous alginate and oil phbases on particle
characteristics were evaluated. Spherical particles were obtained, with average diameters
ranging from 55.3 pum to 143.0 pum containing from 0.70 to 4.20 mg/mi. of BSA,
corresponding to incorporation efficiencies varying from 72 to 84%. For the bacteria, the
incorporation efficiency reached 100 % and the particles obtained -presented mean
diameters from 39.2 to 82.0 um. Microspheres containing 14.22 mg/ml. of cells prepared
with 1:9 (v/v) of aqueous phase {containing alginate at 3.5% w/v) in relation to the oil
phase (corn oil containing 0.2 % Span®80) under mechanical stirring at 2,000 rpm

remained stable in gastrointestinal conditions for 12 hours.
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1, INTRODUCAQC

1.1 Justificativa e Belevincia

De acordo com 2 Sociedade Brasileira de Zootecnia, estima-se gue a producio
nacional de peixes seia superior 2 um mithfo de toneladas por ano. Deste fotal, apenas 10%
s40 provemientes da piscicultura, sendo © restante obtido por pesca extrativa eoa mares €
rios. O consumeo per capita de peixe no Brasil, em torno de 6 kg/ano, pode ser considerado
baixo, atingindo apenas 50 % do valor recomendado pela Organizacio Mundial de Saiide.
Enquantc observa-se um aumento na demanda por peixes em decorréncia de
recomendacfes para aumentar ¢ consumo de cames brancas, nota-se também que a

capacidade dos rios e dos mares de fornecer peixes estd atingindo seu limite.

Além da tradicional utilizacio dos peixes na alimentacdo, diversas espéeies destes
animais iém aprecidvel valor ornamental, podendo ser criadas de maneira intensiva com

retorno econdmico atraente, o mesmo se aplicando a espécies destinadas 4 pesca esportiva.

Diversos fatores favorecem a piscicultura no Brasil, destacando-se o clima, a
topografia e o volume de dgua disponivel na maioria das regides brasileiras. Outros fatores
relevantes sfo o grande niimero de espécies nativas e exdticas que podem ser criadas em
cativeiro € a abundéncia de subprodutos de agroindustrias que podem ser aproveitados na

piscicultura.

Embora as técnicas modernas de piscicultura fornecam meios efetivos para a
produco intensiva de pescados em condicBes relativamente controladas, a maior parte das
atividades nesta 4rea ainda € realizada de maneira tradicional, envolvendo baixa tecnologia
{(Hew e Fletcher, 2001} e, em conseqiiéncia, custos mais elevados. Enguanto diversos
paises, incluindo a Noruega, o Chile e a China, tém desenvolvido nas ultimas décadas
programas intensivos em agiiicultizra com bons resultados (Hew ¢ Fletcher, 2001}, apenas
nos ditimos 7 anos o Ministério da Agricultura vem apoiando mais intensivamente a
pisciculiura nacional, reconhecendo a potencialidade do Pais de ser um dos maiores

produtores mundiais de pescado.
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O desenvolvimento da agliicultura estdé fortemente associado & maior atenglo
devotada a problemas como 2 infeccBio dos peixes por patdgencs e & queda na
produtividade por elas causada, principabmente pars apimais cultivados em regime
intensivo e em confinamento. Além da perda por mortalidade propriamente dos peixes, os
patbgenos t8m impacto consideravel no crescimento e no comportamento dos animais, em
sua resisténcia a outros fatores de estresse, em sua susceptibifidade 4 predaco, bem como
na comercializaclo do peixe (Scholz, 1969},

Para gue a lucratividade na piscicultura efetivamente aumente, as perdas de animais
causadas por patdgenos e o consumo de antibidticos para combaté-las devem, ambos, ser
mantidos em niveis minimos. A imunoprofilaxia, reconhecida pela estimulacfo da
imumnidade especifica e nfio especifica, € proposta por Gudding 7 al. (1999) como uma base

s6lida para ¢ desenvelvimento sustentével da agliicultura.

Os peixes podem ser artificialmente imunizados de trés maneiras, através de
injec8o, de imersdo ou por via oral Cada método tem caracteristicas intrinsecas gquanto ao
nivel de protecfo, efeitos colaterais, praticidade e relagio custo/beneficio, ndo se podendo,
a priori, apontar um deles como simultaneamente étimo em todos 0s aspectos anteriormente
mencionados. No caso especifico de vacinacio por wvia oral, recomendado principalmente
como reforgo e bastante pratico do ponto de vista de aplicacio, os maiores esforgos de
pesquisa tém se concentrado na protegfio dos agentes antigénicos da digestdo e
decomposicdo durante sua passagem pelo estdmago e parte anterior do intestino (Gudding
et al., 1999). Neste sentido, diversas estratégias t&m sido propostas, come a encapsulaciio
de agentes antigénicos em micro ou nanocapsulas, estratégia esta em franca expansfo na

pesquisa de vacinas orais para mamiferos.

Poucos trabalhos foram localizados na liferatura abordando a encapsulagic de
antigenos para a vacinacdo oral de peixes, destacando-se os de Romalde er af (2004), Polk
et al. (1994), Joosten er al. (1997) ¢ o de Lavelle er ol (1997), que descrevem a
incorporacio de antigenos em microparticulas de alginato ou de poli (DL-lactideo-co-
glicosideo).

No caso de mamiferos, a absorcio de antigenos pelo tecido linféide associado ao
intestino pode ser favorecida pela utilizacdo do antigeno incorporado em particulas com
didmetros iguais ou menores gue 10 pm (Singh e O’Hagan, 1998; Lemoine ef al., 199§,
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(’Hagan, 1998), entretanto, formulagBes com particulas maiores podem ser eficientemente
empregadas quando se deseja apenas a proteciic do antigeno da acidez géstrica ¢ da
digestdo enzimética (Singh e O’Hagan, 1998). Nio se dispSe de dados similares para
peixes, entretanto, embora estes animais nfo disponham de placas de Peyer (agregados de
Iinfocitos ao longo do intestino, especialmente no fleo) e de células M transportadoras de
antigeno, 03 seus enterdcitos apresentam capacidade de transportar antigenos (Joosten ef
al., 1997}, Supde-se, entfo, que particulas com difmetros entre 5 e 50 pm seriam eficazes
para a administracio de agentes de immmizacio para peixes por via oral, preferencialmente

com didmetro de cerca de 10 um com base no trabalho de Joosten ef al. (1997).

Verifica-se a necessidade de se desenvolver mais pesquisas nessa  4rea,
principalmente tendo por base os resultados dos trabalhos mencionados, que mostram bom
potencial de protecBio dos antigenos ¢ de imunizacio dos animais. Segundo Polk er al.
(1994), a vtilizac@io de microcapsulas misturadas 4 racfio para a vacinagfio oral de alevinos €
particularmente interessante, visto gue estes estfio sujeitos a alia mortalidade tanto
decorrente de doencas quanto do manejo associadc & imunizagio. E também necessario o
desenvolvirnento de metodologias que facilitem e reduzam o custo do processamento destas

particulas, possibilitando sua produg@o em larga escala.

Assim, prop0s-se neste trabatho a preparagfo e caracterizacg8o de microparticulas de
alginato contendo células de Aeromonas hydrophila inativadas para a administragiic em
tilépia do Nilo por via oral. O polissacarideo selecionado para a formulag8o (alginato) tem
custo relativamente baixo ¢ é biocompativel com o meio fisiclégico, ou seja, é aceito pelo
organismo sem causar reagdes adversas, As microparticulas & base deste material sfo de
fhcil preparacBio e de escalonamento factivel, aldm de serem recomenddveis para a
administracdo oral de agentes ativos. A espécie de peixe selecionada tem apreciavel
importincia econdmica no Brasil ¢ sua imunizagfio contra o patégenc em questfio
fundamenta-se em sua distribuicdo mundial, causando doengas de pele e septicemias em

peixes, principalmente na piscicultura de alta densidade animal.
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1.2. Objetive

O objetivo global deste trabatho foi contribuir para o desenvolvimentio de vacinas
para peixes, enfocando a formulagSio de microesferas de alginato para a Imunizagfo de
tildpias do Nilo por via oral conira Aeromonas hvdrophila. Inseridos neste obietivo global,

este trabalho teve os seguintes objetivos especificos:

¢ (Comparacio de metodologias para a preparagio de microesferas de alginato por
processos envelvendo emulsBes citados na literatura, com a finalidade de identificar

aquelas que permitam a obteng8o das particulas com dimensBes préximas 4s almejadas.

e Determinag8o da influéncia de varidveis como concentracdio de alginato e de agente
antigénico, proporcdo enire as fases aquosa e oleosa, intensidade de agitaclo e presenca

de tensoativos nas caracteristicas finais das particuias formadas;

s FEstudo do comportamento das microparticulas incorporande bactérias quanto 3
eficiéncia de incorporacio, morfologia, didmetros obtidos.e a estabilidade em soluches

aquosas.

» Estudo comparativo do comportamento das microparticulas incorporando a proteina
modelo albumina de soro bovino (BSA) quanto 2 eficiéncia de incorporagfio, a

- morfologia e aos difmetros obtidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Consideractes Gerais sobre a Relevincia da Piscicultura no Brasil

A pisciculiura pode ser considerada um recurso alimentar importante, sendo uma
fonte protéica acessivel através da exploragfio direta dos recursos naturais, Bmbora os
Tecursos naturais € oS peixes parecam inesgotdveis, a aclo do homem muito tem

contribuido para a sua reducio, tornando-se comum o cultivo artificial de peixes.

O Brasil possui enorme potencial para producfo de pescado por agliicultura, tendo
em vista sua localizac8o com mais de dois tergos na regifio tropical, além das privilegiadas
e ricas bacias hidrogréficas. Merecem destague também os 5 milhSes de hectares de aguas
represadas em agudes no Nordeste e a imensa costa litorfnea (aproximadamente § mil
quildmetros), que favorecem uma enorme e variada atividade de agiiicultura de espécies

marinhas e de 4gua doce.

O cultivo de peixes ¢ intenso nas regides Sul, Ceniro-Oeste e Sudeste, onde
comegam a ser implantados projetos de cultive de médio e grande porte. Segundo o
Ministéric do Desenvelvimento Agrario, a piscicultura destaca-se no interior do pais com a
¢riagio principalmente de tildpias. As espécies de tilipia sfo de grande importéncia em
locais de clima tropical e subtropical, onde constituem a principal espécie utilizada para
cultivo intensivo (Caceci ef al., 1997). Estima-se que as tildpias cultivadas atualmente
representem 60% do total comercializado deste tipo de peixe.

A tildpia do Nilo tem um mercado bastante atraente. Sua carne é rosada, tem sabor
agradavel e seu filé nfio possui espinhas. As tildpias sfio peixes origindrios do continente
africano e da Asia menor. Estio taxonomicamente classificadas em cerca de 70 espécies,
sio predominantemente peixes de dguas quentes, sendo que a temperatura de cultivo pode
variar de 20 a 30°C, embora possam suportar temperaturas em torno de 12°C. S3o peixes de
facil reprodugdo, sendo gue muitas vezes podem povoar de forma exagerada 0s tanques.
Para gue isso ndo ocorra, geralmente é feita a reversfio sexual através da adiciio de
horménios masculinizantes na ragdo, o que faz com que individuos que geneticamente sfo

fémeas desenvolvam fendtipo de machos.
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Algumas das maiores dificuldades no cultivo de peixes em sistema de confmamento
relacionam-se a4 prevengdo e ao controle de doengas causadas por patdgenos, pois ©
ambiente aquético € um meio no qual hd ficil acesso e desenvolvimento de agentes
patogénicos, € o cultivo de peixes em altas densidades populacionais favorece ainda mais o

aparecimento de doencas.

2.2. Doencas infeccicsas ¢ samidade em piscicultura

Os peixes podem ser acometidos por diferentes agentes patogénicos. Entre estes
agentes estfio parasitas, virus e bactérias. As parasitoses mais comuns sdc as causadas por
Ichthyophthirius muliifilis, Lernaea cyprinacea e Argullus sp. Dentre as bactérias,
destacam-se o Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida, Vibrio vulnificus e
Vibrio viscosus. Tém também papel relevante o Sirepfococcus sp., a Photobacterium

damselae ¢ as Aeromonas salmonicida e hydrophila, dentre outras (Gudding ef al., 1999).

A Aeromonas hydrophila ¢ um bastonete gram-negativo, de tamanho curto (Figura
2.1), que € normalmente encontrado em ambientes aqudticos. Sob influéncia de fatores
predisponentes {densidade animal, qualidade da dgua, temperatura ambiente, dentre outros)
surtos de infecgdes em piscicultura podem ocorrer tendo como consequéncia altas taxas de
mortalidade. Este microrganismo pode também infectar seres humanos ocasionando surtos
esporadicos de gastrinterite, celulite e septicemia, geralmente associados ao contato com

4guas de recreacho ou consume de pescado contaminado.

Os peixes infectados por este microrganismo apresentam sintomas como pecrose de
nadadeiras e ulceras de tegumento, além de septicemia hemorragica. As doencas causadas
por essa bactéria acometem peixes de agua-doce, vérias espécies de peixes marinhos e
diversos tipos de peixes ornamentais, além de anfibios, tendo expressivo impacto
econdrmico no cultivo destes animais. Esta bactéria produz doengas em carpas, bagres,

tilapias e trutas, dentre outros peixes (Rahman e Kawai, 2000).

A maioria das doencas infecciosas que acometem os peixes sfo de dificil
diagndstico, e quando se nota gue um peixe encontra-se infectado, este 34 estd debilitado,
motivo pelo qual poderd nfo responder aos vérios tipos de tratamentos preconizados. O

iratamento guimioterapico de peixes em seus tanques de criaclo apresenta lmitaces como
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a necessidade de tfanques especiais com volumes de #dgus menores e conhecidos para
facilitar a diluigdo do medicamento e controlar sua liberagiio. Entretanto, hd um consenso
geral de que vérios destes produtos sfie prejudiciais ao meio ambiente. Muitas vezes € mais
apropriado e freqlientemente menos oneroso nfio realizar fratamento algum, visto haver
reduzida comprovagio cientifica de sua eficacia, além de nfio ser possivel prever o prejuizo
causado ac ambiente. Neste caso, € melhor sacrificar o plantel, drenar o sanitizar
adequadamente o tangue para recomegar a oriagfio (Ministério do Desenvolvimento Agréario

do Brasil, 2002).

Figura 2.1: Aspecto morfologico da bactéria Aeromonas hydrophila em microscopio
eletrOnico de varredura (aumento de 4.000 X). Fotomicrografia obtida no Laboratério de
Recursos Analiticos e de Calibragiio da Faculdade de Engenharia Quimica / UNICAMP /
2004.

Para evitar que os peixes sejam contaminados por patégenos, pode-se adotar
medidas profilaticas como a vacinacfio, visto que, em decorréncia de desafic com um
antigeno, os peixes sfo efetivamente capazes de produzir tanto anticorpos especificos como

resposta imune mediada por células (Shao, 2001).
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Especificamente no caso de wnunizacgio contra 4. hvdrophila, as estratégias incluem
o uso de células mortas por calor, de exiratos bacterianos inativados por calor ot com
formalina, de preparacfes sonicadas e de células vivas (Azad ef ol., 1999). As proteinas de
membrana da superficie externa da bactéria 4. hvdrophila, 580 as responséveis pela indugio

da resposta imune no peixe, apos a vacinaco.

2.3, Técnicas de Imunizacio de Peixes

() desenvolvimento de uma vacina efetiva inclui a idemtificacic dos fatores de
viruléncig relevantes, como saber quando o peixe vai possivelmente estar exposto ao
patégeno, pols desta maneira pode-se determinar qual deve ser o momento mais adequado
para que seja feita a vacinagfo. Entretanio, a maior parte das vacinas usadas na agilicultura
fol desenvolvida através de processos fundamentalmente empiricos (Gudding ef of., 1999).

Apesar de os peixes nfo apresentarem medula ou nédulos linfaticos, o timo, os rins
e ¢ baco constituem orglos importantes do sistema imunoidgico desses animais (Shao,
2001). A habilidade do peixe desenvolver imunidade contra uma dada doenca depende
basicamente de quatro fatores, o tamanhe do peixe, a temperatura da 4gua, o agente de
imunizagfio e o método de vacinagio. A imumizacio pode ser obtida a partir do contato com
pat6genos inativados e atenuados, assim como a partir de proteinaé recombinantes e de
imunizacio genética com DNA, agentes estes menos comuns gue os dois primeiros fipos
citados (Gudding er af., 1999). Os trés métodos basicos para vacinag8o de peixes sfo a
imerso, a injegic € a vacinacio oral (Gudding ef al., 1999). Para os métodos de vacinagfic
por via oral e por imersfio, nos quais o contato do agente de imunizagBio se d4 com a
superficie da mucosa do animal, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na absorcéo

do antigeno e na sua apresentacfio € ainda bastante limitada.

Se os peixes so serfio expostos a uma determinada doenga durante 3 a 12 meses, ¢ s
0s animais possuirem peso inferior a 50 g, a vacinagfio por imersio pode ser ¢ método mais
facil, rapido e menos oneroso. Este método consiste em mergulhar o peixe em uma soluglo

diluida e aerada de vacina por até 60 segundos. Duas pessoas podem vacinar até 500.000



Revisdo do Litergfura ©

peixes (com massa corporea de 5 g} por dia. O custo ¢ baixo, cerca de USS$ 0,001 a USS
0,01 por 5 g de peixe (Syndel Laboratories Lid.,2002).

O método de vacinagfo por injecfio € geralmente reservado para peixes de alio valor
comercial, quando estes ficam expostos por longos periodos a um ot mais tipos de doengas.
A imjecdo é um método bastante efetivo, entretanto, o custo € significativamente mais
elevado que o do método de imersio, sendo de aproximadamente 1US$ 0,10 2 USS 0,20 por
peixe vacinado (Syndel Laboratories Lid., 2002).

As vacinas orais sfo administradas juntamente com a alimentacfio e, portanto,
dependem do apetite dos peixes para serem consumidas. O custo € moderado, cerca de USS
0,01 a USS 0,05 por 10 gramas de peixe (Syndel Laboratories Ltd. 2002), entretanto, 2
vacinagfio cral é um meio prético e rapido de se efetuar a imunizacio dos peixes confinados
em tanques gquando comperado ao método de injecio. Além disto, a vacinac8o por via oral

ndo causa estresse ao peixe.

Apenas os métodos de injecfio e imersfio foram desenvolvidos para uso em escala
mdustrial, sendo parte integrada na producfico comercial de salmonideos. Os adjuvantes dos
tipos oleosos ¢ glicanos tém sido empregados comercialmente na injegBo de bacterinas
(vacinas a base de bactérias inativadas), com o intuito de aumentar em intensidade e
duracdo a protecfo imune, entretanto, podem causar reacfes inflamatdrias graves no local
de injeco (Gudding ef al., 1999).

A vacinac@o pela via oral, constitui-se em um método répido e pratico, wmna vez que
a vacina pode ser adicionada diretamente 2 racio do animal, nfo exigindo nfimero elevado
de pessoas para realizar a vacinag@o. Em adicfio, a via oral nfio causa estresse ao peixe.
Porém, para a produgfic de vacinas de uso oral, faz-se necesséria a protecfio dos agentes
antigénicos contra 0s meios hostis do sistema gastrintestinal. Os antigenos devem chegar ao
intesting posterior, da maneira mais intacta possivel, para efetivamente serem capazes de

promover a imunizac#o.

Assim, para a vacinagio oral, pesquisas recentes tém enfocado a proteciio dos
agentes imunizadores contra a degradacio por acidos estomacais e por proieases intestinais
(Polk er al. 1994; Joosten ef al., 1997; Lavelle er al., 1997). Neste sentido, uma estratégia

que pode aumentar a eficiéncia da imunizacfo por via oral € a incorporagfo dos agentes
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imunizadores em dispostiivos de liberacdo controlada, como microparticulas preparadas 3

base de polimeros naturais e sintéticos biocompativeis.

2.4. Sistemas de Liberaco Controlada

O desenvolvimentc bem sucedido de vacinas veiculadas em dispositivos de
liberacio controlada para administracZo em animais, incluindo peixes, depende de vérios
fatores. A selegdo do tipo de dispositivo de liberacio controlada, de sua composigio ¢
tamanho, bem como de sua permeabilidade e do método utilizado para a incorporaco do
agente de imunizacio s@o eclementos fundamentsis no projeto destes sistemas,
determinando as caracteristicas fisico-guimicas e ¢ mpacio biolégico final associado 3 sua
administracio.

A versatilidade ¢ a disponibilidade de um grande ntimero de métodos proporciona a
selecdo racional de protocolos adequados a necessidades especificas. Alguns aspectos,
como 2 disponibilidade e custo da matéria-prima, sfo decisivos na sele¢8io dos protocolos,
assim como consideracdes no campo farmacoldgico envolvendo a rota de administracio e a
dosagem necesséria. Uma vez estabelecidas as metodologias, € essencial o uso de
estratégias de otimizacBio de maneira a garantir, entre outros fatores, a incorporacio
eficiente e econdmica do composto terapéutico, bem como a estabilidade quimica, fisica e

antigénica do sistema obtido.

Conforme ja mencionado, uma estratégia de desenvolvimento de novos sistemas de
liberacfio controlada para vacinas orais envolve a incorporacio dos agentes de imunizagfo
em matrizes poliméricas projetadas para a administracio por via oral. A tecnologia de
microesferas poliméricas tem a grande vantagem de reduzir o mimero de inoculacdes,
aumentando a resposta imune apds a imunizago oral e reduzindo a dose iotal de antigeno
necessdria para protecdo contra determinado patoégeno (Lavelle er af, 1997). As
microparticulas podem ser misturadas a ragBio umedecida com 4gua, obtendo-se uma pasta

que pode ser extrusada € seca a temperatura ambiente por 48 horas (Joosten ef al., 1997).

Diversos polimeros t8m sido avaliados para a preparagfo de microparticulas

destacando-se polimeros maturais como o amido, o alginato, a gelating e a guitosana, e
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polimeros simtéticos como os polilactideos-co-glicolideos (PLG), os polianidridos e os
ftalatos. Os polimeros naturais 18m vantagens como baixo custo, biocompatibilidade e
solubilidade em solugBes aquosas, tendo como desvantagens a presencga de contaminantes,
a variabilidade entre lotes ¢ a baixa hidrofobicidade. Em contraste, os polimeros sintéticos
sdo meis reprodutiveis, podendo ser preparados com distintas massas moleculares e
composicdes em termos de co-polimeros, além de possibilitar a obtencfio de diferentes
taxas de degradacfc (Singh & O'Hagan, 1998). Entretanio, estes materais podem ser
toxicos € apresentam limitada solubilidade, sendo mais freqlientemente soliveis em
solventes orginicos e apresentando maior dificuldade de liberagio de antigenos

biclogicamente ativos in vivo.

O uso de alginato para a finalidade em questfo, parece particularmente atraente, de

forma que este composto serd mais detalhadamente discutido a seguir.

2.8, Caracteristicas do alginato

O alginato € um polissacarideo natural, encontrado em varias espécies de algas,
inclusive a alga marrom {Mofidi er al., 2000; Chan et al., 2002). Este polissacarideo tem
sido utilizado nas indistrias farmacéutica e alimenticia, além do seu uso na preparacio de
matrizes poliméricas para a encapsulagio de drogas, macromoléculas e céhulas (Chan e al.,
2001). As matrizes poliméricas de alginato podem proteger antigenos encapsulados de
condicdes proteoliticas a 4cidas, além disso elas podem associar-se aos tecidos da mucosa

induzindo respostas imumnes dos antigencs encapsulados (Lemoine af al., 1998).

Os alginatos s8o copolimeros lineares de o-L-guluronatc e «-D-manuronato,
podendo apresentar estrutura molecular conforme indicado na Figura 2.2. A composicio ¢ a
segiiéncia dos mondmeros no alginato dependem da sua origem (Mofidi ef ai., 2000) ¢ estes
fatores determinam as propriedades fisicas do algimato (Chan er ai., 2001). As propriedades
gelificantes deste composto resultarm da ligacBo cooperativa de cations divalentes
localizados entre blocos homopoliméricos os residuos do guluronato {G-blocos). Dentre os
cations divalentes utilizados, destacam-se o magnésio, o calcio, o estrdncio e o bério, sendo

mais comumente empregado o calcio. O uso de aiginato de célcioc para mmobilizagio de
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células microbianas, por exemplo, pode resuliar no aumento da atividade e da estabilidade
operacional de células vidveis (Phillips e Poon 1988). Também se deve ressaltar que o
alginato de célcio € seguro, relativamente barato, sendo capaz de manter a viabilidade ¢ a

atividade celular por longos pericdos (Bucke,1986).

() padriio de empacotamento das moléculas de alginato e dos fons cilcio observados
na gelificaciio da matriz ¢ ilustrado na Figura 2.3. Os fons Ca' estfio localizados nas
cavidades eletronegativas e as interagBes idnicas entre os blocos de guluronato e os fons
Ca™ causam a formacgio de um gel termoestdvel resistente, cujas propriedades sfo
fortemente dependentes das caracteristicas do polimero e do méiodo de preparaciic

(Fundueanu ef af., 1999).

Figura 2.2: Férmula molecular estrutural do alginato. G representa os copolimeros lineares

de a-L-guluronato e M, os copolimeros de o-D-manuronato

A Figura 2.4 mostra a representacio esguemdtica das lgacdes cruzadas no gel de
alginato de calcio. As fitas poliméricas formam agregados, nos quais ocorrem intersticios
onde estdo coordenados os fons calcio {Moraes, 1991). A rede de ligagdes confere

estabilidade ao gel.

De acordo com Lemoine ef al. (1998), além das caracteristicas favordveis ja
explicitadas, os alginatos possuem propriedades mucoadesivas, as quais podem aumentar o
tempo de contato entre as microesferas e o epitélio e entre as células do tecido linfdide
associado ao intestine GALT (guws associated Iymphoid tissue). A produgio de

microparticulas de alginate dispensa equipamentos sofisticados. tem 6timo perfil de
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seguranga associado ao processo e pode dispensar a utilizagio de solventes orglnicos
durante a preparacfo, evitando a desnaturacfio do agente antigénico (Singh e O'Hagan,

1998).

COOH
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Figura 2.3: Provavel mecanismo de ligacfio do alginato com os fons calcio (adaptada de

Moraes, 1991). Tanto ligacdes idnicas como de coordenacio estio envolvidas.

Figura 2.4: Esquema das ligacOes cruzadas no gel de alginato de célcio. As esferas em preto
representam os fons Ca’, enquanto as linhas representam as cadeias individuais de alginato

{adaptada de Moraes, 1991).
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Segundo Lemoine ef al. (1998), a massa molecular do alginato tem efeito
significativc no tamanho das oparticulas obtidas. Estes autores verificaram
experimentalmente gue quando alginato de baixa viscosidade é empregado, pode ocorrer a
formagio de microesferas com difmetros em tormo de 5 2 20 um ¢, em contra partida,
guando alginato de média viscosidade ¢ utilizado, as particulas formadas podem ser bem
maiores. O aumento da massa molecular do alginato de média g alta viscosidade eleva o
ntmero total de reticulacBes entre as cadeias de alginato ¢ o calcio, avmentando o tamanho
das particulas. Em adicdo, a utilizacfio de alginato de sddio de baixa viscosidade permite a
obtengfio de solugBes iniciais com elevada concentracio de polimero, além de facilitar 2
difusfo dos fons célcio através da rede polimérica durante o processo de gelificagio ou cura
das particulas (Fundueanu ef o, 1998).

2.6. Miétodos de preparacio das microparticulas de alginato

As particulas de alginaio podem ser preparadas por diferentes métodos, o que
influencia diretamente as caracteristicas das microesferas resultantes, como ¢ difimetro
médio e a distribuigio de tamanho das particulas. Os principais métodos de preparacfio de

microesferas de alginato sfo: emulsfio, gotejamento e spray-dryer.

O método de emulsfio consiste basicamente em nusturar dois ou mais Hquidos
imisciveis sob agitacdo, onde um dos liquidos sera a fase dispersante enquanto o ouiro serd
a fase dispersa. A emulsfio promoveré a formagfo de goticulas de alginato na fase aquosa
envoltas pela fase oleosa. Com a subseqliente adicdo de cloreto de calcio, ocorre a
gelificacdo dessas goticulas, havendo assim a formac8o das microesferas de alginato pelo
processo conhecido como gelificacio externa. Esse método ¢ ilustrado na Figura 2.5 ¢

permite obter particulas com diimetros variando de dezenas a centenas de micrdmetros.

A formac3o de particulas pode ser também efetuada através de uma estratégia mista
que envolve a obtencio de uma emulsSo seguida de gelificagfio interna (Poncelet ef al.,
19%9). Neste processo, a soluglic aquosa de alginato € misturada com um sal de calcio
msoltvel e & dispersa em uma fase oleosa para a formacio de goticulas. Em seguida, induz-

se a gelificacio das goticulas pela adicdc de um 4cido solivel em dleo, gue reduz o pH,
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resultando em wma rapida solubilizagio e liberagfio interna dos ions calcio. Assim como
observado para ¢ método fundamentado na formacfio de emulsfio seguida de gelificacdo

exierna, através deste método pode-se obter particulas com difimetros variando de dezenas

a centenas de micrHmetros.

No método do gotejamento, gotas de solucBo aquosa de alginato de sédio sfo
adicionadas a solugfio de gelificante, normalmente, cloreto de céicip. Pode-se empregar, em
pequena escala, seringas e buretas para a etapa de gotejamento e, em maior escala, pode-se
utilizar bombas. Nesta abordagem, as particulas sdo formadas imediatamente pelo processo
de gelificagfio externa, fundamentado na difusio dos cétions divalentes através da matriz,
os quails induzem as ligacBes cruzadas dos residuos de guluronato do algimato (Dashevsky,
1998; Vandenberg e Noille,2001). Esta estratégia permite a obtengfo de particulas com

tamanhos da ordermn de milimetros,

Soluglo aguoss 5 Solucio aquoss
Algimate o 1l o Alginate
) : by =,
Oleo B
. ﬂ‘ _ Emulsiio Agus ! i Emulsfo
C-BCI?_/ = Ck_ﬁ_fz Oleo / ég‘ﬂa -/./, = C#AD Agua ! Gleo
G DN

“\ Partioulas de
10d gel de Alginato
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Figura 2.5: Diferentes estagios da preparagfio de microesferas de alginato pelo processo de
emulsio. (a) adicfio de solugfio aguosa de algimato contendo o agente ativo que se deseja
encapsular em uma fase oleosa; (b) formagfio de goticulas aquosas contendo alginaio e o
agente ativo na fase oleosa; (¢) gelificacBo das goticulas pela adicfo de cloreto de caleio;

{(d) inversdo da emulsio para recuperacio das particulas na fase aguosa.(figura adaptada de
Poncelet er al., 1999).
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Aral e Akbuga (1998), Dashevsky (1998), Suckow ef gl. (2002), Funduearm e7 al.
(1999), Gaserod ef al. (1998), Vandenberg e Notie (2001}, utilizando a abordagem de
gotejamento por seringas, relatam 2 oblengBo de particulas com variadas faixas de
difmetros {(de 500 a 5000 um). Porém, observa-se claramente que as microparticulas
produzidas por gotejamento possuem difimetros maiores que as obtidas pelo processo de

ermlsdo,

As microesieras de alginato podem ainda ser obtidas por processamento em spray-
dryer. Neste processo, suspensdes compostas de polimero e antigeno sfo atomizadas a alias
temperaturas dentro do equipamento (Singh e¢ O’Hagan, 1998). Ao final do processo,
obtém-se as microesferas secas, na forma de péd. Apesar de ser considerado um método
simples e faci (Jang ef af, 2001,)) geralmente o equipamenio utilizado fem um cusic
elevado. Associado 2 isso, ha a necessidade de processamento de uma guantidade maior de
antigenos {Singh ¢ O'Hagan, 1998) para gue se obtenha um rendimento satisfatorie no

Processo.

Pode-se observar que a literatura prople vérias metodologias de preparacfic de
particulas de algmato, porém a maioria das fontes pesquisadas nfo fornece dados
suficientes para a reproducfio exata dos procedimentos propostos. As diferentes preparacdes
produzem particulas com caracteristicas variadas quanio ac tamanho médio, faixa de
distribuigio de difmetros ¢ eficiéncia de encapsulacfio. Assim, faz-se necesséric uma
avaliacio da razio custo/beneficio antes que uma metodologia seja adotada. Para os fins do
presente trabalho, 0 metodo de obtencio de particulas por emulso foi adotado, pois
permite a obtencdo de microparticulas com tamanho reduzido (50um ou inferior), com
custo acessivel e razodvel reprodutibilidade. Desta forma, este método serz discutido com

maior nivel de detalhamento no tépico seguinte.

2.6.1. Producdo de microparticulas de alginato empregando emulsées

Conforme se mencionou anteriormente, dependendo da metodologia, o controle do
tamanho das particuias muitas vezes nfo € eficaz durante a preparacfio de microparticulas

de alginato. Entretanto, os processos que envolvem emulsSes sdo, geralmente, de mais facil



Revislio da Literatura 17

escalonamento, permitindo a producio de grandes gquantidades de microesferas de alginato
com difmetros que podem ser considerados como adequados para a finalidade almejada
(inferiores a 50 pmy).

A Tabela 2.1 mostra as faixas de difmetros de particulas de alginaic obtidas por
diversos autores empregando ¢ método da emuisfio e suas derivacbes, com diferentes tipos
de solventes orginicos e taxas de agitacfo, adicfio ou nfio de tensoativos e empregando
distintos procedimentos de lavagem. Pela andlise da Tabela 2.1, pode-se observar gue
apesar de todos ©0s autores utilizarem processos de emulsfio, as particulas obtidas
apresentaram didmetros distintos. Os procedimentos apresentam particularidades tais como
as taxas de agitac8o utilizadas, que podem variar de 200 a 8000 rpm. Ressalta-se que alguns
autores sequer especificam os valores de taxa de agitacfio, referindo-se a este dado

simplesmente como “agitaglo vigorosa” ou “altas taxas de agitacdo™.

Tabela 2.1: Tamanho médio de particulas de alginato obtidas por técnicas de emulsfio

empregadas por diferentes autores.

Referéncia Didmetro médio de particula (pum)
Sultana ef af. (2000} 500 a 1000
Mofidi ef ol. (2000} 12500
L emoine ef al. (1998) <10
Poncelet ef ¢l. (1999} 150 a 1500
Ribeiro et al. (1999) 120 a 1600

Normalmente, o solvente da fase aguosa pode simplesmente ser constituido por
4gua destilada (Murata ef al., 2000; Hildebrand ¢ Tack, 2000; Chan ef /., 2602; Fundueanu
ef al., 1998; Fundueam ef 4., 1999), como pode também conter outros componentes, cOmo

PBS (tampdo fosfato salino) a pH 7,0 (Lemoine er al., 1998), e ainda meios de cultura
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como o Grace para células de insetos { Kim er al., 2002) e o RSM a 9,5% para encapsular
bactérias probibticas (Sultana e al., 2000).

A fase oleosa pode ser composta por solventes orgénicos como iscoctano {Chan ef
al., 20023, 1,2 dicloroetano (Fundueanu er al, 1998; Fundueanu ef g/, 1999), alguil
acetatos e acetona {Hildebrand e Tack, 2000}, querosene ou n-butanc! (Mofid: ef al., 2000)
ou por dleos vegetais (Sultana ef af, 2000; Mofidi ef al, 2000), como oleo de canola
{Poncelet ef 2/,1999), dleo de soja (Ribeiro er al., 1999), dleo de oliva, dleo de mitho e dleo
de gergelim (Murata ef g/, 2000). A emulsBo preparada com dleos vegetais resulta em
particulas biocompativeis, uma vez que vérios dos solventes orgéinicos mencionados séo

geralmente t6xicos e de dificil remocéo.

A solicBo de gelificacBio pode conter apenas cloreto de célcio em 4dgua (Fundueanu
er al., 1998; Fundueanu ¢f of., 1999; Singh e O'Hagan, 1998; Jiang ef al., 2001; Poncelet
ef al., 1999; Sultana ef al., 2000} ou pode ainda inchuir, além destes ions, etanol e acido
acético (Mofidi er al., 2000) ¢ cloreto de célcio com Tween® 80 (Ribeiro er al., 1999).

Conforme ja mencionado, a distribuicdo dos tamanhos das particulas formadas por
emuisdo pode sofrer a influéneia de diversos fatores, entre eles a concentragfo e estrutura
molecular do alginato, a taxa de agitaclio empregada para produgio das microesferas e a
presenca ou nfo de compostos surfatantes (Poncelet er al., 1999; Mofidi er 4i., 2000;
Hildedrand e Tack , 2000; Singh ¢ O’Hagan, 1998; Ribeiro er gi., 1999). |

Em relagiio ao tipo de alginate, sabe-se que sua composicio, sua segiiéncia de
residuos e sua massa molecular determinam suas propriedades fisicas. A variabilidade
molecular ¢ dependente do organismo do qual o alginato foi isolado (Gombotz e Wee,
1998). Sendo assim, alguns tipos de alginato podem conter mais residuos de o-L-
guluronato que outros. Uma vez que o célcio liga-se primariamente aos residuos de
guluronato (Poncelet er ai., 1999), uma amostra de alginato que possua maior quantidade
desses residuos apresentara solugfes aguosas mais viscosas e géis mais resistentes. Como o
tamanho das particulas formadas depende diretamente da viscosidade e da concentracio das
soluces de alginato usadas no processo de emulsio (Hildebrand e Tack, 2000; Gombotz e
Wee, 1998; Singh e O’Hagan, 1998; Poncelet ef af., 1999}, wma reducio na concentracio
de alginato favorece a diminuigBo no tamanho das microesferas, mas pode também reduzir

sua resisténcia mecanica e estabilidade em ambientes hostis como o trato gastrintestinal.
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QOutrg fator de grande importéneia no tamanho das particulas formadas por emmilséo,
¢ 2 taxa de agitacBo. Segundo Mofidi er ol. (2000} utilizando-se uma taxa de agitaciio em
torno de 2430 rpm obtém-se particnlas com didmetros de 1 2 50 pm, porém, quando a taxa
de agitaco € reduzida para 1188 rpm, as particulas obtidas passam a apresentar difmetros
de 400 a 500 pm. Alias taxas de agitacBo promovem a formacgfo de peguenas gotas na
ermulsfio, as guals, apoés gelificadas originam particulas de dimensBes reduzidas.

Cutro fator relevante no difmetro das particulas obtidas pela técmica de emisBo é a
adicic de emulsificantes ao sistema. Um emulsificante pode ser definido como um
estabilizador das goticulas presentes na fase mterna de wma emulsfo. Tais composios
possuem em sua imolécula porgdes hidrofilicas e porgdes hidrofébicas, sendo portanto
denominados de compostos anfiflicos. Dependende do tipo de emulsfo que se deseja

formar (4gua em élec ou 6leo em dgua), diferentes emulsificantes podem ser escolhidos.

Para que a seleclo seja feita de forma a favorecer a emulsfo de interesse, deve-se
avaﬁar o EHL (equilibrio hidréfilo-lipofilo ou HLB, hvdrophilic-lipophilic balance) do
emulsificante. Geralmente, emulses do tipo 6lec em agua sfo formadas quando o EHL do
emulsificante estd na faixa de 9 a 12, enquanto as emulsdes do tipo 4gua em ¢dleo sdo
formadas com emulsificantes com EHL na faixa de 2 a 8 (Allen, 1999).

Os efeitos de diferentes tipos de surfatantes em microesferas de alginato produzidas
por métodos envolvendo emulsificacfio foram detalhadamente discutidos por Wan er al
(1994). Segundo estes autores, para um mesmo EHL, surfatantes com maior nimero de
cadeias de 4cido graxo {como ¢ sorbitan tri-oleato) resultam em microesferas com maiores
difmetros e com elevada incorporag@io de agente ativo, enquanto surfatantes com cadeias
longas isoladas de polioxietileno produzem microesferas menores. Isto pode ser explicado
pelo fato do empacotamento das moléculas de tensoativo constituido por uma Gnica cadeia,
como o poli-oxietileno sorbitan mono-oleato Tween® 80 ¢ o sorbitan mono-oleato Span®

80, ser mais proximo e uniforme na interface dos glébulos.

Os surfatantes usados na produgfo de microparticulas podem ser tanto ibmicos
quanto nio ibmicos. Os idnicos podem ser mais facilmente removiveis por lavagens com
excesso de fase aquosa, entretanto, estes podem apresentar menor biocompatibilidade que
s nfo ibnicos. Neste sentido destacam-se os tensoativos nfo iénicos Tween® 80 e Span®

80, por nfo apresentarem efeitos téxicos ou irritantes mesmo guando ingeridos, sendo
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ambos aprovados pelo FDA/EUA (Food and Drug Adminsiration) para uso em excipientes
farmacéuticos destinados a administracfio por via oral. As férmulas moleculares estruturais
de ambos surfatanties mencionados sfo mostradas nas Figura 2.6 ¢ 2.7, sendo o EHL do

Span® 80 igual 2 4,3 e o do Tween®™ 80, igual a 15),

0
i
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Figura 2.6; Formula molecular estrutural do tensoativo Span® 80 (disponivel em

www.sigmaaldrich.com, acesso em 09/06/2004).
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Figura 2.7: Férmula molecular estrutural do temsoative Tween® 80 (disponivel em

www.sigmaaldrich.com, acesso em (9/06/2004).

O tensoativo Tween®™ 80, eficiente na estabilizagio de emulsdes de dleo em agua, 14
foi empregado com sucesso na producfo de microparticulas poliméricas por emulsio por

varios autores {Hildebrand e Tack, 2000; Sultana er al., 2000 e Poncelet er al., 1999).

O surfatante Span ® 80, por outro lado, favorece a formagdio de emulsiio de Agua em

dleo, tipo de sistema de interesse neste trabaltho. Além desse fato, segundo Poncelet er al.
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(1999, ¢ uso de um surfatante solivel em dleo, como o Span” ,80, permite uma notével
reducdio no tamanho das particulas de alginato, resultante de uma diminuicfo da tensfio
interfacial e da prevengBo da coalescéncia das gotas. Deve-se ressaltar que a obiengio de
particulas com dimensdes reduzidas (inferiores a 50 um) ¢ um dos focos centrais deste
trabatho.

Embora a utilizag8o de emmulsBes seja mencionada na literatura para a produgfo de
microparticulas de alginato, algumas vezes a relagBo entre os volumes de fase aguosa e fase
oleosa nfo € adequadamente descrita como em Lemoine ef af. (1998), Sultana ef al. (2000}

& Mofidi er al. (2000), embora este dadoe seja de relevincia.

Destaca-se que a maior parte das referéncias consultadas que abordam a preparacio
das particulas por emulsfo nfo fornece dados suficientes sobre os tipos de agitadores
empregados. Eniretanto, o padric de agitac8o tem forte impacto na forma e no difimetro das
particulas. Assim, faz-se necessdrio um estudo comparativo da mistura através de varios

tipos de agitadores ¢ seus efeitos sobre as emulsSes.

Desta forma, observa-se varias lacunas quanto & descricBo das condigfes
operacionais envolvidas na preparagfo de microparticulas de alginato, lacunas estas ainda
mais freqlientes no tocante 4 producfo de veiculos para a liberagio controlada de agentes de

imunizac3c para peixes.

2.7. Utilizagiio de antigenos incorporados em microparticulas de alginate ¢ de outros

polimercs para 2 imunizacio de peixes

Vaérios trabalhos relatando o uso de alginato e de outros polimeros biccompativeis
para a encapsulacio de proteinas ou de medicamentos podem ser encontrados na literatura,
porém, ndo foram localizados trabalhos em mimeros expressivos que abordassem
especificamente a utilizagdc de antigenos incorporados em microparticulas para a
vacinagfic de peixes. Dentre alguns dos trabalhos publicados nos iltimos anos, destacam-se

os relacionados na Tabela 2.2.

O trabalho realizado por Romalde e @l. {2004 destaca a necessidade de se proteger

o antigeno para que esie possa manier-se intacto durante a passagem pelo estbmago, até a



Revisdo da Litergiura 272

chegada ac intestino onde ocorrerd o processo de imunizagiio. A protecBo do antigeno
Lactococcus garviege foi realizada através da sua incorporacfio em microparticulas de
alginato - dissolvido em 30 mL de suspensfio bacteriana (contendo 10° células/ml) -
preparadas em spray-drier. Através do procedimento utilizado pelos autores, foram obtidas
particulas com didmetros de cerca de 30 wm Nos ensaios in vive, microesferas de algmato
intactas foram detectadas, através de microscopia de fluorescéneia, no estdbmago e na parte
anterior do infestino, entre 1 e 24 horas apés a administrag8o oral das particulas, indicando

assim gue estas resistiram aos baixos valores de pH e a acfio das proteases.

Tabela 2.2: UtllizacBo de antigenos incorporados em microparticulas poliméricas para a

imurdzacfio de peixes por via oral

Tipo de Peixe | Composi¢io da microparticula Antigeno Referéncia
Irmunizado Incorporado
Truta Alginato, com recobrimento Bacterina de Romalde ef
ou nfio de polilisina Lactococcus garvieae |  al., 2004
Carpa ¢ truta Alginato Bacterina de Vibrio | Joosten er al.,
anguillarum 1997
Truta Poli (DL-lactideo-co- Gama globulina Lavelie et al,
| ghicolideo) humana 1997
Salmfic Dextrose recoberta com Trinitrofenil Piganell; o7
Eudragit L-30D (copolimero associado a al., 1994
acido acrilico-metacrilico lipopolissacaridec ou
disperso em latex) a hemocianina

Lavelle ef al. (1997) utilizaram gama globulina humana (HGG) como antigeno
modelo. Esta protefna foi microencapsulada em PLG (poli DL lactato co-glicolato), sendo
gue as particulas foram preparadas por emulsfio agua/dleo/igua. Para a formaglo da
emmulsio Slec/dgua, uma solugBo 3 6% de PLG em diclorometano foi enmlsificada com
SmL de dgua destilada contendo 250 mg de HGG. A emulsio resultante fol novamente
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emulsificada com uma solucgio aguosa de alcool polivinileo 20% (m/v) para a obtenco de
uma emulsfio do tipo 4gua/blec/dgua, e a imcorporacfic final da HGG nas particulas foi
detectada em 2,0 %. Os ensaios realizados in vive mostraram gue com a encapsulacdo
houve um aumento no tempo de retencdo do antigeno no estdmago ¢ um retardamento da
sua entrada na regifio intestinal. Nos peixes que foram Imunizados com antigenc solivel
{(ndo encapsuiado), fragmentos de HGG foram detectados na regifio estomacal 15 minutos
apds a administracdo oral, no entanto nenhum antigeno intacto ou fragmenfo com alta
massa molecular de HGG solivel foi detectado no interior do intestino dos animais. Por
outro lado, até 2 horas apés a administracfo, os autores ndo detectaram HGG administrada
na forma encapsulada no intestino. Subseglientemente, no periodo entre 2 a 12 horas os
antigenos gue foram detectados estavam praticamente intactos. Assim, o estudo sugere que

a associac8o dos antigenos com as microparticulas de PLG pode ser 4til para a produgio de
' vacinas orais, Uma VeZ gue a encapsulacdc protege uma percentagem de antigenos da
protedlise no trato digestivo, aumentando o nivel de antigenos intactos que posteriormente

participardo do processo de imunizagHo.

Vacinas orais visando a imunizac3o de peixes contra a bactéria Vibrio anguillarum
foram produzidas por Joosten et al. (1997), utilizando alginato. Segundo os autores dois
tipos de particulas de alginato foram preparadas, gerando particulas de até 20 um. Com o
ntuito de se obter maiores mformacSes em relaclo ao comportamento das particulas em
diferentes condigbes de pH, estas foram submetidas aos pH 4,8; 8 ¢ 10, no qual se
verificou que o intumescimento das particulas é claramente dependente do pH em gue elas
se encontram. Nos ensaios realizados em pH 8, algumas particulas (do tipo I) tiveram seu
tamanho original aumentado em 77%, enquanto outras {do tipo II)} apresentaram um
aumento da ordem de 140% apds 48 h, sendo que apds 8 h em tampio pH 8,
aproximadamente 40% da bactéria V. anguillarum havia sido liberada na formulacio do
tipo I, contra 60 % de liberagfio na outra formulacio. Entretanto, os ensaios realizados em
pH 4.8 mostraram wm aumento de cerca de 10% no tamanho original das particulas. Assim,
conchii-se que as particulas de alginato em contato com o pH akealino da parte posterior do
intestino, comecardc a se degradar e conseglientemente lberarfio os antigenos
encapsulados, iniciando os processos de imunizacfo do peixes. Deve-se ressaliar que os
procedimentos utilizados para a preparagBo das particulas nfc foram explicitados pelos

sutores, dificaltando a reproducfio dos ensaios.
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Piganelli, ef al. {1994} conduziram um estudo comparativo para determinar a
eficiéncia de imunizaco dos peixes vacinados com antigenos incorporados em
microesferas com recobrimento entérico (ECAMS), vacinados por injeclo intraperitonial (L
p.) ou por imerso em antigenos livres. As microesferas foram preparadas com dextrose
recoberta com Eudragit L-30D (copolimero acido acrilico-metacrilico disperso em latex)
pelo método de spray. O antigeno utilizado foi o trinitrofendl (TINP) associado a
lipopolissacarideo formando (TNP-LPS) ou a hemocianina dando origem ao {(TNP-KLH).
(s dados obtidos mostram que a vacinacfo oral aumeniou significativamente ¢ nivel de
anticorpos anti-TNP no periodo de 4 a 6 semanas ap0s a vacinagio, guando comparado
com ¢ grupe controle. A concentracio de anticorpos anti-TNP apéds injecBo intraperitonial
de TNP-LPS foi significativamente maior que para os coniroles a 4, 6 ¢ 8 semanas pds-
imunizagfio, enquanito o grupo gque foi vacinado por imersfio n#o mostrou diferenca
significativa do controle. Néo houve diferencas relevantes entre os métodos de mumizacio
TNP-LPS (i. p.) ¢ ECAM. O grupo immunizado com o antigeno TNP-KLH incorporado em
ECAM mostrou uma significativa elevagiio dos niveis de anticorpos anti-TNP comparados
com OS grupcs controle a 6 ¢ 8 semanas, enquanic o grupo imunizado por via infra

peritoneal foi significativamente maior que o controle no periodo de 8 semanas.

Em adicfo aos trabalhos listados na Tabela 2.2, destacam-se também os publicados
nos Gltimos 10 anos por Dalmo ef al. {1995) e Polk ef al. {1994). Enquanto o primeiro.-
grupo avaliou, em salmBes, a absorgfio intestinal e a localizacio em tecidos de microesferas
de poliestireno, o segundo grupo enfocou 2 proteco do antigeno modelo BSA, além de
bactéria do género Vibrio, em microcapsulas de quitosana-alginato preparadas pela
extrusdo de wuma mistura de alginato de sddio contendo o agente antigénico em uma

solucdo de cloreto de célcio contendo quiotosana.

Deve-se ressaltar que os resultados obtidos nos trabalhos discutidos sfio promissores
e que, provavelmente cada tipo de peixe necessite de particulas com caracteristicas
diferentes, uma vez que cada espécie possui particularidades em relaciio a4 morfologia e
fisiologia do trato digestivo. Os esforgos em pesquisa nesta 4rea devem também se
concentrar no estudo dos mecanismos de absorgic dos antigenos encapsulados no intestino

dos peixes.



Materigis e Métodps 25

3. MATERIAIS E METODOS
3.1, Materials

Agente antigénico: Aeromonas hydrophila (ATCC 75966) inativada com
formaldeido a 0,5 %, gentilmente cedida pelo Professor Dr. Henrique C. P. Figuerredo, do
Departamento de Medicina Veterindria (Nicleo de Aguacultura) da Universidade Federal
de Lavras e albumina de soro bovino, BSA, fracgo V (Inlab), empregada como antigeno

modelo.

Reagentes: Alginato de s6dio de baixa viscosidade (Sigma Chemical Co.), 6leos de
mﬂhé, soja, canola e girassol (Liza) disponiveis no comércio local, dcido acético glacial,
citrato de calcio, Tween® 80 (Synth). Alcool etilico, cloreto de célcio dihidratado e alcool
isopropilico (Ecibra). Albumina de soro bovino, BSA (fragio V- Inlab), Span® 80 (Fluka),
EDTA (Merck), 4gua de ionizada em sistema Milli-Q Académic Quantum EX (Millipore).

Equipamentos: Agitador de pés inclinadas modelo 251 D (Quimis,} estufa (Nova
FEtica), balanca analitica (Quimis), banho termostatico modelo 214 M2 (Quimis,), medidor
de pH (Oakton), centrifuga modelo TDL 80-2B (Centribio), espectrofotdmetro de
espalhamento de laser Mastersizer S modelo S-MAM 5005 (Malvern Instruments),
microscopio Otico modelo DMLM acoplado a computador Q 506 IW (Leica,),
espectrofotbmetro UV-visivel modelo DU640 (Beckman).

3.2.Métodos
3.2.1. Preparacio das Particulas

As particulas de alginato foram preparadas por diversos métodos empregando

emulsfes, no sistema mostrade na Figura 3.1, conforme descritc a seguir. Foram
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preparadas particulas sem a incorporagfo de agentes ativos, incorporando BSA e

encapsulando células inativadas de Aeromonas hydrophila.
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Figura 3.1: Sistema empregado para preparagfio das particulas de alginato por emulsfo. A)

sisterna completo, B) detalhe da hélice utilizada e C) detathe do béquer encamisado.
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3.2.1.1. Preparacdo de parficulas por gelificacdo interna

A metodologia proposta por Poncelet ef ol (1999) fo1 seguida, com o intuito de
obter se particulas através de emulsfio acoplada & gelificacio interna. Uma aliguota de 20
mlL de solug8o aguosa de alginato a 3,5% (m/v) foi misturada com 1 mL de soluco de
citrato de célcio 2 500 mM e com 100 ml de dlec de mitho, sob agitacBio de 400 rpm por
15 minutos. A ermulsio formada, foram adicionados 20 mL de dleo de milho contendo
acido acético glacial a 80 uM. Apds cinco minutos, adicionou-se 150 mL de sclugio
aquosa de CaClk a 0,05 mM 2 emulsfo. As particulas formadas foram recuperadas por
fltracio em papel de filtro, lavadas com soluglio aquosa de Tween® 80 a 1% {(m/), ¢

colocadas em estufa a 37°C por 2 horas.

3.2.1.2. Preparacdo de particulas utilizando solucdo gelificanie e avaliacdo do efeito de

diferentes solugdes de lavagem

As particulas foram preparadas por emulsSo, porém baseando-se no procedimento
proposto por Mofidi e al. (2000). Uma aliquota de 35 mL de solucfio aquosa contendo de 3
a 3,5% {m/v) de alginato de sédio foi misturada com 35 mL de Slec de mitho, sob agitacio
de 1000rpm por 10 minutos. A emulsfo formada adicionou-se 15,5 ml de soiﬁgéo
gelificante composta por 1g de CaCl, 7,5 mL de dgua destilada, 7.5 mL de etanol e 0,5 mL

de 4cido acético glacial, agitando-se novamente a amostra por 10 minutos a 1000 rpm.

Na ectapa de recuperacio e lavagem das particulas, testou-se cinco procedimentos
alternativos com a finalidade de diminuir a quantidade de dleo residual, que afeta as
metodologias de caracterizacfio de particulas. Em uma primeira abordagem, as particulas
obtidas foram recuperadas por filtracBo em papel de filtro e exaustivamente lavadas com
4gua destilada,

No segundo procedimento, apds a adiciio da solugfo gelificante, a amostra foi
mantida em geladeira por uma noite e, em seguida, foi, por 4 vezes, centrifugada a 4000
rpm em centrifuga de tubos e ressuspensa em solugio de CaCly a 0,05 M com Tween® 80 a

1% {(m/v}, segundo o procedimento proposto por Ribeiro ef ol (1999). Apds a fhitima

URIGAME

BIBLIOTEGA CENTRAL

g e PR RS T TG §2 38 BET RIS
e3gyeme YA AECRITTES Y




Materigis e Metodoz 28

centrifugaco, o sobrenadante foi descartado e o precipitado 01 ressuspenso em agua
deionizada, procedimenio este que dispensou a etapa de filtracBio das particulas. Em um
terceiro procedimento, adicionou-se de 50 a 150 ml. de solugfio de CaClh 2 0,05 M &
amostra j4 contendo o gelificante para a inversdo da emulsfio ¢ apds essa efapa, as

particulas foram, como anteriormente, filiradas e lavadas com solugio de CaCl, 0,05 M.

Em um quarto procedimento, baseado na metodologia proposta por Lemoine ef al.
(1998), as particulas formadas foram recuperadas por filtragfo e lavadas com trés porgles
de 15 mL de dlcool etilico e, posteriormente, com agua destilada em abundéncia. Estas
particulas foram estocadas em fase aguosa e, alternativamente, secas em estufa por 2 horas
a37°C.

Com o infuito de se obter uma remocgfo mais eficaz do dleo residual nas particulas,
estas foram alternativamente lavadas com acetona (Fundueanu ef af., 1998 ¢ 1999) ¢
posteriormente lavadas com &agua deionizada. O volume de acetona utilizade para as

lavagens foi de 45 mlL, divididos em 3 porgdes de 15 mL.

Destaca-se porém que a lavagem das particulas com acetona ¢ com etanol, pode
desnaturar ou precipitar as proteinas do antigeno, sendc que estes procedimentos de
lavagem s6 devem ser utilizados para fins de caracterizaciio das particulas e nfo para a

utilizacdo in vivo destas.

3.2.1.3. Avaliagdo do efeito da concentragdo da solucéio de alginato e da taxa de agitagio

no didmetro de particulas preparadas usando solugdo gelificante

O efeito destas variaveis foi analisado empregando-se um planejamento
experimental exploratério do tipe 2° variando-se a concentracio da solucfo de alginato de
2% a 5% (m/v) e a taxa de agitagfio de 5060 rpm a 2000 rpm, conforme mostrado na Tabela
3.1.

Nestes ensaios empregou-se fundamentalmente o método de emulsfo proposto por
Mofidi er al. (2000), misturando-se 35 mbL de solugfio aquosa de alginato (com
concentragdes definidas na Tabela 3.1) com 35 mL de élec de mitho, sob agitagio por 10
minutos, nas taxas especificadas na Tabelz 3.1. Em seguida, adicionou-se 15,5 mL da
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solucic gelificante anteriormente descriia sobre a emuls@o formada e esta fol novamente
submetida 4 agitacfio por 10 minutos no mesmo nivel anteriormente empregado. Uma
aliguota de 150 mL de solug8o aquosa de CaCl a 0,05 M %ol adicionada para a inversio
da emulsBo. Destaca-se que os ensaios A5, A6 e A7 representam repetices da condigéo
central, na qual as varigveis mdependentes testadas foram avaliadas em seus niveis

mtermediarios.

Tabela 3.1 -Niveis das varidveis testadas na avaliagio do efeito da concentracgio de alginato

e da taxa de agitacdo no difmetro das particulss.

Ensaio Concentraciic de alginato (%) Taxa de agitacdo (rpm)}
Al 2 500
A2 5 500
A3 2 2000
A4 5 2000
AS 3,5 1250
Ab 3,5 1256
AT 3,5 1250

3.2.1.4. Avaliacdio do efeito da inversdio da ordem de mistura da emulséio com a solugdo

gelificanie

A metodologia descrita no item anterior foi alterada, utilizando a concentragio de
alginato e a taxa de agitagBo do ponto central do planejamento descritos na Tabela 3.1, ou
seja, 3,5% (m/v) e 1250 rpm, respectivamente. Neste ensaio, a emulsio formada foi vertida
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sobre 70 mL de soluclio gelificantie sob agitacio de 350 rpm por 10 minutos. As particulas
formadas foram recuperadas por filtraco, lavadas com dlcool isopropilico, posteriormente

javadas com dgua destilada e finalmente colocadas em estufa por 2 horas a 37°C.

Em uma segunda abordagem, o procedimento utilizado consistiv em misturar 35 ml
de solugdo aguosa de alginato 3,5% com 35 ml de olec de milho, sob agitag8o de 1250
rpm por 10 minutos. Essa emmlsio foi vertida em 70ml de solugfio gelificante sob agitago
de 2000 rpm por 10 minutos. Foram adicionados 150 ml de solugfio de CaCl, 0,05 M 2
mistura formada, que foi filtzada em papel de filiro e lavada com etanol ¢, posteriormente,
com agua destilada. Com a finalidade de secar as particulas, estas foram colocadas em
estufa a 37°C por 2 horas.

3.2.1.5. Andlise do efeito da proporcdo entre os volumes das fases aguosa e oleosa no

digmetro das particulas preparadas usando selugdo gelificante

Baseando-se na metodologia proposta por Mofidi er @f. (2000) ja incorporando as
adaptacOes necessarias a0 caso em estudo abordadas no item anterior, realizou-se um novo
estudo variando-se a proporcio entre os velumes da fase constituida de solugio aquosa de
alginato a 3,5% e da fase composta pelo 6leo vegetal. Entretanto, fixou-se a soma dos
volumes totais das fases em 70 mL. A Tabela 3.2 mostra as proporgdes volumétricas

empregadas.

A emulsio, formada pela mistura das fases descritas na Tabela 3.2 por 10 minuios a
1250 rpm foi vertida em 70 mL de solugfo gelificante (cloreto de célcio, dgua destilada,
etanol e acido acético glacial) e o sistema foi agitado por 10 minutos a 2000 rpm. As
particulas obtidas foram lavadas com etanol, posteriormente com agua destilada e foram
filtradas em papel de filtro. As particulas foram armazenadas em 4gua deionizada por uma
noite, em geladeira, ¢ no dia seguinte, foram novamente filtradas para a remocioc de dleo
residual. Apos a filiragBo, as particulas foram ressuspensas em édgua deionizada e

armazenadas em geladeira a 4°C para analises posteriores de distribuicdo de didmetros.
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Tabela 3.2: Proporcdes entre os volumes das fases da emnulsfio avaliadas.

Ensaio Volune da solugdo de Volume de dleo de milho | Percentagem da fase
glginato (ml) {ral) aguosa (%)
Bl 7 63 10
B2 14 56 20
B3 21 49 30
B4 28 42 40
BS 35 35 50

3.2.1.6. Avaliagio do efeito da taxa de agitacdo e da adicdo do fensoativo Span® 80 no

didgmetro de particulas preparadas usando solucdo gelificante

Com o intuito de avahar a influéneia da taxa de agitag8o e da adigio do tensoativo
Span® 80 no difmetro das particulas, um planejamento estatistico 2° composto de sete
experimentos (quatro pomtos experimentais e trés pontos centrais) foi realizado segundo a
Tabela 3.3.

A proporgice volumétrica entre as fases utilizada neste experimento foi de 7 mL de
fase aquosa e 63 mL de fase oleosa. A emuls@o formada pela mistura das fases contendo, na
fase oleosa, Span® 80 em diferentes concentragfes, por 10 minutos a distintas taxas de
agitacdo foi vertida em 70 mi de solugBo gelificante e o sistema resultante foi novamente

agitado.

A temperatura, nestes € nos ensaios subsegiientes, foi controlada em 25°C. As
particulas obtidas foram lavadas com etanol, posteriormente com 4gua destilada e foram
recuperadas em papel de filtro. As particulas foram armazenadas em 4gua deionizada por
uma noite, em geladeira, € no dia seguinte, foram novamente filtradas para a remocic do
dleo residual. Apds a filtracBo, as particulas foram ressuspensas em Agus deionizada e
armazenadas em geladeira a 4°C para as anglises posteriores de distribuicio de difmetros.
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Tabela 3.3: Condicfes experimentais utilizadas nos ensaios de avaliagdc do efeito da taxa

de agitac3o e da adicdo de Span® 80.

Ensaio Agitacgio (tpm) | Span® 80 (%)
E1 500 0,2
E2 2000 0,2
E3 500 2,0
E4 2000 2,0
ES 1250 1,1
E6 1250 1,1
E7 1250 1,1

Um estudo similar foi efetuado, seguindo-se a Tabela 3.3 mencionada
anteriormente, porém, com a finalidade de obter uma massa maior de particulas a cada
ensaio, a proporgdo entre as fases foi alterada para 21 mL de fase aguosa e 49 mL e fase

oleosa.

3.2.1.7. Estudo da influéncia da vazdo de adicdo da emulsido a solugdo gelificante nas

caracteristicas das particulas

Particulas de algmato foram preparadas por emulsSc nas proporgdes de 7 ml de
soluc3o aquosa de alginato 3,5 % (m/v) e 63 mL de dlec de milho contendo 0,2 % de
Span® 80. O sistema foi agitado por 10 minutos a 2000 rpm. A emulsfio formada foi
adicionada a sclucfo gelificante a duas vazbes diferentes, de 70 mL/h e de 280 mL/h,
através de uma bomba de infusdo do tipo seringa, sob agitacic constante da mistura a 2000
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rpm. As particulas obtidas foram lavadas com etanol e posteriormente com 4gua e filtradas
em papel de filtro. Estas foram analisadas quanto a morfologia € ao didmetro.

3.2.1.8. Avaliagdo do efeito do tipo de dleo vegetal empregado na morfologia, no didmeiro

médio ¢ na distribuicdo de tamanho das particulas de alginaio

As particulas de alginato foram preparadas pele procedimento  descrito
anteriormente, nas condi¢Oes do Ensaio E2. A proporgio utilizada foi de 7 mL de solucéo
aquosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 ml de dlec vegetal (milhe, soja, canola ou girassol).

As particulas obtidas foram lavadas com acetons, posteriormente com dgua destilada e

recuperadas em papel de filtro. Apds armazenamento em 4dgua deionizada por uma noite em
geladeira a 4°C, as particulas foram novamente filiradas para 2 remogfio do dleo residual e

ressuspensas em 4gua deionizada para as anélises de morfologia e de tamanho.

3.2.1.9. Secagem de particulas lavadas com diferentes solventes

O objetivo deste ensaio foi verificar a eficiéncia da lavagem das particulas,
isoladamente, com etanol ou acetona, no processo de secagem das particulas, para gue estas

pudessem ser estocadas na forma de pé ao invés de em suspensio aguosa.

As particulas foram preparadas conforme ¢ procedimento descrito para o ensaio E2
no item 3.2.1.6. Apés a preparacio, as particulas foram recuperadas através de filtracio,
lavadas por 3 vezes com 135ml de etanol ou acetona, e secas & temperatura ambiente por 4
dias ou em estufa a 40°C durante 3 horas com subsegliente exposicfio 4 temperatura

ambiente por mais 3 dias.

3.2.1.10. Incorporagdo de albuming de soro bovine nas particulas de alginato

As particulas de alginato foram preparadas nas condi¢Ses do Ensaio E2, conforme
descrito no item 3.2.1.6. A proporcio utilizada foi de 63 mL de dleo de milho oude sojae 7

mL de solucio de alginato a 3,5% mcorporando concentragdes de albumina de soro bovino
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{(BSA) gue variaram na faixa de 2 a 16 % (relagiio BSA/alginato), o que corresponde 2 uma
faixa de 0,7 2 5,6 mg/mL de proteina. A mistura de alginato com BSA foi adicionada a0
Sleo ja contendo Span® 80 e, em seguida, efetuou-se o procedimento de formacio de
emulsdo 34 descrito anteriormente. Para gavantir as concentragbes finais desejadas, uma
solucdo aguosa de alginato mais concentrada foi preparada (a2 4,08%) ¢ misturada com as
diferentes solucGes de BSA solubilizadas em solugo salina a 0,9% (mv/v) de NaCl Quando

necessario, ¢ volume era completado com selucio salina.

3.2.1.11. Obtengde das Bactérias Inativadas para Incorporacdo nas Microparticulas

Para ¢ cultivo e inativag8o das bactérias pela equipe do Prof Dr. Henrigue C. P
Figueiredo, do Departamento de Medicina Veterindria (Nucleo de Aquacultura) da
Universidade Federal de Lavras, o procedimento descrito a seguir foi utilizado.

A cultura de 4. hydrophila foi replicada em meic de 4gar soja triptose (TSA) e
incubada a 30°C por 24 horas. A massa celular obtida em placa foi repicada em trés
erlenmeyvers contendo 250 ml de caldo cérebro-coragiio (BHI) ¢ novamente incubada a
30°C por 24 horas, em incubadora, sob agitacdo orbital a 150 rpm. O caldo obtido apés a
incubacfio foi inativado com 0,5% de formaldeido ¢ mantido sob refrigeracio a 4°C por 24
horas. Apés este periodo foi feito um novo repique em placas de TSA para confirmar a
inativacio, com incubacdo a 30°C por 24 horas. Depois de confirmada a inativacBo (pela
auséncia de crescimento celular), o caldo foi cenirifugado a 50600 x g por 15 nunutos, com
descarte do sobrenadante para a obtencdo dos pellets, que foram ressuspendidos em tampio

fosfato salina a pH 7,2 para o transporte, & temperatura ambiente, até Campinas, SP.

Antes da incorporacfio nas particulas, a suspensio celular foi centrifugada a 10.000
rpm por 10 minutos a 6°C (procedimento repetido por trés vezes) ¢ ressuspendida em
solugio salina a 0,9% (m/v) e pH 7,0, procedimento este repetido por trés vezes, para

eliminar o formol e o tampio fosfato, que dificulta a gelificacio do alginato.



Materiais e Métodos 35

3.2.1.12. Encapsulacdo de Aeromonas hydrophila inativa nas particuias de alginato

As particulas de alginato foram preparadas pelo mesmo procedimento descrito no
item 3.2.1.6, nas condicBes do Ensaio E2. A proporgdo uiilizada foi de 63 mL de dleo de
milho e 7 mL de solucfio agquosa a uma concentraciio final de alginato a 3,5%, incorporando
aliguotas de 0,5 2 3 ml da suspensfio de baciérias a 33,2 mg/ml {em termos de massa seca)
em solucHo salina 2 0,9% (mv/vye pH 7,0,

3.2.2. Caracterizacio das Particulas

As particulas foram caracterizadas quanto a morfologia, ao difimetro, 3 distribuicio
de difmetros, ao grau de reidratagfo apds secagem, 3 eficiéneia de incorporacgic de BSA e
de bactérias inativas e & estabilidade em solugSes aquosas apresentando valores de pH

equivalentes as condigBes gastrintestinais de tilapias, conforme descrito a seguir.
3.2.2.1. Morfologia, didmetro e distribuicdo de tamanhos

A forma das particulas e suas caracteristicas superficiagis foram avaliadas por
microscopia 6tica (Lemoine ef al., 1999), enguanto os difmetros médios e a distribuiciio |
volumétrica de difmetros foram determinados por espectrofotometria de espalhamento de
laser (Ribeirc e al., 1999 ; Poncelet ef al., 1999). Para as anslises de didmetros, aliquotas
das amostras estocadas em agua deionizada foram colocadas na cuba do equipamento, gue
continba aproximadamente 500 mL de 4gua destilada.

3.2.2.2. Eficiéncia de incorporacdo da albuminag de soro bovino

Umea aliquota das particulas tmmda foi pesada e dissolvida para a liberacfio da

albumina de soro bovina incorporada. Sua concentraciio na amosira foi determinada por
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analise coloriméirica guantitativa com écido bicinconinico (BCA, Pierce Biotechnology),

com base no procedimento citado por Lemoine ef al. (1998).

A dissolugo das particulas de alginato foi efetuada ressuspendendo-se 1 g de
microesferas hidratadas em 9 ml de solucfo aguosa de citrato de sédio 2 0,05 M por 12
horas, seguida de sonicacfo em banho a 25°C por 10 minutos para a dispersio da proteina.
Este ensaio foi realizado basicamente conforme descrito pelo fabricante, empregando wm
espectrofotdmetro UV -visivel Beckman modelo DU640.

3.2.2.3. Eficigncia de incorporacdo das bactérias inativadas

O desempenho guanto 3 incorporacio do agente antigénico foi avaliado pela razio
entre a massa de bactérias encapsuladas ¢ a massa bacteriana empregada na preparacfic das
particulas (Singh e O'Hagan, 1998). Uma amosira de 1 g das perticulas fmidas foi
dissolvida em 9 mL de citrato de sédio a 0,05M para a liberacfio das células incorporadas.
As amostras foram centrifugadas 10.060 rpm por 10 minutos e o sedimento foi
ressuspendido em solugdo salina a 0,9%. A concentragdo de bactérias em cada amostra foi
determinada por andlise espectrofotoméirica a 500 nm, a partir de uma curva de calibracfo

previamente obtida.

3.2.2.4. Estabilidade in vitro das particulas em dgua com diferentes valores de pH

A programagio destes ensaios fundamentou-se nas informacBes basicas sobre as
caracteristicas de digestio na tildpia do Nilo (Logato, informacg8o pessoal, 2002). O traio
gastrintestinal da tildpia ¢ considerado completo, formado pela cavidade bucofaringiana,
esdfago, estdmago, intestino médio e posterior. No estdmago, as células oxinto-pépticas
produzem pepsinogénio e acido cloridrico, onde o pH apos a alimentacio pode chegar a 2,0
e rapidamente retornar a pH 4.5 assim permanecendo até a proxima alimentagfio. A
velocidade de trinsito do alimento pode ser influenciada por fatores comeo temperatura,
cormposicdo, granulometria e quantidade de alimento ingerido, dentre outros, sendo ¢ tempo
médic de passagem do zlimento pelo trato gastrintestinal de 12 horas. A temperatura da

agua influencia dirctamente a digestSio dos nutrientes em peixes, que sio animais
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heterotérmicos e, portanto, nfo controlam a temperarura corporal. O aumentc da
temperatura acelera a velocidade das reacBes enzimdticas, a liberagfo dos hormbnios

termogénicos e, assim, a velocidade de trinsito intestinal.

Desta forma, 0 comportamento em 4gua € em meios que simulam as condicles
gastrintestinais foi avaliado para amostras incubadas 3 temperatura ambiente em solucBes
aguosas a pH 2,0; pH 4 e pH 4,5; na proporgdo de 0,2 g de particulas Gmidas para 1,8 mL
da solucdo aguosa, por 12 horas. A morfologiz das particulas foi avahiada, bem como o
percentual de liberag8o das bactérias, a partir da determinac8o, por medida de absorbéncia a
500 nm, da concentracfic de células remanescentes na fase liquida apés a centrifugacio da

amostra a 500 rpm por 10 minutos, para a remocio das microparticulas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho visou-se a obtencBo de particulas com distribuicBio de tamanho
unimodal, e difmetros médios entre 5 a 50 wm, mais especificamente em torno de 10 um,
valor este recomendavel para a administracio de agentes de imunizacfo por via oral para a
absorgio na regifio intestinal de mamiferos e supostamente adequado para peixes. Com esta
finalidade, vérios ensaios preliminares foram realizados.

Tais ensaios basearam-se em metodologias distintas, propostas por varios autores,
que foram inicialmente comparadas para se selecionar as abordagens mais relevantes na
obtengio das particulas nas condigBes desejadas para o estudo em questfo. Cada
metodologia empregada mosirou vantagens e limitactes, por isto em alguns testes houve
uma miscelénea de procedimentos propostos. A partir da selecdo de um protocolo bésico,
efetuou-se os ¢studos subseglientes, enfocando-se o efeito de diversas varidveis
operacionais na distribuicBio de tamanhos, no difmetro médio e na incorporaciic dos
agentes ativos BSA (utilizada como proteina modelo) e Aeromonas hydrophila inativada
nas particulas.

4.1. Comparaciio do método de gelificacfio interna ao baseado no use de solucfio

gelificante acidificada

Durante a realizagdo dos testes preliminares de comparacio de metodologias, varios
procedimentos foram testados, sendo que alguns deles foram associados para se obter
particulas com caracteristicas mais proximas dos objetivos propostos nesie trabalho. Os
itens abaixo abordarfo os resultados de cada etapa dos ensaios preliminares de maior
relevincia, ressaltando os aspectos significativos gue foram obtidos com as alteragdes dos
procedimentos, enfocando a morfologia e tamanho das particulas obtidas ¢ a eficiéncia de

remocdo da fase oleosa.
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4.1.1. Preparagdo das particulas por gelificaclio interna

Através da metodologia proposta por Poncelet ef of. (1999}, particulas de alginato
foram preparadas utilizando citrato de céleio incluido j4 na solugdo aguosa do polimero,
Neste procedimento, o ciirato de calcio presente no interior das goticulas de alginato seria
solubilizado quando da adiciio do acido acético, havendo a reticulacio do polimero a
medida em gue os fons Ca’ se dissociassem do citrato. Os resuliados obtidos nio foram
adequados. Mesmo apds extensiva lavagem e secagem em estufa por 2 horas a 37°C, as
particulas obtidas apresentaram-se altamente agregadas e comtendo muito Sleo residual,
conforme mostrado na Figwra 4.1. Em adicBo, as particulas apresentaram regies
esbranquicadas que evidenciaram z presenca de citrato de célcio nfio dissolvido. Por estas

razbes, esie método foi, descartado.

4.1.2. Preparacdo de Particulas Utilizando Solugdo Gelificante ¢ Diferentes Solucfes de

Lavagem

Os resultados anteriores mostraram que as particulas obtidas ndio eram homogéneas
quanto 4 morfologia e ao tamanho, acumulando grande quantidade de dleo, o que
dificultava sua caracterizagio. Assim, o procedimento proposto por Mofidi ef al. (2000) foi
testado, procedimento este que diferia do anterior em termos das composicSes das fases
empregadas. A fase contendo o alginato basicamente era composta por 4gua, alginato € o
composto que se desejava encapsular, enquanto a fase oleosa nfo incorporava #cido
acético. A maior diferenca, porém, com relagiio 4 metodologia anterior fundamentava-se na
composicio da solugdio contendo o agente de reticulagio Ca®*, que incorporava também
etanol, agua ¢ acido acético e, segundo os autores, resultava, em condigBes apropriadas de
agitacdo, em particulas com diimetros de 1 a 50 pm. Destaca-se, entretanto, que as
proporgdes entre os volumes utilizados de cada fase nfio foram descritos, de maneira que,
com base nas dimensdes do equipamento descritas no trabalho, se testou inicialmente uma
emulsfc contendo 35 mL de soluglic aguosa de alginato e 35 mlL de dleo de milho, além do

volume referenie 2 solucho gelificante.
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dleo. Em seguida, as particulas foram, como anteriormente, fitradas ¢ lavadas com solugfic
de CaCh a 0,05 M. Apesar da retirada mais efetiva da espessa camada de dleo, ainda foi
péssivei visualizar grande qﬁamiéaﬁe de Sleo residual nas particulas. Os resultados mais
efetivos em termos da remocdo de Sleo residual foram obtidos para a inversfio da emulsfo
com a adicfio de 150 ml. de solucHo de CaCl 2 0,05 M.

Em um quarto procedimento, apds a inversio da emulsZo com 150 mL de CaCl; 2
0,05 M, as particulas formadas foram recuperadas por filtrac3io, lavadas com dlcool etilico e
posteriormente com agua destilada. A andlise destas amostras mostrou uma diminuigio
consideravel na quantidade de éleo residual no sistemna. Assim, este procedimento de
preparag8io das particulas e de sua lavagem foi fundamentalmente adotado na realizacfo de

grande parte dos ensaios posieriores.

Ainda com o imtuito de melhorar o aspecto final das particulas em relacBo a0 Sleo
residual, um quinto procedimento fol avaliado, no qual as particulas foram lavadas com
acetona como sugerido por Fundueamu er of. {1998 e 1999). Embora a toxicidade da
acetona e seu efeito de desnaturacfo protéica sejam mais intensos que os verificados para o
dlcool etilico, sendo seu uso nfio recomendado na formulag@o de vacinas orais, tal
procedimento foi necessdrio para minimizar o efeitc de interferéncia de quantidades
aprecidveis de 6leo na quantificagio BSA pelo método de reaclo com o BCA. As particulas
assim tratadas apresentaram uma considerdvel redugfio de dleo residual, de forma gue este
procedimento foi utilizado como alternativo em alguns ensaios onde houve incorporagio de

BSA ou de bactéria nas particulas de alginato.

4.2. Estudo do efeito das varidveis de processo nas caracteristicas das particulas

preparadas empregando solucfio gelificante e inversio da emulsio

4.2.1. Influéncia da conceniracdo da solucdo de alginato e da taxa de agitacdo na

morfologia e no didmetro de particulas

Neste grupo de ensaios foi avaliado o efefio da concentragfio da solugdo de alginato

na faixa de 2% a 5% (m/v) e da taxa de agitacdo de 500 rpm a 2000 rpm, empregando-se
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soluclo gelificante aquosa contendo ions cdicio, etanol e é4cido acético. Tanto a
concentracio da solucfio de alginato como a2 taxa de agitacfo mostraram ter influéneia
significativa sobre as caracteristicas da emuisfo formada, comforme se pode observar na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Efetios da concentracio da solicBo de algmato e da faxa de agitacBio no
difmetro final das particulas obfidas por emulsfo. As particulas foram preparadas
utilizando-se 35 ml de alginaio ¢ 35 mb de dleo de mitho. Foram adicionados 15,5 mL de
soluciio gelificante na emulsio formada.

Ensaic | Concentragio de | Taxa de agitagfio ObservacBes quanto 4 formacfio das
alginato (%) {rpm} particulas e ao dleo residual*
Al 2 500 Néo houve formacio de particulas
| A2 5 500 +
A3 2 20600 ++
A4 5 2000 + +
AS 3,5 1250 +
Ab 3,5 1250 +
AT 33 1250 +

*Dados referentes & quantidade de dleo residual ac final da preparagfic das particalas: (+) peguena
quantidade de Oleo residual; (++) grande gquantidade de odleo residual (todas as andlises foram
realizadas pela mesma pessoa).

No ensaio onde foi utilizada solugdo de alginato 2% a 500 rpm (Al), nfio houve a
formac3o de emulsfo, ou seja, durante a preparacio da emulsfo, uma espessa camada de
Glec permaneceu na superficie do sistema, nfio se incorporando 3 emulsfio. Quande o
gelificante foi adicionado a emulsfio sob agitacio de 500 rpm, houve a formac8o de uma
placa de alginato gelificado, nfio havendo assim a formagHo de particulas. Pode-se afirmar
que a taxa de agitacdo utilizada foi insuficiente para a obtencfo e dispersfio das goticulas da
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emulsfio, que posteriormente seriam gelificadas pelos fons calcio, o mesmo se aplicando a

massa de alginato.

Em todos os outros ensalos verificou-se a formacio de particulas ¢, embora esias
tenham se apresentado deformadas, pouco esféricas ¢ agregadas, observou-se uma
diminuigfo considerdvel na quantidade de dleo residual, quando comparado 4s particulas
obtidas anteriormente. As Figuras 4.3 e 4.4 mostram ¢ aspecto morfologico das particulas

ohtidas nos Ensaios A3 e AS.

Figura 4.3: Aspecto morfologico em microscopio Otico (aumento 100X) das particulas do

ensalo A3.

Figura 4.4: Aspecto morfologico em microscdpio oOtico (aumento 100X) das particulas do

ensaio AS.
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Observou-se gue as particulas obiidas nos ensaios em questio apresentaram
didmetros elevados (de até 500 um) ¢ com larga faixa de distribuicfo, tendo as andlises de
espathamento de laser indicado distribuigBes poltmodais. Em  decorrfncia  destas

observacBes, ndio se efetuou o tratamento estatistico deste grupo de dados.

No ensaio subsegfiente, optou-se por trabalhar nas condigBes do ponfo central, ou
seja, solucdo de alginato a2 3,5% e taxa de agitacBio a 1250 rpm, uma vez que nessas
condigBes os resultados mostraram-se mais satisfatérios dos pontos de vista de malor

esfericidade e menor retengéio de dleo.
4.2.2. Efeito da inversdio da ordem de mistura da emulsdo com a solucdo gelificante

Com o intuito de melhorar ainda mais as condigbes do processo, ¢
conseqlientemente obter particulas com as caracteristicas desejadas, testou-se a inversio na
ordem de adicBo das fases do sistema preparado nas condicSes do ponto central do ensaio

discutido no item anterior.

Essa inversio mostrou-se relevante no que diz respeito ac Oleo residual observado
no final do processo. Pdde-se perceber que as particulas formadas apresentavam-se menos
agregadas e visivelmente com menos oOleo residual. A distribuicBo de difmetros das
particulas pode ser visualizado na Figura 4.5.

Na Figura 4.5 pode-se verificar a fema.gaé de apenas uma populacfio de particulas,
com difmetro médic volumétrico de 233,56 um. Apesar da distribuicSio dos difimetros
ainda estar larga, para os objetivos do trabalho em questfio, pdde-se observar uma melhora
considerdvel nas particulas obtidas ao final do processo. Estas foram ressuspendidas
facilmente em agua destilada, formando uma dispersdo homogénea, fato esse que nfio
ocorria com as particulas obtidas nos ensaios anteriores. Assim, a etapa de inversdo da
emulsdo foi adotada como parte do procedimente para a preparagfio das microesferas em

todos 0s experimentos posteriores.
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Figura 4.5: Perfil de distribuic8o de tamanho das particulas obtidas empregando solug8o
aguosa de alginato a 3,3% (nvv) e dleo de milho agitada a2 1250 rpm por 10 minutos,
seguida da adicfo de solucfio gelificante € novamente de agitac8o por 10 minutos a 1250

rpm. A emulsfo formada foi vertida sobre 70 mL de solugfio gelificante.

Supfe-se que, com a adi¢fio da emulsio coniendo as goticulas de alginato a solugfo
gelificante, hd uma menor competi¢fo destas pelo céleio presente na solugfio gelificante, o
que minimiza a limitagfio 3 transferéncia de massa de Ca'” para as particulas e reduz sua

agregacao.

4.2.3. Influéncia da alferagdo da proporgdo entre os volumes das fases aquosa e oleosa no

didmetro das particulas preparadas usando solucdo gelificante

Ainda com o intuito de se obter particulas com didmetros médios abaixo de 100 pm,
foram realizados novos ensaios nos quais as proporgdes entre os volumes das fases aquosa
e oleosa foram alteradas. Para que fosse possivel a comparagio direta entre os resultados
obtidos, o volume total da emulsfio foi fixado em 70 mL. A Tabela 4.2 mostra os resultados
obtidos.
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Tabela 4.2: Avaliacdo da alteracio de proporgéo entre os volumes das fases aquosa e oleosa
nos didmetros e na morfologia das particulas obtidas por emulsfo. Para a formacfo da
emulsfo, utilizou-se soluc8o de alginato 3,5% e 6leo de milho, sob agitagiio de 1250 rpm
por 10 minutos. A emulsfio formada foi vertida sobre 70 mL de solugfo gelificante ¢

novamente o sistema foi agitado por 10 minutos a 1250 rpm.

Ensaio | Percentagem da fase aquosa (%) | Difmetro médio das particulas (um)
Bl 10 56,17
B2 20 74,11
B3 30 68,17
B4 40 106,85
BS 50 233,56

Pode-se observar que a proporciio entre os volumes das fases aquosa e oleosa
apresenta forte influéncia no didmetro final das particulas. Quanto mais pr6ximo o volume
entre as fases, maior o tamanho da particula formada e maior a quantidade de 6leo residual
ao final do processo. O Ensaio B5, que envolve volumes iguais de solucgio de alginato e
6leo, apresentou as maiores particulas. Os menores difmetros e a menor faixa de
distribuicdio de diametros foram obtidos para o Ensaio B1, no qual foi possivel a obtengéo
de particulas com didmetros médios em torno de 56 pum, fato este que pode ser visualizado

na Figura 4.6.

Quanto & morfologia, as particulas obtidas mostraram uma grande melhora em
relacdo & esfericidade e uma diminuicdo consideravel do 6leo residual, o que pode ser

observado nas Figuras 4.7 e 4.8 relativas aos Ensaios B3 e B1 respectivamente.

O Ensaio Bl (7 mL de alginato ¢ 63 mL de dleo) foi considerado o que apresentou
os resultados mais adequados, por ter apresentado as particulas com os didmetros mais
reduzidos, tendo sido adotado como protocolo basico para a realizagfio dos ensaios

posteriores. Entretanto, destaca-se que esta condicfio, do ponto de vista de aumento de
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escala de processo, € a menos vantajosa, pois resulta em menor quantidade de particulas (ja
que envolve menor volume de solugdo de alginato) empregando a mesma quantidade das
outras fases aquosas requeridas e uma maior proporgfo de fase oleosa.

Yolume (%)
20 1 ; ; 100

101

0506000

Difmetro das particulas (um)

Figura 4.6: Perfil de distribui¢dio de tamanho das particulas obtidas empregando-se 7 mL de
solugdio aquosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 mL de 6leo de milho (Ensaio B1) agitada a
1250 rpm por 10 minutos. A emulsfio formada foi vertida sobre 70 mlL de solucdo

gelificante e novamente o sistema foi agitado por 10 minutos a 1250 rpm.

Figura 4.7: Aspecto morfolégico em microscopio 6tico (aumento 100X) das particulas do

ensaio B3.
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Figura 4.8: Aspecto morfolégico em microscépio 6tico (aumento 100X) das particulas do

ensaio Bl

4.2.4. Influéncia da taxa de agitacdo e da adi¢io do tensoativo Span® 80 no didmetro de

particulas preparadas usando solugdo gelificante

Segundo Poncelet ef al. (1999), o uso de surfatantes soliveis em 6leo como o Span®
80 permite uma redugfio significativa no tamanho das particulas, resultante de uma
diminuicfo na tensfio interfacial, que previne a coalescéncia das gotas da emulsio. Devido
a este fato, optou-se por utilizar o tensoativo Span® 80 neste grupo de ensaios a fim de
avaliar seus efeitos sobre o didmetro e a morfologia das particulas obtidas por emulsfo.
Além da adicio do surfatante Span® 80, efetuou-se concomitantemente um estudo
complementar sobre o efeito da taxa de agitagBio nas particulas formadas. A Tabela 4.3

mostra os didmetros médios das particulas obtidas.

Observou-se que tanto a taxa de agitacio como a adicio de Span® 80 influenciaram
o didmetro e a esfericidade das particulas. Todas as particulas obtidas nos ensaios
apresentaram didmetro reduzido em relagfo aos verificados nos outros ensaios realizados.
Notou-se também aprecidvel reducfo na quantidade de 6leo residual, o que facilitou as

andlises de didmetro e morfologia das amostras.
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Tabela 4.3: Didmetros médios das particulas obtidas quando da adigfio de Span® 80 e

variacdo da taxa de agitacfo.

Ensaio Span® 80 Agitacfo (rpm) Diametros médios (pm)
(%)
El 0,2 500 230,00
E2 0,2 2000 45,40
E3 2,0 500 72,83
E4 2,0 2000 30,10
E5 L1 1250 63,00
E6 L1 1250 55,10
E7 1,1 1250 40,57

; O menor didmetro foi obtido quando se-associou alta taxa de agitacfio (2000 rpm) a
elevada quantidade de Span® 80 (2%) no Ensaio E4. Porém, as particulas geradas
apresentaram-se menos esféricas e uma grande quantidade de particulas deformadas foi
obtida, como pode ser visto na Figura 4.9. J& o Ensaio E2 resultou nas melhores
caracteristicas morfolégicas para as particulas, ou seja, pode-se observar uma boa
esfericidade das particulas (Figura 4.10). O didmetro médio destas particulas foi de cerca de

45 pm, o que pode ser considerado aceitdvel para o estudo em questo.

Analisando-se a Figura 4.11, pode-se verificar que a faixa de distribuicio de
diAmetros ndo foi muito larga, e que houve a formacfio de apenas uma populacio de

particulas.

A influéneia das variaveis adiciio de Span® 80 e taxa de agitaciio sobre o didmetro
final das particulas foi avaliada estatisticamente (através do programa Statistica 5.0), € os
efeitos calculados estfo listados na Tabela 4.4.
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Figura 4.9: Aspecto morfolégico em microscépio 6tico (aumento 100 X) das particulas do

ensaio E 4.

Figura 4.10: Aspecto morfologico em microscopio 6tico (aumento 100 X) das particulas do

ensaio E 2.
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Figura 4.11: Perfil de distribuicSio de tamanho das particulas obtidas empregando-se 7 mL
de solucfio aquosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 mL de 6leo de milho contendo 0,2% de
Span® 80, agitada a 2000 rpm por 10 minutos. A emulsiio formada foi vertida sobre 70 mL

de solucdo gelificante e novamente o sistema foi agitado por 10 minutos a 2000 rpm.

Tabela 4.4: Efeitos estatisticos calculados das varidveis independentes concentragfo de

Span® 80 e taxa de agitacfio na resposta didmetro final das particulas.

Efeitos Desvio Padrio t(2) P
Média* 76,72 4,30 17,84 0,003127
Span® 80* - 86,24 11,38 -7,58 | 0,016964
Taxa de agitagfo* - 113,67 11,38 -9,99 0,009871
Span® 80 x taxa de agitagdo* 70,94 11,38 6,23 0,024772

* fatores estatisticamente significativos a 95% de confianga
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Observa-se que as varidveis Span® 80 e taxa de agitacfio, além do termo de
interacdo entre elas, mostraram ter efeitos significativos sobre o didmetro das particulas a
95% de confianca. Tanto o Span® 80 quanto a taxa de agitaciio apresentaram um efeito
negativo sobre o didmetro final das particulas, enquanto um efeito positivo foi observado
para o termo de interacdio entre as varidveis independentes. A Tabela 4.5 apresenta os

coeficientes de regressfo para o modelo em questfo.

Tabela 4.5: Coeficientes de regressdo para o didmetro das particulas obtidos no

planejamento fatorial estatistico efetuado para as varidveis independentes concentracdo de

Span® 80 e taxa de agitacfio.
Coeficiente de Regresséo Desvio Padrfo
Meédia* 76,72 4,30
Span® 80* -43,12 5,69
Taxa de agitagéo* - 56,83 5,69
Span® 80 x taxa de agitagio* 35,47 5,69

* fatores estatisticamente significativos a 95%

A Equacio 4.1 relaciona o didmetro das particulas em funcfio das varidveis
codificadas para um nivel de confianca de 95%.

D =176,72-43,12 . X, - 56,83 X, +35,47 . X;. X, 4.1
onde:

D = didmetro

X, = Percentagem de Span® 80

X, = Taxa de agitacdo

X;. X, = Percentagem de Span® 80 x Taxa de agitacgo
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A validade desse modelo foi verificada pela analise de variincia (ANOVA)
apresentada na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Andlise de varifncia (ANOVA) para o difmetro das particulas para o
planejamento fatorial 2% + 3 envolvendo as vari4veis independentes concentragio de Span®

80 e taxa de agitacfo.

Soma Quadratica | Graus de liberdade | Média Quadratica | F calculado
Regressiio 25387,98 3 8462,66 7,84
Residuos 3238,76 3 1079,56
Falta de ajuste 2979,88 2
Erro Puro 258,88 2
Total 28626,74 6
Foos.3.3= 9,28

% variagdo explicada (R?) = 88

Comparando-se os valores de F calculado e F tabelado, pode-se verificar se o
modelo proposto € estatisticamente significativo. Para isso, o valor de F calculado deve ser
no minimo quatro vezes maior que o valor de F tabelado. Pela analise da variincia
verificou-se que o F calculado (7,84) € menor que o F tabelado (9,28), o que mostra que o
modelo de primeira ordem obtido para o didmetro das particulas na faixa estudada nfo é

estatisticamente significativo para descrever o comportamento do sistema.

Assim, ap0s a andlise dos resultados obtidos, optou-se por realizar os ensaios
subseqiientes nas condi¢bes do ponto E2, ou seja, utilizando 7 mL de solucdo de alginato
3,5% e 63 mL de 6leo de milho contendo 0,2% de Span® 80 sob agitacdo de 2000 rpm.
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4.2.5. Avaliacdo da influéncia da vazdo de adicdo da emulsdo a solucdo gelificante nas

caracteristicas das particulas

Os resultados discutidos até este ponto do estudo sfio provenientes da adi¢io manual
da emulsfo a solugfo gelificante, a uma vazfo aproximada de 70 mlL/min. A alteracfio na
vazdo de adicdo das fases, entretanto, poderia acarretar em mudancas nas caracteristicas
morfologicas e nos didmetros das particulas obtidas. O efeito do controle e da reducdo da
vazio de adigdo da emulsfio a solugfo gelificante foi avaliado, preparando-se particulas de

alginato sem a adic@o de agentes ativos.

As particulas obtidas para as vazdes testadas (70 mL/h e 280 mL/h) apresentaram
boa esfericidade, conforme mostrado nas Figuras 4.12 e 4.13, e praticamente ndo foram

observadas quantidades significativas de oleo residual.

Figura 4.12: Aspecto morfologico em microscopio 6tico (aumento de 100x) das particulas
de alginato preparadas pela adi¢io da emulsio a solugdo gelificante a uma vazio controlada

de 70 mL/h, sob agitacfio constante de 2000 rpm.
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Figura 4.13: Aspecto morfologico em microscépio 6tico (aumento de 100x) das particulas
de alginato preparadas pela adicfio da emulsfo a solugfo gelificante a uma vazio controlada

de 280 mL/h, sob agitacfo constante de 2000 rpm.

Entretanto, estas particulas apresentaram grande retencfo de ar, possivelmente
devido a exposi¢do mais longa & etapa de agitacdo a 2000 rpm para a gelificacdo,
possivelmente, uma reducfio na taxa de agitagio poderia diminuir a retengdo de ar nas
particulas. Os perfis de distribui¢io de didmetros volumétricos podem ser vistos na Figura
4.14. Observa-se que as particulas obtidas sob vazio controlada de 70 ml/h apresentaram
didmetro médio de 75,22 pum, enquanto para as obtidas a 280 mL/h, os didmetros foram de

66,73 pm.

Pode-se concluir que as particulas de alginato preparadas por este procedimento nio
apresentaram methora nas caracteristicas morfoldgicas, uma vez que estas se mantiveram
praticamente inalteradas em relagfio aos ensaios anteriores. Em relacfio aos didmetros, estes
se apresentaram maiores que 0s ja obtidos para particulas vazias preparadas em condigdes

similares com vazdo de adi¢do aproximada de 70mlL/min.

Uma vez que um dos objetivos deste trabalho foi a obtencfo de particulas com
didmetros inferiores a 50 pum, o procedimento de redu¢fo da vazio nfo foi adotado nos

ensaios seguintes.
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Figura 4.14: Perfil de distribuic8o de tamanho das particulas obtidas empregando-se 7 mL
de solugdo aquosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 mL de 6leo de milho contendo 0,2% de
Span® 80, agitada a 2000 rpm. A emulsio formada foi vertida sob vazdes controladas de 70

mL/h (A) e 280 mL/h (B) a solugdo gelificante a agitada a 2000 rpm.

4.3. Influéncia da utilizacio de diferentes tipos de éleos vegetais na morfologia, no

didmetro médio e na distribuicio de tamanho das particulas de alginato

O emprego de 6leos vegetais diferentes do de milho, empregado até entdo, poderia
resultar em particulas com caracteristicas distintas, de forma que se avaliou,
alternativamente, os 6leos de soja, canola e girassol na etapa de formagfo da emulsio com
a solugdo de alginato, incluindo-se, em todos os ensaios, a adi¢do do tensoativo Span® 80 a
0,2 % a fase oleosa. As caracteristicas das particulas obtidas estdo mostradas nas Figuras
4.15 a4.22.
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Figura 4.15: Aspecto morfologico em microscopio 6tico (aumento de 100x) das particulas

de alginato preparadas com 6leo de milho.

Figura 4.16: Aspecto morfolégico em microscépio 6tico (aumento de 100x) das particulas

de alginato preparadas com 6leo de soja.
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Figura 4.17: Aspecto morfolégico em microscopio 6tico (aumento de 100x) das particulas

de alginato preparadas com 6leo de canola.

Figura 4.18: Aspecto morfolégico em microscopio otico (aumento de 100x) das particulas

de alginato preparadas com 6leo de girassol.
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Figura 4.19: Perfil de distribuicdo de tamanho das particulas obtidas empregando-se 7 mL
de solugdo aguosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 mL de 6leo de milho contendo 0,2% de
Span® 80, agitada a 2000 rpm por 10 minutos. A emulsdo formada foi vertida sobre 70 mL

de solugdio gelificante e novamente o sistema foi agitado por 10 minutos a 2000 rpm.
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Figura 4.20: Perfil de distribuicdo de tamanho das particulas obtidas empregando-se 7 mL
de solugfio aquosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 mL de 6leo de soja contendo 0,2% de
Span® 80, agitada a 2000 rpm por 10 minutos. A emulsio formada foi vertida sobre 70 mL

de soluco gelificante e novamente o sistema foi agitado por 10 minutos a 2000 rpm.
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Figura 4.21: Perfil de distribuic8io de tamanho das particulas obtidas empregando-se 7 mL
de solugfo aquosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 mL de 6leo de canola contendo 0,2% de
Span® 80, agitada a 2000 rpm por 10 minutos. A emulsgo formada foi vertida sobre 70 mL

de solugfo gelificante e novamente o sistema foi agitado por 10 minutos a 2000 rpm.
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Figura 4.22: Perfil de distribuicAo de tamanho das particulas obtidas empregando-se 7 mL
de solucdo aquosa de alginato a 3,5% (m/v) e 63 mL de 6leo de girassol contendo 0,2% de
Span® 80, agitada a 2000 rpm por 10 minutos. A emulsio formada foi vertida sobre 70 mL

de solucdo gelificante e novamente o sistema foi agitado por 10 minutos a 2000 rpm.
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Observou-se que as particulas produzidas mostraram-se muito semelhantes em
relacdo & morfologia. Todas apresentaram boa esfericidade e praticamente nfo se verificou
a presenca de Oleo residual. Os difmetros médios das particulas preparadas com os 6leos de
milho, soja, canola e girassol foram de aproximadamente 32,29 ym, 37,66 um, 38,05 pym e
71 um, respectivamente. Através das Figuras 4.19, 4.20 e 4.21, pode-se observar que as
preparagfes com o0s 6leos de milho, soja e canola apresentaram apenas uma populagdo, ou
seja, apresentaram comportamento unimodal de didmetros. Porém, as particulas preparadas
com o Oleo de girassol, apresentaram a tendéncia de formar populacdes com dois didmetros
médios distintos. Conforme indicado na Figura 4.22, a populacdo de maior freqiiéncia
apresenta didmetro médio préximo de 40 um (similarmente as amostras produzidas pelo
" uso dos outros tipos de Oleos), enquanto a populacio de menor freqliéncia apresenta
didmetro médio significativamente maior que 100 pm, sendo, portanto, indesejaveis no

4mbito deste estudo.

Desta forma, os resultados obtidos neste grupo de ensaios sugerem que a preparacio
de particulas utilizando os Oleos vegetais de milho, soja ou canola podem produzir
particulas com caracteristicas desejaveis tanto em relagiio a4 morfologia quanto em relacéio
aos didmetros médios. Porém, faz-se necessario ressaltar que em relagfio ao custo seria mais
adequada a utilizac8o de 6leos vegetais menos onerosos para a preparacéo das formulacdes.
Assim, 0 uso de 6leo de canola seria desconsiderado, uma vez que este apresenta custo

mais elevado em relacfo aos 6leos de milho e de soja.
4.4. Avaliacdo da secagem de particulas lavadas com diferentes solventes

A estocagem de agentes de imunizacfo na forma de suspensfio aquosa, apesar de
pratica, pois o material j& se encontra em sua forma prépria para o uso imediato, implica no
envolvimento de maiores dreas de estocagem e pode ainda, alterar a vida de prateleira do
produto, podendo degradar de forma mais acelerada os antigenos em comparagfo a quando
estes estfio na forma seca. Estas limitagSes podem ser contornadas pela secagem do

material.
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Particulas ndo incorporando agentes ativos obtidas nas condi¢des do Ensaio E2
(Tabela 3.3) e lavadas com etanol ou acetona foram, desta forma, secas em estufa a 40°C
por 3 horas, processo este seguido de secagem 2 temperatura ambiente por 3 dias
adicionais. A Figura 4.23 mostra o comportamento observado na etapa de secagem em
estufa. Observa-se que a lavagem com acetona possivelmente foi mais efetiva na remocdo
do dleo residual, resultando em uma secagem mais répida. Enquanto para as particulas
lavadas com acetona a perda de umidade total foi de 79% em trés horas, para as particulas
processadas com etanol, a perda de massa na estufa resumiu-se a 18% no mesmo periodo.
Apds 3 dias, no entanto, as massas de ambas as amostras apresentaram valores similares
(cerca de 5% do total inicial), praticamente nfio havendo diferenca entre os dois solventes.

Porém, as amostras lavadas com acetona agregaram-se menos apds secas.
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Figura 4.23: Perfis de secagem das particulas lavadas com etanol ou acetona em estufa a
40°C.

Alternativamente, as amostras foram secas somente & temperatura ambiente, por um
periodo total de 4 dias. Observou-se que as taxas iniciais de secagem foram

substancialmente menores que as observadas na estufa, e que, ao final do periodo, as
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amostras perderam somente 93% de sua massa total inicial, apresentando cerca de 2% a
mais de dgua ou, mais possivelmente, de 6leo residual que as obtidas pelos procedimentos

anteriores.

Embora a utilizacio de acetona na etapa de lavagem e a posterior secagem em
estufa tenham se mostrado atraentes, ressalta-se que a lavagem com este solvente €
problemética do ponto de vista da aplicaclio in vivo final das particulas. Recomenda-se,
assim, o uso de acetona preferencialmente em procedimentos de preparacfo das particulas

para ensaios de caracterizagfo.

Destaca-se que as particulas podem também, eventualmente, ser veiculadas
diretamente na forma de suspensfio oleosa, pois freqiientemente o éleo vegetal € empregado
na homogeneizac@o de ragdes para peixes, prevenindo a separacio de sélidos de diferentes
tamanhos.

4.5. Incorporacio de albumina de soro bovino nas particulas de alginato

A proteina BSA foi utilizada como antigeno modelo, uma vez que esta tem suas
propriedades fisico-quimicas e estruturais bem caracterizadas, a fim de se comparar os
resultados obtidos em seus ensaios de incorporacdo com os resultados obtidos com a

incorporacio da bactéria Aeromonas hydrophila, foco central deste trabalho.

A albumina de soro bovino (BSA) € uma proteina globular de aproximadamente
66,3 kDa, consistindo de 607 aminoécidos com 17 pontes dissulfeto e de um grupo cisteina
livre (Kelley ¢ McClements, 2003). Esta proteina tem didmetro hidrodindmico de 7,2 nm,
ocorre naturalmente no sangue e apresenta ponto isoelétrico em torno de 5 (Neiser ef al.,
1999).

Neste grupo de ensaios foram incorporadas quantidades conhecidas de BSA nas
particulas preparadas utilizando-se 6leo de milho e, eventualmente, 6leo de soja. Apds sua
recuperacdo por filtracfio, as amostras foram lavadas com etanol, que se mostrou, neste
caso, mais eficiente para a remocio do 6leo residual. Os resultados estio mostrados na
Tabela 4.7.
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Tabela 4.7: Eficiéncia de incorporacio de BSA e didmetros médios obtidos para as
particulas de alginato preparadas pela utilizacgio de 7 mL de solugcfio aquosa de alginato
3.,5% contendo BSA em diferentes concentragdes e 63 mL de 6leo de milho contendo 0,2%
de Span® 80 sob agitaciio de 2000 rpm, a 25°C.

Ensaio | Concentracfo inicial de BSA na | Eficiéncia de incorporacéo Diametros
solucio de alginato (mg/mL) de BSA (%) médios (um)
1 0,70 74,57 55,28
2 1,40 84,14 133,83
3 2,80 71,53 118,52
4 4,20 121,42 143,01
5 5,60 84,28 >1000

Pode-se observar que a incorporacgio da proteina modificou o aspecto das particulas
formadas, que passaram a apresentar novamente quantidades aprecidveis de 6leo de milho
residual e mostraram também maior tendéncia a agregacio, por vezes formando agregédos
que nfo puderam ser ressuspendidos em 4gua de forma homogénea, como € o caso da

amostra preparada com a maior proporgéo de proteina.

As alteracGes morfolégicas observadas e o conseqliente aumento dos didmetros
devem-se provavelmente & incorporacdo de 6leo de milho nas particulas, o que pode ser
explicado com base em uma das proprias funcSes biolégicas da BSA no sangue, de atuar
como transportadora de lipideos. Assim, a proteina possivelmente promoveu a incorporacéo

de 6leo, que fez com que os didmetros aumentassem significativamente.

Segundo Lemoine et al., (1998), eficiéncias de incorporacdo de BSA em particulas
de alginato de 61 a 92%, podem ser esperadas, porém o aumento na quantidade inicial de

BSA pode diminuir a eficiéncia de incorporagdio da proteina. O aumento excessivo na
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quantidade inicial da proteina faz com que a quantidade de polimero torne-se insuficiente

para reter toda a BSA adicionada, diminuindo sua eficiéncia de incorporacéo.

Observou-se no presente estudo que a incorporagio de BSA nas particulas nfo
ocorreu de forma linear, ou seja, nfo houve um aumento proporcional da quantidade de
proteina incorporada na medida em que se aumentou sua concentracio inicial na solucdo de
alginato. O Ensaio 4 apresentou uma eficiéncia de incorporacfio de protena maior que 100
%, o que pode ser explicado considerando-se a possibilidade de se ter diferentes graus de
umidade entre as amostras, fato este que poderia fazer com que uma amostra possuisse
maior numero de particulas por grama que a outra, apresentando um rendimento maior que
o esperado, e a retencio de 6leo de milho no material formulado, que interfere na

quantificacdo da BSA por reacéo com BCA.

Com relac8o ao segundo aspecto mencionado, em ensaios controle de quantificacgo
da proteina na forma livre em solucfio salina (portanto, nfio encapsulada em particulas de
alginato) por reacdo com BCA realizados na presenca de volumes conhecidos de 6leo de
milho (de 2 a 8 ul), equivalentes ao que se estima reter nas particulas, constatou-se um
aumento nas leituras de absorbincia em comparagio a amostras contendo apenas a
proteina. Tais aumentos mostraram-se constantes na faixa de volumes de 6leo de mitho
testada, correspondendo a cerca de 0,07 mg de BSA por mililitro de gel, podendo causar
discrepancias razoéveis nos dados, principalmente para baixas concentragdes iniciais de

proteina, que conduziriam a baixas concentra¢des finais.

Outro fator que poderia interferir, aumentando o wvalor da eficiéncia de
encapsulagfio, seria a contracéo do gel de alginato quando de sua reticulagdo com os ions
calcio. Assim, o volume final de gel formado seria menor que o esperado e afetaria
diretamente os calculos realizados para a determinacfio dos valores de eficiéncia. Tentou-se
avaliar tal aspecto determinando-se a massa de particulas recuperadas apdés sua lavagem
com 4gua deionizada, entretanto, estes ensaios nfo se mostraram conclusivos. Verificou-se
que o processo € sujeito a muitas situagdes de possivel perda do gel, como a retengdo nas
paredes dos frascos, na haste e na hélice do agitador, além da etapa de separagio da fase
aquosa e da fase oleosa que antecede a filtracBio. De aproximadamente 7 g de solucéo
aquosa de alginato contendo ou nfo os compostos antigénicos em estudo empregadas para a
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producio das particulas, pode-se recuperar um méaximo de 4,5 g (menos de 65% do material

inicial), o que certamente nfio pode ser atribuido a contragdo do gel.

Com o intuito de verificar o efeito da utilizac8o do 6leo de soja em substituicio ao
6leo de milho nas caracteristicas das particulas de alginato contendo BSA incorporada, um
novo ensaio foi realizado seguindo o protocolo proposto no ensaio 1 da Tabela 4.7. As
particulas obtidas neste ensaio apresentaram eficiéncias de incorporagio de BSA
comparaveis e mostraram-se morfologicamente semelhantes aquelas produzidas com éleo
de milho nas mesmas condigdes. As Figuras 4.24 e 4.25 mostram respectivamente a
morfologia das particulas preparadas com os 6leos de milho e de soja contendo BSA,

entretanto, detecta-se a presenga de maior niimero de agregados na amostra obtida a partir

de 6leo de soja.

Figura 4.24: Aspecto morfolégico em microscopio 6tico (aumento de 100x) das particulas

de alginato preparadas com 6leo de milho.
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Figura 4.25: Aspecto morfolégico em microscopio 6tico (aumento de 100x) das particulas

de alginato preparadas com dleo de soja.

O perfil de distribuicio de didmetros apresentado pelas particulas preparadas com
0leo de milho, foi unimodal (Figura 4.26), apresentando uma populagdo principal de

particulas com didmetros na faixa de 55,28 pm.
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Figura 4.26: Perfil de distribuicdio de tamanho das particulas obtidas no Ensaio 1, com

emulsfo preparada a partir de 6leo de milho.
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As particulas preparadas com oOleo de soja, por sua vez, apresentaram
comportamento polimodal, notando-se um aumento tanto nos didmetros médios quanto na
freqiiéncia das populag¢Ges de maior tamanho 4 medida em que ensaios consecutivos eram
realizados com a mesma amostra, conforme indicado na Figura 4.27. Este comportamento
indica a presenca de agregados sedimentados na amostra, que s6 foram efetivamente postos

em suspensfo ap6s o processamento do material em trés ensaios idénticos consecutivos.
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Figura 4.27: Perfis de distribuigdio de tamanho das particulas obtidas segundo protocolo do
Ensaio U1, preparadas com 6leo de soja. As letras A, B e C indicam trés diferentes corridas
para a mesma amostra, sendo a primeira a da letra A, B a intermediéria e C a realizada por

altimo.
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Vale ressaltar que nos ensaios discutidos no item 4.3, as particulas de alginato
preparadas tanto com 6leo de milho quanto com 6leo de soja, sem a incorporac#o de ativos,
apresentaram comportamento unimodal em relacfio ao perfil de distribuicdo de didmetros e
digmetros volumétricos médios de 32,29 pm e 37,66 um, respectivamente, concluindo-se
que a incorporacéo da proteina BSA mudou sensivelmente as caracteristicas das particulas
obtidas. Como esta proteina tem regibes hidrofobicas que podem interagir tanto com a fase
oleosa quanto com o tensoativo, tais interagSes podem ter causado o aumento da tensfio
superficial, uma vez que o BSA pode estar sequestrando o tensoativo Span® 80, o que

poderia ter causado a elevacfio no tamanho das particulas.

Assim, os resultados mais satisfatorios para a preparacdo de microparticulas para
incorporagio da proteina BSA foram os obtidos para a emulsfo preparada com odleo de
miltho.

4.6. Incorporacio de Aeromonas hydrophila nas particulas de alginato

Apesar dos resultados pouco satisfatérios (do ponto de vista de caracterizacio das
microesferas) obtidos para a incorporagdo de BSA nas particulas, as mesmas condicBes
operacionais de preparagdo do sistema foram utilizadas nos ensaios para encapsulagio da
bactéria Aeromonas hydrophila. Esta conduta foi adotada uma vez que a bactéria nfo
possui fungio tranSportadora de lipideos, provavelmente nfio contribuindo para a
incorporagéo de bleo nas particulas. Em alguns ensaios a lavagem das particulas foi feita
com acetona substituindo o &lcool etilico, mas, para este sistema, as caracteristicas das

particulas mostraram-se indiferentes ao solvente empregado.

Os efeitos da incorporacdo da bactéria nas particulas de alginato foram avaliados
utilizando concentracSes iniciais de bactéria na fase aquosa de 2,37 a 14,22 mg/mL (em

termos de massa seca celular por mililitro de suspensfio de alginato) e dleo de milho para a

preparacio da emuls&o.

Em todas as situagdes, a eficiéncia de incorporagfo celular foi de aproximadamente
100%, e 0 mesmo se observou para uma amostra preparada alternativamente por emulséio

com Oleo de soja contendo inicialmente 2,37 mg/mL de bactérias. As elevadas taxas de



Resultados e Discussdo 71

eficiéncia da bactéria comparadas as da BSA devem-se ao fato que maiores eficiéncias de
incorporacdo para agentes ativos de maior massa molecular sio esperadas (Lemoine ef al.,
1998). Assim, parte da BSA encapsulada pode ser perdida durante as etapas de lavagem das
particulas, devido ao pequeno tamanho desta proteina (7,2 nm) em comparagfo ao da

bactéria que mede 0,5 pmx 1,0 a 1,5 um (Costa, 2003).

As particulas obtidas, predominantemente esféricas, praticamente nfio apresentaram
0leo residual e ressuspenderam-se em agua de forma homogénea. Através das microscopias
Oticas pOde-se verificar claramente a diferenga na morfologia da superficie das particulas
preparadas com baixas quantidades de bactéria incorporada (Figuras 4.28 e 4.29), com altas
quantidades de bactéria incorporada (Figuras 4.30 e 4.31) e das particulas sem adigfio de
ativos (Figura 4.32). As particulas com bactérias incorporadas apresentaram superficie

rugosa quando comparadas com as das particulas vazias.

Os didmetros médios variaram de 34,50 a 83,00 um, conforme mostrado na Tabela
4.8. Este comportamento, mais préximo do observado para a preparacdo de particulas
quando da auséncia de agentes ativos que quando da inclusio de BSA, corrobora a
suposicdo de que a possivel interagdo da proteina com o 6leo da emulsdo ocasiona o

aumento do tamanho e promove a agregagio das particulas

Figura 4.28: Aspecto morfolégico em microscopio otico (aumento 100 X) das particulas de

alginato preparadas com 2,37 mg/mL de bactérias com 6leo de milho.
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Figura 4.29: Aspecto morfolégico em microscéopio 6tico (aumento de 500x) das particulas

de alginato preparadas com 2,37 mg/mL de bactérias com 6leo de milho.

Figura 4.30: Aspecto morfologico em microscopio 6tico (aumento 100 X) das particulas de

alginato preparadas com 14,22 mg/mlL de bactérias com 6leo de milho
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Figura 4.31: Aspecto morfologico em microscépio 6tico (aumento de 500x) das particulas

de alginato preparadas com 14,22 mg/ml de bactérias com éleo de milho

Figura 4.32: Aspecto morfolégico em microscdpio 6tico (aumento de 500x) das particulas

de alginato preparadas com 6leo de milho sem a adi¢fo de ativos.

De acordo com as Figuras 4.33 e 4.34, os perfis de distribui¢io de tamanhos das

particulas obtidas utilizando-se 2,37 mg/ml de bactérias indicam didmetros médios cerca
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de 10 pm maiores para particulas preparadas com o6leo de milho em comparagdo as

preparadas com 6leo de soja.

Tabela 4.8: Didmetros médios das particulas obtidas quando da incorporagfio de Aeromonas
nydrophila em particulas contendo alginato a 3,5% preparadas fundamentalmente por

emulsfo com 6leo de milho.

Concentragdo inicial de | Difmetros médios (jm)
bactérias (mg/mL)
2,37 39,02
29,127
4,74 82,04
9,48 49,70
14,22 80,20

*Amostra preparada por emulsio em 6leo de soja
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Figura 4.33: Perfil de distribuiciio de tamanho das particulas obtidas empregando-se
2,37 mg/mL de bactérias quando preparadas com 6leo de milho.
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Figura 4.34: Perfil de distribuicBo de tamanho das particulas obtidas empregando-se

2,37 mg/mL de bactérias (em massa seca) quando preparadas com 6leo de soja.

4.7. Estabilidade em dgua e em meios que simulam as condic¢des gastrintestinais

Com base nas caracteristicas de digestfo das tilapias, os ensaios de estabilidade das
particulas foram efetuados a temperatura ambiente ap6s 12 horas de incubagfio em solugdes
aquosas com pH ajustado para 2 e 4 com 4cido cloridrico, e também em agua deionizada a

pH 4,5.

As anélises realizadas para uma amostra contendo 14,2 mg de bactérias (em termos
de massa seca) por mililitro de gel a 3,5% de alginato preparadas por emulsdo com éleo de
milho indicam que as particulas produzidas sfio bastante estdveis, pois apresentaram
percentuais de liberag@o de bactérias em 4dgua a pH 2,0 e 4,0 inferiores a 1% e de 5,5 % em
dgua deionizada a pH 4,5 ap6s 12 horas. Ressalta-se que este € um fato de grande
importincia para o trabalho em questdo, uma vez que para que a imunizacfio ocorra de
forma eficaz, as particulas contendo os antigenos devem chegar praticamente intactos ao
intestino dos animais. A estabilidade das amostras contendo 2,37 mg/mL foi avaliada nas
mesmas condigdes, entretanto nfio conduziu a resultados conclusivos, pois a sedimentagfio
das particulas ndo foi eficaz na etapa de centrifugacfo, e as particulas afetaram as leituras

de absorbéncia.
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A morfologia das particulas contendo 14,2 mg/mlL de bactérias apds 12 h de ensaio
pode ser visualizada na Figura 4.35, observando-se que praticamente ndo ocorrem
alteracdes em sua forma ou tamanho. O menor niimero de particulas nas micrografias A e
B em relaco a C nfio se deve a dissolugfio das amostras, e sim ao fato que a concentracéo

inicial de particulas na amostra controle (micrografia C) era maior.

Figura 4.35: Aspecto morfoldgico em microcopio 6tico (aumento de 100X) das particulas
preparadas com adi¢io de 99,6 mg de bactérias em 7 mL de gel de alginato. A) apos 12

horas em pH 2,0 B) ap6s 12 horas em pH 4,0 C) antes da incubacdo em condi¢Ses 4cidas.

Os resultados obtidos s#o compativeis com os de Romalde ef al. (2004). Segundo
estes autores, particulas intactas de alginato podem ser detectadas no estbmago e na parte
anterior do intestino de peixes, até mesmo 24 horas apos sua administracio por via oral,
mostrando assim que as microparticulas de alginato sfo resistentes a baixos valores de pH.
Entretanto, em pH basico, as particulas intumescem e podem liberar rapidamente o agente

ativo encapsulado (Joosten et al., 1997).
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusbes

Através dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que particulas de
alginato com didmetros em torno de 30 um podem ser obtidas por métodos envolvendo o

uso de emulsGes.

A utilizacdo de solucdes concentradas de alginato, baixas taxas de agitagfo,
proximidade entre os volumes das fases da emulsfo e a nfo adicfio de tensoativos, resultou

em particulas com didmetros superiores a 50 pm.

O protocolo experimental estabelecido para a obtencio das particulas na faixa de
didgmetro desejada fundamenta-se em preparar uma emuls3o utilizando 7 mL de alginato a
3,5% (m/v) contendo ou ndo agentes ativos, .63 mL de éleo de milho contendo 0,2% (v/v)
de Span® 80 sob agitacio de 2000 rpm por 10 minutos. A emulsio obtida deve ser vertida
em 70 mL de solucfo gelificante sob agitacdo de 2000 rpm por 10 minutos. Para promover
a inversdo da emulsfio, 150 mL de solucfio de lavagem (composta por cloreto de célcio
0,05M) devem ser adicionados ao sistema. As particulas obtidas devem ser filiradas em
papel de filtro e lavadas (com acetona ou éalcool) para que possam ser devidamente

recuperadas.

As particulas obtidas por emuls@io foram capazes de efetivamente encapsular tanto a
proteina BSA como a bactéria Aeromonas hydrophila, porém quantidades apreciaveis de

6leo residual foram observadas nas particulas com BSA.

Quanto a estabilidade, particulas contendo 14,3 mg/mL de bactérias apresentaram
liberagfo inferior a 1% apds 12 horas em solu¢Bes aquosas com pH entre 2,0 € 4,5. Assim,
conclui-se que o antigeno incorporado pode ser efetivamente protegido da agfio hostil do

trato digestivo.
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6.2. Sugestbes para trabalhos futuros

Como continuidade ao trabalho desenvolvido sugere-se a realizacfio de estudos

complementares enfocando os seguintes tépicos:

- Utilizagdio de novos procedimentos de lavagem das particulas com o intuito de remover

mais eficientemente o 6leo residual;
- Analise do efeito da temperatura na lavagem e mesmo no processamento das particulas.

- UtilizagBio de taxas de agitacfio acima de 2000 rpm e de diferentes tipos de hélices ou de

um homogeneizador visando a obtencdo de particulas com didmetros inferiores a 30 pm.

- Preparacéio de particulas de alginato por emulsfio utilizando diferentes tipos de surfatantes

(isolados ou em misturas) para a reducfio do didmetro médio das particulas;

- Avaliagdo mais detalhada de procedimentos de secagem das particulas e sua reidratago,
verificando se a morfologia, 0 tamanho e a quantidade de agente ativo incorporado sfo
mantidas;

- Realizacfio de ensaios in vivo para verificar a eficiéncia de imunizacio de tilipias do Nilo

através da administracgio das particulas produzidas por via oral.
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