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RESUMO

(Namur, JAM) Toxoide diftérico: nova roupagem para uma vacina tradicional.
2007.167p. Tese (Doutorado) - Programa de P6s Graduacdo em Bioquimica.

Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

O processo de micrencapsulacao de proteinas em microesferas (MS) de PLGA
[poli (acido lactico-co-glicolico)] é facil de fazer e é uma ferramenta (til para
melhorar tanto uma formulacao quanto para aumentar a atividade imunolodgica de
vacinas de novas geracoes. A MS-PLGA tém carater adjuvante porque é um sistema
particulado e, além disto, controla a liberacao do antigeno. O escopo desta tese foi
o de dar uma nova roupagem para um antigeno vacinal tradicional e muito bem
estudado- o toxoide diftérico (Dtxd). Estudaram-se a producao de MS de tamanho
desejado; os mecanismos que controlam danos nas proteinas durante o processo de
micrencapsulacao; a producao de microesferas com caracteristicas de liberacoes
em tempos distintos e ensaios bioldgicos.

O tamanho de MS é um determinante fundamental para controlar a
velocidade de liberacao de um soluto. Para se produzir MS com tamanhos
controlados usou-se um desenho fatorial experimental com trés fatores distintos e
trés pontos centrais, para se determinar a influéncia das variaveis (concentracao
de poli alcool vinilico; velocidade de agitacao e relacao fase dispersa/fase
continua) na determinacao do tamanho das MS. Foram obtidas MS esféricas e lisas
de 4- 15 um de diametro. Estes resultados abrem a possibilidade de se formular
PLGA-MS com tamanhos planejados através de um minimo de experimentos.

O mecanismo de danos conformacionais nas proteinas nas varias fases do
processo de producao de PLGA-MS é ainda uma questdao em aberto. Usaram-se
varias técnicas biofisicas (HPLC, espectroscopias no uv, fluorescéncia e CD) além de
ELISA para se testar a interferéncia dos sais da série de Hofmeister sobre a
solubilidade e estabilidade da proteina durante a emulsificacao e do contacto com
a interface agua/cloreto de metileno (primeira etapa do processo de preparacao de
MS). Estudaram-se também a influéncia de oligomeros de PLGA e SDS sobre a
estrutura da proteina no meio de liberacao (etapa de liberacao do soluto). A
emulsificacdo de Dtxd na presenca de Mg?" induziu agregacdo protéica, com

exposicao de residuos hidrofébicos para o meio; variacées no angulo diédrico do S-S



proteico e perda de identidade imunoldgica. Esta agregacao foi quase abolida pelo
caotrépico SCN™ (toxicidade = 30 g/ homem adulto de 70 kg). A conformacao
“nativa” do Dtxd e sua atividade biologica foram protegidas pelo KSCN. Os
oligobmeros de PLGA e o SDS induziram uma conformacao de Dtxd nova. A adicao de
KSCN na fase aquosa aumentou a eficiéncia de encapsulacao de Dtxd pela PLGA-MS
em 20 %. Esta foi a solucao mais simples quando comparada com aquelas descritas
na literatura. Produziram-se seis formulacdes diferentes (diferentes massas
molares e carboximetilacdes do PLGA) com pelo menos trés cinéticas de liberacoes
distintas. Imunizaram-se camundongos com 5 ng de Dtxd encapsulado em MS-PLGA
usando-se dois polimeros de 12 kDa (-COOH livre ou metilado) e um outro de 63 kDa
(metilado). O padrao de resposta e a maturidade imunoldgicas foram medidos por
titulacoes de 1gG1 e IgG2a. Mantiveram-se os mesmos padroes de resposta humoral
(desejavel). Menores quantidades de antigenos foram necessarias para se obter os
mesmos beneficios gerados pela vacina tradicional de Dtxd. Aumentaram-se a
producao e a seletividade de anticorpos através de duas manipulacoes simples: a
formulacao e o tempo da aplicacao da dose de reforco. Estes resultados colocam
estas formulacoes na area de vacinas de sucesso uma vez que também foram

obtidas memorias imunologicas.

Palavras chave: Polimeros biodegradaveis, Microesferas de PLGA, Liberacao
controlada de drogas, Nanotecnologia, Encapsulacao de vacinas, Adjuvantes

particulados.



ABSTRACT

(Namur, JAM) Diphtheric toxoid: new clothes for a traditional vaccine. 2007.
167p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

The protein microencapsulation within microspheres (MS) of PLGA (Poly-
lactide-co-glycolide) is easy to do and, it is a useful tool to enhance formulation
and immunologic performances for new generation vaccines. MS-PLGA has adjuvant
character because it is a particulate system and can control the antigen release.
The question addressed in this thesis was to give this new dress for the traditional
and well studied vaccine antigen - the diphtheria toxoid (Dtxd). The steps of MS
control size production; mechanism to control protein damages; MS production with
different polymers and biological assay were addressed here.

MS size is a primary determinant of solute release velocity. A full factorial
experimental design 2° with triplicate at the central point was used to determine
the influence of variables (polyvinyl alcohol concentration, stirring velocity and the
relationship between dispersed /continuous phase) on MS size. Uniformly spherical
and smooth microspheres (4 - 15 um of diameter) were obtained. These results
open the possibility of formulating PLGA microspheres with custom sizes
performing a minimum of experiments as required for specific applications.

It stills an open question to detail the conformational mechanism of protein
damages during the various steps of the PLGA microencapsulation process. Various
techniques (HPLC gel filtration, ELISA, Fluorescence, UV and Circular dichroism
spectroscopies) were tested on the interference of the Hofmeister ion series over
protein solubility and stability during the emulsification and contact with the
interface water/CH,Cl; interface (First step on MS preparation). The interference
of SDS and PLGA olygomers over protein structure in the liberation media was also
studied (solute liberation step). The Dtxd emulsification in the presence of Mg2*
was followed by protein aggregation, with exposition of hydrophobic residues and
changes on the dihedral S-S protein angle and loses on immunological identity. This
aggregation is 95% avoided by the chaotropic and little toxic salt KSCN (30g/ adult
human of 70 kg). All the “native” Dtxd conformation and biological properties were

maintained by KSCN. MS with different liberation kinetics profile and different



erosion characteristics were obtained by using six different polymers. The SDS and
PLGA olygomers exerted a generation of new Dtxd molecular organization. The
KSCN increased Dtxd encapsulation within PLGA-MS in more than 20 %. This was the
simplest solution used to solve protein aggregation compared with others solutions
used in the literature. The six different formulations produced (differing in molar
mass and carboxymethylation) produced, at least, three different Dtxd liberation
profiles.

Mice were primed with 5 pg of Dtxd microencapsulated within MS prepared
with 12 kDa (ended carboxymethylated or free PLGA) and with 63 kDa (methylated)
PLGA. The response patterns and the immune maturity were measured by IgG1 and
IgG2, titrations. The humoral pattern was maintained, but fewer antigens were
needed to obtain the same traditional Dtxd vaccine benefits. The simple change on
Dtxd-PLGA formulation and timing of the booster enhanced both, antibody
production and selectivity. An immunological memory was also obtained, putting

so, these formulations in the field of successful vaccine.

Keywords: Biodegradable Polymers, PLGA microspheres, Drug controlled release,

Nanotechnology, Vaccines encapsulation, Particulate adjutants.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de veiculacbes de drogas tais como nanoparticulas ou
lipossomas, produzidos com reagentes biodegradaveis, vem sendo usados para o
controle, no tempo e no espaco, dos efeitos terapéuticos de farmacos nas saudes
humanas e animal. Estes objetivos podem ser atingidos controlando-se a difusao
do soluto, as velocidades de degradacdes das particulas (microesferas), ou outros
parametros fisico-quimicos através do uso de materiais controladores de
velocidade de difusdao como lipossomas (produzidos com fosfolipideos naturais),
quitosana (quitina desacetilada), PLGA (éster poli-lactico-co-glicolico) ou ainda
manipulando-se o destino do agente para que ele venca barreiras (lipossomas
contendo anticorpos monoclonais; revestidos de quitosana). Varios solutos tao
diversos em estrutura como hormonios [progesterona, (WU, 2004), insulina (CUI et
al., 2006), estradiol (ZAGHLOUL et al., 2005), hormonio humano de crescimento
(WEI et al., 2007)], anti-inflamatorios [budenoside, (KRISHNAMACHARI et al.,
2007), dexametasona, (KUPPERMANN et al., 2007; THOTE e GUPTA., 2005)],
quimioterapicos [paclitaxel (WANG et al., 2003; MU e FENG., 2003), tamoxifeno
(SEHRA e DHAKE., 2005)], ou antigenos purificados sao os exemplos de sucesso de
microencapsulacao de drogas em PLGA (Esquema 1). O PLGA é um produto
aprovado pelo FDA, ha 350 companhias de veiculacao de drogas e mais de 1000
companhias de fabricacao de produtos médicos (como por exemplo, proteses, fios
de sutura) (VERMA e GARG, 2001). Ha mais de quatrocentos produtos contendo
MS-PLGA (microesferas de PLGA) veiculando proteinas e peptideos em fase clinica

(SCHWENDEMAN, 2007, comunicacao pessoal).
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Esquema 1. Poliéster de acido lactico-co-glicolico, onde os indices m e n representam os
numeros de mondomeros de acido lactico e glicélico, respectivamente.

As principais vantagens de se encapsular drogas em sistemas fechados
(lipossomas, microesferas, capsulas) sao: aumento da eficacia, aumento do indice
terapéutico ou efeito farmacocinético (multiplas copias estdao contidas na
particula); diminuicdo da toxicidade (diminuicdo do contacto direto com o
organismo); aumento da estabilidade do agente encapsulado; liberacao controlada

do soluto; possibilidade do uso de implantes.

1.1. PLGA e encapsulacao de vacinas.

Atualmente a OMS recomenda que se simplifiquem os esquemas de
imunizacao seja pelo aumento do nimero de componentes por vacina, ou seja,
pela diminuicdo do nimero de doses necessario para a imunizacao (FRIEDE e
AGUADO, 2005; WHO, 1998). Nesta tese, optou-se por encapsular um antigeno
conhecido em microesferas de PLGA.

Os maiores atrativos desta escolha na formulacdo de vacinas em
microesferas de poliésteres biodegradaveis sao:

A. Possibilidade de se desenhar uma preparacao com tempo de degradacao

definido e conseqiientemente controlar a liberacao do antigeno. Ap6s uma simples

injecao de antigeno veiculado nestas microesferas, pode ser obtida uma resposta
imunolodgica de longa duracao (FRIEDE e AGUADO, 2005; STORNI et al. 2005), quer

sejam as particulas de liberacao pulsatil quer sejam de liberacao continua no
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tempo. O antigeno pode ser liberado através de difusao simples ou ser dependente
da velocidade de degradacao do polimero (LAGARCE et al., 2002). A degradacao e
a erosao do polimero tém grande importancia na veiculacdo de solutos. A
degradacdo pode ser definida como um processo de cisao das cadeias do polimero
quando entao sao formados oligbmeros e depois mondmeros. A erosdao designa
perda do proprio material polimérico e € quando os oligdmeros abandonam a MS.
Estes dois processos como um todo, sao bem complexos. A entrada de agua na
matriz polimérica leva a um inchaco das MS. A entrada de agua induz a hidrélise
(degradacao) do polimero, que por sua vez comeca a formar poros com liberacao
de oligdbmeros e monémeros. Ao mesmo tempo, o pH dentro dos poros comeca a
controlar a degradacao da matriz, que tipicamente tem alguma funcionalidade
acido base. Finalmente, os oligdmeros sao liberados levando a perda de peso
(massa) da MS (GOPFERICH e BURKERSRODA, 1997; HANES et al., 1997;
GOPFERICH, 1996; PARK, 1994; VERT et al, 1994).

B. O PLGA é atoxico e tem uma tradicional e longa utilizacao em produtos

médicos (BENICEWICZ e HOPPER, 1991) que comprovam sua seguranca [fios de
sutura, placas e parafusos de cirurgias ortopédicas, (TIAINEN et al., 2006;
KYRIACOS et al., 1996]. Os produtos finais da degradacao do polimero sao os

acidos lactico e glicolico, ambos biocompativeis e biodegradaveis.

As formas de se controlar a degradacdao do polimero.
O tempo de degradacdao das MS (microesferas) de PLGA depende da

composicao do polimero e do tamanho das particulas.

Quanto maior a relacao L/G (lactico/glicolico) menor é a velocidade de

degradacao da particula (DU et al., 2006; SAMATI et al., 2006) e quanto maior o
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peso molecular do polimero utilizado, maior o tempo de degradacao das MS
(RAVIPARAPU et al., 2000). Outra forma de controlar a degradacao das MS é
utilizar polimeros com terminacées metiladas (-COO-Me) ou livres (-COO-H).
Microesferas cujo PLGA tem a terminacao metilada, apresentam menor velocidade
de degradacao do que MS de PLGA com terminacdes livres (FRIES e SCHLAPP,
2002, BLANCO e ALONSO, 1997).

Com relacao ao tamanho das microesferas, quanto maior a particula maior
o tempo de degradacao e consequentemente maior o tempo de liberacao do
soluto dependente de erosao do polimero (SAMATI et al., 2006). O tamanho das
particulas também influencia na quantidade de soluto liberado inicialmente.
Microesferas maiores tem uma liberacao inicial de soluto menor isso € o inicio da
liberacao ocorre mais tardiamente (BERCHANE et al., 2007; DIEDERIK et al.,

2004).

Os métodos de preparacéo de microesferas.

Existem varios métodos de producao de particulas de PLGA com liberacao
controlada do soluto. Nos métodos convencionais de microencapsulacao, uma
solucao do antigeno é dispersa numa fase organica contendo o polimero por
sonicacao ou homogenizacao (emulsao A;/0) A emulsao A{/O é processada
posteriormente através dos métodos especificos de preparo de MS contendo a
proteina, ou antigeno que sao: 1. Extracao ou evaporacao do solvente; 2. Secagem
por nebulizacao e 3. Separacao de fases. Nos estagios finais e antes da estocagem,
as MS sao coletadas e lavadas com agua para remocao de antigeno nao

encapsulado (TAMBER et al., 2005).
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O método de dupla emulsao (agua-em-6leo)/em agua tem sido amplamente
usado para encapsular solutos numa matriz polimérica (GIOVAGNOLI et al., 2007;
MUNDARGI et al., 2007; NAMUR et al., 2006; DU et al., 2006; GASPAR et al., 1998;
HETA et al., 1994; LANGER, 1990; OKADA et al., 1987). Neste método é criada
uma emulsao primaria (A;/0) através da adicao (sob agitacao vigorosa) de um
soluto em agua a uma fase organica contendo PLGA (poli-lactico-co-glicolico). A
emulsao primaria (contendo o polimero e os solutos hidrofilicos) é adicionada, sob
agitacao vigorosa, a uma solucao contendo um surfactante (geralmente o PVA,
poli alcool vinilico) para produzir a emulsao dupla [(A1/0)/A;]. A evaporacao do
solvente e a precipitacao do polimero ocorrem in tadem e entao sao formadas as
microesferas. Durante esta precipitacdo do polimero ocorre a imobilizacao e a
encapsulacao de goticulas da fase aquosa contendo o soluto. As microesferas
formadas sao lavadas com agua e separadas por centrifugacao.

As variaveis do processo de producdo das microesferas podem determinar o

tamanho das particulas formadas.

Os tamanhos sao afetados principalmente por:

A. Sistema de solvente usado. Quanto maior a solubilidade do solvente em
agua, maior sera o tamanho das particulas (RUAN et al., 2002).

B. Velocidades de emulsificacao primaria ou secundaria: quanto maior a
agitacao, menores sao as particulas (NAMUR et al., 2006; KEMPEN et al., 2004;
RUAN et al., 2002).

C. Razao entre volume da fase aquosa interna ou externa: maior volume da
fase aquosa interna da primeira emulsao produz MS de maior tamanho (CUI et al.,

2005; SIPOS et al., 2005; PARIKH et al., 2003). Em contrapartida, menor volume
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da fase aquosa externa da segunda emulsao, produz MS de tamanho menor (SIPOS
et al., 2005; POUESSEL et al., 2004).

D. Concentracao do agente emulsificante da segunda emulsao: a
concentracao do estabilizador da segunda emulsao, como por exemplo, o PVA,
influencia no tamanho das MS. Quanto maior a concentracao do PVA menor
tamanho de particulas formadas (KEMPEN et al., 2004; RUAN et al., 2002).

E. A razao polimero/solvente organico: uma solucao polimérica mais
concentrada produz particulas maiores do que as particulas produzidas com

solucao polimérica mais diluida (RAMAN et al., 2005).

Do ponto de vista do método de encapsulacao, nao ha mais nenhum
obstaculo técnico para se encapsular proteinas em microesferas de PLGA com
cinéticas de liberacoes diferentes. Entretanto alguns problemas ainda estao em
aberto:

- conhecer as etapas que envolvem a desestabilizacao estrutural da
proteina (levando-se em consideracao que cada proteina tem suas caracteristicas
conformacionais intrinsicas) durante e apo6s o processo de sua microencapsulacao
em microesferas de PLGA.

- como diminuir ou mesmo evitar danos estruturais nas proteinas que levem
a perda de sua eficacia biologica.

Para se evitar ou minimizar as degradacoes de proteinas durante ou apo6s o
processo de microencapsulacao, podem-se usar como estratégias de

melhoramentos na formulacao 1. mudar os componentes da formulacao de forma

a se obter a estabilidade desejada ou 2. mudar o processo de microencapsulacao.

O quadro abaixo (Esquema 2) descreve cada etapa do processo de dupla emulsao
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para a producao de microesferas de PLGA, para facilitar as colocacoes de alguns
dos problemas que serao enfrentados nesta tese. De forma resumida o processo de
microencapsulacao de proteinas pode ser dividido em 6 etapas (de 1 a 6)
(esquema 2) até a degradacao do polimero (Etapa 6) onde ocorre a liberacao do
soluto.

A fase de formacao da emulsao primaria (etapa 1) tem sido descrita como a
que causa mais desnaturacoes e agregacoes. A emulsificacao submete a proteina a
pressoes altas; gradientes de temperaturas; forcas de cisalhamento; possibilidades
de oxidacao e a acao de radicais livres. Com o cisalhamento da fase aquosa
aumentam-se as interfaces hidrofébicas (o que é uma grande desvantagem do
método) que levam a adsorcao da proteina, seguidas por desenovelamento e
agregacao (WEI et al., 2007; PEREZ-RODRIGUES et al., 2003; CASTELLANOS et al.,
2002; PEREZ et al., 2002; DIWAN e PARK, 2001; WEERT et al., 2000; SAH, 1999;

XING et al., 1996).

CH,Cl, + PLGA (0)+ Proteina (A;) — Emulsificacdo— emulsao primaria (A,/0) [Etapa 1]

(A{/0)+ acido polivininico (PVA, que é a fase A;) — Emulsificacdo — emulsao secundaria (A;/0)/A, [Etapa 2]
(A{/0)/A; —Evaporacao do solvente — precipitacao do polimero — encapsulacao do soluto na matriz de PLGA
[Etapa 3]

Microesferas contendo o soluto e com algumas moléculas do soluto adsorvidas externamente (MS) — lavagens
[Etapa 4]

MS livres de soluto adsorvido externamente — congelamento — desidratacao [Etapa 5]

Degradacao do polimero e erosao da matriz de PLGA — liberacao da proteina encapsulada [Etapa 6]

Esquema 2: Etapas do processo de producao de MS de PLGA pelo método de dupla emulséo.

Na etapa 2 podem ocorrer aumentos de temperatura e de possibilidades de

oxidacao (WEERT et al., 2000). Na etapa 3, os fenomenos de evaporacao do
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solvente, precipitacao do polimero e encapsulacao de micro-goticulas contendo o
soluto ocorrem in tandem. Nesta fase, parte da proteina encapsulada podera ficar
ligada a matriz polimérica (ZHU et al., 2000). Na etapa 4 a proteina adsorvida
externamente as microesferas € lavada. Na etapa 5 a proteinas podem ainda
sofrer os danos de desnaturacao causados por abaixamento de temperatura e
desidratacao(CARPENTER et al., 1994).

A proteina encapsulada em microesferas de PLGA é liberada para o meio
durante a degradacao da matriz polimérica [Etapa 6]. Sao formados internamente
microambientes acidos por causa das liberacoes dos acidos lactico e glicolico
(JIANG et al., 2005; NAMUR et al., 2004), componentes do PLGA. A degradacao da
matriz polimérica ocorre durante todo o tempo, mas, a erosao s6 ocorre apos um

certo grau de degradacao. Na erosao da matriz sao liberados os oligdbmeros de

PLGA que podem retardar a liberacdao da proteina adsorvida a ele ou mesmo

impedir estéricamente a liberacao do soluto.

Ao longo dos ultimos 20 anos foram descritos varios agentes protetores de
desnaturacao de proteinas durante e apds suas microencapsulacoes em PLGA.
Entre os agentes estabilizadores sugeridos estao:

1- Albumina co-dissolvida a proteina a ser encapsulada na intencao de
que o BSA por competicdo com o antigeno encapsulado fique adsorvido na
interface CH,Cl,. Neste tipo de hipdtese presume-se que a BSA tenha maior
afinidade pela superficie de PLGA e melhore os resultados de encapsulacao e de
liberacao de Ttxd (Toxoide tetanico) e de Dtxd (JOHANSEN et al., 1998; AUDRAN
etal., 1998).

2- Aumento da concentracdo da proteina a ser encapsulada, mantendo-se

a mesma area interfacial. Observaram-se efeitos protetores com o aumento de
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concentracoes de anidrase carbonica e BSA (LU e PARK, 1995), lisozima de clara
de ovo (PEREZ e GRIEBENOW, 2001) e horménio de crescimento humano (CLELAND
e JONES, 1996). No caso de insulina (SINGH et al., 2001) o aumento da sua
concentracao levou a formacao de um gel, que entao aumentou a sua
estabilizacao durante a encapsulacao e liberacao.

3- Adicdo de alguns surfactantes ndo idnicos como o co-polimero em bloco
do polioxietileno-polioxipropileno [HO(C;H40)a(CsH¢)b(C;H40)aH] (CARRASQUILLO
et al., 2001; TOBIO et al., 2000; BLANCO e ALONSO, 1998; SCHWENDEMAN et al.,
1998; NIHANT et al., 1995; NIHANT et al., 1994;) (conhecidos como poloxamer ou
F-Pluronic®) tém sido co-dissolvidos com o PLGA (WEI et al., 2007; CARRASQUILLO
et al., 2001; BLANCO e ALONSO, 1998) em CH,Cl; para se formar microesferas ou
encapsulados como um nucleo (core) contendo a proteina (TOBIO et al., 2000) em
capsulas de PLGA.

4- Modificagdes quimicas para se minimizar as desnaturacoes na interface
agua/CH,Cl,. Algumas dimerizacbes de proteinas submetidas ao estresse de
emulsificacdo em agua/CH,Cl, (que parecem ser dependentes de -SH livre) (PEREZ
et al., 2002). Estas reacoes envolvendo grupos -SH livres e grupos S-S podem ser
evitadas através carboximetilacdao ou reducdo seguida por carboximetilacdo da
proteina a ser encapsulada (CROTTS e PARK, 1997; COSTANTINO et al., 1997), o
metoxi-polietilenoglicol (mPEG, 5000, por ex.) tem sido usado para se derivatizar
proteinas, conhecidas entdao como proteinas peguiladas (CASTELLANOS et al.,
2005; DIWAN e PARK, 2001). Lisozima-peguilada é mais estavel que a enzima
nativa depois de ser homogeneizada com CH,Cl, e se adsorve muito pouco na

superficie de PLGA (DIWAN e PARK, 2001).
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5- Quando se co-encapsula PEG (polietilenoglicol) com a a-quimotripsina
(evitando-se a derivatizacao) ha uma reducao de 10 % na inativacao e 12 % na
agregacdo da enzima (SANCHEZ et al., 1999). O PEG tem um carater anfifilico e é
razoavel que ele recubra a interface CH,Cl; e entdao previna a interacao da
proteina com a interface organica (CASTELLANOS et al., 2005; PEREZ-RODRIGUES
et al., 2003; CASTELLANOS et al., 2003; WEERT et al., 2000; PEAN et al., 1999).

6- Co-dissolucao de polidis a fase aquosa contendo a proteina. Entre os
polidis a maltose, quando co-encapsulada com proteinas, pode se ligar a sua
superficie e minimizar a interacdo com o CH,Cl, (PEREZ-RODRIGUES et al., 2003).
Tém sido usados outros polidis como a sacarose, glicose, trealose, frutose,
lactulose, lactose e sorbitol (SRINIVASAN et al., 2005; CASTELLANOS e
GRIEBENOW, 2005; DUNCAN et al., 2005; JAGANATHAN et al., 2004; PEREZ-
RODRIGUES et al., 2003; CASTELLANOS et al., 2003; CASTELLANOS et al., 2002;
VILA et al., 2002; CARRASQUILLO et al., 2001; WEERT et al., 2000; SANCHES et
al., 1999; PEAN et al., 1999; JOHANSEN et al., 1999;) como aditivos protetores de
proteinas no processo de microencapsulacao em PLGA como um todo.

7- Adicao Mg(OH), (JIANG et al., 2005; JAGANATHAN et al., 2004; KANG e
SCHWENDEMAN, 2002; ZHU e SCHWENDEMAN, 2000; SCHWENDEMAN et al., 1996) a
fase aquosa da primeira emulsificacao a fim de evitar o abaixamento de pH que
ocorre em conseqiiéncia da degradacao da matriz de PLGA (ZHU e SCHWENDEMAN,
2000; ZHU et al., 2000; SCHWENDEMAN et al., 1996; RON et al., 1993). Sabe-se
que quando o Mg(OH),; € co-encapsulado com proteinas em MS ocorre uma grande
captura de agua pelo sistema. Para saber se esta captura de agua exerceria um
efeito sinergistico ao fenomeno de neutralizacdao do pH exercido pelo Mg(OH);

adicionaram sacarose, reconhecidamente estabilizadora de proteinas em
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processos de microencapsulacées (McGOFF e SCHEER, 2000; RON et al., 1993).
Mas, nos sistemas de microencapsulacao de BSA em MS de PLGA, a neutralizacao
de pH pelo Mg(OH); é muito mais importante do que a captura de agua que o
acompanha (SCHWENDEMAN et al., 1996).

8- Formacao de complexos ibnicos entre proteinas positivamente
carregadas e mucopolissacarideo como o sulfato de condroitina (CsA) (LEE et al.,
2007). O CsA neutraliza as cargas da proteina protegendo-a de interacoes ionicas
com os produtos de degradacao do PLGA e do abaixamento de pH do meio (LEE et
al., 2007).

Além dos agentes estabilizadores, também estao descritas algumas
modificacoes ao método que seguem abaixo:

1- Congelamento da fase aquosa da primeira emulsificacdo. Para
minimizar a interacao do soluto na interface agua/solvente organico, congela-se a
fase aquosa da primeira emulsao, pulveriza-se o material congelado e emulsifica-
se em baixa temperatura (ANDO et al., 1999).

2- Substituicao da primeira emulsdo por uma suspensdo. Para minimizar a
interacao da proteina com a interface agua/ solvente organico usa-se a proteina
no estado solido, micronizada. A proteina é suspensa na solucao polimérica. Essa
técnica é chamada método solido/organico/agua (S/0/A) (CASTELLANOS et
al.,2002).

Entre as proteinas mais estudadas no contexto de estabilizacao no método
de microencapsulacao em MS de PLGA destacam-se a lisozima (DUNCAN et al.,
2005; PEREZ et al., 2002; JIANG et al., 2002; DIWAN e PARK, 2001; van de WEERT
et al., 2000; FU et al., 1999; BLANCO e ALONSO, 1998), BSA (DUNCAN et al., 2005;

KANG, 2003; ZHU et al., 2000; ZHU e SCHWENDEMAN, 2000; FU et al., 1999;
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JOHANSEN et al., 1998; BLANCO e ALONSO, 1998; TAKAHATA et al., 1998; CROTTS
e PARK, 1997; CONSTANTINO et al., 1997). Dentre estas proteinas, poucas foram
as com atividade vacinal como Ttxd (TOBIO et al., 2000; SANCHES et al., 1999;
JOHANSEN et al., 1999;JOHANSEN et al., 1998; XING et al., 1996; CHANG e
GUPTA, 1996) e Dtxd (JOHANSEN et al., 1998; PALIWAL e LONDON, 1996).

Nestes estudos tém sido usados métodos espectroscopicos como
absorbancia no ultra-violeta (DIWAN e PARK, 2001; SAH, 1999; JOHANSEN et al.,
1998), fluorescéncia (PEREZ et al., 2002; Zhu et al., 2000; Johansen et al., 1998;
XING et al., 1996; Paliwal e London, 1996), CD (CARRASQUILLO et al., 2001;
FRAGIONE-BEEBE et al., 2000; VAN de WEERT et al., 2000; ZHU et al., 2000;
JOHANSEN et al., 1998; XING et al., 1996), Infra-vermelho com transformada de
Fourrier (FTIR) (CASTELLANOS et al., 2003; KANG, 2003; PEREZ et al., 2002;
CASTELLANOS et al., 2002; CARRASQUILLO et al., 2001; VAN der WEERT et al.,
2000;) e turbidimetria derivada de espalhamento (PEREZ et al., 2003) para se
monitorar danos estruturais em proteinas nas varias etapas de seus
microencapsulacées em microesferas de PLGA.

Dentre estes estudos estruturais monitorados por métodos espectroscopicos
poucos foram os que usaram proteinas usadas em vacinas (ZHU e SCHWENDEMAN,
2000; JOHANSEN et al., 1998; XING et al., 1996; PALIVAL e LONDON, 1996).
Somente dois dentre eles estudaram as mudancas conformacionais do Dtxd
(toxoide diftérico) associadas ao processo de microencapsulacao em MS de PLGA.
O estudo conformacional de Dtxd durante e apds sua micro-encapsulacdo em
MS de PLGA através de métodos espectroscopicos é ainda um campo em

aberto e portanto de interesse nesta tese.
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2. OBJETIVOS:

O objetivo deste projeto € o de se usar métodos biofisicos no estudo da
conformacao estrutural do toxoide diftérico nas diversas etapas do processo de sua
encapsulacao em microesferas biodegradaveis de poliésteres de acido lactico - co
glicolico (PLGA) e também estudar possiveis estabilizadores da proteina durante
essas etapas. Pretende-se produzir, de uma forma controlada, particulas de
microesferas de tamanhos predefinidos e também microesferas com polimeros de
pesos moleculares variados (com carboxi-terminais livres ou metilados).

A imunologia da formulacao da vacina em Microesferas de PLGA, com

formulacoes diferentes, sera estudada em camundongos.
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3. MATERIAIS e METODOS.

3.1. Materiais: Dtxd (toxoide diftérico) e anti-soro diftérico padrao do IB
desenvolvido em cavalo, foram gentilmente doados pela Divisao de Producao e
controle de qualidade do Instituto Butantan. Tween-20, albumina de soro bovino
(BSA), conjugado anti-camundongo-peroxidase, conjugado anti-cavalo-peroxidase,
PLGA (poli-latico-co-glicdlico) ou Lactel BP 0100° de razdo lactico/glicélico 50:50 (Mw
de 45 - 75 kDa), conjunto de reagentes para dosagem de acido lactico, padrdao de
acido lactico, padrao proteico de varios pesos moleculares, Ponceau S, Triton X-114
foram comprados da Sigma (EUA). Polimeros de PLGA com pesos moleculares
diferentes com carboxi terminais livres (12kDa-H, 34 kDa-H e 63kDa-H) ou metilados
(12kDa-Me, 34 kDa-Me e 63 kDA-Me) e padroes de polimeros de varios pesos
moleculares foram adquiridos da Boehringer Ingelhein (Alemanha). Dimetilsufoxido
(DMSO) foi comprado da Merck; 3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidina (TMB, Polysciences);
diclorometano (CH,Cl;) e Poli alcool vinilico (PVA, Mw 49 000) da Aldrich Chemical Co
(USA); filtros de policarbonato de poros 0.22 um, 0,45 um (Millipore), sistema de
filtracao de solventes para o HPLC (Millipore). Animais: camundongos genéticamente
selecionados, mantidos pelo Laboratorio de Imunogenética ou camundongos BalbC,
foram usados nesta tese. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico.

Foram usados os seguintes aparelhos: espectrofotometro Cary 3E (UV-Visible
spectrophotometer Varian®), espectrofluorimetro HITACHI F 2000,
espectropolarimetros de dicroismo circular (CD) Jobin Yvon - (Spex CDé Dichrograph
Instrument), sistema de HPLC SHIMADZU® LC-10VP, equipado com detector de UV,

modelo SCL-10AVP, microscopio eletronico de varredura LEICA modelo LEO 440i e
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microscopio de inversdao de fases Nikon TMS com camera acoplada Nikon Fx35WA,
leitor automatico de placas de ELISA Titerteck Multiskan MCC/340, emulsificador T 25
basic IKA Labortechnik (Ultra Turrax®), evaporador Heildolph RZR 2051 eletronic,
interferometro Image Master 1 D Prime e fonte de eletroforese EPS200 (Pharmacia

Biotech), ultraconcentrador (Amicon).

3.2. Métodos analiticos qualitativos e estruturais para caracterizacdo do Dtxd.

3.2.1. Espectroscopias de:

a. Absor¢ao no ultra violeta: foram realizados espectros de amostras
de Dtxd em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, varrendo-se entre 200 nm
e 360 nm num espectrofotdmetro Cary 3E (UV-Visible spectrophotometer Varian®). O
controle de leitura continha timerosal® 3,7 mM em PBS (tampao fosfato contendo NaCl
150 mM). Padronizou-se um método alternativo de dosagem de Dtxd através da leitura
da absorbancia (Abs) a 269 nm.

Foi realizada também a medida de proteina através do método de absorbancia a
280 nm para que fosse possivel escolher o método mais sensivel as condicoes
experimentais desta tese. Este método sera apresentado em outra secao.

b. Fluorescéncia: foram realizados espectros de Dtxd em um
espectrofluorimetro HITACHI F 2000, usando-se cubetas de quartzo. Para as analises
utilizaram-se comprimentos de onda de excitacao a 269 nm para proteina ou 253 nm
para timerosal® e a emissao da fluorescéncia foi medida no intervalo de 280 a 480 nm.

c. Dicroismo circular (CD): foram realizados espectros de CD de Dtxd
em um espectropolarimetro Jobin Yvon usando-se cubetas de 0,1 cm de caminho

optico.



34

3.2.2. Cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC): aliquotas de 20 pul de
quantidades conhecidas de Dtxd estoque padrao foram injetadas automaticamente em
coluna de QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL), previamente equilibrada
com PBS através de sistema de HPLC SHIMADZU® LC-10VP. As eluicdes foram realizadas
mantendo-se fluxo de 0,6 mL/minuto, temperatura da coluna de 20° C e tempo de
corrida de 30 minutos. Compararam-se as eluicées das diferentes fracées de Dtxd com
padroes de pesos moleculares conhecidos, a saber: Miosina (Mw 205 kDa) com RT
(tempo de retencao) de 4,46, B-Galactosidase (116 kDa, RT = 4,65), Fosforilase B (97,4
kDa, RT = 4,82), Albumina de soro bovino (66 kDa, RT = 4,99), Albumina de clara de
ovo (45 kDa, RT = 5,06) e Anidrase carbonica ( 29 kDa, RT = 5,32). Construiu-se uma

curva padrao para dosagem de Dtxd por HPLC a partir destes dados.

3.2.3. Analiticos qualitativos para caracterizacbes das microesferas de
PLGA.
3.2.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV): pequenas
quantidades de microesferas foram colocadas sobre uma fita adesiva de dupla face, de
forma que se obtivessem superficies planas. As amostras foram entao submetidas a
metalizacdo com ouro por 10 minutos a vacuo. A seguir foram observadas em
microscopio eletronico LEICA modelo LEO 440i. Realizaram-se as microscopias
eletronicas de varredura utilizando-se voltagem de aceleracao de 6 KV.
3.2.3.2. Microscopia optica de inversao de fase: pequenas
quantidades de microesferas foram ressuspensas em agua e colocadas em uma lamina
de vidro. As amostras foram observadas em microscopio de inversao de fase Nikon TMS

e fotografadas com maquina fotografica Nikon FX35WA.
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3.3. Analiticos quantitativos.
3.3.1. Dosagens de proteina:

a. Método de Lowry (LOWRY et al., 1951): o micrométodo de
dosagem de proteina foi adaptado e desenvolvido em nosso laboratorio. Adicionaram-
se, em uma placa de ELISA, 50 pl de cada amostra a ser analisada a 100 pl de uma
solucao 1:1:1 dos seguintes reagentes a) Sulfato de cobre 0,1 %, tartarato de sodio e
potassio 0,2 % e Carbonato de sédio 10 %; b) Dodecil sulfato de sodio 10 % e c) NaOH
1M. Incubou-se a placa a temperatura ambiente por 10 minutos. Adicionaram-se 100 pl
de uma solucao de Folin diluido 1:1 em agua. Agitou-se a placa de ELISA e incubou-se
por 30 minutos a temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas a 690 nm em
leitor automatico Titerteck Multiskan MCC/340. Para curva padrao utilizou-se uma
solucao de albumina de soro equino a 1Tmg/mL.

b. Espectroscopia no ultra violeta: realizou-se um espectro na regiao
do ultravioleta para uma amostra de Dtxd padrao do IBu. Observou-se um pico de
absorbancia a 269 nm. A partir deste pico padronizou-se um método alternativo de
dosagem de Dtxd através da Abs a 269nm, conforme nossa publicacdo (CAMPANA et
al.,2004). Realizaram-se leituras a 269 nm nas amostras contendo quantidades
conhecidas de Dtxd e construiu-se uma curva padrao de leitura de absorbancia a 269
nm versus concentracao de proteina.

c. HPLC (cromatografia liquida de alta resolucao): aliquotas de 20 pl
de quantidades conhecidas de Dtxd estoque padrao foram injetadas automaticamente
no sistema de HPLC SHIMADZU® LC-10VP, usando-se coluna de QC-PAK GFC 300 (7,8mm
x 15 cm, Vt = 7,17 mL), previamente equilibrada com PBS a um fluxo de 0,6
mL/minuto. As eluicées foram realizadas mantendo-se o fluxo de 0,6 mL/minuto, a 20°

C por 30 minutos e as absorbancias medidas a 269 nm. Compararam-se as eluicées das
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diferentes fracoes de Dtxd com padroes de pesos moleculares conhecidos. A partir
destes dados construiu-se uma curva padrao para dosagens das diferentes espécies

moleculares da Dtxd por HPLC.

3.3.2. Controles de encapsulagao de soluto.

a. Rendimento (recuperacdo) da preparacdo de microesferas:
estabeleceu-se uma relacao entre a massa de PLGA (poli-lactico-co-glicélico) tomada
para o preparo das microesferas e a massa de microesferas recuperada. Entao, a
quantidade de microesferas (MS) produzida em relacdo a massa de PLGA inicial,
expressa em porcentagem:

massa de MS obtida X 100
massa de PLGA

b. Eficiéncia de encapsulacdo: digeriram-se 10 mg de MS contendo
Dtxd com 1 mL de NaOH 0,1 M contendo 0,1 % de SDS durante 24 horas a 37°C. Findo o
tempo, centrifugou-se a amostra e filtrou-se em membrana de 0,22 ym de poro.

Eficiéncia de encapsulacdo = Massa total de Dtxd encapsulada x 100
Massa Dtxd total inicial

3.3.3. Dosagem de acido lactico.

a. Método colorimétrico: os sobrenadantes (100 ul) obtidos apos
incubacoes de microesferas de PLGA foram adicionados uma placa de ELISA. Em
seguida adicionaram-se 100 pl de solucao de reagente para lactato (Peroxidase > 10000
U/L em tampao Tris 100 mM contendo 4-aminoantipireno 1,7 mM). A reacao foi
desenvolvida durante 5 minutos a 37° C ao abrigo da luz, em seguida foi adicionada a
oxidase lactica (1000 U/L em tampao Tris 100 mM). As absorbancias foram lidas a 540

nm (TIETZ, 1995; WESTGARD et al., 1972) ou adaptadas em nosso laboratério para
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leitura automatica a 550 nm realizadas no leitor automatico Titerteck Multiskan
MCC/340.

b. HPLC. aliquotas de 20 ul de quantidades conhecidas de lactato
padrao foram injetadas automaticamente no sistema de HPLC SHIMADZU® LC-10VP,
usando-se coluna de Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm), previamente equilibrada com
H,S04 5 mM. As eluicées foram realizadas mantendo-se o fluxo de 0,6 mL/minuto, por
30 minutos, com temperatura de 65° C e as absorbancias medidas a 215 nm.
Compararam-se as eluicoes das diferentes concentracoes de lactato. A partir destes
dados construiu-se uma curva padrao para dosagem de lactato por HPLC.

3.3.4. Dosagem de Ponceau S: prepararam-se amostras de concentracoes
conhecidas do corante Ponceau de 1 a 10 pyg/mL em agua e leram-se as absorbancias
em espectrofotometro a 492 nm. Construiu-se entdao uma curva padrao para dosagem

de Ponceau-S.

3.3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (PAGE-
SDS): foram realizados de acordo com o descrito (LAEMMLI, 1970). Usaram-se mini-
placas de gel a 5% ou a 12% de acrilamida, numa fonte de eletroforese EPS200

(Pharmacia Biotech).

3.3.6. ELISAs (Ensaios imunoenzimaticos).

a. ELISA para quantificar o toxoide diftérico (Dtxd): 100 pl de cada
amostra contendo Dtxd previamente diluida em tampao carbonato pH 9,6 foram
adicionados a uma placa de ELISA. Depois de 18 horas a 4° C, a placa foi lavada 3 vezes
com PBS contendo 0,05 % de tween (PBSt). A placa foi entao bloqueada com 200 pl de

solucao de BSA a 0,1 % e depois de 1 hora a 37° C foi lavada 3 vezes com PBSt e foram
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adicionados 100 pl de uma solucao de anticorpos policlonais especificos (anti-soro
diftérico padrao do IBu, desenvolvido em cavalo) contra Dtxd. Apds 1 hora de
incubacao a 37° C, a placa foi lavada 3 vezes com PBSt e foram adicionados 100 pL do
conjugado anti-cavalo-peroxidase diluido em PBSt . Apds 1 hora de incubacao a 37° C, a
placa foi lavada 3 vezes com PBSt e foram adicionados 100 yL de tetrametilbenzidina
(TMB) como substrato. Depois de 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, a reacao foi parada pela adicao de 50 pl de H;SO4 1 M. As absorbancias foram lidas
automaticamente a 450 nm em um leitor Titerteck Multiskan MCC/340.

b. ELISA para quantificar anticorpo-anti-Dtxd desenvolvido em
camundongo: 20 pg de Dtxd previamente dissolvidos em 100 yL de tampao carbonato
pH 9,6 foram adicionados em cada poco da placa de ELISA e depois de 18 horas a 4°C, a
placa foi lavada 3 vezes com PBS e entdo bloqueada com 200 pl de BSA a 0,1%. Depois
de 1 hora a 37°C, a placa foi lavada 3 vezes com PBSt e foram adicionados 100 pL dos
soros dos camundongos imunizados, previamente diluidos em PBSt. Apos 1 hora de
incubacao a 37° C, a placa foi lavada 3 vezes com PBSt e foram adicionados 100 pL do
conjugado anti-mouse-peroxidase diluido em PBSt. Depois de 1 hora de incubacao a
37° C, a placa foi lavada 3 vezes com PBSt e foram adicionados 100 pL de
tetrametilbenzidina (TMB) como substrato. Depois de 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a reacao foi parada pela adicao de 50 pl de H;SO4 1 M. As
absorbancias foram lidas automaticamente a 450 nm em um leitor Titerteck Multiskan
MCC/340.

c. Titulo de anticorpo (o), é expresso como log; titulo, onde titulo é a
reciproca de um fator da diluicao seriada do soro correspondente a 20 % do valor da
absorbancia de saturacao, conforme definimos anteriormente (BUENO DA COSTA et al.,

1998).
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3.4. Métodos Preparativos:

3.4.1. Ultraconcentracdo de Dtxd: foi realizada num ultraconcentrador
Amicon, usando-se membrana de policarbonato (Millipore) com corte de 10 ou de 30

kDa.

3.4.2. Preparo de microesferas vazias: microesferas de PLGA foram
preparadas pelo método da de dupla emulsao (O’DONNELL, 1997), onde se adicionaram
250 ul de PBS pH 7,2 contendo timerosal® 3,7 mM (PBS-Ti) a 400 mg de PLGA
previamente dissolvidos em 4 mL de CH,Cl,. Esta mistura foi entao submetida a um
emulsificador Ultraturax® a 24 000 rpm durante 2 minutos. A emulsio foi
imediatamente adicionada a 20 mL de solucao de PVA (poli alcool vinilico) a 2% e
submetida a agitacdo de 13 500 rpm no Ultraturax® por 2 minutos. O solvente foi
evaporado, sob agitacdo suave a 1000 rpm, durante 3 horas a temperatura ambiente.
As microesferas foram coletadas apds centrifugacao a 2000 g durante 10 min. Em
seguida, as microesferas foram lavadas trés vezes com agua e entao ressuspensas em
2 mL de solucao de PVA a 1 %. Apos congelamento durante uma noite, as microesferas
foram liofilizadas durante 24 horas e estocadas a -20° C até a hora de uso (O’DONNELL
et al., 1997). As microesferas foram observadas ao microscépio 6ptico como controle

de preparacao.

3.4.3. Preparo de microesferas contendo Dtxd: foram preparadas como
descrito anteriormente, sendo que se adicionou Dtxd (50 mg/mL) ao tampao de uso.

Controles de producao: foram, o rendimento da preparacdao, a eficiéncia de

encapsulacao e visualizacao ao microscopio optico.



40

3.4.4. Preparo de microesferas contendo Ponceau S como marcador do
conteudo aquoso interno: foram preparadas como descrito anteriormente, sendo que

se adicionou corante Ponceau S 1,34 mM ao tampao de uso. Controles de producao:

foram, o rendimento da preparacao, a eficiéncia de encapsulacao e visualizacao ao

microscopio optico.

3.5. Ensaios in vitro.

3.5.1. Mecanismo de degradacdo de Dtxd em meio contendo acido lactico
e timerosal®: amostras de Dtxd 9,4 mM em PBS pH 7,2 contendo 0,95 mM de
timerosal® foram incubadas com acido lactico 0,75 M por 10 minutos a temperatura
ambiente. Ap6s a incubacao a amostra foi submetida a analise em HPLC e
espectroscopia de fluorescéncia. Para a analise por HPLC utilizou-se coluna de gel
filtracao QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL), previamente equilibrada
com PBS pH 7,2. As amostras foram injetadas a um fluxo de 0,6 mL/ minuto a 20° C. As
eluicoes foram seguidas por medida de absorbancia a 269 nm. Foram realizados
também espectros de fluorescéncia, usando-se o comprimento de onda de 269 nm para
excitacao e 280 a 480 nm para emissao. Controle incubou-se por 10 minutos Timerosal®
9,2 UM em temperatura ambiente com acido lactico 0,75 M. A mistura de reacao foi

também analisada por HPLC e por espectroscopia de fluorescéncia.
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3.5.2. Efeitos dos parametros variaveis do processo de preparacédo de
microesferas sobre os tamanhos das particulas formadas.

Este estudo foi feito de acordo com nossa publicacdao (NAMUR et al., 2006).
Desenhou-se um modelo estatistico experimental fatorial (23 + 3PC) com dois niveis de
estudo (+1 e -1), trés fatores variaveis do processo (2°) com trés pontos centrais (0)
para se desenvolver, de uma forma controlada, microesferas com diferentes tamanhos.

Os trés fatores escolhidos para se estudar foram: a. velocidade de agitacao
durante a etapa de formacao da segunda emulsao; b. relacao entre os volumes das
fases dispersa (FD) e continua (FC); c. concentracao de PVA (poli alcool vinilico) na

fase continua. As condicoes experimentais deste desenho foram resumidas na tabela 1.

Tabela 1: Relacdo entre as os niveis e fatores para os diversos parametros do processo de producéo
de microesferas.

Ponto PVA Fases di§persa e Segunda emulsao
Experimenta continua
( Niveis | Concentracao Niveis Relacao Niveis | Velocidade de
%) FD:FC agitacao
1 -1 0,5 -1 1:5 -1 13000
2 +1 3,5 -1 1:5 -1 13000
3 -1 0,5 +1 1:20 -1 13000
4 +1 3,5 +1 1:20 -1 13000
5 1 0,5 -1 1:5 +1 19000
6 +1 3,5 -1 1:5 +1 19000
7 -1 0,5 +1 1:20 +1 19000
8 +1 3,5 +1 1:20 +1 19000
9 0 2 0 1:12,5 0 16000
10 0 2 0 1:12,5 0 16000
11 0 2 0 1:12,5 0 16000

Os dois niveis (+1 e -1) e o ponto central (0) usados para a velocidade de
agitacao foram: 19000 rpm, 13000 rpm e 16000 rpm, respectivamente.
Os dois niveis (+1 e -1) e o ponto central (0) usados para a relacao FD/FC

foram: 1:20; 1:5 e 1:12,5, respectivamente.
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Os dois niveis (+1 e -1) e o ponto central (0) usados para concentracao de
PVA na fase continua foram: 3,5 %; 0,5 % e 2,0 %, respectivamente.

Para a andlise dos dados utilizou-se o programa STATISTICA® desenvolvido
pelo enviroment software (Statsoft, Tulsa, OK). As microesferas foram produzidas

como o descrito no item de seus preparos.

3.5.3. Efeito do meio e do tempo de incubacado sobre a conformacao de
Dtxd.

Foram preparadas MS vazias de PLGA para se estudar o efeito dos
monomeros de acido lactico (L) ou glicolico (G) e oligdbmeros (PLG) liberados durante a
degradacao da matriz polimérica sobre a estrutura do Dtxd. Foram realizadas as
seguintes incubacdes: a. MS-PLGA vazias (5 mg/mL) com Dtxd 17 uM em PBS, pH 7,2;
b. SDS a 1 % em PBS, pH 7,2 com Dtxd 17 uM e c. MS-PLGA (5 mg/mL) e SDS a 1 % com
Dtxd 17 uM. Incubaram-se, em triplicatas, as amostras a 37 °C, sob agitacao suave em
banho-maria, por no minimo 60 dias. Em intervalos de sete dias foram tomadas
aliquotas que em seguida foram centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos. Os
sobrenadantes foram tomados para se analisar a conformacao do Dtxd através de CD,
HPLC e a identidade imunologica por ELISA. Como controle foram incubadas 10 mL de

Dtxd (17 pM) em PBS pH 7,2 contendo Timerosal® durante o mesmo periodo de tempo.

3.5.4. Efeito do tempo incubacdo sobre a matriz polimérica de MS-PLGA

em solucao.
a. Cinética de degradacdo da matriz de MS (PLGA de 55 kDa):
tomaram-se 20 mg de MS-PLGA (50/50) (Mw de 45-75 kDa) vazias e adicionou-se 1 mL

de PBS, pH 7,2 contendo timerosal® 37 puM como conservante. Triplicatas destas
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preparacoes foram incubadas a 37 °C sob agitacao suave, por um periodo de no minimo
30 dias. Em intervalos de sete dias foram tomadas aliquotas que em seguida foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram tomados para
se analisar a producao de acido lactico no meio e a variacao de pH. Os precipitados
foram observados em microscopio de inversao de fase.

b. Efeito do peso molecular do PLGA (12, 34 ou 63 kDa) e de sua
metilacdo carboxi-terminal (-COO-Me): Tomaram-se 20 mg de microesferas de PLGA
(50:50) (Mws 12, 34 ou 63 kDa) com a terminacao polimérica livre ( -COOH) ou
metilada (-COO-Me) vazias e adicionaram-se 2 mL de PBS, pH 7,2 contendo azida
0,02 % como conservante e incubaram-se a 37°C sob agitacao suave. Em intervalos de
sete dias foram retiradas aliquotas, que em seguida foram centrifugadas a 2000 rpm
durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram tomados para se analisar a producao de
acido lactico no meio, em sistema de HPLC (vide método para detalhes). Os

precipitados foram submetidos a microscopia eletronica de varredura.

3.5.5. Variacées estruturais no Dtxd apés a primeira emulsificacao.
a. Efeito dos sais da série de Hofmeister na solubilidade de Dtxd

durante a primeira emulsificacdo: o Dtxd foi diluido a uma concentracéo final de

5 mM em KSCN, NaH;PO4, NaCl ou MgCl, em concentracoes de 0 a 150 mM de sal (O,
10, 30, 50, 70, 90, 100 e 150 mM). Adicionaram-se 2 mL de cada solucao de Dtxd 5 mM
nas diferentes concentracdes dos sais a 8 mL de CH,Cl; e emulsificaram-se a 24 000
rpm por dois minutos. Apds a emulsificacao as amostras foram centrifugadas a 3 000
rpm por 10 minutos e as fases aquosas foram retiradas e analisadas por absorbancia a

269 nm e por HPLC.



44

b. Efeito dos sais da série de Hofmeister na estrutura da fracao
soluvel de Dtxd apés a primeira emulsificacdo. As fases aquosas obtidas apos
interacao entre Dtxd/CH,Cl, foram analisadas estruturalmente por HPLC,

Fluorescéncia, CD e ELISA.

3.5.6. Efeito do KSCN na eficiéncia de encapsulacdo do Dtxd em MS de
PLGA.

Foram produzidas duas preparacdées de microesferas de PLGA contendo Dtxd
utilizando-se o polimero de 12 kDa com carboxi terminal livre ou metilada. As
microesferas foram produzidas como descrito anteriormente sendo que na solucao
aquosa da primeira emulsao, contendo Dtxd (50 mg/ml), foram adicionados KSCN
numa concentracao final de 30 mM. Apos preparo das microesferas e liofilizacao,

calculou-se a eficiéncia de Dtxd.

3.5.7. Efeito das variaveis de composicao dos polimeros sobre a cinética
de liberacao de Dtxd.

Foram produzidas seis preparacdes de MS de PLGA contendo Dtxd com seis
diferentes tipos de polimeros cujas caracteristicas estdao na tabela 2. Usou-se azida
0,02% como conservante. As preparacdes foram analisadas quanto seu rendimento, sua
eficiéncia de encapsulacao e aspecto morfolégico. A morfologia foi realizada através

de microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros.

Nome de fantasia | Monémeros indice de Peso Molecular Terminacao
(50:50) viscosidade (kDa) carboxi

RG 502 D, L-lactico-co-glicolico 0,16 - 0,24 12 -CH3

RG 502 H D,L-lactico-co-glicolico 0,16 - 0,24 12 -H

RG 503 D, L-lactico-co-glicdlico 0,32 - 0,44 34 -CH3;

RG 503 H D,L-lactico-co-glicélico 0,32- 0,44 34 -H

RG 504 D, L-lactico-co-glicélico 0,45 - 0,60 63 -CH3;

RG 504 H D,L-lactico-co-glicélico 0,45 - 0,60 63 -H

a. Efeito do peso molecular do polimero sobre a cinética de liberacao de
Dtxd das MS: Tomaram-se 80 mg de microesferas de PLGA (50/50) (Mw 12, 34 ou 63
kDa) contendo Dtxd. Adicionaram-se 2 mL de PBS, pH 7 contendo azida 0,02 % como
conservante. Foram preparadas triplicatas destas amostras que foram incubadas a
37° C sob agitacao suave. Em intervalos de sete dias os frascos contendo as amostras
eram centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos e retiravam-se 2 mL do sobrenadante.
Adicionavam-se 2 mL de PBS pH 7 contendo azida 0,02% ao pellet. A liberacao de Dtxd
foi quantificada por absorbancia no uv a 269 nm e por sistema de HPLC. Para analise
do reconhecimento imunologico da Dtxd liberada, as amostras foram diluidas a uma
mesma concentracao e entao analisadas por ELISA. Mediram-se também o pH dos
sobrenadantes.

b. Efeito da metilacdo terminal (-COO-Me) do PLGA sobre a cinética de
liberacdao de Dtxd das MS: Tomaram-se 80 mg de microesferas de PLGA (50/50) (Mw
12, 34 ou 63 KDa) com a terminacao polimérica livre (-COO-H) ou metilada (-COO-Me),
contendo Dtxd. Adicionaram-se 2 mL de PBS, pH 7 contendo azida 0,02 %. Foram
preparadas triplicatas destas amostras que foram incubadas a 37° C sob agitacao suave.
Em intervalos de sete dias os frascos contendo as amostras eram centrifugados a

2000 rpm por 10 minutos e retiravam-se 2 mL do sobrenadante. Adicionavam-se 2 mL
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de PBS pH 7 contendo azida 0,02 % ao precipitado. A liberacao de Dtxd foi quantificada
por absorbancia no uv e por sistema de HPLC. Para analise do reconhecimento
imunoldgico da Dtxd liberada, as amostras foram diluidas a uma mesma concentracao e

entdo analisadas por ELISA. Mediu-se também os pHs dos sobrenadantes.

3.6. Ensaios in vivo
3.6.1. Imuniza¢ées de camundongos.
Foram usados camundongos Balb/C, mantidos no Biotério do Instituto
Butantan.
a. Efeito da microencapsulacdo do toxoide diftérico em PLGA sobre a
producao de anticorpos anti-diftérico em camundongos.

Dois grupos de camundongos de 6 a 8 animais foram injetados com a
dose (50 ug) de Dtxd na forma livre ou encapsulado em microesferas de PLGA 50:50
(Massa molar 55 kDa). A producao de anticorpos formados foi analisada por ELISA.

b. Imunizacdo de camundongos com baixas doses de Dtxd livre e
encapsulado em MS.

Quatro grupos de camundongos foram injetados com 1 ou 5 pg de Dtxd
encapsulado em microesferas de PLGA 50:50 (Massa molar 55 kDa) ou livre. A formacao
de anticorpos (IgG total) foi dosada por ELISA.

c. Estudo do efeito da matriz polimérica e do tempo da dministracdo da
dose reforco sobre a producao de anticorpos anti-diftérico (IgG1 e IgG2a).

Grupos de 4 a 5 animais foram imunizados com 5 pg de Dtxd encapsulado em
microesferas de PLGA (50:50) Mw 12 kDa (-COOH), Mw 12 kDa (-COOMe) ou Mw 63 kDa

(-COOH). Como controle um grupo de 4 animais recebeu a dose de Dtxd (5 ug) na
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forma livre. As doses de reforco foram administradas apos 43 ou 138 dias da primeira

imunizacao. Foram analisadas por ELISA, as producodes de IgG1 e 1gG2,,
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4. RESULTADOS.
4.1 Caracterizacées do Dtxd produzido pelo IBu e usado neste trabalho.
4.1.1. Espectroscopias de absor¢cao no uv, fluorescéncia e CD.

A idéia central deste projeto foi a de se encapsular Dtxd nas condicoes em
que é produzido no Instituto Butantan. Para analisar a estrutura e desenvolver
métodos de dosagem da proteina do Dtxd antes, durante e apds o processo de
microencapsulacao foram realizadas caracterizacoes do toxoide produzido pelo I1Bu
através de espectroscopia no uv, fluorescéncia e CD.

a. Espectro no uv. A vacina contra difteria (ou seja, o toxoide,
Dtxd) € a toxina diftérica destoxificada. A vacina contém na sua formulacao final
timerosal® a 150 ppm (37 uM) como conservante. O timerosal® tem um maximo de
absorcao em 228 nm (Figura 1). A amplitude deste pico é grande, comecando em A
(comprimento de onda) abaixo de 200 nm e finalizando em 300 nm. Isto causa uma
séria interferéncia naquelas situacoes em que a concentracao de proteina é muito

baixa.

Absorbancia

0 1 1 1 1 1 I 1
200 220 240 260 280 300 320 340 360

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectro de absorcao de uma solucdo de Timerosal® 24 u M.

Por analise de absorbancia no uv detectou-se o maximo de absorcao para

uma solucao de Dtxd a 269 nm (Figura 2). Sabe-se que as cadeias laterais dos
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aminoacidos aromaticos absorvem nesta regiao do uv (STOSCHECK, 1990). O W
(triptofano), Y (tirosina) e a F (fenilalanina) absorvem a 280, 274,5 e 258 nm,
respectivamente com coeficientes de extincées molares de 5600; 1400; e
206 L. mol'.cm™ (STOSCHECK, 1990). Isto significa que a contribuicdo na Abs 280
nm do W é a maior e que a da F a menor. Considerando que o A e o coeficiente de
absorcdo molar do timerosal® nestas condicdes é muito alto e amplo (vai de menos
de 200 nm a 300 nm) as absorbancias relativas a estes aminoacidos poderia ser
mascarada (CAMPANA et al., 2004; QUINTILIO et al., 1997). Nota-se, pelo espectro
de absorbancia no uv do Dtxd que o maximo de absorcao foi deslocado para a
regiao do violeta (Figura 2). Todas estas informacdes foram importantes para a

padronizacao dométodo por HPLC.

Absorbancia

200 220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)

Figura 2. Espectro de absorcdo de Dtxd 19 mM em PBS pH 7,2 contendo timerosal® 37 uM.

Este novo método de dosagem de proteina a 269 nm, junto com o método de
purificacao extra de Dtxd foram objetos de uma publicacao nossa (CAMPANA et al.,
2004). Nesta tese, para a retirada de Timerosal® que poderia interferir nos
resultados de microencapsulacao (sera discutido adiante), o Dtxd vindo da producao
do IBu foi ultraconcentrado em sistema Amicon. O Timerosal® nos ensaios in vitro
foi substituido pelo conservante NaN;. Para experimentos in vivo o conservante

Timerosal® foi mantido.
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b. Fluorescéncia. Por analise fluorescéncia de uma solucao de Dtxd
1,88 mM em pH 7,2 detectou-se que o maximo de emissdao ocorreu a 340 nm,
utilizando-se excitacao a 269 nm (Figura 3). Essa analise é importante para
verificacao de mudanca estrutural no Dtxd observando-se alteracoes de
hidrofobicidade por conseqiiéncia de maior ou menor exposicao de aminoacidos

hidrofébicos como o W intrinsico, por exemplo.

4000
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3000 +
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1500

1000

Intensidade de fluorescencia x 10

500

0

T T T T T T T T T T
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 3. Espectro de fluorescéncia de Dtxd . A preparacao IBu de Dtxd foi de 1,88 mM de Dtxd em PBS

contendo 37 puM de Timerosal®. Condicdes operacionais: excitacdo a 269 nm e emissao foi medida entre 280 e
480 nm.

c. Dicroismo Circular. Por analise de CD observou-se que a
Dtxd apresentou o efeito Cotton negativo a 222 nm, correspondente a porcoes de
hélice-a. e estrutura-f no Dtxd (Figura 4). O conteldo em hélice-a de Dtxd foi
calculado empiricamente ([®] 222am* 3000/3900 X 100) segundo a literatura
(GREENFIELD e FASMAN, 1969) e correspondeu a 76 %.
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Figura 4. Elipticidade molar em funcao do comprimento de onda do Dtxd 86 uM em pH 7,2 contendo 37
pM de Timerosal®. Os espectros de CD foram realizados utilizando-se uma cubeta de 0,1 cm de caminho 6ptico.

4.1.2. HPLC de DTxd, IBu.

Apos verificacdo de que o A maximo de absorcao do Dtxd foi a 269 nm
(Figura 2) realizou-se uma filtracao em gel do Dtxd IBu em sistema de HPLC
(CAMPANA et al., 2004). Monitorou-se a eluicao de Dtxd IBu contendo 0,37 mM de
Timerosal® em sistema de HPLC (Figura 5). Observaram-se 5 picos de eluicoes,
correspondentes ao dimero do Dtxd (2 Dtxd), monomero, fragmento B (FB),
fragmento A (FA) e Timerosal® (Figura 5). Os tempos de retencao foram: 2 Dtxd =
4,725 minutos, Dtxd = 7,012 minutos, FB = 9,872 minutos e o FA = 10,341 minutos
(Figura 5). O timerosal eluiu a 11,120 minutos apo6s injecao da amostra. Esses
valores de tempos de retencoes (CAMPANA et al, 2004) sao compativeis com as
massas molares do Dtxd, FB e FA descritos na literatura (RAPPUOLI, 1997) e com os
tempos de retencao de padroes de massa molar (a serem apresentados mais a

frente na figura 8).
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Figura 5: Perfil de eluicdo de Dtxd em sistema de HPLC. Foram aplicados 20 pl da proteina em coluna
de gel filtracao QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL), previamente equilibrada com PBS pH 7,2, a
um fluxo de 0,6 mL/ minuto a 20°C.

4.2. Analiticos quantitativos.

4.2.1. Dosagens de proteina pelos métodos de Lowry, Absorbéancia no
ultra violeta a 280 nm ou a 269 nm e HPLC.

Para dosagem de proteinas escolheram-se trés métodos de forma a serem
compativeis com os estudos de desenvolvimento de uma formulacdo de PLGA
contendo Dtxd.

Adaptou-se o método de Lowry para pequenos volumes de forma a ser
possivel sua leitura em leitor automatico de ELISA. O coeficiente de correlacao
entre a absorbancia a 690 nm e a concentracao de proteina foi de 0,99681, com
uma linearidade de 0 a 1000 pg de Dtxd. A correlacao entre aumento de
absorbancia e aumento de concentracdo de Dtxd, utilizando absorbancia a 280 nm,
foi de 0,99987. Pode-se, portanto dosar Dtxd por ambos os métodos, uma vez que
ambos sao lineares e com bons coeficientes de correlacao (Tabela 3 e 2, Figura 6).
Foi interessante notar que a sensibilidade do método de Lowry para dosagens de

Dtxd foi bem maior que a leitura de absorbancia a 280 nm (Figura 6), uma vez que



53

a da reta (B = 0,00841) foi maior (compare-se com 0,00587) (Tabela 3 dos

resultados).
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Figura 6- Comparacao entre os métodos de Lowry (e) (absorbancia a 690nm) e absorbancia a 280 nm
(e) para dosagem de Dtxd.

Ja, a correlacao entre Abs 269 nm para o Dtxd e aumento de concentracao
de proteina foi de 0,99815, valor ligeiramente menor do que os outros métodos

descritos anteriormente (Tabela 3).

25
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0,5

Absorbancia a 269 nm

0,0 . . . . . . .
0,0 05 1,0 1,5 2,0

Concentragéo Dtxd mg/ml

Figura 7. Curva padrao dosagem de Dtxd através da medida de abs a 269 nm. (A = 0,03624, B =
1,24285, R = 0,99815, N = 10 e SD = 0,04861).
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Quando comparados os trés métodos descritos observou-se que o de maior
sensibilidade dentre eles, para a dosagem de Dtxd € o de Abs a 269 nm (Tabela 3 e

CAMPANA et al., 2004).

Tabela 3. Comparacao entre os componentes das curvas de dosagens de Dtxd.

Parametro Lowry Abs 280 nm Abs 269 nm
Valor Desvio padrao | Valor Desvio padrao | Valor Desvio padrao
0,016971 0,00846 0,00462 0,002 0,03624 0,02857

B 0,00841 0,0003 0,00587 0,00004 1,24285 0,02676

R 0,99681 0,99987 0,99815

SD 0,01377, N=7 0,00347, N=8 0,04861, N =10

P 1,1014 x 10 5,798 x 1072

O Dtxd contém 5 residuos de triptofano (W) 17 residuos de fenilalanina (F) e
29 de tirosina (T) (Esquema 3), cujos coeficientes de extincdes molares sao 5,33;
1,34 e 0,206 respectivamente. A regiao do ultravioleta onde o toxoide absorve é
devida, principalmente, aos residuos de T e F, mais abundantes do que W. Os
maximos de absor¢do de W, F e T sdao 280 nm, 2745 nm e 258 nm,
respectivamente. As quantidades de F e T na Dtxd sdo 3,4 e 5,8 vezes maiores do
que o W. A absorbitividade molar da F é 3,95 vezes menor do que a do W
(STOSCHECK, 1990), mas como o Dtxd contém 3,4 vezes mais F do que W, isto fica
compensado. Além disso, o meio afeta o microambiente de absor¢cao das proteinas
na regido do uv e aqui, no caso do Timerosal® houve um deslocamento da Abs para

a regido do ultra-violeta.

Aminoacidos

1 GADDVVDSSK SFVMENFSSY HGJJKPGYVDS IQKGIQKPKS GIIQGNYDDDW | KGFYSJIDNKY
61 DAAGYSVDNE NPLSGKAGGYV | NPLSGKAGGV | VK K IKKELGLSL EPLMEQVG
121 EEFIKRFGDG ASRVVLSLPF AEGSSSVEYI NNWEQAKALS VELEINFEJJR GKRGQDAMYE
181 YMAQACAGNR | VRRSVGSSLS CINLDWDVIR DKIIKIKIESL KEHGPIKNKM SESPNKIIVSE
241 EKAKQYLEEF HQEALEHPEL PVFAGANYAA WAVNVAQVID SEJADNLE
301 [AALSILPGI GSVMGIADGA QSIALSSLMV AQAIPLVGEL VDIGFAAYNF
361 VESIINLFQV VHNSYNRPAY HDGYAVSWNI] | VEDSIRJIGF QGESGHDIKI
421 MAENTPLPIA GVLLPJIPGK LDVNKSKJHI SVNGRKIRMR CRAIDGDVIF CRPKSPVYVG
481 NGVHANLHVA FHRSSSEKIH SNEISSDSIG VLGYQKJIVDH IKVNSKLSLF FEIKS

Esquema 3. Estrutura primaria da Dtx (Toxina diftérica)
Os residuos dos seguintes aminoacidos estdo destacados W, F e [ll. (RICCI et al., 1998)
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Concluiu-se que o Dtxd pode ser dosado por medida de absor¢ao no uv
(269 nm), num método rdpido e sem necessidade de se usar reagentes
(CAMPANA et al., 2004). Este dado foi util quando aplicado no método
desenvolvido no sistema de HPLC.

A partir dos dados do perfil de eluicao do Dtxd em sistema de HPLC, tornou-
se possivel a identificacdo de cada espécie molecular da preparacao de Dtxd-IBu.
Os tempos de retencoes de cada pico de eluicao de Dtxd foram comparados com os
tempos de retencoes de padroes de pesos moleculares conhecidos que também

foram aplicados em coluna de HPLC (Figura 8), nas mesmas condicdes que o Dtxd.
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Figura 8. Log de Massa molar contra tempo de retencao. Foram aplicados 20 pl de uma solucao padrao
de massa molar em coluna de gel filtracdo QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL), previamente
equilibrada com PBS pH 7,2, a um fluxo de 0,6 mL/ minuto a 20 °C. A solucao padrao de massa molar continha
as proteinas Miosina (Mw 205 kDa, RT = 4,82), B-Galactosidase (116 kDa, RT = 5,34), Fosforilase B (97,4 kDa, RT
= 6,52), Albumina de soro bovino (66 kDa, RT = 6,85), Albumina de ovo (45 kDa, RT = 7,33) e Anidrase
carbonica ( 29 kDa, RT = 8,16).

A partir dos cromatogramas obtidos com diluicdes conhecidas do Dtxd,

construiram-se curvas padrao para cada uma das espécies moleculares existentes

no Dtxd padrao (Figura 9).
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Figura 9: Curvas padrao das espécies moleculares do Dtxd: Foram aplicados 20 pl da proteina em
coluna de gel filtracao QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL), previamente equilibrada com PBS pH
7,2, a um fluxo de 0,6 mL/ minuto a 20°C. A: Dimero (2 Dtxd); B: Monémero (Dtxd); C: Fragmento B e D:

Fragmento A.

Observaram-se correlacoes entre aumento das concentracoes de cada

espécie molecular de Dtxd e aumento das dreas dos cromatogramas (R entre

0,9999 e 0,9908). Observou-se que a sensibilidade do método foi alta, como pode

ser verificado através dos coeficientes angulares e os coeficientes de correlacoes

obtidos (Tabela 4).

Tabela 4: Comparacdes entre os parametros da curva padrdao de dosagem dos componentes
de Dtxd através de HPLC, monitorado por Abs a 269 nm.

Espécies moleculares Coeficiente de correlacédo B
(R)
Dimero 0,9999 261,0744
Monémero 0,9998 471,2727
Fragmento B 0,9908 275,1570
Fragmento A 0,9925 326,5950
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4,2.2. Controles de encapsulacdo: rendimento e eficiéncia de
encapsulacao de uma preparacao tipica de microesferas.

A eficiéncia de encapsulacao de Dtxd em MS de PLGA (50: 50) foi de 41,49 %,
quando se usou o método de dupla emulsao com evaporacao de solvente
(O’DONNELL, 1997; LANGER, 1990). Uma vez que os parametros do processo de
preparo de MS interferem no tamanho das particulas obtidas (NAMUR et al., 2006) e
conseqientemente na eficiéncia de encapsulacao (NAMUR et al., 2006), é
importante aqui, lembrar que as condicoes usadas para estas particulas obtidas
nesta preparacao foram: velocidade de rotacao da segunda emulsao 13 000 rpm,
relacao FC/FD (Fase continua/fase dispersa) de 1:5 e concentracao de PVA foi de 2
%. A capacidade de encapsulacao destas microesferas foi de 14,9 pg de Dtxd/mg de
microesfera PLGA. Considerando as massas molares de Dtxd e de PLGA, a relacao
entre Dtxd/PLGA foi de 0,034. As particulas obtidas, de 5 pm, apresentaram uma

superficie rugosa (Figura 10).

Figura 10: Micrografia por de inversao de fase de microesferas de PLGA 50:50 (45 - 75 KDa) contendo
Dtxd.
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4.2.3. Dosagem de acido lactico.
Sabe-se que os produtos finais de degradacao da matriz de microesferas de
PLGA sdo o acido lactico e o glicolico. O polimero de PLGA usado foi o composto por
50 % de lactato e 50 % de glicolato (PLGA 50:50). Dosaram-se amostras de lactato
para se fazer uma curva padrao de forma a ser possivel a monitoracao da cinética
de degradacao da matriz de microesferas de PLGA, através da liberacao deste
acido.

a. Método colorimétrico: Adaptaram-se o método descrito na
literatura para dosagem de lactato (TIETZ, 1995; WESTGARD et al., 1972) para
microensaios em placa de ELISA. O método é baseado na conversao de acido lactico
em piruvato e H,0; pela oxidase lactica. Na presenca da H,0, formada, a peroxidase
catalisa a condensacao oxidativa dos precursores do cromogeno a produzir cor com
absorcao maxima em 540 nm. O aumento da absorbancia neste comprimento de
onda é diretamente proporcional a concentracao de lactato na amostra (TIETZ,
1995; WESTGARD et al., 1972). O comprimento de onda mais proximo de 540 nm no
leitor automatico de placas de ELISA usado é a 550 nm. Comparando-se as leituras a
540 nm (R = 0,99488) (Figura 11) e a 550 nm (R = 0,99965) (Figura 12) adaptaram-
se as leituras para este comprimento de onda, sem que houvesse uma distorcao
acentuada no coeficiente de correlacao que continuou confiavel. Uma vez adaptado
o método de dosagem de lactato, pode-se entao diminuir em 10 vezes o volume de
reagentes e amostras de forma a se fazer microdosagens automaticas em placa de
ELISA. Observa-se (Figuras 11 e 12) que o método foi linear até 15 ug/mL de

lactato.
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Figura 11. Curva padrdo para dosagem de lactato. As amostras, num volume final de 1mL foram
processadas como o descrito em materiais e métodos.
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Figura 12. Adaptacao de método de dosagem de lactato para microdosagens em leitor automatico de
ELISA. Os volumes finais das amostras sao de 200 ul. A = 0,00079 e B = 0,19354. O coeficiente de correlacao R =
0,999965, com desvio padrao de 0,00372 N =5, P = 7,7204E-6.
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b. Dosagem de acido lactico por HPLC: a partir dos cromatogramas obtidos

com diluicées conhecidas de lactato, construiu-se uma curva padrao (Figura 13)

que apresentou um coeficiente de correlacao de 0,9999. A equacao da reta obtida

foi:

marcador de espaco aquoso interno. Escolheu-se o Ponceau-S, que tem coeficiente
de extincdo molar (€) extremamente alto (34 600 L mol”' cm™), com o maximo de

absorbancia a 492 nm. Preparou-se uma curva padrao de Ponceau S (Figura 14)

Areax 10°°
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Lactato (mg/ mL)

4.2.4. Dosagem de Ponceau S.

com coeficiente de correlacao excelente (0,99978).

3,0

3,5

Figura 13: Curva padrao de lactato realizada em sistema de HPLC utilizando-se coluna Aminex HPX-
87H (300 x 7,8 mm), temperatura de 65° C, Fluxo de 0,6 mL/min com detector de uv 215 nm.

Para se calcular a eficiéncia de encapsulacao € preciso que se tenha um



61

0,4 .

0,34

0,24

Absorbancia a 492 nm

0,14

0,0 T T T T T T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
Ponceau (mg/ml)

Figura 14: Curva padrao de Ponceau S. O Ponceau S foi diluido em agua e a leitura da absorbancia foi
realizada a 492 nm, utilizando-se uma cubeta de 1 cm de caminho o6ptico.

A curva foi linear entre 0 e 10 ug de Ponceau S, com coeficiente de
correlacdo entre absorbdncia a 492 nm e aumento de concentracdo de

ponceau-S de 0,99978.

4.3. Ensaios Preparativos.
4.3.1. Ultraconcentracao de Dtxd.

A quantidade de proteina a ser encapsulada € um ponto critico no
processo de encapsulacao em microesferas de PLGA. Geralmente deve-se ter uma
concentracao maior que 20 mg de proteina por mL de solucao. Chegou-se a uma
concentracao final de Dtxd de 0,9 mM (54,59 mg/mL). Nao houve nenhum processo
degradativo ou de agregacao que pudesse ser detectado por espectroscopia no uv

(Figura 15), por PAGE-SDS (Figuras 16 e 17) apos a concentracao de Dtxd.
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Figura 15. Espectro de absorcdo no ultravioleta das diversas amostras obtidas no processo de
ultraconcentracao de Dtxd. Dtxd concentrado (linha), Filtrado 10 KDa (negrito) e Filtrado 30 KDa (pontilhado).

N&o se observou proteina de alta massa molar por PAGE-SDS (Figura 16). Através de
interferometria calcularam-se as percentagens de cada uma das bandas referentes

ao Dtxd a granel (estoque) e do retentato de Dtxd concentrado em membrana de 30

KDa (Figura 16).

_-. Estoque
17: Padréo
]l Retentato

' |

Figura 16. Perfil de PAGE-SDS das amostras obtidas nas diversas etapas de ultraconcentracao. Gel de
acrilamida a 05 %.(Padroes de massa molar de 220, 170, 116, 76 e 53 kDa). Nao se observa nenhuma proteina de

alta massa molar.

Nao houve, significativamente, alteracdao nos conteldos percentuais de 2

Dtxd, Dtxd, FB e FA depois da concentracao do Dtxd em membrana de 30 KDa

(Figura 17 e Tabela 5)
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Figura 17. Perfil de PAGE-SDS das amostras obtidas nas diversas etapas de ultraconcentracao.
Observam-se as mesmas moléculas antes e apos ultraconcentracao, ou seja, 2 Dtxd, Dtxd, Fragmento B e
Fragmento A. Gel de acrilamida a 12 %.Padrées de 97, 66, 45, 30, 20 e 14,4 KDa.

Tabela 5. Comparacao entre os contetdos de cada componente molecular do toxoide diftérico antes e

depois da concentracao em membrana de 30 kDa.

@
=
=
c

B

fri}

Padréo

Retentato

Estoque (Dtxd a granel)

Retentato de 30 KDa de Dtxd

Banda
(%) (%)
1= Dimero de Dtxd 26,96 27,36
2 = Monomero de Dtxd 32,46 35,78
3 = Fragmento B 20,24 18,16
4 = Fragmento A 20,35 18,70

Estas amostras foram também submetidas a dicroismo circular na regiao do
ultravioleta para se verificar, em detalhes, se haveria alguma mudanca na estrutura

secundaria destas preparacoes de Dtxd (Figura 18). Nao houve alteracdao no

conteldo de hélice-a (Figura 18).
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Figura 18. Elipticidade molar em funcdo do comprimento de onda das amostras obtidas nas diversas
etapas de ultrafiltracdo. Espectro realizado em cubetas de 0,1 cm de caminho 6ptico para as amostras de Dtxd
estoque (produto a granel do IBu) (linha), Retentato da membrana de 30 KDa (pontilhado) e filtrado da
membrana de 30 KDa (negrito).

Para se relacionar estrutura secundaria de Dtxd e identidade imunoldgica,
realizaram-se testes de ELISA com as mesmas preparacdes, usando-se como
anticorpo anti-Dtxd, o anti-soro diftérico padrao do IBu (desenvolvido em cavalos).
Todas as amostras de interesse foram reconhecidas pelo soro padrao, nao houve
perda da identidade imunolégica durante o processo de concentracao de Dtxd
(Figura 19). Foi interessante também notar que a “identidade imunoloégica” do

Dtxd também foi concentrada (Figura 19).

124

Identidade imunoldgica
3
1

F10 F30 R E
Fragdes da ultraconcentragéao

Figura 19. Identidade imunoldgica do Dtxd em funcdo da fracdo da ultraconcentracdo. O Dtxd foi
ultraconcentrado, seguindo-se por dosagem de proteina e realizacao de ELISA em cada uma das fracoes obtidas:
F10 (Filtrado da membrana de corte de 10 kDa); F30 (Filtrado da membrana de corte de 30 kDa); R (retentato
da membrana de corte de 10 kDa) e E (Dtxd padrao do IBu).
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Concluiu-se que o Dtxd concentrado por ultrafiltracao em membranas de

policarbonato preservou suas integridades estruturais e imunologicas.

4.4, Ensaios in vitro.

Os objetivos dos estabelecimentos dos métodos analiticos das dosagens
usadas nesta tese foram apresentados com o intuito de se demonstrar que eram
confiaveis e adequados para os estudos de encapsulacao que se seguiram. Uma vez
demonstrado, serao apresentados agora ensaios in vitro e in vivo sobre a nova
forma de apresentacao da vacina contra difteria.

4.4.1. Efeitos dos parametros variaveis do processo de preparacao de
microesferas sobre os tamanhos das particulas formadas.

Resumidamente, desenhou-se um modelo estatistico experimental fatorial
(23 + 3PC) com dois niveis de estudo (+1 e -1), trés fatores variaveis do processo (2°)
com trés pontos centrais (PC) (0) para se estudar, como produzir de uma forma
controlada, microesferas com diferentes tamanhos. Os trés fatores (variaveis do
processo) escolhidos para se estudar foram: a. velocidade de agitacao durante a
segunda emulsificacao; b. relacao entre os volumes das fases dispersa (FD) e
continua (FC) da segunda emulsdo e c. concentracao de PVA (alcool polivinilico) na
fase continua.

Foram analisadas a importancia dos efeitos das variaveis do processo e suas
interacdes sobre os tamanhos médios das microesferas (Tabela 6). O test-t foi
aplicado para se estimar a significancia dos efeitos do processo. Para estimar o
desvio padrao foram usadas triplicatas do ponto central (0). Observou-se que a
velocidade de agitacao (VA) e a concentracao de PVA foram significantes na

determinacao do tamanho das microesferas. Nao foi identificada nenhuma relacao
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entre capacidade de encapsulacao da particula e as variaveis do processo ou o
diametro das particulas. As mesmas variaveis do processo (de duas em duas) como
relacao FD:FC, agitacao da segunda emulsao e concentracao de PVA foram
analisadas também pelo grafico de Pareto, para se avaliar como estes fatores
influenciavam entre eles no tamanho das particulas obtidas. Observou-se que nao
ha correlacao entre concentracao de PVA e FD:FC nos diametros das particulas
(coeficiente de correlacao = 0,30078). Em contrapartida a agitacao da segunda
emulsao e a concentracao de PVA foram inversamente proporcionais aos diametros
das microesferas. As analises foram feitas baseadas em 95% de intervalo de
confianca (Figura 20).

p=,05

Agitation (rpm) -9,38971

PVA (%) -6,94022

1X2 Y/ -2,85774

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 20: Efeitos da concentracdo de PVA e da velocidade de agitacao da segunda emulsdao e no

tamanho das particulas de microesferas de PLGA.
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Tabela 6: Efeito padronizado das variaveis do processo sobre os tamanhos médios das microesferas.

Valor p
Variaveis do processo | Efeito relativo | Desvio Padrdo | (nivel de significancia)
Ponto médio (0) 10,2273 * 0,1507* 0,0002*
PVA (%) -4,2500* 0,3535* 0,0068*
FD:FC 1,2500 0,3535 0,0715
VA (rpm) -5,7500* 0,3535 0,0038"
PVA/ FD:FC 0,2500 0,3535 0,5527
PVA/VA -1,7500* 0,3535* 0,0385*
FD:FC/ VA 0,7500 0,3535 0,1679

*Intervalo de confianca de 0,95

Obtiveram-se particulas entre 4 e 15 um de diametro (Tabela 7). A maneira
pela qual VA e concentracao de PVA atuam sobre o tamanho das microesferas foi
analisada através de superficie de resposta (Figura 21). O aumento na
concentracao de PVA com concomitante aumento da VA da segunda emulsao foi o
que produziu microesferas de menor tamanho (4 um). A menor concentracao de
PVA (0,5 %) e a menor VA usada produziu microesferas como maior tamanho

(15 um).

Figura 21. Superficie de resposta sobre o tamanho das microesferas de PLGA. Variaveis: velocidade de
agitagdo e concentracéo de PVA. Os diametros 4 um(gg ) 5 UM (gg ), 6 HM (g ), 7 UM (gg ), 9 M (), 10 pm (),
11 um (), 12 pm (gg ), 13 pm (g ), 14um (gg ) and above (g ).
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Tabela 7: Comparacao entre as caracteristicas obtidas nas microesferas através da variacao
de trés fatores do processo: concentracao de PVA, relacao de FD:FC e velocidade de agitacao (VA).

Pontos PVA FD:FC VA Didmetro ::l‘fa‘f’;‘s::;i
* (rpm) (um) o
1 0,5 1:5 13 000 15 38,08
2 3,5 1:5 13 000 12 41,92
3 0,5 1:20 13 000 15 49,9
4 3,5 1:20 13 000 13 40,9
5 0,5 1:5 19 000 10 35,5
6 3,5 1:5 19 000 4 36,5
7 0,5 1:20 19 000 12 44,8
8 3,5 1:20 19 000 6 33,6
9 2,0 1:12,5 16 000 8 44,1
10 2,0 1:12,5 16 000 8 49,3
11 2,0 1:12,5 16 000 8 38,08

0 modelo linear usado para o ajuste das variaveis experimentais do processo
foi o seguinte:
D = 10,22 - 2,12 [PVA] - 2,90 [VA]- 0,87 [PVA] [VA]
Onde D = diametro das particulas. A validade do modelo foi confirmada por
analise estatistica ANOVA.
Houve uma boa correlacao (R= 0,97703) entre os diametros das particulas

calculados e os diametros obtidos experimentalmente (Figura 22).
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Diametros calculados (um)

Diametros experimentais (um)

Figura 22. Comparacdao entre os diametros das particulas calculados e os didmetros obtidos
experimentalmente. Os valores da reta foram: B = 0,99776; R= 0,97703; desvio padrao= 1.02321; N= 11 e p <
0,0001.

A eficiéncia de encapsulacao média de Ponceau pelas particulas de PLGA foi
de 41,15 + 5,61. Foi possivel medir o conteltdo de Ponceau S apds a digestao das
microesferas com NaOH porque a absorbancia do corante nao foi modificada no
meio altamente alcalino.

Particulas regulares tanto em distribuicao de tamanho ou em caracteristicas
de superficie foram produzidas através do método de dupla emulsdao. Foram
observadas superficies lisas tanto para microesferas vazias como para aquelas

contendo Ponceau S (Figura 23).
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Figura 23: Micrografia eletronica de varredura de microesferas produzidas nos pontos experimentais 2
e 7. A. Microesferas produzidas a 13 000 rpm, usando-se 3,5 % de PVA, relacao FD:FC de 1:5, diametro medido
de 12 pm B. Microesferas produzidas a 19 000 rpm usando 0,5 % de PVA, relacao FD:FC de 1:20 e de diametro
medido de 12,2 pym (Aumento : 1000 X, - = 15 um)

Concluiu-se que através do desenho experimental 2° com triplicatas no
ponto central, puderam-se examinar a influéncia das varidveis do processo
(Aguaq/Oleo/Agua;,, A:/0/A;) de obtencdo de microesferas sobre o tamanho das
particulas. Através da combinacdo das principais varidveis do processo, a
saber, concentracdo de PVA e velocidade de agitacao da segunda
emulsificacdo obtiveram-se microesferas com uma ampla faixa de tamanhos

definidos.

4.4.2. Efeito do meio e do tempo de incubacao sobre a conformacgéo de
Dtxd.

Sabe-se da literatura (JIANG et al., 2005) que um dos pontos criticos do
sistema de microencapsulacao de proteinas em PLGA é a sua estabilidade durante o
tempo de residéncia no interior da particula. Dentro deste contexto, estudou-se a
estabilidade do Dxtd em relacao aos oligdmeros de PLGA e a outros componentes do

meio de incubacao.
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a. Efeito de MS-PLGA sobre a conformacdo de Dtxd: Inicialmente,

observaram-se os as variacdes do proprio meio de incubacdo durante o tempo. O

aumento da liberacao de lactato (Figura 24 A) no meio contendo MS-PLGA coincidiu
com a diminuicao de pH (Figura 24 B). No controle, ou seja, Dtxd em PBS na

auséncia de MS-PLGA, nao houve variacao de pH no tempo.
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Figura 24: Efeito de MS-PLGA sobre o meio de incubacao. Incubou-se Dxtd 17 uM em PBS pH 7,2 com
MS-PLGA (50:50, 45- 75 kDa) 5mg/mL por 8 semanas sob suave agitacao a 37°C. Como controle incubou-se o
Dxtd 17 uM em PBS pH 7,2 nas mesmas condicGes experimentais. Mediram-se o lactato liberado no meio (A) e os
pHs dos sobrenadantes (B).

Mediram-se as porcentagens relativas de cada espécie molecular da Dtxd, a
saber, o (dimero de Dtxd, monémero Dtxd, fragmento B e fragmento A) (Figura 25)
atraveés de filtracao em gel em sistema de HPLC. Nestes estudos, o que se avaliaram
como degradacoes foram as possiveis formacdoes ou degradacdoes de dimeros
(agregacoes dos monomeros de Dtxd) ou de degradacao do monémero de Dtxd, que
produziriam FA e FB. Observaram-se 6 % de degradacao espontanea do Dtxd em PBS
apds 8 semanas (Figura 25 A). J4, na presenca de MS-PLGA, a degradacao do Dtxd
foi de 26 % (Figura 25 B). Este resultado de degradacao do Dtxd nao pode,

evidentemente, ser devida a degradacao causada por contaminacao com
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microrganismos, uma vez que o meio continha Timerosal® como preservante. A

interferéncia que o Timerosal® poderia ter exercido neste estudo foi investisada

também (serd apresentada adiante, em outro item) (NAMUR et al., 2004).
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Figura 25: Efeito do meio de incubacdo na integridade de Dtxd em funcdo do tempo: dimero(m),
mondmero (o), fragmento A(Z) e fragmento B (0). A proteina Dtxd 17 pM foi incubada por 8 semanas a 37 °C
nos meios: A - PBS pH 7,2 contendo 37 uM Timerosal® (controle) e B - PBS contendo 5 mg/mL de microesferas

de PLGA vazias e Timerosal® 37 uM.
b. Efeito de MS-PLGA e SDS 1 % sobre a conformac¢éo de Dtxd:
Para se evitar a agregacao do Dtxd as superficies das MS, adicionou-se SDS 1%
ao meio de incubacao. Observou-se aumento da liberacao de lactato na presenca de
SDS (Figura 26 A e B). Entretanto a variacao de pH em nao foi diretamente

proporcional ao aumento de lactato na presenca de SDS 1 % (Figura 26 C e D).
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Figura 26: Efeito de MS-PLGA e de SDS 1 % sobre o meio de incubagao contendo Dtxd. Incubou-se Dxtd
17 uM em PBS pH 7,2 com MS-PLGA (50:50, 45- 75 kDa) 5mg/mL contendo SDS 1 % (concentracao final) e 37 uM
Timerosal® por 8 semanas sob suave agitacdo a 37°C. Como controle incubou-se o Dxtd 17 pM em PBS pH 7,2
contendo SDS 1 % e 37 uM Timerosal® nas mesmas condicdes experimentais. Mediram-se o lactato liberado e pH
no meio na presenca de SDS 1 % (A e C) e na auséncia de SDS (B e D).

Para se estudar as possiveis degradacoes de Dtxd em funcao do meio de
incubacao, agora na presenca de SDS 1 % e de MS-PLGA, aplicaram-se as amostras
em coluna de filtracao em gel através de um sistema de HPLC. Mediram-se as
porcentagens relativas de cada espécie molecular da Dtxd, a saber, o (dimero de
Dtxd, monomero Dtxd, fragmento B e fragmento A) (Figura 27).

O conteldo das qu