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RESUMO 
 
 
 
Os  interferons  são  proteínas  utilizadas  para  o  tratamento  de  diversas 
doenças, como, por exemplo, para as Hepatites B e C crônicas. Entretanto, os sérios 
efeitos  adversos  relacionados  à  terapia  com  os  interferons,  provenientes  da 
necessidade de administração de doses elevadas em intervalos freqüentes, limitam 
a sua eficácia clínica. Uma das alternativas para melhorar a sua eficácia terapêutica 
consiste  no  desenvolvimento  de  sistemas  de  liberação  prolongada  contendo  a 
proteína.  Neste  trabalho,  micropartículas  do  polímero  biodegrádavel  poli-ε-
caprolactona  foram  desenvolvidas  visando  à  obtenção  de  um  sistema  para  a 
liberação prolongada  do  interferon alfa após administração  subcutânea.  Devido  ao 
alto  custo  do  interferon  alfa,  inicialmente  foram  desenvolvidas  micropartículas 
poliméricas  contendo  albumina  bovina,  para  a  verificação  da  capacidade  de 
incorporação e posterior liberação de proteínas pelo sistema. Através do método de 
emulsão  múltipla  seguido  da  evaporação  do  solvente,  foi  possível  incorporar 
albumina  bovina  de  maneira  satisfatória  nas  formulações  de  micropartículas 
desenvolvidas.  Os  estudos  de  liberação  in  vitro  indicaram  que  essas  formulações 
podem promover  a  liberação  controlada  da  albumina  bovina.  Posteriormente,  para 
uma avaliação inicial  do comportamento do interferon alfa em  tais formulações, 
micropartículas contendo esta proteína foram desenvolvidas utilizando o mesmo 
método  de  maneira  preliminar.  O  interferon  alfa  encapsulado  e  liberado  das 
formulações  in  vitro  foi  quantificado  por  ensaio  imunoenzimático  (ELISA).  O 
interferon alfa foi encapsulado nas micropartículas e liberado em baixas quantidades 
durante  28  dias  de  experimento.  Acredita-se  que  os  sistemas  serão  capazes  de 
liberar  a proteína em pequenas  quantidades  por um  período superior  a 28 dias. A 
baixa recuperação do interferon alfa obtida durante o teste de liberação por ELISA 
sugere  que  o  interferon  alfa  sofreu  modificações  durante  o  processo  de  obtenção 
das formulações e/ou liberação, o que pode ocasionar a perda da atividade biológica 
da  proteína.  Dessa  forma,  estratégias  para  a  estabilização  do  interferon  alfa  em 
formulações  de  micropartículas  poliméricas  devem  ser  estudadas.  As  formulações 
desenvolvidas  neste  trabalho  representam  um  sistema  promissor  para  a  liberação 
prolongada de interferon alfa. 
 
 
Palavras chaves: 
 
 
Interferon, sistemas de liberação de proteínas e micropartículas poliméricas. 
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ABSTRACT 
 
 
 
Interferons  are  proteins  used  for  the  treatment  of  several  diseases  such  as 
chronic viral hepatitis B  and C.  However, the serious adverse  effects related to 
therapy  with  interferon,  because  of  the  need  of  high  doses  of  protein  at  frequent 
intervals,  limit  the clinical  efficacy  of  this  protein.  One  alternative to  improve  the 
interferons therapeutic efficacy is by the development of prolonged release system. 
In  this  project,  poly-ε-caprolactone  microparticles  have  been  developed  in  order  to 
obtain  a  prolonged  release  system  of  interferon  alpha  for  subcutaneous 
administration.  Due  to  the  high cost  of interferon  alpha, initially,  were developed 
polymeric  microparticles containing bovine albumin to investigate the encapsulation 
efficiency  and  subsequent  release  of  proteins  by  the  system.  Using  the  method  of 
double emulsion water followed by solvent evaporation, it was possible to incorporate 
bovine  albumin  in  a  satisfactory  level  within  the  developed  microparticles.  Release 
studies in vitro indicated that these formulations may promote the controlled release 
of  bovine  albumin.  Thereafter,  for  an  initial  assessment  of  the  interferon  alpha 
behavior  in  this  formulations,  microparticles containing this  protein  were  developed 
using  the  same  method.  Interferon  alpha  encapsulated  and  released  from 
formulations,  in  vitro,  was  quantified  by  enzyme  immunoassay  (ELISA).  Interferon 
alpha  was  encapsulated  and  released  for  a  prolonged  period  from  the  polymeric 
microparticles  developed.  The  developed  systems  probably  have  promoted  the 
prolonged release of interferon alpha in low amounts during the 28 days of release 
experiment in vitro. It is believed that the systems will be able to release the protein 
in  small  amounts  for  a  period  exceeding  28  days.  The  low  recovery  of  interferon 
alpha for the release test by ELISA suggests that interferon alpha may have changed 
during the process of formulation’s production and release, which may result in loss 
of biological activity of the protein. Thus, stabilization approaches for interferon alpha 
in polymeric microparticle should be studied. The formulations developed in this work 
represent  a  promising  system  for  the  prolonged  release  of  interferon  alpha. 
 
 
Key words: 
 
 
Interferon, protein delivery systems and polymeric microparticles. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
 
Os  interferons  são  uma  família  de  proteínas  de  ocorrência  natural  no 
organismo,  que  apresentam  atividade  antiviral,  imunomodulatória  e  antitumoral, 
sendo agentes promissores para o tratamento de várias doenças. 
O interferon alfa (IFNα) é aprovado pelo órgão regulador americano, Food and 
Drug  Administration (FDA),  para  o  tratamento  de  leucemia, melanoma  maligno, 
linfoma  folicular,  codiloma acuminata, sarcoma de  Kaposi  relacionado  à   síndrome 
da imunodeficiência adquirida (AIDS) e às hepatites B e C crônicas. As hepatites B e 
C crônicas são um problema de saúde pública mundial, sendo uma importante 
causa de mortalidade e morbidade. O protocolo clínico e diretrizes terapêuticas do 
Brasil (PCDT) preconiza o uso do IFNα para o tratamento da hepatites B e C 
crônicas, sendo essa proteína o medicamento de primeira escolha para o tratamento 
da hepatite C crônica. 
No entanto a utilização clínica dos interferons é limitada, devido às restrições 
farmacocinéticas  e  toxicológicas.  A  obtenção  do  efeito  terapêutico  a  partir  do 
tratamento com os interferons geralmente requer a administração de doses elevadas 
e  em  intervalos  frequentes,  devido  à  rápida  eliminação  da  proteína  do  organismo 
após sua administração parenteral. Por sua vez, a administração de doses elevadas 
e frequentes da proteína gera sérios efeitos adversos, que limitam a eficácia desta 
macromolécula  e  a  qualidade  de  vida  dos  pacientes.  Os  efeitos  adversos 
provenientes do tratamento das hepatites com o IFNα são a causa mais freqüente 
da baixa adesão dos pacientes à terapia. 
Uma das alternativas para melhorar a eficácia terapêutica do IFNα e reduzir a 
freqüência  e  intensidade  dos  efeitos  adversos  consiste  no  desenvolvimento  de 
sistemas  de  liberação  capazes  de  manter  níveis  sanguíneos  adequados  desta 
proteína por um período prolongado. A liberação prolongada do IFNα poderia evitar 
a ocorrência  de picos de concentração capazes de  gerar efeitos adversos e ainda 
promover o efeito clínico com uma menor freqüência de administração do fármaco. 
As  micropartículas  poliméricas  têm  sido  muito  estudadas  como  sistemas  de 
liberação  de  peptídeos  e  proteínas  terapêuticas  por  promoverem  a  liberação 
prolongada e proteção contra degradação da proteína incorporada nas formulações 
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no  organismo,  resultando,  portanto,  em  uma  maior  eficácia  terapêutica.  Há  várias 
formulações de micropartículas poliméricas para a liberação de proteínas aprovadas 
pelo FDA e comercializadas, o que demonstra o potencial dessa forma farmacêutica 
para o desenvolvimento de novos sistemas contendo proteínas. 
A  poli-ε-caprolactona  (PCL)  é  um  polímero  biodegradável  e  biocompatível, 
pertencente  à  classe  dos  poliésteres  alifáticos,  de  grande  interesse  para  o 
desenvolvimento de sistemas de liberação prolongada de fármacos. 
O trabalho em questão objetivou desenvolver formulações de micropartículas 
poliméricas de PCL contendo IFNα, visando a liberação prolongada desta proteína 
após  administração  subcutânea.  Esse  sistema  poderia  aumentar  a  adesão  dos 
pacientes  à  terapia  e  melhorar  a  sua  qualidade  de  vida,  pela  redução  dos  efeitos 
adversos e número requerido de injeções no tratamento. Este trabalho foi realizado 
em colaboração com a Fundação Ezequiel Dias, instituição pública que desempenha 
um  importante  papel  na  produção  de  medicamentos  e  imunobiológicos  para  o 
Sistema Único de Saúde; onde, atualmente, está em fase de implementação de um 
laboratório produtor de IFNα e eritropoetina. Dessa forma, o conhecimento adquirido 
neste trabalho poderá ser utilizado para o desenvolvimento de formulações contendo 
proteínas terapêuticas pela Fundação. 
Neste  trabalho,  devido  ao  alto  custo  do  IFNα,  primeiramente  foram 
desenvolvidas micropartículas contendo a albumina bovina (BSA) como modelo de 
proteína, para  verificação  da capacidade  de incorporação  e liberação de  proteínas 
pelos  sistemas.  Formulações  de  micropartículas  contendo  IFNα  foram  então 
desenvolvidas para uma avaliação inicial do comportamento desta proteína nas 
formulações.  Este  trabalho  é  inédito,  já  que  não  existem  estudos  descritos  na 
literatura  de  desenvolvimento  de  micropartículas  do  polímero  PCL  para  o 
encapsulamento de IFNα. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
 
2.1 Os interferons 
 
 
2.1.1 Ações biológicas 
 
 
Os  interferons  são  uma  família  de  proteínas  que  foram  primeiramente 
descobertos em 1957 como mediadores da resistência celular à infecção viral e que 
demonstraram, posteriormente, diversas ações na resposta imune contra patógenos, 
na imunomodulação e no desenvolvimento hematopoiético (MAMANE et al., 1999). 
Os interferons pertencem ao grupo das citocinas, proteínas que são produzidas em 
resposta aos micro-organismos e a outros antígenos e estimulam diversas respostas 
das células envolvidas na imunidade e inflamação (ABBAS et al., 2003). 
Os  interferons  são  classificados  como  tipo  I  e  tipo  II  de  acordo  com  a  sua 
estrutura e ligação a receptores específicos da superfície celular. Os interferons do 
tipo I incluem o IFNα, o interferon beta e o interferon ômega, enquanto o interferon 
gama  é  o único  representante  do interferon tipo  II.  Os  interferons do  tipo  I  são 
produzidos por células infectadas por vírus e ligam-se a um receptor tipo I comum. 
Já  o  interferon  tipo  II  é  estruturalmente  diferente,  liga-se  ao  receptor  tipo  II  e  é 
produzido somente por células do sistema imune (linfócitos T e células natural Killer) 
em  reposta a  estímulos antigênicos ou mitogênicos,  sendo crucial  para  a  ativação 
apropriada da resposta imune e eliminação do patógeno (OBEID; BAUVOIS, 2006; 
PESTKA, 2007).
 
Pela tecnologia do ácido desoxirribonucléico (DNA) recombinante, é possível 
produzir  atualmente  quantidades  ilimitadas  de  interferons  com  alta  pureza, 
permitindo  a realização  de  investigações clínicas e  biológicas  dessas  proteínas 
(OBEID; BAUVOIS, 2006). 
Os  interferons  inibem  a  replicação  viral  principalmente  por  estimularem  as 
células  a  sintetizarem  enzimas  que  impedem  a  produção  do  material  genético  do 
vírus  pela  célula.  Assim,  uma  célula  que  respondeu  ao  interferon  é  resistente  à 
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infecção  viral  e  está  em  um  estado  antiviral.  Os  interferons  ainda  facilitam  o 
reconhecimento  das  células  infectadas  por  vírus  pelas  células  do  sistema  imune, 
aumentando a eficiência antiviral do organismo (ABBAS et al., 2003). 
Os interferons exibem atividade  imunomodulatória  por modularem diferentes 
aspectos da resposta imune inata e adaptativa, sendo o interferon gama muito mais 
potente do que o IFNα e o interferon beta. A resposta inata é uma defesa primária e 
não  específica  que  envolve  ações  das  células  do  sistema  imune  (fagocitose  e 
citólise), visando à eliminação do agente estranho ao organismo. A resposta imune 
adaptativa  é  uma  reposta  de  defesa  específica  ao  agente  estranho  que  envolve 
produção  de  anticorpos  e  diferentes  citocinas  pelas  células  do  sistema  imune 
(OBEID; BAUVOIS, 2006). 
Os  interferons  apresentam  atividade  antitumoral  por  bloquearem  a 
proliferação celular, induzirem a apoptose da célula ou alterarem o tráfego celular de 
proteínas. Os interferons também inibem a angiogênese (formação de novos vasos 
sanguíneos), impedindo assim a expansão do tumor (OBEID; BAUVOIS, 2006). 
Dessa  forma,  todas  as  ações  dos  interferons  são  realizadas  visando  a 
eliminação  do  agente  estranho  do  organismo.  Essas  proteínas  atuam  de  maneira 
direta  sobre  as  células  infectadas  ou  células  tumorais  e  de  maneira  indireta  pela 
ativação  das  células  do  sistema  imune,  que  promovem  a  defesa  do  organismo  a 
agentes  estranhos,  e  inibição  da  angiogênese  (OBEID;  BAUVOIS,  2006).  As 
principais ações biológicas dos interferons são representadas na Figura 1. 
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Figura 1 
– Principais ações biológicas dos interferons
 
Fonte – Adaptação de OBEID e BAUVOIS, 2006. 
 
 
2.2.1 Utilização clínica
 
 
 
Devido  às  diversas  ações  biológicas  efetuadas  pelos  interferons,  essas 
proteínas são agentes promissores para o tratamento de várias  doenças. Desde a 
década de 70 e 80, quando foi observado o potencial dos interferons para a cura do 
câncer  e das infecções  virais, várias  triagens  clínicas  realizadas estabeleceram 
importantes funções dessas citocinas no tratamento de tumores, síndromes virais e 
desordens  autoimunes  (PLANATIAS,  2005).  Atualmente,  os  interferons  são 
aprovados  pelo  Food  and  Drug  Administration  (FDA)  para  o  para  o  tratamento  de 
diversas  doenças  humanas.  O  IFNα  foi  inicialmente  aprovado  pelo  FDA  em  1986 
para  o  tratamento  da  leucemia,  sendo  o  primeiro  produto  bioterapêutico  aprovado 
para  o  uso  clínico.  Atualmente  o  IFNα  é  aprovado  também  para  o  tratamento  de 
melanoma  maligno,  linfoma  folicular,  codiloma  acuminata,  sarcoma  de  Kaposi 




 
19
 

relacionado  à  síndrome  da  imunodeficiência  adquirida  (AIDS)  e  hepatites    B  e  C 
crônicas. O interferon beta é aprovado para o tratamento da esclerose múltipla e o 
interferon  gama  para  as  doenças  granulomatosa  e  osteopretose  maligna.  O  IFNα 
ainda  é  usado  no  tratamento  de  muitos  cânceres,  como  o  câncer  renal,  em 
associação com outros agentes terapêuticos (PESTKA, 2007). 
  Entretanto, a utilização clínica dos interferons é limitada devido às limitações 
toxicológicas  e  farmacocinéticas.  Os  efeitos  colaterais  do  tratamento  com  o 
interferon  são  provenientes  da  necessidade  de  administração  de  altas  doses  das 
proteínas  para  obtenção  do  efeito  terapêutico,  devido  á  sua  rápida  eliminação  do 
organismo  após  administração  parenteral,  e  à  necessidade  do  uso  prolongado  da 
macromolécula para o tratamento de doenças crônicas (OBEID; BAUVOIS, 2006).  
 
 
2.2 A utilização clínica do interferon alfa no tratamento das hepatites crônicas 
B e C 
 
 
A  utilização  clínica  do  IFNα  será  exemplificada  neste  trabalho  para  o 
tratamento das Hepatites crônicas B e C devido à alta prevalência dessas doenças 
na  população  mundial  (LAVANCHY,  2008)  e  pelo  IFNα  ser  o  fármaco  de  primeira 
escolha para o tratamento da hepatite C crônica (DIWAN, PARK, 2003). 
 
 
2.2.1 As Hepatites B e C 
 
 
A  hepatite  B  é  uma  infecção  do  fígado  causada  pelo  vírus  da  hepatite  B 
(VHB),  um  vírus  de  DNA  da  família  hepadnaviridae.  Trata-se  de  um  agente 
altamente  infectante,  transmitido  horizontalmente  por  meio  de  sangue,  de 
hemoderivados e de secreções uretrais e vaginais contaminados e verticalmente, da 
mãe para o filho recém-nascido, durante ou logo após o parto. A infecção pelo VHB 
pode  se  manifestar  na  forma  de  sintomas  gastrintestinais  leves  ou  hepatite 
fulminante  (embora  raramente),  ou  ainda  ser  completamente  assintomática.  A 
infecção se torna crônica em cerca de 90 % dos neonatos, de 20 % das crianças e 
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de 1  a  5 %  dos adultos.  Parte desses pacientes  cronicamente  infectados pode 
desenvolver  cirrose  hepática  e  carcinoma  hepatocelular,  com  altas  taxas  de 
morbidade e mortalidade (ASSIS et al., 2004). 
O diagnóstico de infecção crônica pelo VHB é confirmado pela persistência do 
marcador do vírus, HBsAg, por mais de seis meses no soro do paciente. A hepatite 
B crônica se divide em duas fases ao longo da vida, sendo a primeira caracterizada 
por alta replicação viral e a segunda por níveis baixos ou indetectáveis de replicação 
viral. O objetivo do tratamento da hepatite B crônica é diminuir a progressão do dano 
hepático  por  meio  da  supressão  da  replicação  viral.  O  dano  hepático  com 
progressão para  cirrose ocorre  em  pacientes  com  a  replicação ativa  do  vírus,  que 
são aqueles que necessitam de tratamento (BRASIL, 2002a). 
Estima-se  que cerca de dois bilhões de pessoas já entraram em contato com 
o  vírus,  350  milhões  são  portadores  crônicos  da  doença  e  50  milhões  de  novos 
casos são identificados a cada ano. No Brasil, 15 % da população já foi contaminada 
pelo vírus e 1 % é portadora crônica da doença (ASSIS et al. 2004; BRASIL, 2002a; 
CLEMENS et al., 2000). 
A  hepatite  C  é  uma  infecção  do  fígado  causada  pelo  vírus  da  hepatite  C 
(VHC),  um  vírus  de  ácido  ribonucléico  (RNA)  da  família  Flaviviridae.  As  vias  de 
transmissão,  à  semelhança  da  hepatite  B,  são  a  parenteral,  a  sexual  e  a  vertical. 
Tanto a infecção crônica como a aguda são geralmente assintomáticas, estimando-
se  que  apenas  um  terço  dos  pacientes  com  infecção  aguda  pelo  VHC  venha  a 
apresentar  os  sintomas  de  icterícia.  A  história  natural  exata  da  hepatite  C 
permanece desconhecida  em decorrência  da dificuldade de  se  definirem  os dados 
prospectivos,  o  início  da  infecção  e  a  multiplicidade  de  co-fatores  capazes  de 
influenciar a progressão da doença (BRASIL, 2002a; VASCONCELOS et al., 2006). 
O VHC é uma  das  principais  causas  de  hepatite crônica e doença  hepática 
avançada  em  todo  o  mundo,  sendo  a  indicação  mais  frequente  de  transplante 
hepático na atualidade. Consequentemente a hepatite C representa hoje um desafio 
mundial em saúde pública. Estima-se que cerca de 170 a 200 milhões de pessoas 
no  mundo  são  infectadas  pelo  vírus  e,  todo  ano,  três  a  quatro  milhões  de  novos 
casos de infecção devido à contaminação pelo VHC são identificados. Cerca de 55 a 
85  %  dos  indivíduos  com  infecção  aguda  pelo  vírus  da  hepatite  C,  tornam-se 
cronicamente  infectados  e  apresentam  elevado  risco  de  desenvolverem  dano 
hepatocelular, cirrose hepática, carcinoma ou falência hepática. Não se conhece ao 
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certo a prevalência da infecção pelo HCV no Brasil, mas estima-se que a infecção 
crônica por esse vírus esteja em torno de 1 % da população (BRASIL, 2002a). 
 
 
2.2.2 O tratamento das Hepatites B e C 
 
 
O  tratamento  da  hepatite  aguda  não  requer  medidas  específicas. 
Tradicionalmente, recomenda-se o repouso no leito, pelo menos durante o período 
da icterícia. O acompanhamento do paciente deve ser realizado mensalmente com 
controle  dos  níveis  de  bilirrubinas,  transaminases,  atividade  de  protrombina  e  dos 
marcadores sorológicos dos vírus VHB ou VHC. Já  no caso da hepatite crônica, o 
indivíduo desenvolve insuficiência hepatocelular grave, com múltiplas complicações 
(FERREIRA; CARVALHO, 1998). 
O principal  objetivo a  ser  alcançado  com  a  terapêutica  das hepatites  B  e  C 
crônicas é diminuir a progressão do dano hepático através da supressão sustentada 
da replicação viral (BRASIL, 2002b). 
O tratamento da hepatite B crônica pode ser realizado com o IFNα ou com o 
fármaco  lamivudina,  análogo  de  nucleosídeo,  segundo  o  PCDT.  Tanto  o  IFNα 
quanto a lamivudina apresentam eficácia similar nos ensaios clínicos. O tratamento 
com  o  IFNα  é  mais  curto,  mas  é  realizado  por  via  subcutânea  e  apresenta  maior 
número  de  efeitos  adversos  potenciais.  Já  o  tratamento  com  a  lamivudina  é 
realizado  por  via  oral  e  tem  menos  efeitos  adversos  potenciais,  mas  pode  gerar 
resistência  por  um  período  prolongado  de  uso,  induzindo  o  surgimento  de  cepas 
virais  mutantes  que  são  capazes  de  se  replicar  a  despeito  do  tratamento.  A  dose 
recomendada de IFNα para o tratamento de adultos é de 5.000.000 UI,  por dia por 
16 semanas consecutivas, por via subcutânea. Como alternativa terapêutica pode-se 
sugerir  10.000.000  UI  três  vezes  por  semana.  Uma  resposta  positiva  com  o 
tratamento  com  o  IFNα,  definida  como  a  ausência  dos  marcadores  de  replicação 
celular, dentro de doze meses após o início do tratamento, pode ser alcançada em 
30 a 40 % dos pacientes (BRASIL, 2002b). 
O tratamento da hepatite C crônica pode ser realizado com o IFNα associado 
ou não à ribavirina ou com o interferon alfa peguilado também associado ou não à 
ribavirina,  segundo  o  PCDT  (BRASIL,  2002b).  O  interferon  alfa  peguilado  é  uma 
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nova forma de IFNα em que a proteína foi ligada covalentemente a uma cadeia de 
polietilenoglicol.  Com  a  peguilação,  a  molécula  de  IFNα  torna-se  maior,  o  que 
dificulta  a  sua  metabolização.  Dessa  forma,  sua  concentração  na  corrente 
sanguínea permanece elevada por um maior tempo. A atividade biológica do IFNα 
permanece qualitativamente inalterada e a sua administração, que ao invés de ser 
de três vezes por semana, passa a ser semanal (HARRIS; CHESS, 2003). 
As  doses  de  administração  preconizadas  de  IFNα  pelo  PCDT  para  o 
tratamento da hepatite crônica C são de 3.000.000 UI a 5.000.000 UI três vezes por 
semana e da dose preconizada de interferon alfa peguilado é de 180 µg por semana 
(BRASIL, 2002b). Apesar da justificativa de sua utilização por meio de ensaios 
clínicos, há questionamentos quanto à maior eficiência do interferon alfa peguilado 
frente ao convencional. Um ensaio clínico randomizado aberto de fase III, concluiu 
que  a  diferença  entre  o  interferon  alfa  peguilado  associado  à  ribavirina  e  o  IFNα 
associado à ribavirina foi apenas de 6 % em relação à taxa de resposta virológica 
sustentada (não detecção do vírus na corrente sanguínea após seis meses do 
término do tratamento) (MANNS et al., 2001). 
Vários  estudos  realizados  demonstraram  o  maior  benefício  da  terapia 
combinada  de  IFNα  e  ribarivina  frente  à  monoterapia  com  IFNα  (BRASIL,  2002b, 
SCHALM et al., 1997). O tratamento com IFNα em monoterapia com a administração 
de 3.000.000 UI três vezes por semana por 48 semanas apresenta taxa de resposta 
virológica sustentada de 12 a 19 % nos pacientes enquanto que o tratamento como 
IFNα  em  associação  com  a  ribavirina  com  a  administração  de  3.000.000  UI  três 
vezes  por  semana  e  1000  mg  por  semana,  respectivamente,  por  48  semanas 
apresenta  taxa  de  resposta  virológica  sustentada  de  38  a  47%  (THITINAN; 
MCCONVILLE, 2009).
 
 
 
2.2.3 Limitações da utilização clínica do interferon alfa para o tratamento das 
hepatites B e C crônicas. 
 
 
Devido  à  rápida  eliminação da  proteína  do  organismo  após  administração 
parenteral,  o tratamento das hepatites requer a administração de IFNα em elevadas 
doses  e  em  intervalos  frequentes  para  obtenção  do  efeito  terapêutico,  o  que  gera 
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efeitos adversos sérios que limitam a eficácia clínica  desta macromolécula e a 
qualidade de vida dos pacientes com ela tratados (SÁNCHEZ et al. 2003). 
São  vários  os  efeitos  adversos  apresentados  pelos  pacientes  submetidos  à 
terapia com IFNα. Os mais frequentes ou mais sérios incluem os sintomas parecidos 
com os  de uma gripe  (dor de  cabeça, indisposição,  febre,  calafrios, fadiga, dor 
muscular, dor nas costas  e articulações),  os distúrbios  gastrintestinais  (náusea, 
diarréia,  anorexia  e  perda  de  peso),  as  alterações  hematológicas  (neutropenia, 
trombocitopenia,  anemia),  os  sintomas  dermatológicos  (alopecia,  dermatite),  os 
sintomas  relacionados  com  alterações  no  sistema  nervoso  central  (depressão, 
irritabilidade,  labilidade  emocional,  dificuldade  de  concentração)  as  doenças 
autoimunes  e  infecciosas  (hipertireoidismo,  hipotireoidismo,  infecções  bacterianas 
associadas),  as  doenças  pulmonares  (pneumonia  intersticial),  os  sintomas 
cardiovasculares  (arritmia,  infarto  do  miocárdio,  angina)  e  os  sintomas  oftálmicos 
(retinopatia, hemorragia na retina, distúrbios e perdas visuais) (GISH, 2004). 
Os  efeitos  adversos  provenientes  do  tratamento  das  hepatites  com  o  IFNα 
são a causa mais freqüente de falta de adesão dos pacientes à terapia (maior que 
75 %) (GISH, 2004).  
 Okanoue  e  colaboradores  (1996)  avaliaram  a  incidência  dos  efeitos 
adversos,  na  população  japonesa,  provenientes  da  utilização  do  IFNα  para  o 
tratamento da hepatite C crônica. O esquema de administração de IFNα utilizado foi 
de  6  a  10  milhões  de  unidades  por  dia  por  duas  semanas  com  posterior 
administração  de  6  a  10  milhões  de  unidades  três  vezes  por  semana  por  22 
semanas. Dos 987 pacientes avaliados, 310 necessitaram de redução de dose para 
3 milhões de unidades por dia ou a cessação da terapia devido às reações adversas 
de leucopenia, trombocitopenia e sintomas parecidos com os de uma gripe. Dos 677 
pacientes  restantes,  44  apresentaram  concentrações  sanguíneas  alteradas  de 
hormônio estimulante da tiróide, 23 apresentaram depressão, 18 exibiram alterações 
da tiróide, 6 tiveram doenças autoimunes e 3 apresentaram pneumonia. 
Fattovich  e  colaboradores  (1996)  realizaram  um  estudo  para  avaliação  dos 
efeitos adversos provenientes do tratamento com o IFNα em pacientes com hepatite 
C crônica na Itália. O estudo foi conduzido de modo retrospectivo com um número 
(n) de 11241 pacientes. Dos pacientes examinados, cinco morreram em decorrência 
da falência do fígado ou de complicações advindas de sepsemia. Efeitos adversos 
que  podem  levar  a  morte foram  observados  em  oito  pacientes:  dois  casos  de 
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depressão que  levaram ao  suicídio e  seis pacientes com  supressão da  medula 
óssea.  Durante  o  tratamento  com  o  interferon  mais  131  pacientes  apresentaram 
outros efeitos adversos relacionados: distúrbios da tiróide (n = 71), impotência (n = 
5), doença autoimune (n = 14), diabettes melitus (n = 10), doença cardiovascular (n 
=  7),  psicose  (n  =  10),  neuropatia  (n  =  3),  ataque  de  epilepsia  (n  =  4)  e  anemia 
hemolítica (n = 2). 
Dessa  forma,  uma  das  alternativas  para  melhorar  a  eficácia  terapêutica  do 
IFNα  consiste  no  desenvolvimento  de  sistemas  de  liberação  capazes  de  manter 
níveis sanguíneos adequados da proteína por um período prolongado (SÁNCHEZ et 
al.  2003). A liberação de menores doses de IFNα pelo sistema no organismo, 
provavelmente  ocasionaria  uma  redução  da  intensidade  e  do  número  dos  efeitos 
adversos  apresentados  pelos  pacientes  em  tratamento,  aumentando  a  adesão  à 
terapia pela melhoria da qualidade de vida. 
 
 
2.3 Sistemas de liberação de peptídeos e proteínas 
 
 
As  proteínas  e  os  peptídeos  têm  apresentado  crescente  interesse  como 
fármacos. No entanto, para que sejam eficazes, elas precisam atingir o local de ação 
antes de sofrerem degradação (SEGERS; LEE, 2007). 
Desde  o desenvolvimento da tecnologia do DNA  recombinante nos anos de 
1980,  é  crescente  o  número  de  novas  moléculas  de  origem  biotecnológica 
estudadas,  como  proteínas  recombinantes,  anticorpos  monoclonais  e  ácidos 
nucléicos, que  apresentam um alto  potencial terapêutico. Mais  de 125 produtos 
biotecnológicos  já haviam sido aprovados  para uso  clínico  pelo FDA  até  o  ano de 
2006 (TAUZIN, 2006). No relatório da Pharmaceutical Research and Manufacturers 
of  America  de 2008, estão descritas ainda 633 novas substâncias biotecnológicas, 
incluindo  peptídeos  e  proteínas,  identificadas  para  o  tratamento  de  mais  de  100 
doenças  que  se  encontram  em  estudos  clínicos  ou  em  revisão  pelo  FDA.  Essas 
doenças incluem principalmente, o  câncer, as doenças infecciosas,  as doenças 
autoimunes e a AIDS (TAUZIN, 2008). 
Apesar  dos  avanços  biotecnológicos,  a  aplicação  de  peptídeos  e  proteínas 
como fármacos  ainda constitui  um desafio, devido aos obstáculos que dificultam o 
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transporte  dessas  substâncias  no  organismo  até  o  sítio  de  ação.  Enquanto  os 
fármacos  convencionais  são  relativamente  estáveis,  apresentam  baixa  massa 
molecular,  são  razoavelmente  lipofílicos  e  podem  ser  transportados 
satisfatoriamente  através  das  barreiras  celulares  para  o  sangue  e  seus  locais  de 
ação, as proteínas são instáveis, hidrofílicas, apresentam elevada massa molecular, 
estrutura complexa e baixa permeabilidade (SINHA; TREHAN, 2003). Além das 
limitações  encontradas  na  absorção,  os  peptídeos  e  proteínas  geralmente 
apresentam  curta  meia-vida,  devido  à  degradação  enzimática  no  local  de 
administração ou durante o seu percurso para o local de ação (ALMEIDA; SOUTO, 
2007). 
   Atualmente,  maioria  das  proteínas  e  peptídeos  terapêuticos  é  administrada 
na  forma  de  solução  ou  suspensão  pela  via  parenteral,  já  que  essas 
macromoléculas  apresentam  baixa biodisponibilidade pela  via oral.  O  tratamento 
com  peptídeos  e  proteínas  pela  via  parenteral  geralmente  requer  administrações 
freqüentes do medicamento, o que pode ocasionar uma menor eficácia terapêutica, 
devido à obtenção de níveis sanguíneos irregulares do fármaco e baixa adesão do 
paciente  à  terapia,  devido  ao  desconforto  e  à  dor  da  aplicação  das  injeções 
(JORGENSEN et al., 2006). 
  Dessa  forma,  muitas  pesquisas  estão  sendo  realizadas  visando  à  obtenção 
de sistemas de liberação que possam aumentar a eficácia terapêutica de peptídeos 
e proteínas e melhorar a adesão do paciente a terapia, seja pelo emprego de vias 
alternativas  de  administração  ou  diminuição  da  freqüência  de  injeções.  Diferentes 
sistemas têm sido estudados para o transporte de peptídeos e proteínas, sendo os 
principais  os  lipossomas,  as  nanopartículas  e  micropartículas  poliméricas,  os  géis, 
as emulsões e as nanopartículas lipídicas sólidas (ALMEIDA, SOUTO, 2007). Esses 
sistemas podem promover uma liberação prolongada do fármaco a nível sistêmico 
ou  local  e  também  proteger  as  proteínas  de  degradação  e  neutralização  no 
organismo, resultando em uma maior atividade (LEE; YUK, 2007). 
  A  principal  dificuldade  no  desenvolvimento  de  sistemas  de  liberação  de 
peptídeos  e  proteínas  é  a  manutenção  da  estabilidade  destas  macromoléculas.  A 
estabilidade  física  e  química  de  proteínas  pode  ser  comprometida  por  fatores 
relacionados  ao  meio  como  pH,  força  iônica,  temperatura,  pressão  elevada, 
presença  de  solventes  orgânicos,  presença  de  íons  metálicos,  presença  de 
tensoativos, adsorção e agitação. Grande parte desses fatores, que podem danificar 
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as proteínas e reduzir a sua atividade biológica, estão presentes nos processos de 
desenvolvimento de formulações comumente utilizados (ALMEIDA, SOUTO, 2007). 
  Na  literatura  estão  descritos  diversos  trabalhos  relacionados  ao 
desenvolvimento de sistemas de liberação para peptídeos e proteínas. 
  Van  Slooten  e  colaboradores  (2001)  desenvolveram  uma  formulação  de 
lipossomas multilamelares  contendo interferon gama  e obtiveram  alta  eficiência  de 
encapsulamento (80  %) e  preservação  da  bioatividade  da  proteína.  O  interferon 
gama encapsulado em lipossomas foi detectado até sete dias no local de aplicação 
após  injeção  subcutânea  enquanto  o  interferon  na forma  de  solução foi  detectado 
apenas por dois dias. 
Carrascosa  e  colaboradores  (2004)  desenvolveram  uma  formulação  de 
liberação  prolongada  de  microesferas  do  copolímero  dos  ácidos  lático  e  glicólico 
(PLGA) para administração subcutânea de fator de crescimento I para o tratamento 
de  doenças  neurodegenerativas.  As  microesferas  obtidas  apresentaram  alta 
eficiência de encapsulação da proteína. A administração de fator de crescimento em 
microesferas promoveu  um aumento  de pelo  menos  30 vezes  do  tempo  médio de 
permanência  da  proteína  em  ratos  e  camundongos  quando  comparada  com  a 
solução  convencional. Assim, a administração  dessa proteína  pôde ser substituída 
de duas aplicações por dia para uma a cada duas semanas. A eficácia terapêutica 
da  nova  formulação  foi  estudada  em  camundongos  modificados,  que  apresentam 
falta de coordenação motora, a qual é tratada pela administração sistêmica contínua 
de fator de crescimento I. A coordenação motora normal foi mantida com a terapia 
continua  de  microesferas  de  fator  de  crescimento  I  e  camundongos  severamente 
afetados  mostraram  uma  significativa  melhora  na  coordenação  motora, 
apresentaram ganho de peso e aumento do tempo de vida. 
Garcia-Fuentes  e  colaboradores  (2005)  desenvolveram  nanopartículas 
lipídicas sólidas revestidas com quitosana como veículo para administração oral de 
peptídeos e avaliaram a capacidade do sistema em incorporar e liberar a calcitonina. 
Este sistema  foi  comparado com  nanopartículas lipídicas sólidas  revestidas  com 
polietilenoglicol previamente obtidas pelos pesquisadores. O sistema apresentou 
eficiente  incorporação  de  calcitonina  e  menor  taxa  de  adsorção  superficial  do 
peptídeo, quando comparado com as nanopartículas lipídicas sólidas revestidas com 
polietilenoglicol,  o  que  gerou  um  efeito  de  liberação  inicial  elevada  da  proteína  in 
vitro  menos  expressivo.  Após  a  liberação  inicial  elevada,  ambos  os  sistemas 
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apresentaram  uma  liberação  lenta  da  calcitonina,  sendo  este  resultado  atribuído  à 
afinidade do peptídeo por lipídios e à ausência de degradação da matriz lipídica in 
vitro. 
Liu e colaboradores (2007) investigaram a utilização de gel termossensível à 
base de copolímero dos óxidos de etileno e propileno para liberação controlada de 
peptídeos  e  proteínas  após  injeção  subcutânea,  usando  o  polipeptídeo 
antitrombótico  hirundina  como  modelo.  Os  resultados  obtidos  após  injeção 
subcutânea do gel em ratos normais mostraram que a formulação aumentou a 
biodisponibilidade,  prolongou  o  efeito  antitrombótico  da  hirundina  e  propiciou 
concentrações  da  proteína  detectáveis  no  plasma  por  um  período  prolongado  em 
comparação com o polipeptídeo em solução aquosa. Os resultados sugerem que o 
gel  desenvolvido  pode  ser  útil  como  um  veículo  para  liberação  prolongada  de 
peptídeos e proteínas. 
Cheng  e  colaboradores  (2008)  desenvolveram  uma  microemulsão  de  água 
em óleo contendo a enzima fibrinolítica earthworm visando aumentar a sua absorção 
oral e eficácia trombolítica. A microemulsão de água em óleo e uma solução controle 
contendo  a  proteína  foram  administradas  por  via  oral  em  ratos.  A  microemulsão 
proporcionou uma maior permeabilidade da proteína na membrana intestinal in vitro, 
bem como uma maior absorção e eficácia in vivo quando comparada com a solução 
controle. A biodisponibilidade intraduodenal da enzima incorporada na microemulsão 
foi 200 vezes maior do que a encontrada na solução controle. Não foram observados 
sinais  indicativos  de  inflamação  nos  tecidos  da  mucosa  intestinal  após  a 
administração  de  múltiplas  doses  da  microemulsão.  Os  resultados  indicam  que  a 
microemulsão água em óleo pode representar um sistema de liberação oral efetivo e 
seguro para macromoléculas hidrofílicas. 
Jain  e  colaboradores  (2008)  prepararam  nanopartículas  de  amido  como  um 
sistema mucoadesivo  para  administração  intranasal  de  insulina.  As  nanopartículas 
contendo insulina foram preparadas com diferentes promotores de ligação cruzada e 
várias  metodologias.  O  efeito  hipoglicêmico  apresentado  pela  administração 
intranasal  das  nanopartículas  preparadas  em  ratos  diabéticos  foi  prolongado  e 
significativo por até 6 horas. A melhor formulação obtida mostrou 48,6% de atividade 
farmacológica quando comparada à administração subcutânea da proteína. 
Geng  e  colaboradores  (2008)  desenvolveram  microesferas  de  PLGA 
contendo  eritropoetina,  que  é  considerada  a  proteína  que  forma  agregados  mais 
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facilmente  durante  o  processo  de  microencapsulação,  gerando  séria  resposta 
imunológica  in  vivo.  Neste  estudo  foram  obtidas  partículas  de  dextrano  contendo 
eritropoetina. Nas partículas do polissacarídeo, a eritropoetina obteve resistência a 
solventes  orgânicos  e  foi  encapsulada  em  microesferas  sem  degradação 
significativa (2%). A eritropoetina foi liberada das microesferas preparadas de forma 
prolongada  e  uma  única  injeção  da  formulação  em  ratos  resultou  no  efeito 
terapêutico  de  elevação  da  quantidade  de  hemácias  na  corrente  sanguínea 
correspondente  ao  efeito  da  administração  de  12  injeções  da  formulação  em 
solução. Os resultados obtidos por ensaio imunoenzimático (ELISA) indicam que os 
camundongos  que  receberam  as  microesferas  não  desenvolveram  uma  resposta 
imunológica  contra  a  eritropoetina  maior  do  que  a  observada  com  a  aplicação  da 
proteína em solução. 
Stark  e  colaboradores  (2008)  desenvolveram  uma  formulação  lipossomal 
contendo o peptídeo vasoativo intestinal para administração pulmonar por meio de 
aerossol. A utilização do peptídeo vasoativo intestinal para o tratamento de doenças 
como fibrose cística e hipertensão pulmonar primária é limitada devido à sua rápida 
degradação in  vivo. A formulação desenvolvida foi avaliada in vitro pela incubação 
dos lipossomas no fluido da lavagem broncoalveolar e os resultados demonstraram 
uma  efetiva  proteção  do  sistema  contra  a  degradação  enzimática  do  peptídeo 
vasoativo intestinal. 
 
 
2.4 Micropartículas poliméricas 
 
 
As  micropartículas  poliméricas  têm  sido  muito  estudadas  como  sistemas  de 
liberação  de  peptídeos  e  proteínas  terapêuticos  por  promoverem  liberação 
prolongada  e  proteção  contra  degradação  no  organismo  do  fármaco  incorporado, 
resultando  em  uma  maior  eficácia  terapêutica  (MEHNERT;  MADER,  2001).  Já 
existem várias  formulações aprovadas pelo  FDA no  mercado de  micropartículas 
poliméricas para a liberação de proteínas (Quadro 1) , o que demonstra o potencial 
dessa forma farmacêutica para o desenvolvimento de novos sistemas contendo 
proteínas (MUNDARGI et al., 2008; SINHA; TREHAN, 2003). 
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Quadro 1-
 Formulações de micropartículas de PLGA para administração parenteral de 
proteínas disponíveis no mercado. 
Nome comercial  Proteína terapêutica
 

Empresa / país  Indicação 
terapêutica 
Lupron depot
® 
Acetato de leprolide
 

Takeda 
Pharmaceuticals 
North América / EUA
 

Câncer de próstata
 

Nutropin depot
® 
Hormônio do 
crescimento 
Genentech / EUA  Deficiência 
pediátrica de 
hormônio do 
crescimento 
Decapeptyl
® 
Pamoato de 
triptorelin 
Ferring 
Pharmaceuticals/ 
Suécia 
Câncer de próstata
 

 
Trelstar
TM
 depot  Pamoato de 
triptorelin 
Pfizer/ EUA  Câncer de próstata
 

Sandostatin LAR
®
 
Depot 
Acetato de 
octreotide 
Novartis/ Suíça  Acromegalia 
Adaptado de SINHA;TREHAN, 2003. 
 
 
As micropartículas são definidas como sistemas poliméricos de diâmetro entre 
1  a  1000  µm,  podendo  se  apresentar  como  microesferas  e  microcápsulas.  As 
microesferas têm uma estrutura matricial em que o fármaco pode estar adsorvido na 
superfície  e/ou  disperso  na  matriz  polimérica.  Já  as  microcápsulas  têm  uma 
cavidade interna circundada por uma membrana polimérica. Neste caso, o fármaco 
geralmente se encontra dissolvido ou disperso na cavidade aquosa ou oleosa mas 
também  pode  ser  encontrado  adsorvido  na  parede  polimérica  (ALLÉMANN  et  al., 
1998).  As  estruturas das microesferas  e microcápsulas  estão representadas  na 
Figura 2. 
 
 
Figura 2
 -
 
Representação estrutural de microesferas e microcápsulas 
Fonte: Adaptação de SUAVE et al., 2006. 
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As micropartículas têm sido desenvolvidas geralmente para administração de 
fármacos  pela  vias  subcutânea,  oral  e  nasal.  Os  problemas  que  podem  estar 
associados à formulação  desses sistemas,  como a perda da atividade  da proteína 
durante o processo de produção e a exibição de um perfil de liberação inadequado 
do agente incorporado, limitam a quantidade de produtos já comercializados. Esses 
problemas  encontrados  no  desenvolvimento  da  formulação  de  micropartículas 
podem ser solucionados ou pelo menos minimizados pela otimização do tamanho da 
partícula,  escolha  adequada  do  método  de  preparo  e  do  polímero  utilizado  e  pelo 
uso de estabilizantes para proteínas (GITEAU et al., 2008; MUNDARGI et al., 2008; 
SINHA; TREHAN , 2003).
 
As  micropartículas  são  constituídas  principalmente  por  polímeros 
biodegradáveis,  já  que  geralmente  não  possuem  problemas  de  toxicidade  e 
dificuldade  de  eliminação  do  organismo.  Uma  variedade  de  polímeros 
biodegradáveis  sintéticos  e  naturais  tem  sido  estudada,  incluindo  poliésteres, 
polianidridos,  poliortoésteres  e  polissacarídeos  (SINHA;  TREHAN,  2003).  Os 
principais  critérios  avaliados  para  a  seleção  de  um  polímero  biodegradável  são  a 
biodisponibilidade, a biocompatibilidade e a sua velocidade de degradação (RIEUX 
et al., 2006). Os polímeros biodegradáveis mais utilizados atualmente para o preparo 
de  sistemas  de  liberação  de  fármacos  são  os  poliésteres,  tais  como  o
  polímero 
derivado do  ácido  lático  (PLA),  o PLGA  e  a PCL,  que  já  foram extensivamente 
estudados e apresentam boa compatibilidade e perfil de degradação previsível (AL 
HAUSHEY et al., 2007). Ainda, os polímeros PLA, PLGA e PCL são aprovados pelo 
FDA para uso em humanos para aplicações clínicas (NAIR; LAURENCIN, 2007).
 
Diferentes  métodos  são  descritos  para  o  preparo  de  micropartículas,  sendo 
que, para a incorporação de peptídeos e proteínas, os mais usados são os métodos 
de emulsão múltipla seguido da evaporação do solvente, de separação de fases e 
de spray  drying. Inicialmente, para esses  três métodos, uma emulsão de água em 
óleo  é  obtida  pela  dispersão  de  uma  solução  aquosa  contendo  a  proteína  a  ser 
encapsulada em um solvente orgânico contendo o polímero dissolvido (TAMBER et 
al., 2005). 
No  método  de  emulsão  múltipla  seguido  da  evaporação  do  solvente,  a 
emulsão  inicial  é  emulsificada  com  uma  grande  quantidade  de  meio  aquoso  (fase 
aquosa  externa)  para  formar  uma  emulsão  múltipla  do  tipo  de  água  em  óleo  em 
água  e,  em  seguida,  as  micropartículas  são  obtidas  após  a  completa  remoção  do 
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solvente  do  sistema  por  evaporação.  As  micropartículas  da  suspensão  resultante 
são coletadas por centrifugação ou filtração, lavadas com água, para a remoção da 
proteína não encapsulada nos sistemas, e liofilizadas (TAMBER et al., 2005). 
No método de separação de fases, sobre a emulsão inicial é adicionado um 
solvente, em que o solvente orgânico presente na emulsão é solúvel, sob agitação. 
O  solvente  adicionado  extrai  gradualmente  o  solvente  orgânico  dos  glóbulos 
formados da emulsão ocasionando uma solidificação inicial dos sistemas. A extração 
completa do solvente  orgânico da fase contendo o polímero em solidificação é 
posteriormente realizada pela adição ao sistema de um grande volume de um outro 
solvente  orgânico,  em  que  o  solvente  da  emulsão  e  o  solvente  anteriormente 
adicionado  são  solúveis,  ocasionando  a  formação  das  micropartículas.  As 
micropartículas  da  suspensão  resultante  são  coletadas  por  centrifugação  ou 
filtração, lavadas com um solvente volátil, em que o polímero não é solúvel, para a 
remoção das impurezas, e liofilizadas (TAMBER et al., 2005). 
E  no  método  de  spray  drying  as  micropartículas  são  formadas  com  a 
utilização de um equipamento pela atomização da emulsão de água em óleo dentro 
de  uma  corrente  de  ar  quente  onde  ocorre  vigorosa  evaporação  do  solvente.  As 
micropartículas  obtidas  são  coletadas  da  corrente  de  ar  em  uma  câmera  de 
deposição no equipamento já na forma de pó (TAMBER et al., 2005). 
O método de emulsão múltipla seguido da evaporação do solvente tem sido 
muito  empregado  para  o  desenvolvimento  de  formulações  de  micropartículas 
contendo  proteínas.  São  diversas  as  variáveis  que  podem  ser  controladas  no 
método para a  obtenção das  micropartículas. As  condições empregadas para  o 
preparo das formulações e a natureza dos materiais usados (polímero, tensoativo e 
fármaco)    determinam  a distribuição  do  diâmetro,  a  morfologia  das  partículas,  a 
eficiência de encapsulamento e, consequentemente, a taxa de liberação do fármaco 
(LI et al., 2008). 
 A presença de um tensoativo na fase aquosa externa no método de emulsão 
múltipla seguido da evaporação do solvente é um parâmetro crítico para a formação 
das  micropartículas.  O  tensoativo  evita  a  coalescência  dos  glóbulos  de  emulsão 
formados, que  irão originar as micropartículas, durante a  remoção do solvente. 
(COUVREUR et al., 1997). 
A  formação  do  glóbulo  de  emulsão  determina  o  diâmetro  médio  e  a 
distribuição  de  diâmetro  das  micropartículas  resultantes.  O  diâmetro  das 
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micropartículas pode afetar a taxa de liberação e a eficiência de encapsulamento do 
fármaco, a passagem das partículas pela agulha da seringa e o destino in vivo, em 
termos  de  fagocitose  das  partículas  por  células  e  distribuição  das  partículas  após 
administração subcutânea (FREITAS et al., 2005). 
O solvente orgânico usado na preparação das micropartículas pelo método de 
emulsão  múltipla  seguido  da  evaporação  do  solvente  deve  ter  uma  baixa 
temperatura de ebulição. O solvente diclorometano tem sido considerado o solvente 
mais adequado para a preparação de micropartículas por este método devido a sua 
alta  volatilidade,  que  facilita  a  sua  remoção  por  evaporação,  e  a  capacidade  de 
solubilizar muitos polímeros (COUVREUR et al., 1997; LI et al., 2008). 
A  liberação  do  fármaco  das  micropartículas  de  polímeros  biodegradáveis  é 
controlada por três mecanismos: difusão pela matriz polimérica, difusão pelos poros 
na matriz e por erosão do polímero. O perfil de liberação do fármaco é determinado 
por  várias propriedades  do  polímero, do  fármaco  e  do  sistema  de  micropartículas. 
Os  fatores  que  influenciam  a  liberação  do  fármaco  dos  sistemas  relacionados  ao 
polímero  incluem  a  massa  molecular  e  o  grau  de  cristalinidade,  já  os  parâmetros 
mais  influentes  relacionados  ao  fármaco  são  a  sua  solubilidade  nos  fluidos 
biológicos, a massa molecular e existência de possíveis interações entre o fármaco 
e o polímero e os fatores relacionados ao sistema englobam o tipo de micropartícula 
(microesfera ou microcápsula), a eficiência de encapsulamento do fármaco, o estado 
físico  do  fármaco  na  matriz  polimérica  (dissolvido  ou  disperso),  a  distribuição  do 
diâmetro  das  partículas,  a  porosidade  e  estrutura  interna  das  micropartículas 
(JEONG et al., 2003). 
  Na  literatura  estão  descritos  alguns  trabalhos  de  desenvolvimento  de 
formulações de micropartículas poliméricas para a liberação prolongada do IFNα. 
Sánchez  e  colaboradores  (2003)  encapsularam  o  IFNα  em  formulações  de 
micropartículas de PLGA obtidas pelo método de emulsão de óleo em óleo seguido 
da  extração  do  solvente  e em formulações de nanopartículas e  micropartículas  de 
PLGA preparadas pelo método de emulsão múltipla do tipo água em óleo em água 
(A/O/A)  seguido  da  evaporação  do  solvente.  Esses  sistemas  foram  preparados 
usando  o  copolímero  de  polietileno  e  propilenoglicol,  também  conhecido  como 
Poloxamer,  como  agente  estabilizante  para  minimizar  a  desnaturação  do  IFNα 
durante  os processos  de encapsulação  e  /  ou  liberação.  Em adição, a  proteína 
albumina humana foi adicionada aos  sistemas  para melhorar  a estabilidade do 
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interferon. Os sistemas desenvolvidos exibiram um perfil de liberação in vitro similar 
e a  integridade e  a bioatividade do  IFNα  foram mantidas. O  IFNα liberado das 
formulações  de  micropartículas  obtidas  pelo  método  de  emulsão  de  óleo  em  óleo 
apresentou maior atividade antiproliferativa in  vitro quando comparado com o IFNα 
liberado das  formulações  obtidas  pelo  método de  emulsão  múltipla  seguido  da 
evaporação  do  solvente.  Este  fato  foi  explicado  pelos  autores  devido, 
principalmente, a uma maior estabilização do IFNα pelo copolímero de polietileno e 
propilenoglicol nas micropartículas obtidas pelo método de emulsão de óleo em óleo, 
que estava presente em maiores quantidades nesta formulação  (50%) do  que nas 
formulações preparadas pelo método de emulsão múltipla (10 %). 
  Diwan e Park (2003) desenvolveram formulações de micropartículas de PLGA 
contendo  IFNα  ou  interferon  alfa  peguilado  com polietilenoglicol  monometoxilado 
pelo método de emulsão múltipla seguido da evaporação do solvente. Os perfis de 
liberação obtidos para os dois tipos formulação foram bem diferentes, pois somente 
16  %  do  IFNα  foi  liberado  das  micropartículas  em  três  meses  enquanto  73  %  do 
interferon  alfa peguilado foi  liberado dos sistemas no  mesmo período. O interferon 
alfa  peguilado  provavelmente  demonstrou  melhor  resistência  contra  degradação 
durante o preparo das formulações e liberação in vitro do que o IFNα, o que resultou 
na  obtenção  de  um  melhor  perfil  de  liberação  da  forma  peguilada  das 
micropartículas. 
  Recentemente,  a  empresa  Biolex  Therapeutics  desenvolveu  uma 
formulação de micropartículas de liberação prolongada contendo IFNα (Locteron
TM
) 
para ser administrada a cada duas semanas no tratamento da hepatite C crônica. O 
medicamento  está  em  fase  de  estudos  clínicos  e  configura-se  como  uma 
possibilidade  de obtenção  de maior  eficácia terapêutica  do IFNα no  tratamento  da 
hepatite C crônica (THITINAN; MCCONVILLE, 2009). 
 
 
2.5 Polímero poli-ε
εε
ε-caprolactona 
 
 
A  PCL  é  um  polímero  biodegradável  e  biocompatível,  pertencente  à  classe 
dos poliésteres alifáticos, de grande interesse para o desenvolvimento de sistemas 
de  liberação  prolongada  de fármacos. A  PCL é  um  material  semicristalino,  solúvel 
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em  uma  grande  variedade  de  solventes  orgânicos,  que  apresenta  baixas 
temperaturas de fusão (55 a 60 °C) e de transição vítrea (- 70 a - 60 °C) (SINHA et 
al., 2004). O polímero sofre degradação por meio da hidrólise das ligações éster da 
cadeia polimérica, gerando como produto final do processo o ácido ε-hidroxicapróico 
(Figura  3).  Entretanto  a  degradação  da  PCL  é  muito  lenta  devido  a  sua  alta 
hidrofobicidade,  o  que  dificulta  a  penetração  de  água  nas  cadeias  poliméricas  e, 
consequentemente,  a  ocorrência  da  hidrólise  deste  polímero  (NAIR,  LAURENCIN, 
2007).  No  processo  de  degradação  da  PCL  a  clivagem  aleatória  das  cadeias 
poliméricas por hidrólise leva inicialmente a uma diminuição da massa molecular do 
material, sem perda de massa significativa. Quando a massa molecular do material 
chega  em  torno  de  5000  kDa,  a  perda  de  massa  inicia,  devido  a  difusão  de 
pequenos fragmentos poliméricos da matriz para o meio. In vivo, esses fragmentos 
poliméricos liberados são posteriormente fagocitados (SINHA et al., 2004). 
 
 
Figura 3 
- Mecanismo de hidrólise da PCL 
Fonte: Merkli e colaboradores, 1998. 
 
A  PCL  é  adequada  para  o  preparo  de formas farmacêuticas  que  têm  como 
finalidade a  liberação do fármaco por um  longo período. Como  por exemplo, o 
implante  anticonceptivo  de  PCL  disponível  no  mercado  (Capronor
®
,  Research 
Triangle Institute, EUA), é capaz de liberar o levonogestrel por difusão por um 
período de um ano, seguido por uma total bioerosão da matriz polimérica dentro de 
2 a 3 anos (MERKLI et al., 1998). 
A  lenta  degradação  da  PCL  em  sistemas  poliméricos  de  liberação  de 
fármacos não gera um microambiente ácido como o gerado pelos polímeros PLA e 
PLGA,  devido  à  melhor  difusão  dos  ácidos  formados  pela  hidrólise  da  matriz 
polimérica  no  meio  de  liberação.  Este  fato  é  uma  vantagem  da  PCL  para  o 
desenvolvimento  de  sistemas  de  liberação  para  proteínas  já  que  essas 
macromoléculas  podem  desnaturar  em função do pH e perder a  sua atividade 
biológica. Outras vantagens da PCL frente aos polímeros PLA e PLGA são o menor 
custo e  a possibilidade  de liberação  de fármacos por um período mais  prolongado 
(AL HAUSHEY et al., 2007). 
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3 OBJETIVOS 
 
 
 
3.1 Objetivo geral 
 
 
  Desenvolver  e  avaliar  micropartículas  do  polímero  poli-ε-caprolactona  como 
um  sistema  para  liberação  prolongada  do  interferon  alfa,  visando  a  administração 
por via subcutânea.  
 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
 
-  Desenvolver  micropartículas  de  poli-ε-caprolactona  pelo  método  de  emulsão 
múltipla  seguido  da  evaporação  do  solvente  contendo  albumina  bovina,  como 
modelo de proteína. 
- Caracterizar os sistemas desenvolvidos contendo albumina bovina. 
- Avaliar a capacidade dos sistemas desenvolvidos de encapsular a albumina bovina 
e liberar essa proteína in vitro de forma prolongada. 
-  Desenvolver  micropartículas  de  poli-ε-caprolactona  contendo  interferon  alfa  pelo 
método de emulsão múltipla seguido da evaporação do solvente. 
- Caracterizar os sistemas desenvolvidos contendo interferon alfa. 
- Avaliar a capacidade dos sistemas desenvolvidos de encapsular o interferon alfa e 
liberar essa proteína in vitro de forma prolongada. 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 
 
 
 
4.1 Materiais e equipamentos 
 
 
4.1.1 Materiais 
 
 
Albumina bovina na forma de pó liofilizado, pó da fração V, massa molecular 
aproximada de 66 kDa (Sigma Aldrich, EUA); interferon alfa humano recombinante 
na  forma  de  solução,  massa  molecular  19,4  kDa  (Pestka  Biomedical  Laboratories 
Interferon  Source, EUA);  poli-ε-caprolactona, massa  molecular média  de 14  kDa 
(Sigma  Aldrich,  EUA);  álcool  polivinílico,  87  a  90  %  hidrolisado,  massa  molecular 
média  entre  30  a  70  KDa  (Sigma  Aldrich,  EUA).  Os  demais  reagentes  utilizados 
neste trabalho  apresentavam  grau  analítico  e  são de  uso  comum  na  pesquisa 
farmacêutica. 
 
 
4.1.2 Equipamentos 
 
 
- Estufa de incubação Economy Incubator da Gallenkamp (Inglaterra). 
- Leitor de placas de imunoensaio Multiskan da Labsystem (Filândia). 
- Homogeneizador de alta velocidade Ultra-turrax da IKA (Alemanha). 
- Centrífuga da Beckman (EUA). 
- Liofilizador da E-C Apparatus Inc  (EUA). 
- Microscópio óptico da Leica (Alemanha). 
-  Equipamento  de  difração  a  laser  Mastersizer  2000  da  Malvern  Instruments 
(Inglaterra). 
- Microscópio eletrônico de varredura com canhão por efeito de campo da FEI 
(Holanda). 
 - Centrífuga para microtubos da Eppendorf (Alemanha). 
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- Ultrassom Transonic digital S da Elma (Alemanha). 
- Equipamento de banho-maria da Precision Scientific (Índia). 
- Incubadora da Tecnal (Brasil). 
-  Fonte  para  eletroforese  Electrophoresis  Power  supply  da  Pharmacia  Biotech 
(Alemanha). 
- Sistema para eletroforese vertical MiniVe da Amersham Biosciences (Inglaterra). 
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4.2 MÉTODOS 
 
 
4.2.1  Desenvolvimento  e  caracterização  de  micropartículas  de  poli-ε
εε
ε-
caprolactona contendo albumina bovina pelo método de emulsão múltipla do 
tipo água em óleo em água seguido pela evaporação do solvente. 
 
 
4.2.1.1  Preparo  das  formulações  de  micropartículas  de  poli-ε
εε
ε-caprolactona 
contendo albumina bovina. 
 
 
As micropartículas poliméricas foram desenvolvidas pelo método de emulsão 
múltipla do tipo A/O/A seguido da evaporação do solvente. Inicialmente, a emulsão 
primária  de  água  em  óleo  foi  obtida  pela  emulsificação  de  100  µL  de  solução  de 
BSA, de concentração de 25 mg / mL, em solução de diclorometano contendo cerca 
de 100 mg de PCL. A emulsificação das fases para formação da emulsão primária 
foi realizada com agitação de 14.000 rpm por 2 minutos, em homogeneizador de alta 
velocidade. Para formação da emulsão múltipla, duas condições de agitação foram 
empregadas.  Na  primeira  condição,  a  emulsão  primária  recém-formada  foi 
adicionada a 20 mL de solução de álcool polivinílico (PVA) 2,5 % p/V em agitação de 
8.000  rpm e  a agitação do  sistema foi mantida por dois minutos.  Na segunda 
condição, foi seguido o mesmo procedimento anterior, mas com a utilização de uma 
velocidade de agitação de 10.000 rpm. A emulsão múltipla formada foi mantida em 
agitação magnética leve em capela de exaustão por duas horas, para a evaporação 
completa  do  diclorometano  e  formação  das  micropartículas.  As  suspensões  de 
micropartículas  foram então  lavadas  três  vezes  com  20  mL  de  água  destilada  por 
meio de centrifugação, a 15.000 rpm (25.700 G) durante 15 minutos, para remoção 
do PVA e da BSA não encapsulada nos sistemas. As micropartículas obtidas foram 
então  congeladas  e  liofilizadas.  Os  sistemas  de  micropartículas  formados  com 
agitação de 8.000 e 10.000 rpm foram denominados respectivamente de M1 e M2. 
Formulações de micropartículas sem proteína foram também preparadas nas 
mesmas condições, pela emulsificação de 100 µL de água destilada com solução de 
PCL em diclorometano. Os sistemas preparados sem proteína, nas velocidades de 
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agitação  de  8.000  e  10.000  rpm,  foram  denominados  respectivamente  como  B1  e 
B2. 
As  formulações  de  micropartículas  desenvolvidas  estão  apresentadas  no 
Quadro 2. 
 
 
Quadro 2 -
 Formulações de micropartículas desenvolvidas sem proteína e com BSA. 
Formulação  Descrição 
B1  Pó liofilizado de micropartículas sem proteína preparado com 
agitação de 8.000 rpm para formação da emulsão múltipla 
M1  Pó liofilizado de micropartículas contendo BSA preparado com 
agitação de 8.000 rpm para formação da emulsão múltipla 
B2  Pó liofilizado de micropartículas sem proteína preparado com 
agitação de 10.000 rpm para formação da emulsão múltipla 
M2  Pó liofilizado de micropartículas contendo BSA preparado com 
agitação de 10.000 rpm para formação da emulsão múltipla 
 
 
As etapas utilizadas para a obtenção das formulações de micropartículas pelo 
método de emulsão múltipla do tipo A/O/A neste trabalho estão esquematizadas na 
Figura 4. 
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Figura 4 -
 Esquema do processo de produção do pó liofilizado de micropartículas pelo 
método de emulsão múltipla seguido de evaporação do solvente. 
 
 
4.2.1.2  Quantificação da albumina bovina pelo método  de determinação de 
proteínas totais do ácido bicinchoninico. 
 
 
  O método espectrofotométrico empregado do ácido bicinchoninico (BCA) para 
determinação de  proteínas totais é  baseado na redução do  íon cúprico  em íon 
cuproso pelas proteínas em meio alcalino. O íon cuproso, gerado pela reação, forma 
um  complexo  com  o  BCA,  que  absorve  fortemente  na  região  de  comprimento  de 
onda de 560 nm (ZAIA et al., 1998). 
Neste  trabalho,  o  método  de  BCA  foi  empregado  na  forma  de  microensaio 
para a determinação da eficiência de encapsulamento de BSA das formulações de 
micropartículas desenvolvidas e da quantidade de proteína liberada pelos sistemas 
no teste de liberação in vitro. 
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Para a realização do microensaio pelo método de BCA, foi utilizado o kit BCA 
de  dosagem  de  proteínas  da  empresa  Bioagency,  Brasil.  Foram  empregados  dois 
protocolos para a quantificação de BSA pelo método de BCA. 
Para a quantificação de BSA na faixa de concentração entre 25 a 400 µg/mL, 
o protocolo de BCA foi definido, conforme procedimento descrito pelo fabricante do 
Kit BCA. Uma curva de calibração foi construída em triplicata com soluções de BSA 
nas concentrações de 25, 50, 100, 200 e 400 µg/mL. Posteriormente, 25 µL de cada 
branco,  solução  de  BSA  ou  amostra  e  200  µL  do  reagente  de  BCA  foram 
adicionados  conjuntamente  aos  poços  de  uma  microplaca.  As  soluções  presentes 
nos  poços  foram  homogeneizadas  por  agitação  leve  da  microplaca  em  superfície 
plana.  O  sistema  foi  incubado  a  37  °C  em  estufa  por  trinta  minutos.  Após 
resfriamento  em  temperatura  ambiente  por  quinze  minutos,  a  absorvância  das 
amostras foi determinada em leitor de placas no comprimento de onda de 540 nm . 
Para a quantificação de BSA na faixa de concentração entre 2,5 a 40 µg/mL, 
o protocolo de microBCA foi também  definido, segundo procedimento adaptado 
descrito no kit Micro BCA
TM
 Protein Assay Reagent da empresa Pierce, EUA. Uma 
curva  de  calibração  foi  construída  em  triplicata  com  soluções  de  BSA  nas 
concentrações aproximadas de 2,5, 5,0, 10, 20 e 40 µg/mL. Posteriormente, 150 µL 
de cada branco, solução de BSA ou amostra e 150 µL do reagente de BCA foram 
adicionados  conjuntamente  aos  poços  de  uma  microplaca.  As  soluções  presentes 
nos  poços  foram  homogeneizadas  por  agitação  leve  da  microplaca  em  superfície 
plana. O sistema foi incubado a 37 °C em estufa por 120 minutos. Após resfriamento 
em  temperatura  ambiente  por  quinze  minutos,  a  absorvância  das  amostras  foi 
determinada em leitor de placas no comprimento de onda de 540 nm . 
A  linearidade  das  curvas  de  calibração  de  BSA  obtidas  com  cinco  pontos 
diferentes  e  em  triplicata  pelo  protocolo  de  BCA  e  microBCA  foi  avaliada.  A 
linearidade  de  um  método  analítico  é  a  capacidade  deste  de  demonstrar  que  os 
resultados  obtidos  são  diretamente  proporcionais  à  concentração  do  analito  na 
amostra,  dentro  de  um intervalo  de  concentrações.  As  equações  das  curvas  de 
calibração  de  absorvância  versus  concentração  de  BSA  em  µg/mL  obtidas  e  os 
coeficientes de correlação das mesmas foram calculados. O valor do coeficiente de 
correlação  (R
2
)  deve  ser  de,  no  mínimo,  0,99  para  que  o  método  apresente 
linearidade  segundo  o  Guia  para  validação  de  métodos  analíticos  e  bioanalíticos 
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publicado pela Agência Nacional de  Vigilância Sanitária  (ANVISA)  por  meio  da 
resolução n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). 
Em  toda  quantificação  de  BSA  neste  trabalho,  uma  curva  de  calibração 
segundo o protocolo de BCA ou microBCA foi construída devido à variação do valor 
de  absorvância  das  amostras com a  variação  do  tempo  de  incubação  e do  tempo 
dispensado  entre  o  resfriamento  das  amostras  e  a  leitura.  A  concentração  de 
proteínas nas amostras foi determinada utilizando-se a curva de calibração obtida. 
 
   
4.2.1.3 Avaliação do  método proposto para a  extração da  albumina bovina 
encapsulada nas micropartículas de poli-ε
εε
ε-caprolactona. 
 
 
O  método  de  extração  de  proteínas  de  micropartículas  poliméricas  consiste 
na  dissolução  do pó  liofilizado  da formulação em um  solvente orgânico, adição  de 
um meio aquoso à solução orgânica formada, extração da proteína da solução 
orgânica  para  o  meio  aquoso  com  o  auxílio  de  agitação  e  posterior separação  do 
meio aquoso da solução orgânica. A proteína extraída da solução orgânica presente 
no meio aquoso é quantificada e, dessa forma, pode-se determinar a eficiência de 
encapsulamento da proteína nas formulações de micropartículas (SHARIF; HAGAN, 
1995). 
Neste  trabalho  foi  proposto  um  método  de  extração  de  BSA  de 
micropartículas  de  PCL.  A  capacidade  de  extração  de  BSA  por  esse  método  foi 
avaliada pela extração de uma quantidade conhecida da proteína de uma mistura de 
BSA e PCL. Para isso foram preparados três microtubos (E1, E2 e E3) contendo 20 
mg de PCL e 200 µg de BSA, proveniente da secagem de 100 µl de solução de BSA 
de  concentração  de  2  mg  /  mL  a  40°C,  em  equipamento  de  banho-maria,  por  24 
horas.  
No método de extração proposto, foram adicionados 500 µL de diclorometano 
às amostras preparadas (E1, E2 e E3) ou às formulações de micropartículas obtidas 
e aguardou-se  dez  minutos  para  ocorrer a  dissolução da  PCL no  solvente. Um 
volume de 500 µL de água destilada foi então adicionado aos microtubos e a mistura 
foi agitada em ultrassom por 10 minutos. A fase aquosa contendo proteína extraída 
foi separada da fase orgânica por centrifugação a 3.000 rpm durante três minutos. A 
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fase  aquosa  foi  coletada  do  microtubo  e  transferida  para  frasco  de  vidro  limpo.  O 
procedimento de adição de 500 µL de água, extração com ultrassom, centrifugação 
e coleta da fase aquosa foi repetido por mais duas vezes. Ao final do processo de 
extração,  o  volume  obtido  de  extrato  de  fase  aquosa  foi  de  aproximadamente  1,5 
mL. 
A  quantidade  de  BSA  extraída,  presente  nos  extratos  aquosos  obtidos,  foi 
determinada  por  BCA.  Para  a  obtenção  do  valor  correspondente  a  100  %  de 
extração da proteína nesta avaliação, a concentração da solução de BSA utilizada 
para  o preparo das  misturas  também foi determinada  por BCA.  Os  valores de 
absorvância obtidos para o extrato aquoso de 20 mg de PCL foram utilizados como 
branco  para  os  valores  de  absorvância  obtidos  para  os  extratos  das  misturas.  Os 
resultados de recuperação de BSA nos extratos aquosos em µg e em % em relação 
ao total de BSA adicionado à mistura foram calculados. 
 
 
4.2.1.4 Caracterização das formulações de micropartículas contendo albumina 
bovina 
 
 
4.2.1.4.1 Emulsão múltipla 
 
 
As emulsões múltiplas formadas durante o preparo de M1 (EM1) e durante o 
preparo de M2 (EM2) foram observadas nos aumentos de 200 vezes e 400 vezes 
em microscópio óptico. Para isto, uma gota de EM1 ou de EM2 recém-formada foi 
adicionada sobre uma lâmina e recoberta por uma lamínula. Os tipos de glóbulos de 
emulsão  formados  (glóbulos  de  emulsão  simples  ou  de  emulsão  múltipla),  as 
características dos glóbulos de emulsão múltipla (quantidade e diâmetro de glóbulos 
de  fase  aquosa  interna)  e  a  diferença  entre  os  diâmetros  dos  glóbulos  de  EM1  e 
EM2 foram observados nas imagens obtidas por microscopia óptica. 
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4.2.1.4.2 Da distribuição do diâmetro 
 
 
A distribuição do diâmetro das micropartículas foi determinada pela técnica de 
difração de laser usando o aparelho Mastersizer 2000. A distribuição do diâmetro foi 
obtida  em  dois  lotes  das  formulações  B1,  M1,  B2  e  M2.  Antes  da  análise,  o  pó 
liofilizado de cada uma das formulações de micropartículas foi ressuspendido em 20 
mL de água destilada e as suspensões foram agitadas manualmente por cerca de 
três minutos. A análise foi executada usando água como agente dispersante e 
obscuração de cerca de 12 %. 
Os resultados de distribuição do diâmetro das formulações são apresentados 
na forma de gráfico de porcentagem de volume de partículas versus diâmetro e na 
forma  dos  valores  de  D10,  D50  e  D90.  A  distribuição  do  diâmetro  de  partículas  é 
apresentada em  termos  de porcentagem  em ordem  crescente de diâmetro  das 
partículas.  Os  valores  de  D10,  D50  e  D90  correspondem  aos  diâmetros  das 
partículas abaixo dos quais está compreendido respectivamente 10 %, 50 % e 90% 
da população de partículas da distribuição. 
 
 
4.2.1.4.3 Superfície e forma externa 
 
 
A  superfície  e  a  forma  externa  das  micropartículas  B1,  M1,  B2  e  M2  foram 
examinadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
Para  montagem  das  amostras,  foram  usadas  lamínulas  cortadas  em  um 
quarto do seu tamanho original. Sobre as lamínulas contendo um pouco de água, o 
pó  liofilizado  das  micropartículas  foi  adicionado  e  disperso  com  o  auxílio  de  uma 
espátula.  As  lamínulas  contendo  as  micropartículas  foram  acondicionadas  em 
dessecador  por no  mínimo  72  horas  para  remoção  da  umidade das  amostras. 
Posteriormente  as  lamínulas  preparadas  foram  coladas  no  suporte  para  o 
microscópio por  meio  de uma fita adesiva de  carbono  de  dupla face. As amostras 
montadas foram recobertas com uma camada de ouro de 2 nm (metalização) e, em 
seguida, examinadas no microscópio eletrônico de varredura. 
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Foram  obtidas  imagens  das  micropartículas  em  aumentos  que  variaram  de 
250  a  5000  vezes.  As  imagens  foram  ajustadas  utilizando  os  programas Adobe 
Photoshop versão 6.0 e Adobe Ilustrator versão 9.01 (Adobe Systems Incorporated, 
2000, EUA). 
 
 
4.2.1.4.4 Eficiência de encapsulamento e teor de albumina bovina 
 
 
A  eficiência  de  encapsulamento  de  BSA  nas  formulações  M1  e  M2  foi 
determinada pela quantificação da proteína extraída de 20 mg do pó liofilizado das 
micropartículas pelo método de extração proposto descrito no item 4.2.1.3. 
A  extração  de  BSA  foi  realizada  pelo  método  descrito  em  três  lotes  de 
formulação M1 e M2 e nas formulações B1 e B2. A BSA extraída das formulações, 
presente  nos  extratos  aquosos  obtidos,  foi  quantificada  pelo  método  de  BCA.  Os 
valores  de  absorvância  obtidos  para  os  extratos  aquosos  de  B1  e  B2  foram 
utilizados,  respectivamente,  como  branco  para  os  valores  de  absorvância  dos 
extratos  aquosos  das  formulações  M1  e  M2.  A  concentração  da  solução  de  BSA 
usada para o preparo das micropartículas foi determinada pelo método de BCA para 
a obtenção da massa total de proteína adicionada às formulações. 
A  eficiência  de  encapsulamento  foi  determinada  pela  razão  entre  o  teor 
teórico e o teor obtido experimentalmente de BSA nas formulações M1 e M2 (LEE et 
al., 2007). O teor teórico de BSA equivale ao valor de teor correspondente a 100 % 
de encapsulamento da proteína. O teor teórico, o teor obtido e a eficiência de 
encapsulamento de BSA nas formulações foram calculados segundo as equações 1, 
2, 3 e 4. Os resultados de teor obtido e eficiência de encapsulamento de BSA nos 
três lotes de cada formulação são apresentados em %p/p e em % respectivamente. 
A média e o desvio padrão (DP) destes resultados também foram calculados. 
 
mBSA (mg) = CSOL (µg / mL) x 0,1 mL
   (1)   

  1000 
 
Teor de BSA teórico (%) =   mBSA (mg)  
x 100  (2) 
   mPCL (mg) + mBSA(mg)   
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Teor (%) = CEXT (µg/mL) x 1,5 mL
   (3) 
   

  mEXT (mg) x 10 
 
Eficiência de encapsulamento de BSA(%) = Teor de BSA experimental 
x 100 (4)    

    Teor de BSA teórico 
Onde: 
 
mBSA = massa de BSA em miligramas utilizada para o preparo da formulação 
CSOL  =  concentração  da  solução  de  BSA  usada  para  o  preparo  da  formulação, 
determinada pelo método de BCA, em µg/mL. 
mPCL = massa de PCL em miligramas utilizada para o preparo das formulação 
CEXT = concentração de BSA no extrato aquoso, determinada pelo método de BCA, 
em µg/mL 
mEXT = massa de formulação em miligramas utilizada para a extração de BSA 
 
 
4.2.1.4.5 Perfil de liberação de albumina bovina 
 
 
O  teste  de  liberação  da  albumina  bovina  foi  realizado  nas  formulações  de 
micropartículas M1 e M2. Para isto, três lotes de cada formulação foram preparados 
e  as  suspensões finais obtidas,  após  o processo de  centrifugação e três  lavagens 
com  água,  foram  misturadas  e  liofilizadas.  O  teste  de  liberação  foi  realizado  com 
duplicatas  da  amostra  de  formulação  (n  =  2).  A  eficiência  de  encapsulamento  de 
BSA  nas  formulações  foi  determinada  pelo  método  de  extração  e  dosagem  pelo 
método de BCA, para obtenção dos valores correspondentes a 100 % de liberação 
da proteína. 
Amostras  de  pó  liofilizado  de  aproximadamente  10  mg  de  cada  formulação 
foram adicionadas a microtubos estéreis, em duplicata, em capela de fluxo laminar, 
para cada um dos tempos de incubação em que foi avaliada a liberação de BSA (1, 
3, 7, 14 e 28 dias). Amostras de 10 mg de cada formulação de micropartículas sem 
proteína  (B1  e  B2)  foram  adicionadas  a  dois  microtubos.  Em  cada  microtubo 
contendo  as  micropartículas,  foram  adicionados  500  µL  de  tampão  fosfato  pH  7,4 
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estéril. As amostras foram incubadas a 37° C sob agitação de 30 rpm. Nos tempos 
estabelecidos  de  1  dia,  3  dias,  7  dias,  14  dias  e  28  dias  de  incubação,  dois 
microtubos  contendo  M1  e    M2  foram  removidos  da  incubadora  e  centrifugados  a 
5000 rpm por cinco minutos. Após a centrifugação, 300 µL do meio de liberação das 
amostras foi coletado e congelado em freezer a -20 °C. Posteriormente, ao final de 
28 dias, as soluções foram descongeladas e a quantidade de BSA liberada no meio 
foi  determinada  pelo  método  de  BCA  (protocolo  de  microBCA). As  amostras  do 
estudo de liberação dos tempos de 1 e 3 dias e dos tempos de 7, 14 e 28 dias foram 
diluídas 2 e 5 vezes respectivamente, com água destilada. O meio de liberação das 
amostras de micropartículas sem fármaco foi coletado no tempo de incubação de 28 
dias  após  centrifugação  dos  microtubos.  O valor  de  absorvância  do meio  coletado 
das  micropartículas sem fármaco foi  utilizado  como  branco  para os  valores de 
absorvâncias obtidos nas amostras de liberação de BSA de M1 e M2. 
Os  resultados  foram  calculados  e  apresentados  como  a  média  e  desvio 
padrão da porcentagem de BSA liberada em relação à quantidade total de proteína 
em 10 mg de formulação. 
 
 
4.2.1.4.6 Caracterização da albumina bovina encapsulada e  liberada por meio 
de eletroforese. 
 
 
A BSA liberada das micropartículas M1 e M2 nos tempos de 1, 7 e 28 dias foi 
caracterizada  por  eletroforese  contendo  dodecil  sulfato  de  sódio  (SDS-PAGE)  em 
condições não redutoras. 
Os géis de concentração e de separação foram preparados com 4 e 7% de 
poliacrilamida,  respectivamente,  pela  adição  de  soluções  de 
tris(hidroximetil)aminometano  (TRIS),  dodecil  sulfato  de  sódio  (SDS), 
acrilamida/bisacrilamida,  persulfato  de  amônio  e  tetrametiletilenodiamina  (TEMED) 
concentrado  entre  as  placas  de  vidro  montadas  no  sistema  para  eletroforese.  As 
soluções  de BSA  obtidas no  teste de  liberação e  uma solução  de BSA  recém-
preparada de concentração de 200 µg/mL foram diluídas 1,3 vezes em tampão de 
amostra para SDS-PAGE contendo TRIS pH 6,8, glicerol, 2 % p/V de SDS e azul de 
bromofenol a 0,01 % p/V. A eletroforese das amostras foi realizada em tampão de 
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corrida contendo TRIS 0,02 M, glicina 0,02 M e SDS 0,1 % p/V, numa voltagem de 
220 volts, até que o corante azul de bromofenol atingisse o limite inferior do gel. 
A revelação do gel foi realizada pela impregnação com a prata. Para isto o gel 
foi  imerso  em  solução  de  dicromato  de  potássio  0,1  %  p/V  por  cinco  minutos  e 
lavado  com  água  destilada,  imerso  em  solução  de  nitrato  de  prata  0,2  %  p/V  por 
cinco minutos  e lavado com água  destilada  e imerso em  solução  de  carbonato de 
sódio 3 % p/V com formaldeído até a revelação das bandas. A reação foi finalizada 
com  a  adição  de  solução  de  ácido  acético  1  %  V/V  ao  gel.    Uma  série  de 
marcadores de massa molecular foi empregada (6, 15, 19, 26, 37, 49, 64, 82, 115, 
180 kDa) como padrão de massas moleculares na eletroforese (Invitrogen, EUA). 
 
 
4.2.2  Desenvolvimento  e  caracterização  de  micropartículas  de  poli-ε
εε
ε-
caprolactona contendo interferon alfa (estudo preliminar). 
 
 
4.2.2.1 Diluição da solução de interferon alfa 
 
 
O IFNα usado no estudo foi adquirido do fabricante na forma de solução em 
tampão fosfato contendo 0,1% p/V de BSA. O IFNα presente em 0,1 mL de solução 
da ampola de lote 4321 contém, segundo o fabricante, atividade de 1,33 x 10
7
 UI/mL 
e atividade específica de 1,66 x 10
8
 UI/mg. A partir desse dois valores foi possível 
calcular a concentração de IFNα na solução adquirida, sendo de 80 µg/mL. 
A  solução  de  IFNα  foi  então  diluída  quatro  vezes  usando  solução  tampão 
fosfato pH 7,4 estéril, contendo 0,1% de BSA, em capela de fluxo laminar. Foi obtido 
um  volume  de  400  µl  de  solução  de  concentração,  conforme  o  fabricante,  de  20 
µg/mL de IFNα. A solução diluída foi acondicionada em quatro microtubos estéreis 
contendo,  cada  um,  100  µL  da  solução.  Os  microtubos  com  a  solução  diluída  de 
IFNα foram acondicionados a -70 °C. 
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4.2.2.2  Desenvolvimento  das  formulações  de  micropartículas  de  poli-ε
εε
ε-
caprolactona contendo interferon alfa 
 
 
As micropartículas contendo IFNα (MIFN)  foram desenvolvidas em triplicata 
(formulações 1, 2 e 3) pela técnica de emulsão múltipla seguida da evaporação do 
solvente de acordo com o procedimento anteriormente descrito para o preparo das 
micropartículas contendo BSA (M1). 
Inicialmente, obteve-se a emulsão primária pela emulsificação de 100 µL de 
solução  de  interferon  diluída  em  2  mL  de  solução  orgânica  de  diclorometano 
contendo  100  mg  de  PCL,  sob  agitação  de  14.000  rpm  por  2  minutos  em 
homogeneizador  de  alta  velocidade.  A  emulsão  primária  recém-formada  foi 
adicionada em trinta segundos a 20 mL de solução de PVA 2,5 % p/V em agitação a 
8.000  rpm e  o sistema permaneceu em agitação por mais um minuto  e meio, 
totalizando  dois  minutos  de  agitação.  A  emulsão  múltipla  formada  foi  submetida  à 
agitação  magnética  leve  em  capela  de  exaustão  por  duas  horas  para  evaporação 
completa do solvente orgânico e formação das micropartículas. Posteriormente, as 
micropartículas foram coletadas e lavadas três vezes com 10 mL de água destilada 
por  centrifugação  a  15.000  rpm  (25.700  G)  por  15  minutos.  O  sobrenadante  da 
suspensão  foi  recolhido  para  dosagem  de  IFNα  não  encapsulado  nas 
micropartículas. As micropartículas foram então congeladas e liofilizadas. 
Formulações de micropartículas sem IFNα (BMIFN) foram preparadas com as 
mesmas condições empregadas para o desenvolvimento das formulações contendo 
IFNα por meio da emulsificação de 100 µL de solução tampão fosfato pH 7,4 estéril 
contendo 0,1% de BSA em solução de PCL em diclorometano. 
As  formulações  de  micropartículas  desenvolvidas  estão  apresentadas  no 
Quadro 3. 
 
 
Quadro 3 -
 Formulações de micropartículas desenvolvidas sem IFNα e com essa proteína. 
Formulação  Descrição 
BMIFN  Pó liofilizado de micropartículas sem IFNα 
MIFN  Pó liofilizado de micropartículas contendo IFNα 
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4.2.2.3 Caracterização das formulações de micropartículas contendo interferon 
alfa 
 
 
4.2.2.3.1 Distribuição do diâmetro 
 
 
  O  diâmetro  das  partículas  das  formulações  BMIFN  e  MIFN  foi  determinado 
por meio das imagens obtidas por MEV. O diâmetro das micropartículas foi avaliado 
somente em uma das formulações obtidas de MIFN devido a dificuldade encontrada 
de  observação  das  partículas  por  completo  nas  imagens  obtidas  por  MEV,  no 
aumento  de  1000  vezes,  das  outras  duas  formulações  produzidas.  A  técnica  de 
difração  a  laser  não  foi  empregada  devido  à  grande  quantidade  de  amostra 
requerida para a análise. 
  A  montagem  e  metalização  das  amostras  para  análise  por  MEV  foram 
realizadas conforme procedimento descrito no item 4.2.1.4.3 para as micropartículas 
B1,  M1,  B2  e  M2.  As  imagens  obtidas  foram  ajustadas  utilizando  os  programas 
Adobe  Photoshop  versão  6.0  e  Adobe  Ilustrator  versão  9.01  (Adobe  Systems 
Incorporated, 2000, EUA).  
Uma imagem de cada formulação BMIFN e MIFN obtida no aumento de 1000 
vezes foi utilizada para a avaliação do diâmetro das micropartículas desenvolvidas. 
O  diâmetro  de  dez  partículas  em  cada  imagem  foi  determinado  pela  relação  do 
comprimento  da  barra  da  escala  da  imagem  em  milímetros  e  o  diâmetro  das 
partículas na imagem em milímetros. 
 
 
4.2.2.3.2 Superfície e forma externa 
 
 
A superfície e  forma externa das micropartículas BMIFN e  dos três lotes de 
formulações  obtidos  de  MIFN foram  analisadas  por  meio  das  imagens  obtidas  por 
MEV. As  amostras montadas e  metalizadas para determinação  do diâmetro em 
4.2.2.3.1 foram  utilizadas para  a  obtenção de imagens por MEV nos  aumentos  de 
300 e 1000 vezes para  avaliação da superfície e forma externa das partículas 
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desenvolvidas. As imagens obtidas foram ajustadas utilizando os programas Adobe 
Photoshop versão 6.0 e Adobe Ilustrator versão 9.01 (Adobe Systems Incorporated, 
2000, EUA). 
 
 
4.2.2.3.3 Eficiência de encapsulamento do interferon alfa 
 
 
A  obtenção  da  eficiência  de  encapsulamento  de  IFNα  nas  formulações  foi 
investigada  por  duas  formas: de  maneira  indireta, pela  determinação  do  IFNα  não 
encapsulado presente no sobrenadante das formulações, e por extração da proteína 
do pó liofilizado de micropartículas. 
O  IFNα  presente  nas  formulações  foi  quantificado  por  meio  do  ensaio 
imunoenzimático  (ELISA)  do  tipo  sanduíche  utilizando  o  kit VeriKine
TM
 Human IFN 
Alpha  ELISA  (Pestka  Biomedical  Laboratories  Interferon  Source,  EUA).  Para  isto 
uma  curva  de  calibração  de  IFNα  versus  absorvância  foi  construída  em  duplicata 
com soluções padrão da proteína nas concentrações de 12,5, 5, 25, 50, 100, 200 e 
400 pg/mL. A equação da reta e o R
2
 foram calculados a partir da curva obtida. 
A viabilidade da quantificação de IFNα no sobrenadante das formulações foi 
pesquisada  pela  verificação  de  uma  possível  interferência  do  tensoativo  PVA  na 
determinação do interferon por ELISA. Para isto a concentração de IFNα na solução 
diluída utilizada para o preparo das formulações foi determinada por ELISA por meio 
de  uma  diluição  de  100.000  vezes,  em  dois  meios  distintos:  um  meio  contendo 
solução tampão e outro meio contendo o sobrenadante das micropartículas  sem a 
proteína (BMIFN), contendo PVA na concentração de 2,5 % p/V. Os dois resultados 
obtidos  de concentração  de IFNα na solução foram comparados para detecção de 
uma  possível  interferência  do  PVA  na  técnica.  Como  a  interferência  do  PVA  foi 
detectada, não foi possível determinar a eficiência de encapsulamento de IFNα de 
maneira indireta por meio da quantificação da proteína não encapsulada presente no 
sobrenadante pelo ELISA. 
O método utilizado para a extração de IFNα nas micropartículas foi o mesmo 
descrito no item 4.2.1.3. A extração de IFNα de 10 mg do pó liofilizado de BMIFN e 
dos  três  lotes  de  MIFN foi executada  e a quantidade  de  IFNα  presente  no  extrato 
aquoso obtido foi determinada por ELISA. O valor de absorvância obtido pela técnica 
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de  ELISA  para  o  extrato  de  BMIFN  foi  utilizado  como  branco  para  os  valores  de 
absorvância  dos  extratos  aquosos  das  formulações  MIFN.  Os  resultados  obtidos 
para cada lote de formulação são apresentados em termos percentuais com relação 
ao total de IFNα adicionado as formulações. 
 
 
4.2.2.3.4 Perfil de liberação do interferon alfa 
 
 
Amostras de  20 mg do  pó  liofilizado  das formulações  BMIFN  e  MIFN  foram 
adicionados em sextuplicata (n = 6) a microtubos estéreis, de baixa capacidade de 
adsorção de proteínas, em capela de fluxo laminar. Em cada microtubo contendo as 
amostras, foram  adicionados  500  µL  de  solução  tampão fosfato pH  7,4  estéril.  As 
amostras foram  incubadas a 37° C  sob agitação de 30 rpm. Em cada intervalo de 
incubação  estabelecido  (0,25;  0,5;  1;  3;  7;  14  e  28  dias),  após  centrifugação  das 
amostras a 5.000 rpm por 5 minutos, 300 µL do meio de liberação foi coletado para 
quantificação  de  IFNα  liberado.  As  amostras  coletadas  foram  acondicionadas  em 
microtubos  de  baixa  ligação  de  proteínas  a  –  70  °C.  Um  volume  de  300  µL  de 
solução  tampão  fosfato  pH  7,4  foi  adicionado  aos  microtubos  para  repor  o  meio 
removido.  Após  coleta  das  amostras  e  reposição  do  meio  de  liberação,  os 
microtubos foram novamente colocados na incubadora. Este processo foi realizado 
em todos os tempos de incubação pré-estabelecidos até o término do experimento. 
Posteriormente, as amostras coletadas  foram descongeladas e  a quantidade de 
IFNα presente no meio foi determinada por ELISA. 
Neste experimento não foi possível coletar todo o meio de liberação (500 µL) 
sem a presença de partículas após a centrifugação dos microtubos nos tempos pré-
estabelecidos. Dessa forma, somente 300 µL do meio de liberação foram coletados 
em cada tempo, restando 200  µL de  meio nos  microtubos contendo uma certa 
quantidade  de  interferon  liberado  das  formulações.  A  quantidade  de  IFNα  liberada 
das formulações a  partir  do  tempo  de 0,5  dias foi corrigida  pela subtração  da 
quantidade de IFNα presente nos 200 µL de meio residuais do tempo de incubação 
anterior. Os resultados do teste de liberação são apresentados como a média e DP 
da  quantidade  de  IFNα  liberada  em  picogramas  por  miligrama  de  formulação  de 
micropartículas (pg/mg) de MIFN. 
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A  quantidade  de  IFNα  recuperada  em  28  dias  de  teste  de  liberação  foi 
calculada. A eficiência de encapsulamento de IFNα em cada lote de formulação foi 
estimada  com  o  valor  médio  obtido  de  IFNα  recuperado  no  período  do  teste.  Os 
resultados de  eficiência de encapsulamento  de IFNα são apresentados  em termos 
percentuais em  relação à quantidade total de IFNα  adicionada  para o preparo das 
formulações.




 
54
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 
 
5.1  Desenvolvimento  e  caracterização  de  micropartículas  de  poli-ε
εε
ε-
caprolactona contendo albumina bovina pelo método de emulsão múltipla do 
tipo água em óleo em água seguido da evaporação do solvente. 
 
 
5.1.1  Preparo  das  formulações  de  micropartículas  de  poli-ε
εε
ε-caprolactona 
contendo albumina bovina 
 
 
Neste  trabalho  a  técnica  de  emulsão  múltipla  foi  utilizada  para  o 
desenvolvimento  das  micropartículas  devido  a  sua  adequabilidade  para  o 
encapsulamento de proteínas (MUNDARGI et al., 2008). As condições empregadas 
para  o  desenvolvimento  das  micropartículas  contendo  BSA  foram  baseadas  e 
adaptadas  dos  estudos  de  formulação  de  micropartículas  de  Cui  e  colaboradores 
(2005) e de Feczkó e colaboradores (2008) visando a obtenção de altos valores de 
eficiência de encapsulamento da proteína nos sistemas. 
Cui  e  colaboradores  (2005)  utilizaram  para  o  preparo  de  micropartículas  de 
PLGA contendo a proteína melitina os parâmetros de velocidade agitação de 23.000 
rpm durante  dois minutos para a  formação  da emulsão primária e  10.000 rpm 
durante dois  minutos  para a formação da  emulsão múltipla, proporção de  fase 
aquosa  interna  e  diclorometano  de  0,05  (0,2  mL/  4  mL)  e  proporção  de  emulsão 
primária e fase aquosa externa de 0,1 (4 mL/ 40 mL), remoção do diclorometano do 
sistema, sob agitação magnética leve, por evaporação a temperatura ambiente e a 
pressão atmosférica com a proporção de volume de diclorometano em mL e tempo 
necessário para evaporação em horas igual a 1 (4 mL/ 4 horas). Os pesquisadores 
obtiveram  com estes  parâmetros,  modificando a  concentração do  polímero  e  do 
tensoativo  e  o  volume  de  fase  aquosa  externa  nas  formulações,  altos  valores  de 
eficiência  de  encapsulamento  da  proteína,  que  oscilaram  entre  61  a  94  %.  Neste 
trabalho, optou-se por usar uma menor velocidade de agitação (14.000 rpm durante 
dois minutos) do  que Cui  e colaboradores (2005) para a  formação da  emulsão 
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primária  visando  garantir  uma  maior  manutenção  da  integridade  estrutural  das 
proteínas,  que  geralmente  são  modificadas  quando  submetidas  a  altas  velocidade 
de agitação, durante a produção das formulações (BILATI et al., 2005). Os demais 
parâmetros  citados  utilizados  pelos  pesquisadores  foram  empregados  para  o 
preparo  das  micropartículas  neste  estudo.  O  desenvolvimento  de  micropartículas 
com velocidade de 8.000 rpm por dois minutos para a formação da emulsão múltipla 
também foi proposto e avaliado. 
Feczkó  e  colaboradores  obtiveram  altos  valores  de  eficiência  de 
encapsulamento de BSA em partículas de PLGA quando a proporção de BSA/PLGA 
foi menor do que 0,1 e a concentração de PVA na fase aquosa externa foi de 2,5% 
p/V.  Dessa  forma,  neste  trabalho,  decidiu-se  avaliar  o  desenvolvimento  de 
formulações de micropartículas com a proporção de BSA e PCL de 0,025 (2,5 mg/ 
100 mg ) e com a concentração de PVA na fase aquosa externa de 2,5 % p/V. 
A BSA foi usada como um modelo de proteína para verificação da eficiência 
de  encapsulamento  e  liberação  de  proteínas  das  micropartículas  poliméricas 
desenvolvidas devido a sua extensa caracterização, facilidade de doseamento, baixo 
custo e disponibilidade (CROTS; PARK, 1997). O IFNα tem custo muito elevado e, 
por isso, não foi utilizado inicialmente para a avaliação dos sistemas. Além disso, a 
BSA  foi  posteriormente  encapsulada  juntamente  com  o  IFNα  nas  micropartículas, 
atuando como uma substância estabilizante. 
As  suspensões  de  micropartículas  obtidas  inicialmente  neste  trabalho 
apresentaram aspecto homogêneo, não sendo observado a olho nu a presença de 
agregados,  o  que  foi  confirmado  por  microscopia  óptica.  As  formulações  de 
micropartículas de PCL contendo BSA na forma de pó liofilizado foram obtidas com 
êxito após a centrifugação e liofilização das suspensões produzidas. 
 
 
5.1.2  Quantificação  da  albumina  bovina  encapsulada  e  liberada  das 
micropartículas. 
 
 
O  método  de  BCA  tem  sido  muito  utilizado  para  quantificação  de  proteínas 
provenientes  de  formulações  poliméricas  de  nano/micropartículas  por  ser  um 
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método  simples,  sensível,  relativamente  rápido  e  compatível  com  a  presença  de 
detergentes na formulação (Zaia et al., 1998). 
Para avaliação da linearidade do método de BCA a partir dos protocolos de 
BCA  e  micro  BCA,  curvas  de  calibração  foram  construídas  em  triplicata  com 
soluções de BSA e foram calculadas as equações das retas e o R
2
. 
As curvas de calibração de BSA, equações da reta e R
2
 respectivos, obtidos 
pelo  método  de  BCA  pelos  protocolos  de  BCA  e  microBCA,  estão  apresentados 
respectivamente nas Figuras 5 e 6. 
 
 
y = 0,0014x + 0,0111
R
2
 = 0,9985
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentração µg/mL
Absorvância
 
Figura 5 -
 Curva de calibração de BSA pelo método de BCA (protocolo de BCA). 
 
 
y = 0,0123x - 0,0079
R
2
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Figura 6 -
 Curva de calibração de BSA pelo método de BCA (protocolo de microBCA). 
 
 




[image: alt] 
57
 

As  curvas  de  calibração  obtidas  pelo  método  de  BCA  pelos  dois  protocolos 
apresentaram linearidade  e o  R
2
  encontrado foi  superior  a  0,99, critério  mínimo 
aceitável para curvas de calibração pela Resolução n° 899  de 29 de maio de 2003 
da ANVISA (BRASIL, 2003).  
 
 
5.1.3  Avaliação  do  método  proposto  para  a  extração  da  albumina  bovina 
encapsulada nas micropartículas de poli-ε
εε
ε-caprolactona. 
 
 
A  determinação  exata  da  quantidade  de  proteína  encapsulada  em 
micropartículas  é  uma  tarefa  difícil  de  ser  realizada  (BLANCO;  ALONSO,  1997). 
Dessa maneira, optou-se neste trabalho por verificar a eficiência do método proposto 
para a extração de BSA das micropartículas por meio de um experimento de 
avaliação  da  taxa  de  recuperação  de  BSA  de  uma  mistura  sólida  contendo 
aproximadamente 200 µg de BSA e 20 mg de PCL. A mistura foi preparada visando 
simular  uma  formulação  de  micropartículas  com  eficiência  de  encapsulamento  de 
BSA de  40 % (considerando a  adição de  2,5 mg de  BSA para  a obtenção  de 
aproximadamente 100 mg de formulação como foi realizado neste trabalho). 
A BSA recuperada nas três misturas sólidas preparadas de BSA e PCL  pelo 
método de extração proposto em µg e em % está apresentada na Tabela 1. 
 
 
Tabela 1 - 
Quantidade de BSA recuperada da mistura com PCL pelo método de extração. 
Mistura de PCL e BSA  BSA recuperada (µg)  BSA recuperada (%) 
E1  143,25  72,42 
E2  151,77  76,73 
E3  156,03  78,88 
Média + DP (n = 3)  150,35 + 6,51  76,01 + 3,28 
 
 
Os  valores  de  recuperação  de  BSA  obtidos  demonstram  que  o  método 
proposto para  extração de BSA nas micropartículas  não  possibilitou  a extração de 
100 % da quantidade de BSA presente na mistura com PCL, havendo a recuperação 
de  somente  76  %  da  proteína.  Este  resultado  está  de  acordo  com  os  resultados 
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obtidos por Blanco e Alonso (1997) e Sharrif e O’ Hagan (1995) que observaram que 
o  método de  extração de proteínas  de  micropartículas  gera  uma subestimação  da 
quantidade de proteínas encapsulada nos sistemas. 
 Sharrif  e  O’  Hagan  (1995)  compararam  os  resultados  de  eficiência  do 
encapsulamento  de  BSA  em  micropartículas  de  PLGA obtidos  pelo  método  de 
extração e de hidrólise com um grupo controle, obtido por meio da determinação da 
quantidade  de  BSA  radioativa  em  micropartículas  pela  contagem  da  radiação 
emitida, que foi considerado como o valor exato de encapsulamento da proteína nos 
sistemas.  O método  de extração  consiste  na  dissolução das  micropartículas em 
diclorometano  seguido  da  extração  da  proteína  para  meio  aquoso  e  o  método  de 
hidrólise  consiste  na  hidrólise  acelerada  do  polímero  dos  sistemas  em  solução  de 
hidróxido de  sódio. A  quantificação da  BSA  foi realizada nas soluções  aquosas 
obtidas  pelo  método  de  BCA.  Os  resultados  de  eficiência  de  encapsulamento 
encontrados pelo método de hidrólise foram maiores que os resultados obtidos pelo 
método de extração. O método de hidrólise possibilitou a recuperação de 93 % da 
BSA encapsulada nas micropartículas. Os autores atribuem o baixo valor obtido de 
eficiência de encapsulamento de BSA, quando determinada por meio de método de 
extração, à dificuldade de extração das proteínas do solvente orgânico para o meio 
aquoso, devido à natureza anfifílica das proteínas. 
Blanco  e Alonso (1997)  também avaliaram  os  métodos de  extração  e  de 
hidrólise  para  a  determinação  da  eficiência  de  encapsulamento  de  BSA,  ligada  a 
uma  marcador  fluorescente,  em  nanopartículas  poliméricas  de  diferentes  tipos  de 
PLGA.  A  quantificação de BSA nos  meios  aquosos obtidos  foi  determinada por 
espectrofotometria. Os valores de eficiência de encapsulamento de BSA obtidos por 
extração  foram  menores  do  que  os  valores  obtidos  por  hidrólise  e  as  diferenças 
entre esses valores variaram dependendo do tipo de polímero das nanopartículas. A 
obtenção de um menor valor de eficiência de encapsulamento obtido por extração, é 
atribuída pelos autores, à interação da proteína com os polímeros, o que dificulta a 
extração da proteína da fase orgânica para a fase aquosa. 
Dessa  forma,  acredita-se  que não  foi possível recuperar 100 %  de  BSA 
presente  na  mistura  provavelmente  devido  aos  processos  citados,  ou  seja:  à 
natureza anfifílica da proteína, que dificulta a sua remoção do solvente orgânico, e à 
existência de interações da proteína com as cadeias de PCL . 
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O método de hidrólise para determinação da eficiência de encapsulamento de 
proteínas em micropartículas dispensa um maior tempo de análise do que o método 
de extração, devido ao tempo necessário para a hidrólise completa do polímero em 
meio  alcalino.  Como  por  exemplo,  Benoit  e  colaboradores  (1999)  utilizaram  o 
método de hidrólise para determinação de BSA encapsulada em partículas de PCL. 
Para  isso,  amostras  de  micropartículas  foram  agitadas  com  uma  solução  de 
hidróxido  de  sódio  1  M  por  24  horas  para  a  ocorrência  da  completa  hidrólise  do 
polímero. 
A  eficiência  de  encapsulamento  de  proteínas  em  micropartículas  pode 
também  ser  determinada  de  maneira  indireta,  pelo  doseamento  da  quantidade  de 
proteína não encapsulada presente no sobrenadante das formulações (PANYAM et 
al.,  2003).  Entretanto,  esse  método  está  sujeito  a  muitos  erros  experimentais  e  a 
quantidade de proteína perdida das suspensões durante o preparo das formulações 
é  considerada  como  proteína  encapsulada.  Dessa  maneira,  este  método  não 
determina com exatidão a quantidade de proteína encapsulada nos sistemas. 
Outra  maneira  de determinação da  quantidade  de  proteína  encapsulada  em 
micropartículas seria pela quantificação da proteína liberada dos sistemas em testes 
de  liberação  in  vitro.  Entretanto,  a  obtenção  da  eficiência  de  encapsulamento  por 
esse método é  muito  demorada  já  que a  liberação completa das proteínas  do 
sistema  é  um  processo  lento  e  que,  geralmente,  depende  da  degradação  do 
polímero (SHARRIF; O’HAGAN, 1995). 
Assim, o método proposto de extração foi considerado adequado para estimar 
a quantidade de BSA encapsulada nas micropartículas neste trabalho já que a 
determinação  exata  das  proteínas  nestes  sistemas  é  difícil  de  ser  alcançada  e  foi 
obtido um valor de recuperação razoável (76 %) de BSA da mistura, que simula uma 
formulação de micropartículas contendo proteína. 
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5.1.4 Caracterização das formulações de micropartículas 
 
 
5.1.4.1 Emulsão múltipla 
 
 
A emulsão múltipla formada durante o preparo das formulações foi observada 
por microscopia óptica para a caracterização dos glóbulos de emulsão dos sistemas, 
já que eles podem ser um indicativo da distribuição do diâmetro e da morfologia das 
micropartículas resultantes (FREITAS et al., 2005; ROSCA et al., 2004). As imagens 
obtidas  das  emulsões  múltiplas  de  M1  (EM1)  e  M2  (EM2)  são  apresentadas  na 
Figura 7. 
 
 
Figura 7 -
 Imagens de EM1 e EM2 : (A) e (B) imagens de EM1 nos aumentos de 200 e 400 
vezes respectivamente; (C) e (D) imagens de EM2 nos aumentos de 200 e 400 vezes 
respectivamente; (1) glóbulo de emulsão sem fase aquosa interna; (2) glóbulo de emulsão com 
um único glóbulo de fase aquosa interna; (3) glóbulo de emulsão com três glóbulos de fase 
aquosa interna. 
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Nas  imagens  apresentadas  na  Figura  7,  pode  se  observar  que  os  glóbulos 
formados em EM1  são  maiores do que  os  formados em EM2,  o  que pode ser 
justificado pela  menor velocidade de agitação empregada  para o preparo de EM1. 
Pelas  imagens  nota-se  também  que  as  duas  emulsões  apresentam  glóbulos  com 
diâmetro heterogêneo. Essas observações, segundo Freitas e colaboradores (2005), 
indicam  que  o  diâmetro  médio  das  micropartículas  resultantes  da    EM1  (M1)  será 
maior do que o diâmetro médio das micropartículas resultantes de EM2 (M2) e que 
as  duas  formulações  de  micropartículas  apresentarão  diâmetro  heterogêneo  de 
partículas, compondo sistemas polidispersos. 
A grande maioria dos  glóbulos de emulsão múltipla formados em EM1 e EM2 
apresenta  somente  um grande glóbulo de fase  aquosa,  como  pode  ser  observado 
nos  glóbulos  indicados  pelo  número  2  nas imagens  B  e  D  da  Figura  7.    Glóbulos 
sem fase aquosa, compondo uma emulsão simples de óleo  em água, também 
podem ser observados nas duas formulações (glóbulos indicados pelo número 1 nas 
imagens B e D). Um glóbulo contendo três glóbulos de fase aquosa interna pode ser 
visualizado em EM1 na imagem D (glóbulo indicado pelo número 3). 
Segundo  Rosca  e  colaboradores  (2004),  os  glóbulos  de  emulsão  formados 
com  diferente  conteúdo  de  fase  aquosa  determinam  as  diferentes  morfologias  de 
micropartículas produzidas pelo  método  de emulsão múltipla. Glóbulos com só um 
glóbulo interno de fase aquosa podem gerar microcápsulas fechadas ou abertas. As 
microcápsulas abertas serão obtidas se o diâmetro do glóbulo interno for similar ao 
do glóbulo de emulsão,  pois, dessa forma, o conteúdo de  polímero no  glóbulo da 
emulsão  será  insuficiente  para  formar  uma  camada  sólida  resistente  em  torno  do 
glóbulo interno aquoso e a fina camada de polímero formada irá quebrar durante a 
eliminação do solvente. E as microcápsulas fechadas serão formadas se o diâmetro 
do glóbulo interno for muito menor do que o do glóbulo da emulsão. Glóbulos com 
mais de um glóbulo de fase interna podem formar micropartículas com estrutura de 
cápsula, se o diâmetro dos glóbulos da fase interna é só um pouco menor do que o 
do glóbulo da emulsão, e com estrutura interna muito porosa lembrando um favo de 
mel, se o diâmetro dos glóbulos da fase interna é muito menor do que o do glóbulo 
de emulsão. 
De  acordo  com  Rosca  e  colaboradores  (2004),  as  formulações  de 
micropartículas resultantes de EM1 e EM2 apresentarão partículas com morfologias 
de  microcápsulas  fechadas  e  microcápsulas  abertas,  devido  a  presença  nas 
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emulsões de glóbulos de emulsão múltipla contendo geralmente  só um glóbulo 
interno de fase aquosa. 
Os resultados observados no  trabalho de Kim e colaboradores (2009) estão 
de  acordo  com  os  dados  descritos  por  Rosca  e  colaboradores  (2004).  Kim  e 
colaboradores (2009) caracterizaram a emulsão múltipla obtida para o preparo  das 
micropartículas por microscopia óptica e a morfologia das partículas resultantes por 
MEV.  Os  glóbulos  de  emulsão múltipla  obtidos  apresentaram  somente  um  glóbulo 
interno de fase aquosa, o que resultou na formação de micropartículas com estrutura 
de cápsula fechada, havendo uma cavidade interna circundada por uma membrana 
polimérica. 
A  morfologia  de  micropartículas  mais  relacionada  com  a  obtenção  de  altos 
valores  de  eficiência  de  encapsulamento  de  proteínas  segundo  Rosca  e 
colaboradores (2004) é a morfologia de partícula de estrutura interna muito porosa, 
resultante  de  glóbulos  de  emulsão  múltipla  contendo  muitos  glóbulos  internos  de 
pequeno diâmetro de fase aquosa. A eficiência de encapsulamento está diretamente 
relacionada com a extensão de incorporação de fase aquosa nas partículas e esta 
morfologia é a que permite a incorporação das maiores quantidades de fase aquosa 
contendo a  proteína. A morfologia de  micropartículas de  estrutura interna  muito 
porosa  é  obtida  em  condições  de  formulação  em  que  o  diâmetro  dos  glóbulos  da 
emulsão primária é muito menor que o diâmetro dos glóbulos da emulsão múltipla. 
Então,  fica  evidente  que  a  caracterização  da  emulsão  múltipla  pode  gerar 
muitas  informações  sobre  as  micropartículas  que  serão  obtidas.  A  observação  da 
emulsão múltipla formada  por microscopia óptica  mostra-se de grande  importância 
para  a  realização  de  uma  otimização  inicial  das  condições  de  formulação  para  o 
desenvolvimento das micropartículas. As imagens obtidas de EM1 e EM2 na Figura 
7 revelam que  foi possível incorporar fase  aquosa no interior dos glóbulos das 
emulsões,  o  que  torna  essas  preparações  viáveis  para  a  obtenção  de 
micropartículas  contendo  proteínas.  Dessa  forma,  optou-se  por  caracterizar  neste 
trabalho os dois sistemas de micropartículas contendo BSA resultantes das EM1 e 
EM2. A obtenção de emulsões múltiplas que resultam na morfologia de partículas de 
estrutura interna muito porosa poderá ser alcançada posteriormente pela otimização 
das condições de formulação. 
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5.1.4.2 Distribuição do diâmetro 
 
 
O  diâmetro  das  partículas  da  formulação  pode  influenciar  várias 
características do sistema de liberação obtido, como a taxa de liberação do fármaco 
e a  sua  adequabilidade para  administração subcutânea (FREITAS  et al.,  2005). 
Dessa  forma,  a  distribuição  do  diâmetro  das  micropartículas  foi  caracterizada  nas 
formulações BM1, M1, BM2 e  M2 pela técnica de difração a laser. Essa técnica é 
baseada  no  princípio  de  que  as  partículas  que  atravessam  um  feixe  de  laser 
dispersam a luz em um ângulo que está correlacionado ao seu diâmetro (WISCHKE; 
SCHWENDEMAN, 2008).  
Os valores de D10, D50 e D90 das micropartículas desenvolvidas B1, M1, B2 
e M2 estão apresentados na Tabela 2 e a distribuição do diâmetro das formulações 
está apresentada nos gráficos de porcentagem do volume de partículas versus 
diâmetro das partículas na Figura 8. Os valores de D10, D50 e D90 correspondem 
aos diâmetros das partículas abaixo dos quais está compreendido respectivamente 
10 %, 50 % e 90% da população de partículas da distribuição. 
 
 
Tabela 2 -
 D10, D50 e D90 das micropartículas desenvolvidas B1, M1, B2 e M2. 
Distribuição 
de diâmetro 
B1* 
(µm) 
M1* 
(µm) 
 
B2* 
(µm) 
M2* 
(µm) 
D10  3,96 + 0,08  3,24 + 0,10  1,87 + 0,11  1,99 + 0,09 
D50  13,86 + 0,09  12,33 + 0,18  10,10 + 0,62  9,48 + 0,41 
D90  52,80 + 7,33  40,62 + 8,17  37,80 + 18,16  45,06 + 15,28 
* Os valores representam a média + DP (n = 2). 
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Figura 8 - 
Distribuição do diâmetro das micropartículas contendo BSA: (A) distribuição do 
diâmetro de B1, (B) distribuição do diâmetro de M1, (C) distribuição do diâmetro de B2 e (D) 
distribuição do diâmetro de M2. 
 
 
O D50 das formulações B1 e M1 (13,86 e 12,33 µm) é um pouco maior que o 
D50 das formulações B2 e M2 (10,10 e 9,48 µm), fato que pode ser justificado pelo 
preparo  das  formulações  M1  com  uma  menor  velocidade  de  agitação  para  a 
formação da emulsão múltipla, o que leva a formação de glóbulos maiores de 
emulsão e,  após a evaporação do solvente, resulta em partículas com maiores 
diâmetros (FREITAS  et al., 2005).  O D10,  D50 e  D90 das  micropartículas sem 
proteína (B1 e B2) e das respectivas micropartículas contendo BSA (M1 e M2) não 
apresentou grandes diferenças entre si. 
Os  sistemas  de  micropartículas  obtidos  possivelmente  podem  ser 
caracterizados  como  polidispersos  conforme  demonstrado  nos  gráficos 
apresentados,  já  que  foram  encontrados  dois  máximos  principais  na  curva  de 
distribuição de diâmetro das partículas (perfil bimodal de distribuição) (GAUMET et 
al., 2008).  Os máximos observados após o diâmetro de 100 µm nas Figuras 8A, 8B 
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e 8D foram considerados provenientes da presença de agregados de partículas que 
não  foram  dispersos  em  água.  Os  dois  máximos  principais  obtidos  indicam  que  o 
sistema  tem  dois  tipos  de  população  de  partículas  distintos:  uma  população  com 
diâmetro médio próximo de 1µm e outra população com diâmetro médio próximo de 
10 µm. 
  Rafati  e  colaboradores  (1997)  obtiveram  micropartículas  de  PLGA  contendo 
BSA  pelo  método  de  emulsão  múltipla  com  distribuição  bimodal  de  diâmetro  das 
partículas. A formulação foi  obtida  com  alta concentração de  polímero  na fase 
orgânica (6 % p/V) e baixa concentração do tensoativo PVA na fase aquosa externa 
(1 % p/V). Os autores  atribuíram o  perfil bimodal obtido na formulação  a uma 
estabilização insuficiente da emulsão formada para o preparo das partículas devido 
à baixa concentração de tensoativo empregada. 
Neste trabalho a obtenção de um perfil bimodal de distribuição de partículas 
provavelmente  não  é  explicada  por  uma  baixa  estabilização  do  sistema  pelo 
tensoativo já que as formulações foram desenvolvidas com concentração de PCL na 
fase  orgânica  de  5  %  p/V  e  concentração  de  PVA  de  2,5  %  p/V  na  fase  aquosa 
externa. Feczkó e colaboradores (2008) obtiveram uma distribuição homogênea do 
diâmetro  de  nanopartículas  poliméricas  utilizando  PVA  na fase  aquosa  externa  na 
concentração de 2,5 % p/V e concentração de PLGA na fase orgânica de 8% p/V. A 
obtenção  de  um  sistema  polidisperso  neste  trabalho  pode  ser  provavelmente 
explicada por uma condição de baixa eficiência de agitação do sistema associada a 
grandes  volumes  de  fase  aquosa  externa  (BENOIT  et  al.,  1999).  Acredita-se  que 
durante  o  curto  período  de  agitação  utilizado  de  dois  minutos  para  obtenção  da 
emulsão  múltipla,  todo  o  volume  do  sistema  (aproximadamente  20  mL) 
provavelmente  não  foi  agitado  com  a  mesma  intensidade,  originando  glóbulos  de 
emulsão  múltipla  de  diferentes  diâmetros.  Uma  melhor  eficiência  de  agitação  do 
sistema  poderia  ser  obtida  com  a  diminuição  do  volume  de  fase  aquosa  externa 
(solução de PVA 2,5 % p/V). 
  Quanto  à adequabilidade do diâmetro das partículas para administração por 
via  subcutânea,  Kim  e  colaboradores  (2009)  descreveram  que  partículas  com 
diâmetro menor que 100 µm podem ser facilmente injetadas no organismo causando 
menor  sensação  de  dor  no  paciente.  Dessa  forma,  as  formulações  desenvolvidas 
neste trabalho são provavelmente apropriadas para a administração subcutânea, já 
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que apresentam D90 de cerca de 50 µm. Os sistemas desenvolvidos são, portanto, 
promissores para a liberação de proteínas após administração subcutânea. 
 
 
5.1.4.3 Superfície e forma externa 
 
 
As amostras de  pó liofilizado de  micropartículas B1, M1, B2  e M2  foram 
analisadas por MEV para, além da visualização da forma e superfície, confirmação 
da existência de uma população polidispersa de partículas, como indicado pela 
observação  da  emulsão  múltipla  e  distribuição  do  diâmetro  das  partículas  por 
difração  a  laser.  As  imagens  das  micropartículas  B1  e  M1  obtidas  por  MEV  são 
apresentadas na Figura 9 e as imagens B2 e M2 são apresentadas na Figura 10. 
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Figura 9 -
 Imagens de MEV do pó liofilizado das micropartículas B1 e M1: (A), (B) e (C) 
imagens das micropartículas B1 nos aumentos de 300, 1000 e 5000 vezes respectivamente; (D), 
(E) e (F) imagens das micropartículas M1 nos aumentos de 250, 1000 e 5000 vezes 
respectivamente e setas indicando micropartículas com a morfologia de cápsula aberta. 
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Figura 10 -
 Imagens de MEV do pó liofilizado das micropartículas B2 e M2: (A), (B) e (C) 
imagens das micropartículas B2 nos aumentos de 300, 1000 e 5000 vezes respectivamente; (D), 
(E) e (F) imagens das micropartículas M2 nos aumentos de 250, 1000 e 5000 vezes 
respectivamente e setas indicando micropartículas com a morfologia de cápsulas abertas. 
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As  imagens  de MEV  das  micropartículas  B1 e  M1  (Figura  9)  e B2  e M2 
(Figura 10) confirmam a obtenção de sistemas polidispersos de micropartículas, com 
a  presença  de  duas  populações  de  diâmetro  de  partículas.  As  micropartículas 
desenvolvidas  B1,  M1,  B2  e  M2  apresentam  geralmente  forma  esférica.  Não  foi 
observado na superfície de M1 e de M2 cristais ou outras estruturas que possam ser 
associadas à  presença  de BSA. Estruturas de cápsulas  abertas foram observadas 
em todas  as  formulações  desenvolvidas de  micropartículas  como  indicado  pelas 
setas  nas  Figuras  9  e  10.  Na  imagem  F  da  Figura  10,  pode  ser  observada  uma 
estrutura  de  cápsula  aberta  contendo  micropartículas  menores  da  formulação 
internalizadas.  Comparando  as  Figuras  9  e  10  é  possível  perceber  que  as 
formulações B1 e M1 apresentam maiores diâmetros e população de partículas mais 
heterogênea  do  que  as  formulações  BM2  e  M2,  o  que  pode  ser  justificado  pela 
menor  velocidade de  agitação  utilizada para  o preparo da  emulsão múltipla no 
desenvolvimento de B1 e M1 (FREITAS et al., 2005). 
  Os  sistemas  de  micropartículas  desenvolvidos  neste  trabalho  apresentam 
algumas partículas com a morfologia de microcápsulas, já que pode ser observado 
nas imagens obtidas por MEV cápsulas abertas contendo uma membrana polimérica 
revestindo uma cavidade (indicadas pelas setas nas Figuras 9 e 10). A existência de 
micropartículas com morfologia de cápsula aberta nas duas formulações foi indicada 
pela avaliação realizada dos glóbulos da emulsão múltipla EM1 e EM2. A obtenção 
de  micropartículas  com  a  morfologia  de  cápsula  aberta  não  é  desejável.  Esta 
estrutura indica que a camada de polímero formada em torno da fase aquosa interna 
incorporada no glóbulo da emulsão múltipla inicial foi quebrada durante a eliminação 
do  solvente,  propiciando  uma  maior  difusão  da  proteína  presente  na  fase  interna 
aquosa para a fase aquosa externa, fato que diminui a eficiência de encapsulamento 
do sistema (ROSCA et al., 2004).  
A presença de poros na superfície das partículas também não é desejável, já 
que propicia uma maior difusão da proteína incorporada nas partículas para a fase 
aquosa externa durante o preparo das formulações, gerando uma menor eficiência 
de  encapsulamento,  e  resulta  em  uma  liberação  mais  rápida  da  proteína  dos 
sistemas  (CROTTS;  PARK,  1995;  HERRMANN;  BODMEIER,  1995).  A  lenta 
remoção do solvente orgânico dos sistemas, como foi executada neste trabalho pela 
evaporação  do  diclorometano  a  pressão  atmosférica  e  temperatura  ambiente  por 
duas horas, pode evitar a formação de poros na superfície da micropartículas (CUI 
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et al., 2005). Pelas imagens obtidas por MEV, nas Figuras 9 e 10, pode-se notar que 
as formulações de micropartículas desenvolvidas apresentam geralmente superfície 
lisa  e  sem  a  presença  de  poros.  A  ausência  de  poros  na  superfície  dos  sistemas 
desenvolvidos é uma boa característica, já que indica que altos valores de eficiência 
de  encapsulamento  podem  ter  sido  obtidos e  que,  provavelmente, a proteína  será 
liberada de maneira mais prolongada dos sistemas. 
 
 
 
5.1.4.4 Teor e eficiência de encapsulamento de albumina bovina 
 
 
É  desejada  a  obtenção  de  sistemas  com  alta  eficiência  de  encapsulamento 
pois, dessa forma, uma menor quantidade de proteína será perdida no meio aquoso 
das formulações, gerando um menor custo de produção da forma farmacêutica 
(FREITAS  et  al.,  2005).  Para  determinação  da  capacidade  de  encapsulamento  de 
proteínas nos sistemas desenvolvidos, o teor e a eficiência de encapsulamento de 
BSA  foram  estimados.  O  teor  de  BSA  teórico  das  formulações  M1  e  M2  utilizado 
neste  trabalho,  que  corresponde  a  100  %  de  eficiência  de  encapsulamento,  é  de 
2,44 %. O teor e a eficiência de encapsulamento de BSA obtidos experimentalmente 
para as micropartículas M1 e M2 são apresentados na Tabela 3. 
 
 
Tabela 3 -
 Teor e eficiência de encapsulamento de BSA nas micropartículas M1 e M2. 
M1  M2 Amostra 
Teor 
(% p/p) 
Eficiência de 
encapsulamento 
(%) 
Teor 
 (% p/p) 
 Eficiência de 
encapsulamento 
(%) 
Formulação 1  1,26  51,64  0,71  29,03 
Formulação 2  0,81  33,20  0,88  36,07 
Formulação 3  1,13  46,31  0,86  35,25 
Média+DP (n=3)  1,07 + 0,23  43,71 + 9,49  0,82 + 0,09  33,45 + 3,85 
 
 
Com  base  na  Tabela  3,  a  obtenção  de  uma  maior  eficiência  de 
encapsulamento para  a formulação M1  do  que para  a  formulação M2  pode  ser 
justificada por uma provável produção de uma menor quantidade de micropartículas 
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com  a  morfologia  de  cápsula  aberta,  já  que  EM1  é  preparada  com  uma  menor 
velocidade  de  agitação,  gerando  glóbulos  de  emulsão  múltipla  maiores,  em  que  é 
possível incorporar de maneira mais eficiente os glóbulos da fase aquosa contendo 
a proteína (ROSCA et al., 2004). 
Diferentes  valores  de  eficiência  de  encapsulamento  de  BSA  em 
micropartículas  de  PCL  produzidas  pela  técnica  de  emulsão  mútlipla  são 
encontrados  na  literatura.  Benoit  e  colaboradores  (1999)  obtiveram,  usando 
diferentes  condições  para  o  preparo  das  micropartículas  de  PCL,  valores  de 
eficiência de encapsulamento de BSA de 5 a 30%. Já Al Haushey e colaboradores 
(2007)  realizaram  um  estudo  de  otimização  de  formulação  de  micropartículas  de 
PCL contendo BSA, pela técnica de emulsão múltipla, e alcançaram, nas melhores 
condições desenvolvidas para a formulação, 80 % de eficiência de encapsulamento 
de BSA. 
Dessa forma,  os resultados de  eficiência  de encapsulamento de  BSA em 
micropartículas de PCL obtidos neste trabalho estão próximos aos encontrados na 
literatura, em que  a eficiência  de encapsulamento  obtida  varia  de 5  a  80  %. Além 
disso,  os resultados  de eficiência de encapsulamento de BSA nas formulações 
desenvolvidas  neste  estudo
  podem  estar  subestimados,  já  que  o  método  de 
extração  empregado  para  determinação  da  eficiência  de  encapsulamento 
possivelmente não é capaz de extrair  completamente  todo o conteúdo  de proteína 
incorporada nos sistemas. 
Os  valores  de  eficiência  de  encapsulamento  de  BSA  obtidos  de  43,71  %  e 
33,45  %  demonstram  que  os  sistemas  desenvolvidos  possuem  a  capacidade  de 
encapsular  proteínas.  Os  teores  de  BSA  encontrados  de  1,07  e  0,82  %  p/p  são 
adequados para sistemas de liberação de proteínas visto que tais macromoléculas 
podem exercer efeito terapêutico mesmo em pequenas concentrações (WANG et al., 
1999).  A  obtenção  de  valores  mais  altos  de  eficiência  de  encapsulamento  é 
desejada e pode ser alcançada, provavelmente, pela otimização das condições de 
preparo das formulações. 
Segundo  Al  Haushey  e  colaboradores  (2007),  os  principais  fatores  que 
influenciam a eficiência de encapsulamento de BSA em micropartículas de PCL são, 
em ordem de prioridade, o equilíbrio da pressão osmótica  entre a fase interna 
aquosa e a fase externa aquosa, o volume da fase externa aquosa, a quantidade de 
polímero, a velocidade de agitação para formação da emulsão primária, o tempo de 
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agitação  para a  formação da emulsão múltipla,  o volume de  fase  orgânica  e a 
velocidade de agitação para formação da emulsão múltipla. 
Dessa  forma,  para  a  obtenção  de  melhores  resultados  de  eficiência  de 
encapsulamento  de  BSA  em  micropartículas  de  PCL,  as  formulações  deverão  ser 
otimizadas  pela adequação de  todos  os parâmetros  descritos  por  Al  Haushey  e 
colaboradores (2007). 
 
 
5.1.4.5 Perfil de liberação da albumina bovina 
 
 
Além  de  incorporar  as  proteínas,  as  micropartículas  devem  ser  capazes  de 
liberar a proteína encapsulada para que esta possa exercer sua ação biológica e o 
seu fim terapêutico. O estudo de liberação in vitro de BSA a partir do pó liofilizado 
das  micropartículas  M1  e  M2  obtido  foi  realizado  para  se  avaliar  a  liberação  da 
proteína  durante  um  período  de  28  dias.  As  condições  do  experimento  foram 
implementadas no sentido de tentar simular in vitro as condições fisiológicas em que 
os  sistemas  serão  aplicados  in  vivo.  Dessa  forma,  as  condições  usadas  no  teste 
foram: 0,5 mL de meio tampão fosfato pH 7,4, temperatura de 37 °C e agitação leve 
de  30  rpm.  Ao  término  de  cada  tempo  de  incubação  estabelecido,  os  microtubos 
contendo as formulações M1 e M2 foram retirados do teste e o meio de liberação foi 
coletado para determinação da quantidade de BSA liberada.  
   A Farmacopéia dos Estados Unidos edição 29 (USP29) descreve no capítulo 
geral 1092, intitulado como “The dissolution procedure: development and validation” 
que condição sink é uma condição para dissolução de fármacos onde o volume de 
meio é de, no mínimo, três vezes superior ao volume de meio requerido para formar 
uma solução saturada com o fármaco em estudo. Na USP29, também está descrito 
que quando as condições sink são empregadas, é mais provável que os resultados 
de dissolução reflitam as reais propriedades do medicamento. 
  As condições sink foram usadas neste estudo de liberação. Assumindo uma 
eficiência  de  encapsulamento  de  50  %  de  BSA  (tendo  em  vista,  que  obtivemos 
experimentalmente valores de eficiência de encapsulamento médios de cerca de 30 
% e 40 %),  10 mg de formulação  de micropartículas irão conter aproximadamente 
0,125 mg de BSA. Segundo informação do fabricante, a BSA é solúvel em água na 
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concentração de 40 mg/mL. Considerando esta informação, é necessário 0,003 mL 
para  solubilizar  0,125  mg  de  BSA  e  então  é  necessário,  no  mínimo,  0,012  mL  de 
meio de liberação para satisfazer a condição sink. A condição sink foi empregada no 
experimento,  visto  que  0,5  mL  de  meio  de  liberação  foi  utilizado  para  10  mg  de 
formulação de micropartículas contendo BSA. 
  Os  valores  de  eficiência  de  encapsulamento  de  BSA  obtidos  para  as 
formulações de M1  e M2 usadas  neste experimento  foram  de  51,08  %  e 29,48 % 
respectivamente. 
  O  pó  liofilizado  de  M1  e  M2  e  0,5  mL  de  meio  de  liberação  estéril  foram 
adicionados  a  microtubos  estéreis  em capela  de  fluxo  laminar.  Essas  condições 
foram  empregadas  como  uma  tentativa  de  impedir  o  crescimento  de 
microorganismos no meio de liberação durante o período do ensaio. Os estudos de 
liberação de  proteínas de micropartículas poliméricas descritos na literatura são 
conduzidos com tampões como meio de liberação sem ou com a presença de 
substâncias  conservantes,  geralmente é utilizado  azida  de  sódio a  0,01  %  p/V 
(BLANCO; ALONSO, 1997; CROTTS; PARK,  1997;  CUI et  al., 2005; YANG  et  al., 
2001).  Não  foi  observado  visualmente  neste  experimento  o  crescimento  de 
microorganismos nos microtubos contendo as formulações e o meio de liberação. 
  Os  perfis  de  liberação  obtidos  neste  estudo  na  forma  da  porcentagem  de 
liberação média de BSA em relação ao tempo de incubação, são representados na 
Figura  11.  Os  valores  médios  da  liberação  de  BSA  e  DP  obtidos  nos  diferentes 
tempos de incubação das micropartículas M1 e M2 estão apresentados na Tabela 4. 
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Figura 11 
- Perfis de liberação da BSA das micropartículas M1 e M2 
 
 
Tabela 4 -
 Valores médios da porcentagem de liberação acumulada de BSA obtidos nos 
diferentes tempos de incubação das micropartículas M1 e M2. 
Período de incubação  M1  M2 
(dias)  Média + DP (%) 
(n = 2) 
Média + DP (%) 
(n = 2) 
1  20,00 + 16,11  37,97 + 17,01 
3  24,41 + 2,14  34,61 + 4,85 
7  37,11 + 10,85  54,20 + 9,84 
14  30,09 + 3,01  52,72 + 3,66 
28  33,70 + 0,30  65,52 + 3,13 
 
 
Nesta  avaliação,  a  taxa  de  liberação  acumulada  de  BSA  foi  de  33,70  %  e 
65,52  %  durante  28  dias  de  experimento  para  M1  e  M2  respectivamente.    Foram 
obtidas altas variações nos valores encontrados para liberação de BSA em M1 e M2 
nos tempos de incubação de 1 dia e de 7 dias. Essas variações provavelmente são 
provenientes  de  erros  experimentais  e  devem  ser  investigadas  pela  repetição  do 
teste de liberação com um maior número de replicatas de amostras de M1 e M2.
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A  liberação  de  BSA  das  micropartículas  tanto  de  M1  como  de  M2  no 
experimento  pode  ser  dividida  em  duas  etapas:  uma  primeira  etapa  de  liberação 
elevada  de  BSA  (1° dia  de  incubação)  e  uma  segunda  etapa  de  liberação  lenta  e 
sustentada da proteína (3° ao 28° dia de incubação). 
As formulações M1 e M2 apresentaram valores médios de liberação inicial de 
BSA de 20,00 % e 37,97 % respectivamente. A liberação inicial elevada do fármaco 
a  partir  das  micropartículas  é  atribuída  à  presença  do  fármaco  na  superfície  dos 
sistemas (YAN et al., 1994). Uma maior liberação inicial de BSA de M2 á justificada 
pela maior área superficial apresentada por esse sistema, que tem uma população 
com menores diâmetros de micropartículas do que M1. Os altos valores de liberação 
inicial encontrados nos sistemas também podem ser explicados pela presença das 
estruturas  de  cápsula  aberta,  que  aumentam  a  área  superficial  dos  sistemas  por 
exporem a superfície interna das partículas ao meio de liberação. 
  Após a liberação inicial, a formulação M2 apresentou uma taxa de liberação 
de  BSA  durante  os  28  dias  de  experimento  mais  elevada  quando  comparada  à 
formulação M1 (cerca de 14 % e 28 % de liberação de BSA respectivamente em M1 
e M2). Esse fato também pode ser explicado pela maior área superficial apresentada 
pelo  sistema  de  micropartículas  M2,  que,  por  ter  uma  maior  área  polimérica  em 
contato  com  água,  propicia  uma  maior  difusão  da  proteína  encapsulada  nas 
micropartículas  para  o  meio  de  liberação.  Essa  etapa  de  liberação  lenta  e 
sustentada da proteína ocorre principalmente devido à difusão de BSA por meio de 
poros  e  canais  interconectados  da  matriz  polimérica  para  o  meio  de  liberação 
(YANG et al., 2001). Como a erosão da PCL é muito lenta, em um pequeno período 
de  teste  de  liberação  como  o  utilizado,  este  mecanismo  não  contribui 
significativamente para a liberação do fármaco dos sistemas (JEONG et al., 2003). 
Os perfis de liberação de BSA obtidos para as micropartículas de PCL neste 
trabalho  são  similares  aos  obtidos  por  Benoit  e  colaboradores  (1999).  Os  autores 
obtiveram um  perfil de  liberação de  BSA de micropartículas  de PCL  com uma 
liberação inicial elevada de 30 % seguida por uma liberação lenta e sustentada da 
proteína por mais de três meses. Os autores atribuem a liberação inicial elevada à 
presença  de  BSA  na  superfície  dos  sistemas  e  a  liberação  lenta  à  baixa 
permeabilidade das proteínas na matriz de PCL.  
A liberação de proteínas a partir de micropartículas provavelmente está muito 
relacionada com a estrutura dos sistemas. Cui e colaboradores (2005) observaram 
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que quando a concentração de PLGA na fase orgânica aumenta de 3,75 % p/V para 
15 % p/V, a liberação inicial da proteína melitina das micropartículas diminui de 49 % 
para  17  %.  Isso  acontece  porque  uma  maior  quantidade  de  polímero  ocasiona  a 
formação de micropartículas com uma matriz polimérica mais densa  com menores 
cavidades  e  estrutura  interna  mais  tortuosa.  Esse  fato  também  foi  observado  por 
Yang  e  colaboradores  (2001).  Dessa  forma,  sugere-se  que  um  perfil  de  liberação 
mais lento de BSA a partir de micropartículas pode ser alcançado pelo aumento da 
concentração  de  polímero  na  fase  orgânica.  Outros  parâmetros  que  influenciam  a 
morfologia  e  o  diâmetro  das  partículas  também  podem  ser  otimizados  para  a 
obtenção  de  um  perfil  de  liberação  mais  adequado  da  proteína  para  o  fim 
pretendido. 
Os resultados preliminares obtidos através dos perfis de liberação acumulada 
de BSA durante 28 dias indicam que os sistemas de micropartículas desenvolvidos 
podem promover liberação prolongada de BSA. 
Para melhor avaliação dos  perfis de  liberação dos  sistemas, propõe-se a 
realização de estudos de liberação de BSA com um maior número de replicatas de 
cada formulação e por um maior tempo de duração. 
 
 
5.1.4.6 Perfil eletroforético da albumina bovina liberada 
 
 
O desenvolvimento  bem sucedido de  sistemas de liberação de proteínas, 
requer o encapsulamento da proteína nos sistemas, a liberação da macromolécula 
no  meio  biológico  e  a  manutenção  da  integridade  da  proteína  encapsulada  e 
liberada, para que esta seja capaz de exercer a sua ação e possivelmente promover 
o  efeito  terapêutico.  Como  durante  o  processo  de  produção  das  formulações  as 
proteínas são submetidas a várias condições não favoráveis à preservação da sua 
estabilidade, como alta velocidade de agitação e contato com solvente orgânico, a 
integridade dessas macromoléculas deve ser pesquisada, pois alterações estruturais 
podem  ocasionar  a  perda  da  sua  atividade  biológica  (SINHA;  TREHAN,  2003).  A 
caracterização  da integridade estrutural da  BSA  liberada  das micropartículas  M1 e 
M2  em  comparação  com  uma  solução  controle  de  BSA  recém-preparada  e 
marcadores de massa molecular foi realizada por eletroforese contendo dodecil 
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sulfato de  sódio (SDS-  PAGE).  A técnica  de SDS-PAGE permite a  separação  das 
proteínas em um gel em função da sua massa molecular (COMINETTI et al., 2007). 
Condições de não redução foram empregadas nesta análise para a preservação de 
todos os agregados possivelmente formados por ligação dissulfeto. 
 Os  resultados  da  caracterização  da  solução  controle  de  BSA  recém-
preparada  e  das  amostras  contendo  BSA  provenientes  do  teste  de  liberação 
preliminar das formulações M1 e M2 por SDS-PAGE são mostrados na Figura 12. 
 
 
 
Figura 12 –
 Perfil eletroforético da BSA a partir da solução controle e das amostras do teste 
de liberação de M1 e M2 por SDS-PAGE: (PM) padrão de massa molecular, (BSA) solução 
recém preparada de BSA, (1) e (2) amostras do 1° dia do teste de liberação de BSA de M1 e M2 
respectivamente, (3) e (4) amostras do 7° dia do teste de liberação de BSA de M1 e M2 
respectivamente, (5) e (6) amostras do 28° dia do teste de liberação de BSA de M1 e M2 
respectivamente e setas indicando as bandas correspondentes a massa molecular da BSA. 
 
 
  Pela  Figura  12,  pode-se  observar  que  as  bandas  correspondentes  aos 
padrões  de  massas  moleculares  não  ficaram  bem  definidas  neste  ensaio. 
Provavelmente isto ocorreu devido a um maior tempo empregado para a coloração 
do gel, visando uma melhor visualização das bandas de agregados de proteínas que 
estavam  presentes  em  baixa  quantidade  nas  amostras.  Na  mancha  indicada  pela 
seta na coluna PM está inserida a banda de massa molecular de 64 kDa e, dessa 
maneira, a BSA, que tem massa  molecular de 67  kDA, é identificada no  gel pelas 
bandas mais coradas, indicadas pelas setas, apresentadas nas linhas BSA, 1, 2, 3, 
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4, 5 e 6. As bandas coradas mais fracamente nas mesmas linhas correspondem a 
agregados de BSA de alta massa molecular. 
Com os resultados obtidos, pode-se afirmar que a matéria-prima BSA usada 
para  o  preparo  das  formulações  apresenta  uma  população  heterogênea  de 
proteínas, composta por BSA e por uma pequena porção de agregados covalentes. 
A heterogeneidade das preparações comerciais de BSA já era descrita por Crotts e 
Park  (1997)  e é proveniente  do processo industrial  usado  para  a obtenção  da 
proteína. A BSA e seus agregados covalentes foram liberados das formulações M1 e 
M2 durante o teste de liberação, desde o primeiro dia de incubação. Os agregados 
de  BSA  provavelmente  foram  encapsulados  juntamente  com  a  BSA  nas 
micropartículas M1 e M2 já que estavam presentes na solução controle da proteína. 
Dessa forma, não se pode afirmar a partir do gel obtido que os agregados de BSA 
foram  formados  devido  à  modificação  de  BSA  durante  a  produção  das 
micropartículas ou durante o teste de liberação. 
  A  formação  de  agregados  covalentes  de  BSA  durante  o  processo  de 
produção de micropartículas de PLGA e liberação da proteína  das formulações foi 
observada  nos  trabalhos  desenvolvidos  por  Crotts  e  Park  (1997)  e  por  Panyam  e 
colaboradores (2003). 
Visando investigar melhor a integridade da BSA encapsulada e liberada das 
micropartículas de PCL, propõe-se a utilização de preparações de BSA mais puras 
para o desenvolvimento das formulações e a realização da quantificação de BSA e 
dos  seus  agregados  obtidos  no  teste  de  liberação  pela  técnica  de  cromatografia 
líquida de alta eficiência. 
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5.2  Desenvolvimento e caracterização  de micropartículas  de policaprolactona 
contendo interferon alfa (estudo preliminar). 
 
 
  Os sistemas desenvolvidos e testados com a BSA demonstraram capacidade 
para encapsular e liberar proteínas, além  de adequabilidade para administração 
subcutânea.  Mostrando-se,  portanto,  inicialmente  viáveis  para  a  obtenção  de  um 
sistema  de  liberação  prolongada  de  IFNα.  Dessa  forma,  foi  realizado  um  estudo 
preliminar de formulação de micropartículas de PCL contendo IFNα. 
 
   
5.2.1 Diluição da solução de interferon alfa 
 
 
 A diluição da solução comercial de IFNα foi realizada, conforme indicação do 
fabricante, em solução tampão contendo 0,1 % de BSA. De acordo com a literatura, 
a  BSA protege  o IFNα  em  solução  contra mecanismos  de degradação químicos  e 
físicos  (RUIZ et al., 2006). Dessa forma o IFNα e  a BSA foram encapsulados 
juntamente nas micropartículas desenvolvidas.  
 
 
5.2.2  Desenvolvimento  das  formulações  de  micropartículas  de  poli-ε
εε
ε-
caprolactona contendo interferon alfa 
 
 
As condições de formulação das micropartículas M1 foram escolhidas para o 
desenvolvimento de micropartículas contendo IFNα devido ao maior valor obtido de 
eficiência de encapsulamento de BSA em M1 do que em M2 e a menor velocidade 
de agitação empregada para o preparo da emulsão múltipla (8.000 rpm), que pode 
favorecer uma maior manutenção da integridade estrutural das proteínas no sistema. 
As  formulações  de  micropartículas  de  PCL  contendo  IFNα  na  forma  de  pó 
liofilizado foram obtidas com sucesso com as condições de formulação empregadas, 
após a centrifugação e liofilização das suspensões produzidas.  
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5.2.3 Caracterização das formulações de micropartículas contendo interferon 
alfa 
 
 
5.2.3.1 Distribuição do diâmetro 
 
 
O diâmetro  das  partículas  das  formulações  BMIFN  e MIFN foi estimado  por 
MEV.  A  estimativa  do  diâmetro  das  partículas  neste  estudo  preliminar  foi  possível 
para  a  avaliação  das  formulações  desenvolvidas.  As  imagens  de  BMIFN  e  MIFN 
obtidas  por  MEV,  que foram  utilizadas  para  a  obtenção  de  uma  estimativa  do 
diâmetro médio das partículas, são apresentadas na Figura 13.  
 
 
 
Figura 13 - 
Imagens de MEV do pó liofilizado das micropartículas BMIFN e MIFN: (A) imagem 
das micropartículas BMIFN no aumento de 1000 vezes; (B) imagem de MIFN no aumento de 
1000 vezes e os números sobre as partículas nas imagens correspondem ao valor do diâmetro 
em micrômetros dessas partículas. 
 
 
As imagens obtidas por MEV das micropartículas BMIFN e MIFN demonstram 
a  obtenção  de  um  sistema  polidisperso,  com  a  presença  de  duas  populações  de 
diâmetro de partículas. Este fato já era esperado visto que as formulações BMIFN e 
MIFN foram desenvolvidas da mesma forma  que em B1 e M1, onde foi obtido um 
sistema polidisperso de partículas. 
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O diâmetro médio foi estimado na população de partículas de maior diâmetro, 
pela determinação do diâmetro de dez partículas. Os valores dos diâmetros das dez 
partículas  analisadas,  em  µm,  estão  indicados  pelos  números  dispostos  sobre  as 
partículas  nas  imagens  A  e  B  da  Figura  13.  O  diâmetro  médio  estimado  para  a 
população  de  maior  diâmetro  em  BMIFN  e  MFN  foi  de  13  µm  e  22  µm 
respectivamente. 
Nas  imagens  obtidas  por  MEV  todas  as  partículas  apresentaram  diâmetros 
inferiores  a  100  µm,  o  que  segundo  Kim  e  colaboradores  (2009),  torna  esta 
formulação adequada para a administração subcutânea. 
 
 
5.2.3.2 Superfície e forma externa 
 
 
A  superfície  e  a  forma  externa  das  micropartículas  produzidas  foram 
observadas nas imagens obtidas por MEV. As imagens das micropartículas BMIFN 
são apresentadas na Figura 14 e as imagens das micropartículas MIFN (formulações 
1,2 e 3) são apresentadas nas Figura 15. 
 
 
 
Figura 14 -
 Imagens de MEV do pó liofilizado das micropartículas BMIFN: (A) e (B) imagens 
das micropartículas nos aumentos de 300 e 1000 vezes respectivamente e setas indicando 
algumas micropartículas com a morfologia de cápsulas abertas. 
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Figura 15 -
 Imagens de MEV do pó liofilizado das micropartículas MIFN: (A) e (B) imagens 
das micropartículas da formulação 1 nos aumentos de 300 e 1000 vezes respectivamente; (C) e 
(D) imagens das micropartículas da formulação 2 nos aumentos de 300 e 1000 vezes 
respectivamente; (E) e (F) imagens das micropartículas da formulação 3 nos aumentos de 300 
e 1000 vezes respectivamente e setas indicando algumas micropartículas com a morfologia de 
cápsulas abertas. 
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A  presença  de  partículas  com  a  morfologia  de  cápsula  aberta  pode  ser 
visualizada,  como  indicado  pelas  setas  nas  Figuras  14  e  15,  tanto  na  formulação 
BMIFN  como  nas  formulações  MIFN.  Esse  fato  já  era  esperado,  já  que  foi 
apresentado  nas  formulações  B1  e  M1  desenvolvidas  nas  mesmas  condições  de 
agitação. Nas imagens da Figura 15 podem-se observar, como indicado pelas setas 
na imagem B, estruturas de cápsulas abertas colapsadas, lembrando uma bola 
vazia, sem ar. Segundo Rosca e colaboradores (2004) a estrutura de cápsula aberta 
é  formada  durante  a eliminação  do  solvente  da  emulsão  múltipla e  a  estrutura  de 
cápsula  colapsada  é  formada  posteriormente  durante  a  liofilização  devido  à 
evaporação da fase aquosa interna. 
Comparando  as  imagens  obtidas  das  formulações  contendo  IFNα  e  da 
formulação M1 contendo BSA nas Figuras 15 e 9 respectivamente, nota-se que as 
formulações  MIFN  têm  uma  maior  quantidade  de  partículas  com  estruturas  de 
cápsulas abertas do que M1. Este fato pode ser explicado pelas diferentes pressões 
osmóticas desenvolvidas entre a fase aquosa externa contendo PVA 2,5 % p/V e as 
fases aquosas internas das formulações MIFN e M1, que contém, respectivamente, 
solução  de  tampão  fosfato  0,5  M  contendo  BSA  a  0,1%  p/V  e  IFNα  e  solução  de 
BSA 2,5 % p/V. 
Provavelmente há uma maior diferença de osmolaridade entre a fase aquosa 
interna e a fase aquosa externa na formulação MIFN em comparação a formulação 
M1, o que pode gerar um maior fluxo de água da fase aquosa interna para a fase 
aquosa  interna em MIFN  (AL  HAUSHEY  et  al.,  2007).  Dessa forma,  a  camada  de 
fase orgânica em torno da fase aquosa no glóbulo de emulsão múltipla ficará menos 
espessa  com  o  aumento  do  glóbulo  da  fase  aquosa  interna,  formando  uma  fina 
camada  de  polímero  durante  a  eliminação  do  solvente,  que  pode  vir a  romper-se, 
originando as estruturas de cápsulas abertas. A obtenção de estruturas de cápsulas 
abertas  nas  formulações  não  é  desejável  já  que  pode  ocasionar  uma  redução  da 
eficiência  de  encapsulamento  da  proteína  pelos  sistemas  (ROSCA  et  al.,  2004). 
Diante  das  diferenças  observadas  entre  as  formulações  MIFN  e  M1,  propõe-se  o 
desenvolvimento  de  formulações  com  a  padronização  das  diferenças  de 
osmolaridade  entre  as  fases  aquosas  interna  e  externa  para  a  obtenção  de 
micropartículas com características mais reprodutíveis.
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Nas imagens das  formulações MIFN  na Figura  15 não  foram observados 
cristais ou outras estruturas na superfície das partículas que possam ser associados 
à presença de IFNα. 
As  partículas  das  formulações  BMIFN  e  MIFN  são  esféricas  e  apresentam 
superfície  lisa. A  maioria  das partículas observadas nas imagens 14  e 15 não 
apresenta poros na sua superfície, o que é uma característica desejável já que pode 
indicar  a  obtenção  de  uma  alta  eficiência  de  encapsulamento  e  de  um  perfil  de 
liberação mais lento da proteína dos sistemas (CROTTS; PARK, 1995; HERRMANN; 
BODMEIER, 1995). 
 
 
5.2.3.3 Eficiência de encapsulamento do interferon alfa 
 
 
  Um  sistema  adequado  de  liberação  para  o  IFNα  deve  apresentar  alta 
eficiência de encapsulamento, já que o IFNα é uma proteína de alto custo. 
O  ELISA  foi  utilizado  neste  trabalho  para  a  quantificação  do  IFNα  devido  a 
alta especificidade e sensibilidade da técnica (detecção de concentrações de IFNα 
de  12,5  pg/mL).  O  ELISA  é  uma  técnica  de  quantificação  de  antígenos  altamente 
específica, que envolve a interação do antígeno com o anticorpo. Os antígenos são 
definidos como qualquer substância estranha que gera uma reposta imune em um 
determinado  organismo,  ocasionando  a  produção  de  anticorpos  específicos.  As 
proteínas  são  geralmente  antígenos  e,  dessa  forma,  podem  ser  quantificadas  por 
ELISA. A pequena porção de um antígeno onde o anticorpo complementar pode se 
ligar  de  maneira  específica  é  denominado  epítopo.  Para  a  ocorrência  de  uma 
interação eficiente entre o antígeno e o anticorpo, o epítopo deve estar prontamente 
disponível para  a  ligação.  Se  a  proteína  (antígeno)  estiver  desnaturada,  o  epítopo 
pode estar alterado e isto pode afetar a sua habilidade de interação com o anticorpo 
(ABBAS et al., 2003; OLIVEIRA, 1996). Dessa forma, a determinação do IFNα por 
ELISA  pode  ser  usada  como  um  indicativo  da  estabilidade  da  proteína,  já  que  os 
anticorpos  presentes  na técnica  apresentam alta  especificidade  e afinidade pelo 
interferon não modificado (SÁNCHEZ et al., 2003). 
A curva de calibração de IFNα, a equação da reta e o R
2
 obtidos por ELISA 
neste trabalho são apresentados na Figura 16. 
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Figura 16 -
 Curva de calibração de IFNα de concentração em pg/mL versus absorvância 
obtida por ELISA 
 
 
A  curva  de  calibração  para  o  IFNα  obtida  por  ELISA  apresentou  boa 
linearidade, já que a concentração do analito nesta faixa de concentração mostrou-
se  proporcional  aos  valores  de  absorvância.  O  valor  de  R
2
  encontrado  de  0,9978 
está  acima  de  0,99,  critério  mínimo  aceitável  para  curvas  de  calibração  pela 
Resolução n° 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003). 
A determinação da concentração da solução diluída de IFNα foi realizada por 
ELISA pela diluição da solução em tampão e no sobrenadante da formulação sem 
IFNα (BMIFN), que contém PVA na concentração de 2,5 % p/V. As concentrações 
obtidas da solução diluída em tampão e no sobrenadante de BMIFN foram de 6,12 e 
0,9 µg/mL respectivamente. A concentração de IFNα obtida de 6,12 µg/mL foi bem 
menor do que a esperada de 20 µg/ mL, segundo informação do fabricante. Este fato 
provavelmente pode ser explicado por limitações inerentes à técnica de doseamento 
de IFNα por ELISA quando comparada ao doseamento do IFNα pela determinação 
de  sua  atividade.  A  concentração  de  interferon  obtida  pela  diluição  da  solução  no 
sobrenadante  de  BMIFN  é  6,8  vezes  menor  do  que  a  concentração  obtida  pela 
mesma  diluição  da  solução  em  tampão.  O  resultado  encontrado  revela  que  o 
tensoativo PVA a 2,5 % p/V, empregado nas formulações, interfere na dosagem de 
IFNα  por  ELISA.  Dessa  forma,  o  valor  real  de  eficiência  de  encapsulamento  do 
interferon não pode ser obtido pela determinação do IFNα não encapsulado presente 
no  sobrenadante.  Esse  resultado está  de  acordo com  Sánchez  e  colaboradores 
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(2003)  que  relataram  que  a  eficiência  de  encapsulamento  do  interferon  em 
micropartículas  poliméricas  não  pode  ser determinada  de  maneira  indireta  pela 
quantificação do IFNα no sobrenadante por meio de ELISA devido as interferências 
apresentadas pelo sobrenadante coletado das amostras. 
  Dessa forma, optou-se por  determinar  a eficiência de  encapsulamento do 
IFNα por ELISA por meio do método de extração empregado para a determinação 
da  eficiência  de  encapsulamento  de  BSA  nas  micropartículas  M1  e  M2 
desenvolvidas.  A  eficiência de  encapsulamento  de  IFNα  nas micropartículas  MIFN 
determinada por ELISA por meio do método de extração proposto está apresentada 
na Tabela 5. 
 
 
Tabela 5 -
 Eficiência de encapsulamento de IFNα nas micropartículas MIFN determinada por 
ELISA a partir do método de extração proposto. 
MIFN  Eficiência de encapsulamento (%) 
Formulação 1  0,37 
Formulação 2  0,57 
Formulação 3  0,47 
Média + DP (n = 3)  0,47 + 0,10 
 
 
O valor obtido de eficiência de encapsulamento médio de IFNα foi muito baixo 
(0,47 %). Esse valor possivelmente não é confiável já que o IFNα encapsulado pode 
ter sido degradado pelo contato com o diclorometano e com a energia do ultrassom 
durante o processo de extração e, dessa forma, não ter sido detectado por ELISA. 
Segundo  Diwan e Park (2003), após uma solução de IFNα entrar em contato com 
diclorometano,  há uma  perda de 24  %  de  IFNα  solúvel em  meio  aquoso  devido  à 
formação  de  agregados.  Já  a  BSA  é  quase  completamente  recuperada  em  meio 
aquoso  após  o  contato  com  diclorometano,  havendo  a  perda  somente  de  2  %  da 
proteína (SAH, 1999). Dessa maneira o método de extração utilizado neste trabalho 
é  mais  adequado  para  estimar  a  eficiência  de  encapsulamento  de  BSA  em 
micropartículas do que para estimar a eficiência de encapsulamento de IFNα, devido 
a maior resistência da BSA ao diclorometano. O IFNα ainda, por ser uma proteína 
anfifílica,  com  significativos  domínios  hidrofóbicos,  possivelmente  não  foi 
completamente  extraído da  fase  orgânica  para  a  fase  aquosa  pelo  processo  de 
extração utilizado (YU; GRAINGER, 1995). 
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  Com os resultados obtidos, pode-se afirmar que não foi possível determinar a 
eficiência  de  encapsulamento  de  IFNα  nas  micropartículas  por  ELISA  de  maneira 
indireta,  por  meio  da  quantificação  do  interferon  não  encapsulado  presente  no 
sobrenadante das formulações,  e por  meio do método  de  extração  proposto. Uma 
estimativa da eficiência de encapsulamento do  interferon  nas micropartículas pode 
ser obtida pelo valor de recuperação do IFNα liberado das formulações durante 28 
dias de teste de liberação (SÁNCHEZ et al., 2003). 
 
 
5.2.3.4 Do perfil de liberação 
 
 
Um sistema de liberação de IFNα, além de incorporar a proteína, deve ter a 
capacidade de liberar a macromolécula para o meio biológico para que esta possa 
exercer sua ação. O experimento de  liberação de IFNα das micropartículas foi 
executado  para  avaliar  a  capacidade  dos  sistemas  desenvolvidos  de  liberar  a 
proteína.  Com  este  experimento  também  se  procurou  obter  uma  estimativa  da 
eficiência de encapsulamento de IFNα nas formulações pelo valor médio obtido de 
recuperação de interferon durante 28 dias de teste. O IFNα liberado das formulações 
foi quantificado por ELISA. 
A  quantidade  média  de  IFNα  imunoreativo  liberado  das  amostras  de  MIFN, 
em pg/  mg de  formulação, nos  tempos  estabelecidos  de incubação,  e o  desvio 
padrão desses valores, estão apresentados na Tabela 6. O perfil de liberação médio 
de IFNα imunoreativo obtido de MIFN, na forma de quantidade de IFNα liberado em 
pg/mg de formulação em relação ao tempo de incubação, encontra-se representado 
na Figura 17. 
 
 
 
 
 
 
 




[image: alt] 
88
 

Tabela 6 –
 Valores médios da quantidade de IFNα imunoreativo liberado de MIFN em pg/mg 
de formulação obtidos nos diferentes tempos de incubação. 
Período de incubação 
(dias)
 
Quantidade de IFNα imunoreativo liberado de MIFN 
Média +
 DP * (pg/ mg de formulação) 
0,25  27,10 + 5,32 
0,5  2,76 + 2,59 
1  1,84 + 0,95 
3  1,24 + 0,47 
7  0,35 + 0,37 
14  0,10 + 0,18 
28  0,27 + 0,21 
* n = 6 
 
 
Figura 17 –
 Perfil de liberação de IFNα imunoreativo de MIFN 
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A  liberação  de  IFNα  imunoreativo  das  micropartículas,  como  pode  ser 
visualizada na Figura 17, provavelmente pode ser classificada em duas etapas: uma 
etapa inicial de liberação elevada de IFNα no tempo de 0,25 dias e uma etapa de 
liberação lenta  de IFNα nos tempos de  0,5 dias a 28  dias. Para a confirmação do 
perfil de  liberação do  IFNα dessas  formulações de  micropartículas,  propõe-se  a 
realização  de  experimentos  com  um  maior  número  de  replicatas  de  lotes  de 
formulação. O IFNα foi liberado aparentemente em maiores quantidades até o 3° dia 
de incubação. Após esse período, possivelmente somente pequenas quantidades de 
IFNα  imunoreativo  foram  liberadas  das  formulações.  Como  foi  detectado 
aparentemente  IFNα  liberado  no  28°  dia  de  incubação,  acredita-se  que  as 
formulações desenvolvidas devem liberar IFNα em pequenas quantidades ainda por 
um período de tempo superior ao empregado neste teste de liberação. 
Os perfis de liberação de IFNα obtidos neste estudo para as formulações de 
micropartículas de PCL desenvolvidas são similares aos perfis de liberação de IFNα 
observados  por  Sánchez  e  colaboradores  (2003)  para  formulações  de 
micropartículas de PLGA, onde foi observada uma etapa de liberação inicial elevada 
de IFNα e uma etapa de liberação de pequenas quantidades da macromolécula em 
28 dias de incubação, em meio tampão fosfato pH 7,4. 
A quantidade média de IFNα recuperado das formulações em 28 dias de teste 
de liberação em pg e em %, com relação à quantidade total de IFNα utilizada para o 
preparo das formulações MIFN, é apresentada na Tabela 7. 
 
 
Tabela 7 – 
Quantidade média de IFNα recuperado das formulações MIFN durante 28 dias de 
teste de liberação em pg e em %. 
IFNα recuperado de MIFN  
Média +
 DP* (pg) 
IFNα recuperado de MIFN  
Média + DP* (%) 
(3,37 + 0,41) x 10
3
  0,55 + 0,07 
* 
n = 6 
 
A quantidade média de IFNα recuperado, detectado por ELISA, em 28 dias de 
teste de liberação em relação ao conteúdo total de IFNα adicionado as formulações, 
foi  muito  pequena  (0,55  +
  0,07%),  conforme  apresentado  na  Tabela  7.  Esses 
resultados  de  pequena  detecção  de  IFNα  liberado  de  micropartículas  por  ELISA 
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estão de acordo com os resultados obtidos por Sánchez e colaboradores (2003) e 
Yang e Cleland (1997). 
 Sánchez  e  colaboradores  (2003)  também  observaram  uma  pequena 
recuperação  de  IFNα  liberado  de  micropartículas  por  meio  de  análise  por  ELISA 
comparado  aos  valores  obtidos  por  dosagem  de  proteínas  totais  pelo  método  de 
BCA. Esta diferença foi explicada pelos autores pela modificação das moléculas de 
IFNα durante o preparo das formulações e durante o teste de liberação, havendo a 
redução  da  reatividade  da  proteína  aos anticorpos  utilizados  na  técnica  de  ELISA. 
Dessa  forma, para uma melhor avaliação do IFNα encapsulado e liberado  das 
formulações  de  micropartículas  desenvolvidas  neste  trabalho,  propõe-se  utilização 
de mais de uma técnica de doseamento do IFNα além do ELISA. O IFNα, liberado 
das formulações desenvolvidas neste estudo, não foi determinado também pelo 
método de BCA pois estava em concentrações no meio de liberação abaixo do limite 
de quantificação do método (2,5 µg/ mL). 
As possíveis explicações para o baixo valor de recuperação de IFNα em 28 
dias de teste de liberação se devem a modificação da proteína durante o preparo da 
formulação e liberação, a obtenção de uma baixa eficiência de encapsulamento de 
IFNα nas micropartículas e /ou a liberação do IFNα dos sistemas de maneira muito 
lenta. Acredita-se que, como na formulação de micropartículas M1, desenvolvida nas 
mesmas  condições  de  preparo  das  formulação  MIFN,  foi  obtido  uma  eficiência  de 
encapsulamento de BSA de cerca de 40 %, o baixo valor de recuperação de IFNα 
por  ELISA,  seja,  principalmente,  devido  a  alteração  dos  epítopos  reativos  da 
proteína durante o processo de produção da formulação e no teste de liberação da 
proteína. 
Diwan  e  Park  (2003)  observaram  que  a  emulsificação  de  IFNα  em 
diclorometano, com baixa velocidade de agitação, por 60 segundos, ocasiona uma 
perda  de  aproximadamente  60  %  da  fração  solúvel  de  proteína  pela  formação  de 
agregados insolúveis. Diante dessa informação, supõe-se que grande parte do IFNα 
incorporado  nas  formulações  não  detectado  por  ELISA  sofreu  modificação 
principalmente  devido  à  agitação  e  ao  contato  com  o  diclorometano  durante  o 
processo  de  produção  dos  sistemas.  Dessa  forma,  nota-se  a  importância  do 
desenvolvimento de estratégias de estabilização para o IFNα durante o processo de 
produção  de  micropartículas.  O  encapsulamento  de  substâncias  estabilizantes  em 
micropartículas,  como  o  polietilenoglicol,  os  copolímeros  de  polietileno  e 
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propilenoglicol,  a  BSA  e  a  albumina  humana,  juntamente  com  a  proteína  de 
interesse, tem sido usado com sucesso para minimizar a desnaturação de proteína 
durante o processo de encapsulamento e/ou liberação de micropartículas (GITEAU 
et al., 2008; BILATI et al., 2005). 
A solução diluída de IFNα usada para o preparo das micropartículas contém 
BSA na concentração de 1 mg/mL. Dessa forma a BSA foi encapsulada juntamente 
com  o  IFNα  nas  formulações  desenvolvidas  de  micropartículas.  Segundo  Sah 
(1999), a presença de BSA nas concentrações de 1 a 7 mg/mL na fase aquosa  das 
emulsões  das  proteínas ovoalbumina  ou lisozima em  diclorometano provoca  um 
aumento  da  recuperação  das  proteínas  do  sistema,  devido  a  menor  formação  de 
agregados  insolúveis  no  processo  de  emulsificação.  A  recuperação  dessas 
proteínas  aumentou  com  o  aumento  da  quantidade  de  BSA  nos  sistemas.  A  BSA 
exerce seu efeito estabilizante por ocupar a interface de óleo em água das emulsões 
e permitir que menor quantidade da proteína de interesse entre em contato com a 
interface  da  emulsão  e  com  o  solvente  orgânico  (BILATI  et  al.,  2005).  Os  baixos 
resultados  obtidos  de  recuperação  de  IFNα  das  formulações  por  ELISA  neste 
trabalho  provavelmente  indicam  que  a  presença  de  BSA  fase  aquosa  interna  das 
formulações na concentração de 1 mg/mL não foi suficiente para proteger o IFNα da 
desnaturação e agregação na interface de água e diclorometano. 
O IFNα encapsulado pode ter sofrido alterações também durante a liberação 
das micropartículas em tampão fosfato a 37 °C. Yang e Cleland (1997) atribuíram a 
baixa detecção de interferon gama por ELISA, em sete dias de estudo de liberação, 
à  inativação  da  proteína  dentro  das  micropartículas,  pela  exposição  da 
macromolécula  à  temperatura  de  37  °C  por  longo  período.  Ruiz  e  colaboradores 
(2006) observaram que a estocagem do IFNα em solução à temperatura de 37 °C 
durante  quinze  dias  ocasiona  a  formação  de  agregados  e  a  redução  da  atividade 
biológica da proteína. Silva e colaboradores (2008) observaram uma perda de 70 % 
da  atividade  do  IFNα  em  solução  a  37  °C  por  9  semanas  quando  comparada  à 
atividade do IFNα em solução estocado a temperatura de – 70 °C. De acordo com 
essas informações, o IFNα provavelmente sofreu modificações no teste de liberação 
realizado neste trabalho, devido a sua instabilidade em meio aquoso a 37 °C, o que 
pode ter contribuído para a baixa detecção da proteína por ELISA. 
Já que o IFNα apresenta instabilidade a 37 °C, propõe-se que os estudos de 
liberação de IFNα de micropartículas a temperatura de 37 °C sejam conduzidos, se 
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possível,  com  pequenos  intervalos  de  tempo  de  incubação  e  utilizando  coleta 
completa do meio.  
 A  avaliação  da  atividade  biológica  do  IFNα  liberado  das  micropartículas  de 
PCL seria um melhor parâmetro para a investigação do interferon encapsulado nas 
formulações. A reatividade da proteína ao ELISA não está estreitamente relacionada 
à atividade porque uma proteína pode perder atividade biológica sem perder os seus 
epítopos reativos (SÁNCHEZ et al., 2003). A avaliação da atividade antiproliferativa 
do IFNα liberado das micropartículas em cultura de células constitui uma proposta 
de  continuidade  do  trabalho.  Sánchez  e  colaboradores  (2003)  obtiveram  uma 
significativa  atividade  antiproliferativa  do  interferon  liberado  de  micropartículas  de 
PLGA, apesar de terem encontrado uma pequena quantidade de IFNα liberado por 
ELISA. Os autores observaram valores significativos de atividade antiproliferativa do 
IFNα liberado de micropartículas de PLGA por uma período superior a 96 dias. 
Diante  desses  resultados,  pode-se  afirmar  que  formulações  de 
micropartículas  de  PCL  podem  liberar  o  IFNα  de  maneira  prolongada.  Como  os 
interferons  apresentam  alta  atividade  biológica  mesmo  em  quantidades  muito 
pequenas, a liberação prolongada de IFNα de  micropartículas  possivelmente  pode 
promover atividade terapêutica para o tratamento das hepatites minimizando os 
efeitos adversos relacionados com a administração de altas doses da proteína. 
Estratégias  para  a  estabilização  do  interferon  incorporado  em  micropartículas  de 
PCL devem ser estudadas. A formulação de micropartículas deve ser otimizada com 
a  finalidade  de  se  obter  maiores  valores  de eficiência de  encapsulamento e a 
manutenção  da  integridade  da  proteína,  pela  utilização  de  menores  tempos  e 
velocidades de agitação e menor contato da proteína com o solvente orgânico. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 
Este  trabalho  permitiu  a obtenção  de micropartículas  contendo BSA pelo 
método  de  emulsão  múltipla  seguido  da  evaporação  do  solvente.  Os  estudos  de 
liberação  in  vitro  indicaram  que  as  micropartículas  poliméricas  podem  promover  a 
liberação prolongada da BSA e, provavelmente, de outras proteínas. 
Este trabalho permitiu  também a obtenção de micropartículas poliméricas 
contendo  IFNα  pelo  mesmo  método.  O  sistema  desenvolvido  aparentemente 
promoveu  a  liberação  prolongada do  IFNα.  Entretanto, não foi  possível  determinar 
com  segurança  dos  resultados  a  eficiência  de  encapsulamento  do  IFNα  nos 
sistemas  pela  utilização  de  um  método  de  extração,  que  requer  a  dissolução  das 
micropartículas  em  solvente  orgânico  e  posterior  extração  da  proteína  para  meio 
aquoso, e de maneira indireta, pela quantificação da proteína não encapsulada 
presente  no  sobrenadante  das  formulações,  seguida  da  quantificação  da 
macromolécula por ELISA. A obtenção de uma baixa recuperação do IFNα liberado 
das  formulações  durante  28  dias,  determinado  por  ELISA,  possivelmente 
demonstrou  que  o  IFNα  foi  modificado  durante  o  processo  de  produção  dos 
sistemas, o que pode resultar na perda da sua atividade biológica. Dessa forma, a 
obtenção  bem  sucedida  de  micropartículas  contendo  o  IFNα  requer  o 
desenvolvimento de estratégias para a estabilização da proteína durante o processo 
de produção dos sistemas. A utilização da técnica de ELISA para a quantificação do 
IFNα liberado das formulações de micropartículas não foi suficiente para concluir a 
respeito  da  liberação  da  proteína  pelos  sistemas,  já  que  provavelmente  ocorreu  a 
modificação dos epítopos reativos da proteína durante o processo de produção das 
formulações e liberação, ocasionando uma redução da capacidade de detecção da 
macromolécula pela técnica.
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7 PERSPECTIVAS 
 
 
  As  formulações  de micropartículas  desenvolvidas  contendo  IFNα  devem  ser 
otimizadas,  visando  à  obtenção  de  sistemas  com  melhor  eficiência  de 
encapsulamento,  perfil  adequado  de  liberação  prolongada  e  preservação  da 
atividade  biológica  da  proteína  encapsulada.  A  atividade  biológica  da  proteína 
liberada  das  micropartículas  deve  ser  examinada  por  meio  de  testes  in  vitro  em 
cultura  de  células.  Dessa  forma,  estratégias  para  a  manutenção  da  atividade 
biológica  da  proteína  encapsulada  e  liberada  das  formulações  devem  ser 
pesquisadas.  Após  otimização  das  formulações,  estudos  in  vivo  devem  ser 
conduzidos para a verificação da viabilidade da utilização clínica desses sistemas. 
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