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OBTENCAOE CARACTEFSIZAC}AO DE NANOPARTiCULAS DE PLGA PARA
VEICULACAO INTRAVENOSA DE PROTEINAS

RODRIGUES, M. S.S3; BRITO, A.E.M!; MEDEIROS, T.S3% APOLINARIO, A.C?
RANGEL-YAGUI, C.0.% PESSOA-JR, A% SILVA, J.Al

RESUMO

O desenvolvimento de nanoparticulas é considerado atualmente um sistema promissor para
0 carreamento de drogas em sitios especificos. O uso de polimeros na obtencdo desse
sistema pode ser de origem natural ou sintética desde que seja biocompativel ou
biodegradavel. Desenvolver sistemas de transportes para carrear proteinas requer cuidado
com variaveis como tempo de homogeneizacdo e concentragdo do surfactante, que
interferem diretamente na obtencdo destas. As nanoparticulas foram obtidas pelo método de
dupla emulsificagdo, onde foram elaborados 6 sistemas (A,B,C,D,E e F), utilizando
diferentes concentragdes de PVA (0,5; 1 e 1,5%) e tempo de homogeneizacdo de 30 e 60
segundos. Os sistemas foram analisados pela técnica de espalhamento de luz dinamico. Os
resultados mostraram que o sistema D apresentou melhor IPD com 0,638, com tamanho de
particula de 678,3 nm, o que sugere homogeneidade maior em relagcdo aos outros sistemas.
Porém, ha a necessidade de se otimizar o método para obtencdo de particulas de tamanhos
menores para a veiculacdo intravenosa.
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ABSTRACT

The development of nanoparticles is currently considered a promising system for drug
entrainment at specific sites. Use of polymers in the obtaining of this system can be of
natural or synthetic origin provided it is biocompatible and biodegradable. Developing
transport systems for carrying proteins requires careful variables as time of homogenization
and concentration of surfactant, which directly interfere in obtaining these. Nanoparticles
were obtained by double emulsification method where systems were developed 6 (A, B, C,
D, E and F), using different concentrations of PVA (0.5, 1 and 1.5%) and homogenization
time 30 and 60 seconds. The systems were analyzed by dynamic light scattering technique.
The results showed that the system D showed better IPD to 0,638, with 678.3 nm particle
size, which suggests greater homogeneity compared to other systems. However, there is a
need to optimize the method for obtaining smaller particle size for intravenous placement.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, farmacos com sistemas de liberacdo modificada tém tido uso crescente e
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relevante na clinica médica. Tal fato se d& a sua caracteristica de reduzir os efeitos
indesejaveis do farmaco, aumento da eficdcia com diminuicdo da dose, podendo gerar mais
segurancga ao paciente e adesdo ao tratamento. Estudos vém sendo realizados nessa area a
fim de potencializar as vantagens inerentes a estas formas.

A literatura relata uma ampla variedade de sistemas, visando o direcionamento de
farmacos para locais especificos, dentre eles estdo incluidos os lipossomas, as bombas
osméticas, 0s revestimentos entéricos, 0s sistemas transdérmicos, os pro-farmacos, e as
nanoparticulas poliméricas (LOPES, et al, 2005). Sendo estas ultimas, umas das formas
mais promissoras para veiculacdo de farmacos e macromoléculas, como as proteinas. Para
sua producdo, o copolimero PLGA é amplamente utilizado e aceito pela industria
farmacéutica por ser biodegradavel e biocompativel (DANHIER et al., 2012).

O método da dupla emulsificacdo € o mais utilizado no desenvolvimento de
nanoparticulas para o carreamento de proteinas, que sdo moléculas hidrofilicas. A principal
abordagem para caracterizacdo destas formas farmacéuticas envolve as analises de tamanho
de particula por meio da analise do raio hidrodinamico através do espalhamento de luz
dindmico (BOOTZ et al., 2004).

Nesse estudo, foi feita a analise do tamanho de particula e indice de polidisperséo
dos sistemas contendo nanoparticulas de PLGA (Poly (D,L-lactide-co-glycolide), levando
em consideragdo duas variaveis: concentragdo do surfactante, e tempo de homogeneizagao.
O objetivo dos testes foi obter o sistema mais viavel e adequado para encapsulacdo de
proteinas para veiculacdo intravenosa.

2. METODOLOGIA

Algumas variaveis do processo de formulacdo afetam as propriedades fisico-
quimicas das nanoparticulas, como por exemplo o tamanho de particula. Dentre elas estéo:
velocidade de homogeneizacdo e concentracdo do tensoativo. Estas duas variaveis foram
estudadas neste trabalho com a finalidade de se chegar a um sistema ideal, mantendo todas
as outras variaveis constantes durante a elaboracdo dos sistemas.

2.1 Elaboracao dos sistemas

2.1.1 Método
O método utilizado foi o de dupla emulsificacdo com evaporacdo do solvente, sendo
0 mesmo mais abordado na literatura para encapsulagédo de proteinas.

2.1.2 Equipamento
Foi utilizado o ultraturrax, pelo fato de 0 mesmo ser 0 mais adequado para formacéo
de emulsdo.

2.1.3 Polimero
O polimero usado neste estudo foi o PLGA com proporcdao de 50:50 com peso
molecular entre 30,000-60,000.

2.1.3.1 Polimero usado na fase externa

Foi usado o alcool polivinilico (PVA), pelo fato de o mesmo, segundo amplos relatos
na literatura manter a estabilidade dos sistemas.
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2.2 Preparacéao das Nanoparticulas

Foram preparadas solugbes de PVA 0,5%, 1% e 1,5%, usadas como estabilizantes
dos sistemas. Para 1°emulsdo, pesou-se 0,05 g de PLGA, adicionou-se 2,5 mL de
cloroférmio e 250 pL de agua de procedéncia MilliQ, a solugdo obtida foi submetida a
homogeneizagdo no turrax com trés ciclos de 30 ou 60 segundos. Para obter a 2° emulsdo, a
1 emulséo foi vertida em 10 mL da solucdo de PVA nas concentragdes acima estabelecidas,
e levada novamente homogeneizada por trés ciclos de 30 e 60 segundos com poténcia de
50%. A emulsdo formada foi levada para evaporagédo do solvente (24 horas). Em seguida, 0s
sistemas foram centrifugados por 15 minutos a 3220 g (4000 RPM) e temperatura de 25 °C,
sendo lavados duas vezes com agua e ressuspendidos.

2.3 Caracterizacgéo dos sistemas
2.3.1 Espalhamento de luz dindmico

A andlise de espalhamento de luz dinamico, que permite inferir sobre o raio
hidrodinamico dos sistemas de nanoparticulas (do inglés Dynamic light scattering (DLS))
foi feita na concentracdo de 1 mg.mL™ bem como das amostras diluidas no equipamento
Zetasizer (Mlavern Instruments).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 abaixo e também na figura 1 que segue, pode-se observar o resultado da
analise de espalhamento de luz dindmico para os sistemas elaborados.

Tabela 1- Resultado da analise de espalhamento de luz dindmico (DLS) por intensidade
para nanoestruturas obtidas a partir do PLGA 50:50 (30-60 KDa)

Sistema Concentracio do Tempo de agitacéio Didmetro Indice de
Formado surfactante hidrodindmico por Polidisperséo
(PVA) (%) intensidade (nm) (IPD)

Sistema A 0,5 30 segundos 463 (100%) 0,587

Sistema B 0,5 60 segundos 549.2 (100%) 0,684

Sistema C 1 30 segundos 581,7 (68,1%) e 348.7 0,918
(31,9%)

Sistema D 1 60 segundos 678.3 (100%) 0,638

Sistema E 1.5 30 segundos 508 (65,5%) e 923.1 0,856
(34,5%)

Sistema I' 1.5 60 segundos 669.8 (72,7%), 1262 0,752

(25,5 %) e 186 (1,8%)
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Figura 1- Andlise dos sistemas A.B.C.D.E e F pela técnica de espalhamento de luz dindmico.
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Segundo Sharma et al (2016), quanto menor a concentracdo de surfactante utilizada
na elaboracdo dos sistemas menos estavel serd o mesmo, com tendéncia a separacdo de
fases, 0 mesmo pode-se referir a0 tempo de homogeneizagdo, quanto menor esse tempo,
mais provavel a coalescéncia desses sistemas. E o que podemos observar sistema A na
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figura 2 abaixo, imediatamente apds a elaboracdo deste sistema houve coalescéncia, e
mesmo um tamanho de particula pequeno ndo houve formagdo de emulsdo,
consequentemente ndo formando um sistema nanoparticulado. O sistema B também
apresentou um menor tamanho de particula em relacdo aos demais, uma vez que, em poucas
horas depois apresentou separacdo de fases, confirmando o que foi dito anteriormente.

Figura 2- Sistema A com separacdo de fases

Para os demais sistemas foi observado macroscopicamente a formagdo da emulséo.
Desta forma, pode-se inferir que o sistema de melhor resultado foi o sistema D com
concentracdo de surfactante 1% e tempo de homogeneizacdo de 60 segundos, e também
indice de polidispersdo (IPD) de 0,638 que em comparacdo aos dos demais sistemas sugere
uma homogeneidade maior. Porém o mesmo ainda ndo é viavel para administracdo
intravenosa, pois o didmetro médio de particula para esta via é <200 nm e uma distribuicéo
de tamanhos estreita para evitar o risco de embolia (BOOTZ et al., 2004).

4. CONCLUSAO

Estes resultados apontam para necessidade de otimizar o método e possivelmente
utilizar outro polimero com menor peso molecular ja que é desejado obter particulas de
tamanho menores.
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