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RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo de dois sistemas de liberagao
prolongada, microemulsdo e lipossomas, contendo peptideo regulatério de
fatores de crescimento, “osteogenic growth peptide” OGP, para aplicacdo em
regeneracao 6ssea. A base de adsorgao para estes sistemas de liberagcao foi a
celulose bacteriana (CB) produzida pela bactéria Gluconacetobacter xylinus.
Foi escolhida devido as suas propriedades fisicas e quimicas, tais como como
alta resisténcia a corrosdo quimica, bio-absor¢cdo, biocompatibilidade,
porosidade e ainda boa resisténcia mecéanica, o que a torna um biopolimero
com grande potencial a ser explorado pela ciéncia biomédica. Estudos in vitro
foram realizados para avaliar o perfil de liberagdo do peptideo dos diferentes
sistemas de liberagao prolongada. O peptideo OGP foi sintetizado pelo método
da fase sodlida (estratégia SPFS-Fmoc); foi purificado e caracterizado por
HPLC, espectrometria de massas e andlise de aminoacidos e, em seguida,
marcados com 5,6-carboxifluoresceina (CF) para analise por espectroscopia de
fluorescéncia. O peptideo marcado foi incorporado aos sistemas de liberagéo
no momento do respectivo preparo, foram adsorvidos na CB por um periodo de
72h, seguido de sua liberagdo prolongada em sistema fechado de fluxo
constante contendo tampao PBS pH 7,4, por um periodo de 24h. Apos a
analise da liberagao, observou-se que o sistema que obteve melhor resultado
foi a microemulsdo, sendo sua liberagdo prolongada nas primeiras 6,5 h,
liberando 21,5% do valor tedrico de peptideo incorporado, seguido de uma
liberagcdo constante a partir desse periodo. Dessa forma, tem-se que a
microemulsdo pode ser um sistema promissor para liberagcdo prolongada do

OGP em processos de regeneragao ossea.

Palavras-chaves: microemulsdo, lipossomas, sistemas de liberagdo

prolongada, celulose bacteriana, peptideos regulatorios, regeneragéo ossea.
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1. INTRODUGAO

1.1 Sistemas de liberagao de farmacos

A tecnologia de liberagdo de farmacos representa uma das fronteiras da
ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito
para o avango da saude humana. Os sistemas de liberacdo, frequentemente
descritos como sistemas de liberacdo de farmacos, oferecem inUmeras vantagens
quando comparados a outros sistemas de liberacdo convencional. De fato, os
trabalhos aplicados a este tipo de sistema de liberacdo modificada de farmacos

fornecem inumeras evidéncias tais como (LUNDON, 1994):

i. Maior eficacia terapéutica, devido a liberagcdo ser de acordo com as

necessidades clinicas e farmacocinéticas do farmaco;
ii. Diminuicao da toxicidade e maior tempo de permanéncia na circulagao;

iii. Natureza e composigdo variada dos veiculos e, ao contrario do que se
poderia esperar, ndao ha predominio de mecanismos de instabilidade e

decomposicao do farmaco (bio-inativagao prematura);

iv. Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das

espécies bioativas;
v. Substéancias hidrofilicas e lipofilicas podem ser incorporadas;

Estas novas estratégias para a veiculagao incluem aplicacdes importantes da
ciéncia de coldides, nas suas mais variadas formas, tais como emulsdes multiplas e

inversas, cristais liquidos, lipossomas, micro e nanoparticulas biodegradaveis. O



empenho por parte de pesquisadores do mundo se justifica, pois sistemas de
liberacao prolongada oferecem varias vantagens quando comparados aos sistemas
convencionais de administragcdo de farmacos. Nas formas de administragédo
convencionais, como spray, inje¢do e dragea, a concentragdo do farmaco na
corrente sanguinea apresenta um aumento, atinge a concentracdo plasmatica
maxima (Cmax) € apds essa etapa ocorre a diminuicdo da sua concentragéo
plasmatica. Todo farmaco possui uma faixa de acao terapéutica, porém acima dessa
faixa terapéutica o farmaco é toxico e abaixo dessa, seu efeito € subterapéutico

(LUNDON, 1994).

O objetivo principal dos sistemas de liberagdo prolongada é manter a
concentragdo plasmatica do farmaco na faixa terapéutica por um periodo

prolongado.

1.1.1 Microemulsoes

Microemulsdes (ME) podem ser definidas como sistemas transparentes, no
qual um o6leo é disperso em um meio aquoso (ou vice-versa), contendo um
tensoativo, associado ou ndo a um co-tensoativo apropriado, gerando um sistema
termodinamicamente estavel (OLIVEIRA et al., 2004). A Figura 1 mostra a estrutura

de uma microemulsao.



Figura 1 - Estrutura de uma microemulsdo (CASTILLO, 2002).

Microemulsao A/0 Microemulsio 0/ A

Na pratica, as diferencas importantes entre microemulsdes e emulsdes (EM) é
que estas sdo opacas enquanto microemulsdes séo transparentes ou translucidas
(LAWRENCE et al.,, 2000). A literatura denomina sistemas translucidos de
nanoemulsdées ou subemulsées como sendo emulsdes com tamanho de goticulas
em escala nanométrica (20 a 200 nm) finamente dispersas com longo tempo de
estabilidade contra sedimentacdo quando comparado as emulsdes. Podem ser
chamadas de emulsdes ultrafinas ou emulsdes submicronicas. (SOLANS et al.,

2005).

As microemulsdes sdo sistemas reservatorios, nos quais a fase interna
constitui um microambiente de dimensdes restritas, com propriedades particulares,
podendo ligar ou associar moléculas com diferentes polaridades (WARGAFTIG,
2001; CERA, 2002). A principal caracteristica do sistema é formar espontaneamente
a fase interna por homogeneizagdo dos componentes da mistura. Sua estabilidade
termodindmica oferece vantagens sobre as dispersdes instaveis, tais como as
suspensdes e as emulsdes, podendo ser utilizada por tempo muito mais amplo

(CONSTANTINIDES, 1995; DALMORA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2004).
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Acidos graxos saturados e insaturados tém sido utilizados como fase oleosa
na preparagdo de microemulsbes com o intuito de promover aumento da
permeabilidade de farmacos. Nesses sistemas, os tensoativos utilizados como
agentes de permeabilidade sdo de natureza anfifilica como é o caso dos fosfolipidios

tais como a fosfatidilcolina de ovo e a de soja (KOGAN e GARTI, 2006).

Em relacdo a preparacdo de microemulsdes € necessario conhecer as
caracteristicas dos tensoativos utilizados, assim como suas propriedades e avaliar
quais tensoativos sdo mais adequados para determinadas aplicacdes
(CONSTANTINIDES, 1995). O tensoativo pode ser puro, uma mistura ou uma
combinacdo com outros componentes, cuja funcdo ¢é a estabilizacdo da

microemulsao através da redugao da tensao interfacial (CRUZ et al., 2001).

Os tensoativos podem associar-se na presenga de excesso de agua
produzindo varios tipos de agregados supramoleculares tais como microemulsdes
do tipo O/A, A/O, estruturas bicontinuas cuja quantidade de agua e de dleo é
praticamente semelhante, e estruturas lamelares, a qual apresenta maior quantidade
de tensoativos. As microemulsées do tipo O/A ou A/O podem ser invertidas variando
as condi¢oes de emulsificagao. As estruturas bicontinuas se formam provavelmente

nesse processo de inversao de fases (LAWRENCE et al., 2000).

Aquecimento e sonicacao sao frequentemente utilizados, particularmente em
sistemas contendo tensoativos nao ibnicos, para acelerar o processo de formacéao

de microemulsdes (FENDLER, 1982; SIROTTI, 2002).

Os fosfolipidios como a fosfatidilcolina de soja sdo muito utilizados. A
fosfatidilcolina de soja € um tensoativo que possui biocompatibilidade, independente

da via de administracao, e ndo apresenta problemas com toxicidade, sendo bastante



utilizada para medicamentos via oral (ALBOOFAZELI et al., 1994). E um tensoativo
natural e devido a esta caracteristica é rapidamente difundida na interface 6leo-
agua. Microemulsdes compostas de fosfolipidio tem mostrado melhorar as lesdes
gastricas induzidas por farmacos anti-inflamatérios ndo esterdides (CRUZ et al.,

2001).

Para aumentar o dominio de existéncia da regido de microemulsao, um quarto
componente que atua como co-tensoativo para ambos, agua e Odleo é
frequentemente adicionado. Geralmente co-tensoativos hidrofilicos s&o mais
indicados para produzir uma grande regido isotropica e opticamente transparente
(TROTTA et al.,, 1999). Atualmente, a incorporacao de co-tensoativos se justifica
pelo expressivo aumento da extensdo da regido isotropica da solugao,
especialmente naquelas em que se tem tensoativos idnicos. Uma possivel
explicagdo para isso € que o co-tensoativo interage com a cauda apolar do
tensoativo, possibilitando a formacado de uma curvatura adequada da interface que
separa a fase oleosa da fase aquosa. Essa curvatura se da pela fluidez interfacial
por penetrar no filme do tensoativo e ocupar lacunas existentes entre suas
moléculas. Além de aumentar a extensao da regido de microemulsdo, a quantidade
e tamanho do co-tensoativo apresenta influéncia na estrutura da microemulsao
(OLLA et al.,1999). A adicao de um co-tensoativo pode causar uma maior redugao
da tensao interfacial, podendo conduzir a valores transientes negativos, no qual a
interface se expande para formar goticulas dispersas, e subsequentemente adsorve
mais tensoativo e co-tensoativo até o ponto em que a tensao interfacial se torna
proxima a zero. Este processo denominado emulsificacdo espontanea, forma as

microemulsoes.
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Neste trabalho, optou-se pela preparacdo de uma microemulsdo O/A para

obter uma liberagdo prolongada do peptideo estudado, devido ao seu carater
lipossoluvel. A preparagao deste tipo de microemulsédo foi propiciada devido as
concentragdes dos componentes utilizados na sua composicao (10% de fase oleosa,
10% de sistema tensoativo e 80% de fase aquosa, como descrito no item 3.6).
Dessa forma, o peptideo em estudo marcado com a carboxifluoresceina poderia ser

englobado no interior lipofilico da micela, aumentando a liberacao.

1.1.2 Lipossomas

As primeiras tentativas para obtengdo de um sistema transportador eficaz
tiveram como base o encapsulamento das biomoléculas em vesiculas de nylon e
outros polimeros sintéticos (CHANG, 1964). No entanto, esta abordagem mostrou-se
totalmente inadequada, visto que estas vesiculas produzidas a partir de material

artificial se acumulavam no organismo.

O primeiro grande passo nesta area ocorreu em 1965, com o trabalho
desenvolvido por Alec Bangham e colaboradores, no qual foi realizado a
caracterizacdo de um sistema de vesiculas fosfolipidicas as quais, trés anos mais
tarde, seria dado o nome de lipossomas (BANGHAM, 1965; SESSA & WEISSMANN,

1968).

Em 1971, Gregory Gregoriadis propbs pela primeira vez, a utilizacdo dos
lipossomas como sistema transportador de farmacos, mantendo desde entdo um
papel preponderante no desenvolvimento desta area (GREGORIADIS et al., 1971).

Os lipossomas podem ser definidos como associagbes coloidais de lipidios
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anfifilicos, que se organizam espontaneamente em estruturas fechadas do tipo
“concha esférica”. Podem ser preparados a partir de misturas lipidicas naturais
extraidas e purificadas, ou a partir de lipidios sintéticos, disponiveis comercialmente.

Os lipossomas podem ser classificados em termos de tamanho, niumero de
lamelas (e sua posigao relativa), constituigao lipidica (o que também condiciona a
sua carga), estabilidade e modo de preparagdo (LICHTENBERG e BARENHOLZ,
1988). A partir da década de 80, foi adotada uma nomenclatura para os lipossomas
baseada no numero de bicamadas lipidicas (lamelas) e tamanho (SZOKA &
PAPAHADJOPOULOS, 1980). Assim, para os lipossomas de preparagdo mais
imediata, ficou consagrado o nome de vesiculas multilamelares ou multilamellar
vesicles (MLV). Como o nome indica, estas vesiculas sdo constituidas por varias
bicamadas lipidicas, aproximadamente concéntricas, podendo o seu diametro variar
entre 400 e 3500 nm. Dentre os lipossomas, os mais utilizados s&o as vesiculas
unilamelares grandes ou large unilamellar vesicles (LUV), de didmetro superior a
200 nm, bem como as vesiculas unilamelares pequenas ou small unilamellar
vesicles (SUV), com diametros entre 20 e 200 nm. Existem ainda as vesiculas
unilamelares gigantes ou giant unilamellar vesicles (GUV), com dimensdes
superiores a 1 ym, podendo chegar a dezenas de micrémetros, tamanho comparavel
ao de uma célula eucariota, e as vesiculas unilamelares médias ou medium-sized
unilamellar vesicles (MUV), com dimensdes compreendidas entre os SUV e os LUV.
De menor importancia, mas também caracterizados, encontram-se os lipossomas
multivesiculares ou multivesicular liposomes (MVL) e as vesiculas oligolamelares ou
oligolamellar vesicles (OLV) que, a semelhanca das unilamelares, podem ser

subdivididas em pequenas, grandes e gigantes (SOV, LOV e GOV) (LICHTENBERG
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e BARENHOLZ, 1988). A Figura 2 representa de maneira esquematica os varios

tipos de lipossomas.

Figura 2 - Representacdo esquematica de lipossomas. Em (a) modelo de
lipossomas unilamelar e multilamelar. Em (b) mostrando a base de sua classificacado
em termos de tamanho, numero de lamelas e sua posicao relativa (LICHTENBERG
e BARENHOLZ, 1988).
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Alguns dos fosfolipidios utilizados na formulacdo de lipossomas podem ser

vistos na Tabela 1.

Tabela 1 - Fosfolipidios utilizados na formulagéo de lipossomas (Informacéo obtida

da Avanti Polar Lipids)

Fosfolipidios Carbonos:Insaturagao Temperatura de Carga liquida

transicao (°C) em pH 7,4
DLPC 12:0 -1 0
DMPC 14:0 23 0
DPPC 16:0 41 0
DSPC 18:0 55 0
DOPC 18:1 -20 0
DMPE 14:0 50 0
DPPE 16:0 63 0
DOPE 18:1 -16 0
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O fosfolipideo empregado na preparagdo dos lipossomas utilizados nesse
trabalho foi o dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC) (Avanti Polar Lipids®), conforme

mostra a Figura 3, devido a sua estrutura quimica favorecer a interagao com grupos

hidroxilas da CB.

Figura 3 - Férmula estrutural do DPPC (CHANG e YEH, 2012).
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I
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A larga aceitacdo da utilizagéo de lipossomas para os mais diversos fins criou
a necessidade de desenvolver métodos preparativos eficientes, reprodutiveis e com
a simplicidade possivel para aplicacdo em escala laboratorial e industrial. O tipo de
lipossoma é, essencialmente, condicionado pelo seu método de preparacdo. Assim,
a composicao quimica, o niumero de camadas, a distribuicdo de tamanhos, o nimero
de lamelas e o volume encapsulado influenciam consideravelmente na aplicagao de

lipossomas (LICHTENBERG e BARENHOLZ, 1988).

A preparacgao de vesiculas lipidicas é realizada através da dissolugéo da fase
lipidica em um solvente organico, evaporando-se em seguida este solvente para a
formagao de um fino filme lipidico. Posteriormente ocorre a hidratagao do lipidio com
uma fase aquosa. Nesta etapa, ocorre a formacao de vesiculas multilamelares

grandes. Na maioria dos sistemas, um processamento secundario como extrusao ou
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sonicacdo é necessario para a obtengcdo de um produto final com tamanho de

particula menor e bem definido (WOODLE e PAPAHADJOPOULOS, 1989).

Neste trabalho, optou-se pela ndo definicho do tamanho das particulas,

podendo haver, portanto, particulas MLV, LUV e SUV.

1.2 Celulose Bacteriana (CB)

A celulose é o biopolimero mais abundante no mundo, com uma producgéao
anual de mais de 50 bilhdes de tonelada (YU et al.,, 2008). A maior parte da
producédo ocorre a partir das paredes celulares das plantas, entretanto, pode ser
obtida quimica e enzimaticamente por acao bacteriana. A celulose é um
homopolissacarideo linear formado por unidades de B-D-glicopiranose unidas em
cadeias longas, nao ramificadas, por ligagdes glicosidicas B (1—4). Este polimero
pode ser dividido em duas formas nativas: a celulose pura, obtida diretamente de
seu estado natural, por exemplo, do algodao, da celulose bacteriana, da celulose
produzida por algumas algas; e a celulose complexa, que inclui a maior parte da
celulose presente na natureza, componente fundamental da parede celular de
plantas superiores, que contém impurezas como a lignina, a pectina e a

hemicelulose (ATALLA e VANDERHART, 1999).

Atualmente acredita-se que a CB, um dos biopolimeros mais promissores,
possa se tornar um dos produtos biotecnolégicos mais importantes tanto para area
da saude quanto para o setor industrial, pois pode ser obtida em larga escala com
baixo custo de fabricagdo a partir de rotas biossintéticas de bactérias dos géneros

Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium, Alcaligenes. Esta celulose é
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quimicamente pura, livre de componentes biogénicos como as ligninas, as
hemiceluloses e outros polissacarideos encontrados embebidos na celulose vegetal,

fator que diminui o custo final da producgao.

Gluconacetobacter xylinuns (Acetobacter xylinum) é uma bactéria gram-
negativa quimioheterotréfica, que secreta celulose como camada de
exopolissacarideos; esta celulose extracelular esta disposta em forma de fitas
compostas de microfibrilas flutuantes organizadas de forma linear ao longo do eixo
axial da bactéria (BROWN JR et al., 1976). Vigorosos tratamentos com bases fortes
em altas temperaturas permitem a remocgao das células bacterianas embebidas na
trama e € possivel conseguir um biomaterial ndo pirogénico, atéxico e biocompativel

(CZAJA et al., 2006).

A membrana formada em condigcdes de cultura estatica resulta em uma
estrutura tridimensional constituindo em um sistema ultrafino de nanofibras (10-50
nm), cujas fibras sdo orientadas uniaxialmente, o que n&o ocorre em celulose
vegetal, cuja dimens&o das fibras é micrométrica. Esta estrutura 3-D da CB resulta
em uma celulose altamente cristalina (60-80%) quando comparado a celulose
vegetal (~40%) e similar a cristalinidade do algodado (~70%) (YU et al., 2008), além
disso, apresenta uma maior resisténcia a tragdo (CZAJA et al., 2004). As ligacdes de
hidrogénio inter e intra-molecular é que mantém as cadeias de celulose juntas
conferindo essas propriedades, além de baixa solubilidade e alta retengdo de agua

(VALLA et al., 1989).

A sintese da celulose pelo Gluconacetobacter xylinuns é catalisada por quatro

enzimas (VALLA et al., 1989):
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* glicoquinase, responsavel pela fosforilagdo da glicose (CsH1005)n;

« fosfoglicomutase, a qual catalisa a isomerizagdo da glicose-6-fosfato a glicose-1-

fosfato;
* glicose-1-fosfato uridiltransferase, que sintetiza UDP-glicose (UDPG);
* celulose sintase, a qual produz celulose a partir da UDP-glicose.

Na auséncia ou na caréncia da enzima glicose-1-fosfato uridiltransferase, nao

ocorre a formacgao das microfibrilas de celulose (VALLA et al., 1989).

Diferentemente de outros tipos de membrana sintética, a membrana de CB
exibe uma alta resisténcia a corrosdo quimica, é bio-inerte, biocompativel, porosa, e,
ainda possui boa resisténcia a tracao (GEYER et al., 1994), propriedades Unicas que
a tornam um biopolimero com grande potencial a ser explorado pela biotecnologia e
outras areas da ciéncia. Soma-se a isso, 0 seu potencial de uso em outros produtos
comerciais, no campo alimenticio (aditivo de baixo valor caldrico, estabilizante,
modificador de textura), nos setores farmacoldgicos (curativo temporario, excipiente,
entre outros), na industria de opto-eletrbnicos (papel eletronico), entre outras
(KLEMM et al., 2005; BODHIBUKKANA et al., 2006; PERCORARO et al., 2008;

EICHHORN et al., 2010).

No Brasil, nas décadas de 80 e 90, o curativo de CB (Biofill®) foi usado como
instrumento na reconstrugédo e substituicdo temporaria da pele, em queimaduras e
outras situacbes como Ulceras cronicas e enxertos (REBELLO et al.,, 1987;
FONTANA et al., 1990; MAYALL et al., 1990; WOUK et al., 1998; ANDRADE et al.,
2010), apresentando caracteristicas importantes, sendo biocompativel, inerte e

seletivamente permeavel, permitindo assim, trocas gasosas. Atuou também como
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uma barreira contra os micro-organismos, proporcionando uma recuperagao mais
rapida e menos dolorosa ao paciente, reduzindo as cicatrizes provocadas por esses
tipos de ferimentos. De acordo com FARAH (1990), a membrana de CB aplicada
sobre a regido lesionada com perda de tecido epitelial agiu como uma nova pele,
eliminando a sintomatologia dolorosa (pela isolacédo de terminagdes nervosas) e
acentuando a absor¢ao dos exudatos da ferida. Em odontologia, a membrana de CB
foi empregada em regeneragdo éssea guiada em defeitos periodontais ou peri-
implantares (NOVAES et al., 1990; NOVAES & NOVAES, 1993; NOVAES &
NOVAES 1995; DOS ANJOS et al.,, 1998; SIMONPIETRI et al., 2000). A CB
funcionou como uma barreira mecanica impedindo que células fibroblasticas e tecido
conjuntivo fibroso invadissem o local dos defeitos 6sseos, promovendo uma
neoformagdo Ossea efetiva no local, além de ser um tratamento de baixo custo.
Mundialmente, a CB também vem sendo extensivamente alvo de estudos tanto no
desenvolvimento de novos materiais quanto nos estudos “in vitro” e “in vivo”, devido
a suas excelentes propriedades fisico-quimicas e biolégicas. KLEMM et al. (2001)
utilizaram membranas tubulares de CB “in vivo” (BASYC®) em regeneracdo de
artérias em microcirurgias, as quais foram efetivas servindo como um étimo scaffold
para microcirurgias vasculares. WIPPERMANN et al. (2009) também relataram que
enxertos tubulares de CB em artéria carétida de porcos foram eficazes. Estudos “in
vivo” em subcutaneo de ratos verificaram que a CB foi biocompativel, podendo ser
usada como scaffold para produtos de engenharia tecidual (HELENIUS et al., 2006;

MENDES et al., 2009).

De acordo com os resultados da literatura citados anteriormente, a CB tem
servido como uma eficiente matriz para aplicacdo na regeneragao e na engenharia

tecidual.
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1.3 Fator de Crescimento

A reparacdo 6ssea € um processo fisiolégico complexo envolvendo muitos
fatores regulatorios locais e sistémicos, como fatores de crescimento e diferenciacao
celular, horménios, citocinas, e proteinas da matriz extracelular. Essas moléculas
interagem com células pré-osteoblasticas desencadeando o processo de formacgao
tecidual. Porém, os estagios de migracdo, de proliferagdo, de quimiotaxia, de
diferenciacao celular e de sintese de proteina extracelular podem ser afetados, ja
que cada uma dessas etapas € dependente das condi¢gdes no local da injuria, como

nivel de fatores de crescimento, hormdnios, nutrientes e pH (TSIRIDIS et al., 2007).

A maioria dos fatores de crescimento atua como mediadores locais
desempenhando sua fungao a concentragbes muito baixas nos liquidos corporais,
da ordem dos picogramas. A fun¢do dos fatores de crescimento € regulada por
diferentes mecanismos que controlam a ativagdo genética. Apds o estimulo inicial
fornecido pelas plaquetas frente a uma injuria, o proprio tecido é capaz de sintetizar
algumas das substancias necessarias para dar continuidade ao processo de reparo,
como citocinas pré-inflamatodrias, fatores de crescimento da superfamilia TGF-8
(transforming growth factor—), entre outros fatores, bem como, fatores angiogénicos

(TSIRIDIS et al., 2007).

Células osteoprogenitoras, osteoblastos e osteoclastos estdo sujeitas a acao
de fatores de crescimento. A funcao dos fatores de crescimento ndo é somente de
estimular a proliferagdo de células mediante a regulacado do ciclo celular, iniciando a
mitose, mas também de manter a sobrevivéncia celular, além de estimular a
migracdo, a diferenciacdo e também a apoptose celular. Os osteoblastos se

proliferam mediados por fatores de crescimento liberados por si proprios e pelo osso
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durante o processo de re-absorcao; dentre os mais importantes estdo o TGF- e os
fatores liberados pela matriz 6ssea, como o fator de crescimento similar a insulina
(IGF-1 e 2), o fator de crescimento fibroblastico (FGF-2) e o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) (AMADEI et al., 2006; TSIRIDIS et al., 2007), os
quais sao mitogénicos potentes (ASSOIAN et al., 1983; BIELBY et al., 2007). Além
disso, outros fatores sao secretados durante o processo de reparagao, tais como os
morfogenéticos (BMPs) e fatores angiogénicos como o fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF) (BIELBY et al., 2007).

Nos ultimos anos, a tendéncia tem sido o emprego de peptideos sintéticos,
pela facilidade de reconhecimento e ligagcao aos sitios especificos das proteinas da
matriz extracelular, aumentando a interagdo célula-material, e por ndo promoverem

reacao imunogénica (OLIVIER et al., 2004; KIM et al., 2008).

Desta forma, neste presente trabalho, a sequéncia peptidica reguladora de
fator de crescimento 6sseo, OGP, foi escolhida para testar sua eficiéncia de
liberacdo a partir de alguns sistemas de liberacdo prolongada de farmacos,
adsorvidos a uma matriz de CB, de forma a se elucidar a melhor maneira de conferir

a CB propriedade de osteoinducgéo.

1.3.1 Peptideo de crescimento osteogénico — (OGP)

O peptideo de crescimento osteogénico (OGP — osteogenic growth peptide)
foi descoberto no inicio dos anos 90, e trata-se de um peptideo de ocorréncia natural
cuja estrutura primaria (Figura 4) é idéntica a sequéncia C-terminal da histona H4.

Esta presente fisiologicamente no soro humano, de ratos, e aparentemente de
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outras espécies de mamiferos em concentracdo micromolar (BAB et al., 1992), ou
seja, esta conservacao evolucionaria indica a importancia biolégica do OGP
(GREENBERG et al.,, 1995). Cerca de 90% do OGP sérico encontra-se
especialmente na forma de um complexo de ligagdo a proteina, denominado
proteina de ligagdo ao OGP-OGP (OGPBP-OGP) (BAB et al., 1992). O OGP pode
se ligar ndo covalentemente a a2-macroglobulina (a2-M) do soro, em ambas as
formas, nativa e ativada. A forma ativada gera ligagbes covalentes com as
proteinases, em um processo que envolve uma mudanca conformacional, tornando
a molécula mais compacta, desta forma, diminui a disponibilidade do OGP para o
sistema. A forma nativa aumenta imediatamente a disponibilidade do OGP para o
sistema circulatério (GAVISH et al., 1997). Além disso, a2-M parece ser a principal,

se ndo o unico complexo OGPBP plasmatico.

A concentracdo do OGP sérico é aumentada transitoriamente durante uma
injuria local ao tecido 6sseo, medula 6ssea ou a reacdes osteogénicas sistémicas, e
também quando baixas doses de OGP exdgeno, requerido para a estimulagdo da
formacgéo dssea, sugerem uma fungao auto-regulativa para os complexos OGPBPs
(BAB et al., 1992; GUREVITCH et al., 1996; GREENBERG et al., 1997). BAB et al.
(1999) verificaram que o OGP enddégeno é um produto da clivagem proteolitica do
PreOGP, o qual é traduzido do mRNA da H4(85-103). Este mecanismo biossintético
aparentemente esta presente em muitas, se ndo em todas, as células, podendo
desempenhar uma fungao crucial no circuito de feedback positivo do OGP,
controlando a proliferacédo e diferenciagéo celular. Ainda, a clivagem proteolitica do

OGP pode gerar o pentapeptideo OGP [10-14] (BAB et al., 1999).
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Figura 4 - Estrutura primaria dos peptideos OGP e OGP [10-14]. (SASKA et al,
2011)

NH,-H-A-L-K-R-Q-G-R-T-L-Y-G-F-G-G-OH NH.-H-Y-G-F-G-G-OH

OGP OGP [10-14]

A funcado do OGP e de seus derivados, como o pentapeptideo OGP [10-14]
(Figura 4) é de estimular a osteogénese e a hematopoiese. Age na proliferagdo e
diferenciacdo de células osteoprogenitoras e de células progenitoras
hematopoiéticas. A regeneragdo hematopoiética esta relacionada a um efeito

secundario do OGP (CHEN et al., 2000; BAB & CHOREYV, 2002; HUI et al., 2007).

Os peptideos OGP e OGP [10-14], “in vitro”, possuem excelente potencial
mitogénico para células de linhagem osteoblastica e fibroblasticas (BAB et al., 1992;
GREENBERG et al., 1993; BAB e EINHORN, 1994), favorecem o aumento da
atividade da fosfatase alcalina (ALP) e da mineralizagdo da matriz 6ssea
(ROBINSON et al., 1995; BAB e CHOREV, 2002); além disso, o OGP mostrou ter
uma melhor atividade da ALP quando comparado aos horménios de crescimento e
ao FGF (ROBINSON et al., 1995). Ainda, tanto o OGP quanto o OGP [10-14]
regulam diretamente a diferenciagdo de células mesenquimais de medula em
osteoblastos favorecendo assim a neoformagdo o6ssea (CHEN et al.,, 2007;

VANELLA et al., 2010).
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CHEN et al. (2000) verificaram que a preservacao da sequéncia C-terminal,
principalmente das cadeias laterais da Tyr e Phe, bem como, os residuos de Gly sao
importantes para se ter uma o6tima bioatividade. Outros estudos “in vivo”
demonstraram que a administragdo diaria via sistémica do OGP estimulou a
ossificacdo endocondral em locais de fratura tanto em ratos quanto em coelhos,
reduzindo o tempo de reparagao 6ssea (SUN e ASHHURST, 1998; BRAGER et al.,
2000; GABET et al., 2004). Além disso, aumentou a densidade trabecular 6ssea e
estimulou a modelacao éssea de osso imaturo para osso lamelar (BAB et al., 1992;

GREENBERG et al., 1995).

“In vivo”, o OGP regula a expressdo dos fatores de crescimento de
transformacao TGF-B1, TGF-B2 e TGF-33, fator de crescimento fibroblastico FGF-2,
fator de crescimento insulinico IGF-1 e do colageno tipo | (BRAGER et al., 2000).
Além disso, o OGP favorece a reparagdo da medula éssea recém-transplantada ou
irradiada, com aumento consideravel das células hematopoiéticas (GUREVITCH et
al., 1996), e ainda com a vantagem de ser prontamente sintetizado, pode substituir
ou suplementar a terapia convencional, a qual é muito cara. Defeitos 0sseos
tratados com scaffolds de PLGA com OGP sintético adsorvido foram reparados em
um menor tempo em relacdo aos animais que receberam o OGP por via sistémica;
este estudo apontou um importante resultado na via de administracdo destes
peptideos, revelando um efeito terapéutico mais eficaz quando aplicado localmente
(SHUQIANG et al.,, 2008). Desta forma, este peptideo apresenta um grande
potencial para ser utilizado na medicina regenerativa e, com seu estudo em
diferentes sistemas de liberagdo de farmacos proposto neste trabalho, esse
potencial pode ser ainda maior, vistas as vantagens desses sistemas ja

apresentadas no item 1.1.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo prolongada contendo OGP e incorporacdo destes a celulose bacteriana,
para avaliar a capacidade de incorporagédo e velocidade de liberacdo destas
formulagbes em meio fisiolégico, buscando-se o controle da dose terapéutica diaria

para potencializar seus efeitos osteoindutores.

Objetivos especificos

- Sintese do OGP e posterior marcagdo com o fluoréforo 5,6-carboxifluoresceina

(CF);

- Desenvolvimento de sistemas de liberagdo prolongada, tais como microemulséo e

lipossoma;

- Analise da liberacao prolongada do peptideo OGP-CF livre e contido nos sistemas,

empregando Espectroscopia de Fluorescéncia;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese quimica do peptideo OGP

O peptideo OGP (Figura 4) foi sintetizado manualmente pelo método da fase
sélida (STEWART e YOUNG, 1984), segundo o protocolo padrao que emprega o
grupamento base-labil 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) como protetor dos o-
amino grupos, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a prote¢cdo da maioria das cadeias
laterais de residuos de aminoacidos trifuncionais (CHAN e WHITE, 2000). Partiu-se
de 1 g de uma resina Fmoc-Gly-Wang (grau de substituigdo de 0,55 mmol/g)
(Novabiochem®) e diisopropilcarbodiimida/1-hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt) (Fluka®
e Advanced Chem Tech®, respectivamente) como agentes de condensagdo. Os
grupos protetores das cadeias laterais dos Fmoc-aminoacidos estdo representados
na Tabela 2. Os Fmoc-aminoacidos utilizados na sintese foram adquiridos da

Novabiochem® ou da Advanced Chem Tech®.

Tabela 2 - Grupos protetores dos aminoacidos utilizados na sintese do OGP

Fmoc - Abreviagao Protetor da cadeia lateral
Aminoacido
Arginina Arg, R pmc: 2,2,5,7,8-pentametil-cromano-6-
sulfonila
Glutamina GIn, Q trt: tritila
Lisina Lys, K boc: tert-butiloxicarbonila
Tirosina Tyr, Y tbu: tert-butila

Treonina Thr, T tbu: tert-butila
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Na etapa de condensacgao de cada aminoacido (acoplamento), foi utilizado um
excesso molar, em relagdo ao grau de substituicido inicial de trés equivalentes para
cada Fmoc-aminoacido e trés equivalentes para DIC e HOBt, em uma mistura
contendo diclorometano (DCM) e dimetilformamida (DMF) (1:1) (DCM, Synth® e
DMF, Synth®). Na desprotecdo dos grupos a-aminicos (remoc&o do grupo Fmoc), foi

empregada uma solugao de piperidina 20% (v/v) (Merck®) em DMF.

A eficiéncia das etapas de condensacao foi monitorada pelo teste de Kaiser
(KAISER et al., 1970) e, quando positivo (presenga de grupos aminos livres), o
processo de acoplamento era repetido com 50% da quantidade inicial dos

reagentes.

A clivagem final do peptideo da respectiva resina e a desprotecédo dos grupos
protetores das cadeias laterais foi efetuada utilizando uma parte da massa total
obtida, empregando uma solugao contendo 94,5% acido trifluoracético (TFA), 2,5%
etanoditiol (EDT), 0,5% tioanisol e 2,5% agua deionizada a 25°C por 2 h sob
agitacdo. Os reagentes desta solucédo foram adquiridos respectivamente da Fluka®,
Sigma® e Acros®; a agua deionizada foi obtida através do sistema de filtragdo
Barnstead, equipado com cartuchos para retengcdo de sais e de compostos

organicos.

Apods o procedimento de clivagem foi realizada a extragdo com acido acético
10% em sistemas de seringas de polipropileno de 5 mL, equipadas com um filtro de
polietileno poroso acopladas a um sistema de vacuo com frasco coletor para o
peptideo extraido. O extrato bruto do peptideo foi liofilizado, obtendo-se ao final um

material branco e floculoso.
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O material obtido foi purificado utilizando a técnica de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e caracterizado por meio da analise de aminoacidos e

espectrometria de massas (ES-MS positivo), conforme descrito posteriormente.

3.2 Sintese do peptideo OGP marcado com carboxifluoresceina

Para a obtencdo do peptideo OGP marcado e viabilizar os estudos de
fluorescéncia, a sonda fluorescente fluoresceina foi acoplada ao peptideo OGP.
Para tanto, a molécula 5,6-carboxifluoresceina (CF, Sigma®) (Figura 5), foi acoplada

a extremidade N-terminal do peptideo.

Figura 5 - Férmula estrutural da fluoresceina.
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A sintese do peptideo OGP marcado com CF foi desenvolvida pela
metodologia da fase sodlida nos mesmos moldes que a sintese descrita
anteriormente, sendo utilizada parte da massa de peptidil-resina armazenada
previamente. O protocolo sintético empregado para marcacgao da peptidil-resina foi o

mesmo adotado durante todo processo sintético, utilizando CF como eletréfilo e
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DIC/HOBt (Fluka®), como agentes de condensagdo, com um excesso molar em
relacdo ao grau de substituicdo da peptidil-resina calculado (0,16 mmol/g) de cinco
equivalentes para cada reagente em uma mistura de DMF e DCM (9:1); a reagao de

acoplamento ocorreu a temperatura ambiente por 2 h.

A clivagem final do OGP-CF da respectiva resina e a desprotecédo dos grupos
protetores das cadeias laterais foi efetuada com uma solugdo contendo 95% TFA,

2,5% Tioanisol e 2,5% agua deionizada, a 25°C por 2 h sob agitacao.

O peptideo bruto OGP-CF foi precipitado e lavado com éter etilico gelado e
centrifugado (seis vezes), foi extraido empregando uma mistura acetonitrila e agua
deionizada (1:1) a qual foi posteriormente concentrada em rota-evaporador. O
extrato bruto do peptideo foi liofilizado obtendo-se ao final um material amarelo e

floculoso.

O material obtido também foi purificado utilizando a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e caracterizado por meio da analise de
aminoacidos e espectrometria de massas (ES-MS positivo), conforme descrito a

seqguir.

3.3 Purificagdo dos compostos

Os produtos isolados foram analisados e purificados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), na escala analitica e semi-preparativa, respectivamente.
Primeiro, o material bruto foi analisado em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
analitico Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor

automatico SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF 10A, com
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uma coluna C18 de fase reversa (Kromasil, 150 x 4,6 mm; d = 5 um; 300 A). Nesta
analise foram utilizados solventes A (agua ultrapura contendo 0,045% de TFA) e B
(acetonitrila, Mallinchrodt, contendo 0,036% de TFA) empregando um gradiente de 5

a 95% de B em 30 min com fluxo de 1,0 mI.min'1, com deteccdo em 220 nm.

Apds analise, o peptideo bruto foi purificado em modo semi-preparativo
utilizando um Cromatografo System Gold BECKMAN, com coluna C18 de fase
reversa (Phenomenex, 250 x 21,20 mm; d = 5 pym; 100 A). Foram utilizados os
solventes A e B empregando um gradiente ajustado de acordo ao perfil e ao pico de
eluicdo obtidos no cromatograma analitico, que foi de 15 a 60% de B em 120 min
com fluxo de 5 ml.min™" para o peptideo ndo marcado e 20 a 60% de B em 120 min

com fluxo de 3 mL.min™" para o peptideo marcado, com detecgdo em 220 nm.

3.4 Caracterizagao dos compostos

3.4.1 Espectrometria de massas

Andlises das massas moleculares dos peptideos foram realizadas por injecéo
direta em um aparelho Fison Plataform ESI (“eletrospray ionization”), com injeg¢ao
direta com uma bomba Shimadzu LC-10AD, sistema este controlado por uma
Workstation Compaq modelo AP 200. A técnica baseia-se na ionizagdo da amostra
empregando uma fonte ESI e respectiva analise em um analisador quadruplo,
obtendo-se ao final um espectro com picos na qual € possivel determinar a razao

massa molecular/carga (m/z) da molécula.
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3.4.2 Analise de aminoacidos

Os peptideos foram previamente pesados (aproximadamente 1,0 mg) e
hidrolisados em 1 mL de HCl 6 mol.L™ e 160 pL de fenol 5% em agua a 110°C por
72 horas em atmosfera de N, sob agitacdo. Apdés a hidrélise, o material foi
concentrado a vacuo, dissolvido posteriormente em tamp&o de diluicdo citrato de
sédio 0,2 mol.L™", pH 2,2 e filtrado em unidade GV Millex (0,22 um) (Millipore) antes

de ser injetado no aparelho.

As analises de aminoacidos foram efetuadas pelo Cromatdgrafo Liquido
Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor automatico
SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF 10A, empregando o
método de funcionalizagdo pds-coluna por orto-ftalaldeido (OPA). O sistema é
periodicamente calibrado com uma mistura padrdo de aminoacidos, obtendo-se um
valor para o tempo de eluicdo de cada aminoacido e o fator de conversao entre a
area de cada pico e a concentragdo da amostra. Para calculo da proporcéo relativa
dos aminoacidos das amostras determinou-se a relacdo entre as suas

concentragdes unitarias e a média.

3.5 Preparagido das Membranas de Celulose Bacteriana

As mantas de celulose bacteriana (CB) foram fornecidas pela empresa
Fibrocel — Produtos Biotecnolégicos LTDA, situada em Ibipora (PR). O cultivo das
bactérias Gluconacetobacter xylinus foi realizado em meio de cultura estatica em
frascos erlenmeyers de 500 mL com tempo de cultivo de 120 h a 28°C (5 mm de

espessura). O meio de cultura foi composto de 2% (m/v) glicose, 0,5% (m/v)
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peptona, 0,5% extrato de levedura, 0,27% (m/v) fosfato dissddico anidro e 0,115%

(m/v) acido citrico monohidratado.

A celulose foi obtida em forma de uma membrana gelatinosa formada na
interface meio de cultura/superficie. Para remover as bactérias, a membrana passou
por tratamento quimico empregando solugéo de hidroxido de sédio 2% a 80°C por 1
h e em seguida utilizou-se solugdo de hipoclorito de sédio 1% por 30 min, sendo
posteriormente lavada exaustivamente com agua destilada e acondicionada em
agua deionizada. Apés varias trocas de agua deionizada as membranas foram

autoclavadas por 15 minutos a 120°C.

3.6 Preparagao da microemulsdo (ME) contendo o OGP-CF

A microemulsdo foi preparada com 10% de colesterol (Sigma-Aldrich, USA)
como fase oleosa, 10% de sistema tensoativo (oito partes de 6leo de ricino 400E,
seis partes de oleato de sddio e trés partes de fosfatidilcolina de soja 100% Lipoid) e
80% de fase aquosa, a qual era composta por tampao fosfato pH 7,4 e peptideo
OGP-CF ja solubilizado em quantidade suficiente para concentracdo final de 10°

mol.L™".

Estes reagentes foram sonicados em sonicador de haste (Sonics®, Vibra-
Cell), seguindo os seguintes pardmetros: amplitude = 21 - 22%; tempo = 20 minutos;

e pulsos on = 59 segundos e off = 30 segundos.
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3.6.1 Preparo do sistema tensoativo

O sistema tensoativo foi preparado com oito partes de 6leo de ricino 400E
(Eumulgin® HRE-40, Pharma Special), seis partes de oleato de sédio e trés partes

de fosfatidilcolina de soja 100% Lipoid (Gerbras).

Em graal de porcelana, foi adicionado o oleato de s6dio € macerou-se bem.
Em seguida, adicionou-se a fosfatidilcolina de soja e homogeneizou. Por ultimo, foi
adicionado o 6leo de ricino e misturou-se até obtencdo de uma pasta homogénea.
Esse tensoativo deve ser armazenado a temperatura de -8 °C, ao abrigo da luz,

quando nao utilizado.

3.7 Preparacgao dos lipossomas contendo o OGP-CF

A incorporagao do peptideo OGP-CF nos lipossomas foi realizada de acordo
com o seguinte procedimento (MORAES et al., 2010): uma solugédo de concentragao
10 mol/L"1 do peptideo em metanol foi diluida em solugdo de DPPC a 1 mmol.L"
" em metanol/cloroférmio (1:9). Apés a diluigao, a evaporacao dos solventes foi feita
em N, até a obtengcdo de um filme formado nas paredes do tudo de centrifugagéo.
Posteriormente o filme formado foi hidratado com agua ultrapura por 2 h, sendo que
a solugao obtida apés hidratacao foi utilizada para incorporagédo na CB. A proporgao

utilizada entre o fosfolipideo e o peptideo foi de 10:1 respectivamente.
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3.8 Incorporacao do peptideo OGP-CF e dos sistemas de liberagao na CB

A incorporagao do peptideo e dos sistemas de liberagao foi realizada pelo
processo de adsor¢ao. Por este processo o peptideo interage com a CB por ligagdes
de hidrogénio e/ou ibnicas, cuja liberagdo ocorre com a elevagao da forga idnica do
meio (condigbes bioldgicas). De acordo com BAB et al. (1992) e Spreafico et al.
(2006), concentragdes do peptideo menores que 107* mol.L”" resultam em
acentuada proliferacéo celular, sendo que a concentracdo de 10™° mol.L™ promove
uma melhor atividade da fosfatase alcalina, maior formagdo e mineralizacdo de
nodulos de osso neoformado. Porém, em anadlises prévias empregando diversas
solugcdes de OGP-CF, observou-se a baixa sensibilidade do espectrofluorimetro
utilizado, para estas concentragdes, porém com sensibilidade para concentragdes
entre 10° mol.L™" e 10® mol.L™". Portanto, para viabilizar a andlise das amostras
neste equipamento, partiu-se de uma solucdgo 10° mol. L' de OGP-CF para
adsorcao direta na CB e para o preparo dos sistemas de liberagdo também
estudados (ME e lipossomas). Para este processo de incorporagédo, cada amostra
de CB (5 mm de diametro) foi imersa em 10 mL da solugdo de OGP-CF e também

dos sistemas de liberagdo ME e lipossomas, por 72 h a 10°C.

Apds esse periodo de 72 h, as membranas foram secas em estufa a 37 °C
por mais 72 h para posterior analise de liberacdo do peptideo. Todos os ensaios de

incorporagao foram feitos em triplicata.
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3.9 Determinagiao da liberagdo do peptideo na CB

Cada amostra ja seca, foi imersa em 30 mL de solugéo tampéo fosfato (PBS)
(pH 7,4), volume capaz de preencher todo circuito do equipamento. A amostra foi
mantida sob agitacdo a uma temperatura de 37°C durante o periodo de analise. Os
comprimentos de onda de excitagcdo e de emissao utilizados foram de 492 e 520 nm,
respectivamente, com medidas em ftriplicata para cada amostra. A aquisicado dos
dados de intensidade de fluorescéncia foi realizada em um sistema fechado
acoplado a um espectrofotdbmetro de fluorescéncia VARIAN CARY ECLIPSE
(Analysis Package software) por meio de mangueiras de silicone ajustadas a uma
cubeta de fluxo de 450 pyL (Hellma QS 10 x 4 mm), sendo todo fluxo da solugéo
mantido por uma bomba peristaltica. O sistema utilizado estd demonstrado na Figura

6.

O tempo de aquisicdo dos dados foi de 24 h, monitorado da seguinte
maneira: a primeira medida em tempo inicial (T = 0 min), posteriormente seguido de
medidas a cada 1 min durante 60 min, depois a cada 5 min durante a segunda hora
e a cada 15 min durante 300 min. Apoés 5 h de aquisicdo, as medidas foram

realizadas a cada 30 min até completar as 24 h de analise.

A concentragdo de peptideo foi obtida através da curva padrao obtida com o

peptideo marcado livre em solucédo PBS.
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Figura 6 - Sistema utilizado para os estudos de liberagdo. A) Sistema completo. B)
Aproximagao do recipiente contendo as membranas e o tampao PBS para fluxo
continuo, assim como as mangueiras de silicone responsaveis pelo fluxo de entrada
e saida do tampao. C) Aproximacao do interior do espectrofotdbmetro no qual esta
localizada a cubeta e detalhe para local de entrada e saida da cubeta,
proporcionando o fluxo e leituras continuas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e purificagao do peptideo OGP e OGP-CF

Para a obtencédo da sequéncia peptidica estudada neste trabalho empregou-
se um método de sintese quimica conhecido como Sintese de Peptideos em Fase
Sdlida (SPFS). Este nome é devido ao fato de que o grupo a-carboxilico do
aminoacido C-terminal encontra-se covalentemente ligado a um suporte polimérico
ou resina (MERRIFIELD, 1984). Um reagente quimico, denominado ativador ou
agente de acoplamento € utilizado para ativar o grupo carboxilico de um aminoacido,
o qual sofre ataque nucleofilico do grupo a-amino de um aminoacido ou do
aminoacido N-terminal de um fragmento peptidico ligado a resina, resultando deste

modo na formagdo de uma ligagdo amida (peptidica) entre eles.

A estratégia de sintese utilizada foi a Fmoc/tBu, isto €, os grupos a-amino dos
aminoacidos estdo protegidos por uma molécula estavel ao TFA e labil a bases
organicas, como a piperidina. Nesta estratégia, as cadeias laterais reativas dos
aminoacidos trifuncionais, estdo protegidas por grupos t-butilicos ou derivados, os

quais sao estaveis a bases organicas e labeis ao TFA.

A SPFS é empregada para a obtencao de peptideos sintéticos devido a sua
praticidade, rapidez e possibilitar a sintese individual ou em paralelo. Essa inovadora

metodologia conduziu Bruce Merrifield ao Prémio Nobel de Quimica em 1984.

Ao término da sintese do OGP, a massa obtida foi de 1,73 g, a qual foi
dividida em partes, sendo uma delas submetida ao processo de clivagem. Apds o

procedimento de clivagem, foi realizada a extracdo do peptideo OGP com acido
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acético 10%. O extrato bruto foi liofilizado e o produto (63 mg) foi submetido a

analise em CLAE em modo analitico.

A partir dos resultados de tempo de retengdo e porcentagem de solvente
obtidos na analise do OGP, foi definida a condicdo relativa a concentracdo de

solvente para purificagao do peptideo em escala semi-preparativa.

O composto bruto (63 mg) foi purificado em modo semi-preparativo com um
programa gradiente na faixa de 15 a 60% de solvente B em 120 minutos com fluxo
de 5 ml por minuto. O material foi detectado em um comprimento de onda de 220
nm, sendo as fragdes puras caracterizadas em modo analitico com programa
isocratico de 25% de solvente B com fluxo de 1 mL por minuto. Obtiveram-se trés
fragbes (1a, 1b e 2a), que diferiram no tempo de retengéo e na pureza. A fragéo 1a

foi repurificada, obtendo-se um material com pureza maior (Figura 7).

Figura 7 - Cromatogramas do peptideo OGP bruto (a) e apés purificagéo (b).

m
£

|
s
i

4

FONNPREN JE. LAUSES NENUS- LU FEPINE)SNITES JEIND IS 1




33

O rendimento da purificacdo foi calculado através de uma relagdo com a
massa do peptideo em seu estado bruto. A Tabela 3 mostra os valores de
rendimento da purificagdo e a pureza relativa do peptideo. O resultado de pureza
relativa do peptideo indica que os métodos desenvolvidos com essa finalidade foram

executados adequadamente.

Tabela 3 - Rendimento da purificagao e pureza relativa do OGP.

Peptideo Massa — bruto Massa — Rendimento Pureza
(mg) purificado da purificagdo relativa (%)
(mg) (%)
OGP 63,0 39,7 63 100

A identidade molecular do peptideo OGP foi confirmada por determinagao da
correspondente massa molecular, 1.523,8 g/mol, determinada pela técnica ES-MS

positivo [ES m/z = 763 (M + 2H)"?.

Os resultados obtidos por intermédio da analise de aminoacidos para
determinacdo da proporgédo relativa de cada um dos aminoacidos utilizados na

sintese do OGP foram condizentes com o tedrico esperado (1.523,8 g/mol).

Os resultados mostraram que os procedimentos utilizados desde a sintese até
a purificacdo foram executados com sucesso, levando a obtencdo da sequéncia
desejada, sendo confirmada através dos dados de pureza relativa, massa molecular

e analise de aminoacidos do peptideo OGP sintetizado.

A sintese do peptideo OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceina foi

desenvolvida pela metodologia de fase sélida nos mesmos moldes que a sintese
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descrita anteriormente. Da massa total de peptidil-resina, uma parte (968 mg) foi
utilizada para acoplar a carboxifluoresceina (CF). Decorrido o acoplamento da CF foi
realizado o processo de clivagem de uma fracdo da peptidil-resina marcada (200
mg), seguido da extragdo do peptideo OGP-CF. O extrato bruto do peptideo foi

liofilizado e o valor da massa obtida OGP-CF foi de 87 mg.

Em seguida, o peptideo foi submetido a analise em CLAE em modo analitico,
resultando no perfil cromatografico do extrato bruto apresentado na Figura 8a. A
partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente obtidos na
analise do OGP-CF, foi definida a condicao relativa a concentracéo de solvente para
purificacao do peptideo em escala semi-preparativa, com um programa de 20 a 60%
de B em 120 min com fluxo de 3,0 ml.min-". O cromatograma obtido apds o processo

de purificagao esta representado na Figura 8b.

O perfil cromatografico do OGP-CF puro apresentou um pico Unico em
relacdo ao cromatograma observado a partir da analise do extrato bruto. O
parametro tempo de retengdo do OGP-CF purificado foi mantido em relagdo ao pico

correspondente ao OGP-CF bruto.
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos em escala analitica do peptideo OGP-CF bruto
(a) e purificado (b).
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O rendimento da purificagdo foi calculado através de uma relacdo com a
massa do peptideo em seu estado bruto. O valor de rendimento da purificagdo e o
valor da massa do OGP-CF (Tabela 4) foram baixos, evidenciando alguma perda no
processo de purificagdo de peptideos. Os resultados de pureza relativa do peptideo

indicam que os métodos desenvolvidos com essa finalidade foram executados

adequadamente.

Tabela 4 - Rendimento da purificacdo e pureza relativa do OGP-CF.

Peptideo Massa — Massa — Rendimento Pureza
bruto (mg) purificado da relativa (%)
(mg) purificagao
(%)

OGP-CF 87,0 29,0 33,3 95
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A andlise do espectro de massas obtido no modo positivo confirmou a
obtencao do produto esperado. O valor da massa molecular obtida [ES m/z = 942,00
(M+2H)"?, 628,51 (M+3H)*® e 471,72 (M+4H)™] foi correspondente ao valor tedrico

esperado (1.882,50 g/mol).

Os resultados mostraram que os procedimentos utilizados para a sintese da
sequéncia, desprotecdo, clivagem e purificacdo foram realizados satisfatoriamente,
levando a obtencao da sequéncia desejada, sendo confirmada através dos dados de

pureza relativa, massa molecular e analise de aminoacidos do produto sintetizado.

4.2 Adsorgao do peptideo OGP-CF e dos sistemas de liberagao as
membranas de celulose

A espectroscopia de luminescéncia foi escolhida para monitorar a liberagao
do peptideo em solugéo a partir das membranas de celulose bacteriana, pois € uma
ferramenta analitica extremamente sensivel e tem sido amplamente aplicada na
resolucdo de problemas que requerem baixos limites de deteccao, podendo ser
facilmente encontrados na literatura trabalhos mostrando analises em nivel de tracos

(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

A luminescéncia envolve varios tipos de fendmenos 6pticos, sendo que os
mais difundidos referem-se a fluorescéncia molecular, a fosforescéncia e a

quimiluminescéncia.

O fenémeno fotoluminescéncia ocorre quando uma molécula é excitada

através da absorgdo de fotons de luz (hvex) € promovida para um estado eletronico
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de maior energia, cujo retorno ao estado fundamental € acompanhado pela emissao

de radiacao eletromagnética (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

A luminescéncia molecular é dividida em fluorescéncia e fosforescéncia,
dependendo da natureza do estado excitado envolvido no processo. A energia
eletrénica responsavel pela transi¢cao fluorescente ndo envolve uma mudanga no
numero quantico do spin do elétron, e passa do nivel Sg — S4, emitindo radiagao
desde o nivel excitado S1 para algum dos niveis vibracionais do estado eletronico
S0. Como consequéncia, a fluorescéncia possui tempos de vida extremamente
curtos, com a luminescéncia cessando quase que imediatamente, por volta de 10° a
10° s (ns a ps) (SOTOMAYOR et al., 2008). A fluorescéncia é emitida em
comprimentos de onda maiores aqueles de excitagédo, deslocando-se entre 50 e 150
nm, quando comparado ao comprimento de onda da luz usado para a excitacéo da
molécula, conhecido como deslocamento de Stokes (SKOOG; WEST; HOLLER,

1996).

Por outro lado, na fosforescéncia, a orientacdo do elétron que foi promovido
ao estado excitado é invertida (estado excitado tripleto, T,) (SKOOG; WEST;
HOLLER, 1996). Contudo, este tipo de transicdo € menos provavel que a transi¢cao
envolvendo dois estados singletos (fluorescéncia), pois processos paralelos de
desativagdo como a converséo interna e externa e o relaxamento vibracional podem
competir com a fosforescéncia. Como consequéncia direta disso, é possivel
observar facilmente fluorescéncia na temperatura ambiente e diretamente em
solugdo, o que torna o procedimento experimental fluorimétrico bastante simples,

além de possuir grande sensibilidade (SOTOMAYOR et al., 2008).
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Como o peptideo estudado nido apresenta fluorescéncia intrinseca, para
tornar possivel o emprego da técnica foi acoplada a extremidade N-terminal do

peptideo uma sonda fluorescente.

Primeiramente, foi tracado um espetro de fluorescéncia do peptideo OGP-CF
livre para determinar o comprimento de onda maximo de emissao (Figura 9a), sendo
fixado o monocromador de excitagdo a 492 nm (A maximo de absor¢éo) e obtendo-
se, portanto, A maximo de emissdo de 520 nm. Desta forma, fixando os
comprimentos de onda de excitacdo (Aexc) €m 492 nm e de emissdo (Aem) em 520
nm, foi obtida a curva padrao de fluorescéncia do OGP-CF (em tampao fosfato pH
7,4 a temperatura ambiente) para auxiliar na quantificacdo do peptideo adsorvido no

material analisado (Figura 9b).
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Figura 9 - Espectro de fluorescéncia do peptideo OGP-CF (a) e Curva padrao OGP-
CF em solucao tampao PBS pH 7,4 (b).
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Para o conhecimento exato da eficiéncia da liberacdo, era necessario
quantificar o quanto do peptideo livre ou presente nos sistemas de liberacao

estavam sendo adsorvidos na membrana de celulose. Apds o ensaio de cinética de
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adsorcao, percebeu-se que nao havia diferengas entre as leituras inicial (Ton),
intermediaria e final (T72n). Como a solugcédo de peptideo livre utilizada na adsorgao
direta e na preparagdo dos sistemas de liberagdo para o mesmo fim estava na
concentragdo de 10° mol.L™", ou seja, na maior concentragdo que o equipamento
conseguia detectar de acordo com os parametros utilizados para analise, deduziu-se
que a quantidade de peptideo livre ou nos sistemas de liberacdo adsorvidos nas
membranas fosse tdo pequena que o0 equipamento, nos parametros selecionados,
nao era sensivel o suficiente para detectar tal alteracdo em um meio tao

concentrado.

Frente a isso, analisou-se a possibilidade de realizar a adsor¢do com
solugdes mais diluidas do peptideo. Porém, quando essas membranas fossem para
os ensaios de liberagéo, o qual possui um volume de 30 mL de tampéao fosfato no
sistema, o que diluiria ainda mais o peptideo adsorvido, as leituras seriam
imprecisas, visto que o limite minimo de deteccdo do equipamento para este
peptideo nos parametros utilizados era de 10® mol.L”', como assegurado pelos

limites da curva de calibracao.

Assim, como o objetivo principal desse trabalho era comparar o
comportamento da liberacdo do peptideo livre e contido em sistemas de liberacéo,
através de membranas de celulose bacteriana, optou-se por prosseguir com a
adsorgao sem os valores de sua cinética, ou seja, sem saber ao certo qual era a
concentragdo maxima de peptideo que a membrana adsorveria, mas utilizando a
solucdo com a maior concentracdo possivel (10° mol.L1) a fim de que a quantidade
adsorvida fosse maior e, consequentemente, maior a quantidade liberada
posteriormente, para detec¢do do equipamento. Desse modo, mesmo nao sabendo

a concentragdo maxima de peptideo adsorvida na membrana, seria possivel
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observar o comportamento das curvas de liberacao e saber em qual sistema (livre,

ME ou lipossoma) o peptideo apresentaria liberacao mais eficaz e prolongada.

Para tanto, partiu-se do pressuposto de que 100% do numero de mols de
OGP-CF contido na solucdo de adsorcdo foram adsorvidos na membrana, para
possibilitar os calculos de liberagao e permitir a visualizagdo do comportamento de

liberagao.

As amostras foram imersas na solugao de peptideo livre em solugdo PBS pH
7.4, na concentracdo de 10° mol.L™" e os sistemas de liberacdo preparados com
mesma solugdo e mantidas nesse contato por 72 h, a 4 °C. Apos o periodo de
incorporagao, as membranas foram retiradas e levadas para secagem em estufa a

37 °C por mais 72 h.

4.3 Determinagao da liberagao do peptideo OGP-CF

A liberacgéao “in vitro” do peptideo OGP-CF da membrana de CB foi monitorada
por espectroscopia de fluorescéncia (Aexe = 492 nm e Aem = 520 nm) a 37°C por um

periodo de 24 h em circuito fechado com fluxo continuo em solugdo PBS (pH 7,4).

Os perfis de liberagcdo cumulativos plotados em funcdo do tempo séo
apresentados nas Figuras 10, 11 e 12 para o peptideo livre em PBS, na

microemulsao e no lipossoma, respectivamente.

A Figura 10 mostra que a quantidade adsorvida de OGP-CF livre foi liberada
da membrana nos primeiros 5 minutos, equivalendo a aproximadamente 22% do

valor tedrico de 100% incorporado a membrana de CB; a partir desse periodo, a
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liberacdo do peptideo cessa e a concentracido se mantém constante ja na primeira
hora, por volta de 17%, devido a diluigdo pelo volume contido no sistema. Essa
rapida liberagdo do peptideo livre nos primeiros minutos de analise pode estar
relacionada a sua ligeira solubilidade em meio aquoso; além disso, a alta
hidrofilicidade da CB pode fazer com que o meio aquoso rapidamente penetre em
sua rede de nanofibras, interagindo com o peptideo que foi adsorvido na membrana.
Esse tipo de comportamento de liberagdo ndo € desejado quando se busca uma
liberagdo prolongada, uma vez que esta deve manter a liberagdo da molécula por
um periodo de tempo determinado durante o tratamento, evitando administragdes

sucessivas e melhorando a terapia (UHRICH et al., 2009).

Figura 10 - Curva de liberagdo do peptideo OGP-CF adsorvido na membrana de
CB, com valores das meédias e as barras indicando erro padrdo para experimento em
triplicata.
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Na Figura 11 observa-se a liberagdo do OGP-CF a partir do sistema de ME.
Nota-se uma liberagdo acelerada do peptideo nas primeiras 2,3 h, alcangando um
valor de 18% do valor tedrico incorporado a membrana de CB; a partir desse
periodo, observa-se uma liberacdo mais lenta do peptideo até aproximadamente 6,5
h, com liberagdo maxima de 21,5% do OGP-CF tedrico incorporado, seguido de uma
liberagao constante nas proximas 24 h. Esse comportamento € tipico de um sistema
de liberagdo prolongada, podendo a liberacdo inicial ser mais rapida pelo fato de
uma fragdo do OGP-CF estar interagindo com a interface da ME, fazendo com que
essas moléculas sejam rapidamente liberadas. Esse comportamento inicial é
seguido por uma liberagéo lenta, a qual corresponde as moléculas do peptideo que
interagem mais fortemente a estrutura interna da ME (KARAVELIDIS et al., 2011).
Além disso, moléculas do OGP-CF podem estar dissolvidas na fase interna da ME
O/A pelo fato da molécula de carboxifluoresceina possuir carater lipofilico, o que
proporciona uma liberagdo mais lenta em relagdo ao farmaco livre, mostrando que
esse tipo de sistema atua como reservatério, proporcionando um efeito prolongado

(OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 11 - Curva de liberacdo da microemulsdo, contendo o peptideo OGP-CF,
adsorvida na membrana de CB, com valores das médias e as barras indicando erro

padrao para experimento em ftriplicata.
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A Figura 12 mostra a liberacdo do OGP-CF a partir do sistema de lipossoma,
cujo maximo de liberagéo é de aproximadamente 120% do valor tedrico incorporado
a membrana de CB apds aproximadamente 2 minutos; a partir desse periodo, a
concentragao do peptideo liberado se manteve constante. A metodologia utilizada
pode gerar vesiculas com variabilidade de tamanhos, podendo chegar de 50 a 400
nm, uni ou multilamelar. Na Figura 12 pode-se observar uma liberagdo acima de
100%, ou seja, uma liberagcao maior do que a quantidade tedrica de OGP-CF
incorporada na formulagao. Esse efeito pode ser explicado pelo fato da eficiéncia de
incorporacao dos lipossomas na CB ter sido muito baixa. Os lipossomas foram
preparados sem um controle de tamanho, gerando em sua maioria vesiculas de

tamanho superior aos poros da CB, levando a uma baixa incorporacdo. Dessa



45

forma, as vesiculas nao incorporadas que interagem com a superficie do lipossoma
podem ser responsaveis por um efeito denominado espalhamento de luz, no qual a
luz incidida sobre a amostra € espalhada devido a alta concentragdo de particulas
no meio e gera uma intensificacdo da fluorescéncia, o que nao condiz com o valor
real de liberagdo, levando ao rapido equilibrio na liberagdo e valores constantes,

como demonstrado na Figura 12.

Figura 12 - Curva de liberagdo do lipossoma, contendo o peptideo OGP-CF,
adsorvido na membrana de CB, com valores das médias e as barras indicando erro
padréo para experimento em ftriplicata.
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Comparando-se as trés analises, fica evidente que o uso de um sistema de
liberagao prolongada é vantajoso para a incorporagéo do OGP, visando futuramente

seu uso médico. Por se tratar de um peptideo, o OGP pode sofrer degradagao
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enzimatica quando em contato com fluidos biolégicos e, estando em um sistema de
liberagcao prolongada, isso lhe confere protegcao contra esse tipo de obstaculo, o que
pode aumentar a sua atividade terapéutica na regeneracédo éssea, necessitando de
uma menor concentracdo do peptideo na formulagdo dos sistemas, gerando
economia e eficacia no tratamento, uma vez que a liberacdo por parte de um
dispositivo de 6,0x10™'2 mol de OGP ¢é suficiente para estimular a proliferagdo das
células osteoblasticas (BAB et al., 1992; UHRICH et al., 1999; LAWRENCE & REES,

2000; SASKA et al., 2011; SASKA et al., 2012).

Mesmo ndo sabendo exatamente a capacidade de incorporagdo do peptideo
livre e dos sistemas de liberagdo na CB, nota-se uma melhora substancial no perfil
de liberacdo do OGP quando presente na microemulsao. Essa melhora é tanto em
relagcdo a quantidade liberada, que se mostrou maior, quanto ao tempo de liberagéo
que também foi mais prolongado em relacao ao peptideo livre. Devido a
caracteristica anfifilica dos tensoativos utilizados na ME e dos fosfolipidios utilizados
nos lipossomas, esses sistemas podem incorporar uma maior quantidade do
peptideo, uma vez que este também possui caracteristicas anfifilicas devido aos
varios residuos de aminoacidos, podendo aumentar consequentemente a

concentragao incorporada na CB. (LAWRENCE e REES, 2000; RAWAT et al., 2008).

Além disso, a grande presenca de poros na rede de nanofibras da CB pode
permitir uma maior aglomeragao das particulas dos sistemas de liberacédo, que
levam consigo uma maior concentragao do peptideo, indicando que a CB pode ser

utilizada com sucesso como matriz de ancoragem para os sistemas de liberacéo.

SASKA et al. (2011 e 2012) demonstraram que mesmo uma concentracao

menor de peptideo livre incorporado a CB, no valor de 108 mol.L™", pela mesma
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metodologia aqui descrita, foi capaz de desenvolver uma acdo osteoindutiva
consideravel “in vivo”. Isso mostra que o aumento da concentragcdo de OGP
carreado pelos sistemas de liberagdo e o prolongamento da sua liberagéo
decorrente do microemulsionado levam a avangos benéficos na terapia de

regeneracgao 0ssea.
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5. CONCLUSOES

A partir da formulagdo dos sistemas de liberagdo prolongada contendo o
peptideo OGP-CF e da analise do perfil de liberacdo desses sistemas e do peptideo

livre a partir da matriz de celulose bacteriana, conclui-se que:

- A metodologia de espectroscopia de fluorescéncia utilizada para analise de
liberagdo do OGP-CF mostrou-se sensivel para a sonda fluorescente de

caboxifluoresceina;

- Apesar da imprecisdo nos ensaios de adsorcdo, foi possivel se observar com
clareza que os sistemas de liberagdo sao mais efetivos do que a simples liberagéo
do peptideo livre quando se trata de uma liberagdo prolongada do OGP para um

meio externo;

- O sistema de ME mostrou um melhor desempenho quando comparado ao
lipossoma, uma vez que liberou uma maior concentragao do peptideo em um maior

intervalo de tempo;

- A CB pode ser utilizada com sucesso como matriz de ancoragem para o sistema
microemulsionado, uma vez que apoés os ensaios de 24 h, mostrou-se integra, o que
vai ao encontro do maior tempo necessario para os sistemas liberarem o peptideo

ao meio externo;

- Tendo em vista a melhora da liberagdo do OGP pelos sistemas, a ME pode ser
alvo futuro para desenvolvimento clinico de formulagdes indicadas para biomateriais

para regeneragao 0ssea, tendo a CB como matriz.
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6. PERSPECTIVAS

Como proposta para estudos futuros, pode-se citar:

- Melhoramento da metodologia de adsor¢do do peptideo livre e dos sistemas de
liberagdo prolongada na CB, a fim de se determinar precisamente as quantidades

adsorvidas e liberadas nos ensaios, para obtencao de informagdes mais completas;

- Estudo “in vivo” com as membranas de CB contendo os sistemas de liberacao
prolongada com o peptideo OGP, para avaliar se ha melhora da liberacdo dos
mesmos “in vivo”, consequentemente controlando a concentragdo liberada, na
tentativa de se conseguir uma dose terapéutica diaria ideal para potencializar os

efeitos osteoindutores deste peptideo;

- Estudo desses sistemas de liberagdo prolongada a partir de compostos a base de
CB e que contenham, por exemplo, colageno e hidroxiapatita incorporados a

membrana;
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