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RESUMO

A biomembrana de latex natural (NRL — Natural Rubber Latex), manipulada a
partir do latex extraido da seringueira Hevea brasiliensis, tem apresentado
grande potencial de aplicagdo no campo da biomedicina e dos biomateriais.
Devido a sua biocompatibilidade e baixa taxa de rejeigcéo, ela tem sido utilizada
para proteses e enxertos, atuando como estimulante da angiogénese, adesao
celular e matriz extracelular, além de atuar como barreira fisica a agentes
infecciosos e liberagdo controlada de farmacos e extratos. O objetivo desse
trabalho consistiu na incorporagéo de peptideos bioativos em biomembranas de
latex natural (NRL) e no estudo de sua liberagdo. Somado a isto, foi
desenvolvido um novo método de polimerizagdo das biomembranas utilizando o
liofiizador e adicdo de agua, caracterizado por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), teste de resisténcia mecanica (texturbmetro) e ensaio de
permeabilidade ao vapor de agua. Este método, mostrou aumentar a porosidade
da biomembrana, em comparagcdo com a obtida pelo método convencional, que
utiliza a estufa como ferramenta de secagem. O estudo de liberagdo dos
peptideos foi realizado inicialmente utilizando um espectrofotdmetro na regido do
ultravioleta. Os peptideos estudados foram o antimicrobiano Hylina a1[W6] e o
peptideo de crescimento osteogénico OGP(10-14), cuja liberagdo nao
evidenciada por CLAE e espectrometria de massas. Outros dois peptideos de
tamanho menor e mais simples em sua composi¢cdo de aminoacidos também
foram avaliados: Acetil-WAA e Acetil-WAAAA. Estes apresentaram liberagédo de
14% e 32% respectivamente. Os resultados obtidos indicaram que,
provavelmente a presenca de proteases no latex promoveu a degradagdo dos
peptideos Hylina a1[W6] e OGP(10-14). De uma forma geral, os resultados
mostraram que a utilizagdo da biomembrana como meio para liberagdo de
peptideos €é sequéncia dependente. Somado a isto, as biomembranas
polimerizadas via liofilizador mostraram ser uma o6tima alternativa para estudo
liberacdo controlada de farmacos.

Palavras chave: Biomateriais. Biomembrana de latex natural. Liberagao

controlada. Peptideos.



ABSTRACT

The biomembrane natural latex (NRL - Natural Rubber Latex), manipulated from
the latex obtained by rubber tree Hevea brasiliensis, has shown great potential
for application in biomedicine and biomaterials. Due to its biocompatibility and
low bounce rate, it has been used for prostheses and grafts, acting as a stimulant
of angiogenesis, cell adhesion and extracellular matrix, as well as acting as a
physical barrier to infectious agents and controlled release of drugs and extracts.
The aim of this work was the incorporation of bioactive peptides on natural
biomembrane latex (NRL) and on the study of its release. In addition, we
developed a new method of biomembranes polymerisation. The biomembrane
produced with this new method of polymerization was characterized by Scanning
Electron Microscopy (SEM), mechanical endurance test (texturometer) and
testing of water vapor permeability. This method using the lyophilizer and
addition of water was shown to increase the porosity of the biomembrane
compared polymerized by the conventional method which uses as oven drying
tool. The release study of the peptides was performed initially using a
spectrophotometer in the ultraviolet region. The peptides studied were the
antimicrobial Hylina a1[W6] and osteogenic growth peptide OGP (10-14), which
did not show release. This result was confirmed by HPLC and mass
spectrometry. Two other smaller and simpler peptides in their amino acid
composition were also evaluated: Acetyl-WAA and AcetyllWAAAA, which had
release rates of 14% and 32% respectively. The results indicated that the likely
presence of proteases in the latex promoted the degradation of peptides Hylina
a1[We6] and OGP(10-14). Overall, the results showed that the use of latex as a
means for release of peptides is sequence dependent. Added to this,
biomembranes polymerized via lyophilizer shown to be a great alternative for
controlled drug release.

Keywords: Biomaterials. Controlled release. Natural latex biomembrane.

Peptides.
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1. INTRODUGAO

1.1 Liberagao controlada

A liberacédo controlada implica na associagcédo, quimica e/ou fisica, de
farmacos com materiais biocompativeis. Estes sistemas quando administrados
in vivo apresentam a capacidade de controlar a taxa de libertagdo do farmaco,
e/ou conduzi-lo até ao sitio especifico em que deve atuar. Estes sistemas sao
designados de sistemas de libertagdo controlada (SLC) (COIMBRA,2010).

A importancia dos SLC advém do fato que raramente um farmaco
veiculado em solugdo aquosa, ou numa forma convencional, consegue atingir
um alvo especifico no organismo em concentragdes adequadas para provocar
o efeito terapéutico esperado (HERCULANO et al., 2009). Isso pode ser
facilmente entendido quando se verifica que entre o local de administragao do
farmaco e o 6rgéo ou tecido alvo, se interpbée uma série de obstaculos de
naturezas diversas (anatémicos, quimicos e bioldgicos). Somente uma parte
em dez mil de um farmaco injetado intravenosamente alcanga seu alvo final,
quando esse esta localizado em sitios altamente internalizados.

Dentre os varios paradigmas da liberacdo controlada destaca-se o
desenvolvimento de sistemas liberagcdo de drogas baseada em materiais
poliméricos (HERCULANO et al., 2007), visto que existem limitagbes nos
sistemas carreadores existentes. Um dos maiores problemas é o tempo de
reabsorgédo do carreador. Desta forma, surge a necessidade da criagdo de um
sistema de liberagao controlada eficaz que permita a liberacdo de farmacos no
sitio desejado por periodos prolongados de tempo e em uma dose apropriada,
seguido de sua decomposigao.

Materiais de natureza lipidica, inorgénica e polimérica, tém sido
utilizados como carreador para SLC. Desses, os materiais poliméricos sao,
sem duvida, os mais investigados (COIMBRA, 2010).
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1.1.1 Sistema de liberagao controlada baseada em polimeros

Diversos materiais poliméricos sintéticos s&o utilizados no
desenvolvimento de SLC (Tabela 1). Um requisito fundamental para que os
materiais poliméricos possam ser utilizados na preparagdo de um sistema de
liberagdo controlada é nao serem téxicos e sofrerem absorgdo apds sua
utilizacdo (COIMBRA, 2010). Somado a isto, esses s&o projetados para ter
propriedades cada vez mais especificas e adequadas ao farmaco a ser
empregado e ao sitio a ser atingido (KANG et al., 2006). Além dos polimeros
sintéticos, os polimeros naturais (Tabela 2) também estdo sendo utilizados

como sistema de liberagao controlada.

POLIMEROS SINTETICOS

Polimeros nao biodegradaveis

Acrilatos: poli(metacrilato de metila) (PMMA), poli(acido acrilico) (PA),
poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA)

Acrilamidas: poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida)

Polidimetilsiloxano (PDMS)

Polietilenoglicol (PEG)

Copolimeros de acetato de etilenovinila (EVA)

Polivinilpirrolidona (PVP)

Polimeros biodegradaveis

Poliésteres: poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido
lactico-co-glicélico) (PLGA), poli-e-caprolactona (PLC), poli(diaxanona) (PDS)

Poliortoésteres

Polifosfazenos

Polianidridos

Poliuretanas

Poliaminoacidos sintéticos
Tabela 1. Polimeros sintéticos utilizados na fabricagdo de sistemas de liberagao controlada
(COIMBRA, 2010)

POLIMEROS NATURAIS E SEUS DERIVADOS

Polimeros de base proteica:

Gelatina, albumina, colageno, fibrina, proteina de soja

Polissacarideos:

Quitosana, dextrana, alginato, agarose, carragenina, sulfato de condroitina,
acido hialurénico, pectina, amido, derivados de celulose

Polihidroxialcanoatos:

Poli(3-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), cis-
poliisopropeno
Tabela 2. Exemplos de polimeros naturais e seus derivados utilizados na preparagéo de

sistema de liberagdo (COIMBRA, 2009).
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1.2 Latex natural

O latex de borracha natural (NRL) é extraido da Hevea brasiliensis, uma
arvore nativa da bacia do rio Amazonas no Brasil. O latex tem em sua
constituicdo de 40 a 45% em peso de moléculas poliméricas que formam a
borracha (cis-poliisopreno) (Figura 1), 4 a 5% em peso de outros constituintes
organicos, tais como proteinas, lipidios, carboidratos e agucares, e 50% de
agua (NEVES et al., 2005).
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Figura 1. Mondmero de cis-poliisopreno.

A borracha natural € um material muito utilizado pelas industrias para a
fabricacdo de pneus, luvas, baldes, pecas para equipamentos meédicos e
odontologicos. Esse material € bem aceito devido as suas caracteristicas
fisicas: elasticidade, plasticidade, resisténcia e propriedade de isolamento
elétrico. Recentemente, pesquisas vém utilizando o latex extraido da H.
brasiliensis também em aplicagdes biomédicas. Neste tipo de aplicagdo, o
método de fabricagdo do latex utilizado € o NRLb (Natural Rubber Latex
Biomedical), que evita a utilizagdo de produtos quimicos como os carbamatos e
o enxofre (PINHO et al., 2004). O NRLb foi proposto porque o NRL (utilizado
anteriormente) apresentava muita ocorréncia de reacbes alérgicas e
citotoxicidade.

Mrué et al. (1996) utilizaram a biomembrana de latex natural pela
primeira vez como protese de um segmento do esbéfago cervical de caes. Neste
estudo, o latex funcionaria apenas como uma protese. No entanto, os

resultados mostraram que o latex teve propriedade indutora de regeneragao
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tecidual, sendo totalmente eliminado apds dez dias de pds-operatdrio nas fezes
dos animais. No lugar da protese, formou-se um “neo-es6fago”.

Sader et al. (2000) estudaram o comportamento da biomembrana de
latex natural como substituto parcial do pericardio de caes. Foram avaliados
trés grupos: grupo A, onde um pequeno pedago do pericardio foi removido e
reimplantado imediatamente; grupo B, em que um pequeno pedago foi
removido e substituido por um latex natural, com 0,3 mm de espessura; grupo
C, no qual um pequeno pedaco de latex tinha 0,7 mm de espessura. Em 50%
dos animais do grupo B e C houve completa regeneragao do pericardio. Nos
cades do grupo A foi observado um quadro de regeneragado irregular do
pericardio. Os resultados mostraram que a biomembrana de latex foi
satisfatoria para a substituicdo parcial do pericardio de céaes.

Segundo Rabelo et al. (2005), a técnica de implantacdo da membrana
de latex, poliamida e polilisina a 0,1%, apresentou bons resultados na
reparacdo de hérnias umbilicais em bovinos leiteiros. Apesar de ser um
material ndo absorvivel, ndo foi observada reacédo inflamatéria tipo corpo
estranho ou demais complicagdes com o uso da membrana, possivelmente
porque o material possui baixa antigenicidade.

Balabarian et al. (2006) também avaliaram a biocompatibilidade do latex
natural. Granulos de latex foram implantados nas cavidades ésseas alveolares
depois da extragdo dental em ratos. Os animais foram sacrificados em 7, 21 e
42 dias apos os procedimentos. Os dados quantitativos confirmaram a
aceleracdo da neoformacdo Ossea e a diminuigdo da presenca de tecido
conjuntivo ao redor do implante. Foi demonstrado também que o material
apresentou biocompatibilidade, promovendo progressiva integragdo com o
osso alveolar e aceleragdo da neoformacido Ossea, sendo importante no
processo de cicatrizagao.

Em estudo “in vivo” da biomembrana corio-alantoide de embrides de
galinha, a biomembrana de latex natural foi usada por Alves (2003) para
analisar o estimulo de atividade angiogénica causada por este material. Foi
possivel observar a indugao de angiogénese no tecido onde a biomembrana de
latex ficou em contato durante o experimento (Figura 2).
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Com tratamento

A INTREN
Figura 2. Uso do latex como estimulador de regeneragao celular. Nota-se um evidente aumento

da vascularizacao na regiao tratada com a biomembrana de latex (ALVES, 2003).

Pinho et al. (2004) pesquisaram o uso da biomembrana de latex natural
com polilisina a 0,1% na reconstrugdo conjuntiva em coelhos neo-zelandeses
adultos. Foram analisados um grupo controle (sem membrana) e um
experimental (com membrana). Apds andlises histolégicas, os cientistas
observaram que a recuperacao foi satisfatéria em 60% dos olhos com
biomembrana enquanto que, nos olhos do grupo sem membrana, ela foi
satisfatoria em apenas 20%. O numero médio de vasos por campo Optico na
ferida cirurgica dos olhos com biomembrana foi 0 dobro desse mesmo numero
nos olhos com esclera nua (grupo controle). Esses dados sugeriram que a
biomembrana de latex favorecem a cicatrizagdo conjuntival e a
neoangiogénese.

Outras pesquisas utilizaram o NRLb como uma biomembrana passiva,
que atua na regeneragao Ossea (Figura 3). Neste tipo de experimento, a
biomembrana de latex foi aplicada sobre a fratura éssea, impedindo a migragao
do tecido epitelial e conjuntivo, e facilitando a migragdo de células
regenerativas (HERCULANO et al., 2009).
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Figura 3. Biomembrana utilizada como barreira mecéanica, impede a migracdo de células

epiteliais e conjuntivas, facilitando a migracao de células regenerativas (HERCULANO, 2009).

Estudos recentes (HERCULANO et al., 2009) tém demonstrado a
utilizacdo do latex natural extraido da seringueira H. brasiliensis como matriz
para um sistema de liberagdo modificada e também mostrando resultados
promissores em outras aplicagcdes biomédicas como no tratamento de ulceras
de pressao (FRADE et al., 2006), diabéticas (FRADE et al., 2004) e uso como
membrana passiva para regeneragao ossea guiada (ERENO et al., 2010)

Devido as caracteristicas citadas anteriormente, o latex da seringueira
apresenta-se como um excelente candidato a matriz sélida de sistemas de
liberacdo modificada. Na literatura € possivel encontrar liberagdo de alguns
farmacos como o Metronidazol (HERCULANO et al., 2010), o Ciprofloxacino
(MURBACH, 2012), o Diclofenaco de soédio (AIELO et al, 2014) e o
Diclofenaco de potassio (AIELO et al., 2011); Proteinas - BSA (soroalbumina
bovina) (HERCULANO et al., 2009); extratos naturais como o extrato de
Casearina (BORGES et al., 2013); e nanoparticulas magnéticas (GIULIANO et
al., 2012).
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1.3 Peptideos de crescimento osteogénico — (OGP e OGP (10-14))

O peptideo de crescimento osteogénico (OGP - osteogenic growth
peptide) é um tetradecapeptideo de ocorréncia natural cuja estrutura primaria &
idéntica a sequéncia C-terminal da histona H-4 (A-L-K-R-Q-G-R-T-L-Y-G-F-G-
G-OH) (CHEN et al.,, 2000). O OGP endbégeno é um produto de clivagem
proteolitica do PreOGP, que é traduzido do mRNA da H4.

O OGP regula a proliferagcédo e a atividade da fosfatase alcalina e a
mineralizagdo da matriz, por meio do mecanismo de “feedback” positivo
(SASKA, 2011). O OGP também regula a hematopoese, incluindo a
estimulacéo de enxerto de medula 6ssea e transplante (CHEN et al., 2000).
Segundo BAB et al. (1992), o OGP esta presente no soro humano, no de rato e
de muitas espécies de mamiferos.

A concentracao de OGP sérico € aumentada durante uma injuria local ao
tecido 6sseo, medula 6ssea ou a reagdes osteogénicas sistémicas. Segundo
os estudos de Chen et al. (2000), o peptideo menor OGP(10-14) (figura 4) - [Y-
G-F-G-G-OH], mantém a atividade biologica em relagdo ao OGP, fato este
atribuido a presenca dos residuos de Y, F e G na regidao C-terminal, que séo
importantes para a sua bioatividade. Esta equivaléncia foi comprovada em
estudos “in vivo”, onde o peptideo homdlogo sintético OGP(10-14) aumentou a

formacéo Ossea, a densidade do osso trabecular e promoveu a cura da fratura.
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Figura 4. Estrutura primaria do peptideo OGP (10-14).

Desta forma, o OGP e seu derivado OGP(10-14) estimulam a
osteogénese e a hematopoese, agindo na proliferacdo e diferenciacao de
células osteoprogenitoras, apresentando grande potencial para serem

utilizados na medicina regenerativa.
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1.4 Hylina a1

A fauna e flora brasileira contém grande diversidade de biomoléculas.
Isso gerou um grande interesse dos pesquisadores no descobrimento de novas
moléculas bioativas, incluindo os peptideos antimicrobianos (PAMs). Uma
grande fonte desta moléculas é a secrecao cutanea de anfibios, que é rica em
compostos biologicamente ativos, incluindo alcal6ides, esteroides, peptideos e
proteinas (CLARKE, 1997).

A Hylina a1 (IFGAILPLALGALKNLIK-NH,) € um peptideo isolado da ra
Hypsiboas albopunctatus (Figura 5), comumente encontrada na regido do
cerrado, e que apresenta atividade antimicrobiana e hemolitica. A Hylina a1
aumenta a permeabilidade na membrana celular do microrganismo, causando
a lise e morte celular (CRUSCA et al.,2010). Segundo Castro et al. (2009) e
Crusca et al. (2010), a Hylina a1 mostrou atividade contra diversos tipos de
bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos; e também em eritrécitos.

A liberacado deste peptideo em biomembrana de latex pode propiciar o

desenvolvimento de curativos com atividade antimicrobiana.

Figura 5. Ra Hypsiboas albopunctatus

2. OBJETIVOS
De acordo com o apresentado acima a utilizagdo da biomembrana de
latex poderia ser um carreador adequado para a liberagdo de peptideos

bioativos.
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O objetivo geral inicial deste trabalho foi avaliar a incorporacéo e a
liberagdo dos peptideos OGP(10-14) e Hylina a1[W6] em biomembranas de
latex natural em diferentes condi¢cdes experimentais.

Para isto os seguintes objetivos especificos iniciais foram realizados:

e Sintese dos peptideos OGP(10-14) e Hylina a1[W6] por meio da Sintese
de peptideos em fase sélida.

e Confecgcdo das biomembranas de latex contendo os peptideos acima
descritos.

e Estudos da liberagdo dos peptideos da biomembrana de latex em funcao
do tempo.

e Caracterizagao estrutural das biomembranas obtidas por meio da
microscopia eletrénica de varredura, analise de resisténcia mecénica e

permeabilidade ao vapor de agua.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Sintese de peptideos em fase soélida

Os peptideos desenvolvidos neste projeto foram obtidos manualmente
pelo método de sintese de peptideos em fase sdlida (SPFS) (MERRIFIELD,
1963). As sinteses foram realizadas na “Unidade de Sintese e Purificagdo de
Peptideos”, do Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica - Instituto
de Quimica — UNESP. O protocolo de sintese utilizado consiste de passos
ciclicos de acoplamento e desprotecao do amino-grupo alfa terminal (figura 6).
Na etapa de acoplamento foi utilizado como reagente de ativacédo o DIC
(diisopropilcarbodiimida) com HOBt (N-hidroxibenzotriazoil), e os Fmoc-
aminoacidos (Fmoc-AA), com 3 vezes de excesso em relacdo a quantidade
inicial de grupos funcionalizados na resina. O solvente utilizado foi o DMF
(Dimetilformamida) ou a mistura 50% DCM (Diclorometano) /DMF. A
desprotegcao do grupo Fmoc base-labil foi efetivada pelo tratamento da resina
com piperidina/DMF (2:8) em duas etapas de 1 e 20 min, respectivamente. A
cada passo foram efetuadas lavagens alternadas com os solventes orgéanicos

DMF e DCM, respectivamente (Figura 6).
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Apos cada etapa de acoplamento e desprotecao foi efetuado um teste
de ninidrina (KAISER et al.,1970). Este composto, em altas temperaturas,
reage com grupos aminos livres, liberando um composto de cor azul,
permitindo avaliar se o acoplamento foi efetuado com 100% de eficiéncia
(auséncia de coloragao azul).

Ao fim da sintese, para separar o peptideo do suporte sélido e dos
grupos protetores de cadeias laterais utilizados, foi realizada uma reagéao de
clivagem utilizando uma solugdo contendo agua deionizada, triisopropilsilano
(TIS) (Acros Organics®) e acido trifluoracético - TFA (Merck®) (proporgao de
2,5; 2,5; 95 respectivamente; v,v,v), em frasco de cintilagdo, sob agitacédo
branda por 2 h. O volume utilizado foi na propor¢cao de 1 mL de solugdo para
cada 100 mg de resina. Apos esta etapa, foi realizada a precipitagdo do
peptideo e da resina com éter etilico gelado. Ao final, os peptideos foram
dissolvidos com uma solugéo contendo 0,045% de TFA em agua ultrapura, e a
solugdo centrifugada para a separagédo da resina. O sobrenadante resultante

contendo o peptideo foi liofilizado.

INiclo €
LAVAGEM com 2 x DMF

1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. DESPRD'I'ECEQ.-‘
1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. NEUTRALEACAD

LAVAGEM com 2 x DI

PROYIMO CICLO
LAVAGEM com 2 x DMF
LAVAGEM com 2 x DCM F Y
Z Eq. de Fmoc-AR + reagentes acoplantes
em DCMDMF (1:1, vfv) - duragio de 1 a 2 horas. ACOPLAMENTO

LAVAGEM com 2 x DM
LAVAGEM com 2 x DCM

e POSITIVO

v
TESTE DE HINIDRINA

Figura 6. Protocolo utilizado na sintese de peptideos em fase sdlida.
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3.2 Purificagao dos peptideos

A purificagdo dos produtos obtidos nas sinteses foi realizada em modo
semipreparativo utilizando um cromatoégrafo Beckman, equipado com coluna
C1s KROMASIL de tamanho 25,0 x 1,0 cm e um coletor automatico da marca
Pharmacia. Durante a purificagao foram recolhidas fragées de 3 mL e a pureza
de cada tubo foi determinada por CLAE analitico em um cromatdgrafo
Shimadzu, com coluna C1g KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm. Os tubos contendo
os materiais puros foram juntados e liofilizados obtendo-se as fracoes
principais, que foram analisadas na mesma coluna acima descrita. As
condigbes cromatograficas utilizadas na purificagdo da Hylina-a1[W6] estédo
colocadas na Tabela 3.

Modo Semi-preparativo Analitico

Solventes A: 0,045% TFA em H,O A: 0,045% TFA em H,O
B: 0,036% TFA em ACN B: 0,036% TFA em ACN

Gradiente 40-70% de solvente B em 90 5-95% de solvente B em 30

min. min.

Fluxo 5 mL/min. 1 mL/min.

Comprimento 220 nm 220 nm

de onda

Tabela 3. Condigdes cromatograficas empregadas na purificagao da Hylina a1 [W6].

A confirmacéo do sucesso da sintese e purificacéo foi realizada por meio
da técnica de espectrometria de massas.
Os demais peptideos foram utilizados sem a etapa de purificacao, visto o

alto grau de pureza do material sintetizado.

3.3 Espectrometria de massas

Na caracterizagcdo dos peptideos foi utilizado um espectrémetro de
massa da marca Brucker operando no modo ESI (“eletrospray ionization”)
positivo, localizado no Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP, no
Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica. Esta técnica baseia-se em
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um analisador de massa que apresenta como resultado final a razdo massa

molar carga (MM/z).

3.4 Confecgao das biomembranas

O latex natural utilizado neste projeto de pesquisa foi extraido na
Fazenda Experimental da ESALQ-USP, Piracicaba/SP. Depois da extragao,
amonia foi utilizada para manter o latex liquido, e este material foi centrifugado
a 8000 g. A centrifugagao foi importante, pois separou algumas proteinas
contidas no latex natural que causam reagoes alérgicas (HERCULANO, 2009).

A biomembrana foi confeccionada por “casting”, que consistiu na diluigdo
de 0,5 mL de latex em 0,5 mL de agua deionizada ou solugdo contendo os
peptideos passando por uma rapida agitacdo. Apds homogeneizagdo, a
solucgao foi depositada em uma placa circular de 22,30 mm de didmetro.

Diferentes métodos de secagem foram avaliados, desde a polimerizagao
a temperatura de 37°C em estufa, como uma nova metodologia desenvolvida
por nos. Neste novo procedimento o latex foi congelado com nitrogénio liquido

e liofilizado por 8 h.

3.5 Caracterizagcao por microscopia eletrénica de varredura

O Microscopio Eletronico de Varredura, MEV (Scanning Electron
Microscope, SEM) é um equipamento que permite a obtengcao de informagdes
estruturais e quimicas de amostra diversas. Um feixe fino de elétrons de alta
energia incide na superficie da amostra, onde parte do feixe é refletida e
coletada por um detector que converte este sinal em imagem de BSE - imagem
de elétrons retroespalhados - ou ainda ocorre, quando da interagdo com a
amostra, a emissdo de elétrons, produzindo a chamada imagem de ES
(elétrons secundarios). Foram confeccionados diferentes tipos de
biomembranas, onde um pequeno fragmento de 1 cm por 1 cm foi extraido e
recoberto com ouro e analisado por microscopia de varredura (MEV) utilizando
um equipamento modelo ZEISS EVO 50, em alto vacuo, no aumento de 300,
1000 e 5000 vezes.
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3.6 As propriedades mecéanicas

Um analisador de textura (modelo-TA.XT) foi usado para medir as
propriedades mecéanicas das biomembranas. Secgbes transversais das
biomembranas foram anexados no furo do suporte metélicos (D = 10 mm). A
sonda de perfuragdo (probe) foi fixado sobre a célula de carga (5 kg), e
orientados para baixo, com uma velocidade de cruzeta de 1 mm/s para o centro
do furo do suporte do filme. As curvas de carga versus deslocamento foram
registradas até a ruptura do biofiime. Os resultados foram utilizados para
determinar as seguintes propriedades mecanicas: Resisténcia a pungéo
(Puncture strengh) e alongamento de ruptura (Elongation at break). As
equacgdes 1 e 2 foram as equagdes utilizadas para a obtencdo destes

parametros.

Resisténcia a pungdo= _F
A

Equacao 1. Equacdo para mensurar a resisténcia do material, onde F (N) é a carga necessaria

para perfurar o filme e A (mm 2) € a seccao transversal da pelicula localizada no caminho.

Alongamento de ruptura = d 4100 %

comprimento original

Equacao 2. Equacédo que mensura a elasticidade do material, onde d (mm) é o deslocamento
maximo até a ruptura e o “comprimento original” é a distancia que a “probe” percorre até
chegar na amostra (100 mm) (CAO et al., 2007).

Os ensaios de resisténcia mecanica foram realizados em colaboracao
com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Marlus Chorilli e Profa. Dra. Beatriz
Stringhetti Ferreira Cury, do Laboratério de Farmacotécnica localizado
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista

(UNESP)- Campus Araraquara.
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3.7 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi avaliada por gravimetria, de
acordo com o procedimento proposto por Akhgari et al. (2006), com pequenas
modificagdes. Os recipientes utilizados no teste foram preenchidos com 15 mL
de agua ultra pura (100% de UR).Seccdes circulares de latex, com as
espessuras pre-determinadas, foram utilizados para vedar a parte superior do
recipiente (1,15 cm de diametro). Cada conjunto foi pesado com precisdo e
colocado num dessecador de gel de silica (0% UR).Em tempos pré-
determinados, cada conjunto foi novamente pesado para avaliar a perda de

massa em fungao do tempo.

A TVA (Transmiss&o de Vapor de Agua) foi calculada pela equacéo 3:

TTVA . x
AP (UR1 - UR2)

TVA=

Equacado 3. Equagdo para mesurar a transmissdo de vapor de agua, onde o TTVA (taxa de
transmissdo de vapor de agua) é obtida a partir do declive do perfil de perda de massa em
fungdo do tempo; x é a espessura da pelicula (mm), “A” é a area da pelicula exposta a
permeabilidade (mz), P, é a pressao de vapor agua pura (3,159 kPa a 25 °C), (UR,-UR,) é o
gradiente de umidade relativa.

Os testes foram realizados em triplicata, e um copo vazio foi utilizado
como controle.

Os ensaios de permeabilidade ao vapor de agua foram realizados em
colaboragdo com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Marlus Chorilli e Profa Dra.
Beatriz Stringhetti Ferreira Cury, do Laboratério de Farmacotécnica localizado
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista

(UNESP)- Campus Araraquara.
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3.8 Ensaio de liberagao dos peptideos

No ensaio de liberagdo, cada amostra foi imersa em 10 mL de agua
deionizada, sob agitacdo de 100 RPM, a fim de evitar limitagbes da taxa de
liberacdo por difusdo externa. A analise da liberagao in vitro dos peptideos foi
realizada por espectrofotometria por meio de uma cubeta de 600 pyL (Hellma
QS 10x4 mm). As leituras foram realizadas com comprimento de onda de
excitagao (Aexc) em 280 nm para os peptideos contendo o residuo de triptofano
(W), e de 273 nm para o OGP(10-14), que contem residuo de tirosina. A
primeira medida foi obtida em T = 0 min, posteriormente seguido de medidas
de 30 em 30 min até 300 min, periodo em que comecga a estabilizacdo da
curva. Adicionalmente, outra medida foi realizada em 24 h.

As liberagbes também foram acompanhadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e pelo espectrdmetro de massas, para certificar de
que o material liberado era o peptideo desejado. As areas do pico com tempo
de retencdo caracteristico do material foram medidas e convertidas em
concentragdo, a partir da area do pico do material puro com concentragéo

conhecida.

3.9 Experimento de degradacao do peptideo pelas substancias

liberadas pelo latex com a presenga da biomembrana no meio

Visando entender o motivo da nao liberagdo do peptideo Hylina a1[W6]
do latex, resolvemos avaliar a presencga de proteases no latex, o que poderia
explicar a nao liberagdo do peptideo. Desta forma, esse experimento foi
realizado para analisarmos se as substancias liberadas pelo latex poderiam ser
responsaveis por degradar os peptideos adsorvidos nesta biomembrana.

Neste sentido, a uma solugdo contendo 1 mg do peptideo Hylina a1[W6]
e 5 mL de agua deionizada foi adicionada uma biomembrana de latex. Foram
coletadas amostras no instante inicial e apds 5 dias de incubacéo e avaliadas
por CLAE em coluna C1g KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm.
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3.10 Tratamentos térmicos do latex

Foram realizados 4 tipos de tratamento térmico no latex ainda liquido, a
fim de desnaturar possiveis enzimas que poderiam estar degradando os
peptideos incorporados a biomembrana. Os tratamentos foram:

e Latex autoclavado a 120°C por 20 min

e Latex autoclavado a 120°C por 1 h

e Latex aquecido na estufa a 80°C por 30 min
e Latex aquecido na estufa a 80°C por 5 dias

Apods o tratamento a biomembrana foi confeccionada por “casting” como

descrito anteriormente.

3.11 Experimento de degradagdo do peptideo pelas substancias

liberadas pelas biomembranas de latex

As biomembranas de latex foram incubadas por 24 h em 5 mL de agua
deionizada. Apos este periodo as biomembranas foram retiradas da agua, que
agora continha as substancias liberadas pelo latex. Nessa solugéo de liberagéo
do latex foi adicionado 1 mg de Hylina a1[W6] e foram feitas as analises por
CLAEemO0, 4, 8,24 e 48 h.

Nos estudos envolvendo as biomembranas com tratamentos térmicos, 1
mL da solucdo de liberacdo do latex puro foi adicionado em 5 mL de uma
solugdo de Hylina a1[W6] com concentragao 0,2 mg/mL. Aliquotas nos tempos
de 0, 1 e 24 h foram coletadas e avaliadas por CLAE (Modelo da coluna Css
KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm).

O método utilizado foi o isocratico com 45 % de solvente B. O método
isocratico permite maior rapidez na analise e economia de solvente (Modelo da

coluna: Coluna Kromasil 300 - particulas de 5 ym - Tamanho 0,46 x 150 mm).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese de peptideo em fase sélida Hylina a1[W6]

4.1.1 Hylina a1[W6]

Neste trabalho foi realizada a sintese de um peptideo analogo ao
peptideo Hylina a1 (IFGAIWPLALGALKNLIK- NH;). O peptideo Hylina a1[W§],
possui um residuo de triptofano na posicdo 6 no lugar de um residuo de
Leucina. Isto permite a utilizagdo de técnicas espectrofotométricas no estudo
desta molécula (CRUSCA et al.,2010). O analogo apresenta atividade
antimicrobiana semelhante ao peptideo nativo.

Na sintese do peptideo a resina utilizada foi a Rink amida com grau de

substitui¢gdo de 0,6 mmol/g.

Os perfis cromatograficos dos materiais bruto e puro estao apresentados

nas Figuras 7A e 7B.
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Figura 7. Cromatograma obtido em escala analitica do peptideo Hylina-a1[W6] na forma bruta

(7A) e purificada (7B) - tempo de retencéo de 16,2 min.

A analise do espectro de massas obtido para este material confirmou a

obtencdo do produto esperado. O valor da massa molecular obtida para o

peptideo Hylina-a1[W6] correspondeu ao valor teorico esperado de 1937,4

g/mol (MM/z = 969,6 para Z = 2 e 646,7 para Z=3), como mostra a figura 8.
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Espectro de massas da fragéo purificada do peptideo Hylinaa1.
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4.1.2 OGP (10-14)
A resina utilizada na sintese do peptideo OGP(10-14) (HYGFGG-OH) foi
a Wang-Gly. Os demais procedimentos de sintese e clivagem foram os

mesmos utilizados anteriormente para o peptideo Hylina a1 [W6].

O peptideo OGP (10-14) nao foi purificado, pois apresentou mais de 95
% de pureza de acordo com a CLAE (Figura 9). A obtencdo do material
desejado foi confirmada pela espectrometria de massas (Figura 10). O valor da
massa molar obtido para o peptideo OGP(10-14) foi correspondente ao tedrico
de 500 g/mol.
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Figura 9. Cromatograma obtido em escala analitica para o peptideo OGP(10-14) com tempo de

retengao de 7,5 min.
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Figura 10. Espectro de massas do peptideo OGP(10-14).

4.1.3 Acetil- WAA e Acetil- WAAAA
Adicionalmente, foi realizada a sintese de dois peptideos com 3 e 5
residuos para avaliar se alguma interagdo especifica poderia estar afetando a

liberacdo dos peptideos anteriores com a biomembrana.

Esses peptideos foram desenhados e sintetizados com a extremidade N-
terminal acetilada (sem carga na extremidade N-terminal), com alaninas, que é
0 aminoacido mais simples que possui isomeria 6tica, e um residuo de

triptofano, para avaliagao por espectroscopia.

Os perfis de CLAE obtidos para estes peptideos estdo apresentados nas
figuras Figura 11 e 13. Os espectros de massas confirmaram a obtengao do
material desejado (Figuras 12 e 14). O valor do peso molecular obtido para o
peptideo de Ac-WAA foi correspondente ao valor tedrico esperado de 388
g/mol (Figura 12). O mesmo ocorreu para o peptideo Ac-WAAAA, que mostrou
espectro contendo material com a massa molar esperada de 530 g/mol (Figura
14). Devido a falta de cargas no peptideo, houve dificuldade de obtencao dos
espectros de massas, que apresentaram baixa sensibilidade. Este fato explica

a presenca de outros picos no espectro obtido.
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Figura 11. Cromatograma obtido para o peptideo Ac-WAA com tempo de retengéo de 6,5 min.
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Acetil- WAAAA- NH;
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Figura13. Cromatograma obtido em escala analitica do peptideo Ac- WAAAA com o tempo de

retengao de 7,5 min.
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Figura 14. Espectro de massas do peptideo Acetil-WAAAA.

Os dados obtidos acima mostraram que a SPFS foi adequada para a
obtencdo dos peptideos desejados, permitindo a utilizagdo destes materiais
nos estudos de liberagao controlada.
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4.2 Obtencao e caracterizagao das biomembranas de latex natural

As biomembranas de latex confeccionadas via liofilizador mostraram

uma polimerizacdo mais rapida que a polimerizagao via estufa.

4.2.1 Analise por microscopia eletronica de varredura

Ap0s a sintese dos peptideos, avaliamos a metodologia de obtengao das
biomembranas de latex. A separagao de fase induzida termicamente (TIPS) é o
método utilizado para a confeccdo da biomembrana microporosa (Lloyd et
al,1990). Neste sentido a biomembrana foi obtida por meio de diferentes
condicdes de polimerizagao.

Inicialmente, a polimerizagdo da biomembrana foi realizada pelo método
convencional. Neste método, o latex foi obtido a 37°C em uma estufa. Somado
a isto, o peptideo foi incorporado a biomembrana por meio da adigao de 0,5 mL
de solugéo peptidica aquosa em 0,5 mL de latex liquido. A polimerizagao foi
obtida da mesma forma do que para o latex puro.

Dados da literatura mostraram que a obteng¢ao do latex a temperaturas
menores aumenta o tamanho do poro da biomembrana (HERCULANO et al.,
2010). Como os peptideos sao maiores que as outras moléculas anteriormente
estudadas e citadas na introducdo, resolvemos tentar a obtencdo das
biomembranas por uma metodologia que permitisse a utilizagdo da menor
temperatura possivel no laboratorio, produzindo maior quantidade de poros.
Desta forma, a biomembrana foi obtida por meio da polimerizacdo em um
liofilizador da solugédo contendo 0,5 mL de latex e 0,5 mL de solugao peptidica
apo6s o congelamento em nitrogénio liquido.

As condi¢cbes de polimerizagdo empregadas nas obtengdes dos latex
foram:

e Estufa 37°C com adig&do de agua (Figura 15)
e Estufa 37° C (Figura 16)
e Liofilizador com a adi¢do de agua (Figura 17)

e Liofilizador (Figura 18)

Apos a obtencdo destes filmes poliméricos, avaliamos as
propriedades fisico-quimicas destes biomateriais. A primeira técnica

empregada foi a Microscopia Eletronica de Varredura. O principal objetivo
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de utilizar essa técnica foi para analisar a porosidade das diferentes
biomembranas obtidas.

Comparando-se as microscopias das biomembranas polimerizadas
na estufa com ou sem a adi¢ao de agua (Figuras 15 e 16), ndo observamos
a presenga de poros, mas sim a presenca de ranhuras na estrutura. A
principal diferenga entre essas biomembranas foi 0 aumento do nimero das
fissuras, maiores com a adigdo de agua, que provavelmente sao
provenientes da evaporagao da agua. Observa-se também que, para o latex
puro as ranhuras foram maiores, provavelmente atribuidas ao

ressecamento durante a etapa de polimerizacao.
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Figura 15. Microscopia eletrdnica de varredura, latex puro com adigdo de agua e
polimerizado em estufa a 37 °C.
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Figura 16. Microscopia eletrénica de varredura latex puro polimerizado em estufa a
37 °C.
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Destacamos que, ndo conseguimos observar nas biomembranas
polimerizadas na estufa a 37° a presenca de poros, pelo menos em um
aumento de até 5000X, no entanto, apresentou fissuras que estao por toda
sua extensao.

A confecgdo das biomembranas por meio do liofilizador mudou

drasticamente as propriedades da biomembrana. A analise da microscopia
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eletrbnica mostrou a presenga de poros por toda superficie da
biomembrana. Comparando as microscopias das biomembranas
polimerizadas no liofilizador com ou sem a adigdo de agua (Figuras 17 e
18), pode-se observar que a adicdo de agua ocasiona o aumento da
porosidade e no tamanho dos poros na superficie da biomembrana.
Provavelmente esse aumento na porosidade das biomembranas é devido a

sublimagao das moléculas de agua durante o processo de liofilizagao.
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Figura 17. Microscopia eletrénica de varredura Latex puro com aai(;éo de agua e
polimerizado em liofilizador.
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Figura 18. Microscopia eletronica de varredura Latex puro polimerizado em liofilizador.

4.2.2 Propriedades mecanicas

Apoés a visualizagao da superficie da biomembrana e a possibilidade
de estarmos trabalhando com um material mais poroso, foi avaliado as
diferencas das propriedades mecéanicas das biomembranas. Aquelas
polimerizadas na estufa apresentaram maior resisténcia que as obtidas por
meio da liofilizagdo. No entanto, a elasticidade obtida foi similar entre elas.
Provavelmente, isto se deve a grande porosidade que a biomembrana

liofilizada apresenta (Tabela 4).
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PROPRIEDADES MECANICAS

Latex polimerizado Latex polimerizado
estufa 37°C liofilizador
Resisténcia a puncao 0,132 £ 0,0183 0,102 + 0,0112
(Mpa)
Alongamento de 36,4 + 3,0 33,5+25

ruptura (%)
Tabela 4. Dados propriedades mecanicas do latex polimerizado na estufa a 37°C e latex
polimerizado no liofilizador.

4.2.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A maior porosidade das biomembranas de latex, obtidas por meio da
liofilizagdo, poderiam afetar a permeabilidade da biomembrana como um todo.
Para verificar esta possibilidade foram realizados estudos de permeabilidade
ao vapor de agua. Na figura 19 e na tabela 5 fica bem evidente que ocorre uma
maior permeabilidade ao vapor de agua da biomembrana confeccionada via
liofilizador. Isso esta coerente com a grande porosidade da biomembrana
liofilizada, j& comprovada na microscopia eletrénica de varredura. Essa maior
permeabilidade aos gases pode ser interessante na aplicagdao das
biomembranas como curativo, aproveitando que o latex natural também
estimula angiogénese, adesdo celular e formacdo de matriz extracelular. No

entanto, estudos adicionais da difusdo de outros compostos ainda precisam ser

realizados.
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Figura 19. Permeabilidade ao vapor de agua das biomembranas polimerizadas no liofilizador

(circulo cheio) e estufa 37°C (circulo vazio).
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TRANSMISSAO DE VAPOR DE AGUA DAS BIOMEMBRANAS OBTIDAS

Biomembranas TTVA (g/min) TV A(g.mm/min.m,.KPa)
Liofilizador 0,04200 0,00440
Estufa 37 °C 0,00003 0,00004

Tabela 5. Ensaio de permeabilidade ao vapor de agua do latex polimerizado na estufa a 37°C e
latex polimerizado no liofilizador. TTVA - Taxa de transmissdo ao vapor de agua e TVA -
permeabilidade ao vapor de agua.

4.3 Estudo da liberagao dos peptideos

Obtidas as membranas contendo o latex com e sem peptideos, os
estudos de liberagcdo dos peptideos in vitro foram realizados. A membrana
utilizada inicialmente foi a obtida pelo método convencional, isto &,
polimerizada na estufa.

A liberagédo de Hylina a1[W6] foi realizada com um sistema de liberagao
de fluxo acoplado a um espectrofluorimetro (Figura 20). No entanto, o uso
desta metodologia nao foi mantido por n&o apresentar resultados adequados.
Nao foi possivel verificar a liberagao do peptideo. Além disso, a liberacdo de
compostos existentes no proprio latex que também fluoresciam nas mesmas
condicdes utilizadas no estudo dificultaram a utilizagdo desta técnica. Apesar
de esta metodologia ter sido descartada, verificamos posteriormente por meio
de outras metodologias que a falta de resultados era devido a falta de liberagéo

da Hylina a1[W6] e ndo devido ao método utilizado.
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Figura 20. Liberagao de substancias pelo latex puro obtido pela fluorimetria (em vermelho) e do

latex contendo o peptideo Hylina a1[W6] (em preto).
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Para tentar minimizar a influéncia do material liberado pelo latex e
visando reproduzir a metodologia utilizada na literatura, as analises seguintes
da liberacao in vitro dos peptideos foram realizadas em um espectrofotdmetro

trabalhando na regiao do ultravioleta.

4.3.1 Liberacao Hylina a1[W6]

A confecgao do latex contendo o peptideo envolveu a fixagdo de 5 mg
de Hylina a1[W6] na biomembrana de latex. Observamos na Figura 21 os
estudos de liberagao do latex contendo a Hylina a1[W6] e na auséncia deste,
nas mesmas condi¢cées experimentais. A maior absor¢cdo no comprimento de
onda de 280 nm do latex contendo o peptideo em relagcdo a biomembrana pura

parecia indicar a liberagao do peptideo.

Absorbancia em 280 nm

0,2 1

m Lib Hylina a1 ||
® Latex I

O o e I A E e e I S
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tempo (min)

Figura 21. Liberacdo do latex puro e do latex contendo o peptideo Hylina a1[W6]

acompanhada pela absorgéo da solugao em 280 nm.

Para confirmarmos a liberacdo do peptideo do latex, a solucido foi
avaliada por meio da CLAE. Comparando o perfil cromatografico da solugao de
liberagdo do latex puro (Figura 22A), com a contendo a Hylina a1[W®6] (Figura

22B) e com uma amostra do peptideo puro (figura 22C), é possivel observar:
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e a auséncia do pico da Hylina a1[W6] (16,3 min) na solugao de
liberagcado do latex contendo este peptideo, o que mostra que o
peptideo nao foi liberado.

e O aparecimento de picos adicionais, além daqueles liberados no
latex puro, em 10,5; 11 e 18 min.

Analises no espectrdmetro de massas confirmaram a néo liberagcao do
peptideo (Figura 23) por ndo apresentar o peso molecular tedrico da Hylina
a1[We].

Estes dados indicam que provavelmente n&do ocorreu a liberagdo do
peptideo. Este fato pode ser atribuido ao fato desse ficar retido na malha
polimérica da biomembrana, ou talvez devido a degradacdo do peptideo Hylina
a1[We6] por meio de enzimas contidas no latex. Devido ao aparecimento de
picos adicionais na solugcdo de liberacdo do latex contendo o peptideo a

segunda hipdtese nos pareceu mais plausivel.
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Figura 22. A) Perfis cromatograficos da solugao de liberagéo do latex puro, B) do latex contendo o
peptideo Hylina a1[W6] e C) Hylina [W6] pura.
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Figura 23. Espectro de massas da solucdo de liberagdo do latex contendo o peptideo Hylina
al[Wwe.

Ressaltamos que, independente da metodologia empregada na
confecgdo do latex (estufa ou liofilizagdo) ou da quantidade de peptideo
utilizado (0,5; 1 mg ou 5 mg) ndo houve alteragdo nos resultados obtidos. Isto

€, nao foi possivel verificar a liberagao do peptideo da biomembrana.

4.3.2 Liberagao peptideo OGP (10-14)

A liberagcédo do peptideo OGP(10-14) foi realizada com a biomembrana
contendo 1 mg de peptideo em 10 mL de solugéo (Figura 24).

A maior absorcado da solucdo no comprimento de onda de 274 nm do
latex contendo o peptideo em relacdo a biomembrana pura poderia indicar a

liberacdo do peptideo.
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Figura 24. Comparacgao dos graficos de liberagao do latex puro e OGP(10-14) obtidos em UV-

vis.

No entanto, quando comparamos os perfis cromatograficos das
solugdes obtidas da liberagdo do latex puro (Figura 25A), do latex contendo o
OGP(10-14) (Figura 25B) e do peptideo puro (Figura 25C), é possivel notar
que, o pico em 7,4 min caracteristico do peptideo, ndo ocorre nas solugdes de
liberacdo. Na solucdo de liberacdo contendo o peptideo, em relagdo ao latex
puro, verifica-se a presenca de um pico em 6,16 min. Este pico ndo aparece na
liberagdo do latex puro, podendo estar relacionado a degradagéo do peptideo
OGP(10-14).

A analise no espectrobmetro de massas (Figura 26) da solugdo de
liberacdo de latex contendo o peptideo mostra a presengca de um pico com
baixa intensidade com a mesma massa molecular do peptideo OGP(10-14),
que € de 500 g/mol. Estes resultados indicaram muito pouca liberagdo do

peptideo ou a degradacgao desta molécula.
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Figura 25. A) Perfis cromatograficos da solugéo de liberagéo do latex puro, B) solugao de
liberacdo do latex’OGP(10-14) e C) OGP(10-14) puro.
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Figura 26. Espectro de massas da solugdo de liberagéo do peptideo OGP(10-14).

Os resultados obtidos mostraram que ou os peptideos nao foram
liberados da malha polimérica devido ao seu tamanho ou que havia uma
interacéo especifica; ou ainda, eles eram degradados durante o processo. Para

avaliar a primeira hipétese, dois outros peptideos foram estudados.
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3.4.3 Liberacgao peptideo de acetil-WAA e acetil-WAAAA

Devido ao fato de n&o termos obtidos resultados satisfatorios com os
peptideos anteriores, resolvemos sintetizar outros dois peptideos com
sequéncias mais simples. A sequéncia escolhida foi a contendo basicamente
residuos de alaninas e um residuo de triptofano (fluorescente). As duvidas que
estavam colocadas eram se o peptideo esta ficando retido na malha polimérica
da biomembrana ou se estava ocorrendo a degradagdo pelas enzimas
liberadas pelo latex. O estudo destes peptideos, principalmente o segundo de
tamanho parecido ao OGP(10-14), poderia esclarecer se o peptideo fica retido
na malha polimérica.

As curvas de liberagdo dos peptideos (Figura 27 e 28) utilizando a
espectroscopia na regido do UV mostraram uma absorbancia muito superior
aos peptideos estudados anteriormente, indicando a liberacdo destas
moléculas.

Quantitativamente, utilizando o valor de absortividade molar de 5600
L/mol.cm™, o peptideo de Ac-WAA apresentou uma liberagdo 14% de material
(5 mg inicial) em 10 mL de agua deionizada (figura 27). O peptideo Ac-WAAAA
mostrou uma liberagdo de 32% (figura 28). As libera¢des dos peptideos foram

confirmadas por CLAE.
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Figura 27. Curvas de liberagdo do latex puro (vermelho) e do latex contendo o peptideo Ac-

WAA (verde) obtidas por espectrofotometria na regido do UV (280 nm).



Figura 28. Curvas de liberagdo do latex puro (vermelho) e do latex contendo o peptideo Ac-
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WAAAA (laranja) obtidas por espectrofotometria na regido do UV (280 nm).

contendo o peptideo com os dos peptideos, observamos que 0 pico

caracteristico da sequéncia peptidica aparece em ambas libera¢des (figuras 29

Comparando os perfis de CLAE da solucido de liberacdo do latex

B e C e 30 B e C), comprovando a sua liberagédo.
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Figura 30. A) Perfis cromatograficos da solucdo de liberagdo do latex puro, B) solugdo de
liberacdo do latex/Acetil-WAAAA e C) Acetil- WAAAA puro.

4.3.3 Liberagdao BSA

Com a confirmagao da liberacdo do peptideo de 5 residuos que tem
tamanho similar ao peptideo OGP(10-14), que n&o foi liberado, podemos
afirmar que o problema da falta de liberagdo dos peptideos estudados
anteriormente nao se tratava da retengao na malha polimérica.

Para confirmar que a retencdo na malha polimérica ndo € causada pelo
tamanho da molécula, repetimos o estudo de liberacdo da proteina BSA (soro
albumina bovina), que é uma proteina que contem 607 residuos e peso
molecular de 66 KDa. Esse estudo ja tinha realizado por Herculano et al.,(2009)
obtendo uma d6tima liberagdo. No entanto, a confirmagdo de que o material

liberado era realmente a BSA nao tinha sido realizada.

A liberacgao foi realizada com trés tipos de biomembranas distintas: Latex

polimerizado na estufa a 27°C (Figura 31), a mesma utilizada por Herculano et
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al., (2009); na estufa a 37°C (Figura 32) e liofilizado (Figura 33). Essa liberagéo
foi acompanhada por CLAE, o que permite comprovar a liberagao da BSA.
Neste mesmo estudo, foi observado que a liberagao foi aumentada com

a utilizacdo de biomembranas de latex com maior quantidade de poros.
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Figura 31. Perfis cromatograficos da solugao de liberagdo da biomembrana contendo BSA

polimerizada na estufa a 27°C, 0 a 48 h.
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Figura 32. Perfis cromatograficos da solugao de liberagdo da biomembrana contendo BSA

polimerizada na estufa a 37°C em 0 a 48 h.
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Figura 33. Perfis cromatograficos da solugdo de liberagdo da biomembrana contendo BSA

polimerizado via liofilizador em 0 a 48 h.

Por meio dos graficos das figuras 34 e 35, liberagdo dos latex obtidos
pelos métodos convencionais, foi possivel observar o fenébmeno conhecido
como “burst release” ou liberagao repentina, que acontece devido a presenca
do BSA na superficie das biomembranas, o que pode resultar em um valor
superestimado nos primeiros instantes dos ensaios de liberagdo (MENDES,
2012). Ja no grafico da Figura 36, latex obtido por meio do uso do liofilizador e
com maior quantidade de poros, também é possivel observar o fenbmeno
“burst release”, mas com efeito menos acentuado e com uma liberacdo mais
lenta e continua.

As biomembranas polimerizadas na estufa a 27°C e 37°C liberaram a
BSA principalmente durante as 5 primeiras horas. As concentracdes finais
encontradas nestes estudos foram de 38% e 50%, sendo que a concentragéo
total de liberagao seria 0,25 mg/mL (100%). De modo diverso, a biomembrana
polimerizada via liofilizador continuou liberando a BSA pelo menos até 48 h
depois do inicio do experimento. Neste periodo foram liberados 40% de BSA.

Estes resultados confirmaram que os peptideos nao estavam ficando
retidos na malha polimérica devido ao seu tamanho, ja que o BSA é uma

proteina e foi liberada com sucesso.
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Figura 34. Grafico de liberagao de BSA pelo latex polimerizado a 27°C.
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Figura 35. Grafico de liberagao de BSA pelo latex polimerizado a 27°C.
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Figura 36. Gréfico de liberacdo de BSA pelo latex polimerizado via liofilizador.

A partir desses resultados a segunda opgdo, a de degradacéao
proteolitica, foi avaliada. Para isso, foram feitas analises de degradagdo dos
peptideos pelas proteases contidas no latex.

Na literatura sdo descritas varias enzimas no latex, entre elas as
cisteino-proteases (CARVALHO, 2009; PENG, et al., 2008) e as serino-
proteases (LYNN; CLEVATTE-RADFORD,1984,1986 ), o que poderia explicar
a degradagao dos peptideos.

Entretanto, ficou uma duvida, como explicar a ndo degradagdo do BSA?
Segundo Lynn e Clevatte-Radford (1986) as serino-proteases nao apresentam
atividade proteolitica nas proteinas BSA e hemoglobina, o que poderia

responder a questdo acima.

4.4 Experimento de degradacdao do peptideo pelas substancias

liberadas pelo latex

Para confirmar a hipotese de degradacdo proteolitica, inicialmente
incubamos o peptideo com uma solugao contendo o proprio latex. No caso de
ocorrer a degradagao, o pico correspondente do peptideo Hylina a1[W6] no
cromatograma obtido na CLAE deveria diminuir ou desaparecer.

Analisando a Figura 37 conseguimos observar que o pico caracteristico
do peptideo Hylina a1[W6] n&do esta presente apos 5 dias de incubacéo. Isto
indica que o peptideo foi degradado por substancias liberadas pela

biomembrana ou foi adsorvido pela biomembrana. Para descobrimos qual das
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duas hipéteses € a correta, repetimos o experimento de degradacao retirando o

latex da solugao utilizada.
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Figura 37. Analise por CLAE da solugéo inicial do peptideo Hylina a1[W6] (A) e apds 5 dias

incubagéo com o latex (B).

4.5 Experimento de degradagao sem a presenga da biomembrana de

latex

Os resultados obtidos da incubacdo da solucdo obtida do latex com o

peptideo estdo apresentados na Figura 38. Essa andlise evidenciou a

degradagao do peptideo, comprovado pelo continuo desaparecimento do pico

caracteristico da Hylina a1[W6] apds 24 h por CLAE.
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Figura 38. Analise por CLAE da degradacao do peptideo Hylina a1 pela solugédo liberada pelo

latex nos tempos de: A) 0, B) 1 e C) 24 h.

4.6 Analise de degradacao do peptideo pelas enzimas liberadas

pelo latex tratados termicamente

Apods a confirmacgéo de que o peptideo era degradado pela solugéo do

latex, provavelmente por proteases, realizamos experimentos adicionais

visando viabilizar a utilizacdo do latex como carreador para de liberacdo de

peptideos.

Desta forma, foram realizados diferentes tratamentos térmicos do

material de partida, visando a desnaturacdo protéica. Os diferentes latex

utilizados foram:

e autoclavado a 120°C por 20 min
e autoclavado a 120°C por 1 h

e aquecido na estufa a 80°C por 30 min
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e aquecido na estufa a 80°C por 5 dias

A solugcdo da membrana confeccionada com o latex aquecido por 5 dias
em estufa a 80°C, praticamente ndo promoveu degradagao do peptideo Hylina
a1[We6], enquanto os outros tratamentos nao impediram a degradacdo do
peptideo (Figura 39).
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Figura 39. Analise de degradacado dos peptideos pela solugdo liberada pelo latex com
diferentes tratamentos térmicos. a) Controle - peptideo em agua deionizada; b) Biomembrana
confeccionada com o latex aquecido em estufa por 5 dias a 80°C; c) Biomembrana
confeccionada com o latex aquecido em estufa por 30 min a 80°C; d) Biomembrana
confeccionada com o latex autoclavado por 20 min a 120°C; e) Biomembrana confeccionada
com o latex autoclavado por 1 h a 120°C; f) Controle - Biomembrana confeccionada com o
latex sem tratamento térmico.

4.7 Ensaios de liberagao de Hylina a1[W6] a partir do latex tratado

em estufa a 80°C por 5 dias

Para avaliar se o tratamento a alta temperatura, viabilizaria o uso do
latex para a liberagdo da Hylina a1[W6], realizamos a confeccdo de uma
biomembrana contendo o latex, com o tratamento acima descrito, e o peptideo.

O ensaio de liberagdo desta biomembrana foi analisado utilizando a

absorgao de luz na regido do UV (Figura 40). Comparando a curva de absorgéo
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deste material com o latex nativo, € possivel verificar 0 aumento de material
liberado.

No entanto, o perfil cromatografico da solugao de liberagdo com o latex
contendo a Hylina a1[W6] (Figura 41B) ndo apresentou o pico correspondente
ao peptideo Hylina a1[W®6] (Figura 41C). Somado a isto, podemos observar que
o cromatograma de liberagdo do peptideo obtido apresenta pico adicional em
15,8 min em comparagédo com o perfil de liberagédo do latex puro (Figura 41 A).
Estes dados indicaram que, provavelmente n&o ocorreu a liberagdo do
peptideo ou novamente este foi degradado. Entretanto a primeira hipétese foi a
mais aceita neste momento, visto que nos testes anteriores com a
biomembrana de latex confeccionadas com o latex tratado 5 dias na estufa a
80°C mostrou uma provavel desnaturagcéo das enzimas. Uma hipétese sobre o
que poderia estar ocorrendo € de que o tratamento térmico feito no latex ainda
liquido possa ter alterado a propriedade do latex, o que afetaria a porosidade
da biomembrana. Para verificar esta hipétese foi feita uma analise das
biomembranas obtidas nestas condigdes em microscopia eletrénica de

varredura.
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Figura 40. Comparacdo dos graficos de liberagdo das biomembranas com e sem o Hylina
a1[W6] produzidas com o latex tratados na estufa por 5 dias a 80°C puro, obtidos em por meio

da absor¢ao na regido do UV.



61

1 1 1 1

L L L L L L L L L L L L L L L
| A\ [— Liblatextrat estufa 5 dias oo B | —— Lib latex trat estufa 5 dias + Hylina a1
280000
260000 ]

e 240000 e 250000
S 220000 c
o o
20000 & 2000004
N
c  180000] c
S 160000 @
S a0000] o 150000
& 2o £ 15,8
S 100000 S 100000
60000 000
40000
20000
0+ 04
20000 T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 2% 0 0 5 10 15 20 2% 0
Tenpo (rrin) Tenpo (min)
3mn<C 183 inaal
2500004
€
13
& 2000004
o~
€
Q
e 1500004
2
5
2 1000004
Qo
<
™ wﬁ,ﬁj&_u_
04
0 5 I 1‘5 » % ©
Tempo (min)

Figura 41. A) Perfis cromatograficos da solugcdo de liberagdo do latex puro, B) solugdo de
liberacdo do latex/Hylina a1[W6] e C) Hylina a1[W6] pura (biomembrana produzida com o latex
tratados na estufa por 5 dias a 80°C).

4.8 Analise por microscopia eletronica de varredura

As analises realizadas mostraram que, em comparacdo com as
biomembranas obtidas sem o tratamento térmico a porosidade das
biomembranas foi alterada. A figura 42 mostra que a biomembrana apds o
tratamento e com a adigdo de agua mostrou uma diminuicdo na porosidade,
além de apresentar cavidades em sua superficie. A figura 43 também mostra a
biomembrana liofilizada sem adi¢ao de agua, que mostra uma grande queda na
porosidade. A biomembrana polimerizada na estufa a 37°C (figura 44)
continuou sem presenca de poros.

Estes resultados nos levam a crer que um dos fatores responsaveis pela
falta de liberacdo do peptideo possa ser a diminuicdo da porosidade da

biomembrana.
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A soma de todos os estudos apresentados acima indicou que o uso do
latex como carreador para liberagcdo de peptideos ainda carece de estudos

adicionais.

300X 1000X 5000X

Figura 42. Microscopia eletronica de varredura do latex puro tratado por 5 dias a 80°C
com adigédo de agua e polimerizado em liofilizador.

300X 1000X 5000X

Figura 43. Microscopia eletronica de varredura Latex puro tratado por 5 dias a 80°C e
polimerizado em liofilizador.
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Figura 44. Microscopia eletronica de varredura do latex puro tratado por 5 dias a 80°C
e polimerizado em estufa a 37 °C.
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4.9 Estudo da degradagao do peptideo Hylina a1[W6]

Usando o estudo da degradacdo da biomembrana com o latex

autoclavado por 1 h (Figura 45), observamos que ao passar do tempo o pico

caracteristico da Hylina a1[W6] diminui, e ocorre o aparecimento de um novo

pico. Esse pico foi isolado e analisado no espectrémetro de massas.

1400000 —L . . . L L L
Autoclave tempo 0 1400000 4 Autoclave 4 horas
1200000 |
1200000 -
1000000 |
— 1000000
=) =)
< 800000 <
2 2 800000 Degradagao
c c
@ 600000 | ]
‘g Hylina .g 600000 .
@ 2 ylina
2 400000 / E 400000 -
200000 | 200000 -
0+ 0
T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo ( min) Tempo(min)
1 I I L L L L L L
1400000 - Autoclave 8horas 1400000 - Autoclave 24 horas
1200000 1200000
£ £
S 1000000 4 < 1000000 - Degradagao
o o
N N
o~ o~
£ 800000 Degradagao £ 800000 /
8 8
o 600000 ! S 600000
g Hylina ‘_5
S 400000 o S 400000+
Qo Qo
< <
200000 200000 o
0 0
T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo(min)) Tempo(min)
L L L L L L
1400000 Autocalve 48 horas|
1200000
£ 1000000
g Degradagao
q
g 8000004
[
€ 600000 )
g Hylina
& 400000
o
<
200000
0

Figura 45. Cromatogramas obtidos
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da degradagédo do peptideo Hylina a1[W6] na solugao
obtida de latex autoclavado por 1 h a 120°C no tempo de 0, 4, 8, 24 e 48 h.
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A analise do pico correspondente a degradacdo do peptideo Hylina
a1[We6] pela espectrometria de massas (Figura 46), mostrou a presenca dos
ions moleculares de 910 g/mol (Z=2) e 540 g/mol (Z=3). A deconvolugao destes
picos mostraram a massa molecular de 1619 g/mol, sendo que a massa molar
do peptideo Hylina a1[W6] é de 1937 g/mol. Infelizmente ndo foi possivel
determinar a sequéncia deste material, pois nenhuma massa molar dos
aminoacidos ou dos fragmentos pertencentes ao peptideo Hylina a1[W6] foram

identificados.

Inderns. =S, O 1-0.7Frmdn #(2-50)
A0 a10.5

005
(28

oz

ag1.3

1480
aas.4
ool V~V—I~‘—u—f—h¢-4|-4h—‘—i it K e S —— —

250 so00 ¥s0 1000 1250 1500 1750 =000 miz

Figura 46. Espectro de massas do peptideo obtido da degradacao da Hylina a1[W§].
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5. CONCLUSAO

O desenvolvimento de uma nova metodologia para polimerizagdo da
biomembrana de latex natural via liofilizador foi realizado. O latex obtido foi
caracterizado por MEV, por ensaio resisténcia mecéanica e analise de
permeabilidade ao vapor de agua. O material obtido apoés liofilizagdo mostrou a
presenca de poros, menor resisténcia mecanica e elasticidade préxima das
biomembranas produzidas pelo método convencional. A maior porosidade
promoveu maior permeabilidade ao vapor de agua. Essa maior permeabilidade
aos gases € a grande inovagédo dessa nova biomembrana, pois permite maior
troca de gases podendo ser uma alternativa mais eficaz para a produgao de
curativos.

Nas analises por MEV também foi possivel concluir que a quantidade
de poros pode ser regulada pela adigdo de agua a solugéo de latex.

A liberagdo dos peptideos Hylina a1[W6] e OGP(10-14) ndo ocorreu,
mas esse resultado se deve provavelmente a degradagao dos peptideos pelas
enzimas liberadas pelo latex.

Os peptideos com 3 residuos (Acetil-WAA) e com 5 residuos (Acetil-
WAAAA), que tem 0 mesmo numero de residuos que OGP(10-14), mostraram
que o uso de peptideos em biomembranas de latex é sequéncia dependente.

Conseguimos verificar também que na liberagio do BSA a
biomembrana polimerizada via liofilizador tem uma liberagédo lenta e continua
em comparagdo com as biomembranas polimerizadas na estufa a 27°C e 37°C,
que é uma caracteristica interessante para a liberagao controlada.

As analises de degradagdo mostraram que as enzimas provavelmente
estdo degradando o peptideo Hylina a1[W6] e também apontou o melhor
tratamento térmico para desnaturar as enzimas liberadas pelo latex. No
entanto, esse mesmo tratamento no latex ainda liquido alterou a porosidade da
biomembrana quando polimerizada.

Tendo em vista os resultados apresentados podemos concluir que, o
uso do latex como carreador para liberacdo de peptideos € sequéncia
dependente, sendo que estudos adicionais sdo necessarios para implementar

esta tecnologia.
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