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RESUMO - A sericina € uma proteina presente no casulo do bicho da seda e
normalmente € um material de descarte da indlstria téxtil, porém a sua
propriedade de biocompatibilidade e biodegradabilidade desperta o interesse da
indUstria farmacéutica. Juntamente com o alginato, um biopolimero presente nas
algas marrons, a sericina tem a capacidade de formar blendas, com grande
aplicabilidade na &rea farmacéutica. A finalidade do presente trabalho foi avaliar a
incorporacdo do farmaco cetoprofeno em particulas formadas a partir da blenda de
sericina e alginato, ap6s passar pelo processo de reticulacdo térmica. A sericina
foi extraida a partir dos casulos do bicho-da-seda Bombyx mori em autoclave, e 0
alginato foi obtido comercialmente. Para a obtencdo das particulas utilizou-se a
técnica de gelificacdo ibnica através do método de gotejamento em solucédo de
CaCl, 3%. As particulas obtidas foram submetidas ao processo de reticulagdo
térmica em duas etapas subsequentes, a 40 °C e a 100 °C. Para avaliar as
particulas, foram analisados a eficiéncia de incorporacdo e o carregamento de
farmaco, nos quais se observou gue as particulas que passaram pelo processo de
reticulacdo térmica apresentaram resultados melhores, quando comparadas as
particulas que ndo passaram por esse processo.

1. INTRODUCAO

A fibroina é uma proteina insollvel utilizada na producdo dos fios de seda, e esta
presente em casulos de Bombyx mori, que é popularmente conhecido como bicho-da-seda.
Junto a esta proteina, na composicao dos casulos, encontra-se a sericina, outra proteina que é
comumente descartada pela industria téxtil. Por ser descartada, a sericina tem sido estudada
para diversas aplicacdes, dentre elas a farmacéutica, especialmente devido a sua capacidade
de formar blendas. Uma possivel combinacdo desta formacdo de blendas é a sua associacao
com o polimero alginato de sddio (Zhang et al., 2015). O alginato de sddio é extraido de algas
marrons e € um polimero biodegradavel e biocompativel e, com isso, ja € utilizado em
algumas areas da industria farmacéutica para o encapsulamento de farmacos para que se
tornem mais resistentes ao meio gastrointestinal (Lee e Mooney, 2012).

A combinacdo da sericina com o alginato de sédio para a formacao de blendas é (til,
pois, por ser gastrorresistente, ela evita que as propriedades do farmaco sejam afetadas pelo
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meio gastrico, além de possibilitar uma liberagdo controlada do mesmo (Vidart et al. 2018).
Porém, é possivel que o objetivo pretendido ndo seja atingido somente com a blenda de
sericina e alginato, sendo necesséria a adicdo de agentes reticulantes a blenda polimérica. Um
exemplo de agente reticulante é a proantocianidina (PA), que € um agente reticulante
covalente extraido das sementes de uvas e que, segundo estudos anteriores melhoram a
reticulacdo da blenda de sericina e alginato, podendo colaborar para uma melhor liberacéo de
farmacos com uma meia vida curta (Bezerra, 2018). Além disso, outra técnica que pode ser
utilizada visando melhorar ainda mais as propriedades das particulas € a reticulacao térmica,
que consiste em realizar a secagem das particulas em estufa com temperatura controlada.

Estudos como este, além de garantir uma melhor e prolongada liberacdo de farmacos no
corpo humano, também tem como objetivo reduzir os efeitos colaterais causados pela
ingestdo de medicamentos. O cetoprofeno é um farmaco com propriedades analgeésicas, anti-
inflamatorias e antitérmicas (Castagnetti e Mariella, 2015), porém sua meia vida € curta (2-3
horas) e quando exposto ao meio gastrico, correntemente causa irritacbes na mucosa
intestinal, sendo por isso um 6timo candidato a este estudo (Kantor, 1986).

Sendo assim, o0 objetivo do presente trabalho foi a obtencéo de particulas de sericina e
alginato incorporadas com cetoprofeno, com e sem o0 agente reticulante PA, submetidas a
reticulacdo térmica a 40 e 100 °C. Para avaliacdo destas particulas foram analisados a
eficiéncia de incorporacdo e o carregamento de farmaco.

2. METODOLOGIA
2.1. Material

Os casulos do bicho-da-seda foram cedidos pela empresa de fiagdo de seda BRATAC
da cidade de Londrina-PR, enquanto o cetoprofeno foi fornecido pela Purifarma e o alginato
de sddio, para a formacdo das blendas, pela Sigma-Aldrich. O agente reticulante
proantocianidina foi obtido da empresa Galena Farmacéutica. Para a preparagédo das solugfes
utilizou-se fosfato de potassio monobasico e hidroxido de sédio, ambos fornecidos pela
empresa Dindmica, e cloreto de célcio, pela empresa Anidrol. Todas as solucBes foram
preparadas utilizando agua ultrapura.

2.2. Parte Experimental

Extracdo da sericina: A extragdo da sericina foi baseada na proposta de Silva (2016),
na qual os casulos do bicho-da-seda foram limpos e cortados em pedagos de
aproximadamente 1 cm? de &area superficial, lavados com &gua da torneira e com &gua
ultrapura e logo ap6s secos em estufa a 45 °C. Com os casulos ja secos, comegou-se
efetivamente a extracdo da sericina, sendo adicionados 40 g de casulos secos para cada 1 L de
agua deionizada em um Erlenmeyer e este, por sua vez, colocado em autoclave a pressédo de
1 kgf/cm? e na temperatura de 120 °C, durante 40 min. Para completar a etapa de extracio, foi
necessario filtrar a solucdo obtida, ficando a fibroina retida no papel filtro e a sericina
separada no filtrado. A solucdo foi reservada em um recipiente fechado & temperatura
ambiente para sua estabilizacao.
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Fracionamento da sericina: Depois de estabilizada, a solugéo de sericina foi levada ao
congelador por 24 h e, depois deste periodo, foi descongelada a temperatura ambiente para
que ocorresse a separacdo em duas fragdes, como proposto por Silva (2014). Uma das fracOes
obtidas é aquosa e a outra é insolivel em &gua e de maior massa molecular, sendo esta a
utilizada na preparacéo das blendas. Logo apos a separacéo foi realizado o método das massas
visando ajustar a concentracdo da solucéo de sericina para 2,5% (m/V) (Silva et al., 2013).

Desenvolvimento da blenda: Para a preparagdo da blenda de sericina e alginato foi
realizado método similar ao proposto por Vidart et al. (2018). Para isso, a solucdo de sericina
com a concentracao ja ajustada passou por um processo de re-aquecimento em autoclave a
120 °C e a pressdo de 1 kgf/cm?, por 10 min. Em seguida a solucdo foi agitada em um
Ultraturrax® a 4000 rpm até que sua temperatura atingisse 55 °C, para que entdo o alginato
fosse adicionado, mantendo sob agitacdo até sua completa dissolucdo. Atingindo-se a
homogeneidade da solucdo, o cetoprofeno foi adicionado e agitado inicialmente a 4000 rpm e
ao final, a 8000 rpm, para que o farmaco fosse completamente dissolvido. No caso da
formulacdo reticulada covalentemente, a PA foi adicionada apés esta etapa e agitada de forma
similar ao farmaco, até a homogeneizacdo. Cada formulacdo desenvolvida esta descrita na
Tabela 1, sendo que cada composicéo foi baseada nos melhores resultados anteriores obtidos
pelo grupo de pesquisa (Freitas et al., 2018; Freitas et al., 2019), sem a etapa de reticulacéo
térmica.

Tabela 1 — Composicdo das formulacGes obtidas no presente trabalho. Todas as concentracfes
séo dadas em % (m/V)

Formulacédo Sericina Alginato Cetoprofeno Proantocianidina
% (m/V) % (m/V) % (m/V) % (M/V)
TCSA 2,5 2,0 4,0 -
TCPA 2,5 2,0 4,0 0,5

Preparacdo das particulas: Para a obtencdo das particulas, as solucBes contendo o
farmaco passaram pelo processo de gelificacdo idnica (Vidart et al., 2018), no qual a solucéo
foi gotejada em solucéo de cloreto de célcio (CaCl2) 3% sob agitacdo magnética, para que a
gelificacdo ocorresse de forma instantanea. Apds esta etapa as particulas foram colocadas sob
agitacdo em jar test a 100 rpm durante 30 min, com o objetivo de completar a reticulagéo. Por
fim, as particulas foram submetidas a secagem em estufa a 40 °C, seguida de outra etapa a
100 °C, durante 24 horas cada uma, sendo que esses valores foram aplicados conforme
reportado como melhores resultados em trabalhos anteriores (Silva, 2016).

Avaliacdo da Eficiéncia de incorporacdo: Para que fossem realizadas as avaliaces da
Eficiéncia de incorporagdo para as formulagdes da Tabela 1, foi utilizado um método
adaptado de Sinha et al. (2015). Sendo assim, 0,1 g de particula foram colocados em contato
com 500 ml de solugdo tampéo fosfato (pH 6,8) e mantidas em repouso por 24 h. Apds esse
periodo a solugdo foi sonicada durante 15 min, a fim de que todo o cetoprofeno presente nas
formulacGes fosse liberado. A solucgéo foi entdo filtrada em filtro 0,45 pum e a concentracdo de
farmaco foi obtida por espectrofotometria UV-visivel no comprimento de onda de 258 nm. A
Eficiéncia foi calculada conforme apresentado na Equacao 1.
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Concentracao do farmaco obtido

Eficiéncia de incorporagao = 100

1
Concentragio do farmaco teérica ( )

Sendo a Concentracdo do farmaco obtido o resultado obtido da espectrofotometria
UV-visivel e a Concentracdo do farmaco teorica, a quantidade inicial adicionada de farmaco.

Avaliacdo do carregamento de farmaco: A metodologia para a determinacdo do
carregamento de farmaco foi a mesma utilizada para a avaliagdo da Eficiéncia de
incorporacdo, sendo o Carregamento dado pela Equacéo 2.

Massa de farmaco na particula
Carregamento =

X 100 2)

Massa da particula

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliagdo da Eficiéncia de Incorporagao

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos para as eficiéncias de incorporacdo das
formulacBes presentes na Tabela 1. Para efeitos de comparacdo, também sdo apresentados
resultados reportados anteriormente para as mesmas formulacGes, sem a etapa de reticulacéo
térmica (CSA - sericina/alginato/cetoprofeno e CPA - sericina/alginato/cetoprofeno/
proantocianidina), obtidos pelo grupo de pesquisa (Freitas et al., 2018; Freitas et al., 2019).

Figura 1 — Eficiéncias de incorporacdo das formulacbes TCSA, TCPA, CSA e CPA.
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Pode-se observar da Figura 1 que as particulas TCSA e TCPA, que passaram pelo
processo de reticulacdo térmica, apresentaram uma eficiéncia maior quando comparadas as
particulas que foram secas a temperatura ambiente. Portanto conclui-se que a reticulagcdo
térmica contribuiu para 0 aumento da incorporacdo do farmaco. Isso ocorre devido as
mudancas que 0 aquecimento causa na estrutura da proteina, como a formacdo de ligagdes
dissulfeto, melhorando a reticulacdo da particula e, portanto, o aprisionamento do farmaco.

Nota-se também que as particulas que passaram pela reticulagdo térmica atingiram
valores bem préximos a 100%, podendo até ultrapassar esse valor, considerando-se a barra de
erros. 1sso pode ter ocorrido porque no célculo da eficiéncia considera-se a concentragdo de
farmaco tedrica nas particulas. Assim, qualquer perda de matéria-prima durante a producgéo
das particulas influencia diretamente nesse parametro.
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3.2. Avaliagdo do Carregamento

Para melhor avaliar as caracteristicas das formulacbes apresentadas na Tabela 1,
também se avaliou o carregamento de farmaco das mesmas a partir da Equacdo 2. Os
resultados estdo demonstrados na Figura 2.

Figura 2 — Valores de carregamento de farmaco para as formulagcdes TCSA, TCPA, CSA e
CPA.
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O carregamento expressa a quantidade de farmaco presente na particula em relacdo a
massa das particulas, portanto quanto maior o seu valor, menor seré a quantidade de particulas
requeridas para atingir um mesmo efeito terapéutico. Pode-se observar que o carregamento
para as particulas que sofreram reticulagdo térmica tem valores entre 45% e 48%, sendo que
nas particulas que secaram a temperatura ambiente esses valores sdo de aproximadamente
40%, tanto para as formulagdes com a presenca de proantocianidina quanto as apenas com
sericina, alginato e farmaco. Portanto, assim como no caso da eficiéncia de incorporacéo, a
reticulacdo térmica também foi capaz de aumentar o carregamento, devido a sua capacidade
de favorecer a reticulacdo das particulas.

4. CONCLUSOES

Com os resultados apresentados, pode-se concluir que as particulas submetidas a
reticulacdo térmica a 40 e 100 °C apresentaram resultados de eficiéncia de incorporagéo e
carregamento satisfatorios e melhores, quando comparados as particulas que ndo passaram
pelo mesmo processo. Tal fato estd associado a alteracdo na estrutura das proteinas, ao passar
pelo aumento de temperatura, melhorando sua reticulacao.

As formulagdes com o agente reticulante covalente, a proantocianidina, apresentaram
uma melhor eficiéncia de incorporagdo do que as formulagGes em que ele ndo esta presente,
demonstrando sua importancia para esse parametro. Porém, quando se observa o
carregamento do farmaco, as particulas sem reticulacdo térmica (CSA e CPA) apresentaram
valores muito préximos, enquanto no caso das que sofreram reticulacdo térmica, na presenca
do agente reticulante covalente, observa-se um menor carregamento em relacdo a particula
formada apenas por sericina, alginato e cetoprofeno.
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