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RESUMO

FERNANDES, Thaysa Amélia Bortoloti. Desenvolvimento de processo de
encapsulamento de anticorpos IgY. 2018. 52 f. Trabalho de Concluséo de Curso
(Tecnologia em Alimentos) - Universidade Tecnologica Federal do Parana. Londrina,
2018.

Microparticulas sdo compostas de um material encapsulante que isola a substancia
ativa a fim de preserva-la, sendo liberada apenas no local e momento adequado. Os
anticorpos sdo capazes de reconhecer especificamente determinados patégenos
provocando sua destruicdo ou inativagdo, garantindo a imunidade. A producéo de
anticorpos especificos da classe Ig-Y proveniente de ovos de aves apresenta
vantagens econOmicas de purificagdo quando comparada com anticorpos
provenientes de mamiferos. A administracdo oral de IgY provou ser um tratamento
bem sucedido para diversos tipos de infec¢des gastrointestinais e deve-se proteger a
IgY contra a acidificacdo e degradacdo ao passar pelo estdbmago, chegando ao
intestino e no local da infec¢do, intacta. Diante disto, o presente trabalho teve como
objetivo microencapsular a IgY pela técnica de gelificacdo ibnica com alginato de
sodio e quitosana. Os métodos utilizados envolveram a extragdo e purificacdo da IgY
pelo método de precipitacdo com sal, ELISA quantitativo e indireto, eletroforese
SDS-PAGE, microencapsulacdo por gelificacdo ibnica e a caracterizacdo das
particulas obtidas (tamanho, morfologia, umidade e eficiéncia de encapsulacéo). A
extragdo da IgY foi considerada eficiente, com pureza aceitavel e obteve-se a
concentracdo de 10,22 +1,8 mg/mL de anticorpos com reatividade contra BSA (soro
albumina bovino) de 0,3406 nm. A técnica de microencapsulacdo foi eficiente em
conferir microparticulas esféricas, densas, com tamanho de 1-2 mm e 96% de
umidade. A eficiéncia de encapsulacdo foi de 42,8 % ao analisar diretamente as
microparticulas e 99,9 % pelo método indireto, analisando a solucao residual de
CacClz/quitosana. Apés o processo de encapsulacdo, a IgY manteve sua reatividade,
com isso, pode-se afirmar que o processo manteve a IgY em suas condicdes viaveis
(ativa) antes e apdés o procedimento, possibilitando que novas pesquisas sejam
realizadas para verificar a continuidade desta atividade diante diferentes periodos de
armazenamento e em determinadas condices, bem como a aplicacdo das
microparticulas.

Palavras-chave: Microencapsulacdo. Gelificagcdo idnica. Alginato. Quitosana.
Imunoglobulina Y.



ABSTRACT

FERNANDES, Thaysa Amélia Bortoloti. Development of IgY antibody
encapsulation process. 2018. 52 f. Course Conclusion Work (Food Technology) -
Federal Technological University of Parana. Londrina, 2018.

The microparticles are composed of an encapsulating material which isolates an
active substance in order to be preserved, being released only at the appropriate
time and place. Antibodies are able to recognize the pathogens that trigger their
destruction or inactivation, thus ensuring immunity. The production of specific 1g-Y
class antibodies was controversial when compared to mammalian antibodies. Oral
administration of IgY has proven to be intact treatment of acidosis and degradation
throughout the stomach, intestine and site of infection. Therefore, the objective of the
present work was to microencapsulate IgY by the ionic gelation technique with
sodium alginate and chitosan. The methods used involved the extraction and
purification of IgY by the salt precipitation method, ELISA quantitative and indirect,
SDS-PAGE electrophoresis, microencapsulation by ionic gelling and the
characterization of the obtained particles (size, morphology, humidity and
encapsulation efficiency). Extraction of IgY was considered efficient with acceptable
purity and the concentration of 10.22 + 1.8 mg/mL of antibodies reactive against BSA
(bovine serum albumin) of 0.3406 nm was obtained. The microencapsulation
technique was efficient in conferring dense and spherical microparticles with a size of
1-2 mm and 96% humidity. The encapsulation efficiency was 42.8% when directly
analyzing the microparticles and 99.9% by the indirect method, analyzing the residual
solution of CaClz/chitosan. After the encapsulation process, IgY maintained its
reactivity, thus, it can be affirmed that the process maintained IgY in its viable
conditions (active) before and after the procedure, allowing further research to be
performed to verify the continuity of this activity under different storage periods and
under certain conditions, as well as the application of the microparticles.

Keywords: Microencapsulation. lonic gelation. Alginate. Chitosan. Immunoglobulin
Y.
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1 INTRODUCAO

O conceito da microencapsulacdo originou-se a partir do modelo celular, pois
a membrana cobre e protege o citoplasma, além de controlar a entrada e saida de
nutrientes. Sendo assim, as microparticulas sdo compostas de um material
encapsulante que isola a substancia ativa a fim de preserva-la, sendo liberada
apenas no local e momento adequado, estando em condi¢des especificas de pH,
temperatura, rompimento fisico, dissolu¢cédo e outros (SUAVE et al., 2006; OLIVEIRA,
2014).

Os primeiros registros desta técnica datam de 1930, mas a primeira aplicacao
comercial da tecnologia foi apenas em 1954 com a producédo de papel de copia sem
carbono, composta com uma fina camada de microcapsulas de tinta que se rompia
ao receber a pressdo da ponta de um lapis, liberando o material encapsulado
(SUAVE et al., 2006).

O desenvolvimento dessa tecnologia permitiu aplicagdes no meio
agroindustrial, como em pesticidas, e na industria alimenticia, que vem aumentando
seu campo de aplicacdo desde corantes, temperos, vitaminas, minerais,
embalagens, dentre outros, e se aplica também em produtos médicos, cosméticos e
graficos. Os objetivos desta técnica vdo desde mascarar sabores e odores, como
facilitar a manipulacdo do material, evitar perdas nutricionais, aumentar a vida de
prateleira e preservar componentes (ROCHA, 2009; SUAVE et al., 2006; SILVA et
al., 2003)

A aplicacdo das microcapsulas na industria farmacéutica intensificou-se a
partir da década de 50, tendo grande importancia devido a possibilidade de liberacao
controlada de farmacos, reducdo do numero de doses, tempo de transito no trato
gastrointestinal e utilizacdo em vacinas (SUAVE et al., 2006; JOSUE, 2002;
VANDERBERG et al., 2001).

Dentre as formas de vacinagdo tem-se a imunizagao ativa, a qual o proprio
organismo produz anticorpos naturalmente ou pelo contato com determinados
antigenos, e a imunidade passiva, onde 0s anticorpos sdo transferidos pela
placenta, aleitamento ou pela administracdo de anticorpos ja prontos. Sendo assim,

0S anticorpos sao essenciais para a protecdo contra patdogenos ao garantir a
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imunidade, uma vez que reconhece estruturas estranhas ao organismo (HOMMA,
2003).

Diferentes tipos de anticorpos estdo disponiveis para pesquisa, diagndéstico e
terapias. Estudos sobre a producao de anticorpos especificos da classe IgY tém sido
aplicados com sucesso para fins cientificos, diagndésticos, profilaticos e terapéuticos,
pois é o principal anticorpo produzido nas aves, estando presente no soro sanguineo
(IgG) e na gema do ovo (IgY) (MICHAEL et al., 2010).

A utilizacdo de anticorpos provenientes de ovos € uma tecnologia alternativa
para prevencao e tratamento de doencgas, tanto em humanos quanto em animais, e
apresenta vantagens econémicas, quando comparada a extracao de anticorpos de
mamiferos, pela facil manipulacdo das galinhas e por ndo haver sangria do animal,
utilizando apenas os ovos (SOARES, 2013; FERNANDES, 2013).

Para administragéo oral de IgY em seres humanos, deve-se proteger a IgY
contra a acidificacdo e degradacéo ao passar pelo estbmago, chegando ao intestino
e no local da infeccdo, intacta. Diante disto, o uso de procedimentos como
microencapsulacdo, emulsificacdo, uso de lipossomas e outras técnicas de
encapsulamento vém sendo estudadas, demonstrando serem bem-sucedidas para
melhorar a estabilidade destes anticorpos (KOVACS-NOLAN; MINE, 2005).

11



2 OBJETIVOS

Microencapsular a imunoglobulina Y pela técnica de gelificacdo i6nica,

utilizando como agentes encapsulantes o alginato de sodio e a quitosana.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e purificar a IgY a partir da gema de ovo de galinha pelo método
de precipitacdo com sal.

e Caracterizar a IgY extraida.

e Desenvolver microcapsulas pela técnica de gelificacdo idnica com 0s
agentes encapsulantes alginato de sodio e quitosana.

e Caracterizar as microparticulas segundo morfologia, tamanho, eficiéncia

de encapsulacao e atividade de IgY apds processo de encapsulamento.
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3 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulacdo € uma tecnologia que permite empacotar particulas, no
qual o material empacotado € denominado de recheio ou nucleo e o material que
forma a capsula, € denominado de material encapsulante, cobertura ou parede. O
tamanho das capsulas pode ser classificado como nanocapsulas (< 0,2 pm),
microcapsulas (0,2 a 5000 pum) e macrocapsulas (< 5000 um), podendo conter mais
de um tipo de recheio e véarios materiais de parede para um mesmo nucleo
(AZEREDO, 2005; REBELLO, 2009).

As aplicacOes desta tecnologia sdo vastas e de modo geral é utilizada para
mascarar sabores e odores, reduzir a volatilidade, conferir protecédo a substancia em
relacdo aos agentes externos (umidade, luz, pH, calor e oxidacdo) e garantir
estabilidade e viabilidade do material encapsulado (SILVA et al., 2003; NOGUEIRA,
2013).

No campo da industria farmacéutica, esta técnica vem sendo utilizada devido
a liberacdo precisa e controlada de farmacos, focando na melhoria da seguranca e
efichcia da acdo do farmaco, permitindo que a substéncia ativa seja liberada
lentamente ou pela acdo de algum componente do meio, evitando a perda ou a
reducdo da eficacia do composto ativo pela reducdo ou eliminacdo dos efeitos do
suco gastrico ou reducdo dos efeitos secundarios provocados por outro farmaco
(NOGUEIRA, 2013; SILVA et al., 2003).

Diante das diversas aplicacfes e objetivos desta técnica, € importante
analisar as caracteristicas da substancia ativa para definir o tipo de material de
parede, as condi¢fes de processamento as quais a microcapsula devera resistir sem
liberar seu conteudo, a concentracdo da substancia ativa dentro da microcapsula, o
mecanismo de liberacdo e estabilidade. Devem também atender as necessidades de
sua aplicacdo, podendo ser alterada em relacdo a sua composi¢cdo, tamanho,
morfologia, processamento, mecanismo de liberacéo e custo (ROCHA, 2009).

A escolha do material de parede também €& de grande importancia, pois
influencia na estabilidade e eficiéncia da microcapsula. As propriedades fisico-
quimicas devem ser levadas em consideracdo, assim como a aplicagdo desejada, o

método utilizado para formacdo das microparticulas, viscosidade, higroscopicidade,
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capacidade de reacdo com o material ativo, ndo possuir sabor dependendo do caso
da aplicabilidade em produtos alimenticios, viabilidade econémica e ser capaz de
formar uma barreira entre a fase interna e externa garantindo protecdo maxima ao
material ativo em condi¢Ges adversas (SUAVE et al., 2006, NEDOVIC et al., 2011,
SILVA et al., 2014).

A escolha do método de microencapsulacao varia de acordo com o material
ativo e do agente encapsulante, em relacdo a aplicagdo e tamanho da
microparticula, mecanismo de liberacdo e de suas propriedades fisico-quimicas
(SUAVE et al., 2006; ROCHA, 2009). Os métodos se diferem quanto ao modo de
formacao das microparticulas, em relagdo a como os agentes se interagem, portanto
podem ser divididos em:

e Meétodos fisicos: spray drying, spray cooling, pulverizacdo em banho térmico,
leito fluidizado, extrusdo centrifuga com multiplos orificios, co-cristalizacdo e
liofilizacao.

e Métodos quimicos: inclusdo molecular e polimerizagdo interfacial.

e Meétodos fisico-quimicos: coacervacdo, emulsificagcdo seguida de evaporacao
do solvente, pulverizagcdo em agente formador de reticulacdo (gelificacdo idnica) e
envolvimento lipossémico (SUAVE et al., 2006; SANTOS; FERREIRA; GROSSO,
2000).

Para ocorrer a formacdo das microcapsulas, basicamente trés fases devem
acontecer, sendo a preparacdo da solugcdo contendo o material de parede e o
material ativo (recheio), a deposicdo do material de parede ao redor do recheio e a
fixacdo ou solidificacdo da estrutura da parede (ROCHA, 2009).

Umas das técnicas que vem sendo comumente empregada e considerada
rapida, com procedimentos simples e relativamente de baixo custo € a gelificacao
ibnica. Esse é um método de encapsulacdo de compostos tanto hidrofilicos quanto
hidrofébicos e utiliza a capacidade dos polieletrdlitos de fazerem ligagGes cruzadas
na presenca de ions com cargas opostas para formar uma estrutura em malha
tridimensional. Sendo assim, uma solucdo polimérica carregada negativamente
forma ligacdes cruzadas com cations de baixa massa molecular, formando hidrogéis
(HOLKEM; CODEVILLA; MENEZES, 2015; COSTA, 2014).

Esta técnica pode ser dividida em gelificacdo idbnica interna, que é baseada

na liberacdo de ions calcio em uma solugdo polimérica contendo o material de
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recheio. Essa que € emulsificada em uma fase oleosa contendo surfactante seguida
de reducéo do pH, provocando entédo a liberacdo dos ions célcio e sua complexacéo.
E ha a gelificagcdo ibnica externa, que ocorre pela interacdo de diferentes
polissacarideos na presenca de ions multivalentes (NOGUEIRA, 2013).

O tempo de permanéncia das particulas na solugdo reticulante, o pH e
concentracdo do polissacarideo e do céation séo fatores que podem influenciar na
porosidade e estabilidade das microparticulas formadas, podendo determinar o
tempo de liberacdo do material ativo (NOGUEIRA, 2013).

3.1 AGENTES ENCAPSULANTES

Para o método de microencapsulacdo ha uma grande variedade de agentes
encapsulantes que podem ser utilizados, dentre eles pode-se citar, as gomas (goma
arabica, agar, alginato de soédio, carragena), os carboidratos (amidos, pectina,
dextrinas, celulose e quitosana), os lipideos (cera, parafina, triestearina, acido
estearico, mono e diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas), as proteinas
(gldten, caseina, isolado proteico de soro de leite, gelatina e albumina) e os
polimeros sintéticos (poliacrilatos, copolimeros de polietileno-co-propileno, poli(e-
caprolactona) (SUAVE et al., 2006; NOGUEIRA, 2013).

3.1.1 Alginato

O alginato € um polissacarideo que pode ser extraido de algas pardas
(Phaeophyceae, Laminaria hiperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica,
Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera) e suas caracteristicas podem variar
de acordo com a espécie da alga e das diferentes partes da planta utilizada para
extracdo, assim como pode ser também obtido por bactérias. As aplicacdes

industriais do alginato estdo ligadas a suas propriedades de estabilizante,
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capacidade de reter agua, viscosidade, solubilidade e capacidade de formacéo de
gel (PAOLETTI; DONATI; REHM, 2009; BRESSEL, 2007; LEE; MOONEY, 2012).

Estruturalmente, o alginato € um polissacarideo linear constituido por
unidades monomeéricas, o acido B-D-manurénico (M) e o acido a-L-gulurdnico (G),
gue se agrupam em blocos sequenciais MM, MG e GG, por diferentes ligacdes
glicosidicas entre os carbonos C-1 e C-4 das unidades monoméricas. Estas ligacées
variam com a proporcao, distribuicdo e numero de ligacBes cruzadas entre as
cadeias poliméricas destes blocos, que irdo definir as configuracdes espaciais dos
blocos M e G, determinando as propriedades quimicas e fisicas da molécula de
alginato (BRESSEL, 2007). As unidades M e G nos alginatos podem ser
aleatoriamente ou ndo aleatoriamente organizadas como sequéncias heterogénea
ou homogénea (Figura 1) (FU et al., 2011).

As propriedades como inchago osmotico, difusdo, resisténcia mecanica,
estabilidade quimica, densidade de carga, transparéncia e atividade biolégica sao
conduzidas principalmente pela composicdo e estrutura sequencial do alginato
(STRAND et al., 2002; MARTINSEN; SKJBK-BRAEK; SMIDSRSD, 1987). Da
mesma forma, a gelificacdo do alginato sofre interferéncia da composicdo e
distribuicdo dos blocos M e G, pela concentracdo de alginato, presenca de
impurezas, concentracdo dos ions gelificantes e também pelo tamanho da gota
(BRESSEL, 2007).

Os géis sao formados na presenca de cations divalentes como o célcio
(Ca?*) e para explicar as propriedades gelificantes do alginato um modelo foi
proposto por Grant em 1973, conhecido como o modelo “caixa de ovo” (Figura 2).
Esse modelo exemplifica como os cations (como calcio) interagem com 0s
mondmeros de acidos gulurdnicos gerando um emparelhamento de blocos G, sendo
que o alginato modifica a sua forma linear gerando uma rede tridimensional,
ampliando a possibilidade de mais ions calcio reagir com o alginato, formando entéo
estruturas cada vez mais complexas (BRESSEL, 2007; FU et al., 2011).

Durante a gelificacdo com alginato, os cations divalentes se ligam
preferencialmente aos blocos G de uma maneira altamente cooperativa, pois 0s
residuos G exibem uma afinidade mais forte por ions divalentes do que os residuos
M (TONNESEN; KARLSEN, 2002). As intera¢gfes ibnicas entre blocos G e os ions

calcio causam a formacdo de um gel mais resistente e termoestavel cujas
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propriedades dependem em grande parte sobre as caracteristicas do polimero e da
escolha do método (REIS et al., 2006; FUNDUEANU et al., 1999).

Sequéncia homogénea
de blocos G

(G)s

Sequéncia homogénea
de blocos M

(M)5

Sequéncia
heterogénea de
blocos MG

(MG);

Figura 1 — Sequéncias de unidade M e G na estrutura de alginato de sodio
Fonte: Adaptado de FU et al. (2011).
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b
L}
®
—_—
Ca2+

Figura 2 — Modelo “caixa de ovo” para a estrutura do gel de alginato de calcio

A. O modelo “caixa de ovos”. B. Formacéao de junc¢des inter-cadeias.
Fonte: Rehm (2009).
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Na industria alimenticia o alginato € muito utilizado por sua capacidade de
estabilizar misturas, dispersbes e emulsdes aquosas, em conjunto com as
propriedades de formacé&o de gel e viscosidade. Pode ser encontrado na formulacao
de sorvetes, produtos lacteos e misturas para bolos, cervejas e sucos e, em filmes
bioativos para recobrimento de alimentos (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

Da mesma forma € muito utilizado nas areas médicas e farmacéuticas, como
em medicamentos para refluxo, curativos e imobilizagcdo de células, organismos
microbianos vivos e animais, agente encapsulante, agente gelificante, agente de
formacao de filmes, dentre outras diversas aplicacbes. Sua semelhanca estrutural a
matrizes extracelulares de tecidos vivos permite também amplas aplicacbes na
cicatrizacdo de feridas, entrega de agentes como pequenas drogas quimicas e
proteinas com liberacdo controlada, e transplante de células (PAOLETTI; DONATI,
REHM, 2009; BRESSEL, 2007; MARTINSEN; SKJBK-BRAEK; SMIDSRSD, 1987;
LEE; MOONEY, 2012).

Sua aplicacdo € bem valiosa para a industria farmacéutica, pois pode formar
um gel capaz de aprisionar e liberar drogas de forma controlada, além de possuir
baixo custo, baixa toxicidade e ser hidrofilico (MURTAZA et al., 2011; LEITE, 2014).
Devido a esta propriedade, varios estudos foram desenvolvidos e demonstraram que
as esferas de alginato de célcio séo excelentes veiculos, tornando possivel realizar a
encapsulacdo de agentes bioativos e macromoléculas como células, enzimas,

proteinas e vacinas (PATIL et al., 2010).

3.1.2 Quitosana

A quitosana (Figura 3) € um polissacarideo catidnico ndo ramificado,
composto de copolimeros de unidades de D-glucosamina e N-acetil-d-glucosamina
ligadas por ligagdes [B-(1-4)-glicosidicas (MATEESCU; ISPAS-SZABO; ASSAAD,
2015).

E derivada da quitina, polimero natural extraido do exoesqueleto de

crustaceos e insetos, e foi isolada em 1859 pelo aquecimento da quitina em solucao
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concentrada de hidroxido de potassio, resultando na sua desacetilacdo (DAMIAN et
al., 2005).

E um polimero biodegradavel e se caracteriza por possuir grupos aminicos
livres, pela solubilidade em solu¢des acidas e em pH inferir a 6,5, insolubilidade em
solventes organicos, em pH superior a 6,5 e em acido sulfarico. Possui capacidade
de formar solugdes viscosas com formacao de gel com polianions e de se solubilizar
em misturas de agua e alcool (JOSUE, 2002; DAMIAN et al., 2005).

O grau de desacetilacdo, distribuicio de massa molar e conteudo de
impurezas da quitosana sédo dependentes das fontes naturais de matéria-prima e
dos métodos de preparacdo (LARANJEIRA; FAVARE, 2009).

H
4 CH,0OH_-O
B . ;
H
NH, |1
HO H H
L —1n

Figura 3 — Estrutura quimica da quitosana

Fonte: van der Merwe (2004).

Sua aplicacdo é ampla, desde a area alimenticia, nutricdo, biotecnologia,
agricultura, tratamento de &guas, producdo de cosmeéticos, medicamentos,
membranas semipermeaveis e no desenvolvimento de biomateriais, além de possuir
propriedades antimicrobianas e estimulantes do sistema imune, as quais Sao
manifestadas na aceleracdo de cicatrizacbes de feridas (SANTOS; SOARES;
DOCKAL, 2003; AZEVEDO et al., 2007; DAMIAN et al., 2005; FERRARI; GENENA,
LENHARD, 2016).

A quitosana pode se complexar eletrostaticamente com grupos anidnicos

como a pectina, a goma xantana e o alginato, formando complexos polieletrélitos e
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proporcionando propriedades fisico-quimicas eficientes para o desenvolvimento de
formulag@es e sistemas de administracdo de farmacos (HAMMAN, 2010; TAGLIARI,
2012).

3.1.3 Complexo polieletrdlito alginato-quitosana

Os complexos de polimeros sdo formados pela associacdo de dois ou mais
polimeros complementares e podem se ligar através das forcas eletrostéticas,
interacbes hidrofébicas, pontes de hidrogénio, ou pelas combinacdes dessas
interacOes. Estes complexos podem ser formados entre por¢cdes de cargas opostas
na mesma cadeia polimérica, ou nas mesmas unidades monomeéricas. Desta forma,
polieletrélitos em solugdo podem se ligar a ions multivalentes para formacao de gel
ou coacervados (DUMITRIU, 2001).

O alginato é um polieletrélito aniénico frequentemente utilizado na formacéao
de complexos com quitosana (catidnico). A0 mesmo tempo em que o0 complexo
formado entre estes dois polimeros é biodegradavel, possui biocompatibilidade e
mucoadesividade. E também mecanicamente forte em baixos valores de pH onde a
quitosana € soluvel, caracteristicas as quais proporcionam grande interesse para a
liberacdo controlada de agentes ativos (HAMMAN, 2010; TAGLIARI, 2012).

Em solucdo aquosa, 0s grupos amino da quitosana interagem com 0S grupos
carboxilicos do alginato de sodio para formar um complexo polieletrélito de alginato-
quitosana. Com este complexo a dissolucdo de quitosana em pH baixo é reduzida
pelo alginato e a dissolucéo do alginato em pH neutro é reduzida pela quitosana, e
estruturalmente o complexo reduz a porosidade dos granulos de alginato e diminui a
liberacdo do composto encapsulado. Alguns fatores podem afetar as propriedades
das cépsulas de alginato-quitosana, como a composi¢cao do alginato utilizado, bem
como seu peso molecular, e também o grau de desacetilacdo da quitosana
(GEORGE; ABRAHAM, 2006; MATEESCU; ISPAS-SZABO; ASSAAD, 2015).

Existem trés tipos de interagdes nas redes de alginato-quitosana: interacao

eletrostatica entre cargas opostas dos polos; interacdo eletrostatica de ions de célcio
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com alginato; e ligagbes de hidrogénio inter-cadeias de alginato-quitosana (LIU et
al., 1997).

Dois diferentes procedimentos podem ser utilizados para preparar particulas
de alginato e quitosana e, em ambos, o0 revestimento de quitosana é formado. O
primeiro procedimento consiste em gotejar a solugéo de alginato em uma solugéo de
quitosana contendo cloreto de célcio, assim os ions de célcio, devido ao seu baixo
peso molecular, se difundem mais rapidamente que a quitosana no nucleo de
alginato para formar um nucleo de gel (LI et al., 2009a; MATEESCU; ISPAS-SZABO,;
ASSAAD, 2015).

O segundo procedimento é um método de duas etapas, onde a solucdo de
alginato é gotejada em uma solucéo de calcio para formar as particulas de alginato-
calcio, em seguida as particulas ja formadas sdo suspensas em uma solucdo de
quitosana, permitindo a formacdo de uma camada de quitosana na superficie da
particula. O material a ser encapsulado é disperso na solucao de alginato ou na
solucdo de quitosana antes de misturar estas duas solucbes (GASEROD;
SMIDSROD; SKAJAK-BRAEK, 1998; MATEESCU; ISPAS-SZABO; ASSAAD, 2015).

O contato entre o alginato e o calcio em solugdo induz a polimerizacao ibnica
interfacial imediata do alginato através da ligacdo do calcio dentro das cavidades
dos residuos gulurénicos, formando assim uma microcapsula polianiénica. A adicao
de polication ao meio de gelificacdo induz a formacdo de complexos polianidénico-
policatibnicos, que estabilizam a rede de gel i6bnico e reduzem a permeabilidade ao
alginato (VANDERBERG et al., 2001).

3.2. MECANISMO DE LIBERACAO

Um dos principais objetivos da microencapsulagéo, pelo qual € muito utilizada
industrialmente, é a liberacdo controlada. A liberacdo do material ativo ocorre de
uma forma controlada por um periodo de tempo, evitando a perda do material
durante o processamento e a possivel interagcdo com agentes reativos, assim como
a perda de sua integridade (ROCHA, 2009).
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Os mecanismos de liberagdo do material ativo microencapsulado variam de
acordo com as caracteristicas dos agentes encapsulantes e condi¢gdes do meio, com
a variacdo de temperatura, de pH, solubilidade do meio, biodegradacéo, ruptura
mecanica, permeabilidade seletiva e gradiente de concentracdo existente em
relacdo ao meio de liberagcdo, dissolugdo em solventes, intumescimento, pressao
osmatica, por difusdo ou acédo de enzimas (ROCHA, 2009; JOSUE, 2002; FAVARO-
TRINDADE, PINHO, ROCHA, 2008).

Dentre estes mecanismos 0 mais comum € a difusdo, onde o material ativo
migra de sua posicao inicial no polimero para a superficie e posteriormente para o
lugar de atuacdo. As etapas envolvidas na liberacdo do recheio séo: absorcdo de
solvente pela cdpsula (como a agua); dissolucédo da parede; dissolucdo do recheio e
permeacédo do recheio pela parede e difusdo do recheio no solvente (ROCHA, 2009;
JOSUE, 2002).

Se a administragdo das microcapsulas for via oral, deve-se levar em
consideracéo as condicdes fisioldgicas por onde ela percorrera, para verificar se tais
condicBes irdo interferir na integridade da microcapsula, e entdo projetar o sistema
de liberacdo controlada adequado para que o material ativo seja liberado somente
no local desejado. Portanto, as condicbes do meio gastrointestinal devem ser
avaliadas, pois fatores como pH, o esvaziamento gastrico e a atividade de enzimas

digestivas podem interferir na integridade das microcapsulas (JOSUE, 2002).

3.3 OVOS DE GALINHA

O ovo de galinha (Gallus domesticus) é um dos alimentos mais completos
para a nutricdo humana, pois é rico em vitaminas, minerais, acidos graxos e
proteinas que retnem varios aminoacidos essenciais de excelente valor bioldgico
(REGO et al. 2012).

A producgéo industrial do setor de ovoprodutos demonstrou uma enorme
capacidade de rentabilizacdo e aproveitamento de todas as partes do ovo,
ampliando os diversos tipos de produtos a base de ovos que sdo ofertados no

mercado, possuindo versatilidade, facil armazenamento e utilizacdo, mantendo um
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nivel de estabilidade, uniformidade e garantia de controle microbiol6gico (GOMES,
2012).

O ovo é constituido por trés partes principais: casca, gema e clara. Além
disso, possui outras partes em menor propor¢cao como o disco germinativo, a calaza,
a camara de ar, a cuticula e as membranas da casca (GOMES, 2012; MINE, 2008).

A clara do ovo consiste de 88% de 4gua, 11% de proteinas e uma pequena
guantidade de lipideos, carboidratos e minerais. Por outro lado, as proporcdes para
gema de ovo sdo cerca de 48% agua, 32-35% de lipidios e 15,7-16,6% proteinas,
0,2-1,0% de carboidratos e 1,1% de teor de cinzas (MINE, 2008).

As proteinas estdo distribuidas por todo o ovo, sendo encontrada em sua
grande maioria na gema e clara de ovo, e uma peguena por¢cdo na casca e
membrana de casca do ovo, enquanto os lipidios s&do encontrados quase
exclusivamente na gema, principalmente na forma de lipoproteinas, e podem estar
combinadas com outras proteinas (KOVASC-NOLA; PHILLIPS; MINE, 2005; MINE,
2008).

A gema pode ser dividida em sobrenadante e precipitado. Os principais
componentes dos granulos da gema séo lipoproteinas de alta densidade (HDL) (a-
lipovitelinas e B-lipovitelinas), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e fosvitinas
(MINE, 2008).

O plasma é composto por proteinas solaveis em agua, que sao as a-livetinas
(80 kDa), B-livetinas (40-42 kDa) e y-livetinas (180 kDa). A y-livetinas, também
denominadas imunoglobulina Y, compreendem glicoproteinas estruturalmente
diferentes da IgG de um mamifero. Elas podem ser encontradas tanto no soro da
ave como na gema do ovo (KOVASC-NOLA; PHILLIPS; MINE, 2008).

Atualmente, as galinhas séo submetidas a processos de imunizagéo, na qual
sao injetados antigenos, para estimular o sistema imune desses animais e entéo
protegé-los contra doencas infecciosas. Da mesma forma que o0s anticorpos
maternos, em mamiferos, sao transferidos para a prole via placenta e através do
aleitamento, a imunidade adquirida de galinha é transmitida aos seus filhotes através
do ovocito. A partir deste conhecimento, a coleta de ovos ndo embrionados é
considerada como uma potencial fonte de produgéo de anticorpos IgY (MINE, 2008).
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3.4 IMUNOGLOBULINAS

O sistema imunoldgico € constituido por diversas células e moléculas
presentes em todo o organismo, sendo capaz de reconhecer especificamente
determinados patégenos provocando sua destruicdo ou inativacao. A capacidade de
defesa do organismo desencadeia diferentes respostas imunoldgicas, como resposta
imune inata e adaptativa, responsaveis por combater tais patdgenos (MARTINEZ;
ALVAREZ-MON,1999).

A resposta imune inata esta sempre disponivel a combater uma variedade de
patdgenos, através de mecanismos de defesa celulares e bioquimicos, mas nao
conduz a uma imunidade duradoura e ndo € especifica para nenhum patdégeno
individual. J& a resposta imune adaptativa € desenvolvida durante a vida do
individuo como uma adaptacéo as infec¢des causadas por um ou mais patégenos
(antigenos) e, € caracterizada por sua especificidade e capacidade de responder
repetidas vezes ao mesmo patdégeno conferindo entdo uma memdaria imunologica
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os componentes exclusivos da imunidade adaptativa sdo células
denominadas linfocitos e seus produtos secretados, tais como anticorpos, a qual é
dividida em imunidade humoral (mediado por linfocitos B, secretores de anticorpos) e
imunidade celular (mediado por linfécitos T, reconhecem patdégenos e auxiliam na
ativacao dos linfécitos B) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

As imunoglobulinas (Ig), também chamadas de anticorpos, sao produzidas
pelos linfocitos B na medula 6ssea e secretadas no soro. Sao moléculas de natureza
glicoproteica, divididas em classes e subclasses e fazem parte do sistema imune
humoral, que é dirigido para infec¢bes bacterianas, virus extracelulares e também
para proteinas estranhas. Possuem a funcédo de reconhecer o antigeno, se ligar a
estas moléculas identificadas como estranhas e neutraliza-la (NELSON; COX, 2014).

Os anticorpos tém uma estrutura composta por duas regides distintas, sendo
uma regido constante e uma regiao variavel. Cada molécula possui quatro cadeias
de polipeptidios ligadas covalentemente por pontes de dissulfeto, sendo duas
cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas (Figura 5). As cadeias

leves e pesadas possuem regides variaveis que se combinam para formar um sitio

24



de ligacdo do antigeno, entdo, ambas as cadeias contribuem para a especificidade
de ligacao do antigeno da molécula de anticorpo (MURPHY; TRAVERS; WALPORT,
2010).

Em mamiferos existem cinco classes de imunoglobulinas, conhecidas como
IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE, que podem ser distinguidas por suas regides constantes,
enquanto as diferencas na regido variavel sdo em relacdo a especificidade de
ligacdo com o antigeno (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

Em aves existem 3 classes de imunoglobulinas, IgM, IgA e IgG. Os anticorpos
IgG séo encontrados no soro e nos ovos, mas existem algumas caracteristicas
diferentes entre a IgG de mamiferos e de aves, como peso molecular, ponto
isoelétrico, temperatura de desnaturacéo, a nao interacdo da IgG com receptores de
fragmentos Fc e nem com proteinas do sistema complemento dos mamiferos.
Outrora, a IgG aviaria que esté presente no ovo é denominada também de anticorpo
da gema de ovo e imunoglobulina Y (IgY) (MINE, 2008; FERREIRA JUNIOR, 2012;
GUIMARAES, 2015; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012).
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Figura 4 — Estrutura da Imunoglobulina
Fonte: Blogspot (2010).
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A vacinagédo de galinhas, coleta e processamento automatizados de ovos ja é
realizado em escala industrial, tornando a producdo em larga escala de IgY
tecnicamente viavel (KOVACS-NOLAN; MINE, 2012).

A utilizacdo de IgY possui vantagens atrativas quando comparadas ao
isolamento de anticorpos de mamiferos, pois este envolve geralmente processo de
imunizacgdo e sangria do animal. Em aves, o processo é mais eficiente por meio da
reducdo do numero de animais, diminuicdo do sofrimento causado ao animal, uma
vez que se utilizam os ovos das aves, além de que as galinhas tém menor custo de
manutencao e sao de facil manipulacdo (KARSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004;
SOARES, 2013).

Ha diferentes métodos de isolamento, eficiéntes e econémicos, no entanto
garantem diferentes estabilidades, atividade, pureza e rendimento do processo e do
anticorpo extraido. A escolha de um método especifico depende do rendimento e
pureza desejados, da aplicacdo final do IgY, bem como custo de material,
tecnologia, habilidades de trabalho e escala de extracdo (KARSSON; KOLLBERG;
LARSSON, 2004; MUNHOZ, 2014; SOARES, 2013).

Uma gema de ovo contém cerca de 100-150 mg de anticorpos IgY
(KARSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004) e sua atividade da IgY pode ser afetada
pela temperatura e pelo tempo de exposi¢ao. Perdas de atividade foram observadas
em temperaturas acima de 70 °C, enquanto permanecem estaveis em 60°C. A IgY é
relativamente estavel entre pH 4 e pH 11, mas pode reduzir rapidamente sua
atividade acima de pH 12. Em pH 3,5 a atividade de IgY diminui e é quase
completamente perdida em pH 3, devido a mudangas conformacionais em sua
estrutura. No entanto, a estabilidade do pH também pode ser melhorada pela adicédo
de estabilizadores, tais como aclcares e carboidratos (GUIMARAES, 2015;
KOVACS-NOLAN; MINE, 2012).

Os anticorpos sdo suscetiveis a digestdo proteolitica, a inativacdo de IgY
durante os processos digestivos pode ser uma grande preocupacao para aplicacoes
de imunoterapia oral (KOVACS-NOLAN; MINE, 2012; SHIMIZU et al., 1988). Alguns
estudos demostram que a IgY é estavel contra enzimas digestivas, tripsina e
quimotripsina. Embora haja uma grande perda de atividade através da pepsina em

condi¢des de baixo pH em pouco tempo (MULLER et al., 2015).
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Shimizu et al. (1988) avaliaram que em condicdes de congelamento e
liofilizacdo a atividade de IgY ndo € afetada, a menos que repetida véarias vezes.
Demonstrou também que a IgY € sensivel a digestibilidade da pepsina em pH 4,5 e
abaixo, perdendo a atividade de anticorpo.

Atualmente diversos estudos mostram a aplicacdo desses anticorpos na
pesquisa béasica e aplicada, assim como na industria farmacéutica para
implementacdo de Kkits diagndsticos, terapias, cosmeéticos e, também pode ser
utilizado como aditivo de alimentos funcionais (GUIMARAES; CORREIA; GAMA
FILHO, 2008).

A administragdo oral de IgY provou ser um tratamento bem sucedido para
diversos tipos de infeccbes gastrointestinais, para prevencdo de infeccdes com
Pseudomonas aeruginosa, formacdo de placas bacterianas por Streptococcus
mutans, desenvolvimento de Ulcera gastricas por Helicobacter pylori, enterites por
Escherichia coli, e rotavirus humano (GUIMARAES; CORREIA; GAMA FILHO,
2008).
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4 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi realizada nos Laboratérios de Analise de Alimentos da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR) e no Laboratério de
Imunologia 1V da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Os métodos utilizados envolvem a extracéo e purificacdo da imunoglobulina
Y a partir da gema de ovo, eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE para
verificar a pureza da IgY extraida, a técnica de microencapsulacdo por gelificacdo
ibnica, caracterizagdo das microparticulas, determinacdo da eficiéncia de
encapsulacao (teste de ELISA quantitativo) e avaliacdo da atividade de IgY (teste de
ELISA indireto).

41 MATERIAIS

Utilizaram-se ovos de galinhas adquiridos comercialmente. Alginato de sédio
purissimo (Cinética), quitosana (Polymar, lote 01012017, com grau de desacetilacao
de 85%), cloreto de calcio P.A dihidratado (Dinamica, lote 88295) e demais

reagentes comerciais PA.

4.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINA Y

A metodologia utilizada foi proposta por Akita e Nakai (1992). Separou-se a
gema da clara, lavou-se com agua destilada e cuidadosamente removeu a pelicula
(calaza). O volume da gema foi diluido em 1:7 com &agua destilada pH 2,5 (0,1 M
HCI), proporcionando pH final de 5,2, e foi mantida por 24 horas, a 4°C. Toda a
solucéo foi filtrada com papel Whatmann n°® 1 e a fragcdo soluvel foi precipitada com
solucdo de sulfato de amoénio saturado, mantida por 30 minutos sob agitagdo. Esta

foi centrifugada a 5000 rpm, por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
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precipitado ressuspendido com sulfato de sddio 18% (p/v), incubado por 20 minutos
e centrifugado a 4000 rpm, por 20 minutos. O precipitado foi novamente
ressuspendido, utilizando sulfato de sédio 14% (p/v), incubado por 20 minutos e
centrifugado a 4000 rpm, por 20 minutos. O precipitado resultante foi ressuspendido
com 2 mL de PBS 1x (solugcdo salina tamponada com fosfato) e armazenado no
congelador, neste precipitado se encontra a IgY.

A amostra foi dialisada com PBS 1x em tubo de celulose para dialise 33 mm,
Sigma Aldrich, (D9652-100FT), previamente tratada em &gua fervente por 30
minutos, seguida de lavagem com solucao de bicarbonato de sédio 0,01 M, solugéo
EDTA 0,01 M por 30 minutos e agua destilada. Para avaliar a pureza da IgY
extraida, fez-se analise de eletroforese (SDS-PAGE), a quantificacdo e atividade

foram determinadas por ELISA quantitativo e indireto, respectivamente.

4.3 ELISA QUANTITATIVO

O teste de ELISA (ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica) quantitativo foi
realizado em placa de 96 pocos de fundo chato segundo as recomendac¢des do
fabricante Bethyl (cat n® E30-104, lote n°® E30-104-26).

Os dados do ELISA quantitativo sé@o interpretados em comparacdo com uma
curva padrao (uma diluicdo seriada de um antigeno conhecido) para calcular com

precisao a concentracédo do anticorpo presente nas amostras (BOSTER, 2018).

4.4 ELISA INDIRETO

O teste de ELISA (ensaio de imunoabsor¢do enzimética) é uma técnica de
dosagem de anticorpos e antigenos através de reacdes enzimaticas (BRACHT;
ISHIII-IWAMOTO, 2003).

O ELISA indireto (Figura 6) foi realizado em placa com 96 pocos de fundo
chato, a qual foi sensibilizada com 50 pL/poco de antigeno BSA (albumina do soro

bovino) na concentracdo de 50 pg/mL em tampé&o carbonato/bicarbonato pH 9,6,

29



incubada overnight a 4°C. Apés a incubacao, o bloqueio foi efetuado com 100 puL de
PBS 1x/leite em p6 desnatado 5% e incubado por 1 hora a 37°C, seguida de uma
lavagem com 200 pL/poco de PBS 1x. A amostra (anticorpo primario) foi preparada
e diluida em solucédo PBS 1x/leite em po6 desnatado 1% e foi adicionado 50 pL/poco
da amostra, incubada por 1 hora a 37°C, seguida de trés lavagens com 200 pL/poc¢o
de PBS 1x/Tween 20 0,05%. Adicionou-se 50 pL/poco de anticorpo secundario I1gG
de cabra anti cadeia leve e pesada de IgY conjugado com peroxidase (lote n°® A30-
106P-28) diluido 1:40.000, incubado por 1 horas a 37 °C, seguido de trés lavagens
com 200 pL/poco de PBS 1x/Tween 20 0,05%. O substrato adicionado (50 uL/poco)
foi confeccionado com uma parte de TMB 1x, Agua oxigenada 1x e acetato de sddio
98x, e a reacdo foi conduzida na auséncia de luz durante aproximadamente 15
minutos. Apés, foi adicionado 50 pL/poco de acido sulfurico 2N para interromper a

reacao e efetuou a leitura em espectrofotdmetro na absorbancia de 450nm.

substrato

. s
anticorpo @ -antigeno
2\ secundario @ -enzima

* substrato + enzima=reacdo de cor

-
ELISA indireto

Figura 5 — Etapas do teste de ELISA indireto
Fonte: adaptado de CAMERA, 2018.

45 ELETROFORESE EM GEL SDS-PAGE

A eletroforese é uma técnica de migracdo de moléculas carregadas, em um
determinado meio, sob a influéncia de um campo elétrico. A eletroforese em gel
SDS-PAGE (Eletroforese em gel poliacrilamida de dodecilsulfato de sbédio) é

aplicada para separacdo de proteinas com base no seu peso molecular e pode ser
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realizada com a proteina desnaturada (utilizagao do B-mercaptoetanol), assim sera
separada as sub-unidades da proteina (BRACHT; ISHIII-IWAMOTO, 2003).

Para a técnica de SDS-PAGE as amostras foram diluidas para obter 5 ug de
proteinas em 10 pL de solucao, e nesta foi adicionado 5 pL de tampédo de amostra
(8,5% de solucéo A (tris 0,757%, SDS 2%, agua destilada, pH 6,8), 1% de glicerol,
0,5% de B-mercaptoetanol, 2% de solucdo 1% de azul de bromofenol), em seguida
foram aquecidas por 6 minutos em aproximadamente 96 °C, para que ocorresse a
quebra de pontes dissulfeto. Como padrao molecular foi utilizado o BenchMark™
Proteing Ladder (lot n°. 1714702, cat. n° 10747-012), Invitrogen™. O gel de
empilhamento foi preparado a 10% de SDS poliacrilamida (gel buffer 4x pH 8,8,
acrilamida 30%, persulfato de amoénia 10%, TEMED e agua destilada) e o gel de
separacdo a 5% (stacking buffer, acrilamida 30%, persulfato de amonia 10%,
TEMED e agua destilada). O gel foi submetido a uma corrente de 80 volts para o gel
de empilhamento e 120 volts no gel de separacdo, com 15 mA (Figura 5). Apés a
corrida, o gel foi corado utilizando solucdo de Comassie Brilliant Blue R-250
(Comassie Brilliant Blue R-250 0,2%, metanol 45%, acido acético 10% e agua
destilada), em temperatura ambiente overnight, e descorado com solucdo de
metanol 45%, acido acético 10% e agua, posteriormente foi realizado o registro
fotografico em fotodocumentador L-Pix (Loccus) para gel de eletroforese (e outras

técnicas).

Figura 6 — Eletroforese em gel

Fonte: Autoria Prépria, 2018
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46  MICROENCAPSULACAO POR GELIFICACAO IONICA

A IgY foi microencapsulada pelo método proposto por Li et al. (2009a) e
Vanderberg et al. (2001). Segundo essas metodologias, foram utilizadas solucdes de
alginato de sodio 2% (p/v), quitosana 0,2% (v/v) e cloreto de calcio 1,5% (p/v). Para
o material de recheio, a proporcao utilizada foi de 25% de IgY sob 2% de alginato,
ou seja, para cada 2 g de alginato utilizou-se 0,5 g de IgY em 100 mL de solugéo.

A solucdo de quitosana foi preparada previamente a 1% (p/v) dissolvida em
acido acético 1% (v/v), utilizando aguecimento brando. Posteriormente, esta solucéo
de quitosana 1% foi diluida na solugdo cloreto de célcio para obter concentracdo de
0,2%.

A gelificacdo ibnica foi realizada confeccionando dois tratamentos de
microparticulas, as MPs Branco (sem material de recheio) e as MPs IgY (contém IgY
como recheio).

A técnica consiste em gotejar (Figura 6), utilizando seringa acoplada de
agulha (0,7x25 mm), 40 mL de solucdo de alginato 2% em 150 mL de solucdo de
cloreto de calcio 1,5% quitosana 0,2%, sob agitacdo. Estas permaneceram sob
agitacao lenta por 30 minutos para maturacdo (estabilizar os complexos, formando
uma estrutura mais enrijecida) e em seguida foram removidas, lavadas com agua

destilada e armazenadas a 4°C.
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Figura 7 — Gelificagao iGnica

A. Inicio do processo. B. Formacao das microparticulas.
Fonte: Autoria Propria, 2018.

4.7 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A caracterizacdo em relacdo a forma e tamanho das microparticulas foi
realizada por microscopia 6tica de captura de imagem, utilizando o software Motic®

em microscopio 6tico e também em lupa acoplada a camera digital.

4.8 UMIDADE

Foi avaliado o teor de umidade, com 5 g de amostra (em triplicata), secas em
estufa a 50 °C até peso constante, seguindo a metodologia descrita no manual do
Instituto Adolfo Lutz (2008), adaptada.

4.9 EFICIENCIA DE MICROENCAPSULACAO
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A eficiéncia da microencapsulagao foi realizada dissolvendo 10 mg, em peso
seco, de microparticulas em uma mistura de bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 0,2 M
e citrato de sodio dihidratado (Na3CsHs07.2H20) a 0,06 M em pH 8,0, segundo Li et
al. (2009a).

As microparticulas dissolvidas (2mg/mL) foram analisadas por ELISA
guantitativo para determinagcédo da concentracédo de IgY na amostra. A eficiéncia de
encapsulacdo (EE) das microparticulas € o quociente entre a razdo da quantidade
de IgY presente na amostra e a razdo da IgY total utilizada inicialmente na
formulagéo, de acordo com a seguinte Equacéo 1:

EE (%) =[IgY encapsulada / IgY total] x 100 (1)

A EE também foi verificada de forma indireta ao analisar a solugéo residual de
CaCl2/Quitosana, verificando assim a possivel migracdo de IgY para a solucédo, pela
Equacédo 2 (BAKHSHI et al., 2017):

EE (%) = [IgY total - IgY ndo encapsulada / IgY total] x 100 (2)

Ambas as amostras foram também analisadas por eletroforese e ELISA

indireto, para verificar a reatividade da IgY apds o processo de microencapsulacéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As etapas da extracdo e purificacdo da IgY estdo evidenciadas na Figura 7.
Foram utilizadas 50 gemas de ovos (780 mL) que resultaram em uma solugéo de IgY
diluida em PBS 1x, com pH 7,24.

A solucéo de IgY foi entdo analisada por teste de ELISA quantitativo para
determinar a concentracdo de IgY, que resultou em 10,22 +1,8 mg/mL. A atividade
do anticorpo extraido foi determinada por teste de ELISA indireto, avaliando a
reatividade da IgY com antigeno BSA (albumina do soro bovino). Obteve-se 0,7436
nm de reatividade para a solucédo concentrada (10,22 mg/mL), no entanto, a amostra
foi analisada também por diluicdo seriada para determinar a reatividade da IgY em

diferentes concentra¢cdes, como apresenta o Grafico 1.

Figura 8 — Etapas de extracdo de IgY

A. Diluicdo da gema 1:7 em agua destilada pH 5,2. B. Apds incubacao, nota-se a separacao da fracéo
solavel e lipidica. C. Fracdo sollvel filtrada. D. Precipitacdo com Sulfato de amdnia saturado. E.
Precipitacdo com Sulfato de sédio 18% e 14%. F. Dialise da solugéo de IgY

Fonte: Autoria Propria, 2018.
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Figura 9 — Grafico 1 — Atividade da IgY purificada
Resultados obtidos por ELISA indireto através da diluicdo seriada da amostra de IgY

Fonte: Autoria Propria, 2018

Para avaliar a pureza da IgY extraida a amostra foi analisada por eletroforese
em gel que, conforme demonstrado na Figura 8, ha a presenca de bandas com peso
molecular de 67 kDa e 28 kDa, representando a cadeia pesada e cadeia leve,
respectivamente, da IgY. Os mesmo pesos moleculares foram encontrados por Tan
et al. (2012), ndo obstante, Brum (2010) estima que as cadeias pesadas possuem
69 kDa e 26kDa, enquanto Carlander (2002) e Chacana et al. (2004) apontam 65
kDa e 18 kDa para as cadeias pesada e leve da IgY, respectivamente.

Além das bandas correspondentes as subunidade da IgY, uma terceira banda
foi encontrada com 35 kDa a qual representa uma proteina denominada de
fragmento C-terminal de vitelogenina 1l (PAULY et. al, 2011), comumente

encontrada quando utilizada a técnica de extragdo por precipitagdo com sal.
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Figura 10 — Eletroforese da IgY
Fonte: Autoria Propria, 2018.

Dadas as caracteristicas iniciais da IgY, seguiu-se com o0 processo de
microencapsulacdo, que foi entdo realizado produzindo dois tratamentos de
microparticulas, sendo as MPs Branco, que ndo continham nenhum material de
recheio, e as MP IgY, que continham IgY como recheio.

A técnica de gelificacdo ibnica aplicada foi satisfatéria em produzir
microparticulas, bem como a utilizacdo dos agentes encapsulantes alginato de sédio
e quitosana, que proporcionaram microparticulas de formato esférico com tamanho
de 1-2 mm (Figura 9).

Ao microencapsular IgY, Li et al. (2009a) obtiveram microparticulas com cerca
de 1000 um com uma agulha de 0,7 mm de diametro, no entanto, utilizaram
processo mecanico com vazao de amostra e de ar controlados. Ja Fujiwara et al.
(2010) desenvolveram uma matriz de alginato/calcio/quitosana para microencapsular

azul de metileno manualmente com seringa, gerando microparticulas de 1-2 mm.
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Figura 11 — Tamanho das microparticulas
A. MPs Branco. B. MPs IgY.
Fonte: Autoria Prépria, 2018

Observando a Figura 10 pode-se notar que as MP Branco possuem uma
coloracdo mais transparente quando comparada com as MP IgY, que apresentam
cor mais branca, provavelmente devido a incorporacdo da IgY na matriz de alginato-
célcio-quitosana.

Figura 12 — Microparticulas
A. MPs Branco. B. MPs IgY.
Fonte: Autoria Prépria, 2018.
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Devido a técnica ser realizada manualmente, é passivel que ocorra
deformacfes nas microparticulas, tanto pelo diametro e posicionamento da seringa,
guanto pela altura da agulha sob a fase reticulante, originando entdo microparticulas
com formato menor ou maior, mais alongadas e até achatadas.

As microparticulas foram observadas em lupa com aumento de 2x e 4x
(Figura 11) e foi possivel verificar algumas dessas deformac¢des, podendo ser devido
ao contato com outras microparticulas ou também pela propria manipulacdo e
procedimento aplicado.

Ao observar no microscopio Optico, verificou-se que as MPs Branco
apresentam uma estrutura com mais ranhuras (Figura 12) enquanto as MPs IgY
aparentam possuir estruturas menos rugosa, lisa e mais densa. Ap0s o processo de

remocao a umidade, as microparticulas perderam sua estrutura esférica (Figura 13).

Figura 13 — Microparticulas observadas em lupa
A e B. Aumento de 2x. C e D. aumento de 4x. Sendo A e C, MPs Branco, B e D MPs IgY.
Fonte: Autoria Propria, 2018.
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Figura 14 — Microparticulas observadas em microscépio otico
A e B. Aumento de 4x. C e D. aumento de 10x. Sendo A e C MPs Branco, B e D MPs IgY.
Fonte: Autoria Prépria, 2018.

Figura 15 — Microparticulas secas observadas em microscopio 6tico

A, B, C e D com aumento de 10x. A e B, MPs Branco, e C e D MPs IgY.
Fonte: Autoria Propria, 2018.
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As microparticulas foram analisadas quanto ao teor de umidade com
temperatura de secagem de 50 °C, pois a molécula de IgY se desnhatura em
temperaturas acima de 70 °C (MINE, 2008). As MPs Branco possuem 96% de
umidade enquanto as MPs IgY, 94%, e ao determinar o peso seco total das MPs, foi
possivel notar um aumento de massa das MPs IgY (1240mg) quando comparada
com as MPs Branco (827 mg).

XIA et al. (2011) definiu que o ponto isoelétrico (pl) da IgY € no pH 5 e
determinou que quando o pH do meio aumenta de 5 para 7 (acima do pl), o
potencial zeta da IgY se torna-se negativo, indicando que a molécula esta carregada
negativamente.

Diante desses dados, podemos supor que devido a incorporacao da IgY na
formulacdo das MPs, que estava em pH 7,24, houve maior atracdo de moléculas de
calcio e/ou quitosana para a estrutura das microparticulas, explicando porque nas
MPs IgY resulta em 240 mg de massa restante (célcio e/ou quitosana), enquanto na
MP Branco resulta em 27 mg. Para determinar com mais precisdo, analises de
guantificacdo de calcio e até de quitosana podem ser realizadas para melhor
caracterizar as MPs.

A eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi determinada de forma direta (pela
concentracdo de IgY presente na microparticula) e indireta (analisando a solucdo
residual de CaClz/quitosana), por ELISA quantitativo.

Ao analisar diretamente a solucdo de MPs dissolvidas (2mg/mL), o teste de
ELISA detectou 0,1369 mg/mL de IgY. Este valor vou aplicado na Equacédo 1 e
determinou 42,8% EE.

Analisando indiretamente a solucéo residual de CaClz/quitosana resultou em
25,5 ng/mL de IgY. Utilizando a Equacéo 2, a EE foi de 99,99%.

A atividade da IgY foi avaliada antes e apos o processo de encapsulamento
para verificar a possivel interferéncia do processo aplicado na reatividade do
anticorpo. Observa-se (Grafico 2) que, as microparticulas na concentracdo de 2
mg/mL obtiveram reatividade contra BSA (Soro albumina bovina) de 0,29 0,03 nm e
a solucéao residual de CaCl2/Quitosana obteve 0,059 nm.

Em relacdo a atividade da IgY microencapsulada, pode-se afirmar que a IgY
continua ativa apos o processo de microencapsulacdo, pois a atividade esta similar a

da molécula ndo encapsulada. Houve uma pequena diferenca na atividade, o que
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pode ser explicada pelo tempo de armazenamento e condicdes as quais foi
submetida até que o processo de microencapsulacdo fosse realizado, mas no geral
nao houve grandes perdas. Tal resultado favorece a utilizacdo deste método quando
se objetiva preservar a molécula, no entanto, mais estudos devem ser realizados
para verificar a possivel perda de atividade com o tempo e condi¢cbes de

armazenamento.
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Figura 16 — Gréafico 2 — Atividade da IgY p6s microencapsulagcao
Fonte: Autoria Prépria, 2018

Para se obter um dado qualitativo as MPs IgY dissolvidas e a solucao
residual de CaClz/quitosana foram analisadas por eletroforese, a fim de verificar a
presenca da IgY nestas amostras. Analisando a Figura 15 podemos confirmar
qualitativamente que a concentracdo de IgY na solugéo residual é tdo insignificante
gue nao apresenta nenhuma banda proteica, enquanto a amostra de MPs IgY,
apresentaram bandas de 67 kDa e 28 kDa, caracterizadas pela cadeia pesada e

cadeia leve da IgY.
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Figura 17 — Eletroforese das MPs IgY e solucao Residual
Fonte: Autoria Prépria, 2018.

Ao centrifugar a amostra de MPs IgY dissolvida notou-se a formagédo de
precipitado (dados ndo mostrados), o que pode justificar as baixas concentracfes de
IgY detectadas no teste de ELISA, proporcionando baixa EE. A formacdo do
precipitado pode indicar que as microparticulas ndo foram totalmente dissolvidas,
assim parte da IgY pode estar ainda retida na matriz da microparticula, sendo
impossibilitada de ser detectada no teste.

Além disso, podemos comparar a baixa concentracdo de IgY encontrada na
solucéo residual (25,5 ng/mL), baixa reatividade (0,059 nm) e auséncia de bandas
de proteicas no gel de eletroforese, proporcionando 99,9% de EE. Todos estes
dados em conjunto indicam que houve de fato alta EE, mesmo que a andlise direta
tenha gerado um valor intermediario de EE. Deste modo, mais estudos devem ser
realizados para possibilitar a total dissolucdo das microparticulas e obter resultados
precisos de EE%

LI et al. (2009a) conseguiram EE de 68,06% utilizando a solucdo de
CaCl2/Quitosana em pH 4, enquanto ao modificar o pH para 3,5 a EE aumentou para
73%.

Estudos realizados por Bakhshi et al. (2017) verificaram que
nanoencapsulacédo nado teve efeitos adversos na qualidade e atividade da IgY. Ao
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expor essas nanoparticulas em condi¢des de sistema gastro intestinais, verificaram
que a atividade de IgY foi diminuida quando incubada em pH 3,5 ou inferior, e
completamente perdida a pH 3, concluindo que as nanoparticulas por eles
produzidas seriam uma boa escolha para protecdo de IgY contra condicbes
gastrointestinais severas e distribuicado de IgY no intestino.

A administragéo oral de igy provou ser bem sucedida para o tratamento de
uma variedade de infec¢des gastrointestinais (MINE; KOVACS-NOLAN, 2002). O
mecanismo de liberacdo para esferas de alginato € por processo de difusédo atraves
dos poros e este fenébmeno é facilitado pela degradag¢édo da matriz polimérica em pH
neutro (BAKHSHI et al., 2017).

A desintegracdo das microcapsulas de alginato/quitosana é dependente do
pH, em meio acido o material da matriz da microcapsula permanece intacto como
resultado das ligacdes idnicas nas microcapsulas. Uma vez que as microcapsulas
sdo expostas a pH neutro, o alginato aniébnico no complexo alginato-calcio/quitosana
pode ser deslocado por ions hidroxila. Ainda mais importante, a quitosana perdera
sua carga positiva. Portanto, o complexo se desintegra, a matriz é erodida e o
material encapsulado € liberado no fluido circundante (Li et al., 2009a).

Deste modo, a IgY pode ser encapsulada por diferentes técnicas, as quais
irdo protegé-las diante das condi¢cbes gastrointestinais, mantendo-as integras e

ativas para serem liberadas no trato intestinal, onde serdo absorvidas.
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6 CONCLUSAO

A extracdo da IgY ocorreu de forma aceitavel diante da metodologia
empregada (precipitagdo com sal). Verificou-se que 0s agentes encapsulantes
selecionados, se mostraram hébeis em produzir microparticulas de alginato-
calcio/quitosana e estas se mostraram esféricas e firmes, com uma eficiéncia de
encapsulacdo considerada satisfatoria.

Foi possivel determinar que o processo de microencapsulacdo ndo inativa a
atividade da IgY, permitindo que a técnica seja utilizada para proteger a IgY,
possibilitando que novas pesquisas sejam realizadas para verificar a continuidade
desta atividade diante diferentes periodos de armazenamento e em determinadas

condi¢des, bem como a aplicagdo das microparticulas.
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