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RESUMO

O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) pode afetar o musculo esquelético devido a
miopatia hiperglicémica gestacional (MHG), caracterizada por atrofia muscular, a qual
leva a incontinéncia urinaria (IU) até 2 anos pos-parto. Atualmente, o tratamento
destas patologias € ineficaz, o que diminui a qualidade de vida da mulher e aumenta
0S custos em saude publica. O uso de proteinas que atuam na regeneracao muscular
€ uma grande estratégia para o tratamento in loco da MHG, porém h& necessidade do
desenvolvimento de dispositivos adequados e otimizados. Desta forma, o objetivo
deste projeto € o desenvolvimento de modelo de dispositivo para terapia por meio da
criacdo de um sistema vaginal de liberacdo transmucosa de farmacos (SVLTF)
baseado em Latex Natural (LN) associado a lipossomas com farmaco atenolol (AT)
encapsulado. O AT foi escolhido para os testes de liberacdo dos lipossomas e
dispositivos por conta de suas propriedades hidrofilicas semelhantes a proteinas
recrutadoras de Células-tronco Mesenquimais (CTM), as quais atuam na regeneragao
muscular. O LN é polimero que demonstrou importantes resultados na entrega
sustentada de farmacos, além de ser biocompativel, bioativo e de baixo custo. O LN
apresenta, entretanto, um perfil de liberacdo rapido de drogas nas primeiras horas.
Visando o melhor controle da liberagao da droga, foi utilizada nanoencapsulagéo por
meio de lipossomas, 0s quais atuam de maneira eficiente como sistema de entrega
de droga com liberagdo sustentada. Os lipossomas foram preparados por

ultrassonicacdo com diferentes formulacdes: preparacéo livre de polimeros (LPS);



com acréscimo de LN (LPS-LN) e com alcool polivinilico/PVA (LPS-PVA). O farmaco
AT foi encapsulado durante a ultrasonicacao das preparacdes. Os dispositivos foram
preparados com a incorporacdo dos lipossomas na matriz de LN. Para a
caracterizacao foi utilizado Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), analisador de
tamanho de particula, zeta potencial, resisténcia mecanica, espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e cinética de liberacdo por
Espectroscopia UV-Visivel. Os resultados mostraram que os lipossomas com e sem
revestimento por PVA e carregados com AT exibiram diametro hidrodinamico da
particula adequado para aplicacdo em sistemas de entrega de drogas, assim como
morfologia esférica esperada de lipossomas. As nanoparticulas e os dispositivos
estudados demonstraram a auséncia de interacdes significativas entre seus
componentes por meio da técnica de FTIR, assim como alto potencial de deformacéao,
corroborando com as caracteristicas proprias de elastbmeros. Os lipossomas e
dispositivos avaliados apresentaram excelentes resultados quanto a liberacao
sustentada do farmaco atenolol, trazendo a otimizacdo desejada por meio do maior
controle da liberacdo, com potencial aplicacdo futura em dispositivos médicos e

terapias.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema de entrega Vaginal, Liberacdo Sustentada, Latex

Natural, Lipossoma, Nanoencapsulagao.
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ABSTRACT

Gestational Diabetes Mellitus (GDM) can affect skeletal muscle due to
gestational hyperglycemic myopathy (GHM), characterized by muscular atrophy, which
leads to urinary incontinence (Ul) up to 2 years postpartum. Currently, the treatment of
these conditions is ineffective, reducing women's quality of life and increasing public
healthcare costs. The use of proteins that promote muscle regeneration is a significant
strategy for the local treatment of GHM, but the development of appropriate and
optimized devices is needed. Thus, the aim of this project is to develop a device model
for therapy by creating a transmucosal drug delivery vaginal system (TDVDS) based
on Natural Rubber Latex (NRL) associated with liposomes containing atenolol (AT)
drug. AT was chosen for liposome and device release testing due to its hydrophilic
properties similar to Mesenchymal Stem Cell (MSC) recruiting proteins, which play a
role in muscle regeneration. NRL is a polymer that has shown significant results in
sustained drug delivery, in addition to being biocompatible, bioactive, and cost-
effective. However, LN shows a burst release profile of drug in the first hours. For better
drug release control, nanoencapsulation using liposomes was employed, as they
efficiently act as sustained drug delivery systems. Liposomes were prepared by
ultrasonication with different formulations: liposomes with polymer-free preparation

(LPS); with the addition of NRL (LPS-NRL); and with polyvinyl alcohol/PVA (LPS-PVA).



AT was encapsulated during the ultrasonication of the preparations. The
devices were prepared by incorporating prepared liposomes into the NL matrix.
Characterization was performed using Scanning Electron Microscopy (SEM), particle
size analyzer, zeta potential, mechanical resistance, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), and UV-Visible spectroscopy for release kinetics. The results
showed that liposomes with and without PVA coating, loaded with AT, exhibited a
hydrodynamic particle diameter suitable for drug delivery systems, as well as the
expected spherical morphology of liposomes. The nanoparticles and devices studied
demonstrated the absence of significant interactions between their components
through the FTIR technique, as well as a high potential for deformation, confirming the
characteristics of elastomers. The liposomes and evaluated devices showed excellent
results in sustained release of atenolol, bringing the desired optimization through better

release control, with potential future applications in medical devices.

KEYWORDS: Vaginal Drug Delivery System, Sustained Release, Natural Rubber

Latex, Liposome, Nanoencapsulation.
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1 Introducéo

1.1. Diabetes Mellitus Gestacional e sua interacdo com a
funcionabilidade muscular

O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) é uma condi¢cdo médica caracterizada
pela resisténcia a insulina e/ou incapacidade de secrecao da insulina diagnosticada
pela primeira vez durante a gestacdo (AD ASSOCIATION., 2022). O desbalanco da
insulina leva a uma inflamacéo vascular e predisposicdo ao risco de desenvolver
patologias mais severas, como a diabetes mellitus tipo 2 (BELLAMY et al., 2009) e
doencas cardiovasculares, nas maes ou em seus descendentes, apds uma gestacao

complicada pelo DMG (FLORIANO et al., 2020; RETNAKARAN, 2018).

Esta doenca metabdlica que associada a incidéncia de Incontinéncia Urinaria
Especifica da Gestacdo (IU-EG) contribui para o desenvolvimento de Incontinéncia
Urinaria (UI) e Disfuncdo Muscular do Assoalho Pélvico (DMAP) até 2 anos pés-parto
cesarea (BARBOSA et al., 2011; RUDGE et al., 2020). Além disso, o DMG esta
relacionado ao comprometimento da for¢ca do musculo e sua funcionalidade, havendo
uma relacdo entre seu diagnéstico, a fraqueza muscular e outras complicacdes

(BARBOSA et al., 2011).

Estudos translacionais utilizando ratas prenhes em modelo experimental de
DMG revelaram alteracdes musculares semelhantes as observadas em humanos,
caracterizadas como "miopatia diabética", que resulta em grave atrofia muscular.
Essas alteracdes incluem a desorganizacdo e ruptura das fibras musculares, co-
localizagéo de fibras rapidas e lentas, diminuicdo da proporcédo de fibras rapidas,
aumento de tecido conjuntivo entre as fibras musculares estriadas e aumento da razéao
de Colageno tipo I/ Tipo lll, indicando uma matriz extracelular (MEC) mais rigida,

prejudicando o fechamento uretral (MARINI et al., 2011).
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Estes resultados corroboraram com resultados clinicos obtidos por nosso grupo
de pesquisa, de que DMG com IU-EG estéo associadas a DMAP, Miopatia Diabética
Gestacional (MDG) e IU a longo-prazo (BARBOSA et al., 2011; RUDGE et al., 2020),

como sugere o modelo conceitual na Figura 1.

Figura 1. Modelo conceitual do papel da integracdo entre DMG, IU-EG e Miopatia Hiperglicémica
Gestacional como uma nova triade na determinacdo da prevaléncia de IU materna de longo prazo

Diabetes Mellitus
Gestacional

IU 1 ano
pos-parto

Miopatia Incontinéncia
Hiperglicémica Urinaria
Gestacional Especifica da

Gestagao

Fonte: adaptado de Rudge et al. (2020) pelo autor.

O diabetes mellitus e 0 DMG podem causar a miopatia diabética e MDG, as
quais lesam o musculo esquelético levando a atrofia decorrente da neuropatia
diabética ou por efeito direto sobre o metabolismo das células musculares pelo alto
teor de glicose e baixo de insulina (SUN, 2008). A insulina é fator fundamental na
manutencdo da proteina do musculo esquelético e a perda de massa muscular no
diabete decorre de danos nas vias de sinalizagdo intracelular envolvidos na

manutencdo e no equilibrio entre a degradacdo e a sintese da proteina nova que
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depende da fosforilacdo e da expressao de novas proteinas reguladoras especificas

(JELLINGER, 2009).

Além disso, durante a gestacdo algumas alteracdes no tecido conjuntivo
inerentes as alteracdes hormonais relacionadas ao hormdnio relaxina que ainda séao
pouco conhecidas no DMG (ALDABE et al., 2012) podem contribuir para a piora do
quadro de MDG, atrofia muscular e IU. Paralelamente, também existem alterac6es
musculares (D'SOUZA; AL-SAJEE; HAWKE, 2013) resultantes, direta e/ou
indiretamente dos niveis de CCL7 (proteina quimiotatica de mondcito 3), relaxina,
insulina, glicose, paratorménio (PTH), célcio (Ca), calcitonina e vitamina D (ASEMI,
KARAMALI; ESMAILLZADEH, 2014; KARAMALI et al., 2016). Estas alteracbes
funcionais, bioquimicas (relaxina, CCL7, insulina, glicose, PTH, Ca, calcitonina e
vitamina D) e estruturais no musculo esquelético diminuem a capacidade funcional e
acarretam fraqueza muscular; diminuicdo nas mitocéndrias e transformacfes nas
fiboras musculares (JIANG et al., 2013; RAMCHURN et al.,, 2009) piorando
drasticamente os efeitos da MDG. Na Figura 2 € possivel identificar o funcionamento

normal da contracdo das fibras musculares e dos musculos do assoalho pélvico.
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Figura 2. Detalhe para o relaxamento e contracao na fibra muscular (A e B, respectivamente) e nos
musculos do assoalho pélvico (C e D, respectivamente)

i

(Fonte: youtube.com - Muscle contraction detail Concept Cell Biology e pelvicrehabilitation.com).

E consenso na literatura que a MDG, atrofia muscular do assoalho pélvico e a
IU tem impacto negativo na qualidade de vida, afetando a vida sexual, higiene intima,
autoestima e atividades diarias (FARIA et al., 2015; MLADENOVIC-SEGEDI et al.,

2011).

1.2. Impacto da MDG e IU na qualidade de vida da mulher e salude
publica

De acordo com dados atuais do ministério da saude, a IU na mulher eleva os
custos em saude publica, uma vez que seu tratamento é pouco efetivo e ocorre
geralmente por meio de cirirgicas, isto acarreta grande namero de cirurgias eletivas
que sao realizadas para restaurar a continéncia urinaria nestas pacientes, que tem

pouca taxa de sucesso e muitas vezes necessitam de novas corre¢des cirurgicas.
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Sabe-se que a IU gera enorme custo ao sistema unico de saude (SUS), mas este
custo real ainda € subnotificado (ALVARENGA-MARTINS et al., 2017). Os gastos séo
elevados ndo apenas ao sistema Unico de saude, mas também para a propria paciente
e sua familia, se forem analisados os gastos médios com absorventes intimos, higiene

pessoal e higiene de roupas (ARAUJO, 2009).

As consequéncias no ambito fisico, psicologico, emocional e social devem ser
consideradas. Muitas mulheres tendem a deixar o mercado de trabalho por vergonha,
com a IU ha uma dificuldade em trabalhar e realizar as atividades diarias, impactando-
as psicologicamente com gatilhos, estresse, diminuicdo da autoestima, alteracfes de
humor e possivelmente depressdo (MAZUR-BIALY et al., 2020; PEREIRA et al.,
2019). As dificuldades nos relacionamentos também é relatada, devido a disfuncdes
sexuais que possam afetd-las (PREDA; MOREIRA, 2019). Estudos relataram que
pacientes diagnosticadas com DMG podem ter a vida sexual impactada
negativamente (NUNES et al., 2020). Ha relatos que a perda de urina pode ocorrer
com a penetracdo e estar relacionada a reducdo da ocorréncia de orgasmos, a
diminuicdo da frequéncia de atividade sexual; diminuicdo do desejo, da excitacdo e

lubrificacdo (BRUBAKER et al., 2009; PREDA; MOREIRA, 2019).

Atualmente, ndo existe medicamentos, terapias efetivas ou profilaxia da IU. O
tratamento primariamente recomendado para pacientes que apresentam a perda de
urina séo treinamentos pélvicos, entretanto muitas mulheres ndo sado capazes de
realizar as contracdes do assoalho pélvico instruidas pelo profissional (MAZUR-BIALY
et al., 2020), além disso, trata-se de um tratamento paliativo. A eletroestimulacdo é
outra ferramenta frequentemente utilizada, porém pacientes podem experimentar dor

e desconforto (MAZUR-BIALY et al., 2020), enquanto que as intervencdes cirurgicas
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aumentam o risco de complicacGes para a paciente e podem néao ser efetivas (HAN

et al., 2022).

Ainda, dados recentes, indicam que com a Pandemia do COVID-19, houve
reducdo dos tratamentos cirdrgicos ndo emergenciais, devido aos critérios adotadas
para cirurgias eletivas (JORGE et al.,, 2022), bem como queda no numero de
atendimentos e consultas, que, embora ainda ndo avaliado, pode impactar na saude

de pacientes (SILVA; MOROCO; CARNEIRO, 2021).

O dispositivo proposto abre precedentes para que intervencdes eficientes nao
sé para o tratamento, mas também para a profilaxia, oferecem a pacientes com
maiores riscos de desenvolver a IU, ou que ja foram diagnosticadas, a liberdade de
lidar com a IU em sua prOpria casa, sem a necessidade de depender da

disponibilidade de consultas.

O topico a seqguir elenca e detalha propostas de intervencdes e suas vantagens

e desvantagens no tratamento da IU.

1.3. Abordagens terapéuticas para regeneracdo muscular esquelética
Na gestacdo, h& grande limitacdo para pesquisa clinica com novos
medicamentos e terapias devido aos possiveis efeitos deletérios e riscos

teratogénicos sobre a mée e o concepto (MCKIEVER; FREY; COSTANTINE, 2020).

Atualmente, as propostas de tratamento para a regeneracdo muscular incluem
intervencdes cirdrgicas com enxerto autdlogo, fisioterapia e utilizacdo de andaimes
(scaffolds) biolégicos (LIU et al., 2018). Intervencdes cirdrgicas séo indicadas para
casos com perdas consideraveis de musculatura e danos severos, sendo realizado o

transplante de enxerto saudavel. Entretanto, ainda que o masculo seja funcional, pode
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haver resultados indesejados, tais como morbidade e inervacao inadequada (LIU et

al., 2018; NGAN et al., 2018).

A fisioterapia € uma intervencdo paliativa ndo invasiva indicada para
reabilitacdo em caso de ferimentos ou para tratamento de perda crbnica de
musculatura. Embora traga inUmeros beneficios como a modulacdo da resposta
imune e liberacéo de fatores que promovam a vascularizagéo e recuperacao do tecido,
o tratamento € menos eficaz em regides com perda consideravel de volume muscular

(LIU et al., 2018).

Atualmente, o campo da medicina regenerativa tem devotado seus esfor¢os na
regeneracdo tecidual, incluindo o musculo esquelético, por meio de andaimes
biol6gicos associados a proteinas da matriz extracelular, metodologia que demonstra
grande potencial terapéutico para reconstrucao e regeneracao tecidual, promovendo
o reparo da musculatura esquelética. Estes andaimes fornecem estrutura bioquimica
que facilita a remodelacdo do tecido pelo estimulo da proliferacdo celular e
reorganizacdo da citoarquitetura tecidual (COSTA et al.,, 2017). Entretanto, esta
metodologia pode causar respostas imunes e riscos potenciais de infeccao

(BILODEAU et al., 2020; LIU et al., 2018).

Outras estratégias envolvendo engenharia de tecidos e andaimes contendo
CTM (Células-tronco mesenquimais) estao atualmente sendo investigadas (DUNN et
al., 2019; QIU et al.,, 2018). As CTM sé&o celulas multipotentes capazes de se
diferenciarem em linhagens celulares adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas
sob a influéncia de variados fatores biolégicos (DOMINICI et al., 2006) e que
contribuem para a regeneracao tecidual e recuperacdo funcional em condi¢des
clinicas (BEHNKE et al., 2020). A aplicacéo de engenharia de tecidos e de andaimes

tém finalidade de superar os desafios da terapia com CTM, tornando-a mais segura e
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efetiva. As recentes descobertas e o avanco cientifico tecnolégico no desenvolvimento
de novos materiais, bem como o maior conhecimento dos processos biologicos, tem

contribuido enormemente para o desenvolvimento de novas estratégicas terapéuticas.

Terapias com CTM estdo entre as mais novas estratégias de investigacao para
o tratamento e prevencao da IU-EG, podendo-se citar o dispositivo a partir de LN
desenvolvido por Floriano et al. (2019). No entanto, 0s mecanismos subjacentes a
migracdo das CTM nao estao totalmente claros. Os receptores de quimiocinas, seus
ligantes e moléculas de adesdo desempenham papel importante no recrutamento (ou
homing) especifico dos leucécitos no tecido e também foram implicados no trafico de
precursores hematopoiéticos para dentro e através do tecido. Varios estudos
relataram a expresséao funcional de varios receptores de quimiocinas e moléculas de
adesdo em células-tronco humanas. O aproveitamento do potencial migratorio das
células-tronco por meio da modulacdo de suas interacbes entre receptores de
guimiocinas pode ser maneira poderosa de aumentar sua capacidade de corrigir
distarbios dos tecidos mesenquimais ou facilitar o reparo tecidual (LI et al., 2017,
ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015). Além disso, CTM expandidas ex vivo tém sido
pedra angular de bioterapéuticos e tém atraido cada vez mais atengcdo para o

tratamento de doencgas intrataveis, além de melhorar a regeneracao dos tecidos.

Todavia, a utilizacdo de materiais celulares exdgenos para desenvolver
tratamentos restauradores para grande numero de pacientes tornou-se grande
preocupacdo, tanto por motivos econdmicos, quanto de seguranca (PATH et al.,
2019). Algumas limitagbes destacam-se, tais como: a migragéo de células-tronco para
diferentes locais da regido especifica a ser tratada; tratamentos por meio de infusao
venosa de CTM permitem que apenas pequenas quantidades de células atinjam a

regiao a ser tratada (CHAMBERLAIN et al., 2007; ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015);
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a reducdo da capacidade regenerativa das células cultivadas foi observada, assim

como reagdes imunes (DUNN et al., 2019) e riscos tumorigénicos (PATH et al., 2019).

Estudos demostraram que metodologias para estimulacdo da angiogénese,
fenbmeno importante no processo de regeneracdo e reparo tecidual, tem sido

ferramenta chave para terapias eficientes (Floriano et al., 2022).

A administracdo artificial de quimiocinas especificas como sinais
sistemicamente ou no local da lesao, tipicamente usando biomateriais, € estratégia de
ponta que potencializa o direcionamento de CTM e recria microambiente anti-
inflamatério e imunomodulador para melhorar o homing celular levando a regeneracao

tecidual in situ, tornando este tipo de terapia mais segura (LI et al., 2017).

Desta forma, com base em fatores de grande importancia, a migracdo das CTM
para os musculos do assoalho pélvico (MAP) logo apds o parto, a qual é mediada por
fatores endégenos, como a concentracdo de CCL7 induzida por lesdo muscular
causada por distensao vaginal (HO; BHATIA, 2012), permitem o vislumbre de uma
nova abordagem arrojada para a terapia da MDG. Além disso, alguns estudos ja
demonstraram que a infusdo intravenosa de CTM em ratos foi associada a
recuperacao funcional acelerada da perda de resisténcia uretral (DISSARANAN et al.,
2014; RAMOS-CABRER et al., 2010), sugerindo que a promoc¢do da mobilizacao
dessas células pode ter efeito positivo na recuperacao da IU. Verificou-se que a
migracao de células-tronco enddgenas em ratos também facilita a reparacéo tecidual

da distenséo vaginal (LENIS et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa identificou que algumas mulheres apresentam
decréscimo na expressao da proteina quimiotatica de monécito 3, também chamada

de CCL7 ou ligante de quimiocina 7. A CCL7 é importante quimiocina envolvida no
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recrutamento de células-tronco para os MAP logo apés a lesdo de distensao pos-
parto, e este decréscimo foi importante fator associado ao pior progndéstico na U
(HIJAZ et al., 2013; PICULO et al., 2014). A Figura 3 ilustra didaticamente o impacto

desse decréscimo das concentracdes de CCLY7.

Figura 3. Diagrama ilustrativo do impacto do decréscimo da CCL7 no pior prognéstico na Ul

Pacientes DMG IU-EG

ll coL? ) Pior p:;gluostico
? f\>

ﬁ/ HIJAZ et al. (2012)
) PICULO et al. (2014)

CCL7 Homing
R\ ) especifico
E%s

| @s®

Parto

Distensao
VELIE]

HO; BHATIA (2012)

Ll etal (2017)
regeneragao
tecidual in situ

Fonte: ilustracdo elaborada pelo autor a partir de estudos de HIJAZ et al. (2012) e PICULO et al.

(2014).

Portanto, a liberacdo sustentada da quimiocina CCL7 fornece grande
perspectiva para o posicionamento homogéneo de células-tronco endogenas e
melhora na resposta a terapia com CTM exdgenas na regeneracdo muscular do
assoalho pélvico (RIVERA-DELGADO et al., 2016). Os polimeros naturais podem

fornecer alternativas vantajosas para a entrega de quimiocinas e outros agentes
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terapéuticos localmente na musculatura do assoalho pélvico das mulheres acometidas
pela IU, principalmente os polimeros biocompativeis e que apresentem porosidade,

importante fator para a liberacéo de drogas.

1.4. Os Polimeros e Biocompatibilidade

Polimeros — do grego “poly” (muitos) e “mero” (partes ou unidades) — sao
macromoléculas compostas pela repeticdo de unidades estruturais menores
usualmente chamadas monémeros. Essas unidades monoméricas se ligam entre si
por meio de ligacdes quimicas covalentes, formando uma cadeia longa e continua.

(CALLISTER; RETHWISCH, 2018; OLATUNJI, 2016).

O processo de ligacado dos monémeros é chamado de polimerizacao. A ligacéao
quimica entre os mondmeros em um polimero é chamada de ligacdo covalente,
formando uma interacdo forte e estavel entre pares de elétrons de atomos. Por se
tratarem de macromoléculas com alta massa molecular, ocorre na polimerizacdo a
formacao de cadeias com distribuicdo de tamanhos diferentes, assim, normalmente,

uma média para a massa molecular é especificada (CALLISTER; RETHWISCH,

2018).

Os polimeros sédo materiais extremamente versaveis que podem ser utilizados
na industria cosmeética ou farmacéutica em sistemas de entrega de drogas, devido a
suas caracteristicas fisico quimicas, tais como massa molecular, cristalinidade,
polidisperséo, propriedades térmicas e propriedades mecanicas. Por serem altamente
estudados, podem ser atrativos para o desenvolvimento de biomateriais

biocompativeis (PORTO, 2012).

Os biomateriais sdo aqueles que apresentam uma interagdo adequada com os

sistemas bioldgicos, como células, tecidos e 6rgdos, sem causar efeitos adversos
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significativos. Esses materiais sdo amplamente utilizados na area médica e biomédica
devido a sua capacidade de serem compativeis com o corpo humano e de

desempenharem funcdes especificas no contexto bioldgico (RATNER et al., 2012).

A definicdo do termo biocompatibilidade é amplamente discutida. Os aspectos
gue tornam um material biocompativel podem incluir: sua ndo-toxicidade, ou seja, eles
devem ser ndo téxicos e ndo causar reacfes imunolégicas adversas quando em
contato com o tecido vivo; ser ndo-carcinogénico; ser estavel e ser possivel o controle
de sua degradacdo, permitindo uma resposta biolégica controlada; ter propriedades
mecanicas adequadas para suportar as demandas fisicas do ambiente bioldgico.

(PAPPALARDO; MATHISEN; FINNE-WISTRAND, 2019)

Antigamente, acreditava-se que um material biocompativel precisava ser
quimicamente ndo-reativo, ou seja, ndo deveria haver reacbes quimicas entre o
material e o tecido alvo, entretanto, esta defini¢cdo foi redefinida, uma vez que podem
haver interagdes entre a interface biomaterial-tecido, tais como no caso dos implantes
e outros dispositivos médicos. Esse conhecimento expandiu as definicbes de
biocompatibilidade, hoje o termo é definido como a capacidade de um material realizar
sua funcdo desejada, induzindo uma resposta apropriada para uma aplicacao
especifica  (WILLIAMS, 1987), sem que haja riscos de toxicidade, rejeicdo

imunoldgica ou efeitos indesejaveis (GHASEMI-MOBARAKEH et al., 2019).

Os polimeros biocompativeis séo utilizados em uma variedade de aplicacdes
biomédicas, tais como implantes médicos, dispositivos de liberacdo controlada de
medicamentos, suturas, revestimentos de préteses, biomateriais para engenharia de
tecidos, entre outros. Esses materiais podem ser projetados e modificados para se
adequarem as necessidades especificas de cada aplicacéo, permitindo uma interacao

otimizada com os tecidos e células do organismo (ARIF et al., 2019).
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A pesquisa e o desenvolvimento continuos nessa area tém levado ao avanco
de novos polimeros biocompativeis com propriedades aprimoradas, como maior
controle da biodegradacdo dos polimeros, capacidade de resposta a estimulos
especificos ou habilidade de promover a regeneracdo tecidual. Esses avancos
contribuem para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras, além de

melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Nesse sentido, o Latex Natural (LN) surge como um polimero natural
biocompativel e com excelentes propriedades que estimulam a reparacao tecidual e
formacdo de novos vasos. Possuindo ainda a vantagem de ser utilizada como matriz

para a incorporacao de drogas (GUERRA et al., 2021).

1.5. O Latex Natural: extracdo, composicdo e coagulacao

O LN é a seiva leitosa extraida da arvore conhecida popularmente como
Seringueira (Hevea brasiliensis), natural da regido da bacia Amazonica. A extragéo do
LN, processo chamado de sangria, ocorre por meio de um corte (Figura 4A) realizada
em seu tronco no qual se encontram os vasos laticiferos e coletado em recipientes

(Figura 4B) nas primeiras horas da manhd (MORAWETZ, 2000).

Para o processo de sangria, os cortes (Figura 5A) ao redor do tronco devem
ser realizados com profundidade de 1 cm (GUERRA et al., 2021). Quando
centrifugado, sua primeira fase é constituida de particulas de borracha natural com
coloracdo esbranquicada, sua segunda fase compreende substancias sollveis
advindas do citoplasma das células vegetais, chamadas de Soro C e sua ultima fase
constitui-se de substancias lutdides e compressos Frey-Wyssling (Figura 5B). A
cadeia polimérica € formada por milhares de unidades poli(cis-1,4-isopreno), duas
unidades de trans-1,4-isopreno e dois grupos terminais de cadeias a e w (Figura 5C).

O material extraido consiste em mistura de particulas de borracha coloidal estabilizada
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por fina camada de fosfolipidios e proteinas, com composicao de 40-45% de borracha
(poli-cis-1,4-isopreno), 4-5% de constituintes tais como proteinas, lipidios,
carboidratos e agucar e 50% de agua (Figura 5D) (GUERRA et al., 2021; AGOSTINI,

2009).

As particulas de borracha possuem um padréo de distribuicdo de diametros
com dois modos distintos. Elas podem ser classificadas de acordo com o tamanho em
duas categorias: particulas pequenas de borracha (SRP) com um tamanho médio de
10 a 250 nm, e particulas grandes de borracha (LRP) com um tamanho médio de 250

a 3000 nm (RAFAL KEDZIA et al., 2023).

Figura 4. Foto da Seringueira (Hevea brasiliensis) com os cortes em seu tronco e recipiente de coleta

Fonte: Imagens de Rungthip J. (esquerda) e Nguyen Si (direita) por Pixabay.
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Figura 5. Extracdo do LN e composicao da particula da borracha natural; (A) representa o corte
realizado no cértex da seringueira para a coleta do LN; (B) traz as fases apés processo de
centrifugacéo do material pos-extragdo com trés fases distintas do LN (particulas de borracha
(rubber patrticles), c-serum e b-serum; (C) representa a formula estrutural do poli-cis-1,4-isopreno
com as extremidades terminais e (D) representa a particula de borracha da fase menos densa
composta de proteinas, fosfolipideos e o poli-cis-1,4-isopreno
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W terminal CH,1—CH, CH,
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Fonte: Guerra et al. (2021).

A coagulacdo é um processo natural do LN que dificulta seu processamento e
utilizacdo. Para evitar isso, uma das estratégias é a adi¢do de aditivos quimicos, sendo
a amonia a mais utilizada, assim a amonia possui um papel fundamental na prevencao
da coagulacédo do LN. Quando adicionada ao LN, ela atua como um agente biocida,
agindo também como um alcalinizante, aumentando a carga negativa nas particulas
de borracha, o que contribui para a estabilidade da suspenséo coloidal, impedindo a
coagulacdo prematura das particulas de borracha. (NG; OTHMAN; YUSOF, 2022;
RAFAL KEDZIA et al.,, 2023). A amonia também possui propriedades tampao,
regulando o pH do LN e neutralizando &cidos livres que possam se formar durante o
processo. Além disso, ela reduz a viscosidade do LN, tornando-o mais fluido e
facilitando seu manuseio em diversas aplicagdes industriais(RAFAL KEDZIA et al.,

2023).
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O LN demonstrou excelentes caracteristicas para sua selecdo como material a
ser adotado dentro deste estudo. Dentre suas vantagens, destaca-se a sua
capacidade de estimular a angiogénese (FLORIANO et al., 2014; HERCULANO et al.,
2009), estabilidade e flexibilidade, baixo custo, abundancia (ERENO et al., 2010;
FERREIRA et al., 2009; FLORIANO et al., 2014), sustentabilidade por ser proveniente
de fonte renovavel (SILVA et al., 2021), resisténcia a tracdo, elasticidade e
adesividade (SIMCHAREON et al., 2012), permeabilidade (SIVASANKARAPILLAI et
al., 2021), facilidade em producdo em larga escala e estudos que demonstram sua
capacidade de realizar a entrega de farmacos de forma sustentada (FLORIANO et al.,

2018).

1.6. Dispositivos Bioldégicos para Regeneracdo Muscular

O potencial das membranas LN usadas como sistema de liberac&o de drogas
tem sido demonstrado em alguns estudos, como na liberacdo de peptideos de
interesse farmacologico em estudo usando ocitocina, diclofenaco e cetoprofeno em
sistema de liberacéo transdérmica de drogas (BARROS et al., 2015; BARROS et al.,
2016; Floriano et al., 2018). Ainda, o LN tem se mostrado uma excelente matriz sélida
para a incorporacdo de componentes terapéuticos com o intuito de obter uma
liberacdo sustentada e no local da injuria (GUERRA et al., 2021).

O desenvolvimento de Sistema Vaginal de Liberagdo Transmucosa de
Farmacos (SVLTF) tem se intensificado, e o foco tem sido no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo que proporcionam terapéutica de longo prazo que mantém
concentracdo adequada de medicamentos (ROSSI et al.,, 2012). O SVLTF oferece
vantagens distintas para o fornecimento sistémico e local de medicamentos. Essas
vantagens incluem possivel desvio do metabolismo de primeira passagem, evitando

distarbios gastrintestinais, grande area de superficie de contato, rico suprimento
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sanguineo, permeabilidade relativamente alta a muitos farmacos e auto insercao,
tornando a mucosa vaginal local potencial para administracéo local e sistémica de

medicamentos (KUMAR ROY; PRABHAKAR, 2010).

Recentemente, os biopolimeros tém sido muito utilizados na fabricacdo de
sistemas de liberacdo de farmacos transmucosos, devido a sua excelente
biocompatibilidade e caracteristicas fisico-quimicas (DEEPAK; GOYAL; RATH, 2018;
GOYCOOLEA et al., 2009). Particularmente, o LN é excelente candidato para a
producao de dispositivos bioldgicos, ndo s6 por sua biocompatibilidade e bioatividade,
mas também por sua flexibilidade, estabilidade mecanica, porosidade superficial e
permeabilidade, além de baixo custo e abundéancia (ERENO et al., 2010; FERREIRA

et al., 2009; FLORIANO et al., 2014).

Sua bioatividade € devido a presenca de proteinas pré-angiogénicas na parte
liguida do LN. Essas proteinas s&o liberadas de maneira controlada devido as
estruturas formadas pelo poli-cis-1,4-isopreno ap6s o processo de polimerizacao.
Essa liberacdo sustentada das proteinas é crucial para o potencial pro-angiogénico
do LN, o que o torna uma excelente opcao para o desenvolvimento de sistemas de

entrega de farmacos eficientes (FLORIANO et al., 2022).

Floriano et al. (2014) conduziu estudos de biocompatibilidade em conformidade
com as normas éticas e sanitarias vigentes, 0s quais confirmaram a seguranca do uso

do LN de diferentes clones produzidos no Brasil como biomaterial.

Um biodispositivo desenvolvido dentro do Projeto Tematico DIAMATER
(Processo Fapesp: 2016/01743-5) para a regeneracdo do musculo esquelético foi
recentemente proposto para mulheres com DMG (patente numero BR 102020

0055364)(FLORIANO et al.,, 2019). O biodispositivo foi projetado utilizando uma
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membrana porosa de LN com CTM, o qual foi testada em modelo experimental de
MDG (Figura 6) e apresentou resultados preliminares satisfatorios e positivos quanto
a neovascularizacéo e resposta pro-inflamatoria, exibindo espessamento do masculo
esquelético do MRA de ratos com MDG em comparacdo com ratos nao-MDG, além

da recuperacéao da funcionalidade contratil muscular.

Desta forma, consideramos o LN material ideal para ser utilizado como sistema
de liberacdo sustentado de bioativos, como a proteina CCL7, em tratamento inédito
para a regeneracdo dos MAP, e que podera promover a recuperacdo da IU-EG. O
dispositivo desenvolvido dentro do Grupo Temaético Diamater trouxe grandes
perspectivas com relacdo a esse modelo de intervencéo clinica, trazendo grandes
resultados benéficos, mas que podem ter seus efeitos melhorados com o uso de novas
ferramentas como a nanotecnologia e engenharia de materiais. Esta nova terapia

sera ainda de baixissimo custo, de aplicacdo confortavel e ndo invasiva.

Figura 6. Modelo ilustrativo de dispositivo biolégico baseado em LN com CTM implantado no muisculo
reto abdominal de rato
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Fonte: (Floriano et al.,2022).
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1.7. Sistemas de Entrega de Drogas

Os sistemas de entrega de drogas se referem a abordagens e tecnologias com
o0 intuito de transportar agentes terapéuticos no organismo de forma segura e eficiente
para atingir os efeitos desejados (LIU et al., 2016). Isso envolve o desenvolvimento e
a implementacdo de sistemas que controlam a liberacdo, distribuicdo e

direcionamento de drogas para alcancar resultados terapéuticos ideais.

Os sistemas convencionais podem apresentar efeitos sistémicos adversos por
conta de sua biodistribuicdo ndo-especifica e ndo controlada do farmaco, além disso,
a eliminacao do farmaco pode ocorrer de uma forma rapida e a dose pode nao ser
adequadamente mantida dentro da janela terapéutica (ADEPU; RAMAKRISHNA,

2021).

Os sistemas de liberagdo controlada de drogas referem-se a tecnologias que
oferecem controle sobre a liberagdo de drogas no corpo, permitindo controlar a
concentracdo da droga na area alvo e manter o nivel adequados da droga no
organismo (SIEPMANN; SIEPMANN, 2012), trazendo maior eficiéncia na terapia,
reducdo da frequéncia de administracdo de doses (LIU et al., 2016) e reducéo de
efeitos tOxicos ou colaterais, os quais sdo decorrentes de uma biodistribuicdo

inespecifica (LIU et al., 2016; PARK, 2014).

Existem diversos modelos de cinética de liberagcdo de farmacos. A Figura 7
ilustra diferentes formas de liberacdo. comparativamente com o modelo de liberacéo

convencional e liberacdes rapida (também referido como burst release, no inglés).

As definigOes para os sistemas de liberagéo sustentada e controlada podem se
confundir na literatura. A liberagcdo sustentada (linha azul, na Figura 7) foi definida

como um sistema projetado para alcancar uma liberagcéo lenta de um medicamento
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ao longo de um periodo estendido apds a administracdo de uma Unica dose (ADEPU;
RAMAKRISHNA, 2021). A necessidade de desenvolver sistemas de liberagcéao
sustentada baseia-se na prolongacao da duracéo do efeito do medicamento, reducéo
da frequéncia de dosagem; minimizacéo das flutuacdes no nivel do medicamento no

plasma e reducéo de efeitos adversos (JAIN, 2020).

A liberacédo controlada (linha preta, na Figura 7) envolve a regulacéo da entrega
de um farmaco, geralmente por meio de um dispositivo. Esse controle visa fornecer o
medicamento em uma taxa especifica por um periodo determinado, independente das
condicBes locais. Os prazos de entrega sdo geralmente muito mais longos em
comparacdo com a liberacdo sustentada, variando de dias a anos. A liberacao
controlada também pode incluir métodos para direcionar a droga para um local
especifico de acdo. Os termos "sistemas de entrega especificos" e "direcionados ao

local" séo usados para descrever esse tipo de controle (JAIN, 2020).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos envolve pesquisa
interdisciplinar, combinando conhecimentos de areas como farmacologia, quimica,

ciéncia dos materiais, engenharia e nanotecnologia.

Figura 7. Diferentes tipos de perfis de liberagéo in vivo de droga

\

Liberagdo convencional
== | iberacdo rapida
e | iheragdo controlada
=== | iberacdo sustentada
Liberacdo retardada

Fonte: adaptado de Boostani (2020) e Guerra et al. (2021).
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Embora as caracteristicas fisico-quimicas do LN permitam a liberacédo
sustentada de farmaco adequada, esta liberagdo ndo é totalmente controlada.
Sabemos que a cinética de liberacdo de farmaco, utilizando o LN como matriz
polimérica, segue o padrdo de liberacdo rapida ou de rajada nas primeiras horas
(Figura 7, linha vermelha), seguida de liberagcdo mais lenta. A liberacéo rapida nas
primeiras horas é devida a aos aglomerados de farmaco que se formam na superficie
da membrana de LN. Posteriormente, devido ao processo de absorcdo de agua, o
farmaco mais interno ao bulk (interior) da membrana € liberado por meio de processos
de difusdo e por meio de fraturas ou defeitos na superficie da membrana de LN

(FLORIANO et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que a liberacdo rapida inicial pode provocar o
esgotamento do farmaco contido no dispositivo, entretanto pode ser utilizada em
alguns casos como parte do tratamento para um rapido efeito e tratamento inicial,
seguindo da liberacdo sustentada (Figura 7, linha azul) com promoc¢éo gradual da
recuperacao/regeneracdo (CAM et al., 2020). Sendo interessante ainda a reducao da
liberacdo rapida e mais recomendado a utilizacdo de intervencdes com liberacéo
sustentada ou controlada (Figura 7, linha preta) ou retardada (Figura 7, linha verde)

(BOOSTANI; JAFARI, 2020).

Matrizes de polimero hidrofilico sdo amplamente utilizadas para formular uma
forma de liberacdo sustentada (RATNAPARKHI; GUPTA JYOTI, 2013), devido ao
impacto de sua morfologia e flexibilidade no perfil de liberacdo de drogas
(KORSMEYER; PEPPAS, 1981), custo-eficacia e ampla aceitacéo regulatoria (PATEL
etal., 2011). Os métodos de entrega de droga evoluiram continuadamente, bem como
suas formulagdes, sendo reportado a utilizacdo de novos transportadores de drogas

tais como carreadores poliméricos, colageno, microesferas, métodos baseados em
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nanobiotecnologia (incluindo nanoparticulas como lipossomas, nanoparticulas soélidas
lipidicas, micro e nano-emul¢des, micro e nanocapsulas), sistemas direcionados a

anticorpos: anticorpos radiomarcados (JAIN, 2020), entre outros.

O LN demonstra grande potencial para a construcdo de sistemas de entrega
sustentada conforme discutido nos topicos anteriores, entretanto é necessaria sua
otimizacdo para maior controle de entrega a fim de evitar a liberacdo rapida nas
primeiras horas conforme observado nos trabalhos de Floriano et al. (2018). O uso de
nanotecnologia para a encapsulacdo de drogas pode trazer uma perspectiva segura

e eficaz para o melhoramento das caracteristicas do LN.

1.8. Nanotecnologia

Biomateriais nanocompdsitos ou bio-nanocompoésitos oferecem versatilidade,
por apresentarem propriedades especificas devido ao melhor controle das interagfes
entre nanoparticulas e polimeros (HULE; POCHAN, 2007). Os biomateriais
nanocompoésitos poliméricos possuem propriedades mecanicas superiores quando
comparados com biomateriais macro e microcomposto (WINEY; VAIA, 2007). Muitos
pesquisadores demonstraram que pequenas quantidades de nanoparticulas
adicionadas a polimeros podem alterar drasticamente as propriedades fisicas do bio-
nanocompaosito resultante, por este motivo o uso de nanotecnologia sera empregado
para modificarmos a cinética de liberagdo do LN, a fim de obtermos maior controle da
liberacdo da droga, otimizando a cinética de liberacdo do LN (PAUL; ROBESON,

2008).

Além disso, varias combinacdes de nanoparticulas e matrizes poliméricas
podem ser utilizadas para projetar combinacdes de propriedades anteriormente

inatingiveis e pode-se escolher entre as diferentes nanoparticulas, dependendo das
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propriedades que precisam ser melhoradas (GAHARWAR; SCHEXNAILDER,;

SCHMIDT, 2012).

Estes aspectos importantes do emprego de nanotecnologia ha modificacao da
matriz polimérica justificam o uso de nanoparticulas para construir este inovador
dispositivo de entrega de droga com maior controle de liberacdo. Nesse sentido, a
nanoencapsulacdo tem como importante papel o fornecimento de uma alternativa
potencial para se obter um dispositivo com liberacdo sustentada de droga. Essa
otimizacao pode ser realizada por meio do uso de lipossomas, nanocarreadores de
drogas sdo-téxicos amplamente utilizados na industria farmacéutica e cosmética

(MAJA; ZELJKO; MATEJA, 2020).

1.9. Lipossomas

Lipossomas séo pequenas vesiculas esféricas compostas por camadas de
fosfolipidios que cercam um nudcleo aquoso. Podem ser formados por componentes
nao-toxicos, e que se degradam naturalmente, tornando-se uma poderosa ferramenta
para a entrega de diversos farmacos. Os lipossomas tém a capacidade de melhorar a
eficacia terapéutica dos medicamentos, estabilizando os compostos, facilitando sua
absorcdo pelas células e tecidos, e aumentando sua distribuicdo nos locais-alvo
dentro do corpo, ao mesmo tempo em que reduzem a toxicidade geral do tratamento

(GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021).

Os lipossomas podendo apresentar tamanhos variados, de 10nm a 2,5um, com
valores restritos de 50nm a 450nm para aplicacdo em sistemas de entrega de drogas.
Embora a escala nanométrica seja considerada dentro das dimensdes entre O a
100nm, neste trabalho trazemos a palavra nanoparticula associada também em

ocorréncias de tamanhos até 1000nm.
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A composicao dos lipossomas traz principalmente fosfolipidios, uma classe de
lipidio semelhante aos triglicerideos, com uma cabeca polar (regido hidrofilica) e duas
cadeias carbonicas (regido hidrofobicas) (Figura 8B) que déo aos fosfolipidios uma
propriedade anfétera (ROMMASI; ESFANDIARI, 2021), possibilitando a encapsulacao

de farmacos hidrofébicos (Figura 8C) ou hidrofilicos (Figura 8D).

Figura 8. A estrutura do fosfolipidio e de lipossomas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Um dos fosfolipidios mais comumente usados para a producao de lipossomas
é a fosfatidilcolina, também conhecida genericamente como lecitina. A fosfatidilcolina
€ uma mistura natural de diglicerideos dos acidos estearico, palmitico e oleico, ligados
ao éster de colina do acido fosforico. A fosfatidilcolina de soja hidrogenada (Figura 8A)
€ o produto da hidrogenacéo controlada da lecitina e apresenta uma estrutura mais
estavel que a fosfaditilcolina sintética. Bicamadas desses fosfolipidios em agua podem
formar lipossomas, uma estrutura esférica em que as cadeias acil estdo no interior e
nao expostas a fase aquosa. A fosfaditilcolina e a fosfaditilcolina hidrogenada séo
usadas em um grande numero de formulacdes cosmeéticas como agentes

condicionantes da pele e agentes emulsificantes-surfactantes. Quando utilizada a
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fosfatidilcolina de soja hidrogenada, os lipossomas apresentam uma excelente
biocompatibilidade. Além disso, esses lipossomas podem apresentar biodegradacéo

completa, ndo-toxicidade e imunogenicidade minima (LI et al., 2018),

Embora sejam uma ferramenta que funcione bem para sistemas de entrega de
drogas, apresentam alta sensibilidade em sua estrutura e susceptibilidade ao estresse
do ambiente (tais como temperatura, luz e umidade relativa do ar). Para superar esta
dificuldade, e melhorar o desempenho dos lipossomas, ha estratégias de uso de
componentes para aumentar a estabilidade e funcéo, tais como a adicdo de proteinas,
surfactantes (CHENG et al., 2019; WANG; GRAINGER, 2019), e biopolimeros, como
o Alcool Polivinilico (PVA), que apresenta uma estrutura semicristalina biodegradavel,
biocompativel e ndo téxica, com resultados promissores em pesquisas clinicas

(RIVERA-HERNANDEZ et al., 2021).

Para aumento da estabilidade e melhor controle da liberacdo de farmaco,
matrizes de LN combinadas com nanoparticulas tém sido amplamente investigadas
para aplicacdo em Sistemas de Entrega de Drogas (BORGES et al., 2022; GUIDELLI
et al., 2013), podendo ser uma potencial ferramenta para se evitar a liberacao rapida
nas primeiras horas da administracao e consequentemente se obter maior controle de
liberacdo, o qual no futuro poderd ser utilizado na construcdo de dispositivos

inteligentes com liberag&o controlada por estimulos organicos ou estimulos externos.

Estudos apontam que nanocarreadores, tais como lipossomas, nanoparticulas
de 6xido de ferro, nanoparticulas de ouro, entre outros, possuem grande potencial
para medicina regenerativa atuando na liberacéo intracelular de pequenas moléculas,
bem como, de macromoléculas como acidos nucléicos, peptideos ou proteinas que
sao instaveis em condicOes fisiologicas e geralmente incapazes de atravessarem

membranas celulares (ADEREM; UNDERHILL, 1999; HILLAIREAU; COUVREUR,
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2009; HSIEH, 1994; TYAGI; SANTOS, 2018; WANG; GRAINGER, 2019). Diversos
estudos demonstraram que os lipossomas funcionam muito bem como sistema de
entrega de droga, além de oferecerem protecdo contra a degradacao para a droga
que sera liberada, sendo ainda de facil fabricacdo em larga escala e passivel de
esterilizacdo por radiacdo esterilizante ou filtracdo por meio de membranas de

0,22micras.

1.10. Distribuicdo transmucosa medicamentos

A membrana mucosa reveste todas as passagens e orificios internos do corpo,
permitindo a introducdo de drogas em varias areas anatbmicas (JAIN, 2020). A
distribuicdo transmucosa de drogas é uma das rotas de distribuicdo de medicamentos
nao invasivas mais antigas, considerando que lo¢c6es e misturas medicinais sao
usadas topicamente ha milénios. Essa forma de entrega de drogas continua sendo
uma das opcdes mais pesquisadas e amplamente utilizadas devido a sua natureza
nao invasiva, auséncia de degradacdo enzimética e facil acessibilidade (RAHAMIM,;

AZAGURY, 2021).

O transporte de substancias através das membranas mucosas ocorre por meio
de difusdo passiva. No estado de equilibrio, a quantidade de uma substancia que
atravessa o0 tecido por unidade de tempo € constante, e os coeficientes de
permeabilidade ndo sdo afetados pela concentracdo das solucdes ou pela direcéo da

transferéncia de substancias néo eletrélitas (JAIN, 2020).

Os dispositivos mucoadesivos de liberacdo controlada podem melhorar a
eficacia da administracdo transmucosa de um medicamento, mantendo-o
concentracdo dentro da janela terapéutica, inibindo a diluicdo da droga nos fluidos
corporais e permitindo o direcionamento e localizacdo de um farmaco em um local

especifico.
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A mucosa vaginal difere em alguns aspectos das demais mucosas dos
organismos, principalmente por conta das alteragbes hormonais durante a
menstruacdo, menopausa ou gestacdo, que podem alterar espessura do tecido
uterino. Geralmente, os farmacos séo entregues a esse tecido pela rota transvaginal.
Além disso, ha barreiras anatdmicas e fisiologicas que sistemas de entrega de drogas
podem encontrar, tais como o epitélio, enzimas, a microbiota, horménios, suprimento

sanguineo e fluidos com composicdo complexa (PATEL et al., 2021).

O uso dos sistemas de entregas de drogas via transvaginal oferece grande
vantagem ao evitar o metabolismo de primeira passagem e diminuir a frequéncia da
administracdo. Além disso, o potencial terapéutico pode ser ampliado com o uso de
lipossomas aliados a andaimes biologicos (ZYLBERBERG; MATOSEVIC, 2017),

como o LN.

Como exposto anteriormente, ao abordar o impacto da IU na qualidade de vida
da mulher e as intervenc¢des disponiveis atualmente — que sédo poucas e ineficazes —
o uso de dispositivo simples e de insercao pela propria paciente pode trazer inimeras
melhoras no tratamento e, consequentemente, na sadude e autoestima da mulher. E
interessante destacar que a aceitabilidade e o valor do dispositivo é um fator

importante a ser considerado, bem como seu custo desde a pesquisa até producao.

1.11. Aspectos Econdmicos

O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos &
uma jornada complexa e cara, que pode levar muitos anos desde a descoberta inicial
até a aprovacao final do medicamento pelas autoridades reguladoras. Os custos
envolvidos nesse processo sao um dos principais fatores que influenciam o preco final

dos medicamentos no mercado.
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O acesso a tratamentos envolvendo nanotecnologia pode ser limitado por seus
alto custos e o mercado de nanomedicamentos é reconhecido como um mercado de
alto risco, mas também de alto retorno, e experimenta na atualidade um grande

crescimento (SHAH et al., 2020).

A transicdo entre o desenvolvimento das formulacdes até o paciente € um
grande desafio a producdo em larga escala de nanomedicamentos. A escassez de
formulacbes e tratamentos (WILKINSON et al., 2018) é também um cenario
preocupante e que precisa ser colocado em consideracdo no desenvolvimento de uma

nova tecnologia.

O preco representa um grande obstaculo para as empresas produtoras de
nanoterapéuticos. Os nanomedicamentos sao significativamente mais caros de

fabricar do que os medicamentos convencionais (BOSETTI, 2015).

E necessario, portanto, uma alocacéo eficiente dos recursos na area da satde
para controlar o aumento dos gastos (BOSETTI; JONES, 2019) e compreender as

barreiras atuais e demandas futuras (ZHANG et al., 2020).

A nanomedicina oferece promessas significativas no campo da saude, mas
enfrenta desafios econbmicos que precisam ser superados para tornar suas
inovacgdes acessiveis e eficazes em beneficio da sociedade como um todo. Como uma
area interdisciplinar, onde a nanociéncia, engenharia e tecnologia tém uma especial
interacAo com as ciéncias naturais e medicina, a seguranca, eficacia e
regulamentacdes devem ser consideradas (PELAZ et al., 2017) para que novos
medicamentos, dispositivos e outras aplicagdes possam melhorar a vida de pacientes

de forma eficaz.
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A utilizacdo de materiais acessiveis, de baixo custo e com amplo conhecimento
ja publicado e estabelecido pode ser uma ferramenta crucial para o desenvolvimento
de novas tecnologias e auxiliar na reducéo de custos, bem como podem ser aliados
nas fases pré-clinicas e clinicas por possuirem propriedades e interacfes bioldgicas

melhor compreendidas.

1.12. Desafios para o desenvolvimento do dispositivo

Ha diversos desafios com relacdo a estabilidade quimica e fisica no
desenvolvimento de estruturas a partir de biopolimeros e nanoparticulas (TAN;
WANG; SUN, 2021; WANG, 2021), além de limitagdes de recursos, devido aos altos

custos e necessidade de repeticdes para se atingir o modelo adequado.

Os lipossomas podem apresentar instabilidade coloidal devido a agregacéo,
fusdo, floculacdo, ruptura de membrana e outras interagbes com o ambiente, que
impactam na degradacdo da estrutura das vesiculas durante a formulacdo e
armazenamento. A adicdo de estabilizantes, polimeros e outras moléculas pode
auxiliar na reducédo dessa instabilidade (YU et al.,, 2021). Como jA mencionado
anteriormente, o Alcool Polivinilico é um polimero biocompativel, com caréater
hidrofilico (DING et al., 2023) que exibe 6timos resultados em pesquisas clinicas
(RIVERA-HERNANDE?Z et al., 2021). Sua adi¢do durante a sintese dos lipossomas
pode impactar no aumento da estabilidade coloidal e sera investigada no decorrer
desde trabalho e comparado também com a adicdo do LN na sintese das

nanoparticulas.

A CCL7 é uma proteina purificada que apresenta custos elevados para a sua
producdo, derivada da recombinacdo génica, além de demandar equipamentos
especificos e também custosos. Os estudos da morfologia, interacdes moleculares,

propriedades fisicas e as investigaces sobre o perfil de liberacdo da nova estrutura



51

de dispositivo desenvolvida neste estudo é de dificil manejo com a utilizacdo da CCL7.
Por conta disso, para o desenvolvimento da estrutura e as investigacdes mencionadas
anteriormente, selecionamos um farmaco acessivel e com caracteristicas hidrofilicas
(assim como a CCL7), para os estudos iniciais e 0 desenvolvimento deste presente
trabalho. O atenolol foi o farmaco escolhido, se tratando de uma droga hidrofilica que
pertence a um grupo de beta bloqueadores, com acdo em receptores B1, presentes
principalmente no coracdo, sendo utilizado para tratamento de doencas
cardiovasculares (HEEL et al., 1979; KIRCH; GORG, 1982). Atualmente é encontrado
de forma muito acessivel e exibe um potencial para ser utilizado como droga no
desenvolvimento do modelo do dispositivo em estudos prévios a encapsulacdo da

quimiocina CCL7.
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2 Motivacéao e Objetivos

Os beneficios elencados do emprego de nanotecnologia na modificacdo da
matriz polimérica justificam o uso das nanoparticulas para construir este inovador
dispositivo de entrega de droga (Figura 9A), com maior controle da taxa de dose
liberada por meio da incorporacao dos lipossomas carregados com farmaco (Figura
9B), otimizando assim as caracteristicas da entrega sustentada do LN para o
desenvolvimento de novos tratamentos, com insercdo de forma transvaginal por

pacientes a fim de cumprir o objetivo de liberacéo in loco de farmacos (Figura 9C).

Figura 9. Representacdo esquemética do SVLTF. (A) Estrutura cénica da Matriz de LN com
Nanoparticulas em sua matriz (superficie e bulk). (B) Representacéo dos lipossomas com a liberacdo

de farmaco e (C) anatomia genital feminina com representagdo do local de inser¢do do dispositivo

Latex Natural

Local de
insercéo

Fonte: elaborado pelo autor.

Portanto, esta estratégia tem sido utilizada para o desenvolvimento deste

projeto de pesquisa, que visa a construcao de um dispositivo biocompativel, eficiente,
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de baixo custo e de facil utilizacdo pelas pacientes. A otimizacdo do biodevice
desenvolvido pelo Projeto Teméatico DIAMATER (Processo Fapesp: 2016/01743-5)
sob patente registrada e identificada BR 10 2020 005536 4 e do dispositivo de entrega
vaginal de CCL7 sob patente BR 10 2020 025563 0 € um dos focos deste trabalho
que pretende a aplicacdo deste novo produto em futuras intervencdes clinicas pra

tratamento MDG e U, como estratégia “bench to bedside”.

2.1. Objetivo Geral

O objetivo primario deste projeto € desenvolver um modelo de dispositivo inédito com
SVLTF para a liberacdo controlada de farmaco, baseado em LN associado a
lipossomas unilamelares com farmaco atenolol encapsulado. O dispositivo permitira a
liberacdo sustentada com alto controle de farmaco, por meio da incorporacdo de

lipossomas carregados com atenolol na matriz polimérica do LN.

2.2. Objetivos Especificos

e Construcdo de lipossomas vazios por ultrasonicacdo sem revestimento de
polimeros e com revestimento de LN e PVA,;

e Teste de incorporagdo do farmaco AT nos lipossomas vazios;

e Teste de adicao dos lipossomas carregados com AT na matriz de LN;

e Caracterizacado morfolégica dos lipossomas carregados de farmaco;

e Teste de liberacao in vitro de AT a partir dos lipossomas;

e Teste de liberacdo da matriz de LN carregadas com lipossomas contendo AT,

e Teste de interacdo quimica dos componentes dos lipossomas contendo AT por
meio de FTIR;

e Teste de interacdo quimica dos componentes das matrizes de LN (dispositivo)
contendo lipossomas com AT por meio de FTIR;

e Caracterizagao da resisténcia mecanica dos dispositivos finais;



3 Material e
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3 Material e Metodologia

Esta secdo aborda a metodologia desenvolvida para o presente projeto. A
Figura 10 sintetiza esquematicamente a preparacao dos lipossomas, seu processo de
producao e encapsulacdo de droga, bem como a incorporacao das nanoparticulas no

LN. Esses passos serdo descridos nos proximos topicos em maiores detalhes.



Figura 10. Preparacao dos lipossomas e do dispositivo final. (A) indica os produtos usados para a preparacao dos lipossomas; (B) indica o processo de
ultrasonicacgéo e encapsulagéo do atenolol apds a preparacao dos lipossomas e (C) ilustra a incorporacgéo dos lipossomas com atenolol na matriz de LN

Sintese das nanoparticulas:

@ Preparagao e homogeneizagao
Ultrasonicagdo e encapsulagic do farmaco
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Produgao do Dispositivo

CHs OH

LN PVA

Dispositivo LPS-AT Dispositivo LPS-AT-PVA

Fonte: elaborado pelo autor.
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3.1. Obtencao do Latex Natural

O LN comercial foi adquirido de BDF COM. PROD. AGRIC. LTDA com 60% de
conteado de borracha natural, 4-5% de constituintes como proteinas, lipidio e
carboidratos e 35% de agua, obtido dos clones RRIM 600 e PB 235 (Lot: 01703/13).
ApoOs a extracdo, a amonia foi utilizada para manter o LN liquido em pH 10.20. O
conteudo de proteinas com alta massa molecular do LN foi reduzido por meio de
centrifugacdo a 1500 rpm por 5 min utilizando equipamento Centrifuga Excelsa® Il
Modelo 206-BL. Apds centrifugacdo o conteudo desejado de borracha natural foi

redispersado e lavado duas vezes com agua para reducéo de proteinas em solucao.

3.2. Preparacao dos Lipossomas

3.2.1 Materiais utilizados

Para sintese das nanoparticulas foi utilizado Fosfatidilcolina de soja
Hidrogenada - FSH (Epikuron 200 SH, Lucas Meyer GmbH, Hamburg, Germany) e o
Polisorbato 80 ou Monooleato de polioxietileno sorbitano também chamado também
de Tween 80 (TW80) (TWEEN® 80, Sigma—Aldrich, Darmstadt, Alemanha). Ambos
foram gentilmente doados pelo professor Anselmo Gomes de Oliveira. Foi utilizado
também o polimero Alcool Polivinilico 18-88 (PVA) (Mowiol® 18-88, Sigma—Aldrich,

Darmstadt, Alemanha).

3.2.2. Sintese dos lipossomas por ultrasonizacao

A sonicacao é uma técnica de grande destaque na preparacao de lipossomas
a partir de dispersdes aquosas de fosfolipidios. Sua utilizacdo remonta aos primeiros
estudos com lipossomas (HUANG, 1969), e até hoje, continua sendo um dos métodos
mais amplamente empregados devido a sua eficiéncia e versatilidade na obtencéo

dessas estruturas lipidicas (AJEESHKUMAR et al., 2021; YAMAGUCHI et al., 2009).
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Durante o processo de producéo, a adicdo de energia impacta diretamente na
reducdo do tamanho dos lipossomas. Essa energia € empregada para fragmentar a
bicamada lipidica em partes menores, as quais se reorganizam espontaneamente em
estruturas esféricas (BARBA et al., 2014). A formacgéo dos lipossomas € influenciada
pelas interacdes hidrofilicas e hidrofébicas entre as moléculas lipidicas e moléculas
de agua. Com a adicao da energia ha um rearranjo entre as moléculas e a formacéao
de vesiculas com bicamadas, as quais buscaram alcancar o equilibrio dinamico na

fase aquosa (MOZAFARI, MORTAZAVI, 2005).

Neste trabalho, foram avaliadas as seguintes preparacoes:

e Lipossomas livre de polimeros (LPS);

e Lipossoma carregado com atenolol (LPS-AT);

e Lipossomas com adi¢édo de LN (LPS-LN);

e Lipossoma carregado com atenolol e revestido com LN (LPS-AT-LN);
e Lipossomas com adi¢cdo de PVA (LPS-PVA);

e Lipossoma carregado com atenolol e revestido com PVA (LPS-AT-PVA).

A Figura 11 demonstra um modelo conceitual das prepara¢gdes sem o farmaco
propostas dentro deste projeto, sendo 11A o modelo estrutural mais tradicional sem a
adicdo de polimeros (LPS), enquanto 11B traz a proposta do LN disposto na por¢éao
hidrofébica da nanoparticula (LPS-LN), uma tentativa de propor um modelo de
lipossoma com maior estabilidade. Por ultimo, seguindo também a intencdo de
melhorar a estabilidade e obter melhor controle da liberagdo da droga, 11C sugere a
associacao dos lipossomas com o PVA ligado a porcéo hidrofilica da estrutura (L'S-

PVA).
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Figura 11. Modelo conceitual das estruturas dos lipossomas estudadas

¢ PCH @ Tween 80 ® LN y PVA

Fonte: elaborado pelo autor.

Para a preparacgédo dos lipossomas foi utilizada FSH (Epikuron 200 SH, Lucas
Meyer GmbH, Hamburg, Germany), Tween 80 (TW80) (Lio Serum Produtos
Laboratoriais e Hospitalares, Ribeirdo Preto, Brasil) e agua milli-Q, seguindo uma
proporcao 5:1 para os solutos. Na tabela 1 as quantidades de cada material para as
preparacdes foram descritas. Essa mistura foi solubilizada manualmente para
homogeneizacdo e, em seguida, foi submetida a um processo de ultrasonicacao
utilizando equipamento Sonicador (SONICS VIBRA-CELL™ VCX 750, SONICS &
MATERIALS, Connecticut, USA) com amplitude em 20%, durante um intervalo de
tempo de 10 a 15 minutos (Figura 12 A-B). Todas as preparacdes foram colocadas
em banho de gelo durante este processo para evitar degradacao e evaporacgéo do
material devido a alta temperatura que a ponta do ultrasonicador pode alcancar

(Figura 12C).

Duas configuracbes de pulsos foram testadas quanto a influéncia nas
caracteristicas finais dos lipossomas. Para tanto, preparacfes com diferentes pulsos
foram comparadas. Foi utilizado pulso On de 5 segundos com pulso Off de 10

segundos (5/10) e pulso On de 59 segundos com pulso Off de 15 segundos (59/15).
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Figura 12. Etapas da ultrasonicacdo. (A) Equipamento para ultrasonizacéo; (B) ponta ultrasonicadora
em caixa redutora de ruidos e (C) processo de ultrasonizacdo com banho de gelo

Fonte: proprio autor.

Para a preparacdo das LPS-LN o mesmo protocolo das LPS foi seguido, com
adicdo de LN na preparacdo a ser ultrasonicada. Duas propor¢des de LN foram
testadas, sendo utilizado 5uL de LN para cada 1 mL e 10uL para cada 1mL de volume

total de agua.

Para a preparacdo das LPS-PVA, a mesma formulacdo e protocolo para
preparacdo do LPS foram utilizados, com adicdo de PVA (Mowiol® 18-88, Sigma—
Aldrich, Darmstadt, Alemanha) preparados na concentracdo de 4g/mL de agua milli-

Q. Para a preparacao a ser ultrasonicada, 10uL de PVA foram adicionados.

Os dados organizados para melhor consulta das preparacdes e pulso se

encontram na Tabela 1.
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Tabela 1. Formulacao e programacédo de pulso de cada preparacao.

Preparacdo Pulso FSH TW80 Agua LN (uL) PVA (uL)
5/10 150 20 5
LPS
59/15 150 20 5
5/10 150 20 5 25
LN-LPS
59/15 150 20 5 25
5/10 150 20 5 50
LN-LPS
59/15 150 20 5 50
5/10 150 20 5 10
PVA-LPS o5 150 20 5 10

Fonte: elaborado pelo autor.

3.3. Encapsulac¢édo do farmaco

O farmaco atenolol (Ate) (Sandoz Ltda, Cambé, Brasil), foi obtido em formato
de comprimido com excipientes. 0,5mL de uma solugcdo 25mg/mL de atenolol foi
adicionado as nanoparticulas preparadas, em um novo processo de ultrasonicacdo

seguindo o protocolo de cada preparacao.

3.4. Caracterizacdo dos lipossomas

Os principais aspectos que definem a eficacia de uma formulacao de lipossoma
incluem tamanho, potencial zeta, liberacdo, estabilidade e farmacocinética. O
tamanho é determinado pelo método de preparacdo do lipossoma, enquanto o

potencial zeta € influenciado pela composi¢cdo do mesmo (LARGE et al., 2021).

3.4.1. Morfologia por Microscopia Eletrénica de Varredura

Na Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), feixes de elétrons varrem a
superficie de uma amostra para produzir uma imagem ampliada de um objeto. O MEV
ndo é comumente utilizado atualmente como um método para a caracterizacédo de
lipossomas, por exigir métodos de liofilizacdo ou secagem do material para
visualizacdo (RUOZI et al., 2011). A propria estrutura dos lipossomas pode ser afetada

pelas condi¢cBes de alto vacuo necessarios para essa técnica de preparagao.
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No entanto, apesar dessa desvantagem, o MEV é uma técnica acessivel e
capaz de fornecer informacdes gerais sobre a estrutura concéntrica das varias
camadas lipidicas, além de detalhes sobre o tamanho e a morfologia esférica dos

lipossomas (ROBSON et al., 2018).

Dessa forma, a MEV foi utilizada para analisar a morfologia das nanoparticulas.
Foram avaliadas as preparacdes LPS, LPS-LN (25uL de LN) e LPS-PVA. Aliquotas
das dispersdes foram secadas em estufa a 36°C e metalizadas com ouro. As amostras
foram examinadas na magnificacdo de X500 a X40k utilizando o equipamento MEV
(modelo EVO 15, Zeiss, Germany) com 15 kV e equipamento MEV-FEG (Modelo

JSM7500F, JEOL, Toquio, Japao).

3.4.2. Tamanho de Particula e Potencial Zeta

Uma vez que os métodos de microscopia fornecem dados pouco quantitativos
quanto a distribuicdo do tamanho de particulas, os métodos de Espalhamento
Dinamina de Luz (DLC — do inglés Dynamic Light Scattering) podem ser aplicados

para fornecerem informacfes mais assertivas e confiaveis para esta propriedade.

O DLS mede as flutuagdes de luz dispersa pelas particulas em movimento
browniano de maneira dependente do tempo. Neste método de analise assume-se
gue: as particulas possuem formato esférico e tém seu raio hidrodinamico medido; as
amostras ndo devem absorvem, iluminar ou fluorescer na frequéncia da fonte de luz;
diluicbes podem ser necessarias para evitar espalhamento mdltiplo e interacbes

particula-particula (FAN; MARIOLI; ZHANG, 2021).

O indice de polidispersdo (Pdl) indica se a distribuicdo do tamanho das

particulas se apresenta de forma homogénea, quanto menor o Pdl, maior a
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homogeneidade, sendo que valores de PDI abaixo de 0,3 indica uma distribuicao

uniforme (LIN et al., 2018).

O tamanho de particula e o Pdl foram analisadas por meio do equipamento
Analisador de tamanho de particula, modelo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Panalytical, Worcestershire, United Kingdom). Os lipossomas das preparacdes foram
diluidos em concentracdes apropriadas utilizando agua Milli-Q e os testes foram

conduzidos em temperatura ambiente.

3.4.3. Analise de interacBes quimicas dos preparados por FTIR

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica que permite identificar as interacées quimicas de estruturas preparadas, além
de também ser possivel sua aplicacdo para acompanhar a estabilidade e degradacao
(MOHAMED et al., 2017). A identificacao se d4 com auxilio da investigacao de grupos
funcionais, assim como possiveis ligacées moleculares entre 0s compostos quimicos.
A compreenséao das posi¢coes das bandas de absorcéo no espectro do infravermelho,
expressas em numeros de onda, oferece uma oportunidade de identificar diversos
componentes quimicos (por exemplo, amidas aromaticas), que muitas vezes nao sao
detectaveis nos espectros provenientes da espectroscopia fotoeletrbnica de raios-X

(XPS) (MOHAMED et al., 2017).

A FTIR com Reflexdo Total Atenuada (ATR) foi medida diretamente nas
solugbes das amostras usando um espectrobmetro FTIR-4600 (JASCO, Toquio,
Japdao). As varreduras foram realizadas de 4000 cm* a 500 cm* com uma resolugéo

de 4 cm a temperatura ambiente.
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3.4.4. Cinética de Liberacdo do Atenolol dos lipossomas

A caracterizacao da liberacdo de medicamentos € comumente realizada in vitro
usando o método de dialise. Neste tipo de analise é possivel obter-se uma medida da
taxa em que o farmaco sera liberado das formulagces de lipossomas. Para isso 0s
lipossomas séo colocados dentro de sacos de dialise pré-hidratadas que aprisionam
os lipossomas, porém permitindo que a droga atravesse a membrana. A concentracao
do medicamento liberado € medida em diferentes momentos (AKBARZADEH et al.,

2013) e os dados podem ser plotados em concentracédo de droga pelo tempo.

Foi testada a cinética de liberacéo in vitro para as preparacoes LPS-AT e LPS-
AT-PVA. 50uL de cada preparacao de nanoparticula foi colocada em uma membrana
de celulose para didlise com as extremidades fechadas. Em seguida as amostras
foram colocadas em agua Milli-Q (tempo zero). Uma aliquota foi imediatamente
analisada em Espectrofotometro modelo PerkinElImer LAMBDA 1050+ UV/Vis/NIR
(UV-Vis, PerkinElmer, Waltham, USA) e demais aliquotas foram coletadas e medidas
em tempos especificos entre 0 a 150 horas. Para a quantificacdo do atenolol, a
absorbancia utilizada no equipamento espectrofotémetro foi medida no comprimento
de onda na faixa do espectro de 224nm. Concentra¢des conhecidas de atenolol foram

preparadas e medidas no espectrofotbmetro para a realizagdo de uma curva-padrao.

A Figura 13 traz esquematicamente as etapas ilustradas deste protocolo.
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Figura 13. Esquema do protocolo de cinética de liberacao. As amostras foram colocadas em
membranas para didlise (A) e colocadas em agua milli-Q para acompanhamento da liberagdo do
farmaco (B), onde aliquotas foram lidas em equipamento UV-vis em intervalos especificos de tempo.
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Fonte: elaborado pelo autor com elementos graficos de Servier Medical Art e BERG; TYMOCZKO;
STRYER (2002).

3.5. O dispositivo SVLTF

3.5.1. Preparacado do SVLTF

O dispositivo SVLTF foi preparado com a incorporacdo das nanoparticulas
produzidos conforme o item 3.2.2 e 3.3. As LPS-AT e LPS-AT-PVA foram
incorporadas na matriz de LN em fase liquida e homogeneizadas manualmente, em
seguida, foram colocadas em banho de ultrassom por um intervalo de 30 min,

formando o dispositivo LPS-AT e dispositivo LPS-AT-PVA, respectivamente.

ApOs este processo, aliquotas de 1 mL foram colocadas em eppendorfs e
posteriormente, levadas para a estufa seca a 50°C, por um periodo de 7 dias para

completa secagem do LN.
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3.5.2. Morfologia da superficie e bulk por Microscopia Eletronica de
Varredura

Para a caracterizacdo dos dispositivos LPS-AT e LPS-AT-PVA a MEV foi
utilizada para a avaliagdo da superficie da matriz de LN quanto a presenca de
particulas (lipossomas) isoladas ou em agregados, bem como outras caracteristicas
como rugosidade e porosidade foram observadas. Cortes transversais foram

realizados no dispositivo para avaliacdo das mesmas propriedades no bulk.

Essa avaliacao foi realizada conforme o item 2.4.1 com o equipamento MEV-

FEG (Modelo JSM7500F, JEOL, Toquio, Jap&ao).

3.5.3. Estudo das intera¢cdes quimicas antes e ap6s luz-UV
A fim de identificar possiveis intera¢des quimicas entre a droga, hanoparticulas
e a matriz de LN e possiveis degradacdes, andlises utilizando-se FTIR foram

realizadas de acordo com o item 3.4.3 nos dispositivos LPS-AT e LPS-AT-PVA.

Em razéo de futuras utilizagbes do dispositivo necessitarem de esterilizagao
para evitar a proliferacdo de microrganismos e assim garantirem seguranga ao
paciente, foi testado a influéncia da luz UV (Ultravioleta) — um germicida com potencial
de destruir membranas biologicas e material genético — nos dispositivos preparados.
Para isso, foi utilizado o equipamento UV Ozone Clener (Ossila, Sheffield UK). As
amostras foram submetidas a 20 minutos de luz ultravioleta-C na faixa de 100nm-

280nm por meio de lampada germicida e irradiacao germicida do ozénio.
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3.5.4. Resisténcia Mecanica de membranas contendo LPS-AT e LPS-AT-
PVA

Os ensaios de tracdo serdo realizados de acordo com a norma ASTM
D412:2016 (ASTM, 2016). Para esta avaliacdo misturas contendo LN, LN incorporado
com LPS-AT e LN incorporado com LPS-AT-PVA foram homogeneizadas e 200 uL de
cada mistura foi depositada por drop casting em laminas com area aproximada de 1
cm x 2,5 cm (Figura 14) e submetidas a temperatura controlada de 50°C por um
periodo de até 2 horas para a formacédo das membranas. No minimo trés amostras de

cada preparacgao foram avaliadas quanto a resisténcia ao estiramento.

As medidas de forca foram obtidas por meio do sensor de for¢ca Xplorer GLX
(PASCO, Roseville, EUA) (Figura 15A), que determina a tenséao realizada durante o
processo de estiramento da amostra. As amostras (exemplificada na Figura 16) foram
colocadas em um sistema (Figura 15B) desenvolvido por Silva (2021) contendo uma
base plana, trilhos-guia e bloco mével. A amostra foi posicionada entre 0 sensor e 0
bloco movel (Figura 15C) para que pudesse ser acompanhada a deformacéo e forca
durante o estiramento. A deformacao foi medida com o auxilio de uma régua plastica
colocada no equipamento. O sensor retorna a curva de resposta forca versus tempo
para cada corpo de prova e aliados aos dados de deformacédo a cada periodo de
tempo a curva tensao versus deformacao foi gerada. Nesse ensaio foram verificadas
as propriedades de resisténcia ao alongamento e modulo de elasticidade. As

membranas foram tensionadas até ruptura.
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Figura 14. Misturas contendo LN (A), LN com LPS (B) e LN com LPS-PVA (C) depositadas em laminas.
D, E e F mostram as membranas apds o processo térmico de secagem, na ordem em que foram
elencadas, respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 15. Sistema para avaliagdo do estiramento. (A) traz o sensor de forca Xplorer GLX; (B) traz a
visualizacdo do sistema integralmente e (C) mostra uma mostra posicionada entre o sensor e o bloco

movel
[y |
S, B

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 16. Detalhe da membrana apds deposicao e secagem, antes da avalia¢éo da resisténcia por

estiramento

Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 17 ilustra os principais parametros acerca a resisténcia mecanica de corpos

de prova, com a apresentacéo da curva tensao versus deformacéo e as propriedades

mecanicas para estiramento costumeiramente verificadas em materiais.

Figura 17. (A) Representacdo da curva de tenséo versus deformacao para diferentes corpos de
prova sendo (a) comportamento fragil (b) comportamento plastico e (c) comportamento elastico. (B)

traz as propriedades mecéanicas principais em um ensaio de tragédo

x

(a)

Tenséo (MPa)

(b)

(0)

Limite de
resisténcia a tragdo —=

Tenséo limite —

tensao de
ruptura

deformagéo deformagéo

oléstica pléstica
né&o-linear
deformagao
eléstica linear
Deformagdo

Fonte: elaborado pelo autor baseado em Shackelford (2008) e Callister ( 2018).
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A tenséo é calculada mediante a equacdo (1), sendo o a tenséo de deformacao
a partir da area inicial avaliada, F representa a carga aplicada e A a area de sec¢ao
transversal (SHACKELFORD, 2008).Para realizar os célculos de deformacédo (€),
emprega-se a equacao (2), na qual [ representa o comprimento da amostra no
momento da medicdo, apos a aplicacdo de uma determinada deformacéao, e lo € o
comprimento inicial da amostra. O moédulo de Young (E), também conhecido como
modulo de elasticidade, esta intimamente associado a rigidez do polimero. Esse valor
€ derivado da inclinacdo da curva na regido de deformacdo elastica linear
(SHACKELFORD, 2008), conforme expresso na equacéao (3) e ilustrado na Figura

17B.

o = FIA (1)

eE=1l-1l/lo (2)

E =ole 3)

3.5.5. Cinética de Liberacao do Atenolol do SVLTF

O dispositivo LPS-AT e dispositivo LPS-AT-PVA foram avaliados em relagédo a
cinética de liberacdo do atenolol seguindo a mesma metodologia do item 3.4.4, com a
colocacao dessa vez, dos dispositivos no interior da membrana de dialise. A cinética
neste caso também foi acompanhada por aproximadamente 150 horas e realizada em

triplicata.
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3.6. Analise estatistica e visualizacdo de dados

Para andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism® v.8.0.
Comparacdes das medidas entre os grupos foram feitos utilizando ANOVA one-way
seguido de comparacfes multiplas via teste de Tukey. O valor de p adotado para

comparacoes estatisticamente significantes foi de p <0,05.
Para a construcao dos gréficos foi utilizado o software Origin Lab v2018.

Para a criacdo das artes, ilustracdes e esquemas foi utilizado o software Adobe

lllustrator 2023.

Algumas artes deste trabalho foram parcialmente geradas usando elementos
de Servier Medical Art, fornecida pela Servier, sob licenca Creative Commons

Attribution 3.0.
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4 Resultados e Discussao

Este capitulo possui duas sec¢des principais:

Na primeira secdo serdo discutidos os resultados obtidos a partir das

preparacdes de nanoparticulas LPS-AT, LPS-AT-LN e LPS-AT-PVA,;

Na segunda secao serao discutidos os resultados acerca do dispositivo LPS-

AT e dispositivo LPS-AT-PVA.

4.1. Caracterizacdo dos lipossomas

4.1.1. Aspectos das preparacdes pos-ultrasonicacédo

A Figura 18A apresenta uma das preparacdes homogeneizadas contendo FSH,
TW80 e 4gua ainda ndo submetido a ultrasonicacéo, € possivel identificar um aspecto
leitoso, com decantacdo da FSH e granulos em 18B. Por sua vez, a Figura 18C
apresenta a mesma preparacdo, com a diferenca de ter sido submetida a
ultrasonicacdo, essa Ultima amostra esta bem homogeneizada e com maior
translucidez. Esse aspecto demonstra no aspecto macroscopico, ou a olho nu, a

utilizacdo da ultrasonicacédo aplicada para a sintese dos lipossomas.

A mudanca no tamanho da particula pode ser detectada pela visualizacédo das
alteracbes visuais nas amostras. O aumento da translucidez foi verificada nas
preparacdes e corroboram com outros estudos com lipossomas (GUNER; OZTOP,
2017) uma vez que com a diminuicdo do tamanho das particulas, a luz é capaz de
penetrar nas amostras. Este relevante resultado € o primeiro indicio da eficiéncia da
ultrasonicacao na preparacéo dos lipossomas, entretanto este resultado isolado nao
traz respostas claras e quantitativas sobre as estruturas preparadas. O estudo do
tamanho de particula e Pdl no proximo topico sera capaz de oferecer maior

compreensao sobre esses resultados.
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Figura 18. Diferencgas na translucidez dos preparados ap0s a ultrasonicacdo (A —a esquerda —e B)
e antes (A — a direita—e C)

Fonte: préprio autor.

4.1.2. Diametro de particula e Pdl

As medidas de tamanho de diametro das nanoparticulas avaliadas pelo
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical, Worcestershire, United Kingdom) est&o
identificadas na Figura 19 e tabela 2. Foram avaliados lipossomas sem o farmaco. As

LPS-PVA e LPS apresentarem 0s menores valores para o tamanho de particula
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(medido em diametro hidrodindmico) comparada as demais preparacdes
considerando ambos os tipos de modo de pulso, 59/15 e 5/10 (s/s). Para as LPS-LN,
as médias apresentadas foram muitos superiores as esperadas para aplicagcdo em

entrega de drogas, com médias obtidas entre 466 e 918 nm.

Foram encontradas diferencas estatisticas comparando-se 0s grupos, como
observado no gréafico da Figura 19. Considerando apenas a influéncia dos pulsos
59/15 ou 5/10 (s/s), € interessante destacar que houve diferenca estatistica apenas
no grupo LPS-LN50 (LPS-LN com adicao de 50uL de LN). Quando utilizado menores
guantidades de LN para preparacdo dos lipossomas, como € o caso das LPS-LN25
(LPS-LN com adicdo de 25uL de LN) ndo houve diferenca entre os pulsos. Para o0s
demais grupos as diferentes configuragcbes de pulsos ndo trouxeram mudancas

significativas no tamanho das nanopatrticulas.

As principais diferengas no tamanho que podem ser notadas dizem respeito a
composicdo dos grupos. As LPS-PVA apresentaram 0s menores valores para o
tamanho de nanoparticula, seguida pelas LPS. Ainda, o grupo LPS-PVA com pulso
5/10 (s/s) se mostrou estatisticamente significante comparado a LPS também com
pulso 5/10 (s/s). Os menores valores obtidos para LPS-PVA podem decorrer da acao
do alcool sobre a tenséo interfacial, impactando na redugéo do tamanho hidrodinamico
para esses lipossomas. Para os pulsos 59/15 e 5/10 (s/s), as LPS apresentaram
tamanho médio para os lipossomas de 301+85 e 411+128 nm, respectivamente,
enquanto que para as LPS-PVA as meédias foram 252+58 e 161+13 nm,
respectivamente. Ambos os valores estdo dentro da faixa prevista para aplicacdes
meédicas e podem favorecer a permeabilidade dos lipossomas através da matriz de

LN.
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Os resultados obtidos para as preparacbes LPS e LPS-PVA sdo muito
vantajosas para aplicacdes em dispositivos para entrega de drogas. Na literatura,
resultados similares para os tamanhos analisados foram relatados, visto que para
aplicacbes meédicas geralmente sdo utilizadas nanoparticulas de 50 a 450nm
(ROMMASI; ESFANDIARI, 2021). Essas faixas de tamanho favorecem a
permeabilidade dos lipossomos através da matriz de LN. Nanoparticulas nessa faixa
de tamanho reduzido tem maior sucesso na encapsulacédo uniforme de drogas e na

liberacdo de farmacos por maiores periodos de tempo (LARGE et al., 2021).

Quanto ao valor do Pdl (Tabela 2 e Figura 19), apenas as LPS-PVA se
mantiveram proximas de valores uniformes (PdI<0,3), podendo-se inferir que houve a
ocorréncia de distribuicbes heterogéneas em relacdo ao tamanho das particulas
analisadas, resultado ja esperado devido a formacédo de nanoparticulas com pouco
grau de uniformidade utilizando o método de ultrasonicacdo (AKBARZADEH et al.,
2013; LARGE et al., 2021). Métodos de extrusao sao mais eficientes para se atingir
a uniformidade do tamanho das nanoparticulas (AKBARZADEH et al., 2013) e
poderiam ser adotados para préprias aplicacées para melhor selecionar os tamanhos
desejados e tornar este valor mais ideal (mais proximo ao zero, com dispersdes mais

homogéneas).

Analisando-se as preparacdes de LPS-LN, para ambas as configuracdes de
pulsos durante a sintese, os valores se mostraram mais elevados ainda, sugerindo
gue o modelo de preparacdo que inclui o LN ja nas nanoparticulas com intuito de
estabilizacio pode ndo ser o mais adequado. E importante destacar ainda que as
particulas de borracha podem exibir naturalmente uma distribuicdo de tamanho

heterogéneo (SRIRING et al., 2020).
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Diversos trabalhos na literatura abordam que o tempo de ultrasonicacéo é um
fator que impacta na reducdo do tamanho das nanoparticulas e Pdl (CHEN; CHANG,
2020; NAM; KIM; SEONG, 2018). Embora né&o investigado a influéncia do tempo na
reducdo do tamanho, o tempo adotado para a ultrasonicacdo neste estudo segue 0

mesmo adotado em outros trabalhos encontrados na literatura.

Em razdo dos resultados vantajosos exibidos, as LPS e LPS-PVA foram
selecionadas para serem incorporadas na matriz de LN e serem avaliadas quanto a

liberacdo e caracteristicas morfologicas e fisico-quimicas.
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Figura 19. Tamanho de particula e indice de polidispersao das preparacdes de nanoparticulas. Os identificadores 59/15 e 5/10 dizem respeito aos pulsos
aplicadas na ultrasonicacéo de cada preparacao. (Teste de normalidade D’Agostino & Pearson; Tukey’s post hoc para multiplas comparacdes. *:p<0,05; **:
p<0,006; ***; p<0,0002; ****: p<0,0001)
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 2. Resultados individuais dos tamanhos de particula (d.nm) e Pdl para cada preparacédo expressos em média + desvio padrao (DP). Os
identificadores 59/15 e 5/10 dizem respeito aos pulsos aplicadas na ultrasonica¢éo de cada preparacao.

Preparacées LPS-PVA- LPS-PVA- LPS- LPS- LPS-LN25- LPS-LN25- LPS-LN50- LPS-LN50-
59/15 5/10 59/15 5/10 59/15 5/10 59/15 5/10
324.3+t0.3 143.3+x0.273 139.8+0.317 589.5+0.59 1165+0.459 614.2+0.69 648.9+0.563 836.3+0.56
329.2+0.3 145.1+0.262 134.7+0.377 652+0.563 1216+0.401 509.9+0.52 615.8+0.552 790.2+0.60
324.3+0.3 143+0.245 137.9+0.382 616.3+0.62 1155+0.433 502.1+0.49 540.1+0.575 850.5+0.56
191.6+0.2 175.1+0.458 406.1+0.473 368.7+0.49 493.6+0.71 606.3+0.41 433.9+0.48 982.5+0.57
194.6+0.2 172.9+0.452 383.5+0.429 341.4+0.62 493.4+0.717 632.9+0.57 384.6+0.487 977.7+0.57
192.9+0.2 170.6+0.447 394.6+0.394 362.4+0.55 481.7+0.688 657.4+0.57 390.5+0.497 1073+0.51
236.5+0.2 167.2+0.284 303.9+0.404 368.7+0.49 800.3+0.61 894.2+0.58 393.5+0.361
243+0.274 166.8+0.26 301.5+0.398 341.4+0.62 772+0.47 804.9+0.49 384.2+0.417
238.9+0.2 169.1+0.268 306.4+0.452 362.4+0.55 779.3+£0.448 928.9+0.45 408.6+0.534
286.1+0.367 327.3+0.47 902.6+0.558
286.1+0.381 307.9+0.46 1145+0.446
288.5+0.371 294.4+0.54 1123+0.545
306.9+0.388 254.7+0.413
320.6+0.371 254.8+0.461
313.3+0.351 262.8+0.602
336.7+0.521
386.3+0.545
391.9+0.63
Tamanho
(média + 252.811+ 161.455+ 301.377+ 411.033+% 753.280+ 683.422+ 466.677+ 918.366+
DP) 58.456 13.502 85.706 128.386 359.268 156.684 106.053 108.915
Pdl (média + 0.292+ 0.327+ 0.419+ 0.551+ 0.53+% 0.533+ 0.496+ 0.565+
DP) 0.0294 0.094 0.045 0.052 0.13 0.08 0.07 0.031

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.1.3. Potencial Zeta

O potencial zeta € uma propriedade fundamental que mede a carga elétrica
presente na superficie de particulas coloidais, como lipossomas (CLOGSTON; PATRI,
2011). Sua medida fornece informacdes valiosas sobre a estabilidade de um sistema
coloidal (HUNTER, 1988). Em sistemas coloidais e nanoparticulas em suspensao,
este é um importante parametro a ser avaliado (XU, 2008), a estabilidade é altamente

influenciada pelas interacdes eletrostaticas entre as particulas.

A determinacdo do potencial zeta é realizada utilizando técnicas como
eletroforese, que mede a velocidade de migracdo das particulas sob a influéncia de
um campo elétrico aplicado. Com base nesses dados, é possivel calcular o potencial

zeta, geralmente expresso em milivolts (mV).

Os resultados do Potencial Zeta para trés preparacgdes LPS, LPS-PVA e LPS-
LN25 (com 25uL de LN adicionado no processo de sintese) para os dois pulsos
aplicados estao presentes na Figura 20 e 21. Para todos as preparacdes os resultados

do PZ permaneceram préximos de cargas neutras.

Quando o potencial zeta tem valores neutros, significa que as particulas
coloidais estéo eletricamente neutras na superficie. Nesse caso, ndo ha uma carga
elétrica significativa para gerar repulséo ou atracédo entre as particulas. A auséncia de
carga elétrica na superficie das particulas pode levar a falta de repulsdo eletrostatica
entre elas, o que pode resultar em maior tendéncia para a aglomeracéao e agregacao.
Particulas coloidais com potencial zeta neutro tém maior probabilidade de se
aproximarem e se unirem, formando agregados ou flocos maiores. Essa agregacao
pode levar a instabilidade coloidal, resultando em uma suspensdo menos uniforme e

mais suscetivel a sedimentacéo.
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Figura 20. Potencial Zeta pulso 59/15 (s/s)
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Figura 21. Potencial Zeta das amostras de LPS, LPS-LN e LPS-PVA com pulso de 5/10 (s/s)
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Para sistemas coloidais como lipossomas, é desejavel que as particulas
possuam um potencial zeta com valor significativo (positivo ou negativo) para manter
uma boa estabilidade coloidal. Valores positivos de potencial zeta indicam uma
superficie carregada positivamente, enquanto valores negativos indicam uma
superficie carregada negativamente. Essas cargas elétricas ajudam a repelir as
particulas umas das outras, prevenindo sua aglomeracdo e mantendo a suspensao

estavel.

Dados semelhantes com lipidios neutros como o usado neste trabalho foram

relatados na literatura (MARITIM; BOULAS; LIN, 2021).

No caso de serem utilizadas em sistemas coloidais, resultados ideias para
assegurar a estabilidade do sistema estariam abaixo de -30mV e acima de +30mV
(LU et al., 2014). Uma vez que a composicdo dos lipossomas é um parametro chave
para o zeta potencial (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021), a adig&o
de lipidios e outros ligantes carregados poderia trazer melhores resultados em

estudos futuros.

Entretanto, € interessante destacar que, embora nossos resultados apresentem
cargas neutras, os lipossomas estudados podem nédo sofrer as desvantagens
elencadas uma vez que as preparacoes finais foram incorporadas em uma matriz de

LN, ou seja, fora de suspensao coloidal.

4.1.4. Morfologia dos lipossomas
As microestruturas das nanoparticulas LPS-AT, LPS-AT-LN e LPS-AT-PVA
foram analisadas por meio do MEV. As imagens obtidas estdo representadas na

Figura 22, 23 e 24, respectivamente.
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As LPS-AT apresentaram morfologia (Figura 22A) muito similar a outros
estudos acerca lipossomas encontrados da literatura (AMNUAIKIT et al., 2018;
CHORACHOO; AMNUAIKIT; VORAVUTHIKUNCHAI, 2013; TIAN et al., 2018).
Entretanto, diametros ndo homogéneos foram identificados (Figura 22B), o que pode
sugerir uma agregacao dos lipossomas durante o processo de preparo do material
para esta determinada analise. Resultados divergentes comparados as medidas de
Tamanho de Particula no ZetaSizer Nano podem também decorrer de
imprevisibilidades durante as preparacdes das amostras para serem analisadas no
MEV. Uma vez que € necessario a secagem das amostras para que sejam submetidas
as condicfes de vacuo no equipamento, a estrutura das nanoparticulas podem ter
sido prejudicadas (SOPYAN; INSAN SUNAN; GOZALI, 2020). Entretanto, ainda é
possivel realizar algumas andlises e coletar importantes informacdes com essa
técnica sobre a morfologia e tamanho das vesiculas. Dessa forma, foi possivel
identificar o formato esférico bem evidente nas LPS-AT (Figura 22C e 22D). A Figura
23, por sua vez, apresenta as estruturas das LPS-AT-LN. Houve a incidéncia de
estruturas muito distintas (Figura 23A) quando comparadas com as LPS-AT, sendo
possivel identificar aspecto alongados de forma que sugere elasticidade na estrutura,
devido provavelmente a adicdo do LN na formulacédo. Estruturas esféricas foram
também identificadas (Figura 23B) em mais de uma regido da mesma amostra (Figura
23C), bem como elementos na superficie similares as encontradas nas LPS-AT
(Figura 23D), com agregados. Estruturas esféricas proximas a regides alongadas

também foram encontradas (Figura 23E).

Quanto as LPS-AT-PVA, foi possivel identificar na Figura 24A diversos
agregados na superficie também de morfologia esférica. Na Figura 24B e 24C as

regides analisadas estdo em maiores aumentos e, embora ndo tenham uma resolugao
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nitida, trazem em melhores detalhes o formato dos lipossomas e a formacdo de
agregados decorrente da secagem da amostra. Esses resultados obtidos sao
vantajosos e corroboram com outros resultados da literatura que avaliam a morfologia
por meio do MEV (DAVE et al., 2019; RAMLI et al., 2021). Dessa forma, mesmo com
as limitacdes dessa técnica, € possivel identificar com estes resultados, que o método
de preparacdo dos lipossomas foi eficaz. A avaliacdo da superficie das vesiculas
trouxe resultados satisfatorias acerca o formato, tamanho e distribuicdo das
nanoparticulas produzidas, sendo possivel identificar ndo sé as deformacfes das
LPS-AT-LN, mas também o0s aspectos vantajosos na morfologia de todas as

preparacgoes.



Figura 22. Microscopia Eletrénica de Varredura das LPS-AT
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Figura 23. Microscopia Eletrénica de Varredura das LPS-AT-LN
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Figura 24. Microscopia Eletrénica de Varredura das LPS-AT-PVA
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.1.5 Anadlises das intera¢gdes quimicas por FTIR

Na Figura 25A é possivel detectar duas regides com maiores picos. As faixas
caracteristicas para o LN podem ser identificadas, principalmente 3000 cm™ para
grupamentos CH, e picos com absor¢do na faixa préxima a 1500 cm™ também para

CH. A tabela 3 traz as bandas de absorcao relativas as principais regiées vibracionais
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do cis-1,4-poli-isopreno, principal componente que forma o polimero da Borracha de

LN, que correspondem as principais regides identificadas na Figura 25A.

Para o PVA os picos identificaveis sdo CH na faixa de 3000 cm™ e na faixa de
1400 cm™, e OH secundario préximo a 1100 cm™. As faixas entre 3000-3600 cm™ ,
que deveriam apresentar picos para grupamento OH caracteristico do PVA, estédo

mascaradas pelo espectro da agua, presente na solucdo de PVA preparada.

Para o Atenolol os picos que sao possiveis de serem identificados sao o de
grupamentos de amida associada préximo do pico 3350 cm'* de menor intensidade,
amina secundaria NH préximo a 3400 cm e grupamento éter préximo a 1200 cm™.
Grupamentos de bandas médias na faixa de 1550-1590 cm podem ser observados

para aminas, além de grupamentos de hidrocarbonetos na faixa de 1400 cm™.

No geral, os resultados para o LN corroboram com dados obtidos da literatura
para os principais picos observados (AGOSTINI, 2009; FLORIANO et al., 2018) ,
assim como acontece com o PVA (MANSUR et al., 2008; SUDHAMANI; PRASAD;

UDAYA SANKAR, 2003) e o Atenolol (ERI et al., 2014).

Os resultados para as preparacdes das nanoparticulas estdo demonstrados na
Figura 25B para quatro preparagdes: LPS; LPS-PVA; LPS-AT e LPS-AT-PVA. Os
resultados e identificagdo dos picos na Figura 25A sdo de grande auxilio para
compreender como 0s componentes interagem nessas preparacdes. Destacam-se
duas regifes principais com picos de absorcdo, que correspondem aos principais
picos identificados na Figura 25A, demonstrando que as estruturas preparadas
preservaram os principais picos que identificam cada componente utilizado, trazendo
o entendimento de que ndo houve a degradacdo dos componentes durante o0 método

de sintese ou interagfes significativas entre os componentes.
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Tabela 3. Principais modos vibracionais do cis 1,4-poli-isopreno

Atribuicao
(HEALEY; HENDRA:
Literatura WEST, 1996; Referéncia
SAUNDERS: SMITH,
1949)
3036 Vs (=C—H)
vs C-H no CH3
2996-2855 V‘S’SCC;':IQO_gI:'g_ (HEALEY; HENDRA:
0796 v —CHa C=(CH) WEST, 1996; LU: HSU,
1450 A 1987: NOR: EBDON,
2000; SAUNDERS:
1375 s —CHs SMITH. 1049)
1309 —CHo— twist ’
1244, 1125 ou 1128 _CHo— twist
837 5C=C—H

Fonte: adaptado de Agostini (2009).
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Figura 25. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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4.1.6. Cinética de Liberacédo do Atenolol das nanoparticulas

A Figura 26 mostra o espectro de absorbéancia do Atenolol (Figura 26A) e a
intensidade da absorbancia em funcdo de diferentes concentracdes do atenolol em
solucdo aquosa (Figura 26B). Os resultados da cinética de liberacdo dos LPS-AT
estdo demonstrados na Figura 27A. Baseando-se na quantidade de droga inicial, tem-
se que para as LPS-AT o percentual de droga liberada nas 140 horas avaliadas foi de
6,5-18,7% (Tabela 4). Para o estudo de cinética de liberacdo das LPS-AT-PVA (Figura
27B), foi possivel identificar a liberagéo rapida nas primeiras horas, porém houve nas
préximas horas a continuidade da liberacao (liberacao lenta). Isso sugere a liberacao
do conteudo de farmaco ligado a superficie das nanoparticulas primariamente,
seguido da liberacdo do conteudo interno, sendo possivel identificar com esse
resultado um perfil de liberacdo sustentada de farmaco. Para as LPS-AT o percentual

de droga liberada no periodo avaliado foi de 18,8-22,6 % (Tabela 4).

Figura 26. Espectro do Atenolol em solug¢édo aquosa (A) e absorbancia em funcao da
concentracdo do atenolol em solucdo aquosa (B)
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 4. Concentracdes de droga inicial, droga liberada e taxa de liberacéo (%) nos testes de
cinética de liberacao in vitro da droga das nanoparticulas

Amostra Concentracgao Inicial (mg) Concentracdo Liberada %

(mg) Liberada
LPS-AT 0,125 0,008-0,023 6,5-18,7
LPS-AT-PVA 0,125 0,023-0,028 18,8-22,6

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 27. Avaliacdo da Cinética de Liberacéo do Atenolol das LPS-AT e LPS-AT-PVA
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Estudos de Chourasiya e colaboradores (2016) demonstram liberacdo de droga
encapsulada na faixa entre 60 a 80% em 50 horas a depender da formulacé&o utilizada.
Outros estudos demonstraram a liberacdo de 80 a 90% em 350 horas avaliadas
(ESTEBAN et al., 2018) a partir de outras formulacdes para lipossomas. Todos 0s
estudos comparados apresentaram a liberacao rapida nas primeiras horas seguida de

liberacdo lenta e sustentada.

Embora os resultados demonstrados ndo tenham sido acompanhados até
maiores percentuais de liberacdo, € importante destacar que o perfil de liberacéo
obtido foi similar aos estudos citados, com a liberacdo rapida e posteriormente,
liberacdo lenta em 140 horas. Ademais, é interessante notar que as LPS-AT-PVA
apresentaram maior liberagdo quando comparadas com as LPS-AT. Em futuros
estudos, maiores tempos (superior a 140 horas) poderdo ser avaliados para verificar
se hd um aumento no percentual de liberacdo, bem como novas técnicas poderéo ser
aliadas aos testes de liberacdo a fim de verificar o comportamento das moléculas
encapsuladas nas nanoparticulas. A espectroscopia Raman podera ser uma
importante aliada nesta investigacdo uma vez que permite avaliar compostos quimico
e estruturalmente e monitorar de forma quantitativa as concentracbes de moléculas

em amostras em condi¢des in vivo e in vitro (MASUI et al., 2022)

Por conta do tamanho e morfologia discrepante das LPS-AT-LN comparado as
demais estruturas, para a pretendida aplicacdo, os experimentos de cinética de

liberagc&o ndo foram avaliados.

4.2. Caracterizacdo dos Dispositivos
Esta secdo traz os resultados acerca do dispositivo desenvolvido. As

nanoparticulas LPS-AT e LPS-AT-PVA foram incorporadas na matriz de LN.
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As LPS-AT-LN, devido aos resultados insatisfatorias ndo foram testadas no

dispositivo.

A Figura 28A traz uma foto do dispositivo pés-polimerizacao sendo retirado do
eppendorf utilizado como molde, enquanto que na Figura 28B € possivel observar em
melhores detalhes o dispositivo formato ja com os lipossomas incorporados. Diversos
modelos de dispositivos foram relatados na literatura, principalmente no formato de
membranas (BARROS et al., 2015; FLORIANO et al., 2018; GUERRA et al., 2021,
HERCULANO et al., 2009). No caso deste estudo o formato cénico foi o escolhido
pela semelhanca com a anatomia feminina e para facilitar futuras investigacdes deste

dispositivo em modelos animais in vivo.

O dispositivo desenvolvido foi testado quanto as suas caracteristicas
morfolégicas na superficie e bulk, interacdo entre as moléculas pelo FTIR, testes de
avaliacdo de resisténcia mecéanica por tracdo até a ruptura e testes de cinética de
liberacdo do farmaco. Os resultados serdo mostrados e discutidos nos tdpicos

seguintes.
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Figura 28. Dispositivo apds processo de polimerizacao (A) Retirada do dispositivo do eppendorf
(molde) e (B) foto aproximada com detalhes do dispositivo

Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.1 Morfologia da superficie e do bulk dos dispositivos

A Figura 29 traz os resultados do MEV para a superficie e interior dos
dispositivos. Os dispositivos contendo LPS-AT-PVA apresentam maior rugosidade e
porosidade (29B e 29C) no bulk quando comparados com os dispositivos contendo
LPS-AT (29A). Comparando-se a superficie dos dispositivos (29D e 29E) nédo é
possivel notar grandes diferencas entre os modelos. Podem ser notadas particulas,
possivelmente provenientes da borracha, na superficie de ambas as preparacoes,
além de particulas de menores dimensdes que poderiam se tratar de nanoparticulas

presentes também na superficie.
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Figura 29. MEV da superficie e do bulk dos dispositivos incorporados com LPS-AT e LPS-AT-PVA
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Fonte: elaborado pelo autor.

Resultados similares podem ser encontrados nos estudos de Herculano e
colaboradores ( 2009) que analisaram a superficie de membranas de LN para uso em

sistemas de liberacdo de drogas para regeneracdo 6ssea. A porosidade observada
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em seus estudos foi similar ao resultado obtido para os dispositivos LPS-AT-PVA
(Figura 24C). Estes resultados também séo corroborados pelos estudos de Barros e
colaboradores (2016) que desenvolveram uma membrana de LN para entrega

sustentada contendo peptideos.

A porosidade observada nos dispositivos preparados € um importante fator que
contribui de modo positivo para a liberacdo sustentada da droga. No topico 4.2.4

avaliamos a cinética de liberacdo e comparamos com os achados obtidos pelo MEV.

4.2.2 Integridade das ligacdes quimicas do dispositivo e analise da
influéncia da Luz-UVv

Analisando-se comparativamente o FTIR dos dispositivos (Figura 30) com o0s
dados anteriores (Figura 25) do topico 4.1.5, é possivel identificar que o atenolol ndo
interage quimicamente com o LN ou com os lipossomas. Ha uma grande preservacao

dos picos observada a partir dos dados néo tratados com luz-UV.

Comparando-se as preparacbes com relacdo a influéncia da luz-UV duas
grandes modificacbes no padrdo de absorcdo podem ser observadas. A primeira
(identificada pela faixa rosa a esquerda), na faixa de 3100-3500 cm™ pode se tratar
de modificacdes relacionadas a evaporacdo da agua (com picos de absorcdo
presentes para este intervalo), enquanto que a segunda faixa (a direita) apresenta
picos menos intensos para regibes de CH presentes na maioria das moléculas
presentes nas preparagdes. Maiores investigacdes, entretanto, sdo necessarias para

afirmacdes assertivas sobre a ocorréncia identificada.



%T

Figura 30. FTIR dispositivos antes e apds processo de esterilizacdo por luz-Uv
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4.2.3 Resisténcia Mecéanica

Os testes de resisténcia mecanica sao essenciais para avaliar a durabilidade e

propriedades fisicas de dispositivos baseados em polimeros e identificar e garantir

que os dispositivos sejam suficientemente resistentes para suportar as condi¢des as

quais serdo submetidos durante o uso clinico, garantindo a seguranca e eficacia do

produto.

Foram avaliadas membranas de LN, membranas contendo LPS e membranas

contendo LPS-PVA. As membranas foram submetidas a testes de tracdo, com
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medicdo da forca e da deformacdo quando submetido a uma carga de tensdo. As

membranas foram alongadas progressivamente até o ponto de ruptura.

Os resultados da curva tensdao versus deformacdo para as membranas
preparadas se encontram na Figura 31. As amostras ndo apresentaram grandes
diferencas para o aumento da tensédo quando submetidas aos testes de carga. Apenas
foi possivel identificar uma maior tendéncia das membranas LN/LPS-PVA em suportar
0 estiramento comparada as demais membranas. As membranas de LN produzidas
por SILVA (2023) apresentaram maiores valores para tensdo, porém sofreram ruptura

em menores valores para a deformacéao.

Os resultados na Tabela 5 demonstram valores baixos para o modulo de Young
em todas as preparacdes. As membranas desenvolvidas se mostraram também mais
resistentes ao estiramento comparadas a trabalho que utiliza o farmaco escopolamina
diretamente na matriz do LN (MORISE et al., 2019) e resultados similares para a carga

aplicada quando adicionado cetoprofeno na matriz do LN (FLORIANO et al., 2018).

De forma geral, as composi¢cdes nao influenciaram as membranas quanto
tensdo aplicada e poucas diferencas foram constatadas. Os resultados da literatura
encontrados corroboram os achados neste estudo acerca o0 comportamento
caracteristico do elastdmero. Também foi possivel detectar que as amostras tiveram
baixo desvio padrdo na Figura 31, o que representa boa reprodutibilidade e

uniformidade.
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Figura 31. Curva tensdo-deformacéo das membranas de LN puras e com adigdo de nanoparticulas LPS e LPS-

PVA
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 5. Valores de deformacao até ruptura, tensdo e médulo de Young para as membranas

preparadas
Amostra Deformacao até ruptura (%) Tensdo (MPa) Médulo de Young (MPa)
LN 1233476.37 0.4491+0.0346 0.0024+0.0010
LN/LPS 1500+270.80 0.5913+270.8012 0.0035+0.0005
LN/LPS-PVA  1633%76.37 0.6952+0.0721 0.0034+0.0011

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2.4. Cinética de Liberacao do Atenolol do dispositivo
A avaliacdo da cinética deliberacdo do atenolol foi realizada nos dispositivos

contendo LPS-AT e LPS-AT-PVA.

E possivel comparar a partir da Figura 32 que os dispositivos avaliados
apresentaram menor liberacdo rapida do farmaco nas primeiras horas quando

comparados as nanoparticulas (item 4.1.6).

Ademais, o dispositivo LPS-AT-PVA apresentou melhores resultados em
relacéo a liberagédo rapida em comparagio com o dispositivo LPS-AT. E importante
ressaltar ainda que had um grande desvio padrdo no grafico, devido principalmente ao
método de incorporacdo das nanoparticulas no dispositivo, realizada neste trabalho
com um pool de LN e lipossomas submetidos a um banho de ultrassom, para posterior
divisdo entre os moldes. Ambos os dispositivos demonstraram liberagcédo lenta nas
horas subsequentes e a saturacdo néo foi atingida nas 140 horas avaliadas, o0 que
demonstra um excelente resultado quanto ao objetivo de se obter um dispositivo com
liberacdo sustentada de drogas. A tabela 5 sintetiza o percentual de droga liberado
para a amostras avaliadas. Os dispositivos LPS-AT e LPS-AT-PVA trouxeram
percentual maximo da liberacdo do atenolol de 19,5% e 18,5% (Tabela 6),
respectivamente. Estudos com maiores periodos de avaliacdo da liberacdo sao

indicados para melhor compreensao dessas taxas.

Resultados da literatura também evidenciam a liberacdo rapida de drogas
adicionadas diretamente na matriz do LN (AIELO et al., 2014; FLORIANO et al., 2017,
HERCULANO et al., 2009). Entretanto, também evidenciaram maiores percentuais

para a liberacdo de drogas encapsuladas diretamente na matriz do LN.
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Estudos realizados com membranas de LN contendo outros tipos de
nanoparticulas também foram encontrados. Miranda e colaboradores (2022)
avaliaram a liberacdo de metronidazol de nanoparticulas de prata incorporadas em

LN e obtiveram percentual de liberacdo na faixa de 27%.

A presenca de poros observadas mediante os resultados do MEV nas matrizes
de LN do dispositivo sdo um fator importante para a liberacdo. Almeida e
colaboradores ( 2020) tiveram sucesso ao avaliarem o impacto da fabricacdo de
microporos em membranas de LN na liberacdo de drogas, obtendo uma liberacéo

controlada de ciprofloxacina.

E importante ressaltar ademais que o dispositivo LPS-AT-PVA apresentaram
uma importante vantagem comparada ao dispositivo LPS-AT, uma vez que apresenta
menor liberacao rapida nas primeiras horas, o que pode trazer grandes perspectivas

para maiores investigacdes desse modelo desenvolvido.

Tabela 6. Concentrag8es de droga inicial, droga liberada e taxa de liberagdo (%) nos testes de cinética de
liberac&o in vitro da droga dos dispositivos

Amostra Concentracgdao Inicial Concentracéo Liberada % Liberada
(mg) (mg)

Dispositivo 1 0.128-0.195 12,7-19,5%

-LPS

Dispositivo 1 0.020-0.186 2-18,5%

-LPS-PVA

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 32. Avaliacdo da Cinética de Liberacéo do Atenolol dos dispositivos de LN contendo LPS e

LPS-PVA
25 T T T T T T Y T T T T T T T
A | R —
e ) Dispositivo
., ] LPS-AT
2 041, :
s} 2
[ - i |
L 154 .
<C
G_) 000 (;5 {D 175
© Tempo (h)
o
‘S, 10+ -
o
o
2
-
5 4 -
0 — T T T T T r T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (h)
B 25 2'5 T T T T T T T T T T T T T
Dispositivo
€ 2 - LPS-AT-PVA
g 20 _§ 1.5 7
o) g _
c 2
L 1547 o) ] i
< _
GJ 0.0
-c ’ 0.0 OTS 1..0 175“ ZTU
18 Tempo (h)
10 T -
()] ___.——-—"_
—
5 4 .
0 I v 1 v 1 s 1 v 1 " 1 v 1 v 1 v
20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (h)

Fonte: elaborado pelo autor.
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5 Consideracoes
Finais
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5 Consideracdes Finais

Este estudo demonstrou que a funcionabilidade de lipossomas pode ser
melhorada com a adicdo do biopolimero PVA na sintese, trazendo vantagens para
aplicacao desses sistemas em dispositivos que visam uma liberacdo sustentada de
drogas. A incorporacdo do farmaco nas nanoparticulas foi possivel por meio do
método de ultrasonicacdo, bem como a sintese dos dispositivos com a incorporacao
das LPS-AT e LPS-AT-PVA nas matrizes de LN. A morfologia avaliada mediante a
MEV das nanoparticulas demonstrou formato esférico para todas as estruturas
investigadas e por meio do Analisador de Tamanho de Particulas foi possivel verificar
um diametro hidrodinamico adequado e uniformidade no tamanho para aplicacdo em
formulacbes farmacologicas. As LPS-PVA revelaram menores tamanhos de
nanoparticulas dentre as preparacfes avaliadas e, junto as LPS, foram as melhores
estruturas em relacdo ao tamanho para serem utilizadas no sistema de entrega de
drogas pretendido. Analisando-se a liberacdo do farmaco atenolol, foi identificado que
tanto os lipossomas LPS-AT e LPS-AT-PVA, quanto os dispositivos LPS-AT e LPS-
AT-PVA exibiram um perfil de liberagdo sustentada e exibiram 6timos resultados
comparando-se com outros dispositivos na literatura, sendo que os dispositivos
exibiram melhor controle para evitar a liberacdo rapida comparada aos lipossomas
sem a matriz de LN. O perfil de liberacdo sustentada de farmaco demonstrado tem
grande relacdo com as propriedades fisicas da matriz de LN, em especial a porosidade
verificada com auxilio da MEV. Os dispositivos avaliados apresentaram bons
resultados para o farmaco avaliado e trouxeram a otimizacdo esperada por meio do
maior controle da liberagdo com a incorporagéao dos lipossomas na matriz de LN. Os
lipossomas e os dispositivos avaliados demonstraram integridade quimica e auséncia

de interagBes significativas entre seus componentes por meio da técnica de FTIR.
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Todas as membranas avaliadas a partir de preparacdes contendo LN, LPS-AT e LPS-
AT-PVA demonstraram valores baixos para médulo de Young e alto potencial de
deformacéo, corroborando com as caracteristicas préoprias de elastbmeros e
sugerindo grandes perspectivas para o desenvolvimento de tratamentos confortaveis
e que se adequem a anatomia do local de aplicacdo. Embora a taxa de liberacdo ainda
nao seja totalmente compreendida, sendo necessarios maiores estudos com
avaliacdo em maiores tempos para a cinética de liberacdo, ha uma excelente
perspectiva de aplicacdo dessa tecnologia em projetos futuros e maiores
investigacbes para a expanséo do entendimento das condi¢des in vitro e in vivo do

SVLTF e de novos modelos de dispositivo.
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