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RESUMO

Sistemas de liberacdo de farmacos tornaram-se importantes no campo da farmacologia e da
biomedicina, uma vez que podem reduzir a dose terapéutica através da liberacéo local e evitar
possiveis efeitos da droga durante sua passagem pelo organismo. Biomembranas de latex
natural extraido da Hevea braslienss tém mostrado interessantes resultados na area da
biomedicina por apresentarem proteinas que estimulam a angiogénese, acelerararem
processos de cicatrizacdo, constituirem proteses e pelo bom desempenho como matriz para
liberacdo de farmacos, extratos vegetais, nanoparticulas e proteinas. Este trabalho apresenta a
elaboracdo e a utilizacdo de um novo sistema, dito dindmico, onde a liberacéo se da sob fluido
circulante e utilizando biomembranas de latex natural como carreador da liberacdo. A fim de
complementar as propriedades cicatrizantes do latex, foi escolhido o cetoprofeno como
modelo de farmaco, devido a sua acdo antiinflamatdria, analgésica e antipirética, de uso
veterinario e humano. As biomembranas foram produzidas misturando latex natural com uma
solucdo de cetoprofeno pelo método de deposicédo, e secas a temperatura ambiente. Um novo
sistema dinamico para liberacdo de farmacos com fluxo circulante foi implementado, onde
foram comparados resultados de liberaces estaticas (sem fluxo) e dindmicas, em mesmas
condicdes, a fim de se obter a influéncia do fluxo na liberacdo. As biomembranas foram
caracterizadas por Microscopia Eletronica de varredura (MEV), espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e teste mecanico de tracdo. Os resultados
de MEV mostram a existéncia de farmaco superficial nas membranas e os resultados de FTIR
mostram que ndo ha interacdo entre o biomaterial e o fArmaco, porém o cetoprofeno torna a
biomembra mais fragil com a reducdo do modulo de Young, da porcentagem de alongamento
e tensdo de ruptura, indicando que a droga esta apenas intercalada na matriz polimérica.
Resultados da liberacdo indicam diferenca entre a liberacdo estatica e dindmica, de forma que
a liberacdo dinamica libera 30% mais farmaco que a estatica. A modelagem matematica
mostra que inicialmente a liberacdo é mais rapida, devido ao farmaco estar presente na
superficie, conforme 0 MEV; e posteriormente mais lenta devido ao farmaco estar no interior
da matriz.

Palavras-chaves: Liberacdo; dindmico; estatico; latex natural; membrana; cetoprofeno;
comparagao;
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ABSTRACT

Drug delivery systems have become important in the field of pharmacology and biomedicine,
as they may reduce the therapeutic dose through the local release, avoiding possible effects
during its passage through the body. Biomembranes made of natural latex extracted from
Hevea brasiliensis has shown interesting results in biomedicine, by presenting proteins that
stimulate angiogenesis, wound healing, constitute prostheses and good performance as a
matrix for release of drugs, plant extracts, nanoparticles and proteins. This paper presents
the development and use of a new system, said dynamic, where the release occurs from
circulating fluid and using natural latex biomembranes as carrier for the releases. In order to
supplement its healing properties, ketoprofenwas chosen as model drug because of its anti-
inflammatory, analgesic and antipyretic properties, in the veterinary and human use.
Biomembranes were produced by mixing natural rubber latex with a ketoprofen solution by
the casting, and dried at room temperature. A new dynamic system for drug delivery with
circulating flow was implemented and the static (no flow) and dynamic releases were
compared in order to obtain the influence of the flow in the release. The biomembranes were
characterized by scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared
gpectroscopy (FTIR) and mechanical testing. The SEM results showed the existence of the
drug in the surface membranes. The FTIR results showed that there is no interaction between
the drug and biomaterial, although the incorporation of ketoprofen makes the biomembranes
more fragile by reducing the Young's modulus, elongation at break and tensile strength,
indicating that the drug is only interleaved in the matrix polymer. These results indicate
differences between static and dynamic release, since the dynamic released 30% more drug
than static. Mathematical modeling showed that the initial release is faster due to the
ketoprofen be present at the surface, as by SEM; and then is slower due to the ketoprofen be
present in the bulk.

Keywords: Release; dynamic; estatic; natural latex; membrane; ketoprofen; compare



SUMARIO

RESUIMO ..ttt ekt h bttt e e e e e s et e esbe e e shbe e e essn e e ennreeennnee s 7

N 41 1 - Tod SRS 8

1. INTRODUGAD ..ottt ettt s 10
1.1. Latex Natural como BIOMAaterial ...........ccccvevueviiecieiecie et 11
1.2, Extracao do LAteX NatUral .........cccoooiiiiiiiiciirie e 13
1.3, COOPIOTENO ...t ettt sttt bt ettt 14
1.3.1. Process0s INFIAMALOTIOS ......ccvveveieeiieie e sttt e e enaesrae e nnas 14
1.3.2. AntiinflamatOrio CEtOPrOTEN0 .......cceveiueriiiiie e 15
1.4. Sistema de Liberagdo Controlada (SLC) ......c.uvviiiiiieiiiiiiieee e 16
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt sttt s e st en et s e st e st s e en e ne s sreneas 17
3. MATERIAIS E METODOS ....ooieiieiceeeeeeeiestes e esees s esess sttt e 17
3.1. AQUISICAO OS IMALEIIAIS .....veveeeiiiriie e ctie ettt e e er e sraesee e enne s 17
3.2. Solucao hidroetanolica de Cetoprofeno .........ccvcveiecie i 18
3.3. ConfecCao das MEMDIANGS .........ccueiiiieeieeieeeeiesee et e e erae st e e se et es e sre e s e s e eaeesaennes 18
3.4. Sistema Estéatico de Liberacdo Controlada ..........ccccceveeiieviiiecie e 19
3.5. Sistema Dinamico de Liberagdo Controlada ...........cccccveveveeiiecie i 19
3.6. Caracterizacdo das Membranas de Latex Natural .............ccccoovveiiiiiecie v 20
3.6.1. ESpectrofotOmEtro UV-VIS ...ttt et s 20
3.6.2. Maquina de Ensaio MeCaniCO (TraGl0) ......cccviveerueeriesrierieieesieeraesresseesnsee e e e e e 20
3.6.3. Espectro no Infravermelno (FTIR) ..ccccviiiiiiiece e s 22
3.6.4. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ........oooeiiiiiiiiieciece e 22
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coouiervieeieeieeieietses st se s ssasns s sssssssestsse snessansnes 22
4.1. Elaboracdo e construcdo de um novo sistema "dinamico" de liberacao de farmacos ..... 22
4.2. Ensaios de Liberacdes Controladas de FArmMacos .........cccoceevveieiieveiiecie e e, 26
4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ......ccooeiicieiiececece e e 39
4.4. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR) ..ocooove e e 41
4.5. Ensaios de Resisténcia MeCanica (TraGA0) .....c..ccoereiieeerieierieiereeieseesie e seesne e 44
5. CONCLUSOES ...ttt ettt 47

B. REFERENCIAS ..ottt e e e e e e e es e e e e ee et s et e e er et e s e e e er e e, 49



10

1. INTRODUCAO

A importancia dos sistemas de liberacdo de principios ativos advéem do fato que
raramente um farmaco veiculado em solucdo aquosa, ou numa forma convencional, consegue
atingir um alvo especifico no organismo em concentraces adequadas para provocar o efeito
terapéutico esperado. Isso pode ser facilmente entendido quando verificamos que entre o local
de administracdo do farmaco e o 6rgéo ou tecido alvo, se interpde uma série de obstaculos de
naturezas diversas (anatdmicos, quimicos e bioldgicos) [1-3].

Com o advento dos novos biomateriais surgem inimeras possibilidades de carreadores
para as mais diversas substancias, com propriedades fisico-quimicas muitas vezes especificas
que proporcionam maior eficacia e seguranca nos processos medicamentosos, uma vez que
possibilitam aplicagdes mais proximas aos sitios alvos [4-7].

A associacdo de farmacos, compostos naturais e nanoparticulas as biomembranas
poliméricas ressalta o quanto a liberacdo controlada de farmacos é um topico importante para
varias iniciativas em nanotecnologia, isto devido aos impactos para a sociedade, com a
criacdo de sistemas optimizados que garantam a liberacdo num sitio especifico a uma taxa
controlada. Ressaltam-se ainda casos de aplicacBes guiadas, como as cicatrizacdes 0sseas,
onde a biomembrana também funciona como barreira mecanica contra agentes externos
infecciosos [8]. Entretanto, existem limitacGes nos sistemas carreadores existentes, como por
exemplo, o tempo de reabsorcao do carreador.

Desta forma, surge a necessidade da confeccdo de um sistema de liberacdo controlada
eficaz que provenha a liberacdo de farmacos no sitio a ser tratado por periodos prolongados de
tempo com uma dose adequada. O latex natural extraido da seringueira Hevea brasliensis
((Willd. ex Adr. de Juss) Muller — Agroviensis) foi utilizado como matriz para o “novo”
sistema de liberacdo controlada (SLC) porque tem se mostrado promissor em aplicacdes
biomédicas [9-13]. Membranas feitas deste material tém sido usadas como préteses e enxertos
médicos devido a suas caracteristicas de biocompatibilidade e estimulo natural a angiogénese.

Trabalhos recentes demonstraram as excelentes propriedades tais como: resisténcia
mecanica, elasticidade, facil manuseio e baixo custo [13-15].

O grupo de pesquisa “Biomateriais” da FCLAs/UNESP, coordenado pelo Prof. Dr.
Rondinelli Donizetti Herculano estuda a um bom tempo, a liberagdo prolongada em sistemas
estaticos [16-21]. Entretanto, nestes sistemas ndo ocorre fluxo da solugdo simuladora de
plasma sanguineo (SBF) nas membranas, ou seja, ndo ha renovacéo do fluido.
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Esta abordagem levou a confeccdo de um novo sistema dindmico de liberacdo que se
adequasse melhor ao sistema real de abosr¢édo capilar sanguineo, proporcionando desta forma
um estudo com resultados mais reais da liberacdo controlada. Este sistema foi criado,
reproduzido, de forma barata e sustentavel, e submetido a inimeros ensaios de liberagdo
controlada (método UV-VIS), onde foi utilizado o farmaco cetroprofeno como material
liberado e tendo a membrana natural de latex como carreador.

Os resultados foram comparados a testes analogos realizados em sistema estatico de
liberacdo controlada, sendo, posteriormente, as membranas utilizadas submetidas a testes
estruturais, como resisténcia mecanica a tragdo, microscopia eletronica de varredura (MEV) e
espectroscopia de infravermelho (FTIR) para afericdo de possiveis alteracbes quimicas e
estruturas devidas a associacdo do latex natural com o cetoprofeno. Ao final, foram
verificadas as vantagens contundentes do novo sistema dindmico de liberagcdo controlada, bem

como as caracteristicas comportamentais do cetoprofeno perante este sistema de liberacéo.

1.1. Latex Natural como Biomaterial

A utilizacdo de biomateriais sintéticos ou naturais, em sua maioria composto por
materiais poliméricos, metalicos, ceramicos e compositos, cresce a cada dia, na confeccdo de
préteses, enxertos e barreiras mecanicas ou de higienizacdo, ocupando, desta forma, espacgo
significativo nos ambientes de pesquisa de empresas e universidades, onde cada biomaterial
tem suas caracteristicas particulares que o credencia como agente eficiente dentro de um
determinado processo [22-25]. De acordo com Ratner et al 2004 [26], e Helmus & Tweden
(1995) [27], estes biomateriais devem ser biocompativeis, ndo toxicos, ndo absorviveis pelos
organismos, de resisténcia mecanica adequada,de facil manuseio [28] e, principalmente,
sustentaveis, ndo se esquecendo dos impactos sociais e dos aspectos econdémicos.

A utilizagdo destes biomateriais como carreadores de farmacos mais eficientes, na
forma de biomembranas aplicaveis em sitios especificos, tem grande importancia em diversas
areas da biomedicina [19-21, 29-31]. Desta maneira, torna-se necessario e determinante o
estudo detalhado da forma com a qual esta membrana, uma vez em contato com o sitio alvo,
ird liberar este farmaco. Taxas de liberacdo baseadas em intervalos de tempos diferentes,
liberagdo inicial, liberacdo final, liberacdo média, tempo de saturagdo, quantidade total de
farmaco liberado, integridade da membrana durante o processo, sdo as principais variaveis a

serem analisadas.
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O latex natural (Hevea brasiliensis) como biomaterial tem sido bastante utilizado em
estudos de biomedicina, devido as suas inimeras propriedades regenerativas e de sua elevada
flexibilidade mecénica, que o torna ideal no uso como barreira mecénica biolégica bem como
na confeccdo de diversas préteses flexiveis, tais como es6fagos e pericardios [16-21, 32-37].
Diversos farmacos, com propdsitos variados, passaram a ser agregados a estas membranas,
que, além de suas propriedades naturais ja citadas, tornaram-se um excelente carreador de
farmacos. Estudos recentes apresentam a utilizacdo de nanoparticulas agregadas a estas
membranas e as formas e taxas de sua liberagéo [19-21].

Em processos de regeneracdo cutanea e 0ssea [16-18], o latex natural é confeccionado
no formato de membranas com boa adeséo, excelente biocompatibilidade e pouca absorgédo
pelo organismo. No tratamento de regeneracdo Gssea, as membranas reduzem o tempo de
tratamento e proporcionam uma melhor qualidade nos resultados, atuando como barreiras
evitando a migracdo para as camadas 6sseas dos fibroblastos que contribuem para uma ma
cicatrizacdo, impedindo desta forma a criacdo de tecidos fibrosos ndo osteogénicos [11].

Estimulante natural da angiogénese [38], as membranas de latex natural aplicadas
diretamente sobre os tecidos danificados promovem a sua regeneracdo. A Figura 1 permite
uma boa visualizacdo deste efeito, apresentando um tecido parcialmente tratado por aplicacdo
de membrana de latex natural, onde se observa uma maior irrigacdo de vasos sanguineos na

regido onde a membrana foi aplicada.

regiao
tratada

[Figura 1] Angiogénese promovida por tratamento com membrana de latex natural [39]
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De acordo com Frade et al (2004, 2005 e 2006) [40-42],0lceras de pressdo e cutaneas
de diabetes (Figura 2) também foram tratadas com membranas de latex natural e apresentaram
quadros de recuperacao significativos.

[Figura 2] Evolucdo da cicatrizacdo da Ulcera de pressdo através da aplicacdo da

biomembrana de latex [40].

1.2. Extracdo do Latex Natural

Historicamente, o uso da borracha de latex natural (NRL) na sociedade remonta o
primeiro milénio, onde ha registros da fabricacdo de bolas e utensilios de latex pelas antigas
civilizagcdes das América do Sul e Central, a partir de uma arvore nativa da regido. Dotada de
propriedades fisicas particulares, a borracha de latex natural foi estudada e modificada durante
0s seculos, onde o isopreno é o monémero responsavel pela sua elasticidade. Sua chegada a
Europa no século XVI levou & modernizacdo da industria de polimeros. Em 1839, Nathaniel
Hayward, Charles Goodyear e Thomas Hancock aqueceram a borracha natural com enxofre e
chumbo branco dando origem a borracha natural vulcanizada, com propriedades superiores as
da borracha natural (grande alongamento, alta dureza, alta impermeabilidade, resisténcia ao
estiramento e retracdo rapida) .

O latex natural (NRL do inglés, Natural Rubber Latex) é extraido de uma grande
variedade de espécies vegetais, sendo que a seringueira Hevea brasiliensis, nativa da regido
amazonica brasileira, é responsavel por 99% do total extraido (Figura 3). Na atualidade, a
producgdo no pais (que ja foi o primeiro do mundo) é baseada no extrativismo na Amazénia e
no cultivo de plantas de alto rendimento adaptadas as regifes Sudeste e Centro-Oeste do Pais.
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O latex natural in natura é constituido por moléculas poliméricas (cis-poliisopreno) que
formam a borracha, mas também por proteinas, lipidios, acUcares, carboidratos e agua [43-
45].

b)

o H L C CHawpwr

[Figura 3] a) Extracdo do latex natural da seringueira Hevea brasiliensis; b) Cis-poliisopreno

de latex natural.

1.3. Cetoprofeno

1.3.1. Processos inflamatorios

Vastas sdo as lesdes que um determinado organismo pode sofrer, tais como cortes,
traumas, queimaduras, disfuncGes do proprio organismo e aquelas provenientes de processos
cirargicos. O processo inflamatorio € uma resposta do organismo a estas lesdes, promovendo
uma série de reagdes em cascata que promovem o reparo de um tecido, no entanto, podem ser
bastante prejudiciais atuando como agentes do desenvolvimento de doencas crénicas, como
artrite, diabetes, doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer, além de gerarem dor,
desconforto e mal estar [46-50]. Sem a inflamag&o as infeccdes e 0s processos deletérios dos
tecidos ndo teriam fim. Surgem entdo os antiinflamatérios como forma de minimizar os
efeitos deste processo, principalmente quando se manifestam de forma aguda. Porém, os
efeitos colaterais, possivelmente indesejados, ainda sdo um tanto quanto desconhecidos e
objetos de muitos estudos.

Os antiinflamatorios ndo esterdides sdo os mais difundidos no mundo, tanto no
tratamento de seres humanos como no de animais. Caracterizados também por seus efeitos

analgésicos e antipiréticos, atuam como inibidores das ciclooxigenases (responsaveis pelo
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metabolismo do processo inflamatério), levando a diminuicdo da producdo das
prostaglandinas (horménio vasodilatador, relacionado aos efeitos de calor e dor) e
tromboxanos (vaso constritores) [46,49].

1.3.2. Antiinflamatorio Cetoprofeno

O Cetoprofeno (ketoprofenum), CigH1403, € um farmaco antiinflamatério néo-
esterdide, derivado do acido arilcarboxilico e pertencente ao grupo do acido propiénico [46-
50], que se apresenta na forma de um po cristalino branco (Figura 4).

a) : = b)
: ‘ @) CH;
| ) 0
et | M—l
g4

[Figura 4] a) Aparéncia cetoprofeno em po; b) Estrutura quimica cetoprofeno.

E utilizado tanto na medicina humana como veterinaria (animais de pequeno porte) no
tratamento de sintomas inflamatérios [51-54], tais como fraturas, processos pré e pos-
operatorios, artrites, artroses, lombalgias, contusoes, torcicolos, lesdes decorrentes de praticas
esportivas, infeccdes de garganta e dismenorréia. Sintetizado como farmaco, tem também
efeito analgésico e antitérmico, apresentando efeitos colaterais raros [53-55].

Inibe a atividade da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) para provocar uma
diminuicdo da formacdo de precursores das prostaglandinas e de tromboxanos, a partir do
acido araquidonico. Os efeitos analgésicos podem implicar no bloqueio da geragdo do
impulso doloroso mediante uma acao periférica por inibicdo da sintese das prostaglandinas.
Como antidismenorréico, diminui as contragcdes e aumenta a perfusdo uterina, alivia as dores
isquémicas e espasmaodicas [56].

Em um adulto, a dose usual indicada é de cerca de 200mg ao dia, podendo ser inferior
ou superior a este valor, mas nunca excedendo 300mg ao dia [57]. Ministrado nas formas de
capsulas, gotas, géis e injetaveis. Em doses elevadas, deve ser ministrado a cada 24 horas,
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devido ao risco de disfuncgdes renais e gastrointestinais, geradas por elevada inibicdo das

prostaglandinas [51].

1.4. Sistema de Liberacédo Controlada (SLC)

De acordo com Manadas et al. (2002) [58], os sistemas cuja liberacao é controlada por
erosdo sdo preparados pela incorporagdo do farmaco em polimeros hidrossoluveis
(hidrocoloides). De acordo com Trecco et al (2014) [59], o latex é hidrofobico e a difuséo € o
processo caracteristico nas membranas de latex natural. A liberacdo de farmacos a partir de
membranas poliméricas deste tipo (degradacdo/erosdo) envolve a difusdo do meio para o

interior da matriz com consequente dilatacdo (Figura 5).

A
.QO:. [ X
STy | L X ) ... Polimero
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’. . Extrato
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D]
TTT I

[Figura 5] Processo de difusdo em matriz polimérica. (Adaptado de Manadas et al. (2002)
[58].

O processo de liberacdo controlada de farmacos consiste incorporar uma quantidade

conhecida de farmaco em membrana de latex natural, que estarda submerso em uma solugéo
liberadora. O contato da solucdo com a membrana libera gradativamente o farmaco,
aumentando sua concentracdo na solugdo ao longo do tempo.

A principal funcdo de um sistema de liberacdo controlada de farmacos é apresentar
uma simulacdo adequadae da real taxa de entrega do composto. Dentre os aspectos de
relevancia, se destacaa influéncia do sistema circulatério no processo regenerativo de tecidos,
fator que é desconsiderado no sistema estatico. A circulacdo leva a renovagdo do plasma
sanguineo em contato com a membrana, diminuindo os efeitos da saturac&o, potencializando
0s choques mecanicos, aumentando a penetrabilidade do plasma nas camadas internas da
membrana e gerando um perfil de liberagdo de maior intensidade e duragéo [60,61].
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:
A elaboracdo de um sistema funcional de liberacdo de farmacos, dito dindmico, com base em

fluido circulante.

Avaliacdo da interagdo do cetoprofeno em membranas de latex natural, para entender o
comportamento da liberacéo sustentada;

Caracterizacdo da taxa de liberacdo do cetoprofeno pelas membranas no sistema de liberacéo
estatico convencional e novo sistema de liberacdo dindmco, utilizando-se as técnicas de

espectrofotometria de ultravioleta, seguida de comparacgéo dos resultados encontrados;

Caracterizagdo da forma quimica e estrutural das membranas, utilizando a microscopia
eletrbnica de varredura associada a técnica de energia dispersiva de raio-X (MEV-EDS),

espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e testes de resisténcia

mecanica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aquisicao dos Materiais

O latex natural utilizado neste projeto de pesquisa foi obtido da BDF Latex (Comércio
de Produtos Agricola Ltda), Guarantd/SP. Depois da extracdo, o latex foi mantido em fase
liquida através da adicdo de amdnia corrigindo a acidez, mantida na ordem de pH igual a 10.
Apos adicdo da amdnia, o material foi centrifugado a 8000g visando a separacdo de proteinas
alergénicas contidas no latex natural [4].

Foram utilizados para este trabalho os farmacos cetoprofeno em capsulas (sem
insipientes) e ciprofloxacina em po, obtidos na Farméacia de Manipulacdo, CALLITHEA na
cidade de Assis/SP.
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3.2. Solucéo hidroetandlica de cetoprofeno

A comparacdo entre os resultados encontrados nas liberagdes dindmicas e estéticas,
que deveria ser o unico foco deste trabalho, acabou tendo de levar em conta os efeitos da
insolubilidade do cetoprofeno em agua.

Foi utilizada solucdo hidroetandlica contendo 90% de agua destilada e 10% alcool
(hidroetanolica 10%) em todos os processos de liberacdo e de confeccdo das membranas.

3.3. Confeccéo das Membranas

As membranas foram confeccionadas por “casting”, através de simples deposigdo,
seguida de secagem, onde a temperatura deste processo influencia diretamente na porosidade
do biomaterial, que é fator importante na liberacdo sustentada. Todas as membranas foram
secas em temperatura controlada, a 22°C através da estufa de secagem, contribuindo para a
padronizacdo do biomaterial. Além disso, o padrdo de confeccdo gerou membranas para
liberacdo com espessura de (1,00+0,01)mm, em forma circular (Figura 8), pois foram
depositadas para secagem em placas circulares com cerca de 5,0cm de diametro. Os volumes
depositados nas placas foram de 6mL de latex natural liquido acrescido de 4mL de solucéo
hidroetandlica 10% com cetoprofeno (5mg/mL ou 10mg/mL), totalizando 10mL por placa.
Quantidades menores do que 6mL de latex geraram membranas de dificil acomodacédo no

recipiente de liberacdo dindmica, devido a forte perturbacdo imposta pelo fluido circulante.

[Figura 6] Forma (a); Espessura de 1,0mm (b); Elasticidade (c); Flexibilidade da membrana
de latex natural (d). [13]
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3.4. Sistema Estético de Liberacdo Controlada

No sistema estatico de liberagcdo controlada de farmacos, as membranas sdo colocadas
sobre um volume de solucdo, que varia de acordo com os interesses da aplicagdo. Em estudos
realizados pelo nosso Grupo de Pesquisa, a solucdo liberadora utilizada é agua destilada ou
solugdo simuladora de fluido corporal (SBF), por constituir quase a totalidade do plasma
sanguineo. As membranas sdo menos densas que a agua e, desta forma, ocupam a superficie
do liquido, situacdo ideal para liberacdo. O contato da solu¢cdo com a membrana promove a
liberacdo gradativa do composto agregado a ela, processo denominado difusao.

Nos testes de liberacdo estatica do nosso Grupo de Pesquisa, as membranas de latex
natural sdo mergulhadas em béqueres com 200mL de solugdo aquosa ou SBF (Figura 07). Nos
testes realizados neste trabalho este valor teve de ser corrigido para 1600mL, valor utilizado e

necessario para os testes em sistema dinamico.

[Figura 07] a) Membrana de Latex Natural, b) Sistema estatico de liberagdo prolongada.
3.5. Sistema dinadmico de liberacéo controlada
As medigdes em sistema dindmico de liberacdo foram feitas utlizando-se a mesma

metodologia empregada no sistema estatico de liberacdo, onde basicamente as diferengas se

econtram no emprego de uma solucdo liberadora com fluxo circulante.
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3.6. Caracterizacao das Membranas de Latex Natural

3.6.1. Espectrofotometro UV-VIS

No processo de liberagdo controlada de farmacos os resultados foram caracterizados
por espectroscopia optica (UV-VIS), onde aliquotas da solucdo liberadora foram coletadas em
intervalos de tempos adequados e analisadas no espectrofotdmetro LGS53, BEL Photonics.
Apos coleta dos dados, as informacGes foram compiladas e discutidas utilizando o software de
estatistica OriginPro 8 SR4®, da OriginLab Corporation.

As amostras foram colocadas no espectrofotometro e submetidas a radiacdes
ultravioletas (UV), ajustadas na faixa de 200 a 350nm de comprimento de ondas. Os
compostos contidos nas amostras, ao serem irradiados, podem absorver, refletir e transmitir
partes da energia incidente. A energia emitida pela amostra é coletada e comparada com a
energia emitida pelo aparelho, caracterizando a transmitancia (T) da amostra, ou, de atraves
de célculos, a sua absorbancia (A). No processo de liberacdo controlada de farmacos aqui
apresentado, a absorbancia foi escolhida como valor a ser medido em todas as liberacGes
realizadas, onde cada composto analisado apresenta pico de absorbancia em um comprimento

de onda caracteristico.

3.6.2. Maquina de Ensaio Mecanico (Tracao)

Os ensaios mecanicos foram realizados utilizando-se a maquina de ensaio mecanico —
EMIC modelo DL 2000 (Figura 07). Mambranas em formato diferenciado (halteres) tiveram
suas extremidades presas pelas cargas de tracdo. Ao acionar a maquina o corpo da membrana
se deforma, estica, passando pelas trés etapas de deformacéo, até a sua ruptura. Os dados séo
adquiridos pelo computador que os interpreta gerando tabelas de valores, coeficientes e o
grafico Tensdo (Forca/Area) X Deformagdo especifica (deformacdo/comprimento da
membrana).

Como resultado de uma caracterizacdo por testes de tragdo mecénica, € colhido o
Modulo de Young, que representa a inclinacdo da fase linear (elastica) dos testes. Todos os
ensaios realizados foram feitos em triplicata e, através do ORIGIN Pro® foi extraido a média e

calculado o Modulo de Young para comparagéo posterior e analise dos resultados.
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Nestes ensaios de tracdo, as membranas foram confeccionadas na forma de halteres

com 8mL de latex natural acrescido com 3mL de solucdo hidroetandlica com ou sem

cetoprofeno (5mg/mL).
a) b)

[Figura 07] Maquina de Ensaio Mecanico EMIC DL 2000 utilizado nas amostras de latex

natural.

A Figura 08 mostra um molde com 3 membranas ja secas, confeccionadas na forma de
halteres e destinadas aos ensaios de resisténcia mecanica acima citado.Todas elas apresentam
mesmo comprimento, mesma largura, mas podendo variar suas espessuras de acordo com a
quantidade de latex natural depositado. A temperatura da secagem € um fator que também
pode alterar as espessuras das membranas, interferindo nos resultados dos ensaios (dependem
da area transversal das membranas), mas, como ja mencionado (Secdo 3.4), todas as

membranas foram secas a 22°C.

il A =

[Figura 08] Membranas confeccionadas na forma de halteres para testes de resisténcia

mecéanica a tracao.



22

3.6.3. Espectro no Infravermelho (FTIR)

Para realizacdo dos ensaios contidos neste projeto e das analises desta técnica foi
utilizado o espectro de FTIR Bruker T 27 do Laboratdrio de Fisica, Biofisica e Biomateriais
da UNESP/Assis.

O procedimento consiste em pegar amostras de cetoprofeno em pé e membranas de
latex natural com e sem cetoprofeno e comparar seus espectros no infravermelho, utilizando-
se 0 modo ATR, a fim de se detectar de que forma o cetoprofeno se interou com o latex

natural.

3.6.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) é uma técnica muito versatil usada
rotineiramente para analise micro estrutural de materiais solidos. A imagem vista com um
MEV ¢ formada por um feixe de elétrons que passa através da amostra. Os detalhes das
caracteristicas da microestrutura interna tornam-se acessiveis a observagao; 0s contrastes na
imagem sdo produzidos pelas diferencas na dispersdo ou difracdo do feixe que séo produzidas
entre os varios elementos da microestrutura ou defeitos.

O uso deste procedimento € importante, pois poderemos observar a morfologia da
membrana, e o tamanho e distribui¢cdo dos farmacos no biomaterial. Esta caracterizacdo sera
realizada no Grupo de Fotbnica do Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC-USP) coordenado
pelo Prof. Dr. Cleber Renato Mendonca.

A interpretacdo dos resultados é voltada a comparacdo entre as superficies de relevo
das membranas de latex natural confeccionadas com e sem cetoprofeno, através de elevadas

taxas de ampliacdo das imagens.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Elaboracéo e construcao de um novo sistema *""dindmico’" de liberacéo de farmacos

Neste projeto, um novo sistema dindmico de liberagdo de farmacos foi criado, onde
ainda ndo ha uma renovacgdo da solucdo liberadora, mas que leva em consideracdo o fluxo
sanguineo dentro do sistema circulatorio.

A concepcdo original do projeto foi baseada na constru¢do de um equipamento
constituido de dois vasos comunicantes e de uma bomba hidraulica, encarregada da circulagdo
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do fluido liberador entre estes vasos. No inicio dos trabalhos, alguns prototipos desse
equipamento ja estavam prontos, tratando-se de dois recipientes plasticos, interligados por
tubo e roscas de PVC (Figura 09), onde uma bomba de aquério, no vaso da direita, capta a

solucdo e a despeja no tubo da esquerda através de uma pequena mangueira.

[Figura 09] Sistema dindmico original formado por dois vasos unidos por tubo de PVC. A

bomba localizada no vaso da direita e uma mangueira de comunicacao entre 0s vasos.

Nesta etapa, o farmaco testado foi a ciprofloxacina, por apresentar resultados bastante
conhecidos nos testes de liberacdo estatica por nosso Grupo de Pesquisa [62,63]. Desta forma,
foram realizadas liberacOes estaticas e dinamicas (em triplicata), concomitantemente e nas
mesmas condic@es, a fins de comparacao.

Os resultados obtidos no sistema dinamico ndao foram satisfatorios, pois observamos
muitas variacGes controversas nas absorbancias das aliquotas coletadas. A explicacdo para
este fato reside na retencdo de farmaco pelas estruturas internas das bombas durante o
processo circulatério, onde pequenas quantidades de ciprofloxacina (farmaco) foram
encontradas depositadas em suas hélices. Ressaltamos ainda, que a tubulagdo de PVC, por
apresentar quinas salientes, poderia levar ao mesmo problema de retengdo apresentado pelas
bombas.

Adicionalmente, com o intuito de analisarmos a homogeneidade do sistema, durante o
processo de liberagdo das membranas de latex, aliquotas do fluido circulante foram coletadas
em pontos e profundidades diferentes, no mesmo instante de tempo, nos dois recipientes.
Assim, observamos que estas aliquotas apresentaram distintos valores de absorbancia, alguns
deles bem destoantes, comprometendo, desta forma, a analise correta dos resultados do

processo.
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Para explicar estas diferencas de valores, sdo analisados dois aspectos. O primeiro é a
posicdo do tubo de PVC que interliga os vasos, que foi instalado, rigidamente, a alguns
centimetros acima das bases dos recipientes. O segundo trata da proximidade inadequada
entre a bomba (coleta) e o tubo e entre o tubo e a ponta livre da mangueira. A maior parte do
liquido que saia do tubo era imediatamente coletada pela bomba, enquanto, que do outro lado,
a maior parte do liquido que saia da mangueira era imediatamente coletada pelo tudo,
restringindo o fluxo (Figura 11a) e gerando regides menos agitadas, que se comportaram
como depdsitos involuntarios do farmaco.

Desta forma, se tornaram necessarias a remodelagem do sistema de vasos
comunicantes e a aquisicdo de bombas peristalticas, as quais ndo reteriam farmaco durante o
processo.

Infelizmente, a aquisicdo das bombas peristalticas ndo foi possivel, devido aos
elevados valores de mercado. Entretanto, a sua utilizagcdo é prevista para projetos futuros. A

remodelagem dos vasos € apresentada na Figura 10a e a bomba de aquéario na Figura 10b.

a) b)

membrana

[Figura 10] a) Sistema dinamico remodelado em acrilico. b) Bomba sugadora de aquério.

Os vasos comunicantes, agora produzidos em acrilico, foram interligados pelo plano
de suas bases. A comunicacdo das bases € ilustrada pelas setas vermelhas (Figura 10a),
permitindo um fluxo mais abrangente e com concentraces uniformes por toda a solugéo
(Figura 11b). Para garantir este resultado, a parte sugadora da bomba e a ponta livre da

mangueira foram colocadas o mais proximo possivel da superficie do liquido.
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[Figura 11] a) Antigo sistema dinamico, com fluxo restrito. b) Novo sistema dindmico, com

fluxo abrangente.

Devido ao fluxo, as membranas nao tém posicionamento fixo, ficando a maior parte
do tempe na superficie da solucéo.

As tampas foram modeladas fornecendo orificios para respiro, caso sejam necessarios,
e duas entradas em posicOes diferentes para a mangueira, que possam servir, quando

necessario, como pontos de coleta de solucéo (Figura 12).

[Figura 12] Tampa com orificios funcionais.

Foram produzidas 6 unidades deste sistema dindmico, baixo custo, reprodutiveis e de

facil manuseio, permitindo ateé 6 liberacGes simulténeas.
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4.2. Ensaios de liberac6es controladas de farmacos

As liberagdes do cetoprofeno foram realizadas no Laboratério de Fisica, Biofisica e
Biomateriais da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis’UNESP, utilizando concentracdes de
5mg/mL e 10mg/mL de cetoprofeno.

Durante o periodo do projeto no qual foi desenvolvido o novo sistema de vasos
comunicantes para liberacdo dinamica, foram feitas as primeiras solucdes de cetoprofeno em
agua destilada. Entretanto, mesmo em baixas concentragcdes (0,5mg/mL) e com o auxilio de
agitadores magnéticos, o farmaco ndo foi satisfatoriamente dissolvido em agua (foram
observadas aglutinacdes e precipitacdo do composto). Em concentracbes mais elevadas,
10mg/mL ou superior, o quadro se agravou. A dissolucdo foi impossivel, com aglutinacées e
precipitacdo imediatas (Figura 13), onde o cetoprofeno aderiu espontanea e rapidamente as
paredes do recipiente, comprovando sua caracteristica de farmaco insoluvel em agua [64].
Todos estes aspectos contribuiram para que as membranas produzidas ndo fossem

homogéneas quanto as quantidades e concentracdes de cetoprofeno incorporado.

[Figura 13] Residuos de cetoprofeno em grandes quantidades nas paredes do béquer

De acordo com Gauri [64], o cetoprofeno é insolGvel em &gua, porém solivel em
etanol, acetona e cloreto de metileno. O etanol foi escolhido, pois possui baixa toxicidade e é
facilmente eliminado pela evaporagdo. Entretanto, observamos que a solugdo de latex natural
em contato com solucgdes hicroetandlicas com taxas superiores a 50% de alcool vulcaniza
(polimeriza) instantaneamente.

Desta forma, o estipulado foi utilizar uma solu¢do hidroetandlica com o minimo de
alcool possivel, limitado a 30% de alcool na solugdo por questdo de seguranca frente a

polimerizagéo.
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O cetoprofeno foi diluido em soluc6es hidroetandlicas prontas com 30%, 20% e 10%
de alcool, entretanto, ndo obtivemos uma boa dissolucdo, assim, solucionamos o problema
dissolvendo o cetoprofeno primeiramente em uma solucdo etandlica (100%) e completando o
volume com 4agua destilada, seguida de agitacdo imediata, obtendo uma solucédo
hidroetanolica 10% com cetoprofeno. Porém, ressalta-se que esta eficacia é temporaria, sendo
necessaria a imediata adicdo do latex natural a solucdo, pois, ap6s alguns minutos, ocorrem 0s

processos de precipitacdo, aglutinacdo e adesdo do farmaco nas paredes do recipiente (Figura

14), principalmente na concentracdo de cetoprofeno 10mg/mL.

[Figura 14] a) Solucdo hidroetandlica (10%) de cetoprofeno (5mg/mL) temporariamente

homogénea. b) Mesma solucdo apds alguns minutos, apresentando precipitacdo do farmaco.

Cada membrana foi confeccionada adicioando-se 6mL de latex natural liquido a 4mL
de solucdo hidroetandlina com cetoprofeno nas concentragdes 5mg/mL ou 10mg/mL,
totalizando 20mg ou 40mg de farmaco por membrana, respectivamente. Todas as liberacGes
foram realizadas em triplicada, onde os resultados apresentados sdo a média destas triplicatas,
obtidas com tratamentos matematicos e estatisticos através do programa OriginPro8®. A
Figura 25 mostra a liberacdo do cetoprofeno pelas membranas de latex natural.

Cada composto liberado apresenta um maximo de absorbéancia, ou pico de
absorbancia, em um caracteristico comprimento de onda. No caso do cetoprofeno, 0 maximo
de absorbancia se dd em 260nm quando dissolvido em agua destilada e em 255nm quando
dissolvido em alcool. Na solucéo hidroetandlica 10% deste projeto 0 maximo de absorbancia

se deu em 259nm (Figura 15).
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[Figura 15] Exemplo de curva de liberacdo de uma aliquota da solugdo com cetoprofeno,

analisada no espectrofotdmetroLGS53.

O primeiro passo do processo foi a confeccdo da curva analitica do cetoprofeno. Como

ja explicado, o farmaco foi dissolvido em alcool seguido de agua, constituindo assim uma

solucdo hidroetanolica 10%. Foram utilizadas quantidades moderadas de cetoprofeno devido

ao farmaco, em quantidades maiores, atingir rapidamente os limites operacionais de

absorbéancia do aparelho, cerca de 2,0UA (unidades de absorbancia). A vantagem é que nessas

baixas concentracfes a solubilidade e a homogeneidade da solucdo foram totais, valores que

podes ser vistos no Quadro 01, em mg/mL.:

[Quadro 01] Valores de concentracdo de cetroprofeno e respectivos valores de absorbancia

Concentracéao Absorbéancia
(mg/mL) (UA)
0,0250 1,807265
0,0200 1,409036
0,0100 0,735993
0,0050 0,345438
0,0025 0,165049
0,0010 0,078862
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Para cada uma dessas concentracdes, aliquotas foram coletadas e analisadas pelo
espectrofotdbmetro, onde foram anotados e tabelados os maximos de absorbancia obtidos. A
Figura 16 representa a curva de calibragdo obtida, onde no eixo-x (abscissas) temos a
absorbancia (UA) como variavel independente e no eixo-y (ordenadas), a concentracao
(mg/mL) como variavel dependente.

0,025

0,020

0,015 T

A =259nm

0,010

Concentragdo (mg/mL)

0,005

0,000

L e B e . A B
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10 12 14 16 18 2,0

Absorbancia (UA)
[Figura 16] Curva analitica do cetoprofeno em solucédo hidroetandlica

A Equacdo 1 é uma regressdo linear, obtida através do software ORIGIN Pro®, onde C
¢ a concentracdo de cetoprofeno em mg/mL e A é o maximo de absorbancia para esta
concentragao.

C =(0,0139 A +5,89.10°) (mg/mL) (Equacdo 1)

De forma que, conhecendo-se 0 maximo de absorbéancia de qualquer aliquota contendo
uma solucdo hidroetandlica (10% alcool) de cetoprofeno, é possivel calcular através da
Equacdo 1, a quantidade do farmaco (em mg/mL) na solucdo. A quantidade absoluta (Q, em
mL) de farmaco contido na solucdo é facilmente encontrada multiplicando a concentracdo

calculada pelo volume total da solugéo utilizada na liberacéo, neste caso 1600mL, Equacéo 2.

Q =C x 1600 (mg) (Equacéo 2)

Nos testes de liberacdo controlada, foi utilizada a solucdo liberadora hidroetandlica
padrdo (10%), ja citada, na qual introduzimos uma membrana de latex natural com a
concentracdo desejada de cetroprofeno. Inicialmente, afere-se a absorbancia da solucdo

hidroetandlica pura, sem o farmaco, para que seja considerada como zero de absorbancia para
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todos os comprimentos de onda (branco), uma forma de calibragdo. Como procedimento,
coloca-se a membrana na solucdo e, de tempos e tempos, aliquotas sdo retiradas e analisadas
pelo espectrofotdmetro, onde sdo anotados os maximos de absorbancia (em 259nm) e o tempo
acumulado da liberagdo (Quadro 2). De 20min em 20min nas primeiras 4h e a cada 24h na

sequéncia.

[Quadro 2] Valores coletados de maximos de Absorbancia x Tempo de liberacéo

Tempo (h) | Absorb (UA)
0 0,010911
0,73 0,234706
1,43 0,291435
2,13 0,330705
2,93 0,360356
3,5 0,373682
49,5 0,516581
69,75 0,535402
96,25 0,529218
123,5 0,510085
141 0,524798
168 0,512474

Ao passar do tempo, had aumento da concentracdo do farmaco na solucdo e tambem
dos maximos de absorbancia. Apos alguns dias, a libera¢do cessa, mesmo quando nem todo o
farmaco agregado a membrana tenha sido liberado, caracterizando a saturagéo da liberacéo.

Utilizando o programa Origin Pro® foram realizados procedimentos matematicos e
estatisticos para cada triplicata. Obtendo-se assim a curva média de cada amostra, com
estatistica de erros, e uma funcdo matemdtica que a representa (Figura 17), com seus

respectivos valores de constantes.
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[Figura 17] Curva de liberacéo estatica do cetoprofeno pela membrana de latex natural.

O modelo matematico que melhor se adaptou aos pontos plotados foi a exponencial
dupla (ExpDec2 pelo Origin Pro®), mostrada pela Equacdo 3, onde A; e A, sd0 as constantes

e Y, representa 0 maximo de absorbancia, dado pela saturacdo do processo.
C=(Ae™ + Aze™ +y,) (mg/mL) (Equacio 3)

A Equacdo 3 permite a obtencdo dos valores de liberacdo em qualquer instante de
tempo, onde asquantidades de farmaco liberado sdo obtidas pela Equacéo 2.

Como ja citado, as liberacbes foram realizadas nos dois sistemas de liberacdo, estatico
e dinamico, em solucGes hidroetandlicas 10%. Ressalta-se que cada membrana foi
confeccionada com a adicdo de 4mL de solucdo hidroetandlica contendo cetoprofeno nas

concentragdes 5mg/mL ou 10mg/mL. Os resultados estéo representados a seguir.
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[Figura 18] Membranas de latex natural com: a) 5mg/mLde cetopofeno, no sistema estatico,

b) 10mg/mL de cetoprofeno, no sistema estatico, ¢) 5mg/mLde cetoprofeno, no sistema

dinamico,d) 10mg/mLde cetoprofeno, no sistemadinamico

Na Figura 18, observa-se que o perfil de liberacdo obedece a uma exponencial dupla

C=Are"™ + A,.e" + y, (Equagdo 3) para as duas formas de liberacéo (estética e dinamica),

onde y, € 0 maximo de liberacdo, e as amplitudes A; e Az e 0s tempos t; e t, sdo 0s tempos

caracteristicos dessa funcdo. O Quadro 3 mostra os valores de A;, A, t; e t, das membranas

de latex natural referente as liberacGes a esta figura.

[Quadro 3] Constantes e tempos caracteristicos das membranas de latex natural colocadas nos

sistemas estatico e dindmico, onde destacamos em negrito os valores de y, de cada liberacéo:

5mg/mL | 5mg/mL | 10mg/mL | 10mg/mL

(estatico) | (dinamico) | (estatico) | (dinamico)
Yo 0,0073 | 0,00965 | 0,01496 | 0,01904
Aq -0,00398 | -0,00467 | -0,00808 | -0,01075
t1 5,18408 | 12,30891 | 13,28968 2,09917
A -0,00311 | -0,00467 | -0,00696 | -0,00745
ts 0,45936 | 12,30891 | 0,98266 | 76,41651
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No sistema estatico, observamos que a quantidade de farmaco incorporado na
membrana de latex influencia no tempo de saturacdo, onde na membrana com 5mg/mL de
cetoprofeno, o tempo de saturacdo foi de 70 horas, enquanto para a membrana com 10mg/mL
do farmaco, obtivemos um tempo de saturacdo de 149 horas. Para o sistema dinamico, o
tempo de saturagdo, para a membrana com 5mg/mL de cetoprofeno foi de 167 horas e para a
membrana com 10mg/mL foi de 380 horas.

Com o intuito de fazer uma analise individual entre os dois sistemas, a Figura 19a
apresenta a liberacdo do farmaco para o sistema estatico nas concentracdes de 5mg/mL e
10mg/mL enquanto a Figura 19b, mostra a liberacdo do farmaco para o sistema dinamico nas
mesmas concentracdes. A Tabela 1 mostra o rendimento da liberagcdo no sistema estatico e no
dindmico.
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[Figura 19] a) Comparacéo das liberacdes estaticas; b) Comparacao das liberacGes dindmicas.

[Tabela 1] Rendimento dos sistemas (estatico e dindmico) perante o total de farmaco contido

nas membranas.

Dindmico  10mg/mL 40mg 30,46mg 76,2%
Estético 10mg/mL 40mg 23,94mg 60,0%
Dindmico  5mg/mL 20mg 15,44mg 72,2%

Estético 5mg/mL 20mg 11,68mg 58,4%
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De acordo com Borges et al (2014) [65], Romeira et al (2012) [66], e Aielo et al
(2014) [67], a membrana de latex funciona como um reservatorio, onde quanto maior a
quantidade de substéncias presente nas membranas, maior a quantidade total de substancia
liberada. Além da quantidade, observamos em testes preliminares, que a espessura e dimensao
sdo parametros importantes que influenciam na liberagdo, assim, estas grandezas foram
padronizadas.

Na Figura 19 observa-se que as liberacdes de cetoprofeno nos dois sistemas (estatico e
dindmico), nas duas concentragcdes, apresentaram-se equivalentes, sendo que os valores
apresentados pelas liberacOes estaticas foram praticamente o dobro dos apresentados pelas
liberacdes dinamicas.

A Figura 20 apresenta os resultados de maior interesse deste projeto de pesquisa, ou
seja, a comparacgdo entre as liberacdes dadas pelos sistemas estatico e dinamico. Trata-se de
um resultado importante, pois identificamos a influéncia do fluxo continuo e uniforme na

solucdo, em uma liberacdo sustentada de farmacos.
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[Figura 20] Comparacdes entre liberacdes estaticas e dindmicas: a) 5mg/mL b) 10mg/mL

Ainda a Figura 20, mostra que no sistema dindmico, onde a agitacao da solucéo leva a
uma maior solubilidade, as membranas de latex natural com farmaco apresentam em média
valores 30% superiores de liberagdo em comparacdo aos resultados obtidos pelo sistema
estatico equivalente. Uma forma de caracterizacdo mais condizente com os efeitos de
liberacdo gerados por um sistema circulatorio (corrente sanguinea).

Como as liberagdes do farmaco depositado na superficie da membrana e do farmaco
contido nas camadas mais internas se dao de forma diferenciada, a Figura 21 apresenta a
primeira etapa da liberacdo, até 4h para o cetoprofeno, conhecida como “burst release”, onde
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ocorre a liberacdo de todo o farmaco contido na superficie da membrana. Observa-se que

nesta fase ndo houve diferenca entre as duas formas de liberacdo nos dois sistemas, estatico e

dindmico.
a) b)
_ —=— Liberagéo Estatica Cetoprofeno (5mg/mL) 1
—e— Liberagao Dinamica Cetoprofeno (5mg/mL) —&— Liberagéo Estatica Cetoprofeno (10mg/mL)

B —e— Liberacao Dinamica Cetoprofeno (10mg/mL)
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[Figura 21] LiberacGes estéaticas e dindmicas do cetoprofeno nas 4h primeiras horas.

Observou-se que farmaco presente na superficie do material foi facilmente removido
pela solucdo hidroetandlica 10%. Assim, os chogques mecanicos mais intensos proveniente do
sistema dinamico ndo influenciaram na eficiéncia do processo de liberacao.

Apos estas 4 horas iniciais, inicia-se a segunda etapada liberacdo, onde o farmaco
presente nas camadas internas da membrana (bulk) é removido. Assim, quanto mais internas
forem estas camadas, mais dificil sera a sua remocéo. A Figura 22 apresenta curvas dos dois
sistemas de liberacdo, obtidas por imagem da tela do computador ligado ao
espectrofotbmetro, onde sdo observadas as absorbancias das aliquotas provenientes das
liberacBes estaticas e dinamicas nas duas concentracdes, 5mg/mL e 10mg/mL, no mesmo
instante de tempo. E possivel notar, que as curvas de liberacdo dinamicas, ap6s 5 dias (120h)
do inicio do processo de liberacdo, ndo se distanciaram satisfatoriamente das curvas de
liberacdo estaticas. Isto vem demonstrar que, no caso do cetoprofeno, a maior eficiéncia do
sistema de liberagdo dindmico se inicia apds o “burst release”, aumentando gradativamente

diariamente.
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5e: bmg/mL sistema estatico
5d: 5mg/mL sistema dinamico

10e: 10mg/mL sistema estatico
10d: 10mg/mL sistema dinamico

[Figura 22] Curvas de absorbancia obtidas apos 5 dias de liberacdes, apresentando duplicatas

para cada sistema em duas concentracfes de cetoprofeno.

Ainda na Figura 22, vemos um distanciamento entre as liberagcdes que compdem uma
mesma duplicata (duplicatas 10d e 5d). Este comportamente se justifica por pequenas
diferencas de volume de farmaco em membranas de mesma concentracéo, aspecto comum no
processo de fabricacdo manual, mas também por diferencas de vazdo apresentadas pelas
bombas de aquario. O Quadro 4 apresenta valores para cada bomba na transferéncia de 1L de

agua entre dois recipientes.

[Quadro 4] Diferentes valores de vazao para as 6 bombas de aquario utilizadas nas liberac6es

Bomba | Tempo (s)
Bl 22,28
B2 39,51
B3 26,21
B4 20,78
B5 23,89
B6 22,03

Em tratamentos médicos que utilizam liberacdo de farmacos através de membranas
poliméricas [13], os tempos de liberacdo e saturagdo sdo importantes para se determinar
quanto de farmaco sera liberado e em quais instantes. Nota-se que as membranas no sistema
dindmico liberaram uma maior quantidade de cetoprofeno por um intervalo de tempo maior,
atingindo a saturacdo 97 dias e 231 dias nas concentragdes 5Smg/mL e 10mg/mL,

respectivamente, ap0s a saturacdo do sistema estatico nas mesmas concentracfes. Desta
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forma, tem-se uma avalizagdo mais realista a respeito da dosagem inicial do tratamento e do
tempo pelo qual ele se prolonga de forma eficaz.

Uma analise mais detalhada dos tempos finais das liberacOes estaticas demonstra
decaimento da concentracdo de cetoprofeno. Isto ocorre porque a natureza insolivel em agua
do farmaco, o faz se depositar nas paredes do recipiente. Este efeito ndo foi observado no
sistema dinamico, pois foi minimizado pelo fluxo circulante, sendo observado somente apds
alguns dias depois da saturacao.

Em nosso Grupo de Pesquisa, a ciprofloxacina ¢ um farmaco comumente estudado,
alem de ser solivel em agua. Assim, neste projeto, decidimos comparar 0s resultados do
cetoprofeno com este farmaco solGvel nos sistemas dinamico e estéatico.

A ciprofloxacina, farmaco solGvel em agua, é uma fluoroquinolona, derivada do grupo
das quinolonas. Este composto tem uma grande atividade antimicrobiana contra
enterobactérias e pseudémonas, com relevante atuacdo em infeccdes em tecidos moles
(infeccdes de tecidos profundos em diabéticos, infeccGes em Ulceras de decubito), prostatites,
infeccdes do trato respiratdrio e urinario [68-70].

As membranas de latex natural incorporadas com ciprofloxacina (com concentracao
10mg/mL) foram confeccionadas e submetidas a ensaios de liberacdo da mesma forma que o
cetroprofeno, porém com a substituicdo da solucdo hidroetanodlica por solucdo aquosa. A

Figura 23 mostra das liberac6es estaticas e dindmicas da ciprofloxacina.
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[Figura 23] Perfil comparativo das liberacbes (estética e dindmica) da membrana de latex

natural com (ciprofloxacina diluida em solugdo aquosa).
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Os resultados obtidos no sistema estatico para a ciprofloxacina estdo de acordo com
Herculano et al. 2009[71], Guidelli et al. 2013[72] e Aielo et al. 2014 [67]. A comparacao dos
resultados nos dois sistemas mostra a eficacia deste novo sistema dindmico de liberagdo
controlada de farmacos, evidenciando a importancia das caracteristicas de cada farmaco na
liberacdo sustentada pela membrana de latex natural.

O ensaio de liberacdo dindmica para membranas de latex com ciprofloxacina liberou
37% mais farmaco do que em sistema estatico, enquanto que nos ensaios de liberacdo com
membranas de latex com cetoprofeno, esta diferenca entre os dois sistemas foi de
aproximadamente 30%.

Nas primeiras 4h do processo de liberagdo, 0s ensaios em sistema dinamico para
membranas com ciprofloxacina apresentaram resultados distintos aos do sistema estatico. Para
o cetoprofeno, como ja visto, o perfil de liberagdo nas primeiras horas do processo nos dois
sistemas (estatico e dinamico) foram similares (Figura 24a), constratando com o que foi
observado nas membranas de latex com ciprofloxacina, onde a liberagcdo do sistema dinamico
foisuperior ao estatico, desde as primeiras horas de liberacdo (t=Ohoras em diante) (Figura
24Db).

a) b)

—a— Liberagdo Estatica Ciprofloxacina (10mg/mL)

. . —o— Liberacédo Dinamica Ciprofloxacina (10mg/mL)
—a— Liberagdo Estatica Cetoprofeno (10mg/mL) .

- —e— Liberagéo Dinamica Cetoprofeno (10mg/mL)
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Absorbancia
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[Figura 24] Comparativo entre liberagdes estaticas e dindmicas nas 4 primeiras horas: a)
membranas com 10mg/mL cetoprofeno (insolivel em &gua; b) membranas com 10mg/mL

ciprofloxacina (perfeitamente soltivel em agua).

Observamos que o0 tempo de saturacdoda liberagdo estatica da membrana
comciprofloxacina foi cerca de 600h,e se aproxima do tempo de saturagdo (650h) de sua
liberacdo dindmica, constituindo outro comportamento contrario as liberacGes de cetoprofeno.
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Finalmente, observamos que os tempos de liberacdo e saturacdo dependem do sistema
adotado (estatico ou dindmico), mas as caracteristicas intrinsecas do farmaco-alvo também

influenciam diretamente nos resultados.

4.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O principal motivo de empregar esta técnica foi analisar a morfologia da membrana de
latex natural, ou seja, a incorporacdo do cetoprofeno na superficie da membrana. A Figura 25
mostra a imagem de MEV da membrana de latex natural. Note que temos uma superficie

plana e sem poros deste biopolimero.

TM3000_4418 2014/06/23 1557 FL D50 x150 S500um

[Figura 25] Imagem de MEV da membrana de latex natural sem farmaco (ampliagdo de 150

vezes).

A imagem obtida através da técnica de MEV mostra a morfologia da superficie do
sistema farmaco-membrana (Figura 26). E possivel observar a adsorcdo do farmaco a
membrana, espalhado pela superficie em reticulos. A Figura 26 reforca o padréo apresentado
nos testes de liberacdo, onde a liberagdo mais rapida ocorre devido a presenca do cetoprofeno
a superficie, posteriormente essa liberacdo tem sua velocidade reduzida, pois nesse momento
a agua esta carreando o farmaco das camadas internas (bulk)da membrana. Desta forma,

concluimos que a interacdo entre a membrana e o farmaco é mais fraca.
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2014/06/23 16:07 FL D44 x150 S00um

[Figura 26] Imagem de MEV da membrana de latex natural + cetoprofeno (10mg) (ampliacéo
de 150 vezes).

A Figura 27 apresenta a imagem de MEV da membrana de latex com cetoprofeno com
ampliacdo de 1500 vezes, onde observamos que a cristalinidade do farmaco é preservada,
mostrando, sem afirmar, que possivelmente ndo houve mudanga do principio ativo do
antiinflamatoério. Além disso, observamos que o farmaco esta distribuido por toda a superficie

da membrana, com tamanhos de particula entre de 5um a 10um.

2014/06/23 16:16 FL D52 x1.5k 50um

[Figura 27] Imagem de MEV da membrana de latex natural + cetoprofeno (10mg) (ampliacdo
de 1.500 vezes).
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4.4. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A Figura 28 mostra o espectro de FTIR da membrana de latex natural (NRL), que
apresenta absor¢des caracteristicas do cis 1,4-poli-isopreno, sendo as mais significativas em
873, 1375, 1432, 1715 e 3400cm™, sendo de maior interesse as bandas 3280-3400 cm™ e de
1750-1500 cm™ [73-75]. A banda de absorcéo do cis-1,4-poli-isopreno de grande amplitude
corresponde a C=H observado em 873 cm™. Uma inspecdo mais detalhada do espectro de
infravermelho do latex natural revela que as bandas de absorcdo a 1240 cm™ correspondem ao
estiramento assimetrico O-P-O de fosfolipideos indicando a presencade fosfolipideos

associados a cadeia da borracha.
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[Figura 28] Espectros de FTIR da membrana pura de latex natural

A Figura 29 apresenta o FTIR do cetorprofeno em p6 e seus principais grupos
funcionais que o caracterizam. Banda 401cm™ (C-O-H deformacio), banda 716cm™ (C-H
deformacdo), banda 966cm™ (’, ¢°° C-H deformacdo), banda 1282cm™ (CH aromético no
plano de curvatura), banda 1442cm™ (O-H &cido carboxilico em flexdo) , banda 1600cm™
(C=C alongamento aromético), bandal695cm™ (C=0 em elongacio), e finalmente a banda
2979cm™ (C-H em elongacéo) [76-79].
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[Figura 29] Espectros de FTIR do cetoprofeno
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[Figura 30] Espectro de FTIR docetoprofeno em p6 (A), membranas de latex(B), membrana

com a solucdo hicroetandlica (C) e membranacom 3mL de solugdo hidroetandlica

comcetoprofeno (D).

Ao comparar o FTIR da membrana de latex, cetoprofeno, membrana de latex +
cetoprofeno e membrana de latex confeccionada com solucdo hidro-alcoolica (10%) (Figura

30), podemos verificar pequenas diminuicdes/aumentos na banda absor¢do em 3400cm™, que
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pode ser explicado pela encapsulamento do cetoprofeno na matriz polimérica ou variacdes
experimentais. Assim, podemos inferir que o cetoprofeno ndo perde sua atividade quando
incorporado a membrana, pois seus grupos funcionais foram mantidos. Da mesma forma, nao
ndo foi detectado nenhum novo grupo que ndo estava presente tanto o espectro da membrana
de latex pura como no espectro do cetoprofeno em p6, o que salienta o aspecto de
encapsulameto

Com o propésito de verificar em detalhes as bandas de absor¢do das amostras, a
Figura 31, detalha as bandas de absorco entre 400-2000cm™ e de 2000-4000cm™. As bandas
de absorc&o em 1375 cm™ mostra a deformacéo em CHy, 1394 cm™, 1432 cm™, 1494 cm™sdo
devidas a deformacdo em CH,. A banda da absorcdo em 1647 cm™ corresponde ao
estiramento C=C no cis-1,4-poli-isopreno (linha C, vermelho). Os estiramentos simetricos
CH, sdo observados na regido 2852 cm™-2925 cm™. O estiramento assimetrico CHsnas
membranas de latex natural é observado em2961 cm™. A presenca do grupo hidroxil [80] é

observada na banda em 3200-3500 cm™.
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[Figura 31] FTIR apresentando amostras de cetoprofeno em pé e trés membranas de latex
(puro, com a solucdo hicroetandlica e com 3mL de cetoprofenodiluido em solugédo
hicroetandlica), de: a-)400cm™ a 2000cm™, b-) de 2000cm™ a 4000cm™
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4.5. Ensaios de Resisténcia Mecanica (Tracao)

Os trés principais modos pelos quais os sistemas sofrem deformacdo sdo tracédo,
cisalhamento e compressdo. Neste projeto utilizamos a tracdo, que consiste na aplicacdo de
forga nas extremidades da amostra [81-84].

Quando uma tenséo é exercida em um corpo sélido, este tende a se deformar. A razao
entre a tensdo aplicada e a deformacéo ocorrida define 0 mddulo de elasticidade do material,
que corresponde a uma caracteristica intrinseca sua, ndo importando suas dimensdes, além de
determinar sua resisténcia mecanica a este tipo de esfor¢co. Quanto menor forem as dimensdes
do corpo de prova, menor sera a forca necessaria para deforma-lo. Testes de resisténcia
mecanica do latex natural moldado sdo de extrema importancia na biomedicina, haja vista que
na literatura [32-34] € possivel observar o emprego de membranas de latex natural na
regeneracao de diafragma, es6fago e 0ssos.

Uma curva caracteristica de Tensdo x Deformacdo (Figura 32) apresenta
comportamentos diferenciados para os niveis de forca aplicados. A primeira fase (a) é a
elastica, onde apds a retirada da tensdo a membrana volta a adquirir suas dimensdes iniciais,
sendo caracterizada pelo Mdédulo de Young, que relaciona a intensidade de esforco a ser
aplicado (Tensdo) versus deformacdo. A segunda fase (b) é plastica, onde a membrana,
conforme a tensdo aplicada perde gradativamente sua capacidade de retornar as suas
dimensdes iniciais. Ao final (c) as deformag6es sdo todas definitivas, onde a membrana nédo

resiste mais a tensdo, culminando na ruptura do material.
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[Figura 32] Curva Tensdo X Deformacdo para uma amostra de latex natural: (a) fase elastica,
(b)inicio da fase plastica e (c) o material ndo resiste a tragdo caminhando para ruptura.
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A fase eléstica é a regido operacional de um biomaterial. Em qualquer aplicacédo, as
intensidades dos esfor¢cos mecénicos as quais a membrana devera ser submetida tém de ser
previstas, de modo a garantir que o tempo total do tratamento seja concluido sem se
ultrapassar os limites desta fase, garantindo assim a integridade do material e resultados
comprovadamente satisfatorios.

Ensaios de tracdo foram realizados com membranas de latex natural pura (sem adicao
da solucdo), membranas de latex natural como solugédo hidroetandlica 10% com cetoprofeno
(5mg/mL) e membranas de latex com solucéo hicroetandlica (10%) sem certoprofeno.

Neste trabalho, analisamos a influéncia do cetoprofeno em membranas de latex
natural. Analises da resisténcia mecénica (tracdo-deformacdo) mostraram que a incorporacao
do cetoprofeno a membrana de latex natural diminui a tensdo de ruptura e o médulo de
Young, podendo parte de este efeito ser devida a presenca de alcool na solugédo no preparo. A
Figura 33 mostra as curvas de Forca versus deformacdo para as trés amostras (media das
triplicatas). Note o efeito do cetoprofeno nas propriedades mecénicas do biomaterial.

Nesta figura, também é possivel perceber que a “membrana de latex”, “membrana de
latex com cetoprofeno” e a “membrana com a solugdo hidroetandlica”, apresentaram trés
fases de deformacdo, a primeira (i) € responsavel pela deformacdo elastica do material; a
segunda (ii) € a regido de formagdo e alongamento do “pescogo” (empescogamento), em que a
variacdo da tensdo € praticamente nula, porém a falha se propaga pela amostra, tornando a
membrana mais estreita; a terceira fase (iii) apresenta um grande aumento da tensdo, isso
porque acima de 300% de alongamento os elastdmeros apresentam cristalinidade induzida
pela deformacdo, o que reduz a flexibilidaede das moléculas, exigindo uma forca maior para
deformar [85-87].
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[Figura 33] a) Representacdo grafica dos Modulos de Young das trés amostras; b) Grafico de
Forca vs. deformacéo para as trés amostras.
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Observamos que com a incorporacdo do cetoprofeno em membranas de latex natural a
forca de ruptura foi de 0,61MPa, ou seja, um valor 10% menor & membrana de latex natural.
Isto ocorreu porque o farmaco ficou intercalado a cadeia polimérica.

O Moddulo de Young é uma indicacdo da dureza (rigidez) do material, quando este é
submetido a uma tensdo externa de tracdo, sendo a maxima tensdo que o material suporta sem
sofrer deformacgdo permanente. Imaginando-se uma borracha e um metal, e aplicando-se a
mesma tensdo em ambos, verificaremos uma deformacao eldstica muito maior por parte da
borracha comparada ao metal [87]. Isto mostra que o Mddulo de Young do metal é mais alto
que o da borracha e, portanto, € necessario aplicar uma tensdo maior para que ele sofra a
mesma deformacéo verificada na borracha.

Desta forma, a adicdo de cetoprofeno aumenta levemente o Mddulo de Young da
membrana, porém a deixa mais fragil, reduzindo a tensdo de ruptura e seu alongamento
maximo, pois o cetoprofeno por ndo ser soluvelfunciona com um preenchimento (defeito) na
membrana.

A elaboracdo da membrana com a solucdo hidroetandlica (10% de alcool) funciona
como um agente reticulante (ligacdo cruzada), pois aumenta a resisténcia elastica e a tensdo
de ruptura, porém a porcentagem de alongamento ndo sofre tanta influencia em relacdo ao
latex natural. Além de ser um agente reticulante, o alcool funciona como um agente
desnaturante (desestabilizacdo das proteinas), precipitando as proteinas e removendo 0s
lipideos, agindo na coagulacdo do latex. Esta rapida coagulacdo pode alterar a morfologia da
seccao tranversal da membrana, responsavel pela maior ou ndo elasticidade do material em
termos de elongacdo. Desta forma, todas foram confeccionadas com solucdo hidroetandlica
para que o padrdo minimizasse ao maximo este efeito.

Olatex é um sistema coloidal estabilizado, em que as proteinas e lipidios
circundam/estabilizam a particula de isopreno [88], e também sdo responsaveis pela repulséo.
A Tabela 2 mostra o Médulo de Young, Tenséo de Ruptura e Alongamento das trés amostras.

Os resultados encontrados com as analises de resisténcia mecénica sdo interessantes,
pois a incorporacdo do farmaco ndo diminuiu significativamente a resisténcia mecénica do
polimero, sendo que na literatura [32-34] é possivel observar o emprego de membranas de

latex natural na regeneracéo de diafragma, esdfago e 0ssos.



47

[Tabela 2] mostra o Médulo de Young, Tensdo de Ruptura e Alongamento das trés amostras.

Médulo de Young Tensdo de Ruptura Alongamento de Ruptura
(MPa) (MPa) (%)

Latex 0,8503 + 0,0054 0,6466 + 0,050 952,29 + 0,7

Latex + Sol  1,0254 + 0,0054 0,69374 + 0,040 991,587 +5,7

Latex + Ceto 0,8195 + 0,0054 0,61065 + 0,037 758,526 + 16,0

5. CONCLUSOES

A necessidade de desenvolver metodologias alternativas que simulem com maior
precisdo a influéncia do fluxo sanguineo sobre a liberacdo de carreadores na forma de
membranas levou ao desenvolvimento de um novo sistema dindmico de liberacao, seguido da
comparacdo estatico versus o dindmico.

Com base no perfil de liberacdo in vitro foi possivel observar que o sistema estatico
apresentou diferencas em relacdo ao dindmico. Quanto ao cetoprofeno (modelo de farmaco
pouco soluvel em agua), tanto para 5mg/mL quanto para 10 mg/mL, a liberacdo em sistema
dindmico se apresentou 30% superior as liberacdes em sistema estatico, inclusive com
prolongamento do tempo de liberacdo (saturacdo). O mesmo resultado foi observado com o
uso de ciprofloxacina (modelo de droga hidrossoluvel), apresentando resultados de liberacéo
dinamica 37% superior sobre resultados de liberacao estética.

O emprego de modelos matematicos possibilitou a caracterizacdo da cinética e
mecanismos de liberagdo, importante para determinacdo do tempo de liberacdo e saturacao.
Todas liberacdes apresentaram cinéticas semelhantes com literatura, sendo que a liberagdo é
inicialmente rapida devido ao farmaco na superficie, e posteriormente lento devido ao
farmaco estar no interior na matriz polimérica.

Devido a baixa solubilidade do cetoprofeno em agua, a partir do MEV ¢é possivel observar

agrupamentos do farmaco na superficie da biomembrana.
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A andlise por FTIR ndo mostrou interacdo entre o farmaco e a biomembrana, esta

funcionando apenas como carreadora. O agrupamento do farmaco na superficie e falta de
interacdo entre os materiais justificam a liberacdo inicial mais rapida, assim como a maior
liberacdo pelo modelo dinamico devido ao atrito da solugdo sobre a biomembrana.
Porém analises mecanicas do material demonstram que a incorporacdo do
cetoprofenoinfluencia nas propriedades da biomembrana. Devido aos materiais néo
apresentarem interagdes, é inferido que o cetoprofeno esteja apenas intercalado entre as
moléculas da biomembrana (com papel de preenchimento), o que acarreta na reducdo do
Modulo de Young, da forca de ruptura e da porcentagem de alongamento, tornando o material
mais fragil.

As liberacbes das membranas com ciprofloxacina, para fins comparativos,
apresentaram resultados inciais e finais distintos. Desta forma, a escolha da metodologia
empregada na liberacéo e as caracteristicas do farmaco a ser liberado podem influenciar nos
resultados, levando a subestimar o potencial de liberacdo de que farmacos incorporados no

sistema matricial apresentariam in vivo.
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