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ABSTRACT

Drug delivery system is an important subject to several initiatives in
nanotechnology, such as the development of optimized systems that ensure the
release of these drugs to specific sites in a controlled rate, to treatment of
specific diseases. Besides drugs, gold nanoparticles can be used in diagnostic
and therapeutic of diseases. Therefore, the aim of this project were incorporate
a drug (metronidazole) and gold nanopatrticle in natural rubber latex membrane;
evaluate the interaction with the membrane; and quantify the release rate from
membrane. Natural rubber latex membranes were prepared with metronidazole
and gold nanoparticle, composing the Drug Delivery System (DDS). The
release rate from nanocomplex composed of drug/nanoparticles were
monitored and quantified by optical spectroscopic technique (UV-Vis), which the
release from nanocomplex (NpAu + drug) correspond to the function y(t) = yo
+A1*e " + Ar*e?2, Infrared analysis (FTIR) did not show interaction between
metronidazole and natural rubber latex. From X-ray diffraction (XRD) results
showed that the crystallinity was preserved when they were incorporated in the
membrane. As of scanning electron microscope (SEM), metronidazole was
observed at membrane surface; and by evaluating the mechanical strength, an
increase in the properties was observed. These results corroborates that natural
rubber latex membrane is relevant and applicable device to be used as delivery
system.

Keywords: natural rubber latex, gold nanoparticles, metronidazole, controlled

release, biomaterials.



RESUMO

A liberacdo controlada de farmacos é um topico importante para varias
iniciativas em nanotecnologia, como por exemplo, a criagdo de sistemas
otimizados que garantam a liberacdo desses farmacos num sitio especifico a
uma taxa controlada, para o tratamento de determinadas doencas. Além dos
farmacos, nanoparticulas de ouro podem ser utilizadas no auxilio a
diagnosticos e na terapéutica de afeccbes. Diante disso, objetivou-se neste
projeto de pesquisa: incorporar farmaco e nanoparticulas de ouro em
membranas de latex natural; avaliar a interacdo do mesmo nessas membranas;
e analisar a taxa de liberacdo controlada desses sistemas. Para tanto, foram
confeccionadas membranas de latex, com o farmaco metronidazol e
nanoparticula de ouro, formando o Sistema de Liberagdo Controlada (SLC). A
taxa de liberacdo deste nanocomplexo constituido de farmaco/nanoparticulas
foi monitorada e quantificada utilizando o método de espectroscopia éptica
(UV-VIS) e observamos que a liberacdo do complexo (NpAu + farmaco)
obedece a uma funcéo y(t) = yo +A1e V™ + A.e¥2, Andlises de infra-vermelho
(FTIR) mostraram que ndo houve interagdo entre o metronidazol e o latex
naturalcos. J4 andlises de difracdo de raio-X (DRX) mostraram que a
cristalinidade é preservada quando incorporados & membrana. A partir da
analise via Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), foi possivel observar
gue o metronidazol estava presente na superficie da membrana de latex e,
através da avaliacdo da resisténcia mecénica, constatamos que a houve um
acréscimo desta propriedade, o que corrobora para que o este material seja

considerado uma 6tima alternativa como um sistema de liberagéao controlada.

Palavras-Chaves: latex natural, nanoparticulas de ouro, metronidazol,

liberag&o controlada, biomateriais
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1. INTRODUCAO



1. Introducéo

O estudo dos sistemas de liberac&o de principios ativos constitui-se em uma
area de crescente interesse em biotecnologia. Por apresentar uma maior eficicia
terapéutica, promovendo a liberacdo progressiva e controlada do farmaco, tais
sistemas representam uma alternativa plausivel a administracdo de medicamentos,
uma vez que raramente um farmaco veiculado sob formas convencionais consegue
atingir um alvo especifico no organismo em concentracdes adequadas para
provocar o efeito desejado [1]. Geralmente, apenas uma parte em dez mil de um
farmaco injetado intravenosamente alcanca seu alvo final quando este esta
localizado em sitios profundos. Isso € evidenciado claramente quando verificamos
a quantidade de barreiras de naturezas variadas (anatdbmicas, quimicas e
biologicas) que se interpdem ao local de administracdo do farmaco e o 6rgédo ou

tecido alvo.

A liberacdo controlada de farmacos se faz um topico relevante para a
pesquisa e 0 uso de polimeros como matriz carreadora merece destaque. Tais
compostos constituem-se numa das classes mais versateis de materiais e tém
mudado nosso cotidiano por varias décadas [2] com uma ampla gama de

aplicacfes na area médica, agricola [3] e de engenharia [4].

O latex natural extraido da seringueira Hevea brasiliensis pertence a esta
classe de compostos e tem se mostrado promissor em aplicacbes biomédicas [5].
Membranas feitas deste material tém sido usadas como préteses e enxertos
meédicos devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade e estimulo natural a
angiogénese [6]. Trabalhos recentes [7-10] demonstraram excelentes propriedades
tais como: resisténcia mecanica, elasticidade, facil manuseio e baixo custo. Desta
forma, pode-se considerar um material com grande potencial ao emprego como

matriz liberadora.

Com o intuito de aumentar a assepsia e tornar mais eficaz o controle da
liberacdo, nanoparticulas metalicas serdo empregadas a membrana de latex

natural. O emprego destas é notdvel como imunossensores nos campos

alimenticio, ambiental, farmacéutico, quimico e de diagnésticos clinicos. As



nanoparticulas também sdo utilizadas para melhorar o sinal analitico ou a

imobilizagdo dos imunocompostos [11-12].

Porém, a associacao destas a farmacos é algo novo e dotado de profunda
relevancia a pesquisa, pois 0 mecanismo de interacdo droga/nanoparticula

incorporados a membrana ainda requer maiores esclarecimentos.

Deste modo, se fez necesséaria a confeccdo de um sistema de liberacdo
controlada eficaz que proporcionasse a liberacdo de farmacos no sitio a ser tratado
por periodos prolongados de tempo, bem como o estudo das interacdes das

substancias incorporadas em dose apropriada.

1.1. Latex natural

O latex natural € uma substancia obtida a partir da seringueira Hevea
brasiliensis, uma arvore nativa da bacia do rio Amazonas no Brasil. O seu nome
guimico oficial é cis-poliisopropeno e possui como caracteristicas marcantes, em
regime elastico, a alta deformacéo e a capacidade de retomar a sua forma apos
sua deformacéo [13,14]. A borracha natural € um material muito utilizado pelas
indUstrias para a fabricacdo de pneus, luvas, balGes, pecas para equipamentos
médicos e odontolégicos. Esse material € bem aceito devido as suas
caracteristicas fisicas como elasticidade, plasticidade, resisténcia e propriedade de

isolamento elétrico.

O latex é constituido de 40 a 45% em peso de moléculas poliméricas que
formam a borracha (cis-poliisopreno) (Figura 1), 4 a 5% em peso de outros
constituintes organicos, tais como proteinas, lipidios, carboidratos e acucares, e
50% de agua [15].

10



Figura 1- Mon6mero de cis-poliisopreno.
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Fonte: Neves (2006) [15].

As reacdes alérgicas, inconvenientemente encontradas em alguns produtos
deste material, estdo relacionadas a proteinas especificas presentes no latex

natural [15-17] e/ou ao uso de produtos quimicos para a polimerizacéo.

Para a elaboracdo das membranas centrifuga-se o latex para a remocao das
proteinas e a polimerizacdo ocorre a temperatura ambiente sem o uso de aditivos
qguimicos [1, 18]. A Figura 2 mostra a sangria e a coleta do latex natural na

seringueira Hevea Brasiliensis.

Figura 2 - Sangria realizada na seringueira para coleta do latex.

Fonte: Herculano (2009) [1].

A membrana de latex foi utilizada pela primeira vez na area médica como
prétese de um segmento do esdfago cervical de caes por Mrué et al (1996) [19], na
qual demonstrou propriedade indutora de regeneracdo tecidual, sem ser
incorporado ao tecido do hospedeiro, e apdés 10 dias da operacdo, o latex foi

eliminado nas fezes havendo a formagcdo no local de um novo esofago.
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Posteriormente, em estudo feito por Sader et al. (2000) [20] a biomembrana
apresentou resultados satisfatérios para a substituicdo parcial do pericardio de
caes. Além disso, a biomembrana apresentou atividade de angiogénese em um
teste biolégico da membrana cério-alantéide de embribes de galinha (Figura 3)
realizado por Alves (2003) [21].

Figura 3- O tratamento com biomembranas de latex natural com estimulo da

angiogénese

Sem tratamento

Com tratamento

Fonte: Alves (2003) [21].

Pinho et al. (2004) [22] pesquisaram 0 uso da biomembrana de latex natural
com polilisina a 0,1% na reconstrucdo conjuntiva em coelhos neo-zelandeses
adultos. Foram analisados um grupo controle (sem membrana) e um experimental
(com membrana). Apos analises histoldgicas, observaram que a recuperacao foi
satisfatoria em 60% dos olhos com biomembrana enquanto que, nos olhos do
grupo sem membrana, ela foi satisfatéria em apenas 20%. O ndmero médio de
vasos por campo 6ptico na ferida cirargica dos olhos com biomembrana foi o dobro
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desse mesmo numero nos olhos com esclera nua (grupo controle). Esses dados
sugeriram que a biomembrana de latex favorece a cicatrizagdo conjuntival e a

neoangiogénese (Figura 4).

Figura 4- Seguimento pds-operatério dos olhos do coelho com a biomembrana de latex.

Em A-) observa o olho no sétimo dia. Em B, observa-se o olho no décimo quarto dia .

Fonte: Pinho (2004) [22]

Ereno et al. (2010) [23] utilizaram biomembranas de latex natural na
regeneracao 0ssea. Neste experimento, as biomembranas de latex foram aplicadas



sobre a fratura d6ssea, impedindo a migracdo do tecido epitelial e conjuntivo,
facilitando a migracdo de células regenerativas. A Figura 5a, mostra o esquema da
cirurgia e suas regides, e a Figura 5.b mostra as radiografias digitais do grupo

tratado (A) e do grupo controle (B) apds 120 dias da cirurgia.

Figura 5 - Membrana de latex natural utilizada como barreira mecanica. Em a-) apresenta
um esquema com o local da cirurgia e as regides. Em b-) sdo as radiografias digitais do

grupo tratatado (A) e grupo grupo controle (B)

Regido Média
do Defeito

Regido Proximal

Osso Periferal do Defeito

do Hospedeiro

Fonte: Ereno (2010) [23].
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J& em outro estudo, feito por Balabarian et al (2006) [24] com granulos de
latex implantados na cavidades 6sseas alveolares apds extracdo dental em ratos, a
biomembrana de latex demonstrou biocompatibilidade, progressiva integracdo com
0 0sso alveolar, simultdnea aceleracdo de neoformacdo dssea e importante

atuacdo no processo de cicatrizacao.

Devido a propriedades como resisténcia mecanica, biocompatibilidade, facil
manuseio, flexibilidade, capacidade de criacdo de espaco, integracdo tecidual e
promocdo da regeneracdo 6ssea de forma previsivel [7], a biomembrana de latex
natural foi utilizada como uma nova proposta de tratamento de Ulceras de presséo
(Figura 6) e ulceras cutaneas diabéticas [25].

Figura 6 - Evolucao da cicatrizagdo da Ulcera através da aplicacao da

biomembrana de latex.

Fonte: Frade (2004) [25].
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Estudos recentes [1, 7, 18] tém demonstrado a utilizacdo do latex natural
extraido da seringueira Hevea brasiliensis como matriz para um sistema de
liberacdo sustentada, mostrando resultados promissores em aplicacoes
biomédicas.

Devido as caracteristicas citadas anteriormente, o latex da seringueira
apresenta-se como um excelente candidato a matriz sélida de sistemas de
liberacdo sustentada. Na literatura é possivel encontrar liberacdo de alguns
farmacos, extratos, nanoparticulas e compostos bioativos, tais como:

Metronidazol [18]

Ciprofloxacina [7]

Diclofenaco de sédio [26]

Diclofenaco de potassio [27]

Proteinas, como a albumina de soro bovina - BSA [28]
Extrato vegetal de Casearia Sylvestris Sw [29]

Extrato vegetal de Stryphnodendron sp [30]
Nanoparticulas magnéticas [31]

Peptideos Bioativos [32]

1.2. Metronidazol (MET)

@) metronidazol (MET, 2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethanol,
CeHoN3O3) é um antibidtico usado para tratamento de infec¢des na pele, tecidos e
0ssos. Ele é um derivado nitroimidazol com atividade antiprotozoaria da familia dos
nitro-5-imidazois [33-34]. Este composto também possui atividade antibacteriana
contra 0s microorganismos anaerobios. Esta indicado no tratamento de giardiase,
amebiase, tricomoniase, vaginites por Gardnerella vaginalis e infeccbes causadas
por bactérias anaerdbias como Bacteroides fragilis e outras bactérias,
Fusobacterium sp, Clostridium sp, Eubacterium sp [35]. Propomos a agregacgéo do
MET em membranas artificiais porque ele é usado para tratamento de doencgas
periodontais, tratando as bactérias anaerébicas da cavidade oral. Além disso, o
MET é utilizado para reduzir o processo inflamatdrio em casos de rejeicdo e

inflamac&o. Ao penetrar na célula, o MET é degradado por a¢éo de nitrorredutases,
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gerando compostos polares citotoxicos. Estes determinam perda da estrutura
helicoidal do DNA bacteriano, quebra de filamentos e comprometimento
concomitante de sua funcédo, além de inibir a sintese de &cidos nucléicos; isso é
explicado por Seymour et al. (1995) [36]. Com a ruptura da estrutura helicoidal do
DNA, a célula bacteriana morre.

O metronidazol afeta as células independentemente de estarem se dividindo
ou ndo. A Figura 7 demonstra a estrutura do metronidazol e a ilustragédo do farmaco

comercial.

Figura 7 - a-) Estrutura do metronidazol para tratamento de infec¢cdes na pele,tecidos e

0ss0s; b-) llustracdo do Flagyl que possui 0 metronidazol como principio ativo.

Caja o0 38 ompomio * Aventis

OH

Fonte: Metronidazol — Wikipedia (2014) [37]

1.3. Nanoparticulas metalicas

Nanoparticulas metalicas sdo empregadas na producdo de imunossensores,
sinalizadores analiticos, imobilizagdo de imunocompostos [38], biossensores
DNA/RNA nanoestruturados, purificacdo de agua e residuos, e para diagnosticos
clinicos [39-43].

O nosso interesse em particular pelas nanoparticulas de ouro se da pela sua
afinidade com moléculas bioldgicas e por sua potencialidade em intensificar o sinal
de fluorescéncia de fluoréforos. Além disso, varios tipos de nanoparticulas tém sido
utilizados no diagnéstico e na terapia do céancer, como por exemplo, as
nanoparticulas de ouro [44]. A 4gua sera escolhida como meio de suspensao das

nanoparticulas por ser o principal constituinte do meio bioldgico.
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Apesar dos diversos métodos de fabricacdo de nanoparticulas citados na
literatura [45-48], escolhemos apenas alguns, levando em conta aspectos tais
como facilidade de execucao, tempo de fabricacédo, reprodutibilidade, eficiéncia do
método e estabilidade das nanoparticulas de ouro. Dentre as aplicacfes descritas

anteriormente, destacamos:

1) Sensores: O uso de nanoparticulas como sensores baseia-se na mudanca de
propriedades Opticas quando estas se ligam a certas moléculas, o que permite a
deteccdo e a quantificacdo da molécula. Os sensores apresentam uma grande
variedade de aplicacdes, como o diagnostico de doencas, como 0 cancer,
hipertensao arterial, diabetes tipo 2, leishmaniose e doenca de Chagas. O uso da
nanotecnologia permite um diagndstico com uma menor quantidade de amostra
garantindo um diagndstico mais rapido e em estagios iniciais da doenca. Estes
sensores também apresentam a capacidade de monitoramento, sendo possivel um
acompanhamento constante de indicadores, como o controle de glicose em um
diabético [46].

2) Carreador: As nanoparticulas também apresentam capacidade de carrear
diferentes compostos como farmacos, vacinas e genes. O uso das nanoparticulas
na administragdo de farmacos apresentam resultados satisfatérios por diminuir os
seus efeitos colaterais, permitindo um melhor direcionamento e controle de
liberag&o do farmaco no alvo do tratamento.

O sistema de liberagcdo controlada (drug delivery system) possibilita que
drogas descartadas no passado, devido ao seu alto grau de toxicidade ou pela
baixa biodisponibilidade possam ser utilizadas novamente, pois estas drogas terao
um direcionamento mais especifico e serdo protegidas da degradacdo por estas
nanoestruturas.

As nanoparticulas também podem ser utilizadas na terapia génica, como um
virus artificial, que transporta nucleotideos para dentro da célula que vao suprimir a

expressédo de algum gene, como o da diabetes tipo 1 [39, 43].

3) Tratamento e deteccao do cancer: Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o cancer representa a segunda maior causa de morte no mundo, e as
nanoparticulas sdo a grande esperanca para o tratamento da doenca [43]. As
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nanoparticulas possuem um grande potencial de deteccao/tratamento do cancer.
Os métodos existentes, como a quimioterapia e radioterapia, geram muitos efeitos
colaterais por destruir células sadias no tratamento, entretanto os métodos que
empregam as nanoparticulas, agem de modo mais especifico sobre o tumor. As
nanoparticulas se aderem ao tumor, seja utilizando anticorpos que possuem
afinidade com proteinas existentes na superficie neoplasica ou pela simples injecédo
de nanoparticulas na corrente sanguinea que se acumulam sobre o tumor [43] e,
devido ao rapido crescimento tumoral, 0os vasos sanguineos sdo mal formados de

modo a permitir a deposicéo das nanoesferas [43].

Adicionalmente, as nanoparticulas possuem a caracteristica de serem
estimuladas por um feixe luminoso a um determinado comprimento de onda, sendo
este comprimento de onda determinado pelo formato e tamanho das mesmas, e é
nessa sistematica que funcionam os métodos de tratamento. Um laser sob um
determinado comprimento de onda incide nas nanoparticulas quando estas ja estdo
aderidas ao tumor. O estimulo das nanoparticulas (Figura 8) pelo laser, acarreta
um aquecimento das mesmas, levando a morte das células cancerigenas sem que

células sadias sejam afetadas [43].

Figura 8 - a-) Imagens de Microscopia Eletrénica e Transmisséo (TEM) de nanopatrticulas

de ouro produzidas pela Sigma-Aldrich: a-) 5nm e b-) 400nm .

Fonte: SIGMA-ALDRICH (2014) [49]

19



2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

Os obijetivos deste trabalho foram:

Desenvolver um novo sistema empregando o latex natural como liberador de

metronidazol associado a nanoparticulas de ouro

Avaliar a interacdo das nanoparticulas de ouro com membranas de latex natural,

para entender o comportamento da liberagdo sustentada;

Caracterizar a taxa de liberacdo das nanoparticulas de ouro, utilizando as técnicas

de espectrofotometria Gtica e microscopia;

Caracterizar de forma quimica e estrutural as membranas, utilizando difracdo de
Raio-X (DRX), microscopia eletronica de varredura associada a técnica de energia
dispersiva de raio-X (MEV-EDS), analise de resisténcia mecanica e espectroscopia

por infra-vermelho (FTIR).
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3. MATERIAIS E METODOS
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtencéao do latex para a preparacdo das membranas

O latex natural utilizado neste projeto de pesquisa foi obtido da Fazenda
Experimental da ESALQ-USP, Piracicaba/SP. Depois da extracdo, o latex foi
mantido em fase liquida através da adigdo da aménia corrigindo a acidez, com pH
igual a 10. Apés adicdo da amobnia, o material foi centrifugado a 8000g visando a

separacao de proteinas alergénicas contidas no latex natural.

3.2 Confeccédo das Membranas

As membranas foram confeccionadas por ‘“casting’, através de simples
deposicéo, seguida de secagem, onde a temperatura deste processo influencia
diretamente na porosidade do biomaterial, que é fator importante na liberacéo
sustentada. Todas as membranas foram secas em temperatura controlada, a 22°C
através da estufa de secagem, contribuindo para a padronizacdo do biomaterial. A
espessura das membranas empregadas foi de (1,00£0,01)mm, em forma circular
(Figura 9), pois foram depositadas em placas circulares de 5,0cm de diametro.
Foram produzidas membranas de latex natural, membranas de latex natural
incorporado com o metronidazol (MET) e membranas de latex com metronidazol
reforcado com nanoparticulas de ouro. Para as membranas de latex +
metronidazol, os volumes depositados nas placas foram de 3mL de latex natural
liquido acrescido de 3mL de metronidazol (Img/mL). Ja para as membranas de
latex + metronidazol + nanoparticulas de ouro, os volumes depositados foram
3mL de latex natural liquido + de 3mL de metronidazol (1mg/mL) + 1mL de

nanoparticula de ouro.
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Figura 9- Forma (a); Espessura de 1,0mm (b); Elasticidade (c); Flexibilidade da

membrana de latex natural (d).

Fonte: Herculano (2009)[1].

3.3 Obtencéo do farmaco Metronidazol

Este farmaco foi obtido através de manipulacédo feita pela farmacia “Callithea
Farmacia de Manipulagéo”, localizada na cidade de Assis,SP, atendendo as
normas e exigéncias de qualidade da ANVISA. Foram utilizadas 20 capsulas de

100mg de MET, sem incipientes

3.4 Producao das nanoparticulas de ouro

3.4.1 Producao de nanoparticulas via Quitosana

As nanoparticulas de ouro foram obtidas através da mistura de uma solucao

de quitosana (2% no acido acético) com concentracdo de 5,5 mg/mL adicionada a
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solugdo de 8.1mM de KAuCls. As solucdes obtidas foram aquecidas em banho
maria durante 3 horas [51]. Assim, formaram-se as solu¢cdes com nanoparticulas de
ouro (Figura 10). Neste método de sintese, ndo € necessario o uso de

estabilizadores [52], pois a quitosana consegue reduzir e estabilizar o ouro.

Figura 10 - Solu¢do de nanoparticulas de ouro via quitosana.

Fonte: Arquivo proprio.

3.4.2. Producédo das nanoparticulas de ouro via membrana de Latex.

Partiu-se entdo para novo processo de incorporacdo (agregacdo) das
nanoparticulas as membranas através de adsorcdo [53], o qual propfe que as
membranas de borracha natural, obtidas por casting, como ja apresentado, sejam
inseridas em um béquer com agua destilada, processada no modelo Millipore -
Progard® , por 30 min. para que seus poros possam se expandir. Apds, dilui-se o
sal de cloreto de ouro (KAuCls) numa proporcéo de 0,0228 g para 240 mL de agua
Milipore, o que equivale a uma concentracdo de 3.1x10“ M, concentracdo
escolhida em funcdo de métodos de preparacao de coldides por meio de reducao
quimica [53], eleva-se a uma temperatura de 80°C. As membranas foram
colocadas na solucdo onde ocorre a reducdo do ouro (Au) e retiradas em 30
minutos apresentando aspecto similar ao da Figura 11.
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Figura 11 - Membrana de latex com nanoparticulas de ouro agregadas via adsorcao.

Fonte: Arquivo pessoal

3.4.3 Producdao das nanoparticulas de ouro via citrato de sédio.

Este método proposto, inicialmente, por Turkevich et al. (1951) [41] e
posteriormente aperfeicoado por G. Frens na década de 1970 [42] € mais simples
disponivel e ainda o mais utilizado no meio cientifico. As particulas produzidas por
esta metodologia, geralmente, possuem formato esférico e diametro variando de 10
a 20 nm [41,42].

A partir de tal metodologia, aproximadamente 9,6 mg de KAuCls (
originalmente HAuCla4, substituido por economicidade) foram diluidos em 95 mL de
agua destilada com posterior aquecimento. Ao atingir o ponto de ebulicdo, 5 mL de
solucdo de citrato de sodio 1% foi adicionada. O mecanismo de formacdo das

nanoparticulas pode ser entendido sucintamente através da Figura 12.
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Figura 12 - Formacao de NpAu por citrato.
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Fonte: Popiolski (2011) [54].

Alguns minutos depois, a solucdo, que inicialmente é incolor, passa por azul

escuro, vinho, vermelho claro, atingindo finalmente a cor rosa como pode ser

observado na Figura 13.

Figura 13- Solucédo de nanoparticulas obtidas via citrato.

Fonte: Arquivo pessoal.



3.5 Latex natural como sistema de liberacdo de farmaco/nanoparticulas

No sistema estatico de liberacdo controlada de farmacos, as membranas
foram colocadas sobre um volume de solucdo, que varia de acordo com 0s
interesses da aplicacdo. Em estudos realizados pelo nosso Grupo de Pesquisa, a
solucdo liberadora utilizada é agua destilada ou solu¢cdo 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 solugdo com a membrana
promove a liberacdo gradativa do composto agregado a ela, processo denominado

difusao.

As membranas de latex natural com metronidazol (MET) e nanoparticulas
foram fabricadas depositando 3mL de latex natural acrescidos de 3mL de uma
solucéao de metronidazol (Img/mL).

Além disso, foram produzidas membranas de latex, nas quais foram
agregadas as nanoparticulas metélicas com 3mL de latex + 3mL do farmaco
(Img/mL) + 1mL da solucdo de nanoparticula de ouro (NP). Em seguida as
membranas foram secadas a temperatura de 22°C. Estas membranas incorporadas
com os farmacos e nanoparticulas de ouro (NP) foram colocadas em 200 mL de

solugcao aquosa (Figura 14).

Figura 14- Membrana de latex natural com nanoparticulas/farmaco agregados, imersa em

solucdo aquosa.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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O comportamento da liberagcdo foi observado através da técnica de
Espectroscopia por UV-VIS, mensurando aliquotas retiradas da solucédo na qual a
membrana estava presente por periodo ndo inferior a 300 horas.

3.6. Avaliacao da liberacdo e caracterizacdo das Membranas de Latex Natural

Para a avaliacdo da liberacdo das substéncias agregadas ao latex e
caracterizacdo das membranas de latex natural foram empregadas, algumas das
técnicas classicas mais utilizadas, que envolvem a espectroscopia UV-Vis,
microscopia eletrénica de varredura (MEV-EDS), espectroscopia de infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raio-X e Teste de Resisténcia

Mecanica.

3.6.1. Espectrofotometro UV-VIS

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

As amostras foram colocadas no espectrofotometro e submetidas as
radiacoes ultravioletas (UV) e visivel (VIS), ajustadas na faixa de 200 a 800nm de
comprimento de onda. Os compostos contidos nas amostras, ao serem irradiados,
podem absorver, refletir e transmitir partes da energia incidente. A energia refletida
pela amostra € coletada e comparada com a energia emitida pelo aparelho,
caracterizando a transmitancia (T) da amostra, ou de, através de calculos, sua
absorbancia (A). No processo de liberacdo controlada de farmacos aqui
apresentado, a absorbancia foi escolhida como valor a ser medido em todas as
liberacdes realizadas, onde cada composto analisado apresenta uma banda de

absorbancia em um comprimento de onda caracteristico.



3.6.2. Espectro no Infravermelho (FTIR)

Para realizacdo dos ensaios contidos neste projeto e das andlises desta
técnica foi utilizado o espectrédmetro de infravermelho (FTIR) Bruker Vertex 70 dos
Laboratorios Multi-Usuarios da Faculdade de Ciéncias, Unesp Bauru.

O procedimento consistiu em colocar amostras de metronidazol em po,
solucéo de nanoparticulas de ouro (NP), membranas de latex natural, membranas
de latex natural com metronidazol, membranas de latex com NP, membranas de
latex com metronidazol e NP no espectrometro de infravermelho e comparar seus
espectros utilizando o modo Refletancia Total Atenuada (ATR), a fim de se detectar

as interacdes intermoleculares entre os compostos e o latex natural.

A espectroscopia de Reflexdo Interna ou Refletancia Total Atenuada (ATR) é
uma técnica utilizada para se obter espectros no infravermelho de amostras como:
pastas, adesivos e pds que ndo podem ser analisados pelos métodos
convencionais, como pastilhas ou filmes.

O principio deste tipo de espectroscopia baseia-se no fato de que quando
um feixe de radiacdo passa de um meio mais denso (cristal de ATR) para um meio
menos denso (amostra), ocorre reflexédo [55]. A fracdo do feixe de luz incidente que
é refletida aumenta conforme aumenta o angulo de incidéncia, e quando excede
um determinado valor critico (a) a reflexdo é completa. No ponto de reflexdo (de
acordo com observacdes experimentais) o feixe atua como se penetrasse a uma
pequena distancia dentro da amostra. A profundidade de penetracdo (dp) € dada

pela Equacéo 1:

A
dp = Equacdo 1

{Znnl\/[senz(e)—( Z—i )2]}

Na qual,
n, = indice de refragcdo (cristal ATR);
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n, = indice de refracdo (amostra);
8 = 0 angulo de incidéncia;

A = o comprimento de onda da radiagéo.

A radiacdo de penetragdo é chamada onda evanescente. Se a amostra
absorve em certo comprimento de onda evanescente, ha uma atenuacéo do feixe a
comprimentos de onda correspondentes as bandas de absorcédo no infravermelho,
originando o espectro. A técnica ATR tem grande utilidade para examinar materiais
densos ou com alta absor¢cdo, como é o caso da gasolina, e também de solucdes
aquosas. Neste projeto, esta técnica foi empregada para estudar as bandas de

ligacdo entre os farmacos/nanoparticulas e as membranas de latex natural.

3.6.3. Maquina de Ensaio Mecénico (Tracao)

Os ensaios mecanicos foram realizados utilizando-se a maquina de ensaio
mecanico — EMIC modelo DL 2000 (Figura 15) da Faculdade de Ciéncias e Letras
da UNESP Assis. Membranas em formato de 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 deformacao, até a sua ruptura. Os
dados séo adquiridos por computador que os interpreta gerando tabelas de valores,
coeficientes e o grafico Tensdo (Forca/Area) X Deformacéo especifica

(deformacgao/comprimento da membrana).

Os trés principais modos pelos quais os sistemas sofrem deformacéo s&o
tracdo, cisalhamento e compressdo. Quando uma tensdo é exercida em um corpo
sélido, este tende a se deformar. A razéo entre a tenséo aplicada e a deformacao
ocorrida define o modulo de elasticidade do material, que corresponde a uma
caracteristica do material, ndo importando suas dimensdes [56,57]. Quanto maior
for este modulo maior seré a resisténcia do material a deformacéo. E, obviamente,
para uma mesma tensdo, quanto menor forem as dimensdes do corpo de prova,

menor sera a forca necessaria para deforma-lo.

Porém, para os polimeros, a tensdo e a deformacdo ndo sdo relacionadas

através de simples constantes de proporcionalidade, como o0 modulo de
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elasticidade. As respostas dos polimeros as solicitagdes mecanicas séo
acentuadamente dependentes de fatores estruturais e de variaveis externas [58].
Para materiais de baixa massa molecular, 0 comportamento mecanico € descrito
em termos de dois tipos de material ideal: o solido elastico e o liquido viscoso. O
sélido elastico retorna a sua forma inicial depois de removido o esforco, e a
deformacéo do liquido viscoso é irreversivel na auséncia de forgcas externas [56-
58].

Os polimeros se caracterizam por apresentar um comportamento
intermediario entre o solido elastico e o liquido viscoso, dependendo da
temperatura e da escala de tempo do experimento. Esta caracteristica é

denominada viscoelasticidade.

Neste projeto foi utilizado o teste de tracdo, que consiste na aplicacao de

forca nas extremidades da amostra, em direc6es opostas, até sua ruptura.

Como resultado de uma caracterizacdo por testes de tracdo mecanica, é
obtido o Médulo 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 obtida a média e calculado o Médulo de Young para comparagéo posterior

e analise dos resultados.

Nestes ensaios de tracdo, as membranas foram confeccionadas na forma de
halteres com 5mL de latex natural acrescidos de 3mL de metronidazol (1mg/mL).
Também foram produzidas membranas com 5mL de latex natural acrescidos de

2mL de metronidazol (1mg/mL) e 1mL de solugédo de nanoparticulas de ouro (NP).
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Figura 15 - Maquina de Ensaio Mecénico EMIC DL 2000 utilizado nas amostras de

latex natural.

b)

Fonte: Arquivo Pessoal.

A Figura 16 mostra um molde com 3 membranas ja secas, confeccionadas
na forma de halteres e destinadas aos ensaios de resisténcia mecanica. Todas as
amostras apresentam mesmo comprimento, mesma largura e mesma espessura. A
temperatura da secagem para todas as amostra foi de 22°C em estufa.

Figura 16- Membranas confeccionadas na forma de halteres para testes de resisténcia

mecanica a tracao.

yomm®

A A

Fonte: Arquivo Pessoal.
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3.6.4 Difracdo de Raio-X

Em 1913, Max Von Laue sugeriu que o arranjo regular dos atomos de um
cristal, com espagamento da ordem de 0,1nm, agiria como uma rede de difragéo
tridimensional de raios X. E conhecido da teoria eletromagnética que o raio refletido
por uma superficie regular forma um plano no qual, o angulo de incidéncia é o
mesmo da reflexdo. Segundo Bragg, para haver interferéncia construtiva entre
raios incidentes paralelos em planos sucessivos, a diferenca de caminho éptico AB
+ BC deve ser igual a um nimero inteiro de comprimentos de onda (Equacéo 2), ou

seja.

mA=2dsen® Equacéo 2

em que “d” é a distancia interplanar. Esta expressdo é conhecida como Lei de
Bragg e “m” define a ordem de reflexdo, sendo o maximo de difragdo de 12 ordem
normalmente o mais intenso [59,60]. Assim, conhecendo-se os angulos de reflexao
e o comprimento de onda da radiagéo incidente, € possivel conhecer a distancia
entre os varios planos do cristal, permitindo caracteriza-lo.

Esta técnica corresponde a uma das principais formas de caracterizacao
microestrutural de materiais cristalinos, encontrando aplicagbes em diversos
campos do conhecimento, mais particularmente nas engenharias de materiais,
metallrgica, quimica e de minas.

Neste projeto, a Difratometria de Raios X foi utilizada com a intengdo de
determinar a presenca de corpos cristalinos, especificamente o farmaco
metronidazol e as nanoparticulas de ouro em meio a estrutura amorfa das

membranas de latex natural.

34



3.6.5. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) € uma técnica muito versatil
usada rotineiramente para analise micro estrutural de materiais solidos.

O primeiro microscépio eletrénico de varredura (MEV) surgiu em 1932,
desenvolvido por Max Knoll e Ernest Renka Rusca, na Alemanha, ja o primeiro
protétipo com capacidade de analisar amostras espessas, no entanto, foi
construido por Zworykin, em 1942 [61]. Desde entdo, esta técnica se tornou de uso
fundamental em praticamente todos os ramos da quimica, da analise estrutural de
microrganismos a definicio de porosidade em ceramicas. E um equipamento
versatil que permite a obtencéo de informacdes estruturais e quimicas de amostras
diversas. Um feixe fino de elétrons de alta energia incide na superficie da amostra,
na qual, ocorrendo uma interacdo, parte do feixe é refletida e coletada por um
detector que converte este sinal em imagem de BSE - imagem de elétrons
retroespalhados - ou nesta interacdo a amostra emite elétrons produzindo a
chamada imagem de ES (elétrons secundarios) [62]. Este equipamento, apresenta
intervalo bastante abrangente na sua escala de observacéo, variando da ordem de
grandeza de milimetro (mm) ao nandémetro (nm), o que possibilita verificar, por
exemplo, estruturas anatdbmicas de uma planta. Aliando a Espectrometria de
Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) com a Microscopia Eletronica de Varredura
conseguimos, além da determinacdo qualitativa, a determinacdo quantitativa da
composicado de uma amostra [61-63].

A imagem vista com um MEV é formada por um feixe de elétrons que passa
através da amostra. Os detalhes das caracteristicas da microestrutura interna
tornam-se acessiveis a observacao; os contrastes na imagem sao produzidos pelas
diferencas na dispersdo ou difracdo do feixe que sdo 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 distribuicdo dos compostos no
biomaterial. Esta caracterizacdo foi realizada no equipamento Zeiss® EVO 50 (20
KV) do Laboratério Multi-Usuério da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de

Ribeirdo Preto, USP e no Instituto de Quimica de Araraquara, UNESP.
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3.6.5.1 MEV das amostras fraturadas

Primeiramente as amostras foram fraturadas criogenicamente e, apos
receberam um recobrimento de ouro (ou carbono) para melhor conduzir os
elétrons, a observacdo foi realizada na superficie da regido fraturada. O
equipamento utilizado foi o Zeiss® EVO 50 (20 KV e os diametros das fases foram

medidos utilizando-se o software livre UTHSCSA Image Tool.

3.6.6 Avaliacado de Citotoxicidade

3.6.6.1 Cultura celular

A linhagem MC3T3-E1 subclone 14 foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro.
Para expansao as células sdo mantidas em garrafas de cultura (BD Falcon™, New Jersey,
EUA) em Meio Minimo Essencial Alfa (a-MEM, modificado com ribonucleosideos e
desoxirribonucleosideos da LGCBIio, Sao Paulo, Brasil) suplementado com 10% de SBF
(Soro Bovino Fetal da Gibco®, New York, EUA), 2 mM de L-glutamina e 1% de
antibiético/antimicético (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 0,25 pg/mL de
fungizona, da Gibco®, New York, EUA), a 37°C em atmosfera umidificada a 5% de COz2. As
trocas de meio ocorrem trés vezes por semana. Ao atingirem confluéncia de 80-90%, as
células foram dissociadas com TrypLeTM (Gibco®, New York, EUA) e expandidas em outras
garrafas na concentracédo de 10 células/cmz2. A contagem das células é feita em microscopio

optico em camara de Neubauer com 10 pL de azul de tripan e 10 pL de suspensdao celular.

3.6.6.2 Citotoxicidade por metabolismo de MTT

Consiste na avaliacdo colorimétrica pela quantificacdo da reducdo metabdlica, por
células sadias, do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazoilium), por meio
da enzima mitocondrial desigrogenase succinica associadas ao NADPH e ao NADH,
resultando em cristais de Formazan (de cor azul-purpura). DMSO é utilizado para sua
remocdo de dentro das células e solubilizacdo, permitindo sua quantificacdo por

espectroscopia.
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Apobs o teste, o meio de cultura foi removido e foi adicionado meio de cultura novo
(sem soro nem vermelho fenol) com 10% v/v de MTT (5 mg/mL em PBS) e incubado por 4h
a 37°C a 5% de CO2. Em seguida, o meio é descartado e é adicionado DMSO (dimetil
sulfoxido) para dissolver os cristais, no mesmo volume do meio de cultura utilizado. O
volume de 100 pyL das amostras foram coletados e transferidos para placa de 96 pocos e a
densidade optica (DO) foi medida no espectrofotometro Thermo Scientific™ Multiskan™ FC
Microplate Photometer a 570 nm. A viabilidade foi calculada em relagdo ao controle

negativo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdo das nanoparticulas produzidas via quitosana.

Foram produzidas nanoparticulas de ouro através de solucdes de KAuCls e
quitosana (2% no acido acético). A caracterizacao foi realizada por espectroscopia
Otica (UV-VIS) com solucdo de concentracdo de 8.1mM HAuCIls, adotando o
comprimento de onda de 520 nm. Diferentes comprimentos de onda da sintese de
nanoparticulas de ouro foram encontrados na literatura, porém vale ressaltar que
cada instrumento de andlise possui suas peculiaridades e desvios. Apds a
definicho do comprimento de onda, o espectro de absorcdo em fungcdo do

comprimento de onda foi feito como pode ser observado (Figura 17).

Figura 17 - Espectro de absor¢éo da solugdo de nanoparticulas de ouro obtida pelo

método de estabilizagdo e redugdo com quitosana.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Com o objetivo do agregar a solugdo de nanoparticulas de ouro a solucao de

latex, produzindo membranas via “casting”, foram misturados 3 mL de latex a 1 mL
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de nanoparticulas de ouro. Porém, ao expor ao contato as solu¢cdes dos dois
polimeros, ocorreu uma separacdo de fases devido a diferenca de pHs com o
surgimento de um componente borrachoso denso e uma solucdo aquosa (Figura
18).

Figura 18- Tentativa de solubiliza¢do da solucéo de nanoparticulas de ouro via quitosana

em latex.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Deste modo, descartou-se 0 uso da quitosana para a sintese, estabilizacéo e
reducdo das nanoparticulas, pois a imiscibilidade dos dois biopolimeros
impossibilitou a formacdo de uma membrana homogénea e adequada ao

tratamento em seres Vivos.

4.2 Caracterizagdo das nanoparticulas produzidas via latex natural.

As nanoparticulas estabilizadas e reduzidas diretamente na membrana de
latex foram caracterizadas através de espectroscopia UV-Vis e o espectro de
absorcdo esta plotado na Figura 19. O grafico permite confirmar a presenca de

nanoparticulas.
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Figura 19 - Espectro UV-Vis de absorcéo das nanoparticulas produzidas via adsorgéo.
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro: via citrato.

Pioneiro e com grande empregabilidade, o método proposto por Turkevich
em 1951 utiliza citrato de soédio para estabilizacdo e reducédo das particulas em
escala nano.

O citrato de sddio tem ampla gama de aplicagbes na industria alimenticia,
como flavorizante e conservante, e farmacéutica, empregado como anticoagulante,
constituindo-se assim em uma boa escolha para o projeto.

As solugBes de nanoparticulas de ouro foram analisadas via espectroscopia
Otica (UV-VIS), adotando o comprimento de onda de 528 nm e o resultado
encontra-se plotado no grafico apresentado na Figura 20. Vale ressaltar que ha a
variacdo no comprimento de onda encontrado devido as especificidades de cada

instrumento.



Figura 20 - Espectro de absor¢éo da solugdo de nanoparticulas de ouro obtida pelo
método de estabilizacdo e reducao com citrato.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Diferentemente da sintese de nanoparticulas de ouro via quitosana, as
nanoparticulas via citrato de sodio apresentaram boa solubilizacdo ao serem
adicionadas a solucdo de latex e a solucao de latex com Metronidazol resultando
em membranas homogéneas. Desta forma, esta metodologia de sintese foi

escolhida para o restante do projeto.

4.4 Caracterizacdo do Metronidazol

A espectroscopia otica (UV-VIS) foi empregada para obter o comportamento
optico do farmaco Metronidazol e sua banda de absorcéo foi avaliada na faixa de
318 nm de comprimento de onda (Figura 21). A concentragcdo do farmaco

empregada foi 1 mg/mL.
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Figura 21 - Espectro UV-Vis do metronidazol em meio aquoso, concentragdo 1 mg/mL.
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4.5 Estudo das taxas de liberacdo do Metronidazol incorporado a membrana de latex
natural.

Para os estudos das taxas de liberacdo do metronidazol (MET), membranas
de latex natural com o farmaco (1000 ug/mL) foram colocadas em 200 mL de agua

e aliquotas foram retiradas durante 5000 minutos (Figura 22).
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Figura 22 - Espectro UV-Vis de liberagcdo do metronidazol em meio aquoso.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Com a relagéo entre absorbancia e tempo, € possivel apresentar a curva de
liberacdo do Metronidazol. A liberacdo do MET obedece a uma funcdo bi-
exponencial (Figura 23), onde a liberagdo mais rapida ocorre devido a presenga do
farmaco adsorvido na superficie da membrana, enquanto que liberagdo mais lenta
ocorre pelo fato do farmaco estar presente em regiées mais internas da membrana
(bulk).
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Figura 23 - Curva de liberacdo da absorbancia em funcéo do tempo da liberagéo de

metronidazol em meio aquoso.
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4.6 Estudo das taxas de liberacdo do Metronidazol via membrana de latex com
nanoparticulas agregadas via adsorcao.

Ap6s a verificagdo da viabilidade de estabilizagdo e redugdo das
nanoparticulas por adsor¢do, o passo seguinte foi realizar a incorporacdo do
farmaco via casting com a diluicdo de 3 mL de solucdo de metronidazol (1000
Mg/mL) em 3 mL de latex. Em seguida foi feita a agregacao das nanoparticulas de
ouro via adsorcdo. A liberacdo do metronidazol pode ser observada segundo o

grafico de absorbancia X comprimento de onda abaixo (Figura 24).
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Figura 24 - Espectro de liberagdo do metronidazol em membrana com

nanoparticulas agregadas via adsorcao.
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Os niveis de absorbancia foram menores, quando comparados a liberacéo
do metronidazol ndo submetido ao método de adsorcdo. Isso se deve ao fato da
membrana com o farmaco incorporado iniciar liberacdo durante o processo de
reducdo e estabilizacdo das nanoparticulas, o que faz com que a concentragcao

destas nanoparticulas menor quando submetido a anélise de liberag&o controlada.

Na Figura 25 foi plotado os dados relativos a liberacdo do farmaco de
membranas submetidas a estabilizacdo de nanoparticulas de ouro via adsorcao e

Nao expostas ao mMesmo processo.
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Figura 25 - Espectro UV-Vis comparativo entre as liberagdes de membrana de latex com

metronidazol e membrana de latex com metronidazol submetida a adsorcao.
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Deste modo, descartou-se tal método de sintese de nanoparticulas devido a

perda de farmaco durante o processo.

4.7 Estudo das taxas de liberagcdo do Metronidazol via membrana de latex com
nanoparticulas produzidas via citrato.

Para os estudos das taxas de liberacdo do metronidazol (MET), membranas
de latex natural com 1mL de farmaco (1000 ug/mL) e solucdo de 1mL de
nanoparticulas de ouro foram colocadas em 200 mL de agua e aliquotas foram
retiradas durante 5000 minutos e os espectros de absor¢do estdo plotados na
Figura 26 e na Figura 27 encontra-se a curva de liberacao.
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Figura 26 - Espectro UV-Vis de liberacdo do farmaco metronidazol em membrana de latex
com nanoparticulas agregadas.
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Figura 27 - Curva de liberac@o do farmaco metronidazol em membrana de latex com
nanoparticulas agregadas.
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Ao analisar a Figura 26, nao foi possivel verificar-se a existéncia da banda
de absorcéao referente as nanoparticulas. A banda relativa ao metronidazol ocorreu
na mesma regiao, denotando pouca ou nenhuma interacdo estrutural entre as
solucdes que foram incorporadas ao latex. Porém, ao analisar comparativamente
as liberacbes de metronidazol e metronidazol + NPAu, nao foi possivel observar

diferencas na concentracdo liberada do farmaco.

Apesar de o latex centrifugado ser constituido prevalentemente de
biopolimeros (36% poli-isopreno), em sua fase aquosa ha um nimero indefinido de
proteinas [1,7,10].

Estudos mostraram que nanoparticulas de ouro apresentam forte interacéo
com moléculas proteicas. A proteina do soro bovino (BSA), a ubiquitina humana e a
topoisomerase humana | sao alguns exemplos, 0s quais apresentaram
modificacdes conformacionais formando um invélucro em torno das nanoesferas.

Este complexo de alta capacidade de ligagcdo abre um caminho conveniente
para a fabricacdo de varios materiais compdsitos nanobiotencolégicos que podem
ser explorados, incluindo, por exemplo, os sistemas de liberacdo de drogas, e
desenvolvimento de biossensores [39,43,46].

Por outro lado, o latex natural extraido da seringueira Hevea brasiliensis tem
se mostrado promissor em aplicacdes biomédicas [5-10], como proteses e enxertos
meédicos devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade e estimulo natural a
angiogénese [36].

De acordo com Barbosa-Filho et al. (2012) [39] , membranas de latex com
nanoparticulas de ouro agregadas foram capazes de reduzir o numero de
promastigotas de Leishmania brasiliensis em cultura, através da interacdo entre as
mesmas e o glicocalix do parasita por contato.

Desta forma, conclui-se que ha uma interacdo em competicdo do farmaco
com a estrutura polar do latex o que, de certo modo, faz com que este ultimo seja
liberado com maior facilidade em meio aquoso, porém sS&o necessarios maiores

estudos para elucidacao e confirmacéo.
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4.8 Caracterizacdo das membranas de Ilatex com nanoparticulas e

metronidazol via espectroscopia por Infra-Vermelho (FTIR)

Apobs o estudo da taxa de liberacdo, procedeu-se com a caracteriza¢ao via
FTIR das membranas agregadas com nanoparticulas e o farmaco metronidazol,
numa proporcado de 3:1 mL entre latex e os outros agentes. As amostras foram
caracterizadas por FT-IR utilizando o equipamento VERTEX 70 fabricado pela
BRUKER Corporation (Figura 28). Os espectros foram obtidos das membranas
preparadas ap6s a secagem das amostras. Foi utilizado o moédulo de
espectroscopia de reflexdo totalmente atenuada, Attenuated Total Reflectance
(ATR) na regido 350-4000 cml. Cada espectro foi obtido acumulando 32

varreduras, com resolucdo de 4cm-.

Figura 28 - Equipamento Vertex 70 da Bruker®.
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—

Fonte: BRUKER — FTIR [64].

O objetivo da espectroscopia de absor¢do no infravermelho é a
determinacao dos grupos funcionais de um dado material. Cada grupo absorve em
uma determinada frequéncia caracteristica de radiacdo na regido do infravermelho.
Assim, um gréfico de intensidade de radiacdo versus frequéncia, o espectrograma
de infravermelho, permite caracterizar os grupos funcionais de um material padréo

ou de uma substancia desconhecida.
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A Figura 29 apresenta os espectros no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) usando o modo de refletancia total atenuada (ATR) obtidos do latex
natural na regido de 350-4000 cm™, onde é possivel observar as bandas de

transmitancia da amida |, amida Il e C=0.

Figura 29 - Espectro FTIR da membrana de latex produzida via casting.
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Fonte: Arquivo pessoal.

As bandas de absorcdo mais significativas séo: 873, 1375, 1400, 1715 e
3400cm. Duas regides apresentam-se com maior relevancia, sdo elas 3280-3400
cm? e principalmente 1750-1500 cm™. Na primeira, pode-se obter informacéo
sobre a existéncia de material protéico e/ou contendo grupos oxigenados capazes

de formar pontes de hidrogénio através de ligacdes N-H e O-H. Na segunda ha
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absorbancias que permitem avaliar a presenca de grupos funcionais devido a
presenca de grupos carbonilicos como ésteres, aldeidos, cetonas, &cidos

carboxilicos e amidas [65-69].

A interacdo entre o farmaco e o suporte carreador, muitas vezes leva a
alteracdes identificaveis no perfil de FTIR dos sistemas sélidos. O espectro FTIR do
MET est& representado na Figura 30, a partir da qual as bandas de transmisséo
caracteristicas de MET estavam claramente distinguiveis. Para MET , as bandas
foram designados para os grupos OH ( 3219 centimetros 1), C=CH (3101 cm1),
NO2, N-O (1535 de cm™) , C-OH, C=0 ( 1074 cm %), C- NO2(870 de cm1)[33, 70,
71].

Figura 30 - Espectro FTIR do farmaco metronidazol em po.
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O espectro MET + Latex nao foi alterado apos a imobilizagdo na membrana
de latex , indicando que ndo ha interacdo quimica entre o farmaco e o polimero,
como mostra a Figura 31.

Figura 31 - Espectro FTIR comparativo entre a membrana de latex e membrana de latex e
metronidazol agregado.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A Figura 32 apresenta varios grupos de linhas associadas as moléculas de
citrato em ligacdes com a superficie de nanoparticulas de ouro. O pico relativo ao
numero de onda 1250 cm™ é caracteristico para a amostra investigada enquanto
que o nimero de onda de 1507 cm™ refere-se a ligacdo C-OH. Também se pode

concluir que ha uma banda a 3300 cm-! que se relaciona ao grupo —OH [72, 73].



Figura 32 — Espectro FTIR do p6 de nanoparticulas de ouro produzidas via Citrato.
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A Figura 33 mostra que ao incorporar as nanoparticulas e o farmaco as

membranas, ndo houve alteracdo estrutural.



Figura 33 - Espectro FTIR de membrana de latex e membrana de latex com nanoparticulas de ouro
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4.9 Caracterizagdo por microscopia eletrénica de varredura

O principal motivo de empregar esta técnica foi analisar a morfologia da

membrana de latex natural, ou seja, a incorporacdo do farmaco (metronidazol) e

das nanoparticulas de ouro na superficie da membrana. A Figura 34 mostra a

imagem de MEV da membrana de latex natural. Note que temos uma superficie

plana e sem poros.
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Figura 34 - Micrografias obtidas por Microscépio Eletrénico de Varredura com ampliacédo

de 2000 vezes da membrana de latex.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A Figura 35 mostra as micrografias representativas obtidas por MEV das
nanoparticulas de ouro, demonstrando a eficacia da sintese deste composto. Pode-

se verificar que o diametro deste composto esta na ordem de 25 a 30nm.

Figura 35- Micrografias obtidas por MEV das nanoparticulas de ouro: 80.000 vezes (a) e
100.000 vezes (b).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Dando continuidade, a Figura 36 mostra a morfologia da membrana de latex
natural com metronidazol (farmaco). E possivel observar que a cristalinidade do
farmaco preservada, mostrando que possivelmente ndo houve mudanca do

principio ativo do antibidtico.

Figura 36 - MEV por da membrana de latex com metronidazol: 2.000 vezes (a) e 10.000

vezes (b).
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Fonte: Arquivo pessoal.

A Figura 37 mostra também que os compostos estédo distribuidos por toda a
superficie da membrana. E possivel observar de uma forma clara a incorporacio
do farmaco na membrana polimérica, entretanto, ndo foi possivel observar as
particulas de ouro, mesmo com o aumento da magnitude da imagem 2000 para
10.000 vezes.

Vale ressaltar novamente que a solugdo que contém as nanoparticulas,
obtida através do método proposto por Turkevich [41], possui coloracdo rosea e ao
ser misturada ao latex resulta em uma membrana de mesma cor, evidenciando a
incorporacao das nanoparticulas. Entretanto, ndo foi possivel observar tal presenca
pela Miscroscopia Eletronica de Varredura (MEV), uma vez que as nanoparticulas
de ouro possuem em média diametro variando entre 25 e 30 nm e necessitariam de
ampliacdes de 80.000 a 100.000 vezes para serem visualizadas. O latex permite
ampliagcbes maximas de 40.000 vezes, sofrendo danos estruturais devido a alta
carga energética do feixe eletrbnico em ampliacdes maiores. Desta forma, foi
utilizada a técnica de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) para analisar se

0 compaosito esta na superficie polimérica.
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Figura 37 - Micrografia obtida por MEV da membrana de latex com metronidazol +
nanoparticula de ouro: 2.000 vezes (a) e 10.000 vezes (b).

b-)

Fonte: Arquivo pessoal.

Também néo foi possivel observar as nanoparticulas por esta técnica.

4.10 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A técnica EDS é usualmente apresentada acoplada a microscopia eletronica
de varredura, permitindo a obtenc&o de informacdes quimicas em areas da ordem

de micrometros. As informacfes, qualitativas e quantitativas, sobre os elementos
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presentes sao obtidas pela captacdo dos raios-X caracteristicos resultantes da
interacdo do feixe primario com a amostra. Neste trabalho, utilizamos esta técnica
para obtermos informacfes estruturais e para avaliar a composi¢cao quimica das
particulas de ouro e das membranas de latex natural modificadas. A Figura 38
mostra o espectro de EDS das particulas de ouro, onde foi detectado o elemento

quimico “Au” (ouro).

Figura 38 - Espectro de EDS das particulas de ouro.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A técnica de EDS foi importante para comprovar que a sintese das

nanoparticulas de ouro foi eficaz, assim utilizamos este método de caracterizacéo
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para analisar a distribuicdo das nanoparticulas de ouro e do farmaco (metronidazol)
na membrana de latex natural. A Figura 39 mostra o espectro de EDS em um gréo
na superficie da membrana incorporada com metronidazol e NpAu. Como
esperado, foi detectado o elemento quimico nitrogénio (N) comprovando que o

metronidazol, CeHoN3O3 esta presente no biomaterial.

Figura 39 - Espectro de EDS na superficie da membrana de latex natural com os

compostos incorporados.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Com o propésito de analisar a distribuicdo das nanoparticulas de ouro na
superficie do biopolimero, a técnica de EDS foi empregada em uma membrana de
latex + MET + NpAu. Como pode ser visto na Figura 40, foram avaliadas as

particulas pequenas, pois 0s grdos maiores sao provenientes do metronidazol.
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Entretanto, ndo foi detectado o elemento quimico ouro (Au) na superficie do

material. Foram analisadas outras regides da amostra e também néo foi detectado

O ouro.

Figura 40 - Espectro de EDS nas substancias incorporadas na superficie da

membrana de latex natural.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Desta forma, decidimos comprar nanoparticulas de ouro com 30nm de

didmetro da Sigma-Aldrich (Figura 41) para avaliar como seria a interacdo destas
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Np com a membrana de latex natural. A Tabela 1 mostra as especificacdes do

composto adquirido.

Figura 41 - Representacdo Colorimétrica de varios tamanhos de nanoparticulas de ouro

monodispersas da Sigma-Aldrich.

Fonte: SIGMA-ALDRICH NANOPARTICLES [74].

Tabela 1 - Propriedades da nanoparticula de ouro (Sigma-Aldrich).

Diametro Nanoparticulas/MI Comprimento Concentracéo
de Onda (Mtcm)
30 nm 1.79 x 10* 526 nm 3.36 x 10°

Fonte: Arquivo pessoal.

Entretanto, caracterizando esta membrana com a técnica de EDS, né&o foi
possivel observar novamente as nanoparticulas de ouro, pois a quantidade de
nanoparticulas é muito baixa e a técnica ndo € sensivel. Além disso, fizemos uma
imagem de MEV de fratura criogénica (cross-section) do polimérico (Figura 42) e
nao foram observadas nanoparticulas no material. Seguramente estes compostos
estdo mergulhados na cadeia polimérica do polimérico, o que dificulta a sua

deteccéao.

Figura 42 - a-) Imagens de EDS da membrana de latex natural + solu¢do de nanoparticula

de ouro adquirida pela Sigma-Aldrich; b-) espectro de EDS dos 3 pontos para analis

63



Full scale counts: 83

80

60+

40

20

c

a-)

latex-nano(1)

latex-nano(1)_pt1

b-)

Full scale counts: 91 latex-nano(1)_pt2

keV

64

c
80+
60+
0
40+
20
I T 0 : : A
§ 10 0 2 4
kel
Full scale counts: 68 latex-nano{1)_pt3
704 C
60 | O
504
40
304
204
104
0 T T T T
0 2 4 6 8 10

kel
Fonte: Arquivo pessoal.



4.11 Difragéo de Raio-X

A técnica de DRX foi utilizada para identificar as reflexdes de Bragg
caracteristicas para o ouro e o farmaco metronidazol, como apresentam as Figuras
43, 44 e 45.

O ouro apresenta-se como sistema cristalino de fase cubica de face
centrada (CFC) e a reflexdo mais representativa de Bragg foi encontrada em 38,18°
correspondente ao plano (111). A maior intensidade do pico correspondente ao
plano (111) indica uma orientacdo cristalogréafica preferencial nessa dire¢édo. Este
difratograma de DRX sugere a presenca de nanoparticulas de ouro nos filmes

poliméricos dos sistemas estudados [75].

Figura 43 - Difratograma de raios-X obtido para o sal KAuCla.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 44 - Difratograma de raios-X obtido para a membrana com KAuCls incorporado.
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Figura 45 - Difratograma de raios-X obtido para a membrana de latex com nanopatrticulas
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As interpretacdes qualitativas dos difratogramas foram efetuadas por
comparacao com padrdes contidos no banco de dados das fichas JCPDS (Joint
Committee on Powder Diffraction Standards) ficha n° 4-0784 e com o difratograma
concebido a partir da analise via DRX de KAuCls em p6 e da membrana de latex
com 25 mg de KAuCls em p6 incorporado via casting, presentes nas Figuras 46, 47
e 48 respectivamente. Ao analisar o primeiro difratograma referente a latex e
KAuCls, é possivel observar a presencga de um pico na regido de 44,390. Este pico
representa o plano (200) também caracteristico do ouro. O mesmo nao €

observado no difratograma referente & membrana com nanoparticulas

incorporadas. Isso se deve a quantidade menor de ouro presente nesta amostra.

Os padrdes de difracdo de raios-X do metronidazol em p6 e o incorporado
na membrana de latex estdo demonstrados nas Figuras 46 e 47. Também foi feita
a andlise via Difratometria de raios-X para o latex puro e o resultado encontra-se na

Figura 48.

Figura 46 - Difratograma de raios-X obtido para o metronidazol em (po6).
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Figura 47 -Difratograma de raios-X obtido para a membrana com metronidazol
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Figura 48 - Difratograma de raios-X obtido para a membrana de latex.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 46 que representa o difratograma relativo ao metronidazol em pé,
€ possivel observar as bandas de difracdo associadas ao farmaco no estado
cristalino. Ja na Figura 47, a qual contém os dados relativos a droga incorporada a
membrana, nao é possivel fazer a mesma observacéo, apresentando apenas uma
alteracdo na regiao de 18°, a qual sugere estruturas em estado amorfo. Fato este
gue se comprova ao analisar a Figura 48 correspondente ao padrao de difracdo do
latex puro que contém elevacdo na mesma regido. Este resultado indica que um
estado amorfo de uma dispersdo molecular sélido na matriz do polimero é formado,
apos a incorporacdo da droga [7,33]. Os outros resultados apresentados neste

trabalho confirmam a presenca de moléculas do farmaco na matriz polimérica.

4.12 Teste de tensdo deformacéo

Os testes biomecanicos de tracao foram realizados no Laboratério de Fisica,
Biofisica e Biomateriais da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), com os quais se
determinou o grau de deformacg&o e resisténcia de cada membrana. Para isso,
foram preparadas amostras com 44 mm de comprimento por 15 mm de largura e a
espessura de cada uma foi determinada através de um micrometro. Estes dados de

caracterizacdo de cada membrana encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 - Dados relativos a resisténcia fisica das membranas de latex e substancias

incorporadas
AMOSTRA % TENSAO Médulo
(DEFORMAGCAO ~DE de
ESPECIFICA) RUPTURA Young
(MPa) (MPa)
Latex 865, 205 0,7389 0,6360
+
0,00314
Latex+Au 1045,455 1,07557 0,5527
+
0,00291
Latex+MET 1003,795 1,07795 0,75431
+
0,00403
Latex+MET+Au 1084,275 0,97048 0,54616
+
0,00362

Fonte: Arquivo pessoal.

Os testes de tracdo a que as amostras foram submetidas revelaram que a
composicao influencia na deformacéao e resisténcia (Figura 49). Observou-se que
ao adicionar farmacos (proteinas) ao latex natural, ocorre um aumento da
resisténcia mecéanica. Este resultado era esperado, pois os farmacos estéo
agregados ao “bulk” da membrana de latex natural, aumentando o numero de
ligacbes cruzadas. Assim podemos inferir a partir da premissa de que as
propriedades mecanicas dos elastdbmeros sao funcdo do numero e do tipo de
ligacbes cruzadas. Membranas oclusivas devem possuir caracteristicas tais que
conduzam requisitos biolégicos, mecanicos e de uso clinico para servirem como
barreira contra a invasao celular indesejavel, ou seja, a resisténcia mecanica ¢ um

fator importante.
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Figura 49: Gréficos que relacionam a tenséo de ruptura e a deformacao especifica

para as membranas de latex com varias composicdes.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A Figura 49 mostra que a deformacdo de ruptura da membrana de latex
natural ocorreu em 218 mm, enquanto para a membrana de latex com metronidazol
observamos que ocorreu a ruptura em 130 mm, para a membrana de NRL com
nanoparticulas de ouro a ruptura ocorreu em torno de 180 mm e a membrana de
latex natural que continha metronidazol e nanoparticulas de ouro atingiu 112 mm
em sua ruptura. Em resumo, observa-se que ha mudanga significativa na
resisténcia mecanica da membrana com a adicdo do farmaco. E importante
salientar, que a espessura da amostra influencia diretamente sua resisténcia,
sendo diretamente proporcional, quando se comparam amostras do mesmo

material.

Os quatro tipos de membranas utilizadas possuem 0 mesmo comprimento
de base (44mm) e a mesma espessura (~1,56mm). A Figura 49 mostrou as forgas
de ruptura das membranas de latex, latex + NP, latex + MET e latex + MET + NP

respectivamente.

O médulo de Young é definido pela equacao 3:
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v = FiA _ F.é
AV AN
’ Equacéo 3
Em que:

F= forca de tracéo
A = &rea transversal do corpo de prova
A |= é o alongamento sofrido

lo = & o comprimento do corpo nao tracionado

A partir da equacdo 3, observamos que o médulo de Young da membrana
de NRL foi de 0,6360 MPa, enquanto para a membrana de NRL + MET foi de
0,5527 MPa. J4 em relacdo a membrana de NRL com NP Au, observamos que o
modulo de Young foi de 0,75431 MPa. Por fim, a membrana com as duas
substancias incorporadas (MET+NPAu) obteve-se modulo de Young proximo de
0,54616. De acordo com a literatura [15, 76-78] o latex natural possui resisténcia
suficiente para aplicagdo bioldgica. Desta forma, podemos inferir que, apesar das
mudancas no médulo de Young e na forca de ruptura das NRL + MET, NRL+NPAu
e NRL + NPAU+MET, estas amostras possuem resisténcia suficiente para

aplicacao biomédica.

4.13 Avaliacéo de Citotoxicidade

Neste trabalho, desenvolvemos complexos estaveis a base de latex natural e
NPAu (NRL/NPAu), estando aptos a aturarem como futuros sistemas liberadores
de substancias ativas de maneira sustentada. Estes nanocomplexos séo
promissores para aplicacbes em tecidos biologicos, devido a sua
biocompatibilidade exibida pelos materiais de partida, além da esperada
biocompatibilidade dos materiais preparados, abrindo caminho para um leque de

futuras aplicacGes. A Figura 50 mostra testes preliminares de citotoxicidade das

72



nanoparticulas de ouro sintetizadas neste trabalho em células MC3T3- E1, onde

podemos observar que estas nanoparticulas séo atoxicas.

Figura 50 - Andlise de citotoxicidade das nanoparticulas de ouro sintetizadas neste
trabalho em cultura de células MC3T3-E1: a-) sem MTT, b-) com MTT.

Fonte: Arquivo pessoal.
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5. CONCLUSAO
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5. Concluséao

Um novo sistema de liberacao controlada de farmacos utilizando membranas
de latex natural como carreador foi desenvolvido. O latex foi escolhido como
carreador devido a sua excelente biocompatibilidade aliado a boa resisténcia
mecanica e facil manuseio. O metronidazol (antibiético) foi utilizado como modelo
de droga reforgcado por nanoparticulas de ouro.

Vérias rotas para a producao das nanoparticulas de ouro foram empregadas,
e a mais versatil e eficaz foi a sintese empregando o citrato de sodio.

Observamos que a liberacdo do complexo (NpAu + farmaco) obedece a uma
funcdo y(t) = yo +A1e V™ + A2e™2, O célculo da quantidade de farmaco liberado foi
feito integrando esta funcédo bi-exponencial. Observamos também que a espessura
e guantidade de farmaco presente na membrana € determinante para o tempo de
liberacdo do composto, onde a membrana de latex natural funciona como um
reservatorio.

Andlises de infra-vermelho (FTIR) mostraram que n&o houve interacdo entre
o0 metronidazol e o latex natural, pois ndo houve mudancas nas bandas de ligagédo
deste farmaco. Trata-se de um resultado interessante, pois o latex natural é inerte
sendo considerado um excelente material para carrear varios tipos de compostos
bioldgicos.

Andlises de difracdo de raio-X (DRX) mostraram que o metronidazol e o sal
de ouro sdao cristalinos, e que esta cristalinidade é preservada quando incorporados
a membrana, apesar da baixa intensidade observada.

As andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) mostraram que o
metronidazol estava presente na superficie da membrana de latex, em que
corrobora com os dados da liberacéo, pois a funcéo bi-exponencial é devida a uma
parcela do farmaco presente na superficie da membrana (liberagdo mais rapida)
enquanto outra parcela do farmaco esta na parte interna (bulk), com liberacdo mais
lenta. Entretanto, tanto com o MEV quanto com a técnica de EDS néo foi possivel

detectar as nanoparticulas na membrana polimérica.
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Com todos estes resultados interessantes, as perspectivas futuras seréo
utilizar analises térmicas (DSC, TG/DTG, DMA) para entender de uma forma mais
detalhada a interacdo destas nanoparticulas com o latex natural. Além disso, a
espectroscopia FT-RAMAN podera fornecer informacdes interessantes em relagéo
as ligacbes moleculares que a espectroscopia por FTIR ndo pbéde fornecer. Uma
proxima etapa é averiguar o estimulo destas membranas em culturas de células e

posteriormente in vivo.
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