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RESUMO

O sistema ideal de liberagcdo de farmacos é o que libera de forma prolongada e
constante, dependendo da concentragdo no tecido alvo, da absorcdo no tecido, da
farmacocinética e da prote¢cdo do farmaco quando in situ. Os sistemas implantaveis
que foram desenvolvidos a partir do polimero policaprolactona (PCL), os
contraceptivos em forma de implante, apresentam destaque nas pesquisas de novas
estruturas. Diversos estudos envolvendo a incorporagdo de farmacos em polimeros
por meio dos métodos de eletrofiacdo estdo sendo realizados. Alguns estudos
demonstraram a integridade do farmaco e a melhor dispersdo dele ao longo de
sistemas de nanofibras. Devido a novas possibilidades de desenvolvimento de
sistemas para liberagdo controlada de farmacos e os poucos estudos realizados com a
incorporagcdo de horménios femininos utilizando nanoestruturas pelo processo de
eletrofiacdo, o objetivo deste trabalho foi a producdo de um sistema de nanofibras de
PCL, utilizando somente o solvente acido acético durante todo o processo. Foram
analisadas amostras obtidas dos sistemas de PCL, acido acético e progesterona;
utilizando-se diferentes parametros de sintese: concentracdo da solugéo (polimero e
hormdnio), voltagem e velocidade de injecdo na eletrofiagdo. Na etapa 1, foram
preparadas solugBes com diferentes concentragcbes de PCL com relagdo ao acido
acético: 15%m/m, 20%m/m, 25%m/m e 30%m/m. O equipamento de eletrofiagédo foi
ajustado nas velocidades de injecdo 4mL/hr e 7mL/hr e as voltagens utilizadas foram
15kV, 20kV e 25kV. Na etapa 2, em que se adicionou a progesterona ao sistema, foi
considerado que a amostra com melhores caracteristicas morfolégicas e estruturais foi
a de concentragcdo 20%m/m de PCL, com a velocidade de inje¢cdo de 4mL/hr e a
voltagem de 20kV. As concentracbes de progesterona em relagdo ao PCL utilizadas
nesta etapa foram 9%m/m, 16%m/m, 23%m/m, 28%m/m e 33%m/m. Em ambas as
etapas, foram produzidas amostras no formato de manta com didmetro de 90mm e
peso total de 1g. As analises das caracteristicas estruturais e in vitro foram realizadas,
para se avaliar a efetiva formacdo das nanofibras, os didmetros e variacdo dos
didmetros das mesmas, a homogeneidade do produto coletado, a capacidade de
absorcdo de 4gua e a taxa de degradacdo das amostras. As amostras com 16%m/m e
23%m/m de progesterona foram as que apresentaram as melhores caracteristicas

estruturais e morfolégicas.

Palavras-chave: Eletrofiacdo; Policaprolactona, Progesterona, Nanofibras, Acido

Acético.
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ABSTRACT

The ideal drug delivery system releases in a prolonged and constant way, depending
on the concentration in the target tissue, it's absorption rate, pharmacokinetics and the
drug's coating when in situ. Implantable systems that were developed from the polymer
polycaprolactone (PCL), in the form of contraceptive implant, have received high
consideration in the research of new structures. Several studies involving the
incorporation of drugs into polymers by the electrospinning methods are being
conducted. Some studies have demonstrated the integrity of the drug and it's better
dispersion throughout nanofiber systems. Due to new systems development
possibilities for controlled release of drugs, and the few studies with the incorporation
of female hormones using nanostructures by the electrospinning process, the purpose
of this work was the production of a PCL nanofiber system using acetic acid as the only
solvent throughout the process. Samples of the PCL, acetic acid and progesterone
system, obtained using different synthesis parameters: solution concentration (polymer
and hormone), voltage and injection rate in the electrospinning, were analyzed. In step
1 solutions were prepared with different PCL to acetic acid concentrations: 15%wi/w,
20%wiw, 25%w/w and 30%w/w. The electrospinning equipment was adjusted to the
injection rates of 4ml/hr and 7ml/hr and the voltages used were 15kV, 20kV and 25kV.
In step 2 progesterone was added to the system. It was considered that the sample
with the best structural and morphological characteristics was the 20%w/w PCL with
the injection rate of 4 ml/hr and a voltage of 20kV. The progesterone to PCL
concentrations used in this step were 9%w/w, 16%w/w, 23%w/w, 28%w/w and
33%wi/w. In both steps samples were produced in a blanket form with a diameter of
90mm and a total weight of 1g. Structural and in vitro characteristics analysis were
conducted to evaluate the effective nanofiber formation, the fiber diameters and the
variation of the diameters, the homogeneity of the collected product, the water
absorption capacity and the degradation rate of the samples. Samples with 16%w/w
and 23%w/w of progesterone showed the best structural and morphological

characteristics.

Keywords: Eletrospinning; Polycaprolactone, Progesterone, Nanofibers, Acetic Acid.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é um termo usado para referir-se ao estudo de manipulagdo da
matéria numa escala atbmica e molecular, ou seja, é a ciéncia e tecnologia que foca
nas propriedades especiais dos materiais de tamanho nanométrico. O principal
objetivo é criar novos materiais, novos produtos e processos a partir da capacidade
moderna de ver e manipular atomos e moléculas. Como exemplo de sistemas
desenvolvidos em nanoestruturas, as nanofibras de polimeros foram testadas em
mascaras de cosméticos para limpeza, cicatrizagdo e tratamentos da pele, sendo que
essas mascaras de nanofibras com nanoporos permitiram acelerar a taxa de
transferéncia dos aditivos para a pele em um processo suave e sem dor (PARK &
LAKES, 1992; SCHAFFAZICK et al., 2002; DURAN, 2003; LAVAN et al., 2003;
OREFICE et al., 2006; BELINGEROVA et al., 2009).

Entende-se como liberacdo controlada de farmacos os métodos e formulagbes,
tecnologias e sistema para o transporte de um composto farmacéutico no corpo,
conforme necessario para atingir o seu efeito terapéutico desejado, com o minimo de
efeitos adversos. Existem vérios tipos de formulagbes de liberacdo controlada, entre
elas microesferas e nanoestruturas. Os sistemas de liberacdo de farmacos podem ser
polimeros biodegradaveis, que sdo decompostos no organismo e excretados pelas
vias renais e biliares. Dentre os polimeros biodegradaveis constantemente
investigados na area biomédica, pode-se citar o PCL (SILVA 2006; KATZUNG, 2007;
BRUTON, 2012).

Segundo HAYASHI, (1994) existem estudos de que sistemas produzidos com o PCL
possuem uma degradacdo bem mais lenta que sistemas com outros tipos de
polimeros. Alguns sistemas com PCL biodegradam em periodos acima de 18 meses
(DHANARAJU et al. 2003, 2006; WANG et al., 2005; NAIRA & LAURENCINA, 2007,
BEREK & GUANABARA, 2008; MELO, 2010).

Com relagcao as nanofibras, as aplicacdes biomédicas das estruturas desenvolvidas
revelam caracteristicas interessantes, como a degradagdo controlada, liberacdo do
farmaco e diversos aspectos morfoldgicos a serem explorada na superficie fibrosa.
Nanofibras de polimeros foram testadas em mascaras de cosméticos para limpeza,
cicatrizacdo e tratamentos da pele, sendo que essas méascaras de nanofibras com
nanoporos permitiram acelerar a taxa de transferéncia dos aditivos para a pele em um
processo suave e sem dor (PARK & LAKES, 1992; SCHAFFAZICK et al., 2002;
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DURAN, 2003; LAVAN et al., 2003; OREFICE et al., 2006; BELINGEROVA et al.,
2009).

Os sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos biodegradaveis apresentam uma
matriz polimérica que incorpora o farmaco e o libera de forma controlada, dependendo
da concentracdo no tecido alvo e da absor¢do no tecido, da farmacocinética e da
protecdo do farmaco quando in situ (especialmente por periodos mais longos de
liberacdo). A incorporacdo de farmacos em nanofibras pode ser realizada de diversas
formas, sendo estas: (i) as substancias séo ligadas ou suspensas na superficie
transportadora, (i) as substancias e o sistema em forma de nanofibras séo
entrelagados entre si, (iii) a incorporagdo do medicamento e o material de transporte
integrado num Unico tipo de fibras e (iv) o material de suporte é produzido em forma
tubular na qual as substancias sé@o entrelacadas entre ele (PORTELA, 2010;
BRUTON, 2012).

Dentre os sistemas implantaveis que foram desenvolvidos a partir do PCL, os
contraceptivos em forma de implante apresentam destagues nas pesquisas de novas
estruturas. De acordo com MELO (2010) e BEREK & GUANABARA (2008), os
implantes contraceptivos que utilizam polimeros como sistemas de liberagédo
controlada de farmacos ainda apresentam insatisfagdo das pacientes devido aos
efeitos colaterais, sendo a principal queixa com relagdo aos sangramentos irregulares
e a insercao/remocao dos implantes. O implante Capronor® foi o Unico biodegradavel
e utiliza o hormonio levonorgestrel, que é uma progesterona sintética, no seu sistema,
mas o produto ainda esta em fase de pesquisas. (DHANARAJU et al., 2003, 2006;
WANG et al., 2005).

Ainda h&d um campo a ser explorado de estudos na area de sistemas de liberacdo de
farmaco produzidos pelos métodos de eletrofiagdo. Pode-se considerar uma das areas
com maior incentivo na area biomédica, a fim de explorar o aumento da eficiéncia da
liberacdo do farmaco (controle das taxas de liberacdo), a incorporacdo de novos
polimeros biodegradaveis (diminuicdo dos efeitos colaterais para o paciente) e a
eliminacé@o dos polimeros completamente do organismo por vias de excrecao, evitando
a formacdo de subprodutos. Existem pesquisas e inovacdes para sistemas de
liberacdo de fa&rmacos atualmente como, por exemplo, a producdo de nanoesferas e
nanofibras em que o farmaco encontra-se homogeneamente disperso ou solubilizado
no interior da matriz polimérica. Alguns estudos demonstraram a integridade do

farmaco e a melhor dispersédo dele ao longo da fibra ou a liberacdo mais controlada
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através de nanoparticulas. Existem estudos de nanoestruturas obtidas por outros
métodos com polimero PCL e outros tipos de medicamentos, como, por exemplo, o
antibiético Mefoxin®, sendo que estas pesquisas demonstram que a bioatividade do
farmaco ndo foi alterada ap6s o processo de obtencdo das nanoestruturas (KIM &
PARK, 2006; SILVA 2006; KATZUNG, 2007; MELO, 2010; BRUTON, 2012).

O método de eletrofiacdo oferece grande flexibilidade na selecdo de materiais para
aplicacdes de liberagdo do farmaco. O método pode ser estudado de diversas
maneiras para incorporagdo do farmaco, como a disponibilizacdo do farmaco entre as
nanofibras produzidas. Existem estudos que ja produzem sistemas a partir da
eletrofiacdo, como, por exemplo, medicamentos destinados ao tratamento de cancer e
antibidticos (BOGNITZKI, et al.,, 2001; RAMAKRISHNA et al., 2006; SILL & VON
RECUM, 2008; AGARWAL et al., 2008; COSTA, et al., 2012).

Varios solventes podem ser utilizados na preparacdo da solugdo a ser usada na
obtenc&o de nanofibras por eletrofiagdo com o PCL. De acordo com SCHUEREN et al.
(2011), a proposta de utilizar uma solugdo de &cido acético e &cido férmico é a opgéo
mais utilizada, pela rapidez do processamento. Apesar disso, 0 uso de apenas 0 acido

acético ndo foi amplamente estudado.

Neste trabalho foi realizada a sintese e caracterizagdo de nanofibras de PCL puro na
primeira etapa e depois a sintese e caracterizagdo de nanofibras de PCL com adicao
do horménio progesterona. Explorou-se o desenvolvimento de metodologia de
obtencdo de nanofibras de PCL por eletrofiagcdo usando somente acido acético como
solvente e variando os parametros voltagem, concentracdo e velocidade de injecao.
Foi também investigado a incorporagdo o horménio progesterona na producdo das
nanofibras de PCL.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Sintese e caracterizacdo de nanofibras de policaprolactona, com e sem hormdnio
progesterona em sua composi¢do, utilizando o método de eletrofiacdo, para a

obtencéo de sistema com potencial para liberacdo controlada de farmaco.
2.2 Objetivos Especificos

* Sintese e definicdo dos parametros apropriados para a producdo de nanofibras de
PCL por eletrofiagcdo com a utilizacdo do solvente acido acético para preparacdo da

amostra;

* Incorporacdo do farmaco progesterona nas nanofibras poliméricas e andlise do

comportamento das nanofibras;

* Caracterizagdo da estrutura do sistema obtido por analise Macroscopica, FTIR, DRX
e MEV;

* Avaliacao da citotoxicidade das nanofibras produzidas;

* Realizacdo de testes in vitro para avaliar a biodegradacdo das nanofibras
produzidas;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Nanoestruturas e sistemas de liberacdo controlada

A nanotecnologia é a ciéncia, engenharia e manufatura de sistemas de tamanho nano
(1nm = 10° metros ou 1 bilionésimo de metro - Figura 3.1) que podem desempenhar
funcdes especificas como elétricas, mecanicas, biolégicas, quimicas ou tarefas
computacionais (PARK & LAKES, 1992; SCHAFFAZICK et al., 2002; DURAN, 2003;
LAVAN et al., 2003; OREFICE et al., 2006).
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Figura 3.1: As diferentes estruturas e suas dimensdes. Fonte: DURAN, 2003.

Com os recentes avancos na sintese de macromoléculas e as abordagens de
microfabricacdo, a capacidade para construir nanoestruturas de diferentes formas
aumentou bruscamente, apesar de que alcancar a baixa polidispersdo para
determinadas morfologias tem sido um desafio. Entre as nanoestruturas desenvolvidas
e pesquisadas para o desenvolvimento de novos sistemas, podem-se citar as
nanocapsulas e as nanofibras (INOUE et al., 1989; VENKATARAMAN et al., 2011).
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O termo nanomateriais aplicado a liberacdo controlada de farmacos é amplo e refere-
se a diversos tipos de estruturas diferentes, dentre eles nanoesferas e nanocépsulas.
Denominam-se esferas aqueles sistemas em que o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz polimérica. Desta
forma obtém-se um sistema monolitico, onde ndo é possivel identificar um nucleo
diferenciado. As nanocapsulas (Figura 3.2), ao contrario, constituem os chamados
sistemas do tipo reservatérios, onde é possivel identificar um ndcleo diferenciado, que
pode ser solido ou liquido. Neste caso, a substancia encontra-se envolvida por uma
membrana, geralmente polimérica, isolando o nucleo do meio externo (DE AZEVEDO,
2003).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede —pfo o o
polimérica o paliméricay
o 0o
_ O
Mucleo o0
oleoso =
Farmaco a) b) ¢l 9 armaco

Figura 3.2: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a)
farmaco dissolvido no nicleo oleoso das nanocépsulas; b) farmaco adsorvido a parede
polimérica das nanocapsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d)
farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz poliméricas das nanoesferas. Fonte:
SCHAFFAZICK et al., 2002.

Os novos sistemas coloidais® para liberacdo controlada de farmacos procuram mudar
a distribuicdo da substancia ativa, aumentando a permanéncia na circulacdo sistémica
para que se alcance maior eficacia terapéutica, com doses menores e baixa
toxicidade. O potencial terapéutico desses dispositivos biodegradaveis, que
encapsulam o ingrediente ativo, depende do tempo de circulagdo na corrente
sanguinea e, principalmente, do destino in vivo do carregador, que deve ser
direcionado a alvos especificos (DE AZEVEDO, 2003; NAIRA & LAURENCINA et al.,
2007).

Como exemplo de liberacdo de farmaco (nanoestruturas) na &area médica, as

nanoparticulas de PCL tém mostrado resultados promissores na oftalmologia para o

! Sistemas Coloidais: sdo sistemas nos quais um ou mais componentes apresentam pelo menos uma de

suas dimensdes dentro do intervalo de 1nm a 1um.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Componente
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nan%C3%B3metro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_%28unidade_de_medida%29
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aumento da eficiéncia para a biodisponibilidade dos farmacos. No entanto, os
poliésteres podem ser submetidos a hidrolise durante a armazenagem em meios
aguosos e a sua degradacéo pode ser intensificada por micro-organismos (MASSON
et al., 1996).

3.2 Polimeros biodegradéaveis, bioabsorviveis e biorreabsorviveis

As nanoestruturas estudadas sdo em sua maioria processadas com polimeros
biodegradaveis. As denominacdes de polimeros biodegradaveis, bioabsorviveis e
biorreabsorviveis iniciaram-se ha 40 anos, logo depois do surgimento do conceito de
biomateriais. De acordo com LEONG & LANGER (1987), todos os polimeros
conhecidos podem ser considerados como “degradaveis”. No campo dos biomateriais,
existe uma lista de critérios para a avaliacao de um sistema biodegradavel e isto inclui
a biocompatibilidade e biofuncionalidade, além da eliminagdo do corpo
(bioassimilation). No geral, os termos relacionados a biodegradabilidade s&o:
degradaveis/biodegradaveis, reabsorviveis e/ou absorviveis. Diversos autores

possuem diferentes opinides sobre as defini¢des, listadas a seguir:

1) O polimero biodegradavel, segundo HAYASHI (1994) é um termo utilizado para
polimeros e dispositivos solidos que devido a degradacdo macromolecular sofrem
disperséo in vivo, mas sem a eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo organismo.
Polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos bioldgicos de forma que
a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou outros subprodutos
de degradacdo, que podem ser removidos do seu local de acdo, mas nao

necessariamente do organismo;

2) O polimero bioabsorvivel (BARBANTI et al., 2005) € um termo utilizado para
materiais poliméricos e dispositivos que podem se dissolver em fluidos corpéreos sem
qualquer clivagem da cadeia macromolecular ou diminuicdo de massa molar, como no

caso da dissolucéo lenta de implantes sollveis em fluidos organicos;

3) O polimero biorreabsorvivel (BARBANTI et al., 2005) é um termo utilizado para
materiais poliméricos e dispositivos sélidos que mostram degradacédo por meio da
diminuicdo de tamanho e que sdo reabsorvidos in vivo. S0 materiais eliminados por
rotas metabdlicas do organismo. Biorreabsorcdo é um conceito que reflete a
eliminacéo total do material e dos subprodutos de degradacdo (compostos de baixa
massa molar) sem efeitos colaterais residuais. A palavra "biorreabsorcédo" é aplicada

guando a eliminacao é total.
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Diversos autores como MIDDLETON & TRIPTON (1998), NAIRA & LAURENCINA et
al. (2007), TIAN et al. (2012) citam que um polimero bioabsorvivel pode ser
biorreabsorvivel se suas macromoléculas sdo excretadas. Os materiais poliméricos
biorreabsorviveis sdo os compostos utilizados preferencialmente em dispositivos
temporarios. Ainda de acordo com BARBANTI et al. (2005), os bioabsorviveis podem
ser definidos como os que se degradam apdés a insercédo do implante em produtos ndo
téxicos, os quais sdo eliminados do corpo ou metabolizados pelo organismo.
Complementando, WOODRUFF & HUTMACHER (2010) afirmam que o0s materiais
biodegradaveis sdo materiais poliméricos que se degradam e séo eliminados na forma
de macro/micro moléculas e produtos (em alguns casos) pelo organismo. Os sistemas
poliméricos biodegradaveis podem ser atacados por elementos bioldgicos alterando a
integridade do sistema. De acordo com DURAN (2003) podem-se citar como

polimeros biodegradaveis:
i) Polimeros naturais: colageno, celulose e quitosana;

ii) Polimeros naturais modificados: reticulacdo de gelatina utilizando-se formaldeido, a
reticulagdo de quitosana utilizando-se glutaraldeido, levar celulose a acetato de

celulose;
iil) Polimeros sintéticos: polietileno, poli(acido acrilico), poliésteres, entre outros.

De acordo com OREFICE et al., (2006) os polimeros naturais sdo passiveis de
degradacéo in vivo por hidrélise ou ataque enzimatico. Os polimeros sintéticos ainda
apresentam diversas desvantagens com relacdo aos polimeros naturais, dentre as
quais incluem: fortes atividades fisioldgicas, alto potencial de rejeicéo e dificuldade de
avaliar as taxas de degradacéo in vivo por causa das diferengas nas concentracoes

das enzimas em diferentes partes de tecidos vivos.

Os principais grupos funcionais suscetiveis a hidrélise sdo os ésteres, orto-ésteres,
anidridos, carbonatos, amidas, uretanas e outros. Portanto, podem sofrer
biodegradacdo, via hidrélise quimica ou enzimatica, os poliésteres alifaticos, as
poliamidas, os poliuretanos (PU), os poli(orto ésteres), os polianidridos, os
polifosfoéteres e as polifosfazonas. Os poliésteres alifaticos sao os polimeros que
sofrem biodegradacdo em meio bioldgico mais explorados em sistemas de liberacao
de farmacos. Sé&o eles: PLA, PCL e PLGA (OREFICE et al., 2006).
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A degradacdo quimica pode ocorrer na superficie ou no interior do sistema,
dependendo se a velocidade da reacdo for maior ou menor do que a difusdo do
solvente de clivagem da cadeia dentro da matriz. No caso da clivagem da cadeia
provocada pela agua, a solubilidade das cadeias e a degradacéo por produtos fluidos
corporais e o0s polimeros a hidrofébicos sao fatores criticos para a degradacdo com
eliminacdo nos rins. A degradagcdo enzimatica foi normalmente limitada a superficie
dos dispositivos sdlidos poliméricos porque as moléculas de proteina dificilmente
penetram as matrizes poliméricas sélidas. No caso das macromoléculas solaveis, a
clivagem enzimatica pode ocorrer tanto nas extremidades da cadeia ou aleatoriamente
dentro de cadeias principais (PARK & LAKES, 1992; HAYASHI, 1994; OREFICE et al.,
2006).

A degradacédo de macromoléculas de copolimeros pode ser a fonte de complicacdes
em termos de sistemas vivos, pois em macromoléculas heterogéneas a clivagem da
cadeia ocorre nas ligagbes mais fracas da cadeia principal, afetando diversos
segmentos degradaveis da cadeia que os tornam bioestaveis. Portando, se o0s
residuos forem toxicos, podem cristalizar e/ou formar particulas inflamatérias. Foi
demonstrado que o produto acido glicolico (utilizado em muitos produtos para a pele)
pode afetar drasticamente o crescimento de queratinécitos?, embora ele ndo tenha
efeito sobre os fibroblastos® (SINHA & TREHAN, 2003; KATZUNG, 2007).

A biodegradabilidade dos polimeros é constantemente explorada em sistemas de
liberacdo de farmacos, uma vez que é altamente desejavel que um sistema polimérico
com um farmaco, quando introduzido no organismo, seja excretado dele depois de
cumprir a sua funcdo, sem a necessidade de intervengBes para sua retirada
(WOODRUFF & HUTMACHER, 2010).

Dentre os polimeros vastamente utilizados em sistemas biodegradaveis, pode-se citar
o PCL em trabalhos relacionados a biomateriais de liberagdo de farmacos. Esse
polimero (estrutura quimica representada na Figura 3.3) € um poliéster alifatico,
hidrofébico, semicristalino, com temperatura de fusdo de aproximadamente 60°C e Tg

de aproximadamente -60°C. Além disso, € um polimero termoplastico, atdxico, de

2 Queratindcitos ou ceratinocitos: sdo células diferenciadas do tecido epitelial e invaginacbes da
epiderme para a derme (como os cabelos e unhas) de animais terrestres responsaveis pela sintese da
queratina.

% Fibroblasto: célula constituinte do tecido conjuntivo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Diferencia%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_%28histologia%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Epit%C3%A9lio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Invagina%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3rtex_%28zoologia%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Derme
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cabelo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Unha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Animalia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Terrestre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Queratina
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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baixa viscosidade e com massa molar que pode variar entre 5000 e 90000g.mol™
(LEONG & LANGER, 1987; CALLISTER, 2012).

. — 1

Figura 3.3: Representacao da estrutura quimica do PCL.

De acordo com LEONG & LANGER (1987), o PCL é mais resistente a hidrolise do que
outros poliésteres alifaticos, minimizando assim a perda prematura das propriedades.
A biodegradacdo do PCL é realizada pela enzima lipase por meio da hidrélise das
ligacdes éster. Essa enzima é capaz de degradar tanto a fase amorfa como a fase
cristalina desse polimero. O PCL apresenta boa solubilidade em solventes organicos
comuns e pode ser degradado enzimaticamente. Existem estudos em que fragmentos
de massa molar de PCL séo supostamente fagocitadas por macrofagos e degradadas
intracelularmente. O PCL degrada a uma taxa muito mais lenta do que o PLA e pode,
portanto, ser utilizado para a concepg¢éo de longo prazo, em sistemas implantaveis de
distribuicdo de farmacos que permanecem ativos por mais de um ano, além de ser um
material biocompativel por ser atoxico (HAYASHI, 1994; NAIRA & LAURENCINA,
2007; WOODRUFF & HUTMACHER, 2010; KUMARI et al., 2010).

3.3 Os sistemas de liberagdo de farmacos biodegradaveis

O desenvolvimento de sistemas de liberagcdo de farmaco (SLF) ou drug delivery
system (DDS) biodegradaveis de PCL e outros polimeros possui como objetivo
prolongar o tempo de liberacao do farmaco no organismo, sustentar sua concentra¢ao
plasmatica e controlar a localizagdo temporal e espacial das moléculas in vivo, por
meio da aplicacdo de principios biologicos e quimicos. As alteragdes ciclicas na
concentracdo do farmaco sdo eliminadas e a disponibilidade biolégica do farmaco é
aumentada. Podem-se obter reducéo da toxicidade, supresséo de reacdes adversas e
diminuicdo do numero de doses administradas, diariamente (OREFICE et al., 2006;
SILVA 2006; KATZUNG, 2007; VILLANOVA et al., 2010, 2011; VIGO et al., 2011;
BRUTON, 2012; DA SILVA FILHO et al., 2012).
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Os sistemas poliméricos liberam farmacos por quatro mecanismos gerais: difuséo,
guimicos, solventes ativados e processos magnéticos. O mecanismo mais comum € a
difusé@o, por meio do qual o farmaco migra para a superficie exterior e, em seguida,
para o corpo (LANGER, 1983).

Os diferentes mecanismos de liberacdo controlada por difusédo estdo representados na
Figura 3.4, sendo eles: difusdo a partir de um sistema reservatorio, difuséo a partir de
um sistema matricial, difusdo controlada por erosdo da matriz polimérica e expansao
da matriz polimérica (CERCENA, 2008).
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Figura 3.4: Mecanismos de liberac@o do farmaco: (a) difusdo a partir de um sistema
reservatorio; b) difus@o a partir de um sistema matricial; (c) difusdo controlada por erosao da

matriz polimérica; (d) expans&o da matriz polimérica. Fonte: CERCENA, 2008.

Os SLF podem ser classificados de acordo com 0 mecanismo que controla a liberagédo

do agente terapéutico como mostrado na Tabela 3.1:
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Tabela 3.1: Sistemas e mecanismos que controlam a liberag&o de farmacos. Fonte: DE
AZEVEDO, 2003.

Tipo de Sistema Mecanismo de Controle da Liberacéo

Controlado por

Difusao

Sistema

Reservatorio

Difusédo através de membrana ou filme poroso

Sistema Matricial

Difusao a partir da matriz polimérica

Controlado por

Penetracdo de Agua

Sistema Osmaético

Transporte osmotico de agua por membranas

semipermeaveis

Sistema por

Expansao

Penetracdo de agua no polimero no estado

vitreo

Controlado

Quimicamente

Sistema Monolitico

Qualquer eroséo do polimero puro (eroséo de
superficie) ou combina¢éo de erosao e
difusdo

Sistema de Cadeia

Pendente

Combinacao de hidrélise de grupos

pendentes e difusdo de polimeros volumosos

Sistemas Regulados

Magnético ou

Ultrassom

Aplicacdo externa de campo magnético ou

dispositivo de ultrassom

Quimico

Uso de dessorc¢éo (liberacdo do agente ativo)

competitiva ou reagBes enzimaticas

Existem dois tipos de liberagdo principais: no primeiro, o agente bioativo (farmaco)
forma uma particula interna (caro¢o) envolvida por uma barreira de difusdo inerte.
Esses sistemas incluem membranas, capsulas, nanocapsulas e lipossomas. O
segundo tipo é um solido monolitico no qual o agente ativo foi disperso ou dissolvido
em um polimero inerte e a difusdo do farmaco € a etapa limitante, sendo a taxa de
liberacéo dependente da escolha do polimero (DE AZEVEDO, 2003).

Os sistemas de liberagdo controlada mantém a concentracdo do farmaco entre dois
niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem. As
caracteristicas temporais dos efeitos dos farmacos e suas relagbes com a janela
terapéutica (exemplo de dose Unica, administragdo oral) podem ser visualizadas na
Figura 3.5, sendo a faixa terapéutica ideal aquela que mantém a sua concentracao
estavel durante o prazo de tempo determinado pelo fabricante do farmaco (BRUTON,

2012).



Pagina |29

CEM para
------------------- . resposta
adversa

Efeito de pico

Janela
terapéutica

Inicio do
efeito

CEM para
¥ a resposta
desejada

<«— Duragédo da agao —>

Tempo

—_
Periodo de
defasagem

Figura 3.5: Caracteristicas temporais dos efeitos dos farmacos e suas relagbes com a janela
terapéutica, exemplo de dose Unica, administracéo oral. Fonte: BRUTON, 2012.

A administrag@o por via subcutanea possui uma taxa constante e lenta para produzir
um efeito prolongado do farmaco no organismo. A absorcdo na forma de pellets’
sélidos ocorre de modo lento ao longo de um periodo de semanas ou meses. Como
exemplos, podem-se citar alguns hormoénios para anticoncepcionais por dispositivos
implantaveis, que podem assegurar a contracepcao eficaz por trés anos, em geral. Na
Tabela 3.2 é possivel observar as caracteristicas das diversas vias comuns de

administracao dos farmacos: (BRUTON, 2012).

* pellet: pequena pilula ovoide ou em forma de bastdo, contendo farmaco, implantado sobre a pele para

liberacéo lenta de sua substancia.
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Tabela 3.2: Caracteristicas das vias comuns de administracdo dos farmacos. Fonte: Adaptada
de BRUTON, 2012.

Ingestéo Oral

Padréo

Adsorcao

Variavel, depende de
diversos fatores (por
exemplo, fluxo
sanguineo na

superficie absortiva)

Utilidade Especial

Mais conveniente e
econdmica,
geralmente mais

segura

Limitacdes e Precaucdes

Depende da adeséo do
paciente
A biodisponibilidade pode

ser erratica

Intravenosa

A absorcéo é evitada
Os efeitos podem ser
imediatos

Adequada para
grande volumes e
substancias
irritantes, ou
misturas complexas,

desde que diluidas

Valiosa para uso em
emergéncias
Permite a titulacdo
da dose

Geralmente é
necessaria para
proteinas de alta
massa molar e

farmacos peptidicos

Aumenta o risco de efeitos
adversos

Em geral, as solugdes
precisam ser injetadas
lentamente

Inadequada para solucdes
oleosas ou substancias

pouco soluveis

Intramuscular

Imediata, no caso
das solucdes
aquosas

Lenta a prolongada,
no caso das
preparacdes de

depésito

Adequada para
volumes moderados,
veiculos oleosos e
algumas substancias
irritantes

Adequada para a
autoadministracao
(por exemplo,

insulina

Contraindicada durante o
tratamento anticoagulante
Pode interferir com a
interpretacdo de alguns
exames diagnésticos (por

exemplo, creatinocinase)

Subcutanea

Imediata, no caso de
solucdes aquosas
Lenta e prolongada,
no caso das
preparacdes de

depdsito

Adequada para
algumas suspensdes
pouco sollveis e
para instituicdo de
implantes de

liberacéo lenta

Inadequada para grandes
volumes

As substancias irritantes
podem causar dor ou

necrose

Os farmacos enfrentam varias barreiras de transporte do seu local de introducéo até o
local de acdo. As barreiras criticas incluem a rapida filtragcdo nos rins e afastamento
pelo SRE, particularmente para os farmacos que passam muito tempo na corrente
sanguinea (SILVA, 2006; KATZUNG, 2007; BRUTON, 2012).



Pagina |31

No tecido alvo, o farmaco precisa atravessar a membrana do plasma, e no interior da
célula, deve se manter no ambiente &spero e acido, dentro do qual os farmacos
biomoleculares, tais como proteinas, podem ser inativados ou degradados. Estudos
recentes mostram alguns aspectos particularmente promissores em que 0S
nanomateriais como farmacos ou vacina podem auxiliar na transposicdo dessas
barreiras, principalmente quando o sistema de liberacéo for por injecdo ou implantes
(SILVA, 2006; KATZUNG, 2007; BRUTON, 2012; HUBBELL & CHILKOTI, 2012).

Enquanto muitas abordagens para a entrega do farmaco (lipossomas, por exemplo)
possuem como objetivo que o farmaco se direcione para uma determinada célula ou
o6rgdo, os sistemas de liberacdo controlada de farmaco sdo concebidos para
continuamente entregar e manter a concentracdo do farmaco em um nivel desejavel
no corpo (LANGER, 1983).

O sistema de liberacdo controlada utiliza uma injecdo inicial do polimero como um
controlador da velocidade do dispositivo para entregar o farmaco num padréao fixo, ou
seja, pré-determinado por um periodo de tempo desejado. Na Figura 3.6, € possivel
observar, por exemplo, as taxas do horménio levonorgestrel (utilizado como implante
contraceptivo - Capronor®) com relacdo a injegdo inicial e ao tempo de uso, sendo

que, ap6s 14 meses, o nivel de levonorgestrel reduz pela metade (REEVES, 2011).

45 _

Levonorgestrel pg/dia

A5

.05

Meses

Figura 3.6: Taxa de liberacdo do horménio levonorgestrel do implante Capronor® de didmetros
2,5mm e 4,0mm. Fonte: DARNEY et al., 1992.
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A utlizacdo de um sistema de distribuicdo de farmaco devera resultar em uma
concentracdo do farmaco uniforme em funcdo do tempo com dosagens menores e,
como consequéncia, com menos efeitos colaterais. Para que o farmaco seja absorvido
pela parte desejada do corpo, varios eventos devem ocorrer. O farmaco deve ser
liberado a partir do dispositivo, se difundindo a partir da superficie do dispositivo para o
fluxo da corrente sanguinea e, eventualmente, transportado ao seu alvo. A velocidade
da liberacao inicial do farmaco foi dependente principalmente do material e tipo do
dispositivo (LANGER, 1983).

Os esforcos para prolongar a liberagdo do farmaco envolvem o uso de revestimentos,
dissolvendo lentamente os complexos dos farmacos com sais ou resinas a partir da
permutacdo ibnica, suspensfes, emulsdes ou comprimidos. Esses sistemas
prolongam o periodo de tempo antes da concentracdo do farmaco nos fluidos
corporais cair abaixo do nivel minimo, mantendo desse modo a eficacia. No entanto,
tais métodos que ndo permitem a liberagéo geralmente em longo prazo (mais que um
dia) estéo sujeitos a grandes variagfes nas taxas de liberagdo, como uma fungéo, por
exemplo, do pH do trato gastrointestinal (LANGER, 1983).

A tecnologia de liberagdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da
ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito
para 0 avan¢co da saude humana e animal. Os sistemas de liberagdo oferecem
inimeras vantagens quando comparados a outros de dosagem convencional (DURAN,
2003).

O objetivo no desenvolvimento de um sistema de liberacéo controlada é fazé-lo o mais
préximo possivel de um sistema ideal. O sistema ideal deve possuir as seguintes
caracteristicas (LANGER & PEPPAS, 1981, 2003; BRANNON-PEPPAS, 1992):

(i) geralmente exibem uma farmacocinética de ordem zero (indicando que a reagéo
ocorre em uma velocidade constante, geralmente maxima, e ndo pode aumentar,

mesmo com 0 aumento da concentracdo do farmaco);

(i) ser inerte e compativel com o meio ambiente. Por conseguinte, deve ser
biocompativel, ndo téxico, ndo mutagénico, ndo cancerigeno, nédo teratogénico e nao

imunogénico;
(iii) ser confortavel para o usuario e facilmente administrada;

(iv) possuir uma relacao farmaco/polimero elevada;



Pagina |33

(v) custo n&o elevado para o paciente.

Diversos modelos de sistemas foram desenvolvidos ao longo da ultima década com o
proposito de alcancar a administracdo de medicamentos por via intravenosa

controlada ou dirigida para tecidos especificos (GREF et al., 1995).

As nanoesferas, nanocapsulas, lipossomas, micelas e outros nanoparticulados
poliméricos (Figura 3.7) sdo frequentemente utilizados como transportadores para
liberacdo de farmacos e agentes de diagnéstico. A modificacdo da superficie dessas
estruturas poliméricas foi frequentemente utilizada para aumentar a longevidade e a
estabilidade das nanoparticulas e seus devidos farmacos na circulagdo sanguinea. As
recentes pesquisas afirmam o uso crescente de diferentes polimeros para a
modificacdo da superficie transportadora do farmaco. Os polimeros sintéticos e
naturais protegem as particulas solidas e suas interagées com diferentes solutos. Nos
Gltimos anos, os polimeros anfipaticos® estdo aumentando a sua participacdo no
desenvolvimento de estruturas nanométricas. Esses polimeros demonstram a
capacidade de serem facilmente adsorvidos® sobre a superficie das particulas
transportadoras devido as interacdes hidrofébicas (TORCHILIN & TRUBETSKOY,
1995; VILLANOVA et al., 2010, 2011).

® Moléculas anfipaticas, ou anfifilicas, sdo moléculas que apresentam a caracteristica de possuirem uma
regido hidrofilica (solGvel em meio aquoso), e uma regido hidrofébica (insolivel em agua, porém solivel
em lipidios e solventes organicos).

6 Adsorcéao é a adesao de moléculas de um fluido (o adsorvido) a uma superficie sélida (o adsorvente).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrof%C3%ADlica
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrofobia#Qu.C3.ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lip%C3%ADdio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solventes_org%C3%A2nicos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9culas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_adsorvente
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Figura 3.7: Sistemas nanoestruturados, micelares e vesiculares: a) conjugados farmaco-
polimero; b) conjugados proteina-polimero; c) dendrimeros; d) micelas; e)lipossomos. Fonte:
VILLANOVA et al., 2010.

A maior parte dos sistemas de liberacdo de farmaco é detectada no organismo como
corpos estranhos, através do reconhecimento pelas células fagociticas, e rapidamente
sdo retirados da circulacdo sanguinea. Essencialmente, os macréfagos localizados no
SRE desempenham um papel crucial para fagocitar as particulas injetadas (GREF et
al., 1995).

Em alguns estudos sobre sistemas de liberagédo controlada da area oftalmoldgica, os
biomateriais de testes séo implantados em cdrneas de coelhos. Assim, a resposta do
hospedeiro ao material de teste pode ser visualizada de forma nao invasiva, sem
cirurgia repetida do animal. Além disso, a cérnea do coelho é um exemplo de teste
sensivel para estimulagdo inflamatéria, pois a cérnea é clara e avascular. As
caracteristicas inflamatérias (por exemplo: edema, infiltracdo de células brancas,

neovascularizacao) podem ser facilmente discernidas (LOTTO et al., 2004).

Os sistemas de liberacdo de farmaco de contraceptivos sdo utilizados para evitar a
gravidez. Os métodos contraceptivos sdo classificados em cinco grupos: métodos
comportamentais (tabelinha, temperatura basal, muco cervical e coito interrompido),
métodos de barreira, dispositivo intrauterino, contracepcdo hormonal e contracep¢ao
cirtrgica (ligadura tubéaria e vasectomia). Os métodos de barreira possuem como
mecanismo de acao a interposicao de uma barreira mecéanica ou quimica que impeca
a ascensdo de espermatozoides da vagina para o Utero. Sdo considerados métodos

de barreira: preservativo masculino, preservativo feminino, diafragma, capuz cervical,
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espermicida e esponja. Os dispositivos intrauterinos consistem em artefatos de
polietileno, EVA, entre outros polimeros. Os dispositivos podem ser medicados com
cobre ou progesterona. Dentre os dispositivos, podem-se citar: DIU de cobre e DIU
hormonal com levonorgestrel (Mirena®) (DA SILVA FILHO et al., 2012).

Os contraceptivos hormonais sdo constituidos de um estrogénio e uma progesterona
(progestogénio) sintéticos, sendo que eventualmente o progestogénio isolado é
utilizado. S&o confeccionados em formulac6es oral, vaginal, transdérmica, injetavel e
na forma de implantes. Dentre os modelos de contraceptivos hormonais, podem-se
citar: pilula, minipilula, injetaveis mensais e trimestrais, adesivos transdérmicos, anel
vaginal de silicone contendo etilestradiol e etonogestrel e implantes intradérmicos
(PERALTA, et al., 1995; DA SILVA FILHO et al., 2012).

Nos ultimos trinta anos muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de se
desenvolver novos sistemas de liberacdo como alternativas a via oral. Ao se evitar
esta via, haveria um beneficio de se contornar a primeira passagem hepética, com a
vantagem adicional de se proporcionar uma liberacdo mais constante dos esteroides,
além de possibilitar o desenvolvimento de dispositivos que permitam a liberagéo lenta
e mais prolongada do principio ativo. Existem outros beneficios como, por exemplo,
reducdo dos eventuais esquecimentos por parte da paciente, assim como as
desisténcias, aumentando a diversidade de alternativas hoje disponiveis para a
escolha (BEREK & GUANABARA, 2008; D'ARCANGUES & VOGELSONG, 2009;
MELO, 2010).

A partir dos estudos em torno de novos modelos de contraceptivos hormonais que
atendessem a demanda universal, diversos polimeros, biodegradaveis e néao
biodegradaveis, foram desenvolvidos para sistemas implantaveis. Os biodegradaveis
mais utilizados sdo o PLA, o PCL e o PLGA. J4 o PEVA, o PVA, os derivados da
celulose, o silicone e polimeros acrilicos sdo materiais ndo biodegradaveis, cuja

principal desvantagem ¢ a necessidade de remog&o posterior (OREFICE et al., 2006).

O conceito basico de anticoncepcédo por implantes é que, mantendo-se uma liberacdo
constante de um progestagénio, pode-se obter contracep¢do com doses diarias muito
menores do que com a administracdo do mesmo esteroide por via oral ou injetavel.
Dentre as opgbes desenvolvidas para implantes contraceptivos, destacam-se:

Norplant®, Norplant-ll® ou Jadelle®, Sinoplant®, Uniplant®, Elmetrin®, Implanon®,
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Nexplanon® e Capronor I, Il e lll®, sendo o ultimo citado o Unico biodegradéavel
(MELO, 2010; BEREK & GUANABARA, 2008).

Atualmente, todos os implantes intradérmicos para uso clinico utilizam progestégenos.
O uso de contraceptivos derivados de somente estrogénio elevariam as taxas para a
incidéncia de céncer de mama (em maiores taxas que os hormdnios derivados de
progestogenos). Devido a esse fato, os dois hormonios sdo frequentemente utilizados
como combinados em contraceptivos com dosagens maiores para progestégenos e
menores para estrogénios, prevenindo contra outros tipos de cénceres, como de
ovério, do endométrio e do colo-retal. A desvantagem da utilizagdo dos contraceptivos
de somente progestdgenos é a auséncia da menstruacdo na maior parte dos casos,
diferente das opg¢des combinadas (estrogénio/progestdogenos), que mantém a
menstruacdo durante o periodo de uso (BEREK & GUANABARA, 2008; MELO, 2010).

Atualmente, apenas trés implantes estdo autorizados a serem comercializados pelo
FDA, dentre eles, o Norplant® (utilizado por 60 milhdes de usuérias e disponivel em 60
paises), o Jadelle® ou Norplant Il (disponivel em 11 paises) e o Implanon® (utilizado
por 2,5 milhdes de usuéarias e disponivel em mais de 40 paises). O Uniplant®,
Nesterone® e o Capronor®, este Ultimo o Unico biodegradavel ainda nédo foram
autorizados pelo FDA ou ainda estdo em fase de desenvolvimento e/ou estudo. No
Brasil, somente esta liberado para uso pela ANVISA, o contraceptivo Implanon®
(ASSOCIATION OF REPRODUCTIVE HEALTH PROFESSIONALS, 2013).

Os contraceptivos hormonais orais contendo apenas progestogénios (minipilula e
implantes) promovem ciclos ovulatérios em 40% dos casos e, eventualmente, ha
maturacdo do foliculo ovariano. O estrégeno utilizado atualmente nos contraceptivos
hormonais é o etinilestradiol. Os progestagenos podem ser derivados da progesterona
(17-hidroxiprogesterona), da testosterona (19-nortestosterona) ou da espironolactona.
No caso da progesterona, diversos implantes e injetaveis utilizam como derivados o
acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol e acetofenido de di-
hidroxiprogesterona. Para os derivados da testosterona, podem-se citar 0os estranos
(noretisterona, noretinodrel, entre outros), os gonanos e o levonorgestrel, sendo o
altimo o principal farmaco utilizado em implantes (PERALTA et al., 1995; DA SILVA
FILHO et al., 2012).

Os progestdgenos sdo esteroides que podem ser sintéticos ou naturais. A

progesterona (C,;H300,) é 0 Unico progestageno natural. Os progestagenos sintéticos
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tentam mimetizar o efeito da progesterona, e sdo chamados de progestinas. Cada
progestina apresenta diferentes propriedades farmacolégicas, dependendo da
molécula da qual foi originada, usualmente testosterona e progesterona. Pequenas
mudancgas estruturais nas moléculas originais levam a diferengcas consideraveis na
atividade de cada uma das progestinas (KATZUNG, 2007; VIGO et al., 2011,
BRUTON, 2012; LEIMANN et al., 2015).

3.4 Nanoestruturas para liberacédo controlada

Existem diversos métodos de preparacdo de nanoparticulas e nanoesferas para
sistemas de liberacéo controlada na area médica a partir de polimeros, sendo os mais
conhecidos os métodos: de polimerizacdo em emulsdo, de polimerizacéo interfacial e
de precipitacdo do polimero pré-formado. Nesses processos, problemas de
estabilidade quimica do polimero ou das demais matérias-primas, incluindo o farmaco,
podem ocorrer. A consequéncia de uma estabilidade fisico-quimica limitada, em
funcdo do tempo, constitui um obstaculo para a aplicabilidade industrial das
suspensdes aquosas de nanoparticulas. A sublimacéo (liofilizagdo) tem sido bastante
utilizada para a desidratacdo de sistemas coloidais, principalmente lipossomas e
nanocapsulas, empregando-se um crioprotetor ou lioprotetor, geralmente um
carboidrato, para evitar a agregacdo das particulas durante o congelamento das
suspensdes. Neste sentido, o interesse pelo desenvolvimento de formas farmacéuticas
s6lidas de nanoparticulas € um ponto de convergéncia das pesquisas (SCHAFFAZICK
et al., 2002).

Diversos autores tém estudado transportadores coloidais na area oftalmolégica, a fim
de melhorar a biodisponibilidade de farmacos oculares. Os farmacos pilocarpina,
sulfato de amicacina, indometacina, betaxolol e carteolol associado com nanoesferas
ou nanocapsulas poliméricas tém mostrado resultados promissores. A estabilidade da
poli(e-caprolactona) em nanoestruturas sdo estudadas por apenas alguns autores. A
influéncia de tensioativos, da temperatura, do pH e do diametro médio da particula
também sdo analisados para a fabricagdo das estruturas (MASSON et al., 1996,
1997).

Em um estudo de SCHAFFAZICK et al. (2002), o farmaco diclofenaco foi associado a
nanocdpsulas e a nanoesferas, preparadas pelo método de nanoprecipitacéo,

utilizando PCL ou Eudragit S90® como polimeros. Foi verificada uma diminui¢cdo do
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pH e do teor de diclofenaco em funcdo do tempo de armazenamento nas

nanoestruturas.

Em sistemas contraceptivos, a aplicagdo de hormonios como o levonorgestrel
apresentou eficacia em microesferas de poli(e-caprolactona). Em um estudo de
DHANARAJU et al. (2003, 2006) e WANG et al. (2005), os hormonios levonorgestrel e
etinil estradiol foram encapsulados em microesferas de poli(e-caprolactona) utilizando
um método duplo de emulsédo w/o/w (YANG et al., 2000). As microesferas preparadas
foram lisas e esféricas, com um tamanho médio de 8-25um. Em testes realizados in
vitro, o perfil de liberagdo das microesferas mostrou inicialmente uma tendéncia para o
aumento na primeira semana, e depois disso a liberacao foi mantida estavel. No final
da sétima semana, nas amostras contendo levonorgestrel e estrogénio de
microesferas de PCL, houve uma diminui¢cdo entre 30-40% do perfil de liberagdo. Um
estudo in vitro da degradacdo demonstra que na 202 semana as microesferas ainda
liberavam o farmaco e mantinham sua integridade da superficie, mas com uma

diminuicdo gradativa do percentual de liberacgéo.

De acordo com DHANARAJU et al. (2003, 2006), as microesferas de PCL produzidas
em um estudo demonstraram uma liberacdo in vivo com perfil trifasico com um efeito
de exploséo inicial, devido & liberagdo do esteroide absorvido na superficie das
microesferas; uma segunda fase de liberacdo sustentada devido a difuséo a partir de
esteroides nos poros ou hos canais formados na matriz do polimero, e a terceira fase

de biodegradacéo do polimero.

Segundo WANG et al.(2005), o exame histolégico com microesferas de PCL injetado
via intramuscular em musculo da coxa de um rato demonstraram uma reagao
inflamatoria minima. Um método denominado emulsificagdo-evaporagcdo do solvente
foi uma técnica conveniente e eficaz para incorporar farmacos sollveis ou insolUveis
em agua para microesferas de polimero. Os farmacos menos solUveis apresentaram

maior afinidade com PCL, devido a sua hidrofobicidade.

Atualmente, os estudos de sistemas de liberacdo de farmaco para humanos do
polimero PCL incorporando o hormdnio levonorgestrel ou progesterona se restringe a
sistemas de microesferas. OLIVEIRA et al. (2013) desenvolveram um sistema de
nanofibras de PLA e horménio progesterona pelo método de fiagdo por sopro em

solugdo (SBS), sendo que os resultados do estudo confirmaram a miscibilidade da
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progesterona e do polimero. Este método apresentou grande potencial para utilizagao
de SLF para animais de gado, no caso.

O método de eletrofiacdo oferece grande flexibilidade na producdo de materiais para
sistemas de liberacdo do farmaco. A fabricacdo de sistemas na area médica possui
um vasto e recente campo de pesquisa por métodos de eletrofiagdo. Em alguns
modelos de equipamento, é possivel trabalhar na producdo de nanofibras e
nanocépsulas no mesmo equipamento, sendo possivel ajustar os espacos internos e
as configuracbdes para a obtencdo de diversos produtos (AGARWAL et al.,, 2008;
FERREIRA et al., 2014; COSTA, et al., 2012; SOUZA et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Na técnica de eletrofiagcdo, um campo elétrico gera uma tenséo na solugcédo carregada
na saida do capilar (ou seringas, no caso), que atua como um dos eletrodos. O jato é
expelido em formato especifico chamado de cone de Taylor’, ocasionando a
deformacdo das “contas®. Ou seja, a tensdo superficial no cone é vencida
impulsionando o fluido em direcdo do alvo aterrado. O solvente é perdido por
evaporacéo e o polimero solidifica ao sair da agulha e depositar até o alvo (uma manta
€ coletada do coletor), ocorrendo um movimento de instabilidade aerodindmica
chamado de chicoteamento (whipping). A eletrofiacdo também pode ser utilizada na
fungéo coaxial, com duas solucdes diferentes auxiliando no processo das nanofibras.
A Figura 3.8 representa alguns dos modelos de eletrofiagdo no mercado (FERREIRA
et al.,, 2014; FORMHALS, 1934; SILL & VON RECUM, 2008; AGARWAL et al., 2008;
PORTELA, 2010; SCHUEREN et al., 2011).

" Cone de Taylor: distor¢do do menisco de um liquido em um capilar na presenca de um campo elétrico.

Do inglés beads
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Figura 3.8: llustracdes com processos de eletrofiacdo: a)eletrofiacdo por bomba e com coletor

cilindrico, b)eletrofiagéo vertical com coletor horizontal e c)eletrofiacdo com coletor cilindrico.
Fonte: BIZARRIA et al., 2014.
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A eletrofiacdo e a eletropulverizacdo sdo dois métodos muitos semelhantes que
diferem principalmente na estrutura dos materiais produzidos. Os produtos finais de
eletrofiacdo séo as nanofibras, enquanto no caso do eletropulverizagdo sao corpos
esféricos - nanoparticulas depositadas sobre o material de suporte. Na
eletropulverizacdo a concentracdo € suficientemente baixa para desestabilizar o jato
carregado que em seguida reparte em pequenas goticulas esféricas que se solidificam
durante o percurso e se depositam no coletor. Nesse caso, o filme formado consiste
em pequenas goticulas em vez de fibras. O método de eletropulverizacdo pode ser
explorado de diversas maneiras para incorporacdo do farmaco, dentre eles o
revestimento com polimero antes ou ap0s o processo ou 0 encapsulamento do
farmaco pelo método coaxial (dois polimeros, formando a casca e o ndcleo), para a
producdo de nanocépsulas. Ambos o0s métodos sdo defendidos por diversos
pesquisadores, pois, provavelmente, os solventes sdo evaporados no processo e nao
estdo presentes no produto final. Devido a esta possibilidade de biocompatibilidade,
estudos indicam estes tipos de processos em diversos tipos de liberacdo de farmacos,
dentre eles antibidticos e medicamentos anticancer (BOGNITZKI, et al.,, 2001,
RAMAKRISHNA et al., 2006; SILL & VON RECUM, 2008; AGARWAL et al., 2008;
COSTA et al., 2010; DOERGENS, et al., 2015; HAIDER, et al., 2015; SOUZA et al.,
2015).

Durante os processos de eletrofiacdo, os monitoramentos das condi¢cbes tendem a
evitar as variagdes dos diametros das nanoestruturas, da distribui¢éo, da eficiéncia de
encapsulamento, da viscosidade, da condutividade elétrica e liberacdo do farmaco in
vitro. Devem ser observados constantemente a voltagem, a distancia do coletor a
ponta da agulha, o calibre da agulha, a taxa de fluxo, o tipo de polimero e do farmaco,
o0 solvente e a razdo organico/aquosa. Na Figura 3.9 é possivel observar as nanofibras
saindo da agulha a partir da eletrofiacdo (BOCK et al., 2010; SCHUEREN et al., 2011,
DOERGENS, et al., 2015; HAIDER, et al., 2015; SOUZA et al., 2015).
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Figura 3.9: Fotografia das nanofibras saindo da agulha durante o método de eletrofiagao.

Atualmente existem diversos estudos de incorporagdo de tipos de farmacos em
polimeros biodegradaveis ou ndo biodegradaveis a partir da técnica de eletrofiacao.
Em um estudo envolvendo um sistema de PLA, PLGA e PCL incorporado do
medicamento Captopril®, testes de FTIR indicaram que existiu uma ligacdo de
hidrogénio entre as moléculas do farmaco e os polimeros apés a eletrofiacdo (ZHANG
et al., 2012).

Em um estudo de KIM & PARK (2006), examinou-se a liberacdo controlada de um
antibiético hidrofilico (Mefoxin®) por processo de eletrofiagdo envolvendo os polimeros
PLGA e PLA. KIM & PARK (2006) misturaram o polimero e o antibitico antes da
eletrofiacdo e apesar de alteracdes morfolégicas da fibra, a estrutura do Mefoxin®

permaneceu inalterada, demonstrando que o antibiético manteve a sua bioatividade.

Em outro estudo recente, nanofibras de levofloxacina com quitosana e PCL foram
preparadas utilizando a eletrofiacdo coaxial para liberagdo controlada do antibiético. O
sistema produzido exibiu caracteristicas morfoldgicas satisfatorias, confirmando que as
nanofibras impregnadas com levofloxacina podem ser utilizadas para a liberacdo de

antibidticos depois de operacdes cirurgicas (PARK, et al., 2012).



Pagina |43

Os hormonios sexuais como, por exemplo, B-estradiol e outros farmacos hormonais
também tém sido encapsulados com a utilizacdo da técnica de eletropulverizagcdo. O
B-estradiol é um farmaco contraceptivo hipocolesterolémico de baixa massa molar que

ja foi encapsulada em nanoparticulas de PCL (ENAYATI et al., 2010).

Os sistemas de liberacé@o controlada na area de implantes contraceptivos representam
um desenvolvimento relativamente novo. Os estudos demonstram a importancia da
preparacdo de sistemas de liberagdo de farmaco por meio de outros métodos, como a
eletrofiacdo, para a manutencao da dose terapéutica em niveis seguros, a diminui¢ao
dos picos e valores plasmaticos, além de conferir protecdo e economia de farmaco,
sem acometer efeitos colaterais no usuario, sendo esses 0os maiores problemas
encontrados nos sistemas atuais de liberagdo de farmaco com levonorgestrel
(KREUTER, 2001; SILL & VON RECUM, 2008; AGARWAL et al., 2008; SOUZA et al.,
2015; SILVA et al., 2015).

Os parametros de controle de processo como a tensdo superficial, massa molar do
polimero, concentragdo, viscosidade, volatilidade e condutividade e as caracteristica
do solvente possuem uma importante influéncia no processo de eletrofiacdo e na
morfologia das nanofibras e nanocapsulas obtidas (BOGNITZKI, et al., 2001,
RAMAKRISHNA et al., 2006; COSTA et al., 2010; SILVA et al., 2015).

Para ocorrer a formacédo das nanofibras, € necesséria a presenca de um solvente com
alta pressao de vapor. Os sistemas que utilizam &agua como solvente também
funcionam. Contudo, se a pressao de vapor nao for suficientemente alta, pode haver a
formagdo excessiva de “contas”, parecendo o formato de bolhas, sendo essas
goticulas presas nas fibras (BOGNITZKI, et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 2006;
SCHUEREN et al., 2011; SILVA et al., 2015).

No caso da eletrofiagdo, a tensdo superficial desempenha um papel importante na
formacgédo de “contas” ao longo da extenséo da fibra. A viscosidade da solugéo e suas
propriedades elétricas determinam a extensdo do alongamento do jato fibroso que por
sua vez tem influéncia sobre o diametro das fibras resultantes. Contudo, os efeitos das
propriedades da solucdo sao dificeis de isolar, uma vez que a alteracdo de um
parametro pode afetar as outras propriedades da solugcdo. Por exemplo, a variagdo da
concentracdo afetard a tensdo. Sao necessarios solventes organicos para dissolver os
polimeros. Alguns solventes utilizados s&o: acetona, cloroférmio, metanol, etanol,

acido acético, acido férmico, acetonitrila, 1,2 dicloroetano, e N,N dimetilformamida, os
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quais podem ser utilizados sozinhos ou em combinagdo (BOGNITZKI, et al., 2001,
HSU & SHIVKUMAR, 2004; RAMAKRISHNA et al., 2006; PORTELA, 2010; BOCK et
al., 2010).

A propriedade da solugdo depende nédo s6 da natureza do fluido, mas também do meio
envolvente e da temperatura do fluido. Em geral, a tensdo superficial diminui com a
temperatura, ja que as forcas de coesdo diminuem ao aumentar a agitacdo térmica. A
influéncia do meio exterior foi compreendida, j& que as moléculas do meio exercem
acdes contrarias sobre as moléculas situadas na superficie do liquido. Além disso,
uma elevada tensdo superficial da solugdo inibe o processo de eletrofiagdo, quer
devido a instabilidade do jato ou a pulverizagdo de micro gotas direcionadas ao coletor
(BOGNITZKI, et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 2006; PORTELA, 2010; SOUZA et
al., 2015; SILVA et al., 2015).

A influéncia da massa molar nas estruturas produzidas pela eletrofiacdo também deve
ser investigada. Os resultados provam que a massa molar de um polimero tem efeito
significativo nas propriedades reoldgicas (viscosidade e elasticidade da solugdo. A
concentracdo do polimero influencia tanto a viscosidade como a tensdo superficial da
solucdo, sendo esses parametros muito importantes no processo. Em uma solugdo
muito diluida, a fibra de polimero ira dividir-se em gotas antes de alcangar o coletor,
devido aos efeitos da tensdo superficial. No entanto, se a solugdo for muito
concentrada, as fibras nao serdo formadas devido a elevada viscosidade, dificultando
o controle do fluxo da solugdo (BOGNITZKI, et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 2006;
PORTELA, 2010; SOUZA et al., 2015; SILVA et al., 2015).

A variacdo da concentracdo da solugdo (dentro de um intervalo) tem consequéncias
na morfologia das fibras. Para baixa concentracdo revela fibras irregulares, com
superficies onduladas e grandes variagfes de didmetro ao longo de uma Unica fibra
(WANG et al., 2009;).

O fluxo da solucao determina a quantidade de solucéo disponivel para a eletrofiacdo.
Em geral, o aumento do fluxo da solugcéo favorece o aumento do diametro da fibra,
muito embora exista um limite do didmetro para o sucessivo aumento do fluxo. Fluxos
elevados também podem originar fibras com “contas”, devido a elevada quantidade de
solvente que deve evaporar antes de alcancar o coletor. A temperatura da solucdo
possui 0 duplo efeito de aumentar a taxa de evaporacdo do solvente e reduzir a

viscosidade da solucdo. Nos casos em que as substancias biolégicas, como enzimas e
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proteinas sdo adicionadas a solucao para eletrofiagdo, o uso de elevada temperatura
pode causar a eliminacdo da funcionalidade da substancia. A posicdo da agulha em
uma montagem de eletrofiacdo é utilizada em diferentes perspectivas para sustentar a
solucdo e ajustar a montagem em func¢do das caracteristicas da solu¢do polimérica,
sendo que o fluido polimérico cai por acdo da gravidade. O diametro interno da agulha
influencia o volume do material submetido ao campo elétrico. A reducédo no diametro
interno da agulha constitui uma forma de reduzir o didmetro das nanofibras. A
distancia entre a extremidade da agulha e o coletor tem sido estudada por diversos
autores com o0 objetivo de controlar as propriedades das fibras, dado que a distancia
tem influéncia na intensidade do campo elétrico e no tempo de voo das fibras. Em
alguns casos, as variacdes da distancia ndo interferem no didmetro das fibras. No
entanto, quando a agulha se encontra muito proxima do coletor, podem ser
observados formatos de “contas” na constituicdo das nanofibras (BOGNITZKI, et al.,
2001; RAMAKRISHNA et al., 2006; PORTELA, 2010; SOUZA et al., 2015; SILVA et
al., 2015).

A temperatura no espaco de processamento interfere diretamente na evaporagédo do
solvente e na viscosidade do fluido. O didmetro médio das nanofibras € alterado em
consequéncia do efeito da temperatura sobre esses dois parametros. A umidade
relativa do ar no ambiente de processamento constitui outro parametro de controle do
processo. Em umidades elevadas (acima de 70%) foi notéria a condensacdo da agua
na superficie das fibras, quando processadas em temperatura ambiente. Como
resultado, verifica-se a influéncia direta na morfologia das fibras, em especial nos
polimeros dissolvidos em solventes volateis. Uma grande area superficial leva a uma
rapida liberacdo uma vez que as particulas sédo mais facilmente penetradas por fluidos.
O tamanho por si s6 ndo controla o perfil de liberacdo, mas esta relacionado com a
selecdo polimero/farmaco/solvente e com os parametros de processamento que sao
utiizados em cada caso. Portanto, o tamanho e resultado de outras variaveis que
possuem um efeito interdependente necessitam ser apropriadamente correlacionados
para controlar a cinética de liberacdo (BOGNITZKI, et al., 2001; RAMAKRISHNA et al.,
2006; PORTELA, 2010; BOCK et al., 2010; SOUZA et al., 2015; SILVA et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi sintetizar o polimero PCL com o solvente &cido acético
para o processamento de nanofibras pelo método de eletrofiacdo e a incorporacao do
horménio progesterona no processo de producdo. O horménio levonorgestrel é

bastante utilizado em varias pesquisas, mas devido ao seu alto custo o horménio foi
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substituido pela progesterona sintética (menor custo) para o processamento das
nanofibras. Os dois sdo progesteronas e servem ao proposito de investigar a
incorporacdo do horménio do sistema desenvolvido, uma vez que a eficicia do
medicamento ndo era um fator importante no decorrer dos testes. Diversas
referéncias utilizam dois solventes, 0 acido acético e o acido férmico, para a producéo
das nanofibras, como por exemplo, os estudos realizados por SCHUEREN et al.
(2011). Com a proposta de diminuir os efeitos de toxicidade durante o processo de
obtencdo das nanofibras e nas amostras ap0s 0 processo, neste trabalho foram
realizados estudos com uso do solvente acido acético com alteracdes de parametros
para melhorar a qualidade das nanofibras. Os principais parametros estudados foram
variagbes nas concentragbes do polimero com relagdo ao solvente, velocidade de

injecdo do polimero e na voltagem do equipamento de eletrofiacéo.
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4 METOLOGIA
4.1 Preparacdo da solucdo de PCL e 4cido acético e eletrofiacao

Na primeira etapa do estudo, foram utilizados o acido acético glacial 99% (Sigma-
Aldrich Chemical) e PCL foi o de massa molar 80.000 a 90.000g.mol™ (Sigma-Aldrich
Chemical). Na segunda etapa do estudo, além dos materiais anterior, foi utilizado o
horménio Progesterona Sintético 99% (Sigma-Aldrich Chemical). Foram utilizados o
agitador magnético para a preparacdo da solu¢cdo e o equipamento de eletrofiacdo
fabricado pela INSTOR (Porto Alegre, Brasil) com fonte de alimentagéo de alta tenséo
(Gamma High Voltage Research, USA) para a obtencdo de nanofibras. Para obtencdo
de algumas amostras foram alteradas as temperaturas de preparacdo da solugcdo ou
de secagem das amostras obtidas, para posterior analise sobre o efeito nas
nanofibras. Em uma amostra foi utilizado a temperatura de 5°C durante a agitacédo da
solucéo e, em outra amostra, apds a eletrofiacéo, foi utilizado a temperatura de 60°C
para secagem da amostra. Na Figura 4.1 é representado esquematicamente todo o
processo de obtencdo das amostras de nanofibras com PCL puro.
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Figura 4.1: Representagdo esquematica da sintese das nanofibras.
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Na Figura 4.2a foi ilustrada a preparag¢édo da solugdo com a adicdo da progesterona
antes da agitacdo da solucdo, sendo esta etapa realizada posteriormente a analise
dos resultados da electrofiacio do PCL puro. Na Figura 4.2b foi representado
esquematicamente o processo de obtencdo das amostras com a adicdo da
progesterona apdés o processo de eletrofiacdo, com a aspersdo do hormonio
progesterona na amostra produzida, sendo essa uma alternativa proposta para avaliar

se a estrutura da nanofibra seria mantida com essa forma de adicdo do hormonio.

Solucéo Solugao PCL _
Progesterona PCL + Acido + Acido Eletrofiacéo
Acético Acético

Asperséo de
Nanofibras Eletrofiacéo solugéo de Nanofibras
Progesterona

a) b)

Figura 4.2: Fluxograma representando as formas de incorporagdo do hormdnio Progesterona
nas nanofibras produzidas: a) durante preparacdo da solugéo a ser utilizada na eletrofiagédo e

b) aspersédo sobre as nanofibras produzidas.

As concentracgdes, velocidades de injecdo e voltagens utilizadas tiveram como base o
estudo realizado por SCHUEREN (2011) com acido acético e &cido férmico, e as
revisbes de RAMAKRISHNA et al. (2006), AGARWAL et al., (2008), BHARDWAJ &
KUNDU (2010), PORTELA (2010), SCHUEREN et al. (2011), COSTA et al. (2012),
PARK et al. (2012), KAI et al. (2014). Na etapa 1, foram preparadas solucdes de
diferentes concentragfes de PCL com relagdo ao acido acético de 15%m/m, 20%m/m,
25%m/m e 30%m/m. As diversas propor¢bes de PCL foram agitadas com o acido
acético durante 12hrs ou até a dissolucdo completa do polimero, em temperatura
ambiente (entre 20°C-22°C). Apo6s, foi realizado o processamento da solugdo no
equipamento de eletrofiacdo. Da solucdo anteriormente preparada, 5mL foram
colocados em uma seringa com agulha de 25mm x 0,8mm. O coletor utilizado na
eletrofiacdo foi o horizontal. No equipamento, primeiramente foi colocado um papel
aluminio no coletor para a deposicdo das nanofibras sendo retirado apds o processo.
O equipamento de eletrofiagdo foi ajustado nas velocidades de injecdo 4mL/hr e

7mL/hr. As voltagens utilizadas foram 15kV, 20kV e 25kV. Na etapa 2, em que se
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adicionou a progesterona ao sistema, foi considerado que a amostra com melhores
caracteristicas morfologicas e estruturais foi a de concentragdo 20%m/m de PCL, com
a velocidade de injecdo de 4mL/hr e a voltagem de 20kV. A partir destes parametros,
objetivou-se neste estudo sintetizar PCL com o solvente &cido acético, adicionando o
horménio progesterona para o processamento de nanofibras antes do processo de
eletrofiacdo. As concentracbes de Progesterona em relacdo ao PCL utilizadas nesta
etapa foram 9%m/m, 16%m/m, 23%m/m, 28%m/m e 33%m/m, considerando que o
acido acético é evaporado no processo de eletrofiacdo, portanto, as concentracdes
estdo baseadas nas quantidades de progesterona e do PCL, apenas. Foi realizada
uma aspersao de uma solucdo de progesterona para analise do comportamento da
nanofibra ap0s o processo de eletrofiagdo. A escolha das concentragbes de
progesterona foi baseada nos sistemas de implantes contraceptivos atuais e nos
estudos de DHANARAJU et al. (2003, 2006). Em ambas as etapas, foram produzidas
amostras no formato de manta com didmetro de 90mm e peso total de 1g. Na Tabela
4.1, pode-se observar os parametros que foram mantidos na produgédo das amostras.

Tabela 4.1: Parametros que foram utilizados para a producdo das nanofibras.

Parametros

Temperatura ambiente 20°C-22°C

Tempo médio de eletrofiagdo 4hrs

Umidade Relativa do ar 55% - 59% (Controle a partir da
utilizacdo de Desumidificador de Ar)

Tipo de Coletor Coletor horizontal 90mm

Quantidade de solucdo em cada seringa 5,0ml

Distancia do bico ejetor até o coletor 150mm

Velocidade do coletor 1000rpm-1500rpm

4.2 Caracterizacao estrutural das amostras
Andélise Macroscopica

As amostras foram analisadas macroscopicamente levando-se em consideracdo a
producdo de um produto no coletor, seu aspecto com relacdo a opacidade ou

translucidez e se era possivel ou ndo de ser retirada do papel aluminio.
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Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise morfolégica dos filmes foi realizada em um microscépio eletrbnico de
varredura (MEV) da marca JEOL modelo JSM 35C sob aumentos de 1000x, 10000x a
16000x.

Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de FTIR foi utilizada para caracterizar os grupos funcionais presentes nas
amostras em estudo. Foi utilizado o equipamento Nicolet 6700, da Thermo Scientific
para realizagdo das analises. Os espectros foram coletados pela técnica ATR
(Reflexdo Total Atenuada) na faixa do infravermelho médio, foram feitas 64 varreduras
entre 650 e 4000cm™, com resolucéo de 4cm™ e intervalos de 2cm™ e as curvas foram

normalizadas.
Difracéo de raios-X (DRX)

A andlise por DRX das nanofibras obtidas foi realizada em equipamento SHIMADZU
XRD 7000 que se procedeu variando de 3,00° a 90,00°, com passo de 0,06. A partir
das areas do difratograma foram identificadas as fragdes cristalina (Ac) e amorfa (Aa).

Ensaio de Absorcéo de Agua

Para o do ensaio de absor¢do de agua, a amostra produzida pela eletrofiagdo foi
pesada, transferida para um Erlenmeyer onde receberam adigdo de um volume 50mL
de solucdo de PBS com pH4 e pH7 (Hanna Instruments Brasil). As amostras ficaram,
entdo, expostas as solucbes durante 120 minutos e a absorcédo de agua foi medida em
intervalos regulares (30, 60, 90 e 120 minutos) a temperatura ambiente (entre 20°C-
22°C). Ap6s esse tempo, as amostras foram retiradas da vidraria e adequadamente

pesadas.
4.3 Caracterizagdao in vitro da amostra
Ensaio de Citotoxidade

As amostras de nanofibras produzidas com solugdo com concentracdo de 20%m/m
foram colocadas em laminulas de vidro 0,17mm de espessura
(Fisherbrand/Microscope Cover Glass). Essas mantas foram esterilizadas com

lampada Ultra Violeta (U.V) por trinta minutos de cada lado da laminula. ApGs esse
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periodo as laminulas com as mantas foram colocadas em placas de 24 wells. Foram
colocados 500puL de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/ GIBCO, N.Y,
USA) em cada poco e foram semeadas 1x10cm?® células CHO-K1 (células da linhagem
de ovéario de hamster chinés). As células foram mantidas por 8 horas com meio
DMEM sem soro em estufa com 5% de CO, a 37°C. Esse procedimento foi realizado
para as células serem normalizadas em relacdo ao crescimento e proliferacdo celular.
Apobs esse periodo o meio foi aspirado e trocado por DMEM com 10% de soro fetal
bovino. Foram utilizados como controle positivo PBS (2X) e como controle negativo
laminulas de vidro de 0,17mm de espessura. Apos 48 horas todo o meio foi aspirado e
foram colocados 210uL de meio de cultura com soro em cada pogo. Foram
acrescentados 170uL de MTT (5mg/mL; Sigma-Aldrich, USA) em cada poco e as
placas incubadas por 4 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida foram
colocados 210uL de solugao de isopropanol/4%HCL. Apdés 10 minutos foram retirados
100uL de cada pocgo e transferidos para placa plana de 96 pocos e a quantificacéo foi
feita em espectrofotometro (ADAP 1.6, Anthos Labtec Instruments) com filtro de
595nm. Os experimentos foram realizados com n=3 e 0s dados analisados com a
ajuda do programa PRISM (Test One-way- Anova Bonferroni/GraphPad, San Diego,
CA/) (ROGERO et al., 2003; CARVALHO, 2013; ISO 10993-5).

Ensaio de Degradacéao

A variagdo da massa (medida em balanca analitica) é comumente utilizada na
caracterizacdo da degradacdo de polimeros biodegradaveis. A degradacgéo in vitro foi
realizada com a imersdo do material em solu¢éo de PBS com o pH7,4 (considerando
como base o pH do plasma/circulagdo sanguinea, entre 7,35 a 7,45). O ensaio foi
realizado com base nos estudos realizados por BARBANTI et al. (2008) e de acordo
com a norma ASTM F1635-04a. O acondicionamento das amostras foi realizado em
tubos Falcon esterilizados de 50mL mantidos em banho a 37°C + 0,5°C, com o volume
de 30mL de PBS. Os periodos utilizados foram de 5, 7 e 11 semanas para amostras
obtidas de solugdo com concentracdo 20%m/m de PCL e amostras contendo
concentracdes 16%m/m e 23%m/m de progesterona, que foram selecionadas com
melhores resultados apés analisadas por MEV. Foi realizada a medicdo da massa por
balanca analitica da amostra apés ela ser secada em um dessecador a vacuo, e em

seguida, a analisadas por MEV para avaliar a morfologia delas.
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Ensaio de Liberacdo Controlada do Farmaco

A partir das metodologias utilizadas por LEONG & LANGER (1987), LANGER &
PEPPAS (2003), SUN et al. (2006) WANG et al. (2005, 2009), ZHANG et al. (2012) e
LEIMANN et al. (2015), foi proposto o ensaio de liberacdo do farmaco progesterona.
Nos estudos mencionados, a curva de calibracdo era realizada com a progesterona
em meio acido. Neste trabalho foi proposto o estudo de degradacéo e levantamento da
curva de calibracdo em meio levemente alcalino, sendo no caso o pH7,4
(considerando como base o pH do plasma, entre 7,35 a 7,45), pois o pH acido
descaracterizou as nanofibras produzidas no ensaio de absor¢do de agua. Os filmes
simples foram colocados em 30 mL de solugdo PBS, de forma a recobrir toda a

membrana. Os tubos Falcon esterilizados de 50mL foram mantidos fechados e

vedados em banho a 370CiO,5°C. Foram analisadas amostras para cada tempo e
concentragao, em triplicata. Os filmes foram retirados em tempos diferentes, sendo
esses 24hrs, 48hrs, 5 semanas, 7 semanas e 11 semanas, sendo 0s tempos
considerados baseados nos estudos referenciados acima. A concentracdo do farmaco
nas amostras € mensurada por intermédio de espectrofotometria na regido do UV-Vis,
sendo o comprimento de onda para analise da progesterona de 247nm (LEIMANN et
al., 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Andlise estrutural das fibras de PCL
5.1.1 Anélise Macroscopica

As amostras foram analisadas primeiramente macroscopicamente, conforme ilustrado
na Figura 5.1. Nao houve diferenca macroscdpica das amostras com relacdo a
variacdo da velocidade de injecdo e voltagem. Na amostra obtida com solucdo de
concentracdo 15%m/m, a cobertura do papel aluminio esta bem superficial, e para a
maior parte das amostras nao foi possivel retira-las do papel aluminio para posteriores
andlises. As amostras obtidas com solugdo de concentracdo 20%m/m e 25%m/m
estdo bem opacas. As amostras obtidas com solugéo de concentracdo 20%m/m foram
aguelas que apresentaram melhores caracteristicas morfolégicas, sendo que em todas
foi possivel um aproveitamento de no minimo 90% ao retirar as amostras do papel
aluminio. As amostras obtidas com solugcdo de concentracdo 30%m/m apresentaram-

se muito densas e criaram um aspecto de filme e com pouca opacidade.
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e)

Figura 5.1: Fotografias das amostras obtidas a partir de solu¢ées com concentragdes a)
15%m/m, b) 25%m/m, c) 20%m/m, d) 20%m/m apos ser retirada do papel aluminio e €) de
30%m/m. Escala: 1:2.
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5.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 5.2 representa a microfotografia de MEV das nanofibras obtidas pela
eletrofiacdo a partir de solucdes de diferentes concentracbes e para diferentes
voltagens. BHARDWAJ & KUNDU (2010) e SCHUEREN et al., (2011) sugerem que o
aumento da voltagem diminui o diametro das nanofibras, devido a maior razdo de
produto saindo da seringa. Pode-se observar que na concentragdo de 15%m/m, as
nanofibras possuem um menor didmetro, mas sdo muito espacadas, com &reas de
maior quantidade de material com formato de “contas”, e ndo conseguem formar uma
manta no papel aluminio. Essas condi¢cdes podem ser consideradas inviaveis, pois
nao se consegue retirar a manta do papel aluminio para posteriores analises (no MEV,
as amostras foram analisadas com o papel aluminio). A viscosidade da solucdo esta
fortemente relacionada com a concentragdo da solugdo. De acordo com BHARDWAJ
& KUNDU (2010) e SCHUEREN et al.,, (2011), deve haver uma concentragdo
adequada para a solucdo utilizada na seringa da eletrofiacdo, porque “contas” sédo
formadas com baixas concentracdes, ao invés de fibras. Na concentracdo de
30%m/m, pode-se observar microfibras com diametros maiores, sendo que diferente
das outras amostras, a de 25kV néo foi obtida pois a solugdo estava com alta
viscosidade, ocasionando entupimento e posterior quebra da seringa, mesmo
utilizando uma agulha de calibre maior. As amostras obtidas a partir da solu¢cdo com
concentracdo de 20%m/m e 25%m/m foram as que apresentaram diametros menores
com relacao a distribuicdo de nanofibras. O que se observa foi um menor diametro nas
concentracdes de 20%m/m, sendo que o aumento da voltagem também contribuiu
para a diminuicdo do didmetro, além da quase auséncia de “contas”. Portanto, de
acordo com os parametros analisados, a amostra obtida com solucdo de concentracdo

20%m/m e 20kV apresentou melhor resultado pela analise do MEV.
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Figura 5.2: Microfotografias para as amostras obtidas a partir de solu¢des com concentragdes:
15%m/m, sendo a)15kV b) 20kV e c) 25kV; 20%m/m, sendo d)15kV e) 20kV e f) 25kV;
25%m/m, sendo g)15kV h) 20kV e i) 25kV e 30%m/m, sendo j)15kV k) 20kV. Ampliacdes em
16000x.

A partir das microfotografias realizadas anteriormente, foram realizadas as ampliacdes
em 1000x das amostras com voltagem de 20kV nas concentracdes de 15%m/m,
20%m/m, 25%m/m e 30%m/m para medi¢do dos didmetros das nanofibras (Figura
5.3). As médias encontradas dos didmetros das nanofibras obtidas a partir de solu¢des
com concentragbes de 15%m/m, 20%m/m, 25%m/m e 30%m/m foram,
respectivamente: 270,25nm, 372,66nm, 520,49nm e 558,82nm. Portanto, observa-se
gue as nanofibras obtidas a partir de solu¢gdes com concentragdo de 25%m/m e

30%m/m apresentam uma média maior de diametros.
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Figura 5.3: Média dos diametros das nanofibras obtidas a partir de solu¢des com

concentracdes de 15%m/m, 20%m/m, 25%m/m e 30%m/m.

A Figura 5.4 representa a amostra obtida a partir de solucdo com concentragado

20%m/m e 20kV em ampliacdo 1000x, em que pode-se observar a distribuicdo das

nanofibras por toda a area da amostra e pouca presenga de “contas”. As areas com

maior espessura sdo ocasionadas pelos jatos iniciais ao ligar e ajustar a voltagem do

equipamento de eletrofiacao.
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Figura 5.4: Microfotografia para a amostra obtida a partir de solugdo com concentragéo

20%m/m em ampliagdo de 1000x.

A Figura 5.5 representa as amostras obtidas a partir de solugdo com concentracéo
20%m/m e voltagem de 20kV em duas velocidades de injecdo: 4mL/hr e 7mL/hr em
ampliacdo de 10000x. Pode-se observar que o aumento da velocidade de injecdo
aumenta os diametros e diminui a concentracdo das nanofibras. Conforme observado
por BHARDWAJ & KUNDU (2010) e SCHUEREN et al. (2011), o aumento da
velocidade de injecdo deposita mais rapidamente e com mais concentracdo o material

no coletor.
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Figura 5.5: Microfotografia para a amostra obtida a partir de solu¢do com concentracao
20%m/mm ampliacdo de 10000x, sendo a) velocidade de injecdo de 4mL/hr e b) velocidade de

injecdo de 7mL/hr.
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Em todas as amostras em que foi aumentada a temperatura em 5°C durante o
processo de agitacdo da solugcao ndo houve formacdo de nanofibras apds o processo
de eletrofiacdo. Algumas solu¢des também foram descartadas, pois quando retiradas
do agitador e guardadas por muito tempo, endureciam, e mesmo apdés o retorno ao
agitador ndo formavam nanofibras na eletrofiacdo. Ambas as amostras apresentam
bolhas em toda a regido e desestruturacdo das nanofibras. As duas situacfes foram

representadas na Figura 5.6.
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Figura 5.6: Microfotografia para a amostra obtida a partir de solu¢do com concentracao
20%m/m, ampliacdo de 1000x, sendo a) apds aumentar a temperatura em 5°C por tempo
maximo de 5min durante a agitacdo da solugdo. b) apés retirar do agitador e deixada em

repouso.
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Foi realizado um teste para verificar se colocar a amostra em estufa apds o
processamento das nanofibras alteraria a sua estrutura. Para tal, foi utilizada uma
amostra obtida a partir de solu¢cdo com concentracdo de 20%m/m e voltagem de 20Kv
e estufa na temperatura de até 60°C. O que se pode observar na Figura 5.7 é a perda
total da amostra, devido a desestruturacao das nanofibras, uma vez que o proprio PCL
se funde a 60°C. Portanto, para a secagem das amostras, o uso da estufa foi

descartado.

£i
V |[mag| WD 3spo£ det |
0KkV[16000x[11.8 mm| 4.0 |ETD|

| H
[15.0

Figura 5.7: Microfotografia para a amostra obtida ap6s permanecer em estufa, com
temperatura de 60°C.
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5.1.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada para a caracterizagdo das nanofibras de PCL/Acido
Acético. A Figura 5.8 mostra os espectros FTIR para as amostras em diferentes
concentracdes de PCL/Acido Acético, sendo elas 15%m/m, 20%m/m, 25%m/m,
30%m/m e voltagens de 15kV, 20kV, 25kV. As diferentes concentragdes e voltagens
ndo tiveram alteragbes consideraveis no FTIR. As bandas representadas sao tipicas
de PCL, conforme estudo observado por POLINI et al. (2011). Observam-se as
bandas: 722cm™ (C-H, vibracdo de aromético, com dobramento fora do plano),
971cm™ (CH=CH), 1072cm™ (C-O, &cido carboxilicos), 1175cm™ (C-H, alceno com
dobramento fora do plano), 1264cm™ (C-H, alceno com dobramento fora do plano),
1722cm™ (C-0, 4cido carboxilicos) e 2950 cm™ (H—C=0, aldeido).
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Figura 5.8: Espectros de FTIR para as amostras a) obtidas de solugbes com concentragdes e
voltagens diversas e b) bandas na amostra obtida a partir de solugdo com concentracéo

20%m/m com voltagem de 20kV.
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Foi gerado o grafico do FTIR da amostra obtida de solugdo com concentracao
20%m/m em comparacdo a amostra de PCL puro (Figura 5.9). E possivel observar
gue as bandas do PCL e da amostra de 20%m/m s&o muito similares, exceto por
algumas bandas do PCL puro que possuem picos de transmitancia mais elevados
(bandas de aproximadamente 1070cm™ e 1750cm™). Pode-se considerar que isso

provavelmente indica eliminacdo do acido acético durante o processo de eletrofiacéo.
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Foy A A —
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Figura 5.9: Espectros de FTIR para as amostras de PCL puro e obtida a partir de solugcdo com

concentracao 20%m/m.
5.1.4 Difrac&o de raios-X (DRX)

O difratograma da amostra obtida de solugdo com concentragdo 20%m/m esta
representado na Figura 5.10a onde foram observados 2 picos caracteristicos: o
primeiro de alta intensidade em 20,5° e outro de menor intensidade em 24°
caracterizando a fase cristalina da amostra com cristalinidade estimada de 92%. Foi
realizado o espectro de DRX do PCL (Figura 5.10b) e os picos caracteristicos foram
21,30 ° e outro de menor intensidade de 23,60° caracterizando a fase cristalina da
amostra com cristalinidade estimada de 96%. Esses resultados indicam que,
provavelmente, ndo houve alteracdo significativa da cristalinidade do PCL apés o

processo de eletrofiagdo.
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Figura 5.10: Espectro DRX para as amostras a) solu¢gdo com concentracao 20%m/m, b) PCL.
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5.1.5 Ensaio de Citotoxidade

A atividade mitocondrial de células SAOS foi avaliada por MTT. Este ensaio foi
especificamente usado para avaliar a toxicidade do material por meio da andlise de
viabilidade celular. A Figura 5.11 mostra os resultados do ensaio de MTT depois de 72
horas de contato das células com as nanofibras produzidas. Depois de trés dias de
contato com a nanofibras de PCL, as células SAOS ndo mostraram nenhuma
diferenca significativa na viabilidade celular quando comparado com a condicdo de

controle. Estes resultados indicam que a amostra ndo é citotdxica.

150 - p < 0.05

Viabilidade Celular 100 -
(% de controle)

50 -

Tempo 72hs

Controle Controle + Controle -

PCL/ acido acético

Figura 5.11: Viabilidade celular ap6s 72 horas de contato das células SAOS com a amostra

obtida com solucéo a partir de concentragdo 20%m/m.
5.2 Anédlise estrutural e in vitro das fibras de PCL com adi¢cdo de progesterona
5.2.1 Analise Macroscopica

As amostras de  PCL/progesterona foram  analisadas  primeiramente
macroscopicamente, conforme ilustrado na Figura 5.12. Na amostra obtida com
solucdo de concentracdo de progesterona de 9%m/m, a cobertura do papel aluminio
esta bem superficial (é possivel observar que o material ndo cobre o papel aluminio na
sua totalidade), e para a maior parte das amostras ndo foi possivel retirar o papel
aluminio para posteriores analises (no MEV, as amostras foram analisadas com o
papel aluminio). As amostras de 28%m/m e 33%m/m ficaram muito densas e criaram
um aspecto de filme e pouca opacidade. As amostras de 16%m/m e 23%m/m, estdo
bem opacas e apresentaram melhores resultados, sendo que em todas foi possivel um

aproveitamento de no minimo 90% ao retirar as amostras do papel aluminio.
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Figura 5.12: Fotografia para as amostras com concentra¢gdes de progesterona de a) 9%m/m, b)

16%m/m, c) 23%m/m, d) 28%m/m, e) 33%m/m e f) 16%m/m apds ser retirada do papel

aluminio. Escala: 1:2.
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5.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 5.13 representa a microfotografia de MEV das nanofibras obtidas pela
eletrofiacdo. Pode-se observar que na concentracdo de progesterona 9%m/m, as
nanofibras possuem maior didmetro e estdo espagadas e ndo conseguem formar uma
manta no papel aluminio. As amostras com concentragdo de 33%m/m foram
descartadas, pois apresentaram desestruturacdo das nanofibras (conforme observado
na andlise macroscépica, elas haviam formado um filme) e a solugcdo estava com
grande viscosidade, ocasionando entupimento e posterior quebra da seringa, mesmo
utiizando uma agulha de calibre maior. Na concentragdo de 16%m/m, 23%m/m e
28%m/m, pode-se observar nanofibras e microfiboras conforme as medicdes
realizadas. As amostras com concentragfes de 16%m/m e 23%m/m foram
selecionadas para futuras analises, pois apresentaram melhores resultados, como
deposicdo das nanofibras em todo o coletor e didmetros nanométricos, além da

distribuicdo das nanofibras na amostra.
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Figura 5.13: Microfotografia para as amostras com concentracdes de progesterona a) 9%m/m,
b) 16%m/m, c) 23%m/m, d) 28%m/m e e) 33%m/m. Ampliacdes em 16000x.

A Figura 5.14 representa a amostra com concentracdo de 16%m/m e 20kV em
ampliacdo 5000x, em que pode-se observar alguns pontos que, provavelmente, seriam

partes do hormonio nas areas das nanofibras.
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Figura 5.14: Microfotografia para a amostra de concentragdo 16%m/mm ampliagdo de 5000x.

Foi realizado o MEV da amostra com aspersdao do hormbénio apds o processo de
eletrofiagcdo. As nanofibras observadas na Figura 5.15a (ampliagdo de 21000x)
aglomeraram apos a aspersao e perderam as suas caracteristicas estruturais. Apés a
guebra da amostra (fratura criogénica), foi realizado o MEV novamente (Figura 5.15b -
ampliacdo de 100x, Figura 5.15c - ampliagdo de 1000x) e observa-se que na parte
transversal a amostra perde suas caracteristicas estruturais com uma aglomeragéo da
area. Mesmo ainda tendo nanofibras visiveis, provavelmente estas areas ndo tiveram

contato na asperséo.
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Figura 5.15: Microfotografia para a amostra com aspersédo do horménio apés a eletrofiacao,
sendo a) ampliacdo 1000x, b) fratura criogénica - ampliacéo de 100x e c) fratura criogénica -

ampliacao de 1000x
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5.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada para a caracterizacdo das nanofibras com a adicdo da
progesterona. A Figura 5.16a mostra os espectros FTIR para as amostras de
diferentes concentracbes de progesterona e a Figura 5.16b representa as bandas
ilustradas para a amostra de 16%m/m de progesterona. Foram observadas diferentes
concentracdes de progesterona e as bandas se encontram muito préximas, portanto,
provavelmente, ndo houveram alteragdes consideraveis no FTIR. Observam-se as
bandas de: 887 cm™ (C-H, vibracdo de aromatico, com dobramento fora do plano),
1064cm™ (C-0, &cido carboxilicos), 1195cm™ (C-O, é&cido carboxilicos), 1348cm™ (C-
H, alceno com dobramento fora do plano), 1668cm™ (C=C, alceno) e 2950 cm™ (H—
C=0, aldeido). As bandas séo tipicas de PCL, conforme observados por POLINI et al.
(2011). Também foram observadas as bandas tipicas de progesterona (887cm™ C-H,
vibragdo de aromético com dobramento fora do plano e 1668cm™, C=0, amida)
conforme discutido por LEIMANN et al. (2015). Na figura 5.16c esta representado os
espectros do PCL, da progesterona e da amostra de 16%m/m. E possivel observar
que as bandas do PCL, da progesterona e da amostra de 16%m/m sdo muito
similares, exceto por algumas bandas do PCL puro que possuem picos de
transmitancia mais elevados (bandas de aproximadamente 770cm™, 1070cm™,
1750cm™ e 2950cm™). Estes resultados indicam a provavel eliminacdo do &cido
acético durante o processo de eletrofiagdo, e confirmam a incorporacdo de

progesterona nas nanofibras de PCL.
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Figura 5.16: Espectros FTIR para as amostras, sendo: a) diferentes concentra¢ges de
progesterona, b) concentracdo 16%m/m e c) concentragdo 16%m/m em comparagdo com PCL

puro e progesterona.
5.2.4 Difrac&o de raios-X (DRX)

Os difratogramas para as amostras de concentracdo 16%m/m de progesterona e
amostra obtida de solu¢cdo com concentragdo 0%m/m (PCL puro) foram representados
na Figura 5.17 onde foram observados 2 picos caracteristicos em ambas as amostras:
o0 primeiro de alta intensidade em 20,5° e outro de menor intensidade em 24°,
caracterizando a fase cristalina da amostra com cristalinidade estimada de 87%
(16%m/m) e 96% (0%m/m). Em 22° aproximadamente a amostra de 16%m/m
apresenta um pico diferenciado. Foi realizado o difratograma para amostra de
progesterona onde foram observados 2 picos caracteristicos: o primeiro de alta
intensidade em 16,9° e outro de menor intensidade em 18,2°. Esses resultados
indicam que, provavelmente, ndo houve alteracdo significativa da cristalinidade do

PCL a insercédo do hormdnio progesterona na producao das nanofibras.
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Figura 5. 17: Difratogramas das amostras a) concentragdo 16%m/m e 0%m/m de progesterona,

b) progesterona.

5.2.5 Ensaio de absorc¢éo de agua

A Figura 5.18a representa as curvas relativas ao ensaio de absor¢cdo de 4gua da
amostra de concentracdo 16%m/m progesterona em solugéo de PBS com pH4 e pH7.
Foi possivel observar por meio dos graficos que até 60min, ambas as amostra
possuem comportamento semelhante com o aumento de absorgéo. A partir de 60min,

a amostra com solugéo de PBS com pH4 inicia uma diminuigdo da absorcdo e a com
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solu¢do de PBS com pH7 continua com o aumento da absor¢do. Isso provavelmente
ocorre devido ao relaxamento das nanofibras em solu¢cdo de PBS com pH4 apos
60min. Foi realizada andlise por MEV das amostras que foram testadas no meio acido
e no meio neutro, apds elas secarem a temperatura ambiente (entre 20°C-22°C). Nas
Figuras 5.18b observa-se uma modificacdo estrutural decorrente da degradacdo das
nanofibras, apds 120min nas amostras em meio &cido e consequentemente, as
nanofibras perdem suas caracteristicas originais. Na Figura 5.18c, observa-se que a
amostra testada em pH neutro por 120min mantém as suas caracteristicas estruturais,

apresentando nanofibras espacadas.
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Figura 5.18: a) Gréfico da absorcao de dgua das amostras de 16%m/m progesterona em pH4 e
pH7; microfotografia das amostras apds imersdo em PBS por 120min em: b) pH4 e c) pH7.
Ampliacdo 16000x.

5.2.6 Ensaio de Degradacéo

Na Figura 5.19, foram representadas as micrografias das amostras com concentracao
0%m/m (PCL puro), 16%m/m e 23%m/m progesterona. As amostras foram imersas
em solucéo de PBS com pH7,4, por 5, 7 e 11. Nas microfotografias de 7 semanas, ndo
foi possivel diferenciar as caracteristicas estruturais, portanto foram apenas

representadas as micrografias de 5 e 11 semanas. Foi possivel observar que as
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nanofibras aumentaram o diametro, mas este aumento ndo alterou as caracteristicas

iniciais delas.
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f)

Figura 5.19: Microfotografia para as amostras apds teste de degradagéo, sendo a) 0%m/m
progesterona com 5 semanas, b) 0%m/m progesterona com 11 semanas, ¢) 16%m/m
progesterona com 5 semanas, d) 16%m/m progesterona com 11 semanas, e) 23%m/m

progesterona com 5 semanas e e) 23%m/m progesterona com 11 semanas.
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A partir das microfotografias realizadas anteriormente, foram realizadas as ampliagdes
em 1000x das amostras com voltagem de 20kV nas concentragdes de 0%m/m (PCL
puro) com 11 semanas, 16%m/m com 11 semanas e e) 23%m/m com 11 semanas
para medi¢cdo dos didmetros das nanofibras (Figura 5.20). As médias encontradas dos
didmetros das nanofibras obtidas com concentra¢cdes de 0%m/m, 16%m/m e 23%m/m
de progesterona foram, respectivamente: 561,63nm, 665,40nm e 799,79nm. Portanto,
observa-se que as nanofibras tiveram um aumento dos didmetros em comparacao as

nanofibras sem progesterona.

Média dos Diametros das Nanofibras com
desvio padréao
1200
1000 _
800 T
600 P l 1
400 1
200
0 T r .
0%m/m 16%m/m 23%m/m

Figura 5. 20: Média dos didmetros das nanofibras com concentrages de 0%m/m, 16%m/m e

23%m/m de progesterona.

De acordo com BARBANTI et al. (2005, 2008), a variagcdo da massa € comumente
utilizada na caracterizacdo da degradacao de polimeros biodegradaveis. BARBANTI et
al. (2006) realizou um ensaio de degradagcdo somente em meio alcalino com pH12, 13
e 13,7 e a partir dos suas resultados da taxa de variagdo da massa em funcéo do pH,
foi extrapolado os resultados para o pH 7,4, fornecendo uma estimativa da degradacéo
em meio fisioldgico. Em seu estudo, as amostras de PCL durante o processo de
degradacdo mostraram-se mais estaveis que amostras de outros polimeros. Portanto,
foi proposto o0 ensaio de degradacdo com todas as amostras iniciando com a massa
de 0,1g, em triplicata e em solucdo de PBS com pH7,4. Elas foram secadas ap6s os
intervalos de degradacdo em dessecador a vacuo. As variacdes das massas medidas
por balanca analitica foram observadas na Figura 5.21. Assim, como no estudo do

autor citado, pode-se observar uma possivel perda constante da taxa de massa do
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PCL com o tempo, sendo que as amostras com o hormonio progesterona tiveram uma
perda levemente maior do que a amostra sem progesterona, provavelmente devido a
massa também do horménio que é liberada no meio ligeiramente alcalino. A perda de
massa observada no periodo de 11 semanas variou aproximadamente de 10% para a
amostra com 0%m/m progesterona, 15% para a amostra de 16%m/m progesterona e
20% para a amostra para a amostra de 23%m/m progesterona. Os resultados foram
coerentes com o estudo realizado por BARBANTI et al. (2006), sendo que a perda de

massa, provavelmente, ocorre em taxa constante.
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Figura 5.21: Gréfico da varia¢cdo da massa das amostras em 5, 7 e 11 semanas.
5.2.7 Ensaio de Liberagdo Controlada do Farmaco

Durante a elaboracéo da curva de calibracdo, foi percebido que a progesterona nao
era soluvel em solucdo de PBS com pH7,4. A amostra para a curva de calibragéo foi
agitada por uma semana e continuou com diversas areas precipitadas. A amostra ndo
foi solubilizada e a area em que foram retiradas as aliquotas possuiam mais ou menos
precipitado. Ao realizar a analise por UV-VIS, as amostras demonstravam
absorbancias inconstantes sendo incoerente definir uma curva de calibragdo a partir
dos resultados obtidos. Para tentar solucionar o problema, foi feita uma diluicdo da
amostra. Mesmo assim, as amostras continuaram demonstrando inconstancia das

absorbancias, como demonstra a Figura 5.22.
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Figura 5.22: Inconstancia das absorbancias x concentragao das amostras.

Sugere-se que o0 ensaio de liberagdo controlada por farmaco por UV-VIS ndo é o
melhor método para a avaliacdo do sistema proposto, de nanofibras produzidas por
eletrofiacdo e propfe-se que provavelmente melhores resultados in vitro serdo obtidos
por outros métodos disponiveis, como sugestdo, o sistema de células de difusdo

vertical tipo Franz’.

° Modelo vertical proposto por Franz (1975): em um sistema de células de difusdo bicompartimentais
utilizam tanto membrana sintética quanto tecido cutaneo (pele humana ou animal), separando um
compartimento doador de um compartimento receptor, para conhecer o0 comportamento de
cedéncia ou biofarmacéutico de uma formulagdo, no que diz respeito a penetragdo e/ou
permeacao do farmaco. Fonte: STORPIRTIS et al., 2009.
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6 CONCLUSOES

O estudo foi dividido em duas etapas, sendo a primeira a sintese e caracterizacao de
nanofibras utilizando o solvente &cido acético e o polimero PCL e a segunda a sintese
e caracterizacdo das nanofibras de PCL com adicdo do hormonio progesterona. Na
primeira etapa, as amostras produzidas com concentragcdo de 20%m/m de PCL
apresentaram melhores caracteristicas morfologicas e estruturais. As alteragbes nas
velocidades de injecdo e nas voltagens modificam os didmetros das nanofibras. Apés
as analises de FTIR e DRX é possivel concluir que, provavelmente, o 4cido acético
evapora durante o processo de eletrofiacdo, sendo que as bandas e os espectros
observados foram tipicos do polimero PCL. O ensaio de citotoxidade resultou que a
amostra ndo é citotoxica. Na segunda etapa, as amostras com concentragfes de 16 e
23%m/m de progesterona apresentaram melhores caracteristicas morfolégicas e
estruturais. A amostra em que foi aspergido o horménio ap6s o processo de
eletrofiacdo foi descartadas devido a perda da morfologia dela, observada por MEV.
No ensaio de absorcdo foi possivel observar que as nanofibras perdem
completamente suas caracteristicas apdés a imersdo em pH &cido. No ensaio de
degradagdo foi possivel observar que as caracteristicas das nanofibras foram
mantidas mesmo apos 11 semanas com as mesmas imergidas em solucdo de PBS

com pH7,4 com perda de massa na faixa de 10% a 20%.
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7 CONTRIBUICOES ORIGINAIS AO CONHECIMENTO / RELEVANCIA DOS
RESULTADOS

Os estudos de liberacao controlada de farmaco tiveram um aumento relevante nos
altimos anos devido principalmente o melhor aproveitamento da distribuicdo do
farmaco no organismo e eficiéncia no tratamento. Alguns sistemas, como implantes
contraceptivos, possuem grande adesdo nos paises desenvolvidos, pois eles foram
utilizados por véarios anos com a dosagem controlada e evitando a gravidez néo
planejada nas usuarias. Os implantes atuais do mercado foram feitos em polimeros
ndo biodegradaveis, sendo que o profissional realiza a inser¢cdo e remocao do
implante, ap6s o periodo previsto de uso. A maior parte das usuarias desiste de
continuar com o produto, pois além do incomodo presente durante a insercado e
remocgdo, ha também desconforto durante o uso, além de que a quantidade de
horménio liberada ainda ocasiona alguns efeitos colaterais, como a auséncia de
menstruacdo. Isto indica claramente uma necessidade de novos métodos eficazes
envolvendo este tipo de liberacdo controlada de farmaco. Neste trabalho foi sintetizado
um novo sistema com potencial para liberagdo controlada de farmaco. Foram
produzidas nanofibras de PCL com adicdo do horménio progesterona, obtidas pelo
método de eletrofiacdo. O solvente utilizado foi apenas o acido acético em todo o
processo, diminuindo o contato com substancias toxicas durante o processo e

limitando ainda mais a probabilidade de toxicidade nas amostras finais.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizacdo do método de difusdo vertical de Franz para ensaios in vitro de liberacao e

permeacao cutanea;
Realizacao do teste de degradacdo com o periodo de 6 meses a 18 meses;

Realizacdo da sintese de amostras de nanoparticulas e nanoesferas utilizando

somente o solvente acido acético;

Realizacdo de mais estudos para melhorar as condi¢cdes de sintese do sistema de
eletrofiacdo, para obter amostras com diametros menores, com menos “contas” e

menor tempo de preparo da solugéo.
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