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RESUMO

A busca por novos biomateriais tem encontrado novas fontes na natureza. A
fibroina de seda (FB), uma das duas proteinas constituintes da seda produzida
pelo "bicho-da-seda” (Bombyx mori), vem sendo explorada como biomaterial
devido a diversas caracteristicas como biocompatibilidade, propriedades
mecanicas adequadas, degradabilidade, processabilidade e inducdo do
crescimento celular. As microesferas a base de proteina extraida da FB visam
novos sistemas de entrega de medicamentos devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e suas propriedades ajustaveis de carregamento e liberacédo
de medicamentos. Neste trabalho foram preparadas microparticulas esféricas de
FB para encapsulacdo do farmaco ibuprofeno e realizados estudos cinéticos de
liberacé@o do farmaco em solucao fisioldgica. Primeiramente a FB foi extraida dos
casulos do bicho-da-seda e obtida na forma de solucdo. O processo de
preparacdo das microesferas foi realizado a partir da mistura de solucédo de FB
(5% m/V) e PVA (5% m/V), na proporcédo 1 para 4 e deixando-se a solugéo secar
para formacdo de um filme contendo as microesferas. Estas foram lavadas e
centrifugadas. As particulas com farmacos foram preparadas pela mesma
metodologia, mas adicionando-se o farmaco na mistura liquida. As microesferas
obtidas foram caracterizadas através de microscopia Optica e eletronica,
espectrometria na regido 1.V e termogravimetria. As microesferas apresentaram
formatos bem regulares com pouca variacdo no tamanho. Também se
comprovou, qualitativamente, a incorporacdo do farmaco nas microesferas. A
partir dos ensaios de cinética de liberacao, verificou-se que o farmaco é liberado
muito lentamente das microesferas, mesmo depois de varios dias de liberacao.
Tal comportamento provavelmente se deve as caracteristicas quimicas do
farmaco e da FB. O ibuprofeno pode apresentar maior afinidade quimica com a
estrutura proteica da FB, gerando um perfil de liberacdo mais lento. Uma outra
caracteristica observada nos graficos foi a reducao da concentracdo do farmaco
antes de atingir aproximadamente 1000 minutos. Essa diminuicdo
provavelmente ocorreu porque apds o processo de lavagem das microesferas
uma pequena quantidade do farmaco n&o encapsulado permaneceu e foi
transferido para a solucéo utilizada no ensaio. Com base nisso, podemosconcluir
gue esse farmaco livre na solucéo pode ter sido absorvido pelasmicroesferas.
Esse fato reforca a ideia de que a proteina possui diversos gruposcapazes de
interagir de forma significativa com o farmaco. Devido ao fato de a cinética de
liberacdo ser muito lenta os farmacos indicados para o uso com estesistema
aqueles de baixa dosagem como horménios, para um potencial uso emimplantes
intradérmicos de longa duracéao.

Palavras-chave: liberacdo de farmacos; microparticulas poliméricas; poli (alcool
vinilico); ibuprofeno.



ABSTRACT

The search for new biomaterials has found new sources in nature. Silk
fibroin (SF), one of the two proteins that constitute silk produced by the
"silkworm" (Bombyx mori), has been explored as a biomaterial due to
several characteristicssuch as biocompatibility, adequate mechanical
properties, degradability, processability and induction of cell growth.
SF extracted protein-based microbeads target new drug delivery
systems due to their biocompatibility, biodegradability, and their
adjustable drug loading and delivery properties. In thiswork, spherical
microparticles of SF were prepared for encapsulation of the drug
ibuprofen and kinetic studies of drug release in saline solution were
performed. First, SF was extracted from the cocoons of the silkworm
and obtained in the formof a solution. The microspheres were prepared
from the mixture of SF (5% w/V) and PVA (5% m/V) solutions in the
ratio 1 to 4 and drying the resulting solution toform a film containing the
microspheres. The films were washed and centrifuged. The
microspheres with encapsulated drug were prepared by the same
method, but by adding the drug to the liquid mixture. The microspheres
obtained were characterized by optical and electron microscopy,
spectrometry in the I|.R. region and thermogravimetry. The
microspheres presented very regular shapes with little variation in size.
The incorporation of the drug in the microspheres was alsoqualitatively
proven. After the release kinetics assays, it was found that the drugis
released very slowly from the microspheres, even after several days.
Such behavior is probably due to the chemical characteristics of the
drug and SF. Ibuprofen may have a higher chemical affinity with the
protein structure of SF which contributes to a slower release profile.
Another behaviour was the reduction of the concentration of the drug
before approximately 1000 minutes. This decrease probably occurred
because of the process of washing the microspheres in which a small
amount of the non-encapsulated drug remained and was transferred to
the buffer solution used in the assay. Based on this, we can conclude
that this free drug in the solution may have been absorbed by the
microspheres. This fact reinforces the idea that the protein has several
groups capable of interacting strongly with the drug. Low dosage
drugs, such as hormones, are indicated to be use with this system due
to the fact that the releasekinetics are very slow. A potential application
for this microspheres is their addition in long-acting intradermal
implants.

Keywords: drug release; polymeric microparticles; poly (vinyl alcohol);
ibuprofen.
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1. INTRODUCAO

Um biomaterial que tem despertado grande interesse € a fibroina de seda
(FB). A FB é uma proteina estrutural encontrada nos casulos de bichos-da-seda
da espécie Bombyx mori L., constituida majoritariamente por alanina, glicina e
serina, em menor quantidade, por tirosina, dispostas de maneira altamente
organizada. A FB possui trés tipos principais de conformacdes da estrutura
secundaria: hélice-a, enovelamento aleatério e folha-B. A FB, como tantas outras
proteinas fibrosas, é insolivel em &gua devido a alta concentracdo de
aminoacidos hidrofébicos em sua composi¢do. A FB tem sido explorado como
um potencial biopolimero para aplicagcbes biomédicas. A biocompatibilidade,
biodegradabilidade e natureza ndo toxica da FB a torna de interesse para
sistemas de administracéo de farmacos, cicatrizacdo de feridas e regeneracéo
de tecidos. Alem disso, a FB pode ser processada em diferentes formas,
incluindo filmes, géis e fibras, permitindo sua aplicacdo em diferentes contextos
biomédicos (NOGUEIRA, 2009; NOGUEIRA et al., 2010; PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015; KUNDU et al., 2013).

A liberacdo controlada de farmacos € uma estratégia utilizada para
administrar farmacos de forma gradativa e precisa no organismo, com o objetivo
de otimizar sua eficacia e minimizar os efeitos adversos. Essa abordagem
envolve o desenvolvimento de sistemas de liberacdo que permitem a liberacéo
gradual e controlada do farmaco ao longo do tempo. Diversas tecnologias tém
sido exploradas para alcancar a liberacdo controlada, como sistemas de
liberacdo com base em polimeros. A liberacdo controlada de farmacos tem se
mostrado uma estratégia promissora em diversas areas da medicina, incluindo
oncologia, doencas cronicas e terapias de longa duracao. Este tipo de perfil de
liberacdo pode ser terapeuticamente benéfico, uma vez que possuem a
capacidade de controlar a velocidade e o local de liberacdo dos farmacos
possibilitando um melhor direcionamento da terapia, maior seguranca na
utilizacdo de farmacos, maior eficacia e aderéncia ao tratamento; minimizacéo
dos efeitos adversos; além da diminuicdo do niumero de administrages diarias
(LYRA et al. 2007; COSTA, 2019; XU et al., 2022).
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As microparticulas poliméricas tém sido amplamente exploradas como
sistemas de liberacdo de farmacos devido as suas propriedades versateis e
capacidade de controle da liberacdo. As microparticulas sdo compostas por
polimeros biocompativeis que podem ser produzidas de maneira a permitir a
liberacdo gradual e controlada do farmaco. A escolha do polimero utilizado
influencia diretamente as propriedades de liberacdo, como taxa de liberacéo,
perfil de liberac@o e estabilidade do farmaco encapsulado. As microparticulas
poliméricas oferecem diversas vantagens para a liberacao, tais como, a protecao
do farmaco contra degradacdo, aumento da estabilidade, reducdo de efeitos
adversos e melhor direcionamento terapéutico. Além do mais, a formulacao
dessas microparticulas pode ser adaptada para atender as necessidades
especificas de cada farmaco e doenca, permitindo o desenvolvimento de
terapias personalizadas e de longa duracdo (LOPES; LOBO; COSTA, 2005;
TOLEDO, 2008; XU et al., 2022).

Os medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) sdo uma
classe de farmacos amplamente utilizada para o tratamento de inflamacgdes e
alivio de dor. Entre eles, destaca-se o ibuprofeno, que € um dos mais prescritos
e este é disponivel para uso sem prescricdo meédica. O ibuprofeno atua inibindo
a enzima ciclooxigenase (COX), reduzindo a producéo de prostaglandinas (PG),
e substancias quimicas envolvidas na inflamacdo (SOUZA; SILVA, 2014). O
ibuprofeno tém demonstrado eficacia no tratamento de condi¢des inflamatorias,
como artrite, dor muscular e febre. Além do que, o ibuprofeno também possui
propriedades analgésicas, 0 que contribui para seu amplo uso no alivio da dor
(JAROSZ et al., 2017; MACKEIVICZ et al., 2020). No entanto, o uso prolongado
e indiscriminado do ibuprofeno pode estar associado a efeitos adversos, como
irritacdo gastrointestinal, Ulceras, sangramento e disfuncédo renal (SOSTRES et
al., 2010; PARK et al., 2011).

O objetivo desta pesquisa foi preparar microparticulas esféricas de FB
para encapsulamento do farmaco ibuprofeno e realizar estudos cinéticos de
liberacdo do farmaco das microesferas FB e poli (alcool vinilico) (PVA) em
solucdo fisiolégica. Estes estudos de Wang e seu colaboradores foram
conduzidos utilizando microesferas de FB e PVA (WANG et al., 2010). Contudo,

ainda ndo foram realizadas pesquisas com farmacos comercialmente
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disponiveis, 0 que representa uma oportunidade a ser explorada neste trabalho.
Nesse sentido, foram selecionado o anti-inflamatorio ibuprofeno, um farmaco
hidrofébico que, teoricamente, apresentaria uma maior afinidade quimica com a

estrutura protéica da FB, resultando em um perfil de liberagdo mais prolongado.

1.1 O uso de fibroina no encapsulamento de farmacos

A FB tem se mostrado um biomaterial promissor para 0 uso como suporte
de farmacos para liberacdo controlada, sendo utilizada na forma pura ou em
compdsitos com outros biomateriais (CHENG et al., 2020; MAGAZ et al., 2020;
PETERSEN et al., 2020; WANG et al, 2020; WANI et al, 2020;
WONGPINYOCHIT; JOHNSTON; SEIB, 2016).

Dentre os trabalhos destaca-se o de Kaplan e colaboradores que
prepararam microesferas de FB através da adicdo de PVA para a formacéo
micelar e, em seguida, investigaram a capacidade de encapsulamento das
moléculas de Albumina bovina conjugada com tetrametilrodamina (TMR-BSA),
Dextran conjugado com tetrametilrodamine (TMR-Dextran) e rodamina B (RhB)
(WANG et al., 2010). Estes conjugados servem como modelos de farmacos.
Apés a andlise da capacidade de carregamento, os autores realizaram 0s
estudos de liberacdo controlada destas moléculas conjugadas inseridos nas
microesferas. Foi constatado que moléculas mais hidrofébicas tiveram uma
maior afinidade pela cadeia proteica formada pela FB e, consequentemente,
apresentaram maior eficiéncia no carregamento. Os perfis de liberacdo dos
modelos de farmacos foram variados e observou-se que a maior afinidade
resulta em uma liberacdo mais lenta durante os testes.

Esses estudos com microesferas de FB e PVA (WANG et al., 2010), foram
realizados apenas com esses modelos de farmacos. Ainda ndo existem estudos
envolvendo farmacos disponiveis no mercado e esta € uma oportunidade que
sera abordada neste projeto de mestrado. Para isso, escolhemos farmacos os
anti-inflamatérios ibuprofeno, um farmaco hidrofébico e que, teoricamente,
apresentaria maior afinidade quimica com a estrutura protéica da FB, que

resultaria em um perfil de liberagdo mais lento.
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1.2 Poli (&lcool vinilico)

O poli (alcool vinilico) (PVA), foi obtido pela primeira vez em 1924, por
Herrman e Haehnel, como um polimero sintético hidrofilico linear simples,
contendo grupos de hidroxilas pendentes, € sintetizado a partir da reacdo de
polimerizacdo do poli (acetato de vinila) seguido de hidrdlise (figura 1), sendo
desenvolvido como o primeiro coloide sintético e utilizado para diversas
aplicacdes (ARANHA, 2001).

Composto por unidades repetitivas de alcool vinilico, o PVA possui
propriedades, como alta resisténcia a tracao, boa aderéncia e solubilidade em
agua. Estas propriedades unicas o tornam adequado e versatil para a aplicacéo
industriais e comerciais, especialmente nas areas meédica e farmacéutica, com
destaque para a liberagdo controlada de farmacos. O PVA é biocompativel,
biodegradavel e apresenta uma alta capacidade de absor¢cdo de agua, o que
permite sua utilizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos hidrofilicos
(TEODORESCU; BERCEA; MORARIU, 2019; RIVERA-HERNANDEZ et al.,
2021).

Figura 1. Estrutura quimica do PVA obtido através da hidrélise alcalina do poli (acetato de
vinila).
—— CH, —CH— + NaOH —— —+CH, —CH-+HCH,—CH—}-

O OH 0
C=—=0 C=0

Fonte: Extraido de GUERRINI et al., 2006.

Nos Ultimos anos, houve um avanco significativo na pesquisa e
desenvolvimento do PVA, resultando em novas formulacdes e aplicacbes. Um
dos principais métodos de utilizacdo do PVA na liberacéo controlada de farmacos
e a preparacdo de hidrogéis. Esses hidrogéis podem ser fabricados
incorporando-se o farmaco diretamente na matriz do PVA ou encapsulando-o em
microesferas de PVA. Essas microesferas podem ser administradas oralmente,

topicamente ou injetadas, liberando o farmaco de forma gradual e controlada ao
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longo do tempo (CHO et al.,, 2020; GHOLAMALI; ASNAASHARIISFAHANI;
ALIPOUR, 2020).

Estudos tém demonstrado a eficacia do PVA na liberagdo controlada de
diversos farmacos, como analgésicos, anti-inflamatérios, antibiéticos e agentes
anticancerigenos. O PVA também tem sido utilizado para a liberacdo de
proteinas e peptideos, mostrando-se promissor no campo da terapia de
proteinas (AFSHAR et al., 2020). Além disso, o PVA tem se mostrado promissor
na area de engenharia de tecidos e medicina regenerativa. Em estudos mostram,
filmes e hidrogéis de PVA tém sido utilizados como suporte para o crescimento
e diferenciacéo de células, bem como para a liberacédo controlada de farmacos
(GAJRA et al., 2012).

Diversas estratégias tém sido exploradas para melhorar a liberacéo
controlada de farmacos pelo PVA. Isso inclui a modificagdo quimica do PVA para
controlar a taxa de degradacéo e a incorporacdao de agentes de liberacdo na
matriz do polimero. Essas abordagens tém mostrado resultados promissores,

proporcionando uma liberagcdo mais prolongada e controlada dos farmacos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Foram preparadas e caracterizadas as microparticulas de FB-PVA para
encapsulamento do farmaco ibuprofeno. As particulas foram caracterizadas e
feitos experimentos para se determinar a velocidade de liberacéo do farmaco em

solucéo fisioldgica.

2.2 Objetivos especificos

¢ Extracdo da proteina FB a partir dos casulos do bicho-da-seda (Bombyx
mori) através de métodos ja estabelecidos na literatura e em nosso
laboratorio.

¢ Foram preparadas microesferas de FB e PVA com a inclusao do farmaco
ibuprofeno em diferentes proporcdes.

¢ As microesferas obtidas foram caracterizadas utilizando-se técnicas que
incluem: espectroscopia no infravermelho, analise termogravimétrica,
microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura;

¢ Foram realizados ensaios de liberacdo controlada com as microesferas

FB-PVA contendo o farmaco ibuprofeno.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Liberacgao controlada de farmacos

Uma das aplicacdes da tecnologia em pesquisas clinicas e farmacéuticas
tem sido o uso de carreadores de farmacos. Os primeiros estudos realizados
para a obtencéo de sistemas carreadores tiveram como base o encapsulamento
de moléculas, datado no inicio do século XX, com o primeiro estudo, quando
Paul Ehrlich propés o seu modelo, que ficou conhecido por “Bala Magica de
Ehrlich” (Ehrlich’s Magic Bullet) (LIMA, 2018). Seguindo a mesma ideia de Paul
Ehrlich, atualmente podemos citar sistemas de liberagdo como: lipossomas,
micelas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sdlidas,
niossomas, entre outros (figura 2), estes melhoram a farmacocinética das
substancias, prolongando sua acgéo e dirigem os farmacos aos sitios de acéo,
alterando a permeabilidade da substancia, reduzindo os efeitos toxicos, e ainda
protegem suas estruturas de interferentes biolégicos. Outra grande vantagem
deste sistema € possuir tamanhos bastante reduzidos, podendo atravessar

barreiras biolégicas, o que facilita a terapia em muitas patologias (PRADO,

2019).

Figura 2. Sistema de liberacao.
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No decorrer dos anos, o estudo sobre liberacdo de farmacos tem sido um
importante assunto abordado, em raz&o do avanco da tecnologia, sistemas cada
vez mais complexos tem sido desenvolvido. Segundo Prado, 2019, a liberacao
de farmacos refere-se ao processo no qual o farmaco migra da sua posicao
inicial no sistema para a superficie externa do sistema, no caso, o polimero, e
posteriormente para o meio de liberagdo (PRADO, 2019).

Existem muitos sistemas de liberagcdo de farmacos e para defini-los
diversas expressoes séo usadas, como a liberacao retardada, liberacéo repetida,
liberacdo controlada, liberagcdo sustentada, entre outras. Estas definicbes
devem-se ao fato das suas classificacdes ligadas a acédo farmacolégica como ao
processo tecnolégico de obtencdo dos medicamentos (LYRA et al., 2007). Uma
vez que, ndo ha definicdo legal na legislagéo Brasileira, assim como ndo ha nas
legislagbes internacional. Dentre varias definicbes, segundo a maioria dos
autores, o mais adequado, é liberacdo controlada, englobando todos os outros
sem, no entanto, especificar exatamente o tipo de controle existente e de que
maneira este sistema € alcancado (LYRA et al. 2007; COSTA, 2019).

Houve um avanco significativo na area com o surgimento de novos
materiais e técnicas de administracdo (MACEDO, 2020). Encontram-se
conjuntos de biomateriais que possui a capacidade de liberar farmacos de forma
controlada no corpo humano, conhecidos também como Drug Delivery Systems.
Esses sistemas podem ser baseados em diferentes tecnologias, como sistemas
de liberacdo com base em polimeros, matrizes poliméricas, sistemas
microparticulados, sistemas de liberacdo transdérmica, sistemas de liberacéo
por meio de implantes, entre outros. Os sistemas de liberacdo controlada de
agentes ativos podem ser preparados em diversas formas com destaque para
filmes ou membranas, micro e nanoparticulas, géis, solucbes e comprimidos,
sendo que a forma utilizada depende da sua aplicacdo (FU, KAO, 2010; COSTA,
2019; MACEDO, 2020).

Além disso, ha certos aspectos nesta nova tecnologia que precisam ser
aprimorados e considerados com cautela. Por exemplo, ha desafios em
interromper a acao farmacoldgica de um medicamento administrado por esses
dispositivos, bem como o alto custo dos polimeros biodegradaveis. Também

existe 0 risco de nanopatologia, que envolve a presenca de nanoparticulas
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inorganicas nos tecidos humanos, que ndo sao metabolizadas e tém dificuldade
de excregao, resultando em sintomas como febre, hepatomegalia e acidose
metabdlica. Isso nos obriga a rever os conceitos de biodisponibilidade nesses
sistemas. Existem, ainda, questdes éticas relacionadas a nanotecnologia e a
nanociéncia, pois estes sistemas poderiam fugir ao nosso controle, resultando,
por exemplo, nas armas biolégicas mais destrutivas que poderiam ser

construidas sob esta metodologia, o bioterrorismo.

3.2 Tecnologia para producao de sistema de liberagéo controlada

Os sistemas de liberagdo controlada utilizam dispositivos que formam
uma barreira entre o farmaco e o ambiente externo, seja ela, quimica ou fisica,
com o intuito de protecdo contra os efeitos de temperatura, pH, oxidacéao,
reducéo e tantos outros obstaculos que podem facilmente impedir a eficiéncia do
tratamento terapéutico, além de proporcionar uma liberacdo lenta da dose.
Essas barreiras podem ser empregadas por varias técnicas como a
nano/microencapsulamento, revestimentos, por meio de dissolu¢do ou adesao a
superficie de uma matriz, como também por meio de dispositivos osmaticos
(LYRA et al., 2007; PEREIRA et al., 2022).

Esses sistemas carreadores de farmacos podem ser delineados para ter
uma liberac&o constante, decrescente o que, necessariamente, ndo garante uma
concentracdo plasmatica constante, mas conseguem fornecer uma liberacéo
sustentada, ou bimodal, caracterizada pela lenta liberac&o na fase inicial seguido
por um aumento na liberacdo na fase posterior. Este tipo de perfil de liberacéo
pode ser terapeuticamente benéfico para liberacdo regulada ou sitio-especifico
de farmacos (WElI et al., 2006).

Diversas estratégias tém sido exploradas para alcancar a liberacéo
controlada de farmacos destacando-se os sistemas de liberacdo baseados em
polimeros biodegradaveis que, a medida que o polimero se degrada no
organismo, permitem a liberacéo gradual do farmaco (PIMENTEL et al., 2007).

Entre os sistemas poliméricos podemos citar: o sistema de liberacao
controlada por difusdo, neste existem dois sistemas que se destacam, 0S

sistemas matriciais e reservatérios. Outro sistema bastante conhecido é o
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sistema de liberagcdo controlada por dissolucdo, estes séo divididos em duas
classes: os sistemas encapsulados e os biodegradaveis, dos quais se destacam,
respectivamente, as macromoléculas e ciclodestrinas e as bioceramicas
porosas, que sdo sistemas de difusao reservatorio, e possuem a caracteristica
de ser biodegradavel em meio plasmatico (PEREIRA et al., 2022). Um sistema
ndo tdo citado na literatura é o sistema de liberacdo controlada por osmose.
Neste sistema, o farmaco encontra-se envolvido em uma membrana
semipermeavel, no entanto, terd& uma pequena cavidade que facilitara, por
pressdo osmatica, a entrada do fluido fisiolégico em seu interior, e logo apos,
comecara a bombear, de forma controlada, o farmaco para o seu exterior. A figura

3ilustra os sistemas de liberacéo por difuséo, dissolucéo e osmose (LIMA, 2010).

Figura 3. Sistemas de liberacdo por difuséo, dissolucéo e osmose.
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3.3 Matrizes poliméricas em sistema de liberagao controlada

3.3.1 Polimero

Polimeros sdo macromoléculas formadas pela repeticdo de unidades
estruturais chamadas mondmeros. Esses mondmeros se ligam entre si por meio
de reac¢Bes quimicas, formando longas cadeias ou redes tridimensionais. A
palavra "polimero” vem do grego, onde "poli" significa muitos e "meros" significa
partes, indicando a natureza da estrutura dos polimeros, como por exemplo, poli
(acetato de vinila) (figura 4). Eles podem ser caracterizados de acordo com as
espécies ligantes, com os tipos de ligacbes e nimero de mondmeros em sua
cadeia polimérica. A forma, as propriedades e as caracteristicas dos polimeros
podem variar, dependendo da composi¢do quimica dos mondémeros utilizados e
das condicbes de processamento. Essas propriedades podem incluir a
resisténcia mecanica, a flexibilidade, a transparéncia, a capacidade de
isolamento elétrico, a resisténcia quimica, a biodegradabilidade, entre outras. Os
polimeros estdo presentes em uma variedade de materiais com 0s quais
interagimos diariamente, entre eles estdo os plasticos, fibras sintéticas,
borrachas. Além disso, os polimeros naturais, como o DNA, proteinas e celulose
(MACEDO, 2020).

Figura 4. Estrutura quimica do poli (acetato de vinila).
——CH, — CH —- + NaOH

|

0

C=0
CH,

Fonte: Extraido GUERRINI et al., 2006.

Os polimeros desempenham um papel essencial em muitas areas da
industria, incluindo embalagens, automotiva, eletrbnica, medicina, téxtil,
construcéo civil e muitas outras. A capacidade de projetar e sintetizar polimeros
com propriedades especificas permitiu o desenvolvimento de uma ampla gama
de materiais com diversas aplicacdes. Os polimeros vem sendo a principal via
de desenvolvimento dos sistemas de liberacdo de farmacos, pela sua

biocompatibilidade, aplicabilidade, funcionalidade e flexibilidade. Sendo assim,
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véarios estudos tém explorado o potencial das matrizes poliméricas em sistemas
de liberac@o. Tendo em vista a diversidade de polimeros, tanto naturais como
sintéticos, as matrizes poliméricas podem ser projetadas para alcancar as
propriedades desejadas, como um perfil de liberacdo controlada e/ou
sustentada, bem como para permitir a liberacdo do farmaco durante um certo
periodo (BORGES, 2018).

Os polimeros séo classificados em naturais e sintéticos, assim como
biodegradaveis e nao biodegradaveis (LYRA et al., 2007). Os polimeros
sintéticos apresentam a grande vantagem de poderem ser manipulados e
ajustados em sua estrutura, para atenderem 0s requisitos necessarios e atuarem
como um eficiente carreador de farmacos, atingindo assim o0s objetivos
propostos (FONSECA, 2015; PEREIRA et al., 2022).

3.3.2 Matrizes poliméricas

Os polimeros podem carrear grandes quantidades de farmacos em razéo
de suas caracteristicas de produzir matrizes. Nos sistemas de matrizes
poliméricas, o farmaco pode se encontrar homogeneamente dispersa na matriz
polimérica, dentro de um reservatoério ou adsorvido em sua superficie, e na sua
liberacdo estdo envolvidos processos fisicos e quimicos, incluindo penetracéo
de agua na matriz, difusdo do farmaco pelos poros da matriz, por degradacao do
polimero ou por uma combinacdo dos dois mecanismos (TAJES et al., 2014; LI
et al. 2017; BORGES, 2018).

Um estudo publicado em 2015 por D’Souza e seus colaboradores, foi
desenvolvida uma matriz polimérica de liberacdo prolongada para a entrega de
insulina, utilizando polimeros. O sistema mostrou que as microparticulas
contendo insulina oral foram capazes de reduzir os niveis de glicose em
condicBes de doenca e seriam uma via de administracéo favoravel aos pacientes
como alternativa as injecdes subcutaneas diarias (D’'SOUZA et al., 2015). No
mesmo ano, realizado por Olabisi, propés o encapsulamento de células em
microesferas poliméricas que permitiu o transplante de células em seres
humanos e animais sem a necessidade de imunossupressores. Os polimeros
sintéticos oferecem maior flexibilidade no design molecular, permitindo o ajuste

fino das propriedades mecéanicas, quimicas e de transporte. Os polimeros
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sintéticos sdo um meio promissor para alcancar futuros sistemas de
encapsulamento celular (OLABISI, 2015).

As matrizes poliméricas mais utilizadas sé@o as hidrofilicas (afinidade com
a agua) por apresentarem afinidade maior com o sistema do organismo e serem
mais facilmente eliminadas. Dentre elas se destaca a matriz do polimero
conhecida como hidroxipropilmetil-celulose (HPMC). Essas matrizes poliméricas
atuam como eficientes carreadores de fArmacos ao entrarem em contato com 0s
liguidos gastrointestinais por meio dos complexos processos de gelificacdo
(formacdo de camada de gel), intumescimento, difusdo e eros&do, como
representado na figura 5 (PEREIRA et al., 2022).

Figura 5. Mecanismo de liberagdo em matrizes hidrofilicas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustragéo BioRender.

Na vetorizacdo dos farmacos até o sitio desejado, elas sdo administradas
no estado seco, com as sua estrutura bem compactada (A); ao serem hidratadas
pelo meio aquoso, as moléculas de dgua comecam interagir com as hidroxilas
das cadeias poliméricas, passando por um processo de solvata¢éo, conduzindo
a um processo de gelificacdo da camada externa, que, por sua vez, permite o
intumescimento da matriz, mas também forma uma barreira para a difusdo do
farmaco (B); todavia, haverd uma abertura nos poros da matriz, devido ao
constante intumescimento, por intermédio do qual os farmacos se difundirdo
para 0 meio externo, como também as moléculas de agua penetrardo em seus
poros (C); contudo, a matriz chega ao seu limite de expansao, a dissolugéo
passa a ser constante, e comeca a haver erosdes na estrutura da matriz (D); as

quebras das ligacdes sdo constantes e a estrutura é desfeita, facilitando a
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difuséo do farmaco (E), até que ha uma ruptura completa da matriz polimérica e
a difusdo do restante dos farmacos no meio se encerra (F) (PEREIRA et al.,
2022).

Além das matrizes poliméricas hidrofilicas, existem as matrizes
poliméricas hidrofébicas que também sdo muito utilizadas. As matrizes
poliméricas hidrofébicas (aversdo a agua), sdo constituidas por polimeros
insollveis em agua, entre as quais, se destacam, a cera de abelha, parafina,
cloreto de polivinila, fibroina, entre outros. Estas matrizes apresentam o farmaco
disperso nas estruturas porosas. Apds a administracdo o meio de liberacéo
penetra nos poros da matriz e dissolve o farmaco. Posteriormente sdo formados
canaliculos como consequéncia do processo de dissolucao, seguido da etapa de
difuséo gradual do farmaco. Nestes sistemas também é possivel encontrar um
mecanismo de erosdo da matriz. A prevaléncia de um ou outro mecanismo
depende das propriedades do farmaco e da natureza da matriz usada na
liberacdo. A figura 6 mostra o esquema de mecanismos de dissolucdo de
sistemas hidrofébicos (SALAZAR, 2015).

Figura 6. Mecanismo de liberacdo de matrizes hidrofébicas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustragéo BioRender.

As matrizes poliméricas hidrofébicas a base de quitosana, estdo sendo
fortemente estudadas para o tratamento de cancer. Pesquisadores, ao
realizarem os testes em ratos, observaram que a taxa de desenvolvimento do

cancer apresentou uma forte queda, como também houve uma visivel diminuicdo
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no espalhamento por metastases, e uma significativa redugcéo da recorréncia,
revelando assim, a eficiéncia destes dispositivos no tratamento do céancer
(BATISTA, 2015).

3.3.3 Microparticulas

A liberacdo de farmacos por meio de microesferas poliméricas é uma
estratégia amplamente explorada na area de liberacdo controlada de farmacos
(figura 7). As microesferas séo particulas solidas com tamanho na faixa de
micrémetros (1-1000mm), geralmente compostas por polimeros biodegradaveis
ou polimeros sintéticos que podem encapsular farmacos em sua estrutura.
Essas microesferas podem ser administradas por diferentes vias, como oral,
parenteral ou topica, e permitem a liberagéo lenta e controlada do farmaco ao
longo do tempo (WANG et al. 2010). (PRASAD et al., 2014; CANO, et al. 2018).

Figura 7. Microesferas poliméricas.

Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustracéo BioRender.

A caracterizacdo microesferas poliméricas € importante, uma vez que
auxilia o carreador a projetar adequadamente a entrega de farmaco. Portanto,
estas microesferas tém diferentes microestruturas que determinam a liberacéo e
a estabilidade do carreador. Os procedimentos mais utilizados para visualizar o
tamanho e as formas das microparticulas sdo MEV e FTIR é usado para
determinar a degradacdo de a matriz polimérica do sistema transportador
(PRASAD et al., 2014).
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3.4 Fibroina da seda

3.4.1 Historia da seda

A sericultura é a pratica de criar e cultivar bichos-da-seda para a producao
de seda. A histéria da seda remonta a milhares de anos, tendo origem na China,
h& mais de 5.000 anos. Acredita-se que a producdo de seda tenha comecado
durante a dinastia Xia, por volta do século XXV a.C. O processo de criagcdo da
seda envolve a domesticacdo de um inseto conhecido como bicho-da-seda, da
espécie Bombyx mori. As sedas sdo definidas como uma classe Unica de
biopolimeros que sdo produtos do processo de "fiacdo" de secrecdo de varias
linhagens de artropodes. O bicho-da-seda € uma larva que se alimenta
exclusivamente de folhas de amoreira. Apos cerca de um més, a larva tece um
casulo de seda ao seu redor (figura 8) usando um fio continuo que € secretado
pelas suas glandulas salivares. Esse fio pode chegar a uma extenséo de cerca
de 900 metros. O bicho-da-seda passa por uma transformacao interna dentro do

casulo, se tornando uma pupa (NGUYEN, et al. 2019).

ho-da-seda tecendo um casulo.
““‘b .':lg;“v‘_\?i@‘ LW 1

A

Fon: Irﬁagens Google.

Durante séculos, a producdo de seda era um segredo bem guardado
pelos chineses. O comércio da seda se expandiu ao longo da Rota da Seda, uma
antiga rede de rotas comerciais que conectava o Oriente Médio, a Asia Central
e o0 Extremo Oriente. A demanda por seda era tdo alta que os chineses
conseguiram manter seu monopolio por muito tempo, protegendo seu segredo
da criacao do bicho-da-seda (NGUYEN, et al. 2019). Hoje, a producéo de seda

se espalhou por todo o mundo, mas a China ainda é um dos maiores produtores
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destacando-se em primeiro lugar com uma producdo de 142 mil toneladas de
seda, ja o Brasil estd no posicionado ranking mundial em quinto lugar com
producdo de 600 toneladas de sedas, no Brasil, o Parani destaca-se como o
estado na producéo de casulos verdes de seda, como uma producao de 2.505
toneladas produzidas na safra 2017/2018 (Secretaria de Agricultura e
Abastecimento (SEAB), e Departamento de Economia Rural (DERAL), 2021).

A histéria da seda e do bicho-da-seda € uma fascinante jornada que
remonta a milénios e continua a encantar as pessoas com sua beleza atemporal.
Entretanto, ninguém sabe ao certo a descoberta ou invencao da seda, contudo,
existem varias lendas em torno do inseto que produz a seda. A invencao da seda
€ atribuida a imperatriz chinesa, Sra. Xiling (Sra. Xi Ling Shi), esposa do
imperador Huang Ti, em 2.640 a.C., quando um casulo acidentalmente caiu em
sua xicara de cha quente, enquanto descansava sob uma amoreira (morus alba).
Ela observou que o fio de seda se desenovelou em sua xicara. A imperatriz é
venerada na cultura Chinesa como a deusa da seda, por ter desenvolvido o
primeiro tear utilizado para a fabricacao de tecidos usando esse fio (PAPAVERO;
PUJOL LUZ, 2011).

Além das aplicacdes na industria téxtil o bicho-da-seda também é utilizado
como um organismo modelo em estudos cientificos; da mesma forma que seu
casulo, onde suas proteinas constituintes, a FB e sericina sao alvos de pesquisas
na area de biomateriais, biopolimeros, cosméticos, industria de alimentos e

inimeras outras aplicacdes na medicina e saude.

3.4.2 Fibroina extraida do bicho-da-seda

Afibroina da seda (FB) € uma proteina produzida na natureza por diversas
espécies de insetos e aranhas. Neste trabalho estudamos a FB provinda de
casulos do bicho-da-seda da espécie domesticada Bombyx mori (figura 9). Essa
proteina € composta por glicina, alanina, serina, tirosina e outros residuos de
aminoacidos. Glicina e alanina correspondem a 75% em mol da proteina,
constituindo assim a maior parte de sua composicdo (NELSON et al., 2011,
MORI et al., 2000).
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Figura 9. Casulos e bicho-da-seda da espécie Bombyx mori.

Casulo do bicho-da-seda Bicho-da-seda espécie Bombyx mori.
Fonte: Imagens Google.

A FB, o principal componente da seda, atua como 0 nucleo interno e
fornece resisténcia mecanica, enquanto a sericina € 0 revestimento externo
semelhante a cola (KOH, et al. 2015; NGUYEN, et al. 2019). Essas proteinas
permanecem armazenadas nas glandulas do bicho da seda como uma solucéo
aguosa, que ao entrar em contato com o ar se solidificam (KOH, et al. 2015;
NGUYEN, et al. 2019).

A FB apresenta dois componentes, com cadeias leves (25 kDa) e pesadas
(325kDa), recobertas por sericina (figura 10) que é removida pelo tratamento dos
casulos em solucdo de carbonato de sédio 0,02 mol. L* sob aquecimento
(NOGUEIRA, 2009).

Figura 10. Filamentos de fibroina revestidos com sericina.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustracao BioRender.

Casulo Fibroina

Uma molécula de FB consiste em duas cadeias conectadas por uma
ligacdo dissulfidrica. A cadeia com maior massa molecular (~350 kDa) é
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composta por dominios repetitivos de Gly-Ala-Gly-Ala-Gly- Ser (figura 11). Ao
lado do grande numero de residuos hidrofobicos, esta cadeia apresenta residuos
de hidroxila (serina e tirosina) que promovem sua afinidade com a agua. Esta
cadeia ainda fornece uma caracteristica polieletrolitica a FB devido & presenca
de residuos de aminoé&cidos carregados, os acidos glutdmico e aspartico,
distribuidos no final das cadeias. A cadeia mais leve (~25 kDa) néo apresenta
regides repetitivas, mas contém grande quantidade de &cido aspartico e acido
glutdmico (HOSSAIN et al., 2003; NOGUEIRA, 2009; NGUYEN et al. 2019).

Figura 11. Estrutura da fibroina composta por dominios repetitivos de aminoacidos.
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Fonte: Extraido de Kaplan et al., 1998.

As conformacdes do tipo a-hélice e enovelamento aleatorio também séo
chamadas de Seda | (figura 12A), sendo a conformacao existente nas glandulas
do bicho-da-seda antes da fiacdo (HU et al.,, 2011). A Seda | apresenta
solubilidade em agua, metaestabilidade se convertendo facilmente em Seda Il
(MORAES, 2010; HU et al., 2011). Enquanto, a conformacéo do tipo folha- é
denominada de Seda Il (figura 12B), por ser composta por grande quantidade de
Glicina e Alanina, a conformacédo B de sua estrutura é favorecida, ja que é
permitido um alto empacotamento entre suas folhas. A estrutura global dessa
proteina € estabilizada por extensivas ligacdes de hidrogénio entre todas as
ligacbes peptidicas dos polipeptideos de cada cadeia B, assim como pela
otimizacdo das interacGes de Van der Waals entre as cadeias (NELSON et al.,
2011).
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Figura 12. Estrutura da fibroina em conformacéo de Seda | (A) e Seda Il (B).

@ fB-folha
f (4 ’1 ’70 £ ,4 0 ¢ }4 0 £
: A L /) TR /
- B Q™ 04 Gt il Zang) |
- / '
. !
\ P ool it o ;
b ‘ ’ "\’/% /:“‘;“/[‘c‘}/;}”/cc’g\":‘/ p»}
‘ )‘/ 2 "/ 2 J'/ 9 N/ H ! ( c:ulte
¢ L) 4 2 (1 it ’ x a
(A)

a-hélice

p-folha antiparalela

(B)
Fonte: Extraido de Kaplan et al., 1998.

A regido cristalina contém varias repeticdes da sequéncia basica: [Gly-
Ala-Gly-X]n, em que X corresponde aos residuos de aminoéacidos tirosina e
serina. A regido amorfa contém a maioria dos residuos de aminoacidos com uma
cadeia lateral volumosa e polar. As propriedades de tensdo das fibras da seda
dependem principalmente da estrutura cristalina, enquanto outras propriedades
como retencdo de umidade e resisténcia quimica, dependem do estado da regido
amorfa (MORI et al., 2000).

A FB, especialmente, € uma proteina fibrosa, biodegradavel e apresenta
um arranjo cristalino na conformacdo secundaria de folhas-B nas fibras do casulo
(MORAES; BEPPU, 2013). A Folha-B € um padréao estrutural encontrado em
varias proteinas, nas quais regides vizinhas da cadeia polipeptidica associam-
se por meio de ligacdes de hidrogénio resultando em uma estrutura achatada e
rigida. As pontes de hidrogénio sdo perpendiculares ao eixo das cadeias, e 0s
grupos R dos aminoacidos projetam-se para cima e para baixo do plano da folha
pregueada. Quando o numero de cadeias associadas é grande, resulta uma
estrutura flexivel, mas ndo elastica. Uma das diferencas da FB, em relacédo a

outras proteinas fibrosas € a auséncia de enxofre em sua composicao.

3.4.3 Fibroina da seda como biomaterial
A FB vem sendo largamente estudada no campo de biomateriais, pois
apresenta compatibilidade com diversos tipos de células, boa resisténcia
mecéanica e microbiolégica e pode gerar uma gama de materiais como por
exemplo, hidrogéis, fibras, esponjas e filmes (Nogueira et al., 2009; OMENETTO,

2010). A FB foi aprovada como biomaterial pela Food and Drug Administration
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(FDA) dos EUA (OMENETTO; KAPLAN, 2010; KUNDU, et al., 2013; ZHAO; LlI;
XIE, 2015).

As propriedades destes sistemas (mecénicas, perfil de degradacao e
transparéncia Optica) podem ser modificadas a partir do método de
processamento. A SF pura ou associada a outros materiais ainda atua na
regeneracdo de tecidos vascular, nervoso, epitelial, 6sseo, cartilaginoso, de
tenddes e ligamentos, cardiaco, oftalmico, hepatico, medula espinhal, traqueia e
timpano (BARUD, 2014). Além da interface biol6gica, materiais derivados da SF
também podem ser utilizados em aplicacdes de cunho tecnoldégico. Esses
materiais possuem potencial para a utilizacdo como sensores, filtros espectrais
ou dispositivos emissores de luz (TAO; KAPLAN; OMENETTO, 2012).

Dentre as aplicacOes essa proteina também esta sendo estudada para
aplicacdo em biomateriais na area de oftalmologia. Véarias complicacbes
oculares, tais como infec¢cdes causadas por virus e bactérias, queimaduras por
produtos quimicos e alta temperatura, uso inadequado de lentes de contato,
entre outras, podem gerar destruicdo do tecido epitelial da cérnea do olho
humano. Membranas produzidas a partir da solucédo de FB da seda podem ser
empregadas em reconstrucdo de tecido ocular, devido sua propriedade de
crescimento de células da cornea do olho (CHIRILA et al., 2008). A FB, na forma
de filmes ultrafinos e transparentes, apresentou um bom potencial como
biomaterial na reconstrucdo do tecido ocular (HARKIN et al., 2011). Estes filmes
foram introduzidos internamente na superficie ocular estudou-se a capacidade
de regeneracdo dos tecidos: limbo corneo, estroma da coOrnea, endotélio
corneano e barreira hemato-retiniana externa (Ruysch do complexo). Isso
demonstra as boas propriedades Opticas da FB e sua biocompatibilidade com o
tecido ocular, possibilitando a confec¢cdo de lentes de contato ou revestimento
das membranas de celulose para aumentar a transparéncia das mesmas
(NOGUEIRA et al., 2010).

Nos ultimos anos, os pesquisadores tém explorado o potencial da FB para
aplicacdes biomédicas. A biocompatibilidade, biodegradabilidade e natureza nao
toxica da FB a tornam uma candidata ideal para sistemas de administracdo de
drogas, cicatrizacdo de feridas e regeneracdo de tecidos. Varios estudos

demonstraram que FB é interessante na preparacao de stents vasculares a partir
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de fios de seda degumada, que € a FB ainda ndo dissolvida, e revestidos com o
filme de FB para proporcionar a rigidez necessaria. Os stents foram implantados
em cobaias e os resultados mostraram que a FB é lentamente degradada pelo
organismo e é substituida pelo coldgeno e por células de musculo liso e
endoteliais (ENOMOTO et al., 2010).

Dentro da é&rea de crescimento de células, e devido a sua
biocompatibilidade, a FB pode ser preparada na forma de materiais porosos, 0s
quais podem ser empregados como “scaffolds” para crescimento celular. Esses
moldes apresentam certa porosidade facilitando assim, a migracao de células e
a expansdo (NAZAROQV et al.; 2004). Esse tipo de scaffold é interessante para a
engenharia de crescimento de tecido 6sseo, ja que devido a sua porosidade e
biocompatibilidade pode gerar menos rejeicdo pelo corpo (NAZAROV et al,;
2004).

Na forma de hidrogéis ou filmes, a FB foi capaz de induzir o crescimento
de uma cultura de células humanas da pele em até 80% em relacdo ao controle
(TSUBOUCHI et al.,, 2003; YAMADA et al., 2004). Os autores também
identificaram a sequéncia de peptideos contidos na FB e que sédo responsaveis
por essa propriedade indutora dos fibroblastos (MANDAL et al., 2011).

A FB também pode ser aplicada em moldes para ligamentos como o
menisco (MANDAL et al., 2011), moldes para enxertos de vasos sanguineos
(ENOMOTO et al., 2010). Outras propriedades importantes, como alta
resisténcia mecanica e microbiana, possibilitam sua utilizacdo como substratos
para cultura celular, imobilizagdo enzimatica, lentes de contato com alta
permeabilidade ao oxigénio, agentes de liberacdo de drogas e protecdo de
feridas (LIANG, HSIAO; CHU, 2007).

Além da utilizacdo nas areas biomédicas, a FB da seda € um biopolimero
promissor para a preparacdo de dispositivos e filmes transparentes para
aplicacdes em fotbnica e biomedicina devido as suas propriedades Opticas e
mecanicas, obtencdo em meio aquoso, quimica relativamente facil e
funcionalizac&o biol6gica (AMSDEN et al., 2010; ALTMAN et al., 2003). Filmes
de FB podem encontrar varias aplicagcbes também em Odptica integrada e
biofoténica. Eles sdo robustos mecanicamente, apresentam rugosidades baixas

(<5nm) e sédo transparentes (>95%) na regido do visivel do espectro, além das
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possibilidades de processamento, como sera mostrado a seguir. Elementos
opticos 2D e 3D como padrdes difrativos, hologramas, lentes e redes de difragédo
baseados em FB séo apresentados em (LAWRENCE et al., 2008; PERRY et al.,
2008). Guias de luz foram propostos por PERRY et al., utilizando técnicas de
impressao por jato de tinta os autores construiram guias lineares, de dimensdes
da secdo transversal de aproximadamente de 5 pum x 5 um, na superficie de
substratos de vidro e caracterizaram as propriedades de guia de luz destes
canais (PERRY et al., 2008). Também foram construidas estruturas similares
contendo o corante rodamina 6G e as propriedades de emisséo de luz ao longo
do guia foram observadas (PARKER et al., 2009).

Os filmes de FB podem ainda ser utilizados como substratos em
processos de litografia. A perspectiva de se poder preparar materiais a base de
proteinas para a gravacao de padrdes nas escalas micro e nanométrica abre um
campo enorme de aplicacdes interessantes (AMSDEN et al., 2010).

Na industria de cosméticos, a SF tem sido utilizada devido as suas
propriedades hidratantes, pois esta pode fixar-se sobre a queratina da pele, de
forma a proporcionar protecdo, suavizando, reparando e combatendo rugas.
Além da hidratacdo, essa proteina natural possui efeito antibacteriano, protege
a pele contra radiacao ultravioleta e eletricidade estatica (NOGUEIRA, 2009).

Por fim, o revestimento externo de sericina da seda pode levar a reacdes
de hipersensibilidade tardias (JIAO et al., 2017; NGUYEN et al., 2019). No
entanto, a remocéao da sericina por meio de um processo de degumagem ainda
€ uma etapa essencial para o processamento de FB. A FB degumada induziu
menor resposta imunogénica do que outros biomateriais comuns, como o poli
(acido latico-co-glicdlico) sintético (PLGA) e até mesmo o colageno, o que
indicou sua biocompatibilidade aceitavel (NGUYEN et al., 2019).

3.5 Anti-inflamatorio

Em todo o mundo, os medicamentos mais comumente utilizados séo os
anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES). Eles sédo frequentemente prescritos

para doengas musculoesqueléticas reumaticas e, muitas vezes, tomados sem
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prescricdo médica para queixas menos graves (RANG et al., 2019; AOYAMA;
DELMAO, 2021).

Existem duas classes de anti-inflamatorios: os esteroides e 0s nao
esteroides. Os esteroides imitam a ag&o do cortisol, um horménio produzido pela
glandula adrenal que diminui os sinais protetores da resposta inflamatéria. No
entanto, suas acbes acometem inumeros efeitos adversos graves, e €
justamente o que levou a industria farmacéutica a buscar medicamentos mais
seletivos, conhecidos como anti-inflamatérios n&o esteroides, os AINEs
(PEDROSO; BATISTA, 2017; AOYAMA; DELMAO, 2021). As principais
caracteristicas de um medicamento para ser considerado um anti-inflamatério
nao esteroide sao possuir efeito analgésico, antipirético e anti-inflamatério (LIMA
et al., 2016; AOYAMA; DELMAO, 2021).

Outros farmacos que se destacam pela sua poténcia, toxicidade e
duracéo sao os derivados do acido propibnico, sendo o ibuprofeno o composto
mais utilizado para tratar dor leve a moderada. Os derivados do indol e indeno
séo potentes inibidores das ciclooxigenases (COX) e possuem uma agao anti-
inflamatoria relevante, estando envolvidos em diversos processos bioquimicos
da resposta inflamatoria (AOYAMA; DELMAO, 2021).

A resposta do organismo a uma lesdo ou agente agressor € caracterizada
pelo processo inflamatério. A fosfolipase A2 presente na membrana celular
produz acido araquidbnico, que, por sua vez, € convertido em prostaglandinas
(PG) pelas enzimas COX1, COX2 e COX3. As PGs séo responsaveis pelos cinco
sinais caracteristicos da inflamacéo: dor, edema, calor, rubor e perda de funcao.
Os AINEs inibem as enzimas COX, bloqueando a acédo das PGs no organismo
(RANG et al., 2019).

O efeito adverso é definido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como "uma reacdo a um medicamento que € prejudicial e ndo intencional e
ocorre nas doses normalmente utilizadas em seres humanos para profilaxia,
diagnostico ou tratamento de doencas, ou para modificacdo de funcbes
fisiologicas". Os efeitos adversos associados aos AINEs incluem insuficiéncia
renal, problemas cardiovasculares, hematolégicos, gastrointestinais e
hipertensao arterial (TEIXEIRA, 2013; AOYAMA; DELMAO, 2021).
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3.5.1 Anti-inflamatérios nao-esteroides (AINES)

Os AINES, possuem uma historia que remonta as antigas civiliza¢des. H&
relatos em textos sobre o uso da casca do salgueiro como um meio de aliviar
dores e reduzir a febre. O médico grego Hipocrates, considerado o pai da
medicina cientifica, mencionou o cha feito a partir do p6 da casca do salgueiro
como um recurso para o alivio da dor e reducédo da febre. Somente em 1763, no
Reino Unido, que as propriedades antipiréticas da casca do salgueiro, cujo nome
cientifico € Salix alba, foram redescobertas e descritas de forma cientifica. O
farmacéutico francés Henri Leroux e o quimico italiano Raffaele Piria, em 1828,
conseguiram isolar de maneira cristalina o principio ativo da casca do salgueiro,
ao qual deram o nome de salicina ou acido salicilico. Posteriormente, em 1859,
0 quimico alemdo Herman Kolbe descobriu a estrutura quimica desse acido e
encontrou a forma de sintetiza-lo artificialmente em laboratério. Em 1874, a
Companhia Heyden comecou a produzir o acido salicilico como um agente para
aliviar a dor. Embora o medicamento fosse eficaz, apresentava efeitos adversos,
como irritacdo estomacal, o que muitas pessoas ndo conseguiam tolerar
(RAINSFORD, 2009; MARKIEWICZ; PASENKIEWICZ-GIERULA, 2011;
SCHROR, 2012).

No entanto, em 1899, o desenvolvimento da aspirina despertou o
interesse dos farmacologistas em medicamentos AINEs (MARKIEWICZ;
PASENKIEWICZ-GIERULA, 2011). O século XX marca o inicio da procura por
novos farmacos, tencionando a encontrar uma molécula mais eficaz e com
menos efeitos adversos, principalmente para os efeitos gastrointestinais, entre
os farmacos pesquisados estéo: a familia Oxicam, que € uma classe de AINES
gue se ligam fortemente a proteina do plasma (SEABRA, 2015).

No ano de 1971, Sir John Vane e sua equipe de pesquisadores realizaram
estudos sobre a atividade anti-inflamatéria da aspirina e conseguiram
demonstrar que seu mecanismo de acdo estava associado a inibicdo da
producdo de PGs. Essa descoberta levou a suposicdo de que a aspirina
competia com o sitio ativo da enzima COX. No entanto, somente em 1990, foi
possivel comprovar que a COX é composta por duas isoformas distintas, cada

uma com caracteristicas quimicas e fisiolégicas bem definidas. Essas isoformas
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foram denominadas de COX-1 (constitucional ou fisiolégica) e COX-2 (induzida
ou inflamatéria) (SEABRA, 2015; FREITAS et al., 2019).

3.5.2 Farmacologia

A acdo farmacoldgica dos AINEs baseia-se na inibicdo das isoformas da
enzima COX, em especial a COX-1, COX-2 e COX-3 (FREITAS et al., 2019). A
enzima COX1 esta presente em praticamente todos os tecidos, desempenhando
importantes funcfes fisiolégicas, o que a torna conhecida como enzima
constitutiva (BREGANO et al., 2014). A enzima COX-2 é induzida durante
processos inflamatorios por citocinas e fatores de crescimento, desempenhando
um papel significativo no desenvolvimento dos sinais clinicos caracteristicos
(FREITAS et al, 2019). Quanto a COX3, embora compartilhe algumas
caracteristicas com a COX1, ainda ha muito a ser descoberto sobre sua atuacéao.
Notavelmente, o cortex cerebral e a medula espinhal sdo os locais onde a COX3
é mais abundante (BREGANO et al., 2014). Dessa forma, o efeito terapéutico
dos AINEs esta principalmente relacionado a inibicdo da producdo de PG
inflamatorias, como a PGE2. Por outro lado, a inibicdo da producdo de
tromboxanos e PG envolvidas em funcdes fisioldgicas relevantes (como a PGI2)
contribui para a ocorréncia de efeitos adversos. Esses efeitos adversos estdo
associados a acdo dos AINEs em outras isoformas da COX, além da COX-2, e
podem afetar a homeostase de processos fisioldgicos (FREITAS et al., 2019).

Embora os AINEs sejam amplamente utilizados e considerados seguros
guando administrados corretamente, € importante destacar que eles também
podem apresentar efeitos adversos significativos. Alguns dos efeitos adversos
mais comuns incluem irritacdo gastrointestinal, Ulceras pépticas, aumento do
risco de sangramento e disfuncdo renal. Portanto, é importante seguir as
recomendacdes médicas quanto a dose e duracédo do tratamento (DERRY et al.,
2015; LANAS et al., 2015).

3.5.3 Ibuprofeno
O ibuprofeno (figura 13), descoberto em 1961 pelo pesquisador britanico
Stewart Adams, no Reino Unido, surgiu a partir do objetivo de desenvolver uma

nova classe de medicamentos anti-inflamatérios que fossem mais seguros e
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eficazes do que os disponiveis na época. Durante os testes de laboratorio,
Adams e sua equipe sintetizaram diversos compostos quimicos e avaliaram suas
propriedades farmacoldgicas. O ibuprofeno destacou-se por sua atividade anti-
inflamatéria e analgésica, demonstrando ser potente na reducdo da inflamacgéao
e alivio da dor, com menor toxicidade gastrointestinal em comparagdo com
outros medicamentos da época, como o acido acetilsalicilico. Com base nessa
descoberta, o ibuprofeno foi submetido a testes clinicos e posteriormente
lancado no mercado como um medicamento anti-inflamatério e analgésico
amplamente utilizado. Desde entéo, o ibuprofeno tornou-se um dos AINEs mais
populares e prescritos em todo o mundo (RAINSFORD, 2009; BRUNE,
PATRIGNANI, 2015).

Figura 13. Estrutura do ibuprofeno.

0
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Fonte: Imagens Google.

O ibuprofeno é um farmaco derivado do acido fenilpropidénico e € uma das
opcdes de AINES. Atua como um inibidor ndo seletivo das enzimas COX-1 e
COX-2. Embora suas propriedades anti-inflamatorias possam ser menos
potentes em comparacao a outros AINEs (BUSHRA; ASLAM, 2010). Moriarty e
Carroll (2016) ressaltam que, embora o ibuprofeno possua um efeito anti-
inflamatoério mais fraco em comparacdo a outros AINES, suas propriedades
analgésicas e antipiréticas o tornam um dos medicamentos mais utilizados e
prescritos pelos médicos (MORIARTY; CARROLL, 2016).

Possui acdo anti-inflamatéria, analgésica e antipirética e tem a
capacidade de combater a inflamacéo, a dor e a febre, sendo muito utilizados no
tratamento sintomatico de artrite reumatoide, osteoartrite, tendinite e bursite
aguda principalmente em pacientes com intolerancia gastrointestinal a outros
AINES (GELLER et al., 2012; SEABRA, 2015; FREITAS et al., 2019). Seus

efeitos sdo atribuidos a sua capacidade de inibir as COX, enzimas envolvidas na
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sintese das PGs. As PGs desempenham um papel importante na geracdo de
dor, inflamacéao e febre (BUSHRA; ASLAM, 2010).

Essas propriedades sao resultado da inibicdo reversivel e ndo seletiva das
enzimas COX-1 e COX-2, o que reduz a sintese de prostaglandinas. Essas
substancias desempenham um papel crucial na origem da inflamacéo, dor e
febre, e quando sua sintese é impedida, ocorrem os efeitos terapéuticos do
ibuprofeno. No entanto, a inibicdo excessiva da COX-1 pode levar a anomalias
hematologicas, como a alteracdo do tempo de protrombina, afetando a
agregacao plaquetéaria (LIMA et al., 2020; DA SILVA et al., 2022).

3.5.3.1 Farmacologia clinica do Ibuprofeno

O ibuprofeno € um composto cristalino incolor, com odor leve e
caracteristico. E pouco solivel em agua com pKa de 5,3, porém solivel em
solugdes aquosas alcalinas, assim como em solventes organicos como metanol
e acetona (SEABRA, 2015; VARRASSI et al., 2020).

O ibuprofeno é disponibilizado na forma de comprimidos com poténcias
variando de 200 a 800 mg. A dose comumente recomendada € de 400 a 800 mg,
trés vezes ao dia. Quando administrado por via oral, € prontamente absorvido,
alcancando concentragcbes maximas no sangue entre 1 e 2 horas apos a
administracdo. O ibuprofeno passa por uma rapida biotransformacéo,
apresentando uma meia-vida sérica de 1,8 a 2 horas. O farmaco é
completamente eliminado em 24 horas ap0s a ultima dose, principalmente por
meio do metabolismo (BUSHRA; ASLAM, 2010). E rapidamente e extensamente
absorvido no trato gastrointestinal apresentando uma porcentagem de ligacao as
proteinas plasmaticas superior a 98% com um volume de distribuicdo até 0,2
L/kg. Acumula-se em quantidades apreciaveis nos tecidos inflamados onde haja
necessidade de atividade anti-inflamatéria e ou analgésica. A maior parte do
ibuprofeno é metabolizada no figado, principalmente através da enzima
CYP2C9. Os metabdlitos resultantes, incluindo glucuronideos e outros
conjugados, sao excretados na urina. No entanto, apenas cerca de 1% do
ibuprofeno é eliminado sem sofrer alteragbes, ou seja, na forma original
(BUSHRA; ASLAM, 2010; SEABRA, 2015; SHIN et al., 2017; VARRASSI et al.,
2020; DA SILVA et al., 2022).
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Prescrito para o tratamento da febre e alivio da dor aguda ou crénica
associada a processos inflamatérios. Também é utilizado para o alivio
sintomético da dor de cabeca, artrite reumatoide, osteoartrite, mialgias,
dismenorreia primaria e traumatismos como entorses, luxacdes e fraturas. A
intensidade dos processos de absorcgéo, distribuicdo, metabolizagéo e excrecao
variam ao longo do tempo; o que resulta em varia¢des na quantidade do farmaco
presente no organismo. Isso ocorre devido a um tempo de semivida
relativamente curto e que é diferente para os seus dois isdbmeros e uma cinética
de absorcao linear (SEABRA, 2015; VARRASSI et al., 2020).

Estudos farmacocinéticos que avaliam a variacdo da concentracdo do
farmaco e seus metabolitos ao longo do tempo e local permitem construir
modelos adequados para interpretar a cinética do ibuprofeno, bem como sua
eficacia e toxicidade. E preocupante o uso indiscriminado de ibuprofeno, pois
estudos revelaram que o consumo regular desse farmaco esta associado a um
aumento de cerca de 38% no risco de desenvolvimento da doenca de Parkinson
em comparacdo com pessoas que nao o utilizam. Por outro lado, estudos
também mostram que o0 uso prolongado de ibuprofeno pode diminuir a
probabilidade de desenvolver a doenca de Alzheimer (SEABRA, 2015).

Segundo os pesquisadores BUSHRA; ASLAM (2010), o ibuprofeno é
adequado para automedicacdo no que diz respeito ao seu espectro
relativamente amplo de indicacdo, boa tolerancia e seguranca. No geral, foi
classificado como o AINE convencional mais seguro pelo sistema de notificacdo
espontanea de reacfes adversas a medicamentos no Reino Unido (BUSHRA;
ASLAM, 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Ibuprofeno (SM Empreendedorismo Farmacéuticos LTDA); poli (&lcool
vinilico) (SIGMA-ALDRICH); hidroxido de sodio (Neon); acido oleico (Grupo
Braido); carbonato de sodio (SIGMA-ALDRICH); brometo de litio (SIGMA-
ALDRICH); foram utilizados na forma que foram adquiridos, sem tratamento
posterior. Os casulos dos bichos-da-seda utilizados nos experimentos foram
adquiridos da empresa Bratac S.A.

4.2 Extracao da fibroina de seda

A solucdo de FB foi preparada segundo procedimento descrito por
Rockwood, et al. 2011 (figura 14).

4.2.1 Degumacao dos casulos de bicho-da-seda (Bombyx mori)

Preparou-se uma solu¢cdo de NaCOs, com a seguinte proporgéo: 4L de
agua destilada e 8,48 g de carbonato de sodio (Na2COs). Aqueceu-se a solucao
até ebulicdo, por aproximadamente 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 10,00
g de casulos do bicho-da-seda cortados manualmente com tesoura. Os casulos
formam mergulhados nesta solucdo e deixou-se a solucdo em ebulicdo por 35
min, sob agitacéo constante.

Esta etapa envolve a remocao de sericina e outras proteinas presentes
em torno dos fios de FB, por meio de aquecimento em solucédo de Na2COs, uma
vez que sdo soluveis. Apos fervura, o banho € desligado e as fibras de FB

apresentam uma aparéncia semelhante ao algodao.

4.2.2 Lavagem das fibras de fibroina
A fim de se esfriar as fibras de FB, elas foram colocadas em um béquer
com pequena quantidade de agua destilada até o esfriamento. Ja em
temperatura ambiente, as fibras de FB foram imersas em um béquer com 2L de

agua destilada e deixadas em agitacdo mecéanica por 20 minutos, sem
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aguecimento. Repetiu-se esse processo por mais 2 vezes. Em seguida, deixou-
se a agua escorrer, e as fibras foram secas em estufa a 50°C por 24h.

4.2.3 Solubilizagéo da fibroina
Para realizar a etapa de dissolucdo da fibroina, adicionou-se 1g de fibra
de FB seca para cada 4,0 ml de de uma solucdo 9,3 M de LiBr Deixou-se em
aguecimento até uma temperatura de 80°C, a qual as fibras foram solubilizadas

por completo. Uma solucao viscosa amarelada foi obtida e deixada em repouso.

4.2.4 Dialise

O processo de dialise, é fundamental para a remocao do sal (Na2COsou
LiBr) e outras impurezas contidas na solucao de FB.

A solugéo amarelada e viscosa foi colocada em uma membrana de dialise
de celulose que foi hidratada em agua destilada (para cada 15 cm de membrana,
aproximadamente, inseriu-se 12 mL de solucéo), e deixada sob agitacdo em um
béquer com 4 L de agua destilada. A agua foi trocada depois de 1 hora do inicio,
4 horas, a noite do mesmo dia, na manha e na noite do proximo dia, e na manha

do dia seguinte, completando 48 horas de dialise e 6 trocas de agua.

4.2.5 Centrifugacao
A solucédo de FB obtida na etapa anterior foi colocada em tubos falcon de
60ml, os quais foram para uma centrifuga Ohaus (Frontier™ Recursos Multi Pro
Seérie 5000) a 13000 rpm a 4°C por 30 minutos. Apés esse tempo formou-se um
precipitado que é removido dos tubos. A solucdo é novamente centrifugada nas

mesmas condi¢des. A solucao foi armazenada em geladeira.

4.2.6 Determinacdo da concentracdo de fibroina (m/v) e estocagem

Apés a dialise, a solucdo de FB foi mantida sob refrigeracdo (5° C).

Uma amostra dessa solucéo foi colocada em estufa a 37°C para a secagem

da agua e assim determinar a concentracdo (m/m) da proteina na solucao
obtida.
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Figura 14. Etapas do processo de extragao da fibroina.

_ Remogao da sericina I&

—>
Casulos Extragao das fibras Lavagem das Estufa por 24h |
de fibroina fibras de fibroina temperatura de 50°Cl
(Na,COs,)
‘ FIBROINA \ — « -«—
| J\
Armazenamento Centrifugacédo Dialise Solubilizag¢éo da fibroina

(LiBr)
Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustracao BioRender.

4.3 Sintese das microesferas de fibroina e PVA

Etapa 1: Preparacao do filme FB-PVA

A primeira etapa da sintese das microesferas consiste na mistura das
solucdes de FB (5% m/V) e PVA (5% m/V) na proporcédo de 1 para 4 em volume,
e colocadas em agitacdo por 10 minutos. Foi preparado um volume de 10 mL da
mistura. Em seguida esta solucéo resultante foi transferida para placas de Petri
de poliestireno abertas com diametros 90x15mm (Olen). As amostras na placa
de Petri de poliestireno foram colocadas em estufa a 40°C para secar durante 12
horas. Os filmes secos foram armazenados em um recipiente selado a
temperatura ambiente antes do uso. A figura 15 ilustra o processo de preparacao
do filme de FB-PVA.
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Figura 15. Preparagéo do filme FB-PVA.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustracéo BioRender.

Etapa 2: Preparacdo das microesferas FB-PVA

Os filmes secos preparados da mistura de FB-PVA foram dissolvidos em
60 ml de agua destilada e transferidos para tubos de centrifuga e deixados em
agitacdo suave no moinho de bolas (Kinematica (POLYMIX® PX-IG 2000) por 10
minutos na velocidade 4 em temperatura ambiente. ApGs isso, 0s tubos com a
mistura de FB-PVA foram centrifugados em uma centrifuga Ohaus (Frontier™
Recursos Multi Pro Série 5000) em alta velocidade a 13.000 rpm a 4°C por 20
minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, e o sedimento
suspenso em 60 mL de agua destilada e centrifugados novamente. O sedimento
final foi suspenso em 4 mL de agua destilada, e sonicado em um sonicador de
Ponteira Ultrassénico com gabinete acustico e 550 watts Eco-Sonics com a
amplitude de 10% por 15 segundos para dispersdo das microesferas (que
ficaram armazenadas em geladeira). A figura 16 ilustra o processo de preparacao
das microesferas de FB-PVA. A suspensdo de microesferas de FB foi

caracterizada conforme descrito nos paragrafos seguintes.

Figura 16. Processo de preparacdo das microesferas FB-PVA.
& L A |
% )

N ’\ _ = | -
2 —> — — — —>

3

FB-PVA

| —>

Filmes secos de Agitagdo suave Centrifugacao Sedimento final Sonicagdo para  Armazenamento
FB-PVA por 10 minutos em alta velocidade suspenso em dispersao das

dissolvidos em 4 mL de agua microparticulas

agua destilada destilada

Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustracéo BioRender.
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4.4 Carregamento de farmacos em microesferas de fibroina

O farmaco anti-inflamatoério ibuprofeno foi usado para estudar o
carregamento de farmacos nas microesferas de FB-PVA. Foram preparadas
microesferas contendo diferentes massas de ibuprofeno incorporadas: 20mg
(FB-PVA-IBUP20), 80 mg (FB-PVA-IBUP80) e 1000 mg (FB-PVA-IBUP1000).

Etapa 1: Ensaio de compatibilidade do farmaco

Antes do preparo das microesferas de FB-PVA, foram realizados testes
de compatibilidade para o farmaco de escolha, uma vez sendo pouco solivel em
agua, o farmaco ibuprofeno foi testado com diversos agentes compatibilizantes
e surfactantes para aumentar a solubilidade em agua e facilitar a dispersédo para
formacao dos filmes de FB e PVA.

Para realizar testes de compatibilidade, colocou-se 20 mg de ibuprofeno
em 10 mL da solucdo FB-PVA e adicionou-se 1mL do agente compatibilizante
para verificar se ha formacédo de uma suspensao estavel, seguindo as etapas
descritas anteriormente. Os agentes compatibilizantes testados nesta etapa
foram: 0leo de semente de uva, 6leo de mamona, acido ricinoleico e acido oleico,

além de Tween 80, Triton® X-100 e SDS (do inglés sodium dodecyl sulfate).

Etapa 2: Preparacao dos filmes FB-PVA-ibuprofeno

A preparacao dos filmes de FB-PVA com a incorporacdo do farmaco
ibuprofeno correspondendo a 1000, 80 e 20 mg foram realizados em tubos de
ensaios, nestes foram adicionados 2 mL de acido oleico para 1000 mg de
ibuprofeno, enquanto para 80 e 20 mg foram adicionados 1 mL de acido oleio.
Os tubos séo levados ao agitador vortex (Vortex Basic 2.800 Rpm, K45-2810 -
Kasvi) para obter uma suspensdo homogénea. Em seguida, essa dispersdo do
farmaco foi adicionada a mistura de FB-PVA que foi preparada na mesma
propor¢cao que aquela utilizada na preparacéo do filme puro FB-PVA (etapa 1 do
item 4.3), ou seja, uma mistura das solucdes de FB (5%m/V) e PVA(5%m/V) na
proporc¢ao de 1 para 4 em volume. Foi preparado um volume de 10 mL da mistura

e adicionada a suspenséo acido oleico/ibuprofeno.
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Apéds a mistura, a solu¢do FB-PVA-ibuprofeno foi agitada por 10 minutos
em temperatura ambiente e, em seguida, transferida para placas de Petri de
poliestireno abertas com diametros 90x15mm (Olen). As amostras na placa de
Petri foram colocadas em estufa a 40°C para secar durante 12 horas. Os filmes
secos foram armazenados em um recipiente selado a temperatura ambiente
antes do uso. A figura 17 ilustra os filmes quando séo transferidos em placa de

poliestireno.

Figura 17. Filmes de FB-PVA contendo ibuprofeno.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustracéo BioRender.
Etapa 3: Preparacao das microesferas fibroina-PVA-ibuprofeno

Foram adicionados 60 mL de agua destilada nos filmes secos obtidos na
etapa 2 e as misturas foram transferidas para tubos de centrifuga, e em seguida,
foi realizada uma agitacdo suave em moinho de bolas Kinematica (POLYMIX®
PX-1G 2000) por 10 minutos na velocidade 4 em temperatura ambiente. Os tubos
com as misturas de FB-PVA-ibuprofeno foram centrifugados em uma centrifuga
Ohaus (Frontier™ Recursos Multi Pro Série 5000) em alta velocidade de 13.000
rom a 4°C por 20 minutos. Os sobrenadantes foram cuidadosamente
descartados, e os sedimentos suspensos em 60 mL de agua destilada e
centrifugados novamente na mesma condicao.

Os sedimentos finais foram suspensos em 4 mL de &gua destilada, e
levados em um sonicador de Ponteira Ultrassénico gabinete acustico 550 watts
Eco-Sonics com a amplitude de 10% por 15 segundos para dispersdo das
microesferas. Gerando assim, as trés amostras, FB-PVA-IBUP20, FB-PVA-
IBUP80 e FB-PVA-IBUP1000. O processo de preparagcédo das microesferas de
FB-PVA contendo o farmaco ibuprofeno repete o0 mesmo processo ilustrado na

figura 16.
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4.5 Caracterizagcao das microesferas

4.5.1 Microscopia 6ptica
Para a realizacdo da microscopia Optica dos filmes e as microesferas de
FB-PVA, FB-PVA-IBUP20, FB-PVA-IBUP80 e FB-PVA-IBUP1000 foram fixadas
em lamina e laminula e observadas na objetiva de 10x, conduzidas em um
microscopio optico (Leica MDi8, Germany) no Laboratério de Biomaterias e
Biotecnologia da Universidade de Araraquara (Uniara).

4.5.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia dos filmes e as microesferas de FB-PVA, FB-PVA-IBUP20,
FB-PVA-IBUP80 e FB-PVA-IBUP1000 foram analisadas em um Microscopio
Eletrénico de Varredura (MEV) (marca FEI, modelo Helios NonoLab 600i.),
instalado no Laboratorio de Microscopia Avancada (LMA) dentro do Laboratoério
Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica (LIEC) do Instituto de Quimica da
UNESP- Araraquara.

Para isto, as amostras das microesferas foram depositadas em portas-
amostra de silicio, de forma a expor as superficies dos filmes e das
microparticulas. Também foi realizado recobrimento com carbono para garantir

a condutividade elétrica de sua superficie de observacao.

4.5.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)
As amostras dos filmes e as microesferas de FB-PVA, FB-PVA-IBUP20,
FB-PVA-IBUP80 e FB-PVA-IBUP1000, foram caracterizadas por espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) no Laboratério de Celulose
Bacteriana e Quimica Medicinal (CBQuim) da Universidade de Araraquara
(UNIARA). Os espectros de infravermelho (IR) foram registrados em um
espectrofotometro FT-IR Cary 630 Agilent, equipado com aparelho de
amostragem de refletancia total atenuada (ATR). A resolucao foi fixada em 4 cm-

! e a faixa de medicéo foi de 4000cm* até 400cm™*
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4.5.4 Analise termogravimétrica (TGA)

As amostras dos filmes e as microesferas de FB-PVA, FB-PVA-IBUP20,
FB-PVA-IBUP80 e FB-PVA-IBUP1000, foram caracterizadas por analise
termogravimétrica (TGA) no Laboratério de Biopolimeros e Biomaterias
(BioPolMat) da Universidade de Araraquara (UNIARA) em um Thermoanalyzer
TG / DTA SDT Q-600 TA Instruments simultdaneo sob as seguintes condigdes:

cadinho de a-alumina. (condi¢gdes)

4.6 Ensaios de cinética de liberagao

As curvas de liberacéo foram obtidas no espectrofotdmetro UV-Vis (Perkin
Elmer LAMBDA 365 UV/Vis Double-Beam Spectrophotometer 190-1100nm), no
Laboratério de BioPolimeros e Biomateriais (BioPolMat) da Universidade de
Araraquara (UNIARA).

Esta técnica de caracterizacao foi usada no estudo da liberacé&o in vitro do
ibuprofeno, incorporado nas microesferas de FB-PVA, que envolveu duas

etapas:

12) Preparo da curva padréo de calibracdo do ibuprofeno

Para a preparacao da curva de calibracao foi preparada uma solucéo de
50 mg ibuprofeno para 100 mL de tampé&o PBS (pH 7,4). Foram preparadas cinco
solugdes com concentracdes, 0,0020 mg/mL; 0,0015 mg/mL; 0,0010 mg/mL;
0,00075 mg/mL; 0,00050 mg/mL, respectivamente. Estas solu¢cdes foram
analisadas por espectrofotdmetro UV-Visivel (Perkin Elmer LAMBDA 365 UV/Vis
Double-Beam Spectrophotometer 190-1100nm) a 222 nm.

Utilizando-se o programa Microsoft Excel 2016 os resultados obtidos
foram relacionados em graficos, e foram também determinados a equacao da
reta e o coeficiente de relacdo de Pearson (R?). Os valores de absorbancia sdo
dados na tabela 1. Os valores de absorbancia foram tracados em funcao das

concentracfes e desenvolveu-se um declive como indicado na figura 18.
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Tabela 1. Concentragao x Absorbancia de Ibuprofeno.

10mL [IBUP]/ mg/mL  Duplicata 1 Duplicata 2 Média Desvio padrao
1 0,002 1,358 1,2339 1,29595 0,087751952
2 0.0015 12114 1,0246 1,118 0132087547
3 0,001 0,9411 0,7967 0,8689 0102106219
4 0,00075 0,7886 0,6965 07427 0,064912403
5 0.0005 0,6071 04716 0,53935 0,095612969

Figura 18. Curva calibrag&o do Ibuprofeno.
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2?) determinacgdo da quantidade de farmaco liberada pelas microesferas

As trés amostras de microesferas, FB-PVA-IBUP20, FB-PVA-IBUP80 e
FB-PVA-IBUP1000 foram sintetizadas em triplicata, gerando nove amostras para
este ensaio. As nove amostras das microesferas de FB-PVA-IBUP foram
suspensas em 300 mL de tampéao PBS, pH 7,4 e incubadas a 37°C no shaker
(Solab — SL-222/E) com agitacdo de 12 rpm. Em pontos pré-determinados de
tempo, foram coletados 5mL da amostra e centrifugados (centrifuga KASVI (K14-
0815C) a 4.000 rpm por 30 min. Cuidadosamente, foram coletados 2mL dos
sobrenadantes e transferidos para um microtubo de centrifugacdo e
armazenadas em geladeira a -20°C. Os sobrenadantes foram submetidos as
medicdes de absorbancia a 222 nm em um espectrofotobmetro UV-vis (Perkin
Elmer LAMBDA 365 UV/Vis Double-Beam Spectrophotometer 190-1100nm). A
figura 19 ilustra o processo de liberacdo. A quantidade de farmaco foi entdo

calculada com base na curva padréo para o ibuprofeno obtida no item anterior.
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Figura 19. Processo de preparacao liberacéo controlada.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). llustragédo no aplicativo BioRender.
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5. RESULTADOS

5.1 Carregamento de farmacos em microesferas de fibroina
5.1.1 Ensaio de compatibilidade do farmaco
Pode-se concluir que dentre estes agentes compatibilizantes o que melhor
formou uma dispersdo contendo FB-PVA-Ibuprofeno foi o acido ricinoleico e o
acido oleico, uma vez que os outros agentes ndao formaram uma dispersao

estavel (figura 20).

Semente de uva + Oleo de mamona + Acido ricinoleico + Acido oleico +
ibuprofeno ibuprofeno ibuprofeno ibuprofeno

Foto: Arquivo pessoal.

O écido oleico foi o escolhido como o agente compatibilizante para o
estudo do carregamento de farmacos nas microesferas. Uma vez que, o0 acido
oleico € um composto organico insaturado pertencente a familia dos acidos
graxos 6mega-9. E chamado de &cido graxo émega 9 devido a presenca de uma
Unica ligacdo dupla posicionada no carbono 9 (figura 21). Ele tem sido
amplamente estudado e utilizado em diversas aplicacdes, incluindo na industria
de alimentos, cosméticos e farmacéutica. Em relacdo a area farmacéutica, o
acido oleico tem mostrado potencial como veiculo de entrega de farmacos devido
as suas propriedades emulsificantes e solubilizantes. Além disso, o acido oleico
pode melhorar a permeabilidade dos farmacos através das membranas
celulares, aumentando assim sua eficacia terapéutica. O &acido oleico tem

explorado novas formulacgdes e estratégias de utilizagdo do &cido oleico visando
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otimizar a entrega de farmacos, resultando em avancos significativos nessa area
(ATEF et al., 2022; ZHANG; WANG; LIU, 2015).

Figura 21. Estrutura quimica do acido oleico.
H

O

H
Fonte: Extraido de ATEF et al., 2022.

O 4&cido oleico também tem despertado interesse na area da
nanotecnologia e sistemas de liberacao controlada de farmacos. Explorado sua
utilizacdo na formulacdo de nanoparticulas lipidicas, micelas e sistemas de
nanoprecipitagéo, visando melhorar a solubilidade e estabilidade de farmacos
lipofilicos. Aléem disso, o acido oleico tem sido empregado na modificacao de
superficies de nanoparticulas, permitindo a incorporacgéao seletiva de farmacos e
o direcionamento especifico para tecidos ou células-alvo. Essas abordagens tém
demonstrado promissoras perspectivas para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de farmacos mais eficientes e direcionados, contribuido para o avancgo
do conhecimento nessa area, fornecendo informacdes importantes sobre as
propriedades e aplicacdes do acido oleico em sistemas de liberacdo de farmacos
(ATEF et al., 2022; ZHANG; WANG,; LIU, 2015).

5.2 Caracterizacédo das microesferas

5.2.1 Microscopia Optica
Foram realizados a microscopia Optica das microesferas FB-PVA; FB-
PVA-IBUP1000; FB-PVA-IBUP80; FB-PVA-IBUP20 e, além disso, foram obtidas
as microscopias dos filmes FB-PVA; FB-PVA-IBUP1000; FB-PVA-IBUP80; FB-
PVA-IBUP20 que sdo formados durante o processo de sintese das microesferas,
obtidos no item 4.3 (etapa 2: Preparacédo dos filmes) de matérias e métodos.

Abaixo descrevemos os resultados obtidos separadamente:

5.1.1.a Laboratério de Biomateriais e Biotecnologia
As imagens da microscopia 6ptica do filme e das microesferas de FB-PVA

foram obtidas no aumento de 10x (figura 22), a imagem do filme FB-PVA mostra
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gue no filme houve a formagao muitas microesferas com formatos regulares com
algumas esferas achatadas e pouca variacdo de tamanho. J& a imagem da
microscopia Optica das microesferas de FB-PVA mostra, microesferas com

formatos regulares e esféricas com pouca no tamanho.

Figura 22. Microscopia Optica do filme e das microesferas de FB-PVA.

Filme Microesferas

As imagens da microscopia Optica do filme e das microesferas de FB-PVA-
IBUP1000 foi obtida no aumento de 10x (figura 23), a imagem do filme FB-PVA-
IBUP1000 mostra que houve a formacdo de um filme espesso e com
microesferas com alguns aglomerados, formatos regulares com algumas esferas
achatadas e pouca variacdo de tamanho. Ja a imagem da microscopia optica
das microesferas de FB-PVA-IBUP1000 mostra, microesferas com formatos

regulares e esféricas, com pouca no tamanho.

Figura 23. Microscopia 6ptica do filme e das microesferas de FB-PVA-IBUP1000.
. L .

Filme Microesferas
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As imagens da microscopia Optica do filme e das microesferas de FB-PVA-
IBUPS8O foi obtida no aumento de 10x (figura 24), a imagem do filme mostra que
houve a formacao de um filme espesso com microesferas e alguns aglomerados,
formatos regulares e pouca variagdo de tamanho. J4 a imagem da microscopia
Optica das microesferas mostra, microesferas com formatos regulares, esferas

achatadas e outras ovaladas, com pouca no tamanho.

Figura 24.
. o

Micro
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scopia 6ptica do filme e das microesferas de FB-PVA-IBUP80.
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Filme Microesferas

As imagens da microscopia Optica do filme e das microesferas de FB-PVA-
IBUP20 foi obtida no aumento de 10x (figura 25), a imagem do filme mostra que
houve a formacao de um filme com muitas microesferas, formatos regulares e
pouca variacdo de tamanho. Ja a imagem da microscopia Optica das
microesferas mostra, microesferas com formatos regulares, esferas achatadas e

outras ovaladas, com pouca no tamanho.

Figura 25. Microscopia 6ptica do filme e das microesferas de FB-PVA-IBUP20.

Filme Microesferas



60

5.2.2 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Foram realizados a microscopia eletrbnica de varredura (MEV) das
microesferas FB-PVA; FB-PVA-IBUP80; FB-PVA-IBUP20 e, além disso, foram
obtidas MEV dos filmes FB-PVA; FB-PVA-IBUP80; FB-PVA-IBUP20 que sdo
formados durante o processo de sintese das microesferas, obtidos no item 4.3
(etapa 2: Preparacédo dos filmes) de matérias e métodos.

A morfologia pelo MEV do filme e das microesferas de FB-PVA (figura 26),
mostram que as microesferas foram obtidas e estdo incrustado no filme,
apresentando formatos bem regulares como indicando nas setas, e a morfologia
das amostras das microesferas de FB-PVA depositadas no silicio apos
recobrimento com carbono mostraram que as microesferas foram obtidas e
apresentam formatos bem regulares, algumas lisas e outras rugosas; e pouca
variagdo no tamanho das microesferas.

filmes e microesfer

as de FB-PVA.
] s -

Figura 26. Morfologia pelo MEV dos
o \ ) Ny

s 2

mag B
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Filme Microesferas

A morfologia pelo MEV do filme e das microesferas de FB-PVA-IBUP80
(figura 27), observamos a morfologia do filme em que as microesferas foram
obtidas e estdo presentes no filme, apresentando formatos regulares. A
morfologia das microesferas mostrou formatos regulares, esféricas e pouca
variacdo no tamanho das microesferas. J& a morfologia das microesferas apos
o processo de liberagdo mostrou que estas formaram um aglomerado, é possivel

observar algum as microparticulas com formatos regulares.
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Figura 27. Morfologia pelo MEV dos filmes e microesferas de FB-PVA-IBUP80.

g ! 3 i

Filme Microesferas Microesferas ap6s o processo de liberagéo

A morfologia pelo MEV do filme e das microesferas de FB-PVA-IBUP20
(figura 28), observamos a morfologia do filme em que as microesferas foram
obtidas e estdo presentes no filme, apresentando formatos regulares e sem
variagbes de tamanho. A morfologia das microesferas mostrou formatos
irregulares onde apresentam esferas achatadas e outras esféricas e variacdo no
tamanho das microesferas. Ja a morfologia das microesferas apds o processo
de liberacdo mostrou que estas formaram um aglomerado, é possivel observar
algumas microparticulas com formatos regulares.

Microesferas Microesferas apés o processo de liberagéo

5.2.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro do infravermelho (1V) para a FB, PVA e FB-PVA estéo

representados nos gréficos (figura 29) e a tabela 2, descrevendo as principais
atribuicbes e nimeros de onda para cada material.

O espectro da FB pura apresenta duas bandas caracteristicas atribuidas

a amida | (1700-1600 cmt) e amida Il (1600-1500 cm™?) dos seus esqueletos

peptidicos e séo utilizadas para a andlise de diferentes estruturas secundarias

da FB (JIN et al., 2005; WANG et al., 2010).
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O espectro do filme da FB pura apresenta as bandas de amida | e amida
Il em 1634 e 1511 cm™ que sdo caracteristica de uma estrutura secundaria
randémica. J& nas microesferas de FB-PVA essas bandas aparecem em 1654 e
1530 cm? indicando uma estrutura o-hélice. Deduz-se que o PVA é o
responsavel pela mudanca estrutural da FB durante a formacdo das
microesferas.

O espectro do PVA apresenta bandas relacionadas aos grupos hidroxila e
acetato presente neste material. As bandas atribuidas ao estiramento O-H das
ligacdes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares estdo em 3550 e
3200 cm!, as bandas vibracionais refere-se ao estiramento C-H de grupos alquil
estdo em 2840 e 3000 cm™, e o estiramento C=0 e C-O do grupo acetato
remanescente estdo em 1720-1740 cm™. A banda atribuia ao grupo carbonila
estdo em 1720 cm™. E a banda do grau de cristalinidade foi obtido em 1141 cm-
linfluenciada pela porcéo cristalina das cadeias poliméricas (MANSUR et al.,
2008).

O espectro IV das microesferas de FB-PVA apresentam as bandas
caracteristicas da FB e do PVA indicando que os dois materiais formam as
microesferas. Além disso, as bandas de Amida | e Amida Il da FB estdo
deslocadas em relacéo a FB pura, indicando uma mudanca na conformacao da
estrutura terciaria da proteina. Essas duas bandas aparecem em 1654 e 1530

cm.

Figura 29. Espectros IV: FB, PVA e FB-PVA.
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Tabela 2. Dados espectrais de FT-IR de FB, PVA, FB-PVA.

Atribuicao Nimero de onda [cm-)
FB PVA FB-PVA
O-H do intermolecular e 3400 - 3100w 3550 w

ligaches de hidrogénio intramoleculares

C—H de grupos alquil 2840 - 3000 w 2937 w
C=0 1750 - 1735 s 1731 s
C—0 (cristalinidade) M41 m 1090 m
Cc-0-C 1150 - 1085w 1025w
CH:z 1461 -1417w 1412w
M-H estiramento 3281 m 3280 m
Amida | 1634 vs 1654 vs
Amida Il 1511 m 1530 vs
CHz, CHz 1509 vs 1510 vs
Amida lll 1231 m 1233 m

(s- forte; w- fraco; m- médio)

Foi realizada também uma comparacdo dos espectros IV das
microesferas de FB-PBA pura com aquelas incorporadas com o farmaco.

A banda em 2958 cm™ no espectro de ibuprofeno é atribuido ao
estiramento assimétrico de CHs. O ibuprofeno também mostrou a presenca de
acido carboxilico livre na banda 1722 cm~! com alta estiramento (ACHARYA et
al., 2017). O espectro do IV figura 30 e a tabela 3 descreve as principais
atribuicbes e numeros de onda para este farmaco.

O espectro IV das microesferas de FB-PVA-IBUP1000, FB-PVA-IBUPS80,
FB-PVA-IBUP20 apresentam as bandas caracteristicas da FB e do PVA
indicando que os dois materiais formam as microesferas. Além disso, o espectro
das microesferas contendo o ibuprofeno apresentam bandas caracteristicas do
farmaco indicando que este foi incorporado.

O espectro das microesferas com maior massa de ibuprofeno (IBUP1000)
apresenta as bandas do ibuprofeno bem intensas, além das bandas de FB-PVA.
Ja nos espectros das microesferas (IBUP20 e IBUP80), nas quais as massas de
ibuprofeno incorporadas sdo bem menores, as bandas do ibuprofeno sdo menos
intensas e muitas bandas de FB-PVA se sobrepde as bandas do farmaco. A
banda em 3278 cm™ no espectro de FB-PVA também esta presente em todos os

espectros das microesferas.



Figura 30. Espectros 1V: IBUP 20, IBUP80, IBUP1000 na forma de microesferas de FB-PVA.
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Tabela 3. Dados espectrais de FT-IR de ibuprofeno.

Atribuigao
CHz estiramento assimétrico
CHz estiramento assimétrico
CHz C estiramento simétrico
O-H...O estiramento
O-H...O estiramento
C=0 estiramento
C=C estiramento aromatico
CHa deformacéo assimétrica,
CH:z dobramento angular
CH-CO deformacio
CHz estiramento simétrico
OH deformacio plana
=C-H deformacio plana
C...C estiramento
C-0 estiramento
H deformacio plana
-H deformacio plana
C-H deformacfo plana
C-0-C estiramento
CHz balango
C-H vibracao fora do plano
CH:z balango
C=C estiramento anel,
C...C vibracao
C-H deformacio

=C-
=C

Mamero de onda (cm)
3093 m
28953 vs
2668 m
2732 m
2627 m
1703 vs
1505 s
1464 s

1414 5
1377 s
1319 s
1265 s
1230 s
1193 s
1120 w
1067 m
1010 m
970 m
933 s
866 s
779 s
756 w

6ET s

(s- forte; w- fraco; m- médio; vs- muito forte)

5.2.4 Analise termogravimétrica (TGA)

Foram realizadas as andlises das curvas TGA das microesferas FB-PVA-

IBUP1000; FB-PVA-IBUP80; FB-PVA-IBUP20 (figura 31).
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As temperaturas de degradacdo de todas as microesferas foram
equivalentes e a variagdo da massa de ibuprofeno adicionadas as particulas ndo

influenciou nas caracteristicas térmicas das microesferas.

Figura 31. Curvas TGA das microesferas FB-PVA-IBUP1000; FB-PVA-IBUP80; FB-PVA-
IBUP20.
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As curvas termogravimétricas (TG; DTG e DTA) para as microesferas de
FB-PVA-IBUP séo representadas na figura 32.

Figura 32. Curvas termogravimétricas (TG; DTG e DTA) das microesferas de FB-PVA-
IBUP1000, FB-PVA-IBUP80 e FB-PVA-IBUP20.

Temperature (C)

FB-PVA-IBUP1000

FB-PVA-IBUP80

Temperature ()

FB-PVA-IBUP20

Legenda: TG: verde; DTG: vermelha; DTA: azul.



5.3 Ensaio cinético de liberacdo
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Para se calcular a concentracdo de cada amostra foi utilizada a equacao

da reta obtida a partir da curva padréo para o ibuprofeno.

Os ensaios foram feitos em espectrofotometro UV-VIS no comprimento de

onda de 222 nm com todas as amostras para cada tempo pré-determinado.

5.3.1 FB-PVA-IBUP1000

A partir dos dados obtidos no ensaio de UV-VIS (tabela 4) foi plotado um

gréfico de massa liberada x tempo (figura 33).

Tempeo Minutos

0 0

t1 70
t2 160
3 220
4 1150
t5 1450
5] 2650
t7 2880
8 4380
t9 7000
t10 8440
t11 9880
112 11320
13 17390
t14 18520
115 19960
116 21400
7 22840
118 24280
t19 28600
120 30040
21 31480
t22 33250
t23 37240
t24 38680
t25 40120

Tabela 4. Massa liberada FB-PVA-IBUP1000 x tempo.

Triplicata 1

222nm
(mg/mL)
0,5992
0,5443
0,3477
0,7307
1,5106
0,9811
06739
1,0018
0,8037
18248
19943
1,3545
1,2898
1,583
1,4901
1,4948
0,5557
1,48
15013
1,121
1,1989
14451
1,1355
14228
1,4038
1,177

Massa
liberada
2,0068132018

1,68945024
0,505342471
2,799975953
7,503915675

435193379
2,483892429
4,442843974

3,86622981
9,398549158
10,45565709
6,616119594
6,201514969

7,96157669
7,414833073
7,439365156
1,793888021
7,312941385
7,478036952
5,192609515
5,645685544
7,128908661
5,277527955
6,992304918
6,889595607
5,625361709

Triplicata 2

222nm
(mg/mL)

1,0076
0,1518
0,3291
0,582
1,0472
0,9811
06131
0,4566
0,9401
1,8967
0,5437
0,8835
1,0918
0,6972
1,4069
1,0842
0,0877
1,3367
1,238
1,0545
1,5596
1,4669
1,6087
0,9972
1,8984
1,2305

Massa
liberada
4461344235

-0,653196265
0,377796481

1,905278346
4,712095708
4,333361388
2,118376017
1,162783055
4083207887
9,833457577
1,737854194
3,726431808
4,992304918
2,628403671

6,879151136
4,967592481

-1,036082722
6,432696084
5,889391207
4782273256
7,811470482
7,274421887
8,123177428
4,452655204
9,845966094
5,866814957

Triplicata 3

222nm
{mg/mL)

0,0721
05121
0,7307
0,6707

0713
1,7749

1,092
0,9037
0,4273
1,0001
1,9239
1,5481
1,7882
1,0189
1,7106
1,5434
1,9639
21217
2,0408
1,6485
1,5706
16147
1,2673
1,5631
1,7722
1,3468

Massa
liberada
-1,162678851

1,474754519
2,806564867
2,454619053
2,706512765
9,092120556
5,029233297
3,869844896
0,998284638
4422740572
9,99938279
7777179271
9,205546872
4,590304998
8,717822933
7,740375135
10,26162879
11,2271412
10,74771352
8385451485
7,901406757
8,163404272
6,076678289
7,841040439
9,109959521
6,560927418

Média

1,768265801
0,837005865
1,229801273
2,386624451
4,974174716
5,925805245
3,210500581
3,158490642
2975807445
7,884915768
7,397631357
6,039910224
6,79978892
5,06009512
7,670602381
6,715777591
3,673144697
8324259549
8,038380559
6,120111418
7,119520928
7,622244933
6,492461224
6,428666854
8615173741
5,984368028

Desvio
padrio
1,490934763
1,185707566
0,459589675
0,447779214
1,541781083
0,914083669
0,555922314
1,652836546
0,57932382
1,022826684
4423133998
1,529405938
0,920789434
2670032867
0,403891105
1,270786521
2370554188
0,946538304
1,114744776
0,685376609
1,106165247
0,198873406
1,427878327
1,333674784
1,485069929
0,238430929



Figura 33. Gréfico da curva de liberacéo FB-PVA-IBUP1000.
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5.3.2

IBUP80
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A partir dos dados obtidos no ensaio de UV-VIS (tabela 5) um grafico de

massa liberada x tempo, e foram plotados, a figura 34 representa o grafico de
FB-PVA-IBUPSO0.

Tempo Minutos

0 0

t 70
2 160
3 220
4 1150
5 1450
6 2650
7 2890
8 4390
t9 7000
t10 8440
t11 9880
112 11320
113 17390
114 18520
t15 19960
t16 21400
17 22840
118 24280
119 28600
t20 30040
121 31480
122 33250
123 37240
t24 38680
125 40120

Tabela 5. Massa liberada FB-PVA-IBUP80 x tempo.

Triplicata 1

222nm
(mg/mL)
1,1002

1,581
06174
0,6671
0,8553
0,6704
0,5522
0,9836
0,6353
0,7836
0,4146
0,7025
0,6297
0,694
0,6632
0,5834
0,7995
07322
0,39
06778
0,5501
0,6861
0,8081
0,7014
0,9352
0,6552

Massa
liberada
2,509017675

3,970977115
1,084134904
1,214217867
1,780822608
1,228904653
0,86990301
2,164275981
1,125968899
1,664762935
0,458560779
1,316562462
1,103502886
1,295322833
1,204029899
0,963542543
1,611516572
1,413550559
0,383585828
1,241823975
0,863738928
1,269981163
1,639426274
1,321141437
2,02178068
1,18481624

Triplicata 2

222nm
(mg/mL)
1,1944

1,7365
1,4963
1,2019
1,1592
0,9997
0,9078
0,7742
0,8639
0,8048
1,1058
0,8212
1,1666
0,8736
1,3156
1,3321
1,0081
1,0355
0,8232
0,8214
1,0333
0,9273
1,1736
1,0226
0,9349
0,8221

Massa
liberada
2,792172658

4,440280951
3,729128093
2,839381187
2,705130055
2,224834676
1,945386978
1,641868258
1,808919482
1,633068815
2,636657849
1,887802092
2721748627
1,845840042
3,168672698
3,227127169
2,253548956
2,329417659
1,691815959
1,682151016
2,319063364
2,004685183
2,742812108
2,293858158
2,027315538
1,686493527

Triplicata 3

222nm
(mg/mL)
06318

0,8881
0,6508
0,5439
0,2816
0,463
0,4406
0,4372
0,4426
0,3771
0,4643
0,416
04573
0,291

0,4018
07197
0,3389
0,3327

0,39

0,3331
0,4697
0,4385
0,3501
0,3303
0,4618
0,4757

Massa
liberada
1,101058074

1,878808465
1,170646467
0,84456134
0,354562943
0,595990141
0,530288367
0,519620456
0,535784137
0,339006453
0,599807623
0,443144563
0,579457737
0,080493768
0,410214019
1,368007294
0,220716605
0,203406677
0,375580137
0,205693159
0,615157709
0,515093583
0,257706102
0,196477095
0,591355056
0,635772113

Média

2,134082802
3,430022177
1,894636822
1,632720131
1,613538536
1,349909823
1,115186452
1,408621565
1,156890839
1,178946068
1,198342084
1,249169706
1,46823641
1,073918881
1,694305505
1,852882336
1,361927378
1,315458298
0,816993975
1,043222717
1,265986667
1,26325331
1,646680828
1,270525563
1,646817095
1,169027293

Figura 34. Grafico da curva de liberacdo FB-PVA-IBUP80.
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A partir dos dados obtidos no ensaio de UV-VIS (tabela 6) um grafico de

massa liberada x tempo, e foram plotados, a figura 35 representa o grafico de
FB-PVA-IBUPSO0.

Tabela 6. Massa liberada FB-PVA-IBUP20 x tempo.

Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3
Tempo Minutos 222nm Massa 222nm Massa 222nm Massa Média Desvio
(mgimL) liberada (mgimL) liberada (mgimL) liberada padrio
t0 0 14293 3,498256583 1,281 3,052783456 0,8209 1,669472165 | 2,064502441 1,156350118
t1 90 1,01 2,214564547 1,3036 3,140767905 0,8425 1,745529237 | 1,849392338 0,883672818
2 150 0,9629 2,081389523 07673 1,5629159152 1,021 2,282513727 | 153827248 0,654007567
3 210 0,9901 2,164093624 1,178 2,752931746 0,6656 1,217796882 | 1,59568445 0,843301057
t4 1170 0,8056 1,608961565 0,5884 0,988888221 0,6326 1,111480502 | 0,986066057 0,414370639
5 1530 0,3451 0,228445754 0,9454 2,050176346 0,2891 0,078295459 | 0,718283512 0,815359529
6 2610 0,5095 0,731842411 09117 1,956031822 0,3818 0,350058114 | 0,866286469 0,653624774
t7 2880 0,4197 0,458618893 0,9079 1,943934111 0,5722 0,924237506 | 0,961378102 0,586063576
t8 4380 0,397 0,392184682 0,4276 0,500128251 0,5526 0,86913751 | 0,548330089 0,189879036
9 6990 0,4471 0,54323474 0,4545 0,571361869 0,3099 0,139214861 | 0,403642284 0,179521516
t10 8430 0,3517 0,255468719 0,4648 0,602861609 0,4961 0,694048335 | 0,502655732 0,165264787
t11 9870 0,2566 -0,02847982 0,4584 0,583830307 0,6428 1,138743938 | 0,559058885 0,418029574
t12 11310 0,3239 0,175722416 0,42 0,468275821 0,4265 0,491509358 | 0,396401519 0,126859656
t13 17370 0,2184 -0,142747786 0,40098 0,436846219 0,3903 0,378361589 | 0,294512004 0,245434598
t14 18510 0,2428 -0,067289888 0,346 0,244865937 0,4522 0,563700854 | 0,307895381 0,241064785
t15 19950 01727 -0,273491844 0,488 0,670424031 0,3987 0,404126087 | 0,336551655 0,360941336
t16 21390 0,2346 -0,091022404 4,3644 12,3253076 0,6905 1,280173139 | 3,713871668 5,101982449
t17 22830 0,1343 -0,393753757 0,5278 0,870584345 0,2613 -0,004108052 | 0,252364507 0,485125578
t18 24270 0,5097 0,736667869 0,3955 0,396022204 0,4135 0,444787784 | 0,477295571 0,146369819
t19 28590 0,5272 0,781748227 0,7156 1,355556892 0,3824 0,354354535 | 0,717931931 0,404788138
t20 30030 0,1946 -0,218361989 0,3524 0,270231654 1,1615 2,685621418 | 0,852278217 1,143291209
t21 31470 0,4394 0,524145325 0,4654 0,602619134 0,3222 0,138389243 | 0,42055074 0,165426738
t22 33240 0,3625 0,28808665 0,565 0,90427037 0,2499 -0,045755681 | 0,392300268  0,35880702
23 37230 0,4178 0,455853473 0,4989 0,707576851 0,3726 0,321618372 | 0,471309739 0,149142034
t24 38640 0,2634 -0,009364354 0,528 0,793723698 0,224 -0,122598293 | 0,28275221  0,378923238
25 40110 0,2486 -0,050757485 0,4819 0,655735241 0,2025 -0,190202797 | 0,219834992 0353673181
Figura 35. Gréfico da curva de liberagédo FB-PVA-IBUP20.
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Nos gréficos de cinética de liberacdo para as trés amostras observou-se
uma liberacdo do farmaco bastante lenta e gradual durante todo o periodo de
estudo. Observou-se a que a liberacdo continuou até mesmo depois de 668
horas. Podemos atribuir essa liberacdo lenta ao fato de a FB ser uma proteina e
possuir muitos grupos funcionais que podem interagir com o farmaco de forma
mais forte, ndo permitindo a liberacdo do mesmo na solugéao.

Outra caracteristica observada nos gréficos foi a diminuicdo da
concentragcdo de farmaco antes de aproximadamente 1000 minutos. A
ocorréncia dessa diminuicdo da concentracao ocorreu provavelmente devido a
lavagem das microesferas, no qual uma pequena quantidade de farmaco que
nao encapsulado foi transferido para solucéo tampéao usada no ensaio, com isso,
concluimos que esse farmaco livre na solucdo pode ter sido absorvido pelas
microesferas. Esse fato corrobora com o fato de a proteina possuir muitos grupos

funcionais que podem interagir fortemente com a farmaco.
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6. CONCLUSOES

Os processos de extracdo de FB e obtencdo das microparticulas esféricas
de FB através da adi¢do de PVA, foram realizados com sucesso. Também foram
preparadas microesferas de FB-PVA encapsulando-se o farmaco ibuprofeno.

As microesferas preparadas usando PVA como uma fase continua para
separar a solucdo de seda em microesferas em filmes de mistura de FB-PVA em
uma proporgdo de peso 1/4, resultando em microesferas. Estas podem ser
facilmente obtidas por dissolucdo do filme e subsequente centrifugacdo para
remover o PVA.

As microesferas foram caracterizadas e foram realizados ensaios de
liberacdo controlada para determinar a massa total de liberacdo do farmaco.
Assim foram feitos experimentos para se determinar a velocidade de liberacéo
do farmaco em solugéo fisiologica.

Nos graficos, notamos uma reducéo na concentracédo do farmaco antes de
aproximadamente 1000 minutos. Essa diminui¢do ocorreu possivelmente devido
a lavagem das microesferas, onde uma pequena quantidade do farmaco nao
encapsulado foi transferida para a solucdo tampdo usada no ensaio.
Concluimos, entéo, que esse farmaco livre na solucdo pode ter sido absorvido
pelas microesferas. Esse fato esta em acordo com a presenca de muitos grupos
funcionais na proteina, os quais podem interagir fortemente com o farmaco.

O método de preparacéo relatado é facil e seguro de manipular, eficiente
em termos de tempo e passivel de uma ampla gama de farmacos e, portanto,
atil para sistemas de entrega de farmacos a base de FB, por fim, a FB facilita o
encapsulamento de farmacos, tornando a liberacdo de farmacos controlavel,
uma vez que, os resultados obtidos foram satisfatérios e indica uma liberacao
lenta.

Devido ao fato ter sido muito lenta, ndo sdo todos os farmacos que seréo
indicados para 0 uso com este sistema. Como exemplo, farmacos de baixa
dosagem poderdao ser utilizados em futuros estudos utilizando estes sistemas de
liberacdo. Este sistema ainda pode ser usado para implantes de liberacdo de

longa duracéo para horménios.
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