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RESUMO

A gelatina é um biopolimero obtido pela desnaturacdo do colageno
proveniente de fontes animais. Apresenta diversas aplicacdes
tecnoldgicas, inclusive, na producdo de nanofibras obtidas a partir da
técnica de eletrofiacdo. Essa técnica permite a producdo eficiente de
fibras através do ajuste adequado de seus pardmetros de processo. O
cloridrato de propranolol € um beta bloqueador utilizado no tratamento
de doencas como hipertensdo, angina pectoris, enxaqueca, entre outras.
Assim o presente trabalho tem como objetivo, estudar o processamento
e caracterizar nanofibras de gelatina eletrofiadas e reticuladas com
EDC/NHS visando a liberacdo de cloridrato de propranolol para a
aplicacdo em sistemas transdérmicos. As solucdes de gelatina pura
(GeP) e gelatina com farmaco (GeF) foram submetidas a testes de
viscosidade, e os resultados mostraram um aumento na viscosidade com
a incorporacdo do farmaco, com obtencdo de didmetro médio para GeP
de 109+48 nm e GeF 278+78 nm. As nanofibras foram caracterizadas
por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), andlises térmicas
(TGA e DSC) e Espectroscopia de Infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR). O efeito da reticulagdo via EDC/NHS foi estudada em
trés concentrages de reticulante (0,1 mmol, 0,5 mmol, 1,0 mmol).
Nanofibras de gelatina reticulada com farmaco na concentracdo 0,1
mmol (GeRF 0,1) foram produzidas e avaliadas quanto ao perfil de
liberacdo do cloridrato de propranolol. Os resultados obtidos
comprovaram a viabilidade de producdo das nanofibras de gelatina
incorporadas com o farmaco.

Palavaras-chave: Biopolimero. Eletrofiacdo. Nanofibras. Gelatina.
EDC. Sistema de liberagéo controlada. Cloridrato de Propranolol






ABSTRACT

Gelatin is a biopolymer obtained from the denaturation process of
collagen from animal sources, presenting several technological
applications including nanofibers manufacture obtained by the
electrospinning technique. This technique allows the efficient
production of nanofibers by fitting the processing parameters.
Propranolol hydrochloride is a beta blocker used in the treatment of
various diseases such as arterial hypertension, angina pectoris, and
migraine. The present work studied the processing and characterization
of gelatin electrospinning membranes crosslinked with (EDC/NHS) to
release propranolol hydrochloride for application in transdermal
systems. The pure gelatin (GeP) and gelatin with drug (GeF) solutions
were evaluated by viscosity values, where viscosity increased with
incorporation of the referred drug. Morphology analysis informed
diameters of 109 + 48 nm and 278 + 78 nm for GeP and GeF,
respectively. The nanofibers were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), thermal analysis (TGA and DSC) and Fourier
transformed infrared spectroscopy (FTIR). Crosslinking effect via
EDC/NHS was evaluated under three concentrations of the crosslinking
agent (0.1 mmol, 0.5 mmol, and 1,0 mmol). Crosslinked gelatin at the
concentration 0.1 mmol (GeRF01) nanofibers were produced and
evaluated for the propranolol hydrochloride releasing profile. The
results showed the viability of the produced gelatin membranes
incorporating propranolol hydrochloride for application in transdermal
systems.

Keywords: Biopolymer. Electrospinning. Gelatine. Nanofibers. EDC.
Controlled release system. Propranolol hydrochloride.
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1. INTRODUCAO

A necessidade por crescentes tecnologias, produtos e melhorias
em servigos de forma sustentavel, tem requerido e motivado diversos
estudos para elaboracdo de produtos com carater biodegradaveis.

Os filmes biopoliméricos possuem alto potencial de aplicagéo
industrial devido a biodegradabilidade e biocompatibilidade. Contudo,
dependendo da fonte de onde sdo provenientes, os biopolimeros de
origem proteica sdo pouco aplicados como filmogenos devido a alta
sensibilidade a 4gua e baixa maleabilidade resultantes desses materiais.

A gelatina é produzida a partir da desnaturagdo do colageno de
diversas fontes de origem animal. O teor de proteinas varia entre 85 a
92%. E um produto que possui diversas aplicacdes tecnoldgicas,
inclusive na produgdo de filmes (SCHRIEBER e GAREIS, 2007).
Nanofibras de gelatina também sdo muito empregadas no
desenvolvimento de matriz extracelular artificial para engenharia de
tecido, curativos para cicatrizacdo de ferimentos e liberacdo de
farmacos.

O uso como filme muitas vezes se torna restrito devido a sua
fragilidade. Para contornar tal restricdo faz-se necessario o uso de
agentes reticulantes, os quais propiciam a formacdo de ligacdes
covalentes entre grupos funcionais da estrutura da gelatina. Desta forma,
promove-se assim, um aumento de estabilidade térmica, inibindo a
dissolucéo em agua.

Encontram-se na literatura cientifica varios estudos referentes a
reticulacdo de filmes de gelatina. O EDC é um agente quimico muito
utilizado devido & sua eficiéncia na reticulagdo de proteinas e
polissacarideos. Além disso, destaca-se por ndo ser toxico quando
comparado a reticulantes como formaldeido e glutaraldeido.

O sistema de liberacdo controlada de farmacos mostra-se como
um desafio para profissionais de diversas areas (SIVAKUMAR et al.,
2002). O desenvolvimento de polimeros para liberacdo controlada de
farmacos vem crescendo rapidamente desde a década de 60, com um
grande avanco na sintese e fabricacdo de sistemas poliméricos
sofisticados (HUANG et al., 2003). Os dispositivos utilizados para
liberacdo controlada, possuem inimeras vantagens, quando comparados
as formas normais de dosagem (VERRECK et al., 2003).

Nesse contexto, o trabalho proposto tem por objetivo o
processamento de membranas eletrofiadas de gelatina reticuladas com
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EDC visando a liberacdo de cloridrato de propranolol para a aplicagdo
em sistemas transdérmicos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Processar membranas de gelatina eletrofiadas, formando tecido
ndo tecido com nanofibras sobrepostas e reticuladas com EDC visando a
liberacdo de cloridrato de propranolol para a aplicacdo em sistemas
transdérmicos.

1.1.2  Objetivos Especificos

e obter membranas de gelatina a partir da técnica de eletrofiacéo;
e utilizar concentracdes diferentes de reticulante;
caracterizar as membranas reticuladas através das técnicas de
viscosidade, FTIR, TGA, DSC, MEV, propriedades mecénicas;
e avaliar a liberacdo do farmaco cloridrato de propranolol tendo
como base um comprimido de CP como controle de referéncia;
e analisar o perfil contendo Cloridrato de propranolol, a fim de
tracar o perfil de liberacdo do farmaco;
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Gelatina

A gelatina é uma proteina de alta massa molar e geralmente
apresenta-se como um poé higrossensivel, translicido, incolor ou
levemente amarelada e quase sem sabor. Pode ainda apresentar-se na
forma de folhas, escamas, fragmentos, e p6 fino ou grosso. E bastante
utilizado como um agente de gelificacdo em alimentos, em produtos
farmacéuticos, e industria de cosméticos, pois constitui uma matéria-
prima de facil aplicacdo e alta disponibilidade, ( DJANGNY et al.,
2001, EBNESAJJAD, 2012). A Figura 1 mostra a estrutura quimica da
gelatina.

Figura 1. Estrutura simples de uma unidade de gelatina.
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Fonte: adaptado de Chaplin (2014).

A gelatina é obtida a partir do colageno extraido da pele de
animais (suinos e bovinos, principalmente) e de ossos de escamas de
peixe. O coladgeno representa a maior classe de proteina fibrosa
insoltvel encontrada na matriz extracelular e nos tecidos conectivos
(VARGAS; AUDI; CARRASCOSA, 1997).

A gelatina possui caracteristicas anfifilicas, isto é, apresenta
grupos de aminodcidos hidrofilicos e hidrofébicos na sua estrutura, na
gual tanto as partes hidrofilicas quanto hidrofébicas tendem a migrar
para a superficie, reduzindo, assim, a tensdo superficial de solugdes
aquosas. Isso faz com que a gelatina tenha varias propriedades
aplicaveis na estabilizacdo de espumas e emulsbes (SCHRIEBER;
GAREIS, 2007).
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Tanto o colageno quanto a gelatina consistem de quantidades
varidveis de 18 aminoacidos, onde a glicina (Gly), a prolina (Pro) e a
hidroxiprolina (Hyp) sdo encontradas em maiores quantidades,
representando quase dois tercos do total de constituintes aminoacidos da
molécula de gelatina. A estrutura priméria da gelatina tem a forma geral
[Gly-X-Y],, onde “X” e “Y” sdo residuos de aminoacidos, sendo
ocupados geralmente por residuos de prolina ou hidroxiprolina, € “n”
pode variar de 337 a 343 dependendo do tipo do colageno. Esta cadeia
peptidica apresenta em uma de suas extremidades um grupo funcional
carboxila (-COOH) e na outra um grupo amina (-NH,) (INSUMOS,
2009; MALLMANN, 2010; PROCKOP, 2013). E composta
basicamente de 50,5 % de carbono, 6,8 % de hidrogénio, 17 % de
nitrogénio e 25,2 % de oxigénio (NUR HANANI; ROOS; KERRY,
2014). O Quadro 1 mostra a porcentagem média de aminoacidos que
constituem a molécula de gelatina.
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Quadro 1: Porcentagem média dos aminoacidos constituintes da molécula de

gelatina.
Aminoacido % Aminoacido % Aminoacido %
COOH
COOH e
COOH HN 2
H N H S5is . ié
H | . HooC B e oA i
Glicina (Gly) Acido Aspartico
(Asp) I o
Hidroxilisina (Hyl)
TOOH
COOH cooH HaN —
H:,N/—/:
N 164 5.1 0.9
s Ny, 3
Prolina (Pro) Leucina (Leu) Hac
Metionina (Met)
COOH SO0t COOH
HaN—
HaN
N
141 45 /M 0.8
sz 5 IOH | 2
Hidroxiprolina NH, o _‘—N_
Hyp) Lisina (Lys) Histidina (His)
COOH CH:
HaN
HN= COOH >
14| "N OH 42 o 03
COOH s —
Acido Glutimico Sexia (Cex) L
(Gl Tirosina (Tyt)
COOH
LOOH COOHHOOC
HoN H HzN =l N
? 110 % 26 | ¥ /% | Tracos
CHy A \—g—g/
Alanina (Ala) v ah?.'na va) Cistina (Cys)
COCH COOH
HaN
HoOC HaN—
NHg
88 HO— 22 —nu | Tracos
HN
>=N i CHs
HaN Treonina (Thr) .
Arginina (Arg) Triptofano (Trp)

Fonte: Mallmann, 2010.

A gelatina é basicamente o colageno desnaturado. A perda da

estrutura tridimensional do colédgeno original pode ser obtida por
processos quimicos, enzimaticos ou térmicos. Os principais agentes de
desnaturagdo sdo a mudanca no pH, as mudancas na concentracdo do sal
e as mudangas na temperatura (SENA, 2004).

Conforme Saxena (2005), dependendo do tipo e intensidade do
tratamento utilizado, o colageno pode dar origem a diferentes tipos de
gelatinas. Gelatina do tipo A é derivada do processamento acido do
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coladgeno e gelatina do tipo B é obtida por tratamento alcalino do
colageno, resultando em diferentes pontos isoelétricos. Observa-se que a
gelatina do tipo A possui pl de 7 a 9, e a gelatina do tipo B de 4 a 5.

O indice Bloom, que é uma medida da forca do gel, é outra
caracteristica importante da gelatina. Ele consiste na forca requerida
para que um émbolo especifico pressione a superficie de um gel padréo
ao longo de uma distancia de 4 mm, sob termostatizagdo e condigdes
padrdo. Quanto maior o indice Bloom, maior a forca do gel
(SCHRIEBER; GAREIS, 2007). Esta forca € dependente,
principalmente, da propor¢do de fracbes que contenham massa
molecular de aproximadamente 100.000 g-mol™, enquanto a viscosidade
é funcdo, principalmente, das fracdes com massa molecular de valores
entre 200.000 e 400.000 g-mol™. Por esta razdo, dependendo do método
de manufatura, gelatinas de mesmo Bloom podem ter viscosidades
bastante diferentes (SCHRIEBER; GAREIS, 2007). Bigi, Panzavolta e
Rubini (2004) relataram que, em geral, o indice Bloom é proporcional
ao teor de tripla-hélice da gelatina e a viscosidade aumenta com o
aumento das fragdes de massa molecular mais elevada. Lai (2009)
indicou que gelatinas de alto indice Bloom tém viscosidades maiores do
gue amostras de baixo indice Bloom.

A coloragdo da gelatina € outra propriedade que estd
correlacionada as condigdes de obtencdo a partir do colageno. Com o
aumento do tempo de reacdo, a proteina reage com tracos de
carboidratos da matéria-prima (reacdo de Maillard) e aumenta a
intensidade da cor (Figura 2). Portanto, quanto menor o indice Bloom,
mais intensa é a cor da gelatina (SCHRIEBER; GAREIS, 2007).
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Figura 2. Aumento na intensidade da cor de gelatina extraida em funcdo da
etapa de extracéo.

Fonte: SCHRIEBER e GAREIS (2007).

Abruzzo et al. (2012) realizaram estudos de filmes a base de
gelatina e quitosana para liberagdo de cloridrato de propranolol na
cavidade oral. Eles observaram, para os filmes a base de gelatina, uma
melhor distribuicdo do farmaco na matriz quando comparado com a
guitosana e blendas (quitosana e gelatina).

Assim, a gelatina, por ser um polimero natural, possui um
amplo campo de aplicagdes e tem sido estudada tanto pura como em
compositos, principalmente nas 4areas de engenharia de tecidos
(AZHAR; OLAD; SALEHI, 2014), de revestimento comestiveis
(POVERENOV et al., 2014), de adesivos para cicatrizacdo de feridas
(SHEFY-PELEG et al., 2014), de administracdo de farmacos
(PHADKE; MANJESHWAR; AMINABHAVI, 2014), entre outras.

2.2. Agentes Reticulantes

Umas das formas de se reduzir a solubilidade em &gua de um
biopolimero é realizar ligagBes cruzadas entre as cadeias poliméricas, as
quais podem ser obtidas através de um processo de reticulacdo. Dessa
forma, propriedades inerentes ao material, como estabilidades térmica e
mecanica bem como a taxa de degradacdo (que estd diretamente
relacionada a solubilidade), sdo alteradas (YOUNG et al., 2005). Os
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agentes de reticulagdo quimicos mais comuns sdo o glutaraldeido, o
gliceraldeido, o formaldeido, o &cido ténico e o 4&cido latico
(BASTIOLLI, 2005).

Além dos agentes reticulantes quimicos, € possivel utilizar
métodos de reticulagdo fisica, utilizando radiacdo (ultravioleta, por
exemplo) ou tratamento térmico. Métodos enzimaticos envolvem uso de
enzimas como transglutaminases ou peroxidases aplicadas para
estabilizar materiais proteicos.

O cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) (Figura 3) é um agente reticulante muito utilizado, ja que é
bastante eficiente nas reticulagbes de proteinas e polissacarideos.
Apresenta a vantagem de ndo ser tdxico quando comparado a
reticulantes como formaldeido e o glutaraldeido (TOMIHATA,;
BURCZAK; SHIRAKI, 1993).

Figura 3. Estrutura quimica do EDC.
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Fonte: Autor (2018).

Uma outra vantagem é o fato do EDC ndo pode ser incorporado na
estrutura do polimero reticulado, formando um derivado de ureia pode ser
facilmente retirado com sucessivas lavagens com gua por ter carater idnico
(THOMIHATA et al., 1993). No processo de reticulacdo (Figura 4), o EDC é
protonado e reage com o grupo carboxila da gelatina para formar a o-
isoacilureia. A seguir ocorre um ataque nucleofilico das aminas, gerando a
reticulagéo e simultaneamente liberando o derivado de ureia gerado pelo EDC
(CHEN et al., 2005). A reticulagdo com carbodiimida induz a formacdo de uma
ligacdo amida ou peptidica entre 0s grupos amino primario e acido carboxilico.
Esta reagdo envolve aminoécidos de lisina, hidroxilisina, acido aspartico e acido
glutdmico da gelatina, por exemplo.
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Figura 4. Mecanismo de reticulagéo da gelatina pelo EDC.
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Fonte: CHEN, 2005.

A quantidade de grupos amina envolvida na reacdo de
reticulagdo pode ser determinada por espectroscopia UV-Vis utilizando
ninidrina (2,2-diidroxi-1,3-indenodiona) (Figura 5). As aminas livres,
restantes ap6s a reacdo de reticulagdo, reagem com a ninidrina formando
um complexo de coloragdo roxa, comumente conhecido como purpura
de Ruhemann. A absorbancia da solucdo, medida em 570 nm, é
proporcional a quantidade de grupos amina livres apés a reacdo com o
agente reticulante (MARTUCCI; ACCAREDDU; RUSECKAITE,
2012; DASH; FOSTON; RAGAUSKAS, 2013).

Figura 5. Estrutura quimica da ninidrina.

Fonte: Autor (2018).
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2.3. Eletrofiacdo

A técnica  de eletrofiaghio ou fiacdo  eletrostatica
(electrospinning) tem sido muito utilizada pelo fato de produzir fibras
com diametros médios muito pequenos quando comparadas com as
técnicas tradicionais como fiacdo a seco (dry spinning), fiagdo Umida
(wet spinning), fiacdo via gel (gel spinning) e fiacdo com material
fundido (melt spinning) (PARK et al.,2001; HUANG et al., 2003;
SATO, 2011). A eletrofiacdo permite produzir fibras na forma de
malhas ou mantas, ou membranas poliméricas, cujos didmetros variam
entre 10 nm a 10 pm (EICHHORN; SAMPSON, 2005). As nanofibras
tém como vantagens: alta area superficial, podem ser obtidas numa
variedade de formas e tamanhos, podem possuir propriedades e
funcionalidades a partir do controle sobre a composicdo dessas
membranas, além de poderem ser produzidas por uma infinidade de
polimeros (BHARDWAJ; KANDU, 2010; SATO, 2011; SILVA et al.,
2013).

O primeiro estudo de eletrofiacdo foi patenteado por Formhals
(1934) que descreve a producdo de filamentos poliméricos decorrentes
da utilizagcdo de forcas eletrostaticas. Em 1969 Taylor langou as bases
para o electrospinning, e que passou a ter este nome apenas por volta de
1994 (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

O sistema de eletrofiagdo é composto por trés componentes
bésicos: uma fonte de alta tensdo, um tubo capilar (por exemplo, uma
agulha) e um coletor aterrado (usualmente uma placa de metal). O
processo consiste em uma aplicacdo de campo elétrico entre o polimero
e um coletor metalico. Normalmente, esse polimero (solubilizado em
um solvente apropriado, ou seja, em uma solu¢do com concentracéo e
viscosidade adequadas) esta presente em um tubo capilar (seringa), e é
empurrado através deste capilar por acdo de uma bomba peristéltica
(ALCOBIA, 2013). A agulha é ligada ao polo positivo da fonte de alta
tensdo e fica situado a frente do coletor. Este Gltimo encontra-se
conectado ao polo negativo. A Figura 6 apresenta um esquema do
sistema de eletrofiacéo.
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Figura 6. Sistema de eletrofiagdo composto por bomba de infusdo, seringa
equipada com agulha, fonte de alta tensdo e coletor aterrado.
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Fonte: NIEHUES, 2015.

A solucdo é mantida inicialmente pela sua tensdo superficial na
extremidade do capilar na forma de gota. Com a alta carga eletrostatica
gerada pela fonte de alta tensdo, a gota se deforma na direcdo do
receptor; com o0 aumento da tensdo elétrica, forma-se um cone chamado
cone de Taylor (SILL e RECUM, 2008). Quando as forcas
eletrostaticas, de acdo repulsiva, superam a tensdo superficial, de acédo
coesiva, um jato carregado da solucdo na extremidade do cone é ejetado
e atraido ao coletor. Uma vez que este jato € carregado, a sua trajetoria
pode ser controlada pelo campo elétrico. A medida que a solucio
percorre no ar, a distancia do capilar até a placa receptora, o solvente se
evapora e uma fibra de polimero carregada ¢é fixada aleatoriamente no
coletor. Assim, as fibras sdo continuamente dispostas sobre o coletor
para formar uma manta (tecido ndo tecido) de didmetros micro ou
nanométricos, como mostrado na Figura 7.a (BAIJI et al., 2010;
SCHUEREN et al., 2010; JUNIOR et al., 2013; NIEHUES, 2015). No
entanto, quando as condi¢fes experimentais ndo estdo bem ajustadas,
observa-se a formacdo de granulos, como pérolas em um fio, ou gotas
como mostrado nas Figuras 7b e c, respectivamente.
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Figura 7. Imagens de microscopia eletronica de varredura das fibras de polimero
eletrofiados sem granulos (a), com granulos (b) e com gotas (c).

Fonte: FONG; CHUN; RENEKER, 1999; MIT-UPPATHAM;
NITHITANAKUL; SUPAPHOL, 2004.

Em funcdo destes pontos é importante a investigacdo da
influéncia dos seguintes parametros sobre as caracteristicas das fibras:
propriedades da solugdo, como viscosidade, condutividade elétrica e
tensdo superficial; variaveis de processo, como vazao, potencial elétrico
na agulha e a distancia entre a ponta da agulha e o coletor, e ainda as
varidveis relativas ao ambiente como temperatura e umidade relativa;
estas duas Ultimas sdo importantes variaveis na etapa de secagem
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

2.3.1. Parédmetros do processo de eletrofiacao
2.3.1.1. Vazdo da solucdo polimérica

A vazdo da solucdo determina a quantidade de solucdo
disponivel para a eletrofiacdo. Quando ocorre um aumento da taxa de
alimentacdo, aumenta-se o didmetro das fibras ja que ha um aumento do
fluxo da solugdo que sai da ponta da agulha (WANG et al., 2004).
Vazbes elevadas necessitam de tempo maior para evaporagdo do
solvente de modo a ndo originar fibras com defeitos (HUANG et al.,
2003). Para que o solvente tenha tempo suficiente para evaporar, o ideal
é que o fluxo seja continuo e a taxa de alimentacdo seja baixa (WANG
et al., 2004; BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Okutan, Terzi e Altay
(2014) avaliaram o efeito de alguns parametros experimentais na
morfologia de fibras de gelatina eletrofiadas e concluiram que o
aumento da velocidade de 0,1 para ImL-h™ resultou em fibras mais
espessas e formacédo de granulos.
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2.3.1.2. Diferenca de Potencial Elétrico no Sistema de Eletrofiagdo

O uso de um potencial elétrico na solucdo polimérica €
essencial para que ocorra a formacdo de fibras no processo de
eletrofiacdo. Assim, forcas elétricas sdo responsaveis por gerar
instabilidade no polimero e induzir a formagdo do cone de Taylor. A
tensdo aplicada tem que ser suficientemente alta para que as forcas
eletrostaticas superem a tensdo superficial da gota. A partir dessa
voltagem, o processo de fiagdo é iniciado (COSTA et al., 2012a).
Existem diversos trabalhos que relatam resultados diferentes ao avaliar o
comportamento da diferenca de potencial elétrico no processo de
eletrofiacdo. Okutan, Terzi e Altay (2014) observaram o aumento da
espessura das fibras de gelatina ao aumentar a diferenca de potencial
elétrico. Homayoni, Ravandi e Valizadeh (2009) observaram que o
aumento da intensidade da diferenca de potencial elétrico resultou na
diminuigdo da espessura das fibras de quitosana. No entanto, em ambas
as investigacbes os autores descrevem melhoria na qualidade de
eletrofiacdo com o aumento da diferenca de potencial elétrico, ou seja,
observaram a diminuicdo da quantidade de grénulos. Ainda, na
literatura, com o aumento das forgas elétricas, hd maior quantidade
ejetada de polimero, que contribui para formacdo de fibras mais
espessas. Outros autores relatam que aumentando a intensidade da
diferenca de potencial elétrico o efeito de repulséo eletrostatica & maior
no jato do fluido polimérico, o que favorece o estiramento e o
consequente estreitamento do didmetro da fibra (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010). Assim, o efeito deste pardmetro na morfologia das
fibras ndo pode ser considerado de forma individual. E necessario
considerar outros fatores, como o tipo de polimero, a viscosidade da
solucdo, a vazdo e a distancia da ponta da agulha ao coletor.

2.3.1.3. Distancia entre a ponta da agulha e o coletor

O trajeto do jato polimérico durante o processo de eletrofiagdo
comega na ponta da agulha e termina no coletor. Deste modo, é
necessaria uma distancia minima para que ocorra a evaporacdo do
solvente (SILL; RECUM, 2008). Distancias muito pequenas ou muito
grandes podem gerar a presenca de granulos ao invés de fibras
(KULKARNI et al., 2010). Porém esse parametro ndo tem um efeito
acentuado sobre a morfologia das fibras (BHARDWAJ; KUNDU,
2010). Na literatura encontram-se varias pesquisas que abordam esse
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parametro. Ki e colaboradores (2005) avaliaram a influéncia da
distancia da ponta da agulha ao coletor nas caracteristicas de fibras de
gelatina, obtidas por eletrofiacdo, e ndo constataram mudancas
significativas na espessura das fibras. Entretanto, ao aumento da
distancia permite a observacao de gotas no coletor.

2.3.1.4. Tipos de coletor

Diversos tipos de coletores podem ser utilizados no processo de
eletrofiacdo como por exemplo, grade arame, barras paralelas, folhas de
aluminio, cilindros rotatorios, entre outros. Em comparagdo com 0s
coletores estaticos, a utilizagdo de coletores cilindricos rotatérios pode
resultar em fibras alinhadas, diminui¢do do didmetro da fibra e aumento
da area de coleta do filme, mantendo a homogeneidade da espessura do
filme. Porém, vale ressaltar que existe um limite de velocidade de
rotacdo, acima do qual ndo é possivel obter fibras alinhadas, ja que
rotacGes muito elevadas favorecem a quebra do jato polimérico ao tocar
o coletor (HUANG et al., 2003)

2.3.2. Parametros de solucéo

2.3.2.1. Solvente

A escolha de um solvente ideal para cada tipo de polimero é
importante para que este seja completamente solubilizado e que este seja
volatil na temperatura de eletrofiacdo. Alta volatilidade do solvente
garante rapida separacdo de fase no processo de formacdo das fibras
(WANNATONG et al.,, 2004). Alguns avaliam que a presenca de
solventes como fluor e dlcoois melhoram a eficiéncia na eletrofiacdo de
gelatina a temperatura ambiente (HUANG et al, 2004;
CHOKTAWEESAP et al., 2007). No entanto, sua alta citotoxicidade
afeta a estrutura original da proteina (GAST et al., 2001). Com isso, 0
acido acético tem sido uma excelente opcéo para eletrofiar gelatina pois,
além de eliminar o problema da gelificacdo, ndo é tdxico em baixas
concentragdes (CHOKTAWEESAP et al., 2007;
SONGCHOTIKUNPAN; TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008;
ERENCIA et al., 2014).
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2.3.2.2. Viscosidade

A viscosidade da solucdo estd relacionada com o grau de
entrelagcamentos das cadeias de moléculas poliméricas. Para que ocorra
a formacédo de fibras uniformes e sem gotas (granulos ou defeitos) no
processo de eletrofiacdo, € necessario que se tenha um valor minimo de
emaranhamento, o qual corresponde a um valor de viscosidade minima
(COSTA et al., 2012a). O aumento na viscosidade ou na concentragdo
da solucéo origina fibras com didmetro maior e mais uniforme. Quando
a viscosidade da solucdo é muito baixa pode ndo haver material
suficiente no jato e grau de emaranhamento adequado para que uma
fibra continua se forme. Entretanto, solu¢cdes muito viscosas geram
dificuldade na ejecdo do jato. A viscosidade esta relacionada com a
concentracdo da solucdo e a massa molar do polimero. Na literatura ha
inimeros estudos relacionados com esta propriedade e a morfologia das
fibras formadas, onde observa-se o aumento da espessura das fibras com
0 aumento da viscosidade da solugdo; além de se detectar a presenca de
granulos e goticulas na eletrofiacdo de solucBes pouco viscosas (MIT-
UPPATHAM; NITHITANAKUL,; SUPAPHOL, 2004;
SONGCHOTIKUNPAN; TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008;
GELTMEYER et al., 2013).

2.3.2.3. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica esta ligada a quantidade de carga na
solucdo. Maior condutividade com adigdo de sais nas solugdes
possibilita maior fluidez de carga e aceleracdo eletrostatica maior sob
mesmo campo elétrico, resultando em fibras mais finas
(RAMAKRISHNA et al., 2005). Ou seja, o tipo de polimero utilizado,
solvente e a disponibilidade de sais ionizaveis determinam a
condutividade elétrica na solucdo. Entretanto, Mit-Uppatham,
Nithitanakul e Supaphol (2004) observaram que a adicdo de sais na
solugdo polimérica gerou aumento da condutividade elétrica e da
viscosidade da solucdo, produzindo fibras mais espessas. O aumento na
espessura das fibras foi atribuido ao aumento das forcas viscoelasticas
que superaram as forcas de repulséo elétrica.
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2.3.2.4. Tensao Superficial

A tensdo superficial é a forca a ser vencida para que ocorra a
deformacdo da gota da solucdo na ponta da agulha. Como mencionado
anteriormente na eletrofiacdo, as cargas da solucdo polimérica devem
ser altas o suficiente para vencer a tensdo superficial da solugdo. A
tensdo superficial é funcdo da composicdo de solventes da solucdo, a
qual desempenha um papel critico no processo de eletrofiacdo. Com a
reducdo da tensdo superficial de uma solucéo, fibras podem ser obtidas
sem grénulos (CHOKTAWEESAP et al., 2007). Uma vez que a tensdo
superficial da solugdo precisa ser superada pela forga elétrica repulsiva,
0 aumento da tensdo superficial da solucdo requer aumento da tenséo
elétrica para a ejecdo dos fios poliméricos (BHARDWAJ; KUNDU,
2010).

2.3.3 Parametros ambientais

2.3.3.1. Temperatura do processo de eletrofiagdo

A temperatura do processo de eletrofiacdo é um pardmetro que,
assim como a distancia entre a ponta da agulha e o coletor, influem para
a evaporacdo do solvente. Além disto, é um parametro que influencia
nas propriedades da solucdo, como por exemplo a viscosidade. Com o
aumento da temperatura, ha geracdo de fibras com diminuicdo do
diametro; esta diminuicdo é atribuida a diminuicdo da viscosidade das
solucbes do polimero. Ha uma relacdo inversa entre viscosidade e
temperatura (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

2.3.3.2. Umidade relativa

A umidade relativa do meio est4 diretamente associada com a
evaporacdo do solvente durante a eletrofiacio. E importante que se
tenha um ambiente com condi¢Ges controladas, pois este é um
pardmetro que pode influenciar na formacdo e morfologia das
nanofibras (MEDEIROS et al., 2009). Em ambiente com elevada
umidade, é observada a formacdo de uma pele com contornos bem
definidos ao redor do jato eletrofiado, enquanto que em uma situacdo
oposta, uma fina estrutura permite uma evaporacgao rapida do solvente
(COLLINS et al., 2012).
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2.4. Sistema de liberacdo controlada (SLC)

A busca por novos sistemas de liberagdo controlada de
farmacos tem sido muito relevante no sentido de estabelecer alternativas
terapéuticas mais eficientes que possibilitem administrar os farmacos
com mais segurancga e com efeitos colaterais minimizados (STULZER et
al., 2008). Existem diversos sistemas de liberacdo de farmacos, os quais
possuem diferentes expressdes para defini-los: liberacdo retardada,
repetida, controlada, sustentada, entre outras. Esse leque de
denominacdes deve-se ao fato de surgirem classificacfes ligadas tanto a
acao farmacologica propriamente dita como ao processo tecnoldgico de
obtencdo dos medicamentos (XIAOLING & BHASKARA, 2006).
Dentre os termos citados, o mais adequado, segundo a maioria dos
autores, é liberacdo controlada, por ser mais geral. Ele engloba todos os
outros termos sem, no entanto, diferenciar exatamente o tipo de controle
existente e de que maneira este é alcancado (LORDI, 2001). Em
sistemas convencionais o farmaco é liberado causando uma elevagdo
momentanea deste no organismo, caindo drasticamente ap6s um
pequeno intervalo de tempo. Além disso, sdo utilizadas altas
concentracBes, ja que apenas uma parte ira alcancar o alvo desejado.
Desta forma, a liberagdo controlada tem sido tratada como uma forma
mais eficiente, segura e confiavel de terapia (CAMPQOS, 2009).

A liberagdo controlada de um farmaco é prolongada, e requer
administragdes menos frequentes do medicamento em relacdo as formas
convencionais, cuja concentracdo apresenta um aumento na corrente
sanguinea, atingindo um pico maximo e declinando posteriormente
(Figura 8). Todo farmaco possui uma faixa de acdo terapéutica, acima
da qual se torna toxico, e abaixo ineficaz. Sendo assim, os niveis
plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas. Este fato se
torna mais critico se a dose efetiva estiver mais préxima a dosagem
toxica (LYRA, 2007).
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Figura 8. Concentragéo do farmaco no sitio terapéutico apds a sua liberagdo em
a) controlada b) convencional.
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Fonte: LYRA, 2007.

Segundo Lyra (2007), destacam-se algumas vantagens do

sistema de liberacdo controlada (SLC) sobre os métodos convencionais,
tais como:

e diminuigdo da toxidade e maior tempo de permanéncia da droga
na circulacdo sanguinea;

e diminuigdo dos efeitos colaterais devido ao maior nivel de
precisdo e localizacdo do farmaco no organismo;

e liberacdo progressiva e controlada do farmaco, a partir da
degradagdo da matriz, aumentando assim a eficacia terapéutica;

e administracdo segura com auséncia de reacfes inflamatdrias
locais e um menor nimero de doses;

e substancias hidrofilicas e lipofilicas podem ser incorporadas.

Os SLCs classificam-se de acordo com o0 mecanismo que controla a

liberacdo do agente terapéutico como é mostrado na Tabela 1Tabela 1. A
escolha de um sistema para uma aplicagdo particular depende de alguns
fatores, incluindo o custo, a natureza do agente ativo, o nivel de carga
requerida para o dispositivo, o ambiente de uso, o nivel de
biodegradabilidade necessaria e ainda a velocidade de liberacédo
especifica requerida para uma determinada aplicagdo (FUNG et al.,
1997).
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Tabela 1. Sistemas e mecanismos que controlam a liberagéo de farmacos.

Mecanismo de controle da

Tipo de sistema liberagéo

Difusédo através de membrana ou

Sistema reservatorio .
Controlado por filme poroso
difusdo ) o ) ) o
Sistema matricial Difusdo da matriz polimérica
Transporte osmético de agua
Sistema osmotico através de membranas
Controlado por semipermeaveis
enetracao de agua . ~ , .
P & 9 Sistemas por Penetracdo de agua no polimero
intumescimento no estado vitreo

Qualquer eroséo do polimero
Sistema monolitico puro (erosdo de superficie) ou

combinac&o de erosdo e difusdo.
Controlado

quimicamente Combinacéo de hidrdlise de

grupos pendentes e difusdo de
polimeros volumosos

Sistema de cadeia
pendente

Aplicacdo externa de campo
magnético ou dispositivo de
ultrassom

Magnético ou
ultrassom
Sistemas regulados Uso de dessorcao (liberacdo do
Quimico agente ativo) competitiva ou
reagdes enzimaticas.

Fonte: adaptado de CERCENA (2008).

Pode-se destacar trés principais mecanismos onde o agente
ativo pode ser libertado em um sistema polimérico: difusdo, eroséo e
intumescimento. A difusdo ocorre preferencialmente entre as regides
amorfas da matriz polimérica, onde as cadeias estdo mais desordenadas
e 0 volume livre entre as cadeias € maior. A Figura 9 apresenta
diferentes formas controladas de liberacdo de farmaco. Na Figura 9a
esta representado o sistema reservatorio onde observa-se que a liberacéo
se da pela dissolucéo e posterior difusdo do farmaco através da parede
polimérica. Na Figura 9b tem-se um sistema matricial, em que a
liberacdo é controlada por difusdo e tem como vantagens a simplicidade
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na producdo e maior seguranca em relagcdo ao sistema reservatorio. A
Figura 9c mostra uma liberacdo controlada por erosdo. Nesse caso, 0
polimero pode sofrer degradacdo como, por exemplo, quando ocorre
hidrélise promovida por enzimas, permitindo a entrada do solvente e
posterior liberacdo do farmaco. A Figura 9d ilustra a liberagdo
controlada por intumescimento, onde o solvente (dgua ou fluido
bioldgico) entra em contato com o sistema polimérico, resultando na
relaxacdo das cadeias poliméricas com expansdo do volume, permitindo
a difusdo do farmaco inicialmente incorporado (FUNG et al., 1997;
CERCENA, 2008).

Figura 9. Mecanismos de liberacdo do farmaco: (a) difusdo a partir de um
sistema reservatorio; (b) difusdo a partir de um sistema matricial; (c) difusdo
controlada por erosdo da matriz polimérica; (d) intumescimento da matriz
polimérica.

Tempo 0 Tempot Tempo 0 Tempo t

Fonte: CERCENA, 2008.
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2.5. Sistemas terapéuticos transdérmicos (STT’s)

Os STT’s promovem a passagem de quantidades terapéuticas de
farmaco através da pele com objetivo de atingir a corrente sanguinea e
exercer efeitos sistémicos. O primeiro STT comercializado baseava-se
na liberacdo de escopolamina em periodo de 72 h, com profilaxia ou
tratamento de contracdo induzida por nduseas, com nome comercial
Transderm-Scop® da Ciba (ANSEL, 2005). Outros sistemas de liberacéo
transdérmica foram bem comercializados, tais como: Deponit®,
Nitrodisc®, Nitro-Dur® e Transderm-Nitro®, utilizando a nitroglicerina
como farmaco para o tratamento diario de angina pectoris. Ainda, €
conhecido o sistema transdérmico de liberacdo de clonidina (Catapress-
TTS), para tratamento da hipertensdo (CHIEN, 1987; ANSEL et al.,
2005; BARRY, 2005; HAFEEZ et al., 2013).

Dentre as vantagens dos sistemas de liberacdo transdérmicos,
pode-se destacar as seguintes (ANSEL et al., 2005):

e evitam os problemas relacionados a absorcdo gastrointestinal,
como pH, atividade enzimatica e interagdo do fdrmaco com
alimentos, bebidas ou outros farmacos administrados
oralmente;

e substituem a administracdo oral quando essa é inadequada,
como nos casos de vomitos e diarreia;

e sdo eficazes em menores doses diérias totais gragas a continua
permeacdo do farmaco e por ndo sofrerem o efeito de primeira
passagem pelo figado;

e oferecem minimos riscos de superdosagem ou subdosagem
como resultado da liberacdo prolongada e pré-programada a
taxa terapéutica desejada;

e 0 uso do medicamente pode ser interrompido de modo rapido
por meio da remocdo do sistema aplicado sobre a superficie da
pele.

No entanto, a via transdérmica de absorcdo de farmacos ndao pode
ser utilizada por muitas substancias devido aos limites naturais a entrada
do farmaco impostos pela permeabilidade seletiva da pele. Por isso é
necessario que se conhega a cinética de permeacdo transdérmica
(HAFEEZ et al., 2013).
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2.6. Cinética de liberagdo de farmacos

Existem vérias formas farmacéuticas de liberagdo controlada a
partir de polimeros. Em func¢éo disso, foram desenvolvidas expressdes
matematicas para descrever o perfil de liberacdio de um farmaco
(mecanismo de liberacdo) em fungdo da sua forma fisica (cilindro,
esfera, gel, etc.) do sistema de liberacdo (EVANGELISTA, 1998;
VEIGA, 1988; Rodrigues, 2005).

O modelo de Higuchi é um do mais utilizados pois ele assume
gue o0 agente ativo € liberado a partir de uma matriz homogénea, tendo
um coeficiente de difusdo constante (HIGUCHI, 1961; ANDREANI,
2008). Higuchi (1961) propde inumeras expressdes para descrever o
fendmeno de dissolucdo a partir de matrizes planares heterogéneas,
assumindo que estas ndo sdo revestidas e ndo sofrem alteragdes
estruturais significativas na presenca de agua. A Equacdo 1 corresponde
ao modelo de Higuchi mais difundido na literatura.

fe = Ky t®s @

onde f; e Ky sdo respectivamente, a quantidade de farmaco dissolvido no
tempo t e a constante de dissolucdo de Higuchi. A equacdo descreve a
liberacdo como sendo um processo de difusdo que, baseado na primeira
lei de Fick, depende da raiz quadrada do tempo.

O segundo modelo utilizado foi o de primeira ordem. Neste
modelo, a velocidade de dissolugdo das particulas s6lidas em meio
liquido depende da relacdo de quantidade de farmaco dissolvida e da
guantidade restante na matriz. Assim pode ser descrita através da
equacao de Noyes-Whitney, mostrada na Equacéo (2):

dc/dt = K(C; — C) 2

onde:

C é a concentracdo do soluto no tempo t;

C, é a solubilidade de equilibrio;

K é a constante de proporcionalidade de primeira ordem.

Considerando a forma farmacéutica como tendo area constante
(condigdo sink), algumas alteracGes foram realizadas nessa equacao,
sendo descrita como:



45
logQ, = (logQ, + K;t)/2,303 3

onde:

Q1 é a quantidade de farmaco liberado no tempo t;
Qo é a quantidade inicial de farmaco em solucéo;
K constante de primeira ordem.

Assim, pode-se obter um grafico linear do logaritmo decimal de
guantidade de farmaco liberado em fungdo do tempo, tendo como
coeficiente angular K/2,303 e coeficiente linear logQ, (ORTEGA,;
AGNES, 2003). Algumas formas farmacéuticas que seguem este perfil
sdo matrizes porosas que contém farmaco hidrofilico.

O terceiro modelo abordado neste trabalho é o de ordem zero.
Neste, a dissolucdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas que
ndo sofrem desintegracdo ocorre de forma lenta e aplica-se a liberagéo
controlada. Assim sendo, é possivel representar graficamente a fracdo de
farmaco que € dissolvida em funcéo do tempo. Sempre que o resultado
for linear, trata-se de uma cinética de ordem zero. Formas farmacéuticas
gue seguem este tipo de perfil liberam a mesma quantidade de farmaco
por unidade de tempo, ficando independente da quantidade restante na
formulagdo. Este representa 0 modelo ideal com destino a uma acdo
farmacoldgica prolongada. Essas podem ser expressas conforme a
Equacéo (4):

Q1 = Qo — Kot (4)

onde:

Q1 é a quantidade de farmaco dissolvida no tempo t;
Qo € quantidade inicial de farmaco em solucéo;

Ky é a constante de liberacdo de ordem zero.

A forma gréfica da equacgdo acima resulta em uma reta onde o
coeficiente angular corresponde a Ko Encontra-se esta relagdo em
diversas formas farmacéuticas, tendo como exemplo, as matrizes
transdérmicas de liberacdo prolongada (VARELAS, 1995; ORTEGA,;
AGNES, 2003).



46

2.7. Cloridrato de propranolol

As caracteristicas fisico-quimicas de um farmaco séo
importantes, pois estas exercem influéncia sobre seus efeitos
farmacoldgicos e pardmetros farmacocinéticos. Isto tendo em vista que é
possivel prever a velocidade de absorcdo e eliminagdo, o tempo para
atingir a concentracdo plasmatica maxima, a biodisponibilidade e o
tempo de permanéncia no organismo, dentre outros fatores, por meio da
comparagdo de caracteristicas fisico-quimicas entre farmacos novos e
farmacos andlogos que apresentam dados farmacocinéticos e
farmacoldgicos conhecidos (LITVIN et al., 2004).

Quimicamente o cloridrato de propranolol é um betabloqueador,
cuja formula é CygH,;NO,-HCL, denominada (1-isopropilamino-3-(1-
naftiloxi)-2-propanol). Sua estrutura quimica estd representada na
Figura 10. O farmaco, na forma de matéria-prima, é encontrado como
um p6 branco ou quase branco, cristalino, inodoro, com sabor amargo,
ndo higroscopico, estdvel ao calor e instavel & luz (Farmacopeia
Brasileira, 2010). Apresenta massa molar de 295,80 g-mol™, pKa igual a
9,60, possui comportamento caracteristico de uma base fraca, sendo
solivel em agua e etanol, pouco soltvel em cloroférmio e insollvel em
éter etilico. A faixa de fusdo descrita estd entre 163 — 166 °C
(PROIKAKIS; TARANTILI; ANDREOPOULOS, 2006). Além disso, é
um férmaco pertencente ao Grupo | do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica, tendo alta solubilidade e alta permeabilidade.

Figura 10. Estrutura quimica do cloridrato de propranolol
CH,

o/\/\NH CH,

OH

OO h

Fonte: Autor (2018).

O cloridrato de propranolol é altamente lipofilico e sofre
absorcdo quase completa ap6s administracdo oral. Contudo, a maior
parte do farmaco administrado é metabolizada pelo figado durante sua
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primeira passagem pela circulagdo. Com isso, apenas cerca de 25% do
farmaco atinge a circulagcdo sisttmica (HOFFMAN; LEFKOWITZ,
1996).

Tem grande volume de distribuicdo (4 litros-kg™) e penetra
facilmente no sistema nervoso central (SNC). Seus mecanismos de acéo
ndo estdo bem esclarecidos, envolvendo diminuicdo do débito cardiaco
(acdo inicial), bloqueio do estimulo da secrecdo de renina do aparelho
justaglomerular, readaptacdo dos barorreceptores e diminuicdo das
catecolaminas nas sinapses nervosas. Sua meia vida é de 3a5heo
tempo até que seu efeito maximo seja atingido é de 1 h. Cerca de 90%
do cloridrato de propranolol esta ligado as proteinas plasmaticas. E
extensamente metabolizado, e grande parte dos metabolitos aparece na
urina. O 4-hidroxipropranolol possui atividade antagonista [-
adrenérgica, € um produto do metabolismo hepatico (HOFFMAN;
LEFKOWITZ, 1996).

Entre as principais desvantagens na utilizagdo do propranolol
por via oral nas formas farmacéuticas convencionais sdo os efeitos
adversos, resultantes da acao dos B -bloqueadores que podem causar
bradicardia, depressdo cardiaca, broncoconstricdo, hipoglicemia
(originada pela liberacdo de glicose em resposta & adrenalina), fadiga
(resultante da reducdo do débito cardiaco) e extremidades frias
provenientes da perda da vasodilatagdo mediada pelos receptores beta
(Rang et al., 2007).

Portanto, uma maneira de minimizar esses efeitos indesejados
seria a liberacdo do farmaco de forma controlada, pois o mesmo
permaneceria por um maior tempo na faixa terapéutica, evitando a
concentracao sub-terapéutica e a superdosagem (Alves, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

Para realizacéo deste trabalho, utilizou-se como matéria prima:
e gelatina do tipo A, extraida de pele de porco com Bloom 280,
fornecida pela fabrica Gelnex (lta-Santa Catarina — Brasil);
e 4cido acético glacial (C,H40,, 99,5% - P.A., Lafan);
cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropril)-
N’etilcarbodiimida — EDC — Sigma Aldrich;
n-hidroxisuccinimida — NHS — Sigma Aldrich;
ninidrina (CgHgO4, 99% - Vetec);
etanol (C,H¢O, 99,5% - P.A., Synth);
farmaco cloridrato de propranolol (CigH2NO»HCL) NR
184011 — Vita Esséncia;
e 4gua destilada como solvente;

3.2 METODOS

3.2.1 Preparo das solucdes

3.2.1.1. Solucéo de gelatina

A solugdo de gelatina foi preparada com uma concentracdo de
18% (m/v) tendo &cido acético 89,6% (v/v) como solvente. Para tanto
pesou-se 0,5400 g de gelatina em balanca analitica, Shimadzu AUY220,
e adicionada em 3,0 mL de solvente (2,7 mL de HAc e 0,3 mL de agua
destilada). A mistura foi agitada suavemente em agitador magnético
(MS equipamentos, TLK 48) a 40 °C por 30 min e depois procedeu-se a
agitacdo a temperatura ambiente por 60 min para completa solubilizacdo
(NIEHUES, 2015). Na Figura 11 tem-se uma imagem da solucdo de
GEL280 a 18% (m/v) em &cido acético 89,6% (v/v).
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Figura 11. Solugdo de gelatina a 18% (m/v) em acido acético 89,6% (v/v).

Fonte: Autor (2018).

3.2.1.2. Solug&o de gelatina com farmaco

A solucdo de gelatina com farmaco foi preparada com uma
concentracdo de 18% (m/v) tendo &cido acético 89,6% (v/v) como
solvente. Para tanto pesou-se 0,5400 g de gelatina em balanca analitica,
Shimadzu AUY220, e adicionada em 3,0 mL de solvente (2,7 mL de
HAc e 0,3 mL de agua destilada). A mistura foi agitada suavemente em
agitador magnético (MS equipamentos, TLK 48) a 40 °C por 30 min e
depois acrescentou-se 10 mg do farmaco cloridrato de propranolol e
procedeu-se a agitacdo a temperatura ambiente por 60 min para
completa solubilizacéo.

3.2.2. Viscosidade

Os testes de viscosidade foram realizados em um viscosimetro
rotacional com configuracdo de cilindros concéntricos (Thermo Haake
DC 10, (modelo VT 550) com aumento da taxa de cisalhamento de 1 a
600 s™. As medidas foram realizadas em duplicata e & temperatura de
25,0+0,1°C.

As analises foram realizadas no laboratério CERMAT do
Departamento de Engenharia Mecénica da UFSC.
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3.2.3. Eletrofiacdo

A metodologia utilizada foi adaptada a partir da otimizacéo
realizada por (NIEHUES, 2015). As solugdes preparadas foram
transferidas para uma seringa de vidro com capacidade para 3 mL
equipada com uma agulha de diametro interno de 0,723 mm. O volume
eletrofiado foi de 2 mL com vazdo de 0,5 mL/h, controlado por uma
bomba de infusdo (New Era Pump Systems NE-300), a uma temperatura
de 24,0 £ 0,5 °C e umidade relativa de 55,0 + 2,0%. O potencial elétrico
aplicado foi de 17,0 + 0,5 kV e a distancia entre a ponta da agulha e o
coletor aterrado (folha de aluminio, 6,0 x 6,0 cm?) foi de 17 cm. A
Figura 12 apresenta o0 esquema do sistema de eletrofiacdo, com as
condicdes aplicadas no experimento. As membranas obtidas foram
armazenadas em dessecador para testes posteriores.

Figura 12. Sistema de eletrofiacdo com as condi¢es utilizadas no experimento.

17 em

Volume: 2 mL

Coletor
estatico

) ¢ Tensdo: 17,0= 0.5 kV

Fonte: Niehues (2015).

3.2.4. Reticulagdo por EDC

A reticulacdo foi realizada a partir da adaptacdo dos métodos
utilizados por Lai e Li (2011) e Chou e colaboradores (2017). As
membranas de gelatina foram reticuladas por imersdo em uma mistura
de solventes binarios (etanol/agua), com teor de etanol de 90%, variando
a concentragdo de EDC (0,1 mmol, 0,5 mmol e Immol). O composto N-
hidroxisuccinimida (NHS) foi adicionado na razdo molar (5:1)
relativamente aos mols de EDC. As amostras foram deixadas a reticular
por 24 h a temperatura de 25 °C. Em seguida as amostras foram
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cuidadosamente lavadas com agua Milli-Q para a retirada do subproduto
formado pelo EDC e ureia, e a seguir foram secas em estufa a vacuo a
temperatura ambiente por 24h.

3.2.5. Grau de Reticulacéo

O grau de reticulacdo foi determinado por ensaios com
ninidrina (2-dihidroxi-1,3-indanodiona) (DASH; FOSTON;
RAGAUSKAS, 2013). Em um tubo Eppendorf foram adicionados 5 mg
de membranas de gelatina eletrofiadas e 1,0 mL de solugéo de ninidrina
1,5 % (m/v) em etanol, seguido de aquecimento da mistura por 25 min a
80 °C. Apos resfriar & temperatura ambiente, realizou-se diluicdo da
amostra com agua na proporcdo 1:9 e a absorbancia éptica (A) foi
medida usando espectrofotdmetro UV/VIS (Bel Spectro S05), a 570 nm,
contra uma solugdo em branco, sem membrana, que passou pelo mesmo
procedimento das membranas reticuladas. O grau de reticulagcdo (GR)
foi calculado pela Equagéo (5):

GR(%) = { 1— ( Amembana reticulada ) X 100} (5)

Amembrana nio reticulada

3.2.6. Solubilidade em agua

O teste de solubilidade (S) em agua foi realizado a partir da
adaptacdo da metodologia utilizada por Martucci, Accareddu e
Ruseckaite (2012) com modificacdes quanto ao periodo em que as
membranas MF permaneceram submersas e a temperatura da agua. A
membrana de gelatina pura (2,0 x 2,0 cm?), além daquelas reticuladas
por EDC em concentrac@es diferentes, foram secas em estufa a 105 °C
por 24 h. Em seguida, as amostras foram pesadas para determinacéo da
massa inicial (m;) e submersas em 30 mL de &gua destilada (pH ~ 6,4)
sob agitagcdo suave. A amostra de gelatina pura permaneceu submersa
por 24 h & temperatura de 25 °C, enquanto as reticuladas permaneceram
por 96 h na temperatura de 37 °C. Apos este periodo, as amostras foram
secas novamente a 105 °C e pesadas para determinacdo da massa final
(my¢). Os experimentos foram realizados em duplicata e a solubilidade foi
calculada pela Equacéo (6):
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s={1- (’r"n—f)xwo} (6)

3.2.7. Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica das membranas foi realizada
utilizando o equipamento DTG-60 (Shimadzu). As amostras foram
condicionadas em dessecador a 45% de umidade relativa, a qual foi
mantida com silica gel durante 7 dias antes dos testes. Em seguida,
foram aquecidas sob atmosfera de gas nitrogénio em cadinho de platina
de 30 a 700 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

3.2.8. Analise de calorimetria diferencial de varredura

A propriedade térmica da membrana de gelatina foi estudada
usando um calorimetro diferencial de varredura DSC, modelo Jade-DSC
(Perkin Elmer). A partir da adaptacdo da metodologia utilizada por Ma e
colaboradores (2010), foram pesados 5 mg da amostra e selados em
cadinho de aluminio. As condicfes experimentais estabelecidas foram:
temperatura inicial de 20 °C a 110 °C, sob taxa de aquecimento de 5
°C.min™, tendo como referéncia um cadinho de aluminio vazio.

3.2.9. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro do cloridrato de propranolol foi obtido com o
equipamento IRPrestige-21 da Shimadzu. Os ensaios de FTIR foram
realizados com niimero de onda de 4000 a 750 cm™ com resolugio de 4
cm™ e pela acumulacéo de 32 escaneamentos. As amostras em p6 foram
preparadas na forma de pastilhas de brometo de potassio (KBr) na
propor¢do 1:100. As medidas de ATR (Refletdncia Total Atenuada)
foram feitas em um espectrofotémetro FTIR, Agilent modelo Cary 600.
Cada espectro foi adquirido em célula de cristal Zn/Se por acimulo de
30 varreduras com resolucéo de 4 cm™ e intervalo de niimero de onda de
4000 a 650 cm™.

3.2.10. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O equipamento utilizado foi o microscopio eletrbnico de
varredura Sem-Hitachi TM3030. As amostras foram previamente
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preparadas através de recobrimento com ouro, e entdo suas superficies
analisadas a 10 kV.

3.2.11. Propriedades Mecénicas

As amostras submetidas ao ensaio de tracdo foram preparadas
de acordo com a metodologia adotada por Niehues (2015). Os testes
foram realizados em triplicata, nos quais foram avaliadas as seguintes
propriedades: tensdo maxima (o), alongamento maximo de ruptura (g) e
maodulo de Young (Eo).

Os testes de tracdo foram realizados utilizando um texturémetro
(TA. HD. Plus, Stable Micro Systems) com célula de carga de 500 N,
velocidade de deslocamento de 10 mm-min™, distancia inicial entre as
garras de 30 mm e temperatura de 23 °C. As espessuras, foram
determinadas com um micrémetro digital (Digimess, IP54) com base em
10 medidas randémicas para cada membrana.

3.2.12. Mecanismo de liberacéo do farmaco

A cinética de liberacdo do cloridrato de propranolol das
membranas confeccionadas foi estudada “in vitro”. Nesta etapa, as
membranas foram cortadas em tamanhos (5,0 x 5,0 cm?) e cada parte foi
colocada em um recipiente contendo 30 mL de solucdo tampéo fosfato
de sodio pH 7,4 e mantida em estufa a 37 °C de modo a simular as
condicdes corporais. Foram retiradas aliquotas de 3 mL do meio e
substituidos por 3 mL de tampdo fresco em intervalos de tempos pré-
determinados. A quantidade de cloridrato de propranolol presente no
meio foi analisada usando espectrofotdmetro UV (modelo Q898U2M5 -
QUIMIS) operando a 290 nm. A porcentagem de farmaco liberado em
fungdo do tempo foi calculada usando a seguinte equagéo (7):

Ce
Crotal

Liberagao (%) = (=-=) x 100 @)

3.2.13. Cinética de liberacéo do farmaco

Os resultados obtidos a partir dos histdricos de liberacdo do
cloridrato de propranolol dos filmes de gelatina reticulado foram
submetidos a testes de modelo cinético com o objetivo de identificar o
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mecanismo de liberacdo e a cinética correspondente. Os modelos
testados foram (Tabela 2): de primeira ordem, ordem zero e de Higuchi.
A velocidade de dissolugéo (k), obtida pelo valor do coeficiente angular,
foi determinada matematicamente a partir da equacdo da reta de
regressdo que melhor definiu os perfis de liberacéo.

Tabela 2. Modelos cinéticos usados no estudo do perfil de liberagéo do filme de

gelatina reticulado.

Modelo Equacéo Natureza do mecanismo
logQ, = (logQ, + K,t)/2,303 | Liberacao dependente da
Primeira ordem concentragdo do ativo
Ki: constante de ordem 1 dissolvido
Q. = Q, — Kyt Liberagdo independente
Ordem Zero da concentracéo do ativo
Ko: constante de ordem 0 dissolvido
— 0,5
. . fe= Kyt Liberacéo controlada por
Higuchi difuso
Ky: constante de Higuchi

Fonte: adaptado de RODRIGUES (2005).

3.2.14. Analise estatistica

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas
utilizando o software Statistica 10, e aplicando o teste de Tukey com
nivel de significancia a. = 0,05.






57
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Viscosidade

A viscosidade de uma solucao polimérica é um parametro muito
importante a ser considerado no processo de eletrofiacdo, pois este
pardmetro pode apontar informagdes sobre a habilidade de eletrofiagdo
(RAMAKRISHNA et al., 2005; RATANAVARAPORN et al., 2010). A
medida de viscosidade obtida para gelatina pura foi de 321,5 £ 12,7
mPa.s similares a valores relatados na literatura (NIEHUES, 2015),
cujos valores observados foram de 324 + 13 mPa.s. Isto foi possivel
devido ao uso, neste trabalho, de condigdes semelhantes as da literatura,
obtendo assim excelente capacidade de eletrofiacdo. Observou-se,
porém, um aumento da viscosidade com a adicdo do cloridrato de
propranolol a solucdo de gelatina, resultando em uma medida de
viscosidade de 354,0 £ 16,7 mPa.s. Entretanto, ao permanecer utilizando
0s mesmos parametros verificou-se que a habilidade de eletrofiacéo, ndo
foi alterada (Figura 13).

Figura 13. Curva de viscosidade para solucdo de gelatina pura e gelatina com
propranolol.

450

W Sol Gel Pura
B Sol Gel + Farmaco

400

S —S

300

Viscosidade (mPa.s)

250

200 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Taxa de Cisalhamento (s™)

Fonte: Autor (2018).

Analisando-se a Figura 13 observa-se que a solucdo de gelatina
pura e a que conttm o farmaco na curva crescente apresentam
comportamento pseudoplastico, que € evidenciado pelo decréscimo na
viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento. Esse
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efeito pode ser explicado através das forgas de van der Waals, por meio
das quais os pequenos aglomerados originados sao desfeitos pela tensdo
de cisalhamento aplicada. Assim valores altos de cisalhamento, levam as
particulas a se orientarem numa mesma dire¢do, 0 que contribui para o
decréscimo da viscosidade (HAINES, 1995). Porém, para a curva
decrescente, é observado outro tipo de comportamento. Tanto para
solucdo de gelatina pura quanto a que contém o farmaco. Esta
apresentou comportamento dilatante, caracterizado pelo aumento da
viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento.

Figura 14. Curva de fluxo das solugdes de gelatina pura e gelatina com
propranolol.

W Gelatina Pura
B Gelatina + farmaco

400

300

Tens&o de cisalhamento (Pa)
N
8
!

100 i

T T T T T
200 300 400 500 600 70

Taxa de cisalhamento (s™)

Fonte: Autor (2018).

Como visto, as duas solucbes possuem dois momentos distintos.
Porém através da Figura 14 verifica-se que as solucbes apresentam
comportamento tixotrdpico, o que é esperado para fluidos com
consisténcia de gel, onde a viscosidade aparente diminui em funcdo do
tempo durante a taxa de cisalhamento. O modelo de Ostwald-de-Waele
ou Lei da Poténcia Equagéo (8) foi o melhor adaptado para os resultados
encontrados.

=k ()" (8)

Os pardmetros de ajuste, indice de consisténcia (k) e indice de
comportamento do fluido (n), s&o mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parmetros reoldgicos das solucBes de gelatina e gelatina com

propranolol.
Taxa de cisalhamento ida Taxa de cisalhamento volta
Amostra
n  K(Pas" R n K (Pas” R’
GeP 0,94 0,45 0,99 1,01 0,32 0,99
GeF 0,97 0,44 0,99 1,03 0,3 0,99

GeP Gelatina Pura; GeF Gelatina com Farmaco

Fonte: Autor (2018).

O indice de consisténcia (k) indica o nivel de resisténcia do
fluido ao fluir, e quanto maior for diferenca entre seus valores na taxa de
cisalhamento entre a ida e a volta, maior é a histerese.

4.2. FTIR- ATR

A Figura 15 mostra o espectro obtido para a gelatina pura, onde
sdo observados os picos caracteristicos desse material, que também
foram pronunciados nas demais amostras analisadas.
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Figura 15. Espectros de FTIR-ATR das membranas de gelatina pura e

membranas reticuladas com EDC/NHS em diferentes concentra¢des (0,1 mM,
0,5 mM, 1 mM).
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Fonte: Autor (2018).

A Tabela mostra as principais deformacfes correspondentes a
cada ligacéo e os principais picos de amida evidenciados na Figura 15.
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Tabela 4. Grupos funcionais referentes a estrutura de gelatina.

Regido Grupo Funcional NGmero de onda (cm™)
i NH
Amida A 3300
OH
] NH 3078
Amida B
CH2 2944
. Cc=0
Amida | 1633
NH
NH
C-N 1532
i Cc-C
Amida Il
1448
CH2
1334
COO0 1410
CN
1240
NH
Amida Il
1080
CO
1030

Fonte: Hoque et al. (2011) e Staroszczyk et al. (2012).

Observa-se pelos espectros que as amostras analisadas revelam
bandas de absorcdo caracteristicos de gelatina, e essas diferencas na
intensidade de cada pico sdo conhecidas por estarem associadas as
variagdes na sua estrutura quimica.

Os principais picos de absorcao estdo situados nas regides das
bandas de amidas: amida A em 3290 ~3306 cm™, devido a vibragdes de
alongamento O-H assimétricas e simétricas de moléculas de &gua e
vibragdes de estiramento N-H de amidas, amida B em 3062 ~3065 cm™,
estiramento assimétrico de CH, em aproximadamente 2935 cm?
estiramento simétrico 2874 cm™, amida | em 1660 cm™, deformacédo
angular assimétrica da ligacdo N-H, amida 1l em 1535 cm™ a
deformaco angular simétrica da ligacdo N-H e amida 111 em 1240 cm™,
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estiramento assimétrico da ligagdo C=0 (DHANDAYUTHAPANI;
KRISHNAN; SETHURAMAN, 2010; LA&Li 2011; ZHA et al., 2012).

As amostras de gelatina reticuladas onde variou-se a
concentracdo de EDC/NHS apresentaram um aumento na intensidade de
amida Il (alongamento N-H), sugerindo a formacéo de novas ligacdes
cruzadas dentro da tripla hélice de gelatina. Neste estudo, os espectros
observados antes e depois da reticulacdo de carbodiimida foram tipicos
dos observados para proteinas, porque a gelatina é essencialmente
coldgeno desnaturado (MUYONGA et al., 2004). Ainda pode se
destacar um padrdo similar nos espectros observados, o que indica que
ndo houve mudancas importantes nos grupos funcionais de biomateriais
devido a interacdo entre gelatina e EDC.

Na Figura 16 e 17 mostra-se um comparativo do espectro de
FTIR do farmaco cloridrato de propranolol (referéncia) e o outro onde é
observada a interacdo do fa&rmaco na membrana de gelatina reticulada.

Figura 16. Espectro de infravermelho do cloridrato de propranolol.
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Fonte: Autor (2018).
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Figura 17. Espectro de infravermelho do filme de gelatina reticulado com
propranolol incorporado.
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Fonte: Autor (2018).

A Figura 16 apresenta um espectro caracteristico de
infravermelho para o cloridrato de propranolol. Podem ser observadas
algumas informacdes da estrutura do propranolol. Por exemplo, acima
de 3000 cm™ tem-se o estiramento O-H e N-H. Entre 3000 a 3100 cm™
observa-se o estiramento C-H dos arométicos e proximo de 1500 cm™
tem-se informacdes sobre a ligacdo C-H (SILVERSTEIN et al., 2000).

O cloridrato de propranolol apresenta alguns grupos funcionais
presentes em sua estrutura como amida secundaria, éter, alcool
secundario, naftaleno, entre outros. Na Figura 17 destacam-se alguns
picos que apresentaram maiores intensidades, demonstrando a intera¢do
do polimero com o farmaco. Em 3289 cm™ ocorre a vibracdo de
estiramento O-H e em 2968 cm™ tem-se o estiramento dos aromaticos.
A vibrac&o que ocorre em 1638 cm™ é atribuida & deformacdo angular
simétrica no plano N-H. Em 1398 cm™ ocorre deformag&o angular de C-
H e as aminas alifaticas secundarias apresentam bandas de absorcdo da
ligacdo C-N nio conjugada em 1235 cm™ e 1028 cm™.
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4.3. Propriedades térmicas

As curvas de TGA da membrana de gelatina pura e daguelas
onde houve varia¢do na concentragdo de EDC/NHS séo mostradas na
Figura 18. Pode-se observar as etapas de degradacdo caracteristicas das
membranas estudadas, o que confere também uma ideia da estabilidade
térmica do material.

Figura 18. Analise termogravimétrica das membranas de gelatina pura e obtidas
na reticulacéo variando-se a concentragdo de EDC/NHS.
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Fonte: Autor (2018).

Analisando-se as curvas apresentadas na Figura 16, observa-se
uma pequena perda de massa (cerca de 4%) no intervalo de temperatura
entre 50 a 110 °C. Esta etapa esta relacionada com a perda de agua livre
adsorvida em filmes, também chamada ‘“umidade residual”
(NAGARAJAN et al.,, 2013). Para a gelatina pura observa-se um
segundo estagio de perda de massa que inicia em 220 °C, o qual muda
de comportamento em 370 °C, a partir do qual a degradacdo se torna
mais lenta. Segundo Barreto et al. (2003), o segundo estagio de perda de
massa caracteriza-se pela degradacdo da proteina, onde ocorre uma
reducdo aproximada de 45%. Para as membranas com diferentes
concentracdes de reticulantes (EDC/NHS) observou-se que a membrana
reticulada na concentragdo de 0,1 mM apresentou caracteristicas
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similares ao do filme de gelatina pura. Com 0 aumento na concentracao
de reticulantes, observa-se uma reducdo da temperatura de degradacéo,
sendo que para a membrana com concentracdo de 0,5 mM sé&o
encontrados valores em torno de 182 °C, e de 170 °C para a membrana
com concentragdo de 1 mM, caracterizando uma diminuicdo na
estabilidade térmica ao aumentar as concentragdes de reticulantes.

A Figura 19 mostra os resultados realizados pela anélise de
DSC, onde é possivel notar algumas alteragdes ocorridas em virtude da
reticulagdo.

Figura 19. Analise de DSC das membranas de gelatina pura e aquelas obtidas
apds a reticulagdo com EDC/NHS em diferentes concentraces.
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Fonte: Autor (2018).

Segundo Sobral e Habitante (2001), as analises de DSC para
filmes de gelatina apresentam um comportamento classico: uma
transicdo vitrea seguida de uma transicdo da tripla hélice semelhantes as
do colageno, ou seja, fusdo. Porém, essas transi¢bes sofrem forte
influéncia de outras substancias adicionadas que, quando em maiores
guantidades, podem fazer com que a fusdo ocorra em vérias etapas;
além disso pode ocorrer a fusdo de parte das triplas hélices sobrepondo-
se a transicdo vitrea. 1sso acontece em membranas de gelatina com
atividade de agua (A,) superior a cerca de 0,300, faixa em que se
encontram as gelatinas estudadas.
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Observa-se que as membranas reticuladas apresentam picos
endotérmicos com temperaturas maiores que as obtidas pela membrana
de gelatina pura. As amostras com diferentes concentracbes do
reticulante apresentaram um aumento em suas temperaturas de
transicdo, com destaque para a membrana reticulada na concentracéo de
0,1 mM, que mostrou um ganho aproximado de 15 °C na temperatura de
transicdo vitrea, inferindo um aumento da estabilidade térmica. Valores
semelhantes foram obtidos por Chou e colaboradores (2017). Lai (2014)
constatou um aumento na densidade de matérias de colageno tratadas
com diferentes concentracdes de glutaraldeido. Esse fato pode estar
diretamente relacionado com a estabilizacdo da tripla hélice das
moléculas de gelatina que foram melhoradas pela formacéo de ligagdes
amida. Com adigdo do propranolol observou-se uma leve queda,
aproximadamente 1,5% na temperatura de transi¢do, o que sugere que 0
farmaco esteja disperso na matriz, ndo interferindo em sua estabilidade
térmica.

4.4. Morfologia

A morfologia de nanofibras estd tipicamente relacionada as
propriedades reoldgicas das solucfes de polimeros e condigdes de
processamento durante a eletrofiacdo. Pardmetros como tenséo aplicada,
vazdo, distdncia do coletor, temperatura e umidade podem ser
otimizados para que se tenha uma elaborag&o de fibras homogéneas com
didmetro menores (OKUTAN et al., 2014). Nesse trabalho foi utilizada
a otimizacdo realizada por Niehues (2015) conforme o item 3.2.1 do
presente estudo. Por meio das imagens obtidas por microscopio
eletronico de varredura (Figura 20) observa-se as nanofibras obtidas
neste trabalho e a obtida por Niehues (2015) para condicdes
semelhantes, reduzindo apenas a vazdo em 17%.
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Figura 20. Microscopia eletronica de varredura obtidas a partir da solugdo de
gelatina bloom 280, com concentragdo de 18% em &cido acético 89,6 % (v/v).

Fonte: Autor (2018) Fonte: NIEHUES (2015)

GeB 280 18% (109 + 40 nm) GeB 280 18% (351,9 + 41,2 nm)

E possivel observar, através da morfologia, as fibras obtidas
nesse trabalho assemelham-se a fibras finas e homogéneas com auséncia
de gotas e granulos. Porém, verifica-se uma diferenca no diametro das
fibras. O didmetro médio obtido neste trabalho foi de 109 + 40 nm,
resultado bem abaixo do alcangado por Niehues, (2015). Este autor usou
gelatina com mesmo bloom com vazdo maior que a deste trabalho,
obtendo um didmetro médio de 351,9 + 41,2 nm. No presente estudo, o
didmetro médio encontrado é semelhante ao de Chou e colaboradores
(2017), que alcancaram valor de 119 + 48 nm para nanofibras de
gelatina pura.

Na Figura 21 observa-se um comparativo entre as nanofibras
imersas em solucdes binarias 90% (etanol/agua) onde variou-se as
concentracbes de EDC/NHS. S&o mostradas aquelas obtidas neste
trabalho e as encontradas por Niehues (2015) ao utilizar o glutaraldeido
como reticulante.



68

Figura 21. Imagens da microscopia eletronica de varredura das membranas de
gelatina eletrofiadas: (A) reticulada com 0,1 mM de EDC/NHS, GeR 0,1, (B)
reticulada com 0,5 mM de EDC/NHS, GeR 0,5, (C) reticulada com 1 mM de
EDC/NHS, GeR 1,0, (D) reticulada em 2,5% (v/v) de GTA, GeR 2,5 GTA.

GeR 1 mM GeR 2,5% GTA
Fonte: Autor (2018) Fonte: NIEHUES (2015)

A microestrutura das nanofibras reticuladas é semelhante & fibra
sem reticulacdo. Porém, a partir das medidas realizadas pelo software
ImageJ, observou-se um leve inchago nas fibras desse polimero uma vez
gue o didmetro médio dessas membranas foi de 172 + 30 nm para a
fibras reticuladas com concentra¢do 0,1 mM, 200 + 40 nm e 218 + 40
nm para as membranas com concentragdes (0,5 e 1 mM),
respectivamente. Isso ocorre devido ao fato da mistura binaria conter
uma pequena quantidade de &gua. Liu e colaboradores (2012) utilizaram
EDC/NHS em seus estudos para reticular nanofibras de fibroina de seda,
juntamente com uma mistura bindria na proporcdo (95:5 v/v). Os
resultados obtidos demonstraram um aumento no didmetro de 611 nm
para 841 nm devido ao inchago das nanofibras. O mesmo foi observado
por Nieheus (2015) que, ao reticular membranas de gelatina com
glutaraldeido obteve um aumento no diametro das fibras. E de interesse
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ressaltar que na reticulagdo com glutaraldeido, além do aumento no
diametro, foi observado uma deformacdo nas fibras. Assim, os valores
encontrados nesse trabalho estdo semelhantes aos presentes na literatura,
em que as nanofibras de gelatina eletrofiadas sdo suscetiveis ao inchago
no processo de reticulagdo com solvente devido a presenca de agua e,
por consequéncia levando a aumentar o didmetro médio das fibras. Na
Figura 22 tem-se a micrografia da membrana reticulada com a
incorporacdo do farmaco propranolol e a analise de EDS realizada para
demonstrar a presenca de elementos contidos na estrutura do farmaco.

Figura 22. Microscopia eletrénica de varredura do filme de Gelatina
Reticulada, GeR0,1 (A), Gelatina Reticulada e com Farmaco,
GeRF0,1 (B) e anélise de EDS (C).
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Fonte: Autor (2018)

Na Figura 22B é observado a formagdo de nanofibras lisas e
homogéneas. A incorporacdo do farmaco ndo afetou a excelente
habilidade de eletrofiacdo, resultando em fibras com didmetro de 276 +
78 nm, bem similares as obtidas na Figura 22A. A Figura 22C mostra
uma analise elementar do filme de gelatina, onde pode-se destacar a
presenca de cloro (Cl) em pequenas quantidades, o que sugere a
incorporacao do propranolol no filme de gelatina.



70

4.5, Grau de Reticulacdo

O efeito de reticulagdo foi quantificado pelo grau de reticulagdo
através de ensaios com ninidrina. A partir da Equacéo (5) foram obtidos
0s resultados para o grau de reticulacdo. A Figura 23 mostra o indice de
reticulagdo das membranas de gelatinas reticuladas com diferentes
concentragGes de EDC/NHS. Como observado, houve uma redugédo de
84,9 £ 0,5% para 70,8 + 0,4%, ao variar a concentracdo de reticulante
0,1 a 1 mm, dados esses em acordo com a literatura. Aplicando o teste
de Tukey para 95% de confianca, as médias diferem entre si de forma
significativa. De acordo com Lai e Li (2009) em seus estudos, ao
variarem a concentracdo de EDC de 0,1 a 0,4 mmol, obtiveram uma
reducdo significativa de 51,9 + 3,4% para 43,1 + 2,8%. Essa reducdo
sugere que a formacdo da ligacdo amida foi inibida na presenca de uma
guantidade maior de EDC.

Figura 23. Efeito da reticulagdo das membranas de gelatina em funcdo da
concentracdo de EDC/NHS.
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4.6. Solubilidade

A solubilidade dos filmes foi analisada para avaliar a
durabilidade das membranas em agua a temperatura de 37 °C durante
96h. Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram uma diminuicdo
na solubilidade com o aumento da concentracdo de reticulante na
membrana. Observou-se que a 37 °C a membrana com concentragdo 0,1



71

mM de EDC mostrou solubilidade de 9,9 £ 0,4%, porém com 0 aumento
da concentracdo de EDC/NHS, observa-se um aumento na solubilidade
da membrana que para 0,5 mM foi de 11,6 £ 0,5% e para 1 mmol obteve
18,0 £ 0,5% de solubilidade. Isto confirma os resultados encontrados
para a diminuigdo da reticulagdo com o aumento da concentracdo de
EDC.

Tabela 5. Variagdo da massa soluvel do filme de gelatina reticulada com
diferentes concentragdes de EDC/NHS.

Concentracdo de reticulante (mmol)

0,1 0,5 1

Solubilidade

2 37 °C (%) 99+04 11,6 +05 180+0,5

Fonte: desenvolvido pelo autor (2018).

Essa capacidade de absorcdo de cada amostra esta relacionada
diretamente com o grau de reticulacdo. Isto pode ser explicado pelo fato
da reticulagdo de cadeias poliméricas criarem uma rede tridimensional
gue impede o polimero de absorver dgua indefinidamente devido as
forcas elasticas criadas por esta mesma rede, com uma diminuicdo
simultdnea da entropia do sistema, resultando em um aumento da
rigidez.

4.7. Propriedade Mecanicas

Os testes de tracdo foram realizados para avaliar as
propriedades mecénicas dos filmes de gelatina com diferentes
concentracdes de reticulantes. A Tabela 6 apresenta os valores médios
da espessura, do médulo de Young, da tensdo maxima de tracdo e da
deformacdo na ruptura das membranas e as curvas de tensdo x
deformacdo sdo ilustradas na Figura 24. Curvas de tensdo-deformagio de
membranas eletrofiadas.A concentracdo de gelatina esta relacionada com
a viscosidade da solucdo, que por sua vez esta ligada com o grau de
enovelamento das cadeias de moléculas do polimero. Para que se tenha
uma estabilidade do cone de Taylor é necessério que se tenha uma
viscosidade minima, a qual ira promover uma melhor direcdo das
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nanofibras no coletor. Os valores obtidos para espessura dos filmes
analisados foram similares aos reportados por Niehues (2015).

Tabela 6. Propriedades mecéanicas dos filmes de gelatina puro e com
concentracgdes variadas de EDC/NHS.

Concentragao e E G max €
de EDC/NHS

(Um) (Mpa) (Mpa) (%)
GeP 56,0 £ 3,2 05+£0,1 20+£04 13,3+3,3
GeRO,1 92,0+2,2 29104 85+£30 41+10
GeR0,5 96,0+2,9 21+£03 6,4+£21 3,3+£0,8
GeR1 113,0+1/4 24+£05 91+£31 59+£15
GeF 71,4+18 0,5+0,06 2,3+£0,63 7,7+£1,93
GeRFO,1 1110+£2,1 156+0,2 52+1,63 29+0,72

Fonte: desenvolvido pelo autor (2018).

O modulo de Young é um fator que caracteriza a rigidez do
material (SOTHORNVIT & KROCHTA, 2001), o que possibilita se
obter informag@es a respeito da dureza ou resisténcia que este apresenta
a deformacdo elastica. Quanto maior o mddulo de Young, maior sera
resisténcia & deformac&o e rigidez do filme; logo, a membrana apresenta
menor flexibilidade.

Para a gelatina pura 0 modulo de Young foi de 0,5 = 0,1 MPa,
semelhante aos padrfes encontrados na literatura. Porém, ao variar as
concentracBes de reticulante, observou-se um aumento significativo no
modulo de Young de GeR0,1 a GeR1, conforme mostrado na Tabela 7.
Observa-se também que a incorporacdo do propranolol na membrana
reticulada gerou modificagbes no material em estudo. Comparando-se as
membranas GeF e GeRF0,1, observou-se um aumento no moédulo de
rigidez. Isto era esperado, pois na membrana reticulado foi observado
uma retracdo devido ao uso de reticulante. Este fendbmeno também foi
observado por Niehues (2015), que ao reticular as fibras de gelatina com
glutaraldeido, observou uma retracdo da membrana em relacdo as
dimens0es iniciais.
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Comparando-se as membranas GeP e GeF, observa-se que ndo
houve alteracdo no médulo de Young, o que indica que o farmaco ndo
influencia na elasticidade da membrana.

Figura 24. Curvas de tensdo-deformagdo de membranas eletrofiadas.
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Fonte: desenvolvido pelo autor (2018).

Os resultados ilustrados pelas curvas de tensdo-deformacéo na
Figura 24 evidenciam que as membranas de GeP, GeR1 e GeF possuem
comportamento plastico. Enquanto as demais membranas analisadas
tiveram comportamento fragil, apresentando menores valores de
deformacdo, essa reducdo na deformacdo era esperada, tendo em vista
gue, com 0 aumento da concentragdo de reticulante, observou-se uma
reducdo no grau de reticulagdo dos filmes. Esses dados estdo de acordo
com a literatura, visto que no processo de reticulagdo ocorre uma
retragdo na membrana causada pela juncdo da reacdo do grupo funcional
do reticulante com as aminas livres ndo protonadas da cadeia polimérica
de proteina. O resultado dessa reacdo é a formacdo de novas ligagdes
covalentes nas moléculas de gelatina (ZHANG et al.,2006; FARRIS;
SONG; HUANG, 2010).
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4.8. Teste de liberagéo

O estudo de liberagdo é um meio muito Gtil nas fases iniciais do
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados, sendo, capaz de indicar
se a liberacdo do farmaco é controlada, sustentada ou imediata. De
acordo com Sousa e colaboradores (2012), o comportamento de
liberacdo é um fator chave para se verificar sua potencial aplicabilidade
em sistema de liberacdo de farmaco.

Para os testes de liberagdo do farmaco cloridrato de propranolol
em filmes de gelatina, utilizou-se a membrana reticulada na
concentracdo de 0,1 mmol de EDC/NHS contendo 10 mg do farmaco,
pois apés a caracterizacdo a membrana foi a que demonstrou melhores
caracteristicas fisicas. Como forma de comparar a liberacdo, foi
utilizado para controle (referéncia) um comprimido de propranolol
(10mg) comercializado em farméacias. Na Figura 25 tem-se um
comparativo da curva de liberacdo obtida para a quantidade de farmaco
liberada em funcdo do tempo para 0s dois sistemas analisados.

Figura 25. Representacdo grafica do perfil de liberacdo do cloridrato de
propranolol em PBS pH 7,4, 37 °C para (CR) e (GeRFO,1).
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Fonte: desenvolvido pelo autor (2018).

A partir da analise do perfil de liberacdo, o controle (referéncia)
apresentou um efeito burst, onde se observa uma liberagdo completa do
farmaco em 50 min. J4 para o filme GeRF 0,1 averiguou-se um efeito
burts na primeira hora, onde foram liberados cerca de 20% do farmaco,
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apos esse periodo observou-se uma liberacdo de forma controlada, onde
o0 ativo foi sendo liberado lentamente. Isso ocorre devido a reducdo da
solubilidade na membrana o que se traduz por uma dissolugdo mais
lenta, sobretudo devido a reticulagdo com o EDC/NHS, que atuou como
uma barreira na liberagdo do farmaco.

O filme reticulado propiciou a liberacdo de 99,2 = 0,4 % de
propranolol por um periodo de 12 h, tempo muito acima do que foi
relatado por Abruzzo e colaboradores (2012), que avaliaram a liberagédo
de propranolol em filme a base de gelatina e gelatina/quitosana, onde
obtiveram uma liberacdo completa da droga em 30 min para gelatina e
liberacdo de 54 % para a blenda no mesmo periodo.

O perfil de liberagdo do filme reticulado foi analisado de acordo
com modelos de cinética de primeira ordem, de ordem zero e de Higuchi
de acordo com as equagOes da Tabela 2. .

Figura 26. Perfil de liberacdo ajustado aos modelos cinéticos de primeira ordem
(A), ordem zero (B) e Higuchi (C).
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Observa-se que para o filme em estudo o modelo que melhor
descreve 0 mecanismo é a cinética de ordem zero, ou seja, a velocidade
de liberacdo foi independente da concentracdo do farmaco dissolvida,
ideal para as formas farmacéuticas de liberagdo controlada. A
velocidade de difusdo do farmaco, da parte interna para a externa da
matriz, € menor que a respectiva velocidade de dissolucdo, o que
permite a passagem constante do farmaco. Pode-se destacar que a
reducdo na velocidade de dissolucdo da matriz ocorre devido a
reticulagdo com EDC/NHS, o que fortalece a estrutura da gelatina.
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Esperava-se que o modelo de Higuchi obtivesse resultados mais
alinhados uma vez que considera a liberacdo de farmacos como um
processo de difusdo baseado na primeira lei de Fick, dependente entdo
da raiz quadrada do tempo. No entanto, o coeficiente linear obtido foi
inferior ao de ordem zero. Apesar disso, os eventos de difusdo e erosdo
ocorrem simultaneamente, dando origem a cinéticas de dissolu¢do muito
complexas, caracterizando a necessidade de aplicacdo de modelos mais
especificos.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, é possivel concluir que,
a técnica de eletrofiagdo se mostrou uma ferramenta adequada para a
obtencdo de fibras poliméricas com didmetros nanométricos e aspecto
homogéneo.

A reticulagdo com EDC/NHS utilizando a solucdo binaria
(etanol e agua) mostrou-se efetiva nas trés concentracdes utilizadas.
Porém a concentragdo GeR 0,1 foi a que mostrou maior grau de
reticulacdo e menor solubilidade. Os resultados de FTIR e de analises
térmicas indicaram a presenca do reticulante e a incorporagdo do
farmaco na matriz.

As imagens de MEV demonstraram fibras finas e homogéneas
com auséncia de gotas e granulos. Verificou-se uma reducdo no
diametro das membranas estudadas quando comparadas as obtidas por
Niehues (2015), isso ocorreu devido a uma diminui¢cdo no parametro
(vazdo) no processo de eletrofiacdo. Com a incorporagdo do cloridrato
de propranolol observou-se um aumento no diametro da membrana.
Esse fato ocorreu devido ao aumento na viscosidade da solucdo de
gelatina com o farmaco em questdo.

As membranas de GeP e GeF mostraram comportamento
plastico, enquanto as membranas reticuladas tiveram uma resposta
diferente, onde percebeu-se uma retragdo nas membranas causadas pela
acao do reticulante.

Os ensaios de liberacdo in vitro mostraram que a membrana
GeRFO0,1 propiciou uma liberacdo de forma controlada, atingindo a 99,2
+ 0,4 % do farmaco num periodo de 12 h, tempo muito acima do que foi
reportado na literatura. O modelo que melhor descreveu o mecanismo
foi o de cinética de ordem zero, onde a velocidade de liberacdo foi
independente da concentracdo de farmaco dissolvido. Porém, observou-
se eventos de difusdo e erosdo simultaneos durante o processo, 0 que
sugere dissoluc@es muito complexas. Desta forma, ha a necessidade de
aplicacdo de modelos mais especificos.

De forma geral, portanto, o estudo mostra que é possivel utilizar
a gelatina como matriz polimérica na liberacdo do cloridrato de
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propranolol, no entanto mais estudos devem ser realizados acerca de
melhorar 0 uso no sistema terapéutico transdérmicos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos com o desenvolvimento desse
trabalho, sdo feitas as seguintes recomendacdes para trabalhos futuros:

e estudar a compatibilizacéo das bioblendas poliméricas (gelatina
e policaprolactona) produzidas, a fim de melhorar suas
propriedades;

e testar 0 uso de plastificante glicerol ao filme, para averiguar se
h& uma melhora nas propriedades mecanicas;

e realizar um estudo aprofundado da cinética de liberacéo,
utilizando outros modelos que se adequem ao perfil de
liberacdo.
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