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RESUMO

O vitroceramico de Anortita € um material biocompativel que apresenta
propriedades de materiais inteligentes, pois sofre degradagdo de acordo com a
variacdo do pH do meio em que se encontra. Essa caracteristica faz com que a
Anortita seja de especial interesse em aplicagdes clinicas onde se deseja que o
biomaterial degrade quando em contato com os fluidos biolégicos, como em
implantes temporarios. A aplicacdo da Anortita como veiculo para farmacos
constitui uma nova tecnologia que podera possibilitar a liberacdo constante de
medicamentos, mantendo um indice terapéutico adequado e em niveis
desejados, colaborando com a adesé&o e eficacia no tratamento de doengas, a
exemplo da Doenca de Parkinson, um processo neurodegenerativo que
acomete, com maior frequéncia, pessoas idosas, cujo tratamento é realizado
com a administracdo oral do farmaco levodopa em doses que variam de acordo
com o tempo e gravidade da doenca. A Anortita possui caracteristicas
compativeis a sistemas reservatorios e é capaz de armazenar uma substancia
ou outros elementos de interesse a saude no interior de suas camaras, tendo
esta peculiaridade permitido que fosse explorada a viabilidade do vitroceramico
ser utilizado como um transportador ou veiculo de entrega de farmacos. Para
tanto, cinco capsulas de Anortita foram fabricadas, utilizando-se moldes em aco
inoxidavel. O processo de fabricagdo das capsulas seguiu etapas normais de
fabricacdo de vitroceramicos, como mistura de componentes em razdes pré-
definidas, aquecimento a fus&o, envasamento e cristalizagdo. As capsulas foram
preenchidas com o farmaco teste (Prolopa® HBS — Levodopa + Benzerazida) e
submetidas ao ensaio in vitro, que constituiu na imersao das pegas em solugdes
tampao fosfato de pH 3.5 e pH 7.4. Ao final do experimento, através da analise
de massa, observou-se que as capsulas perderam massa, ou seja, houve
degradacao do material. A leitura da absorbancia mostrou que o farmaco teste,
acondicionado no interior das capsulas de anortita foi liberado, apontando a
viabilidade da realizacdo de pesquisas que venham validar esse biomaterial
como um sistema de liberagéo de farmacos.

Descritores: ceramica, vidro, materiais biocompativeis, farmacocinética.
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ABSTRACT

Anortita glass-ceramic is a biocompatible material that shows intelligent material
properties, since its degradation occurs depending on pH variation. This
characteristic is particularly interesting when regarding clinical applications in
which the material should start degradation when in contact with biological fluids,
like in temporary implants. The use of Anortita as a drug vehicle constitutes a
new technology that may allow constant drug liberation, keeping an adequate
therapeutical index, along with desired drug levels, thus facilitating treatment
participation and efficacy, for example, when dealing with Parkinson’s disease, a
neurodegenerative process that affects most frequently elder people, and which
treatment comprises oral administration of levodopa in doses that vary
depending on disease duration and gravity. Anortita shows characteristics that
are compatible with drug reservoir systems, and is able to store substances or
other health-related materials inside its chambers, thus allowing the glass-
ceramic to be used as drug transport or vehicle. In order to demonstrate that, five
Anortita capsules were manufactured, using stainless steel casts. Capsule
fabrication followed regular glass-ceramic manufacturing steps, such as
component mixture in predefined proportions, heating until fusion, encapsulating
and cristalization. Capsules were filled with the testing drug (Prolopa® HBS —
Levodopa + Benzerazida) and underwent an in vitro essay, in which the pieces
suffered immersion in tampon phosphate solution with pH 3.5 and 7.4. After this
stage, mass analysis showed that the capsules lost mass, that is, material
degradation occurred. Absorbance reading showed that the testing drug
previously stored inside the capsules was released, pointing to the viability of
further research trying to validate this biomaterial as a drug-release system.

Descritores: ceramics, glass, biocompatible materials, pharmacocinetics
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1 INTRODUGCAO

Algumas doengas necessitam de um tratamento continuo e de longo
prazo, requerendo constancia na manutengdo do indice terapéutico no
organismo, ou seja, € necessario que o nivel plasmatico ativo do farmaco
mantenha-se constante. Este é o caso de alguns portadores de Diabetes, Artrite
Reumatdide Ativa ou Doenca de Parkinson (DP).

As principais queixas de pacientes tratados com medicamentos que
requerem intervengdes constantes através de inje¢des ou de via oral estdo
pautadas nas limitagdes, inconveniéncias e transtornos durante os
procedimentos para a administragio do medicamento. Além desses
inconvenientes, o medicamento pode ser contaminado, aplicado de forma
errbnea, acondicionado de forma inadequada ou apresentar dificuldades na
medida da dosagem correta. Qualquer erro podera inviabilizar o consumo do
medicamento e causar efeitos indesejaveis, interferindo na eficacia do
tratamento.

A ocorréncia de problemas relacionados com a administracao sistémica
de farmacos como a biodisponibilidade, a distribuicdo no organismo, a reduzida
seletividade, a necessidade de altas doses para a obtencdo de niveis
adequados do farmaco em locais especificos, a toxicidade e os efeitos colaterais
indesejaveis, tém levado ao desenvolvimento de sistemas capazes de direcionar

o farmaco para sitios especificos no organismo (SILVA, 2001).



Portanto, o desenvolvimento de dispositivos implantaveis para a liberagao
controlada de farmacos a fim de se manter o indice terapéutico constante,
evitando niveis toxicos ou nao efetivos para o organismo, € de grande interesse
na area da saude (JOSUE, 2000).

Os avangos tecnoldgicos, nas ultimas décadas, tém possibilitado o
desenvolvimento de sistemas que funcionam como veiculos ou transportadores
para entrega ou liberagao de um farmaco em um determinado 6rgéo ou sitio do
organismo. Tais sistemas s&o desenvolvidos através da confecgdo de
dispositivos biocompativeis, biodegradaveis ou nao, utilizando-se, como matéria
prima, materiais poliméricos, ceramicos, vitroceramicos ou uma composi¢ao
desses.

A incorporacéo de farmacos em biomateriais biodegradaveis apresenta a
vantagem de liberar a droga diretamente no sitio desejado e em concentragdes
pré-determinadas, mantendo o indice terapéutico estavel durante um periodo
conveniente, ou seja, o farmaco é liberado de acordo com o indice de
degradagao do biomaterial, evitando os possiveis inconvenientes advindos dos
sistemas convencionais de administragdo de medicamentos (OGAWA e PEPLIS,
2002).

Os medicamentos encapsulados ou misturados aos constituintes do
dispositivo implantado perduram por varios dias ou meses e podem ser ativados
em diferentes regides do corpo (RATNER, 1996; SUPERSAXO, 1993).

Dentre os biomateriais biodegradaveis, destaca-se o vitroceramico

Anortita (CaAl,Si»Og), material utilizado neste estudo, constituida por minerais



biocompativeis e cujos cristais sdo especialmente vulneraveis em meio acido. A
Anortita €, portanto, de especial interesse em aplicagdes clinicas onde se deseja
que o material sofra degradagcdo em contato com os fluidos bioldgicos.
(CAVALHEIRO, 2005).

Devido a essas caracteristicas, a Anortita foi analisada, no presente
trabalho, como material na confecgdo de veiculo para sistema de liberacéo

controlada de farmaco.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar, por meio de ensaio in vitro, a viabilidade da aplicagdo do

vitroceramico Anortita em sistema de liberagcédo de farmacos.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:
1- Fabricar capsulas em vitroceramico Anortita;
2- Avaliar a degradacgao das capsulas de Anortita em ensaio in vitro;
3- Analisar, através de ensaio in vitro, a capacidade das capsulas de
Anortita de liberar o farmaco teste em solugcdo tampao com pH 3,5
epH74;

4- Quantificar a liberagao do farmaco teste no ensaio in vitro.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biomateriais e sua utilizagdao em saude

Os biomateriais s&o definidos como compostos ou substancias de origem
sintética ou natural, capazes de reproduzir algumas propriedades da matéria
viva que deixou ou esta limitada de exercer sua fungdo. Podem servir como
veiculo, matriz ou suporte ou ainda como estimulador para o crescimento de
novos tecidos (WILLIAM, 1987).

Alguns autores definem biomateriais como uma substéncia ou
combinagdo de duas ou mais substancias que podem ser utilizadas de forma
transitéria ou permanente para melhorar, aumentar ou substituir parcial ou
totalmente os tecidos ou érgédos dos seres vivos (PARK, 1984; SANTOS et al.,
1999 e MORAES et al., 2004).

Os biomateriais podem agir de modo continuo ou intermitente, entrando
em contato com fluidos corpéreos sem que sejam rejeitados pelo organismo
(PARK, 1979).

Quanto a sua natureza, podem ser classificados em sintéticos (polietileno,
politetrafluoretilenos, acrilatos, silicones, malhas de polimeros, vidros bioativos e
adesivos tissulares) ou naturais (0sso, colageno, cérnea, cartilagem) (FRANCA
et al., 2005).

Sintéticos ou naturais todos os biomateriais utilizados em implantes

devem ser tolerados pelo organismo hospedeiro. A excecdo do material



autdlogo, todos os outros provocam, em maior ou menor grau, alguma resposta
imunolégica reacional (FRANCA et al., 2005). Ainda, segundo este autor, os
trabalhos com materiais biocompativeis procuram desenvolver materiais que
possam substituir ou auxiliar na funcdo e desempenho dos tecidos humanos
sem que desencadeiem disturbios imuno-histoquimico nocivos, e também, que
sejam capazes de interagir com o tecido hospedeiro, e cumprir com as fung¢des
destes tecido ou 6rgéo.

Biomateriais sao utilizados em diversas areas da saude, como em
préteses ortopédicas e cardioldgicas, em 6rgaos artificiais, em materiais para a
reparacao e sustentacdo de tecidos e também como sistemas de liberacdo de
drogas ou farmacos (FOLKMAN, 1990). Exemplos de aplicagdes ao longo do

copo humano estao ilustrados na Figura 1.
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Figura 1 — Exemplo de utilizagdo de biomateriais (adaptado de MAYES, 2004).



Para se optar pela utilizagdo de um biomaterial, € necessario analisar
cuidadosamente um conjunto de fendmenos como a resposta do organismo a
presenca do material e o efeito do material sobre o sistema bioldgico (PEREIRA,
et al., 1999).

A interacdo entre o tecido e o material implantado depende do tipo do
material, o qual pode ser classificado como toéxico, ndo-téxico ou bioinerte,
bioativo e biodegradavel (HENCH, 1991).

O desenvolvimento de materiais considerados bioativos e biodegradaveis
vem ganhando muito interesse, pois substituem tecidos traumatizados e também
propiciam a recuperacéo do tecido danificado, agindo junto ao metabolismo intra
e extracelular, o qual é responsavel pela reprodugcédo celular e crescimento
tecidual (PEREIRA et al., 1999).

Na implantagcdo de materiais inertes no corpo, como o silicone, o poli
(metacrilato de metila), o ouro e a platina, ocorre a formagdo, ao redor do
implante, de uma camada fibrosa fina, a qual impede a adesao entre o implante
e o tecido receptor. Entretanto, esta adesao é de fundamental importancia para
implantes que objetivam substituir partes do corpo que exergam fungdes
estruturais (SILVA Jr. e OREFICE, 2001).

O conceito de bioatividade deve ser entendido “como a capacidade dos
materiais de interagir com os tecidos vivos de tal modo a estimular processos
fisico-quimicos inerentes a sistemas biolégicos capazes de permitir a integragao
do biomaterial no ambiente receptor” (SILVA Jr. e OREFICE, 2001, p.110).

Um grande desafio dos pesquisadores é a obtengao de biomateriais que

10



substituam temporariamente o tecido danificado até que o mesmo se regenere.
O material ideal para esta fungdo deve ser biodegradavel e deve estimular o
crescimento do tecido, assim como possuir uma cinética de degradagao de suas
propriedades mecanicas compativeis com a cinética de reparo tecidual. Desse
modo, o implante sera progressivamente substituido pelo novo tecido (PEREIRA
et al, 1999).

Portanto, o uso de implantes requer o conhecimento de seus efeitos na
interface implante-hospedeiro, pois todos os biomateriais, mesmo aqueles
considerados inertes, atoxicos e nao imunogénicos desencadeiam uma
sequéncia idéntica de eventos, diferenciando-se apenas quanto a intensidade
desta sequéncia (TANG; EATON, 1995).

Durante o processo de cicatrizagdo na presenga de um biomaterial, o
tecido danificado evoca uma sequéncia de reagdes inflamatérias sempre que
existe um corpo estranho envolvido como, por exemplo, uma prétese. O
conjunto dessas reagdes € denominado “reacdo ao corpo estranho”. Essa
reacao tera duragado e intensidade dependente da regido anatbmica onde se
localiza o implante (RATNER, et al., 1996).

Normalmente o pH do fluido extracelular é 7,4, porém, durante atividade
metabdlica onde as células estdo saturadas com diéxido de carbono, o pH pode
chegar pouco abaixo de 6.0. Em processos de reparagao, durante as a¢des dos
macrofagos, o pH pode variar entre 3,5 e 4,0 (GUYTON, 2002). Os materiais
implantados, incluindo os ceramicos, estdo expostos a essas variagdes do pH.

A bioatividade dos materiais pode ser avaliada in vivo e in vitro. Nos
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ensaios in vitro sao evidenciadas algumas das reagdes caracteristicas da
bioatividade de materiais. Esses ensaios sdo importantes para se estudar os
mecanismos que levam a interagao dos tecidos vivos com os materiais bioativos
(SILVA JUNIOR; OREFICE, 2001).

A Organizagao Internacional de Padronizagdo (International Standard
Organization) exige que o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de
qualquer material para uso em seres vivos deve ser 0 ensaio de citotoxicidade in
vitro, seguindo a norma ISO 10993. Somente depois de comprovada a nao
toxicidade é que o estudo da biocompatibilidade do material deve ter
continuidade com os ensaios em animais de laboratério, ou seja, ensaios in vivo

(ROGERO et al., 2003).

3.2 Materiais ceramicos

Os materiais ceramicos sao compostos inorganicos, constituidos por
elementos metalicos e ndao metalicos essencialmente ligados entre si através de
ligagbes quimicas idnicas e/ou covalentes. S&o oriundos de variadas
composicdes quimicas, desde os compostos mais simples até as misturas
complexas de varias fases ligadas entre si e constituem uma extensa classe de
materiais, incluindo os vidros e os vitroceramicos.

Esses materiais sdo geralmente duros, frageis, bons isolantes térmicos e
elétricos, possuem elevada temperatura de fusdo e grande estabilidade quimica

(SMITH, 1998).
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O processamento dos produtos ceramicos ocorre por compactacao de
poés ou granulos, moldando pegas na forma pretendida, as quais sé&o,
posteriormente, submetidas ao aquecimento a alta temperatura, a fim de
proporcionar a fusdo dos elementos, fornecendo a resisténcia mecanica
desejada. As trés etapas principais do processamento sao: preparagao do po,
conformacéao e queima (SMITH, 1998 e OREFICE et al., 2006).

Para a fabricagao de vidros, a mistura de pds € aquecida até apresentar
uma viscosidade suficiente para ser vazada em um molde e, em seguida, a peca
é resfriada de forma controlada. Os vitroceramicos sao fabricados a partir do
produto vitreo que sofre um tratamento térmico, durante o qual, ocorre a
cristalizacdo controlada, resultando em um produto constituido de uma ou mais
fases cristalinas dispersas em uma matriz vitrea (SMITH, 1998).

A confeccgéo de produtos para aplicagdes biomédicas exige a escolha de
matérias-primas de elevada pureza. A composi¢do quimica, o tamanho das
particulas e a distribuicdo do tamanho sdo parametros importantes para
assegurar a qualidade desses produtos, visto que afetam tanto o processamento
como a qualidade da pecga obtida, em termos de resisténcia mecanica e
acabamento (OREFICE et al., 2006).

Certas composicdes de materiais ceramicos, vidros e vitroceramicos tém
mostrado tendéncia a aderéncia ao tecido 6sseo e, neste caso, sdo chamados
de ceramicos bioativos. A caracteristica comum entre esses materiais € a
modificacdo da cinética superficial com o tempo de implantagcédo, formando uma

camada de hidroxiapatita carbonatada, que promove a ligagdo com 0 0ssoO
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(RATNER et al, 1996).

3.2.1 Vidros e vitroceramicos

Os vidros podem ser materiais ceramicos, produtos da fusdo de
elementos quimicos inorganicos ou organicos que sao arrefecidos até se
tornarem sélidos e rigidos, sem cristalizagdo. Uma caracteristica importante dos
vidros é que eles possuem uma estrutura n&o cristalina ou amorfa (SMITH,
1998).

Os vitroceramicos possuem diversas propriedades desejaveis, quando
comparados aos vidros. O seu coeficiente de expansao térmica, por exemplo, é
muito menor. A resisténcia a tracdo pode ser aumentada e possuem boa
resisténcia a riscos e ao desgaste (PARK e LAKES, 1992).

Do ponto de vista da composi¢cdo quimica da fase cristalina principal, o
sistema Alumino Silicato de Calcio (SiO,-Al,0O3-Ca0) pode ser considerado
como um dos mais importantes para a obtengcdo de materiais vitroceramicos
(STRNAD, 1986). Uma fase possivel nesse sistema € a Anortita, sendo que os
agentes nucleantes usados neste grupo de materiais incluem oxido de titanio ou
fases ricas deste elemento (STRNAD, 1986).

Os vidros de partida cristalizam entre 800°C a 1000°C e a fase cristalina
total ocorre entre 60 e 70% do volume (cristais de comprimento médio de 1um).
Acima de 800°C ocorre a separacao da fase liquida e a precipitagao de solugdes

sélidas, as quais permitem a nucleagcdo das fases cristalinas principais, tais
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como Pseudovolastonita, Volastonita ou Anortita (STRNAD, 1986).

Os vidros do sistema SiO,-Al,03-CaO apresentam uma notavel tendéncia
ao desenvolvimento da cristalizagdo superficial. Entretanto, o uso de um agente
nucleante adequado, em elevada quantidade, favorece intensamente a
nucleacao (STRNAD, 1986).

Neste contexto, os vitroceramicos podem ser divididos, de forma
simplificada, em dois grandes grupos: néo silicatos e silicatos. Esses grupos, por
sua vez, podem ser classificados de acordo com a sua composi¢cdo quimica e,
de forma mais apropriada, de acordo com o anion dominante em sua estrutura
(KLEIN; HURLBUT, 1993).

Os nao silicatos sédo divididos em haletos (é&nions F, Cl, Br e |
dominantes), hidroxidos (anion OH dominante), carbonatos (dnion COs*
dominante), entre outros. Ja os silicatos podem ser subdivididos de acordo com
sua estrutura cristalina, sendo os feldspatos, os mais abundantes e cuja
variagdo em composic¢ao: Ortoclasio (KAISi3Og), Albita (NaAlSisOg) e Anortita
(CaAl;SioOg) (KLEIN; HURLBUT, 1993) é representada em um diagrama

ilustrado pela Figura 2.
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Figura 2 — Composig¢ao dos feldspatos com base no diagrama
ortoclasio-albita-anortita (KLEIN & HURLBUT, 1993).

O vitroceramico Anortita (FERNADES et al., 2003), biomaterial proposto
para este projeto, € confeccionado através da fusdo de matérias primas puras
que contém oOxidos de silicio, aluminio e calcio, em porcentagens definidas para
a formacéao de vidros e subsequente cristalizagao controlada. Este vitroceramico
apresenta caracteristicas de material inteligente.

Materiais inteligentes podem ser definidos como materiais que respondem
as mudangas ambientais, respeitando as condigbes otimas impostas pelo
ambiente e manifestando suas funcbes de acordo com essas mudancas
(UHRIG; TSOUKALAS, 1997), ou seja, suas fungdes sao dependentes do
ambiente.

A anortita explora essa caracteristica de material inteligente, pois é capaz
de degradar-se em pH alcalino e acido. Essa caracteristica faz com que este
material tenha aplicagdes interessantes na engenharia e especificamente para a

bioengenharia (NEVES, 2002; CAVALHEIRO, 2005).
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3.3 Materiais Ceramicos como Biomateriais

Os materiais ceramicos sdo usados pelos seres humanos ha milhares de
anos. Entretanto, a partir da segunda metade do século XX, com o avango
tecnoldgico, foi possivel estudar a aplicacdo desses materiais como implantes
em seres humanos, aumentando ou substituindo varias partes do corpo,
particularmente os ossos. Portanto, os ceramicos usados para fins de implante
sdo classificados como biomateriais e denominados de biocerdmicos
(BILLOTTE, 2000).

A ligagdo com o osso foi primeiro demonstrada para uma faixa de
composigao de vidros bioativos contendo SiO,, Na,O e CaO. A formula chamada
de 45S5 (45% em massa de SiO;, sendo que o “Si” é o formador da rede
cristalina) € bastante comum entre os ceramicos bioativos (RATNER et al.,
1996).

A aplicacdo de ceramicos biodegradaveis sintéticos como substituto de
0ss0s ocorreu a partir de 1969. Este tipo de material ceramico degrada na regido
do implante, sendo substituido por tecido enddgeno. A taxa de degradagao varia
de acordo com as caracteristicas de cada material (BILLOTTE, 2000).

Grande parte dos materiais cerdmicos usados para implante sao
bioativos, os quais interagem com os tecidos vivos provocando reagdes
favoraveis a sua aplicagao como fixagao biolégica, biocolonizagéo, regeneragao
de tecidos e biodegradacdo (PEREIRA et al., 1999). Este comportamento

demonstra a alta bioatividade desses materiais.
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Para que um material ceramico seja classificado como biomaterial ou
bioceramico, necessita apresentar as seguintes propriedades: ndo ser citotoxico,
nao ser carcinogénico, ndo ser alergénico, ndo causar reagoes inflamatodrias,
devendo ser ainda, biocompativel e biofuncional para o hospedeiro (BILLOTTE,
2000).

Com o objetivo de se atingir a fabricagdo de bioceramicos com as
propriedades desejadas, muitos pesquisadores estdo investigando técnicas de
manufaturas antigas e desenvolvendo novas. As técnicas utilizadas dependem
da finalidade de aplicacdo do biomaterial, desenvolvendo materiais mais duros,
mais ou menos porosos ou de baixa resisténcia, materiais com longa duracéo,
permanente ou de vida curta e em formatos desejados. A porosidade, por
exemplo, € um fator importante para o crescimento e integragédo de um tecido no
bioceramico implantado com fungao estrutural, principalmente se esse material
for um bioceramico inerte (BILLOTTE, 2000).

Em sistemas de liberagdo de drogas, ceramicos a base de fosfato de
célcio estdo sendo muito pesquisados, porém, em muitos casos as fases de
estudo estdo limitadas ainda a liberagédo in vitro utilizando, como farmacos,
horménios de crescimento, antibidticos e quimioterapicos (GUICHEUX, 1997;

ITOKAZU, 1998a; ITOKAZU, 1998b; YAYLAOGLU, 1999; KAWANABE, 1998).
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3.4 Consideragoes em Farmacologia

O desenvolvimento de novas tecnologias tem favorecido o avango das
ciéncias farmacéuticas, principalmente com o advento da biotecnologia que,
atualmente, auxilia em importantes pesquisas no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos (RANG et al., 2004).

Um conceito importante envolvendo a utilizagdo de agentes terapéuticos &
a biodisponibilidade que esta relacionada com a quantidade de substancia

absorvida e que tem acesso a circulagao sistémica (RANG et al., 2004).

3.4.1 Testes de Dissolugao e Bioensaio

A dissolugao pode ser definida como “o processo pelo qual um farmaco é
liberado de sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo
organismo” (MARCOLONGO, 2003, p.1). O teste de dissolugdo € um ensaio
fisico destrutivo, onde o farmaco passa da forma farmacéutica intacta para a
forma soluvel.

No intuito de identificar variaveis criticas sobre o biomaterial, prever os
efeitos terapéuticos, escolher entre diferentes formulacées, otimiza-las e realizar
avaliacbes de risco, no caso de sistemas de liberacdo controlada, € necessario
utilizar os testes de dissolugdo in vitro, pois constituem uma importante
ferramenta de controle de qualidade.

Para farmacos no estado sélido, a taxa de dissolucao é definida como “a
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quantidade de farmaco que passa para a solugéo, por unidade de tempo, sob a
interface liquido/sdlido, com temperatura e composicdo do solvente
padronizado”. (MARCOLONGO, 2003, p.9). Alguns fatores que influenciam a
dissolucao e os resultados do teste estao relacionados com o:

1. Farmaco e a sua formulagdo: solubilidade, tamanho de particulas,
natureza quimica, forma farmacéutica, excipientes e tecnologia de
fabricacao;

2. Equipamento: aparato utilizado, geometria do sistema, vibracdo do
sistema, velocidade de agitagéo, posigdo da haste, posicao e método de
amostragem e dispositivo para formas farmacéuticas que flutuam;

3. Meio de dissolugao: volume, presenca de ar e gases, concentragido acida
ou alcalina (pH), evaporacdo do meio, temperatura, viscosidade, forga
ibnica/pressao osmotica e tenso ativo;

4. Meio ambiente: condi¢des de estocagem,;

5. Meétodo analitico: método de filtragem e método de analise.

A analise do perfil de dissolugao in vitro, ou seja, a porcentagem de
farmaco dissolvido em relacdo ao tempo decorrido, permite reconhecer a
cinética do processo, quantificar o farmaco liberado num determinado periodo de
tempo, identificar a constante de velocidade de dissolugcado, evidenciar a meia-
vida e eficiéncia de dissolugdo e quantificar e detectar periodos de laténcia.
Também serve de base para avaliar e comparar o desempenho de formas
farmacéuticas sélidas de diferentes procedéncias, fornecendo parédmetros de

correlagédo dos dados in vivo e in vitro (FERRAZ et al., 1998; STORPIRTS,
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1996).

O bioensaio é definido como sendo um conjunto de técnicas de “avaliagéo
da concentragdo ou da poténcia de uma substancia pela medida da resposta
biolégica que produz”. E utilizado na comparacéo das propriedades de uma ou
varias substancias em diferentes circunstancias, ou seja, fornece dados para
prever o efeito de farmacos em diversas situacdes clinicas. No bioensaio
existem dois modelos de ensaios, o in vitro e o in vivo.

O bioensaio é também usado como medida de atividade farmacolégica de
substancias novas ou quimicamente indefinidas, como investigacédo da fungéo
de mediadores endoégenos e como medida de toxicidade e de efeitos

indesejaveis em farmacos (RANG et al., 2004).

3.4.2 indice Terapéutico

Acima das concentragdes de uso, o medicamento produz efeitos
colaterais indesejaveis e, abaixo dessas concentragdes, pode tornar-se nao
efetivo. A diferenca entre estes dois niveis € conhecida como indice terapéutico
(FISCHBACH, 1998).

Utilizando-se uma dose unica, o tempo de duragdo na qual a
concentragdo do medicamento esta acima do nivel efetivo s6 pode ser
controlado pelo aumento da dose (FISCHBACH, 1998). No entanto, este
aumento da concentracdo do medicamento pode alcancar niveis téxicos,

levando a uma situagao indesejavel.
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O indice terapéutico de um farmaco pode ser medido como a razao entre
a dose minima de eficiéncia média e, a dose maxima de tolerancia média num
grupo de individuos, ou seja, em um grupo pesquisado, seria a razdo entre a
dose maxima néo téxica e a dose minima eficaz.

Existe, no entanto, uma segunda definicdo, que leva em consideragao a
variabilidade entre os individuos analisados, na qual o indice terapéutico é a
razao entre a dose que € letal para 50% da populagao e, a dose que é eficaz
nos outros 50%, indicando, assim, a margem de seguranca na utilizacdo de um
farmaco (RANG et al., 2004).

Nos sistemas mais comuns de administracdo de medicamentos (via
intravenosa, via intramuscular e via oral), logo apds a administragao, o nivel do
medicamento aumenta rapidamente e decai exponencialmente, como mostra a
Figura 3a, & medida que o medicamento é excretado ou metabolizado (JOSUE,
2000). Para um sistema ser considerado ideal, deve manter o indice terapéutico
constante, como ilustra a Figura 3b, contribuindo, assim, com o aumento da

eficiéncia e eficacia do tratamento (BRANNON-PEPPAS, 1997).
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Figura 3 — indice terapéutico com picos, sugerindo a administragao das doses em tempos
distintos (a). Manutencé&o do indice terapéutico na linha do tempo, com administracdo de apenas
uma dose (b). (Adaptado de BRANNON-PEPPAS, 1997).

3.5 Sistemas de liberagao de farmacos

No decorrer das ultimas décadas, tem-se dedicado um grande esforgo no
sentido de se desenvolver um sistema capaz de transportar um composto
terapéutico (drogas, em especial as dirigidas a tumores, antibiéticos, enzimas,
hormdnios, agentes quelantes ou compostos modificadores da célula) até um
alvo especifico (6rgdo, tecido ou célula), sistema este, com finalidade de
liberacdo continuada de farmacos (SANTOS e CASTANHO, 2002).

Algumas doencgas necessitam de um tratamento continuo de longo prazo
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e requerem constancia na manutencgao do indice terapéutico do medicamento no
organismo.

A idéia da liberacao controlada de substancias biologicamente ativas ja é
utilizada desde a década de 50 sendo que, anteriormente, ndo se conheciam
materiais que pudessem liberar moléculas de alto peso molecular (peptideos e
proteinas) sem induzir inflamagdes. Este problema foi resolvido com o
desenvolvimento de novos materiais poliméricos (OGAWA e PEPLIS, 2002).

Atualmente, os sistemas de liberacdo controlada sdao definidos como
aqueles nos quais o agente ativo é liberado independente de fatores externos e
com uma cinética bem estabelecida (BAKER, 1987).

O transportador € o meio inerte usado como solvente ou diluente, com o
qual o agente medicinalmente ativo é formulado e ou administrado e o que
direciona o farmaco € chamado de veiculo.

Com o objetivo de melhorar a eficiéncia de distribuicdo de farmacos,
diminuir os efeitos adversos, aumentar o indice de eficiéncia com administragcdo
de doses menores do que as tradicionais, mantendo um indice terapéutico mais
controlado, algumas abordagens estdo sendo exploradas como: as micro
esferas biologicamente desgastaveis, os pro-farmacos, os conjugados de
anticorpo-farmaco, o acondicionamento em lipossomas e em revestimentos,
entre outros (RANG et al., 2004).

A funcionalidade de tais sistemas depende do meio organico de contato, o
qual se diferencia de paciente para paciente. Contudo, tal circunstancia mostra-

se como fator estimulante ao desenvolvimento de novas tecnologias que
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possibilitem a liberacdo de medicamentos por meio de cinética previsivel e
reprodutivel (BAKER, 1987).

Idealmente, esta tecnologia ndo deve ser afetada de forma significativa
pelo meio externo, a fim de que suas caracteristicas sejam compativeis com o
maior numero possivel de usuarios (BAKER, 1987).

Alguns sistemas de liberagdo controlada oferecem algumas vantagens
sobre os métodos convencionais de administragdo como injegdes e via oral,
acarretando um maior conforto ao paciente e melhor eficacia do tratamento.

Algumas destas vantagens sdo: a manutencao de niveis constantes da
droga no organismo, implicando em uma maior eficiéncia de utilizagcdo do
agente, ou seja, € necessario menor teor de droga para produzir efeito similar
aos sistemas convencionais; a aplicagao do agente diretamente no sitio de acéao,
produzindo altas concentragbes localizadas e evitando efeitos colaterais
sistémicos, ja que a droga é, na maior parte, liberada no local desejado; a menor
frequéncia de administracdo do agente ativo, pois a liberagcdo pode se dar em
horas, dias, semanas, meses, de acordo com a necessidade do tratamento
(OGAWA e PEPLIS, 2002).

Alguns implantes sédo preparados a partir de materiais biodegradaveis ou
nao-biodegradaveis, podendo ser de dois tipos: matriciais (ou monoliticos) e
reservatorios. No sistema matricial, a droga encontra-se homogeneamente
dispersa na matriz polimérica ou adsorvida na superficie desta, e sua liberacao
pode ocorrer por difusdo, através dos poros da matriz, ou por meio de

degradacdo ou, ainda, por uma combinagdo dos dois mecanismos. Caso a
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velocidade de degradacdo do polimero seja inferior a difusdo da droga pela
matriz, a liberacéo inicial sera dependente de sua difusdo pelo sistema. A
diferenciacédo pode ocorrer caso ela esteja dissolvida entre as moléculas ou
dispersa no polimero. Quando se utilizam polimeros nao-biodegradaveis, a
liberacdo ocorre lentamente através de um processo de difusdo pela matriz
(KIMURA e OGURA, 2001; DASH e CUDWORTH, 1998).

A Figura 4 mostra, de forma esquematica, dois sistemas de liberagdo de

medicamentos com degradagao simultanea a liberagao.

Figura 4 - Esquema mostrando a liberagdo de medicamentos através do sistema reservatério: (a)
sistemas implantaveis ou orais, (b) sistemas transdérmicos (BRANNON-PEPPAS, 1997).

No sistema do tipo reservatério, 0 medicamento encontra-se disperso em

uma cavidade central, envolta por uma membrana polimérica que controla a taxa
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de liberacdo. Mudancgas na natureza e espessura desta membrana promovem
alteragbes na velocidade de liberacdo das drogas. No sistema reservatorio,
composto por polimeros nao-biodegradaveis, a liberagdo do medicamento
ocorre apenas por difusdo através da membrana. (KIMURA e OGURA, 2001;
DASH e CUDWORTH, 1998). Este tipo de estrutura pode ser vista no esquema

mostrado na Figura 5.

Figura 5 - Liberagdo de medicamentos através da erosao superficial do biomaterial (a) e através
da erosao volumétrica do mesmo (b) (BRANNON-PEPPAS, 1997).

Alguns desses dispositivos chamados de sistemas reservatorios
(revestimento farmacéutico), sistemas matriciais, ou como “carregadores”
macromoleculares e/ou biodegradaveis (CAVALCANTI, 2004), encontram
posicdo de destaque na pesquisa farmoquimica. Portanto, para este trabalho,
percebeu-se a necessidade da busca de fontes que citassem veiculos ja

experimentados em estudos anteriores.
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3.5.1 Lipossomas

Os lipossomas sao pequenas vesiculas produzidas a partir de uma
suspensao aquosa de fosfolipideos (RANG et al., 2004).

Podem ser definidos como associacdes coloidais de lipidios anfipaticos,
que se organizam espontaneamente em estruturas fechadas tipo concha
esférica ou bicamadas concéntricas (SANTOS e CASTANHO, 2002).

Os lipossomas podem ser preparados a partir de misturas lipidicas
naturais extraidas e purificadas, o que os torna extremamente biocompativeis,
ou a partir de lipidios sintéticos, disponiveis comercialmente. Podem ser
classificados em termos de tamanho, numero de lamelas (e sua posigcao
relativa), constituicdo lipidica (o que também condiciona a sua carga),
estabilidade e modo de preparagdo (ARAUJO, 2005; FREZARD et al., 2005).

Uma ilustragao do lipossoma pode ser vista na Figura 6.
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Figura 6 - llustrag&o da estrutura presente no lipossoma (FREZARD et al., 2005).
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O objetivo deste transportador € aumentar o potencial terapéutico de um
composto, impedindo que este se perca no trajeto para um alvo especifico
evitando, simultaneamente, a ocorréncia de efeitos secundarios nocivos noutra
parte do organismo (ARAUJO, 2005).

Uma das principais vantagens na utilizagdo de lipossomas como
transportadores ¢ a facilidade de incorporacdo de um farmaco, independente da
sua carga ou massa molecular (ARAUJO, 2005; RANG et al., 2004). Além disso,
os sistemas de vesiculas lipidicas encontram-se ja bastante caracterizados em
termos fisico-quimicos, de estrutura, de estabilidade, de toxicidade, de
imunogenicidade e das formas de administragcdo in vivo (intravenosa,
intramuscular, subcutanea, dérmica, ocular, pulmonar, nasal ou oral), dispondo-
se de um vasto leque de possibilidades na escolha do sistema mais adequado
para cada fim (VILLANOVA e CONSIGLIERI, 1999).

Na maioria das suas aplicagbes, as vesiculas lipidicas, como qualquer
outro sistema coloidal estranho ao organismo, sdo expostas a varios agentes
especificos e nao especificos, que tendem a reduzir a sua presenga. Embora
esta eliminagao seja, em geral, consideravelmente mais lenta do que no caso de
um farmaco livre, pode comprometer algumas possibilidades de sua aplicagao
em determinados sitios do organismo (SANTOS e CASTANHO, 2002), a
exemplo dos experimentos de Araujo (2005) onde prolonga a liberagao de
anestésicos é prolongada e, em consequéncia, uma menor quantidade de

anestésico € administrada.
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3.5.2 Quitosana

A quitosana, polissacarideo obtido pela hidrélise alcalina da quitina, age
como floculante em tratamentos de efluentes liquidos e como resina quelante na
remocdo de metais pesados. Este polissacarideo vem sendo usado como
sistema polimérico na liberacdo de farmacos, tais como a prednilisolona, a
albumina e a melatonina. Sua biocompatibilidade foi comprovada em implantes
como biomaterial nos tecidos vivos e a sua baixa toxicidade foi verificada em
animais. Estas propriedades permitram o emprego da quitosana em
formulagdes farmacéuticas e médicas.

Comprimidos encapsulados por quitosana comportam-se como géis em
solugdes de baixo pH e sdo adequados para a liberagédo de farmacos soluveis

em agua, administrados via oral (JOSUE et al., 2000).

A estrutura linear da quitosana pode ser vista na Figura 7.

D-Glucosamina N-acetil D-Glucosamina

o CHa =
4
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Figura 7 - Estrutura da quitosana (FELT, 1999).
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3.5.3 Hidrogel

Hidrogéis sédo redes de materiais poliméricos que ndo se dissolvem em
agua. Ao contrario, tém a habilidade de absorver uma grande quantidade de
agua (hidrofilico) formando um gel. Com aparéncia de gelatina transparente,
podem ser fabricados através de proteinas naturais ou sintéticas (SEIDEL e
MALMONGE, 2000).

Uma estrutura nanoestruturada de um hidrogel pode ser vista na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura em nanoescala de um hidrogel. A barra representa uma escala de 0,2 um
(GORMAN, 2002).

A importancia dos hidrogéis como biomateriais decorre da semelhanca de
suas propriedades fisicas com os tecidos vivos, tais como elevado conteudo de
agua, consisténcia macia e elastica e baixa tensao interfacial. Em fun¢do dessas
propriedades, os hidrogéis podem ser aplicados em cateteres, sensores
(eletrodos), substratos de culturas de microorganismos, membranas de
hemodialise, lentes de contato flexiveis, enxertos vasculares, imobilizagdo de

enzimas e sistemas que liberam drogas, entre outros (BARCELLOS et al., 2000).
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Atualmente, um dos grandes interesses na utilizacdo de hidrogéis esta
relacionado com o processo de liberacdo controlada de medicamentos. Em
geral, esta aplicagédo tem como requisito principal a utilizagdo de materiais que
sejam biocompativeis. Dentre os varios mecanismos utilizados na incorporagéo
de drogas a hidrogéis, destacam-se o intumescimento do hidrogel em solugéo
contendo a droga e posterior adsorgéo, e o enxerto através de uma reagéo

quimica (BARCELLOS et al., 2000).

3.5.4 Compdsitos hidroxiapatita-colageno

Compdsitos hidroxiapatita - colageno (HAp-col) sdo biomateriais em
potencial, pois seus componentes individuais sdo biocompativeis. O colageno
promove cicatrizagcédo de fraturas e regeneragao ossea e €, também, um agente
hemostatico. Além disso, ambos os componentes possuem baixo indice de
irritabilidade ou alergenicidade (2%), sdo biodegradaveis, possuem habilidade
em promover crescimento celular e sao de facil obtengao.

O aspecto mais importante na utilizagdo de colageno na forma de
compaositos com bioceramicas € o fato de esta proteina ser a matriz em que os
sais de fosfato de calcio se depositam para dar origem ao tecido ésseo. A
hidroxiapatita tem sido amplamente utilizada na preparacdo de compdsitos
devido a sua similaridade com o tecido calcificado do osso humano. Apresenta
fragilidade caracteristica das ceramicas, portanto, sua combinagdo com

colageno torna o seu uso como biomaterial mais vantajoso (OGAWA e PLEPIS,
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2002).
Uma micrografia da estrutura do compdsito hidroxiapatita-colageno pode

ser vista na Figura 9.

PAPIER URTEHN

Figura 9 - Microestrutura mostrando fibras de colageno em uma matriz de hidroxiapatita
(FULLER Jr., 2006).

3.5.5 Ciclodextrinas

A hidrolise enzimatica do amido, geralmente, resulta na formagao de
glicose, maltose e em uma longa classe de dextrinas lineares e ramificadas. No
entanto, alguns microorganismos e plantas (que produzem enzimas
denominadas ciclodextrina glicosiltransferases) sdo capazes de degradar o
amido em produtos ciclicos chamados ciclodextrinas (LOFTSSON e MASSON,
2001).

As trés ciclodextrinas naturais sédo a alfa, a beta e a gama, compostas de
seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente. Esses

agentes tém, em sua estrutura, grupos hidroxil primarios e secundarios
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orientados para o exterior. Portanto, possuem um exterior hidrofilico e uma
cavidade interna relativamente hidrofébica que, por sua vez, permite as
ciclodextrinas complexarem-se com moléculas que apresentam dimensdes
compativeis com a sua cavidade (ARAUJO et al., 2003). A Figura 10 mostra
uma representacao das ciclodextrinas-f, onde pode ser verificada a formagao de

uma capsula.

L 18 ~<h -1*'-—! < > .5:-'”- o ﬁ*ﬂ
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Figura 10 - Representagao da estrutura da ciclodextrina a, B e y. Os didmetros dependem do
numero de unidades de glicose. A espessura das unidades € a mesma para as trés formas,
cerca de 0,8 nm (CHAPLIN, 2006).

Além da estabilizagdo, a modificagdo da farmacocinética e das
propriedades biofarmacéuticas das drogas sao os efeitos mais significantes da
complexacdo com as ciclodextrinas. Esses efeitos sdo observados
especialmente na solubilidade e na liberagdo da droga complexada ao veiculo.
Como consequéncia disso, a administracdo de farmacos complexados ao
veiculo beta-ciclodextrina, altera a intensidade e a duragdo de seus efeitos

através da baixa absorcdo sistémica das drogas (ARAUJO et al., 2003).
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3.6 Farmaco Teste

Para esse estudo foi utilizado o farmaco denominado Prolopa® HBS
(levodopa + benzerazida) muito administrado em pacientes acometidos pela

Doenca de Parkinson (DP).

3.6.1 Levodopa

A levodopa é um medicamento utilizado para tratar a Doenca de
Parkinson e pode ser combinada com o inibidor de dopa descarboxilase
(carbidopa ou benserazida) que reduz a dose necessaria (cerca de 10 vezes) e
diminui os efeitos colaterais periféricos. A meia vida plasmatica dura em torno de
2h e, para a sua efetividade, a levodopa deve penetrar na barreira
hematoencefalica. Nao existe ainda a certeza se esse efeito depende de uma
liberagdo aumentada de dopamina dos neurdnios dopaminérgicos existentes ou
do alto indice de estriado sobre a dopamina exdgena (RANG et al., 2004).

No entanto, acredita-se que, na fase inicial da doenga, a levodopa seja
captada pelos neurdnios dopaminérgicos e convertida em dopamina que, por
sua vez, € estocada em vesiculas. Com a progressao da doenga e consequente
degeneragcdo dos neurdnios, acredita-se que a levodopa se converta em
dopamina fora das células dopaminérgicas, ndo sendo mais estocada em

vesiculas, diminuindo o tempo do efeito da levodopa (FERRAZ, 2005).
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Quimicamente, a L-Dopa é a L-3,4-diidroxifenilalanina, precursor
metabdlico imediato da dopamina. E formada a partir da L-tirosina, como
intermediario da sintese enzimatica de catecolaminas. A dopamina é sintetizada
diretamente a partir da levodopa, sob a acdo de enzima citoplasmatica, a
descarboxilase dos L-aminoacidos aromaticos (ROCHE® do Brasil).

A Figura 11 mostra a estrutura quimica da levodopa.

NH2
|
HO CH2 |(“ —— COOH
HO H

Peso Molecular:
197,19

Figura 11 - Estrutura quimica da levodopa, cuja férmula molecular € CgH4NO, ( L-Tyrosina, 3-
hydroxi-(-)-3-(3,4-diidroxifenil)-L-alanina)(ROCHE® do Brasil, 2006)

O farmaco Prolopa® HBS (levodopa + benzerazida) é composto por:

1. Ingredientes ativos: Levodopa + Cloridrato de benserazida 125 HBS*,
contendo 100 mg de levodopa (L-dopa) e 28,5 mg de cloridrato de
benserazida, correspondente a 25 mg de benserazida;

2. Excipientes: Levodopa + Cloridrato de benserazida 125 e
hidroxipropilmetilcelulose (HBS), 6leo vegetal hidrogenado, fosfato de
calcio dibasico anidro, manitol, talco, polivinilpirrolidona, estearato de

magnésio.
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HBS é uma sigla adotada internacionalmente e significa Hydrodynamically
Balanced System, uma apresentagcdo especial que propicia uma liberagao
prolongada das substancias ativas no estdmago, onde a capsula de Levodopa +
Cloridrato de benserazida HBS permanece varias horas.

O comprimento de onda da linha de absor¢cao especifico para levodopa é
de 280 nm e para a benserazida € de 260 nm. Entretanto, o comprimento de

onda da linha de aborsao de Prolopa® HBS é de 270 nm.

3.6.2 Doenca de Parkinson (DP)

Primeiramente descrita por James Parkinson em "An Essay on the
Shaking Palse" (1817), a doenca de Parkinson € um dos disturbios do
movimento que acomete principalmente os idosos, podendo também, acometer
jovens, porém, em numero inferior (MENESES e TEIVE, 1996).

O processo neurodegenerativo que ocorre na DP ndo esta
completamente esclarecido. Descobertas recentes sugerem que a doenga
poderia estar associada a algum tipo de estresse oxidativo motivado por um ou
mais fatores, como o envelhecimento cerebral, predisposicdo genética,
anomalias mitocondriais, producao de radicais livres e toxinas ambientais
(LANGSTON, 1996; OLANOW et al., 1998 apud PREDIGER, 2005).

Apesar da maior prevaléncia da DP ocorrer de acordo com o avango da
idade, fatores genéticos e ambientais também vém sendo estudados e existem

suspeitas de que um agente ambiental poderia influenciar decisivamente nos
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resultados de individuos geneticamente susceptiveis (MENESES e TEIVE,
1996).

A DP é caracterizada por quatro sinais essenciais: bradicinesia, tremor de
repouso, rigidez e instabilidade postural (BENNETT e PLUM, 1997). H4 também
comprometimento cognitivo, que, aliado ao disturbio motor, gera incapacidade
comparavel aos acidentes vasculares cerebrais (MENEZES e TEIVE, 1996).

Outros sinais e sintomas que podem estar presentes na DP sdo: exagero
dos reflexos axiais da face (particularmente, o orbicular das palpebras),
sialorréia (que geralmente traduz bradicinesia), hipersecregdo sebacea (facies
em mascaras), edema de membros inferiores, depressdo do humor e quadro de
inquietacdo muscular (acatisia). A DP é essencialmente uma doencga crbénica de
carater progressivo, sendo que os sintomas costumam ter inicio insidioso e

assimetrico (SANVITO, 1997).
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4 METODOLOGIA

4.1 Capsulas de Anortita

4.1.1 Projeto das capsulas

Para este estudo, as capsulas de Anortita foram projetadas e
desenvolvidas no Instituto Grade de Ciéncias Basicas (IGCB), localizado no
municipio de Schroeder, no Estado de Santa Catarina. Foram inicialmente
desenhadas em CAD, levando-se em consideracdo suas dimensdes e formato
para que facilitasse o manuseio durante o experimento.

Dimensdes das capsulas: o didametro das capsulas é 10 mm. A espessura
da parede € > 1 mm (varidvel em fungcdo da precisdo do sistema de

prototipagem).

4.1.2 Confecgao das capsulas

O processo de fabricacdo das capsulas seguiu etapas normais de
fabricacdo de vitroceramicos com mistura de componentes em razdes pré-
definidas (FERNANDES et al., 2003), aquecimento a fusdo, conformacado e
cristalizac&o controlada.

Inicialmente, para o processo de colagem, foram fabricados moldes em
gesso para a confecgao de cadinhos, mostrados na Figura 12. Esses cadinhos

foram submetidos a secagem em forno a 100°C, para a eliminagao da agua livre
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e a tratamento térmico para sinterizagao.

Figura 12 - Cadinhos de alumina para fusao do vidro.

Os cadinhos, considerados em condigbes 6timas, receberam 2/3 do seu
volume de matéria prima (mistura de pds), como mostra a Figura 13, e levados
ao forno Jung®, mostrado na Figura 14, na temperatura de 1600°C para a fuséo

do material.

Figura 13 - Cadinho de alumina contendo a mistura de p6s a ser fundida.
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Figura 14 - Forno Jung® de 1600°C utilizado para fus&o da matéria prima.

Atingida a temperatura de fusédo, o cadinho contendo o material em sua
fase liquida, foi retirado do forno e o seu conteudo foi rapidamente vertido no
molde em aco inoxidavel, mostrado na Figura 15. Com o auxilio da prensa
manual o material prensado formou as capsulas ainda no estado vitreo. A
seqliéncia de retirada do cadinho e conformacéo do conteido pode ser vista nas
Figuras 16 e 17.

As capsulas, ainda no estado vitreo, foram levadas para recozimento
controlado no forno EDG® 1800, mostrado na Figura 18, para evitar o

trincamento das pecgas.
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Figura 15 - Detalhe do molde em ago inoxidavel, mostrando qatro
que dao origem a duas capsulas.

metades

Figura 16 - Abertura do forno e retirada dos cadinhos com o material
fundido para vazamento no molde.

Figura 17 - Vazamento do material no molde de aco e preparacéo para a prensagem.
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Figura 18 - Forno EDG® 1800 utilizado para recozimento.

Apés o resfriamento, a matriz vitrea, mostrada na Figura 19, passou por
um processo de acabamento com lixadeira e politriz, para a retirada de

rebarbas. A Figura 20 mostra as metades vitreas apds o acabamento.

Figura 19 - Metade de uma capsula no estado vitreo e sem acabamento.
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Figura 20 - Metades das capsulas de no estado vitreo, com acabamento.

Apos o acabamento, as capsulas foram submetidas a cristalizacdo em

forno de cristalizagdo Jung®, mostrado na Figura 21.

Figura 21 - Forno Jung® utilizado para a cristalizagao das capsulas.
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A Figura 22 mostra duas metades das capsulas, comparando o aspecto
da forma vitrea (a esquerda) com a cristalizada (a direita) que corresponde ao

vitroceramico Anortita.

Figura 22 - Metades de capsulas com acabamento. A matriz vitrea € mostrada
a esquerda e a direita a capsula que sofreu o processo de cristalizagéo (vitroceramico Anortita).

4.2 Estudo in vitro

Os experimentos utilizando as capsulas de Anortita como veiculo para o
farmaco teste, foram realizados no Laboratério de Biomembranas do Instituto de

Biologia da Universidade Estadual de Campinas, SP.

4.2.1 Solucdes e farmacos utilizados

Para realizar o experimento, foi utilizada a solugao tampao fosfato de Na+

0,1 M em concentracdes de pH 3,5 e de pH 7,4, conforme a norma International
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ISO 10993-14 de 2001, elaborada pelo Technical Committee ISO/TC - part 14,
que define os parametros para o ensaio de degradacgéo para testes de materiais
ceramicos para uso biolégico.

O pH de 3,5 e 7,4 das solugdes tampao reproduziu condigdes fisiologicas
encontradas em processos de cicatrizagdo (GUYTON, 2002). A escolha do pH,
portanto, é justificada pelo fato da capsula ter sido projetada para ser implantada
em algum sitio do organismo, onde acarretara uma reagéo a corpo estranho com
consequente variagao de pH (TANG e EATON, 1995; RATNER et al., 1996).

O farmaco teste utilizado no estudo foi o Prolopa® HBS (levodopa +

benzerazida).

4.2.2 Teste de dissolugao

4.2.2.1 Preparacado e imersao das capsulas

Cinco capsulas de anortita tiveram sua massa avaliada na balanca
analitica com opgéo para miligramas - AND®HM-202, mostrada na Figura 23,
com precisao de até 4 casas apos a virgula, sendo o valor da quarta casa, a
incerteza na medida.

O controle da massa (sem silicone e sem o cordao) foi usado para avaliar
a degradacao do vitroceramico de anortita, antes e apds o experimento.

O procedimento de secagem em estufa e resfriamento em ambiente do

laboratério foi repetido com todas as capsulas.
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Figura 23 - Balanca analitica utilizada na avaliagdo das massas das capsulas.

Em seguida, a metade de cada capsulas recebeu 30 mg de Prolopa® HBS
liofilizada (pd), como mostra a Figura 24. Apds esse procedimento, as capsulas
foram seladas com a outra metade, utilizando silicone incolor. A Figura 25
representa a capsula aberta e fechada e a Figura 26 mostra, em detalhe, a

capsula fechada e vedada com silicone.
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Figura 25 - A esquerda, metade da capsula de Anortita preenchida com Prolopa® HBS, no centro,
capsula de anortita vedada com silicone e a direita: metade da capsula de anortita sem o
farmaco.

Figura 26 - Capsula de Anortita vedada com silicone incolor.
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Para facilitar o processo de leitura e andlise dos resultados, cada capsula
foi numerada de 1 a 5.

Em cada capsula foi colado, com silicone incolor, um cordao para que
pudesse ficar suspensa no interior dos frascos de Erlenmeyer. A Figura 27

mostra as cinco capsulas prontas para o ensaio.
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Figura 27 - Capsulas de Anortita prontas para o ensaio in vitro.

Com relagéo a liberagdo do farmaco, optou-se, no bioensaio (in vitro),
pela utilizagdo da solugdo tampao, pois permite, conforme Rang et al. (2004),
avaliar a concentracao da substancia liberada no meio estudado.

Para induzir a liberagdo dos farmacos, utilizou-se o modelo da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (ARAUJO, 2005), preparando-
se a quantidade de 100 ml de solugédo tampéo fosfato, com auxilio do PHmetro
Onda®, mostrado na Figura 28, com pH igual a 3,5 em quatro frascos de
Erlenmeyer e solugcdo tampao (Fosfato de Sdédio) de pH igual a 7,4 em um

Erlenmeyer apenas.
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Figura 28 - Solugéo tampao sendo preparada com uso do PHmetro Onda®,

Cada frasco de Erlenmeyer recebeu uma capsula de Anortita que
permaneceu suspensa pelo corddo e submersa em solugdo tampao em
temperatura ambiente e sob agitagao constante (PAAVOLA et al., 1995). Todos
os frascos foram vedados para evitar evaporagéo. A Figura 29 mostra os frascos

com as capsulas imersas sobre agitadores.

Figura 29 - Capsulas de Anortita contendo Prolopa® HBS suspensas em solugao tampao sob
agitacao constante.
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A agitacao foi mantida utilizando-se agitadores magnéticos Fisatom®.

A técnica proposta para a dosagem da concentragdo da levodopa +
benserazida em valores percentuais fundamenta-se na avaliacdo inicial da
diluigdo de 30 mg de levodopa + benserazida, previamente estabilizada, em 100
ml de solucdo tampao fosfato, uma com pH 3,5 e outra com pH 7,4. Para essas
solugdes, foi utilizado como parametro o comprimento de onda no valor de 270

nm, através do espectrofotdmetro Beckman DU-70®, mostrado na Figura 30.

Figura 30 - Espectrofotdmetro Beckman DU-70®.

Optou-se por coletar 2 aliquotas de 1 ml nos frascos de Erlenmayer em
periodos de tempo determinados: 24h apds o inicio, 72h e 120h. O volume da
amostra retirada era substituido, na mesma quantidade, por solugao tampéao de
igual pH para que se mantivesse a quantidade de solugéo nos frascos.

A armazenagem das aliquotas foi realizada através de dois tubos

plasticos de 1 ml identificados por 1 e 2.
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Para avaliar a liberagdo de Prolopa® HBS foi necessario ajustar o
espectrofotdmetro, em comprimento de onda entre 200 nm e 400 nm, usando
apenas a solucao de tampao fosfato sem o farmaco teste. A leitura dos tubos
avaliou a absorbancia de Prolopa® HBS liberada pela capsula de Anortita e
diluida em solugao tamponada.

Cada amostra, portanto, foi analisada separadamente para estimar a
quantidade de Prolopa® HBS liberada, medindo-se a absorbancia no
espectrofotbmetro UV-VIS. Os resultados foram analisados como porcentagem
cumulativa de Prolopa® HBS liberada no meio, em funcéo do tempo.

Cada capsula de Anortita continha 30 mg Prolopa® HBS, portanto,
primeiramente foi necessario determinar o valor de absorbancia de 30 mg de
Prolopa® HBS livre em 100 ml de solugado tampao. O valor encontrado de 1,312.

Para se encontrar a porcentagem do farmaco liberado pela capsula de
Anortita, foi necessario calcular a média da absorbancia das 2 amostras
coletadas de cada frasco de Erlenmayer.

Com o valor dessa média e com o valor da absorbancia de 30 mg do
farmaco (1,312) através de uma regra de trés simples, é possivel quantificar, em
porcentagem, a totalidade de Prolopa® HBS liberada pelo vitroceramico Anortita

em 100 ml de solucéo tampéao.
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4.2.3 Avaliagao da pervidade da capsula de anortita

Para saber se capsula de Anortita permitiu a passagem de liquidos para o
interior da mesma foi necessario, nas primeiras 24h de submersao na solugao
tampéao, retirar uma delas do frasco de Erlenmeyer, escolhida através de um
sorteio entre as capsulas mergulhadas em pH 3,5.

A avaliacdo se deu por meio da analise da massa da capsula e pela
observagdo visual do farmaco em seu interior. E importante salientar que as
massas das capsulas cheias (com farmaco) foram avaliadas, antes de serem
seladas com o silicone e também apods, com o silicone seco, sendo que ao final
do ensaio, o valor da massa alterado pelo silicone foi deduzido, pois nao foi

observada alteragdo dessa massa, quando pesado.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise da massa

A anadlise realizada através da avaliagdo das massas das capsulas de

Anortita vazias, entre o inicio e o final do experimento, possibilitou analisar a

degradacgao do vitroceramico.

As Tabelas 1, 2 e 3 mostram as diferengas de massa de cada capsula do

vitroceramico de Anortita em relacédo ao tempo de realizagao do estudo in vitro.

A Tabela 1 apresenta, na 12 coluna, as capsulas numeradas de 1 a 5. A

22 coluna (vazia/seca) mostra a massa das capsulas sem a adicdo do farmaco

teste. Na 32 coluna ja se observa a massa de cada capsula contendo 0,03 mg de

Prolopa® HBS. A 42 coluna apresenta a diferenca de massa entre as capsulas

antes da montagem com o farmaco e apos.

Tabela 1 - Diferenca de massa das capsulas de Anortita antes da imersao.

Pesagem das capsulas antes da imersao
CAPSULAS

vazial/seca(g)

montada (g)

diferenca de massa (g) 7

+0,001g +0,001g +0,001g
1 (pH 7,4) 1,195 1,225 0,030
2 (pH 3,5) 1,241 1,271 0,030
3 (pH 3,5) 1,318 1,348 0,030
4 (pH 3,5) 1,309 1,339 0,030
5 (pH 3,5) 1,269 1,299 0,030
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A Tabela 2 apresenta a diferenga de massa referente as primeiras 24h de
imersao da capsula 3, que foi retirada do experimento através de um sorteio. A
capsula foi aberta, esvaziada, a sua massa foi medida, em seguida, foi

submetida a secagem e pesada novamente.

Tabela 2 - Diferenga de massa registrada 24h apos imersao, referente a capsula

de numero 3.
24h apo6s imersao
Capsula — - - -
umidalvazia (g) secalvazia (g) | Diferenga de massa (g)
+0,001g +0,001g +0,001g
3 (pH 3,5) 1,321 1,318 0,003

Ao abrir-se a capsula, observou-se que o farmaco em seu interior estava
umido. Portanto, houve passagem de solugdo tampao para o interior da capsula.

ApoOs esta avaliagdo de massa com a pega 3 umida, a mesma foi
submetida a secagem em estufa por 4h em 37°C. Terminado o periodo de
secagem, a peca foi retirada da estufa e colocada no ambiente do laboratério
para resfriamento durante 2h e, novamente, a sua massa foi medida. Foi
encontrado o mesmo valor da massa de antes da imersdo, portanto, ndo foi
possivel inferir sobre a degradagéo da peca, entretanto permitiu observar que a
massa da pega umida era maior que depois de seca, ou seja, a capsula foi
permeavel.

A Tabela 3 mostra as diferencas entre as massas das capsulas no inicio e

no final do ensaio in vitro.
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Tabela 3 - Diferengas de massa das capsulas vazias e secas entre o inicio
(anterior a imersao) e o final do experimento.

Anterior a imersao 120h (final do Diferenca de massa (g)
Capsulas +0,001g experimento) + +0,001g
0,001g
1 (pH 7.,4) 1,195 1,194 0,001
2 (pH 3,5) 1,241 1,237 0,004
4 (pH 3,5) 1,309 1,304 0,005
5 (pH 3,5) 1,269 1,267 0,002

A céapsula 1 apresentou uma pequena diferenga de massa de 0,001 g em
relagdo ao inicio do experimento, mostrando a baixa tendéncia de degradagéao
da Anortita em meio alcalino.

Observando-se os valores referentes as capsulas 2, 4 e 5, percebe-se
uma diferenca de massa entre o inicio e o final do experimento variando entre
0,002 g e 0,005 g. Portanto, este resultado permitiu verificar que a Anortita

sofreu degradagdo em meio acido.

5.2 Analise da liberagao de Prolopa® HBS

Com o auxilio do espectrofotdmetro, foi possivel avaliar a absorbéncia
das amostras, mostradas na Tabela 4, o que possibilitou calcular a quantidade,
em mg, de Prolopa®HBS, liberadas pelas capsulas de Anortita, dispersas nas

diferentes solugdes tampéao, conforme mostra a Tabela 5.
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As porcentagens de liberagdo foram calculadas com base na massa de

30 mg do farmaco Prolopa® HBS, inseridas em cada capsula.

Tabela 4 - Valores da absorbancia.

Absorbancia
Capsulas pH

24h 72h 120h
1 7,4 0,0262 | 0,0656 | 0,0666
2 3,5 0,0130 | 0,0261 | 0,0263
4 3,5 0,0132 | 0,0788 | 0,0917
5 3,5 0,0130 | 0,0524 | 0,0525

Tabela 5 - Resultado da liberagdo de Prolopa®HBS.

Total de farmaco liberado (mg)
Capsulas pH
24h 72h 120h
1 7,4 0,6 1,5 1,5
2 SRS 0,3 0,6 0,6
4 3,5 0,3 1,8 2,1
5 SRS 0,3 1,2 1,2

Foi possivel verificar que o farmaco Prolopa® HBS ja se encontra
disperso na solugdo tampao, apdés 24h de imersdo das capsulas, notando-se
uma liberacdo mais acentuada até 72h e uma tendéncia a estabilizagdo em
120h, com excegdo da capsula 4, onde se observa o aumento dos valores de

absorbancia e consequentemente na quantidade de farmaco liberado.
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6 DISCUSSAO

As capsulas de Anortita foram confeccionadas de acordo com os
procedimentos para a fabricagdo de vitroceramicos (STRNAD, 1986; PARK e
LAKES, 1992; SMITH, 1998; OREFICE et al., 2006). Entretanto, alguns fatores
dificultaram a confecgdo de um numero maior de capsulas, a exemplo do
dominio das técnicas praticas do processo de fabricagdo, bem como a aquisicao
de equipamentos em fung¢do do tempo limitado para conclusao do estudo, o que
justifica a utilizagdo de apenas 5 capsulas.

Para se implementar estudos que possam validar a Anortita como um
veiculo de farmacos, faz-se necessario aprimorar a fabricagcdo das capsulas,
pré-determinando sua espessura e viabilizando um encaixe que permita que as
metades sejam bem vedadas, para que ndo haja necessidade de se utilizar
qualquer tipo de cola.

A Anortita, conforme ja descrita por Cavalheiro (2005), pode ser
considerada um biomaterial de origem sintética e o presente estudo procurou
explorar a possibilidade de sua utilizacdo como veiculo para a liberacéo
continuada de Prolopa® HBS (medicamento utilizado por pacientes com doencga
de Parkinson). Portanto, a realizagédo do bioensaio, neste trabalho, apontou a
viabilidade de aplicacao da Anortita como veiculo para liberagao de farmacos, e
que esta aplicacdo podera ser confirmada através de ensaios futuros in vivo

(MARCOLONGO, 2003).
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Com a finalidade de simular o ambiente corpéreo, ou seja, fluidos e
eletrélitos em movimento, correspondendo ao conceito de bioatividade definido
por Silva Junior e Orefice (2001), foram utilizados os agitadores magnéticos sob
os frascos de Erlenmayer, onde as pecgas de Anortita ficaram suspensas e
imersas nas diferentes solu¢des tampao. Entretanto, nao foi possivel realizar o
estudo com outras solucdes tampéao, e também nao foi realizada a substituicdo
total da solucdo tampdo a cada analise de aliquotas, suscitando novas
hipbteses.

O estudo mostrou que houve passagem do farmaco para o exterior da
capsula e de solugdo tampéo para o interior desta, contudo nao foi possivel
inferir que a solucédo ficou saturada, pois a capsula 4, diferentemente das
demais, manteve aumento da liberagdo do farmaco para o exterior da mesma
em condi¢des iguais as capsulas 2 e 5.

Com relacao a liberagdo do farmaco pela capsula 1, esta comportou-se
de forma similar as capsulas 2 e 5, reforgando a necessidade de realizar o
estudo com numero maior de capsulas, em diferentes solugdes tampao e em
sistemas abertos com troca de solugdes tampéo.

A leitura da massa apresentada pela capsula 3 (24h apds imersao)
mostrou que a Anortita permitiu a passagem da solugao tampao, pois, o farmaco
(Prolopa® HBS) armazenado no seu interior estava umido. Isso demonstra que
a parede da capsula de Anortita foi permeavel e permitiu a entrada de solucéo
tampédo em seu interior, reforgcando, assim, os relatos de Cavalheiro (2005),

quando reporta o fato das capsulas serem porosas.
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Através dos valores de massa do farmaco liberados nas solugdes tampéao
com pH igual a 3,5, observa-se uma variagdo significativa, mostrando a
necessidade da realizagdo do bioensaio em um numero maior de capsulas e
durante um periodo mais prolongado. Isso permitira avaliar, de forma mais
adequada, o comportamento desta liberacdo. No entanto, houve uma liberagao
continuada do farmaco, mostrando a possibilidade de utilizacdo da Anortita
como sistema de liberagdo continuada de medicamentos, mantendo o indice
terapéutico estavel e adequado no organismo (WILLIAM, 1987; FOLKMAN,
1990; PARK, 1979; SANTOS e CASTANHO, 2002; BAKER, 1987; FISCHBACH,
1998 e JOSUE, 2000).

As capsulas de vitroceramico serviram como um sistema do tipo
reservatoério, pois o farmaco teste encontrava-se inserido na cavidade central da
capsula, a qual serviu como reguladora da taxa de liberacdo desse farmaco
(KIMURA e OGURA, 2001; DASH e CUDWORTH, 1998). Nesse sentido, a
Anortita difere do polimero com relagdo a dispersdo do farmaco, pois 0 mesmo
nao esta disperso na matriz ou dissolvido na superficie do vitroceramico e sim,
armazenado na camara existente no interior do biomaterial.

Com relacao as capsulas 2, 4 e 5, ao final do ensaio, percebeu-se que
suas massas foram menores (Tabela 3) do que as massas observadas no inicio,
concordando com os experimentos de Cavalheiro (2005), a qual observou que a
Anortita responde mais rapidamente a degradagdo em meio acido. Apesar da
realizacdo do bioensaio em uma uUnica capsula em meio alcalino, o

comportamento em relagdo a degradagédo esteve de acordo com o observado
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nos estudos de Cavalheiro (2005). Os resultados da avaliagédo das massas das
capsulas de Anortita, portanto, mostram um comportamento inerente aos
materiais inteligentes e biodegradaveis (HENCH, 1991; UHRIG e TSOUKALAS,

1997).
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7 CONCLUSOES

Os resultados do estudo mostraram que a utilizacdo do vitroceramico
Anortita como veiculo ou sistema de liberagdo de farmacos é viavel.

A fabricacao das capsulas de Anortita mostrou-se, inicialmente complexo,
entretanto, apos o experimento, ja € possivel fabricar as capsulas com maior
facilidade.

A anadlise da massa da capsula de Anortita permitiu avaliar e quantificar
sua degradagao in vitro tanto em pH 3,5 como em pH 7,4.

A anadlise de dissolugado in vitro (bioensaio) possibilitou determinar a
quantidade de farmaco dissolvido em solugdo tampao de pH 3,5 e pH 7,4 em
relagdo ao tempo, mostrando que o farmaco colocado no interior das capsulas
atravessou a parede das mesmas, ou seja, as capsulas foram permeaveis ao
farmaco teste e solugao tampao utilizados no estudo.

Portanto, as capsulas de Anortita serviram como um sistema do tipo
reservatoério, pois o farmaco teste encontrava-se inserido na cavidade central da
capsula, a qual serviu como reguladora da taxa de liberagcdo desse farmaco,

observando-se diminuicdo da massa desta capsula, ou seja, degradagao.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para os novos experimentos, in vitro, pode-se utilizar o marcador
“Rodamina® (ja caracterizado em literatura) ou outro similar, a fim de

estabelecer a cinética de degradagao das capsulas de Anortita.

Apés estabelecer a cinética de degradacao das capsulas de Anortita, €
importante desenvolver ou aprimorar tecnologias que possibilitem a criagdo de
camaras ou vesiculas, no interior das mesmas (com espessuras controladas).

Isso poderia contribuir na manutencao do indice terapéutico.

E interessante que se fagam, in vitro, experimentos com diferentes
substancias de pH, bem como a realizacdo de estudos com meio aberto para
passagem de liquidos/solugdes nao saturadas, isso possibilitaria descrever,

também, a cinética de degradacgao.

Outros farmacos de interesse podem ser testados, estabelecendo a sua

cinética de liberacéo.

Com as cinéticas (degradagao e liberagdo) bem estabelecidas, pode-se

dar inicio aos estudos in vivo.
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