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RESUMO

Os sistemas de libertagdo controlada de farmacos sao uma alternativa terapéutica a con-
siderar, principalmente quando se pretende minimizar os efeitos secundarios inerentes a tera-
péuticas prolongadas ou com concentracdes elevadas de farmacos via oral ou injetavel. Estes
sistemas tém a capacidade de libertar uma quantidade especifica de farmaco num determi-
nado local. Até a data tém sido investigadas varias formas alternativas de administragdo con-
trolada de farmacos, nomeadamente, hidrogéis, nanoparticulas e dispositivos baseados na im-
pregnacao de membranas.

A libertacao controlada de farmacos via estimulacao elétrica a partir de fibras impregna-
das com farmaco foi estudada, usando membranas de acetato de celulose eletrofiadas e o
ibuprofeno encapsulado, um dos anti-inflamatoérios ndo esteroides mais consumidos.

Desenvolveram-se cinco sistemas de membranas biocompativeis que, para possibilitar a
aplicacao de um estimulo elétrico, foram funcionalizados com dois polimeros condutores, po-
lipirrol e poli(3,4-etilenodioxitiofeno). A cinética de libertacdo do farmaco foi analisada e os
métodos de libertagdo passiva (difusdo) e ativa (estimulo elétrico) foram realizados e compa-
rados.

Os resultados obtidos permitiram concluir que a libertacdo de farmaco é sensivel a dois
potenciais elétricos para cada sistema. Quando aplicado o potencial de -0,3 V os sistemas ten-
dem a reter a libertagdo de farmaco e quando aplicado o potencial de +0,3 V, +0,5V ou +0,8
V consoante o sistema, é libertado mais farmaco no meio, face aos resultados obtidos por
libertacdo passiva. Por fim, um pequeno penso adesivo para aplicagdo cutanea foi construido
com estes sistemas de membranas para libertagcdo controlada por estimulos elétricos do ibu-

profeno incorporado, o qual verificou um padrao de libertagcdo “ON/OFF'.
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ABSTRACT

Controlled drug delivery systems are a therapeutic alternative to be considered, mainly
when the intention is to minimize the side effects inherent to prolonged therapies or with high
concentrations of drugs via oral or injectable routes. These systems have the capacity to release
a specific quantity of drug at a specific location. To date, several alternative forms of controlled
drug delivery have been investigated, including hydrogels, nanoparticles, and membrane-im-
pregnated devices.

Controlled drug release via electrical stimulation from drug impregnated fibers has been
studied using electrophilic cellulose acetate membranes and encapsulated ibuprofen, one of
the most widely used non-steroidal anti-inflammatory drugs.

Five biocompatible membrane systems were developed, which to enable the application
of an electrical stimulus were functionalized with two conducting polymers, polipyrrole and
poly(3,4-ethylenedioxythiophene). The kinetics of drug release was analyzed, and the methods
of passive (diffusion) and active (electrical stimulation) release were performed and compared.

The results obtained led to the conclusion that the drug release is sensitive to two elec-
trical potentials for each system. When a potential of -0.3 V is applied, the systems tend to
retain the release of the drug and when a potential of +0.3 V, +0.5 V or +0.8 V is applied
depending on the system, more drug is released into the medium, compared with the results
obtained by passive release. Finally, a small adhesive patch for cutaneous application was con-
structed with these membrane systems for controlled release by electrical stimulation of the

incorporated ibuprofen, which verified an "ON/OFF" release pattern.

Keywords: controlled drug release systems, ibuprofen, cellulose acetate, electrospinning,

conducting polymers, polypyrrole, PEDOT, electrical stimuli, cyclic voltammetry, LC-MS/MS
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INTRODUCAO

1.1 Contexto e Motivacao

Os sistemas de libertacdo controlada de farmacos tém um papel importante na salde
humana, nao so6 devido a simplicidade de administracao de farmacos, mas também na melho-
ria da eficacia terapéutica em diversas patologias. A via tradicional de administracdo de farma-
cos, oral (comprimidos, capsulas, xaropes) ou parentérica (injegdes) apresenta varias limitacoes,
nomeadamente, no que se refere a relagdo entre a dose administrada de farmaco e a concen-
tracdo que atinge o tecido-alvo. A dose de farmaco que alcanga o tecido-alvo é sempre muito
inferior a administrada, devido ndo sé a metabolizacdo do proprio farmaco, mas também a sua
ampla distribuicao pelo organismo e sua utilizagdo noutros tecidos [1]. Consequentemente, ha
um atraso ou retardamento no efeito terapéutico, sendo necessario administrar doses superi-
ores ou prolongadas para atingir determinado efeito [2].

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos sistemas de libertacdo controlada de farmaco
com o objetivo de evitar sobredosagens e os consequentes efeitos secundarios nos doentes
[3]. Atualmente, a maioria dos sistemas de libertacdo controlada de farmacos assentam na
aplicacdo transdérmica por difusdo. No entanto, a tecnologia transdérmica de libertagdo de
farmacos baseada em mecanismos de libertacao passiva avangou para métodos de libertacao
sofisticados que respondem a estimulos externos, nomeadamente, mecanicos, fotonicos, ele-
troquimicos e eletronicos [4]-[6], j& que oferecem uma nova forma eficiente de controlar a
libertacao de farmacos a velocidade desejada.

O uso de um estimulo elétrico para a libertacdao de farmacos possui varias vantagens
quando comparado a outros estimulos externos: proporciona um mecanismo de libertacdao

simples sem a necessidade de instrumentagdo complexa e tem um controlo de dose adequado,



uma vez que pode ser ajustado através da amplitude de tensdo ou de corrente e da duracdo
do pulso [5], [7].

Algumas plataformas a base de polimeros condutores como o polipirrol (PPi), a poliani-
lina (PANI) e o poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT) tém vindo a ser estudadas para a liberta-
¢do ativa de farmacos demonstrando um padrao de libertagdo "ON/OFF' em resposta a um
estimulo elétrico especifico [7]-[9]. Em comparagdo com os outros tipos de perfis de libertagdo
de farmacos, ativo e passivo, estes sistemas ndo s6 evitam a libertagdo de uma quantidade
excessiva de farmaco apos a imersdo da membrana na solugdo, a qual estd associada a uma
elevada toxicidade, mas também permitem uma acdo sobre a area lesionada em tempos pré-
definidos, melhorando a eficacia do tratamento [9].

Devido a limitada capacidade regenerativa caracteristica da maioria dos tecidos huma-
nos e com o objetivo de evitar uma lesao e subsequente degeneracao derivada desta limitacao,
emergiram novos conceitos, como os da engenharia regenerativa. Nesta area, a utilizagdo de
substratos capazes de controlar a taxa de libertacdo de farmacos e a regeneracdo dos tecidos
afetados tém sido um topico principal na investigagdo e desenvolvimento tecnoldgico. Entre
estes, as fibras eletrofiadas oferecem caracteristicas Unicas em comparacdo com outros tipos
de substratos, nomeadamente uma grande relacao area de superficie/volume, elevada poro-
sidade, uniformidade no tamanho das fibras, flexibilidade e facilidade de funcionalizacdo com
varios polimeros condutores [10]. Além disso, estes dispositivos sdo capazes de encapsular e
libertar inGmeros farmacos de modo sustentavel e controlado [11]. No entanto, poucos estu-
dos relatam o desenvolvimento de um dispositivo totalmente baseado em fibras capazes de
respirar livremente e acomodar diferentes deformacdes mecanicas.

Neste trabalho desenvolveu-se um téxtil eletrénico para aplicagdo dérmica, capaz de
fornecer a dose exata de farmaco em fun¢do da necessidade, o qual é de enorme relevancia
em doencas dermatoldgicas de longa duragdo, como por exemplo, as infecbes de pele causa-

das por diabetes.

1.2 Objetivos

A principal motivagdo deste trabalho reside na possibilidade de desenvolver um penso
dérmico que possa libertar farmaco periodicamente e localmente de forma controlada. O con-
trolo deste sistema efetua-se através da aplicacdo de estimulos elétricos que levam a libertacao

da substancia ativa presente no seu interior. No futuro, prevé-se que este seja realizado



remotamente através de uma aplicacdo de telemovel, o que seria extremamente Gtil para cui-
dados paliativos e/ou de longa duragao.

Um sistema com estas caracteristicas deve contemplar: o encapsulamento do farmaco, a
libertagdo eletronicamente controlada, flexibilidade e biocompatibilidade. O controlo eletré-
nico pressupde que exista no penso uma componente com material condutor elétrico e que
este seja capaz de libertar o farmaco em resposta a um potencial elétrico baixo. A sua aplicagdo
biomédica requer que este seja biocompativel, ou seja, ndo provoque uma reacdo por parte
do sistema imunitario, quando em contacto com a pele ou fluidos das feridas. Deve ainda ser
flexivel e possuir elevada area superficial e porosidade para que permita alojar o farmaco no
seu interior.

Para atingir esta meta, as principais tarefas desenvolvidas ao longo deste trabalho foram:

1. Reproducao dos resultados obtidos na dissertagao "Desenvolvimento de membranas

funcionalizadas para libertagdo controlada de farmaco em aplicagdes tdpicas", da
autoria de Miguel Brito, sob a orientacao da Prof. Doutora Ana Baptista, e coorienta-
cao da Prof. Doutora Isabel Ferreira.

2. Encapsulamento de um farmaco modelo, ibuprofeno, no interior de fibras de acetato

de celulose recorrendo a técnica de eletrofiacao.

3. Funcionalizagdo de fibras previamente encapsuladas com farmaco com polimeros

condutores como o PPi e o PEDOT.

4. Caracterizacdo quimica, morfoldgica, elétrica e eletroquimica das membranas produ-

zidas.

5. Validacao da plataforma de libertacdo de farmaco através de estimulos elétricos.

1.3 Estrutura

A presente dissertagdo foi organizada em seis capitulos. No Capitulo 1 apresentam-se as
razOes que motivaram este trabalho e os objetivos do trabalho desenvolvido.

O Capitulo 2 é dedicado ao estado da arte, apresentando os principais estudos realizados
até a data nesta area tematica, nomeadamente, producao de membranas, funcionalizagdo de
membranas e libertacao controlada do farmaco.

O Capitulo 3 apresenta os materiais que compdem o dispositivo proposto: as matrizes
poliméricas de acetato de celulose, os polimeros condutores utilizados para revestir as fibras

eletrofiadas, bem como o farmaco usado como modelo nestes estudos.



No Capitulo 4, de caracter experimental, sdo apresentados os materiais utilizados na pro-
ducéo e funcionalizagdo das membranas, bem como as respetivas técnicas de preparagao des-
tas membranas. Este capitulo compreende ainda a descricao das técnicas utilizadas para a ca-
racterizacao das membranas produzidas.

O Capitulo 5 é dedicado a apresentacao e discussdao dos resultados obtidos.

No Capitulo 6 apresentam-se as principais conclusdes do trabalho experimental reali-
zado, algumas recomendacdes do trabalho a desenvolver e quais as linhas/estratégias de in-

vestigacdo para os proximos trabalhos.



ESTADO DA ARTE

A tecnologia de libertacao controlada de farmacos progrediu nas uUltimas seis décadas.
A primeira formulagdo de libertacao controlada data de 1952. Esta 12 geragao (1950-1980) de
libertagdo de farmacos focou-se no desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada oral
e transdérmica e no estabelecimento de mecanismos de libertacdo controlada de farmacos.
Uma 22 geragao (1980-2010) foi dedicada ao desenvolvimento de sistemas de libertacdo de
farmacos que se regulam automaticamente, formulagdes de deposito de longo prazo e siste-
mas de libertacdo baseados na nanotecnologia [12]. Atualmente, encontramo-nos numa 32
geracao, a qual procura ultrapassar as limitagcdes encontradas na geracao anterior nomeada-
mente o estudo da aplicacéo clinica dos polimeros inteligentes e hidrogéis e o aumento da
utilizagdo de polimeros biodegradaveis mais estaveis em formulagdes de libertacao controlada
de longa duracao [13].

O estudo desenvolvido neste trabalho tem trés componentes principais: producdo de
membranas, funcionalizacdo de membranas e libertacdo controlada do farmaco. Por conse-

guinte, a revisdo de literatura focou-se nestes topicos.

2.1 Producao das Membranas

Nos ultimos anos, o recurso a fibras poliméricas produzidas por eletrofiacdo revelaram
ser um método eficaz de producao de fibras e versateis em termo de aplicacdo, onde se inclui
o encapsulamento de farmaco [11]. A grande vantagem desta técnica é possibilitar a encapsu-
lacdo e libertagdo controlada de uma grande variedade de farmacos de baixa solubilidade,
aumentando a biodisponibilidade destes farmacos [14], [15]. Seguidamente, apresentam-se

alguns exemplos de trabalhos publicados nesta area.
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Apesar de ter sido introduzida alguns anos antes, a eletrofiagdo so foi aceite como téc-
nica de produgao de nanofibras em 1934, com o trabalho desenvolvido e patenteado por For-
mhals [16], [17]. Desde entdo, tém sido publicados varios trabalhos dedicados a aplicacdo desta
técnica sob varias condi¢des, com o objetivo de estudar os parametros e respetivos valores, de
forma a produzir uma membrana continua e livre de defeitos.

Em 1969, Taylor et al. [18] estudaram o efeito da tensdo aplicada na qualidade das mem-
branas. Zong et a/. em 2002 [19], descobriram que é necessario um fluxo minimo do polimero
durante o processo para substituir a solu¢do que se perde quando é ejetada a solucdo. Em
1971, Baumgarten et a/. [20] estabeleceram a relacdo entre a distancia ao coletor e o tamanho
e morfologia das fibras.

Em 2003, Zeng et al. [21] estudaram a influéncia de surfactantes e farmacos no diametro
e uniformidade de fibras eletrofiadas de acido poli-L-latico (PLLA). Relativo aos surfactantes,
observou-se uma reducao significativa do diametro e uma melhor distribuicdo das fibras. Por
outro lado, devido as diferentes solubilidades e compatibilidade existentes entre o sistema
farmaco-polimero-solvente foram encapsuladas 15% (m/m) e 25% (m/m) de rifampicina nas
fibras bem como uma enzima, proteinase K. A taxa de libertacdo do farmaco para o meio
ocorreu a uma taxa constante e ao fim de 5 horas, detetou-se cerca de 45% e 35% de farmaco
no meio aquando do encapsulamento de 25% (m/m) e 15%(m/m) de rifampicina encapsulada
inicialmente, respetivamente. Concluiu-se que quando esta enzima nao era adicionada a solu-
¢do nao era libertado farmaco para o meio.

Em 2007, Bolgen et al. [22] analisaram a adsor¢do de antibidético em matrizes de polica-
prolactona (PCL) eletrofiada testando-as /n vivo com o objetivo de estudar as respetivas carac-
teristicas de libertacdo, de modo a prevenir aderéncias abdominais pds-cirurgia em ratos. Ob-
servou-se que 80% do farmaco previamente adsorvido na matriz, foi libertado em apenas trés
horas, indicando a falta de eficiéncia do método de adsorcao para altas concentragdes do
farmaco. Neste caso, uma elevada quantidade de farmaco foi agregada a superficie do poli-
mero aquando da execucao da técnica de eletrofiacao, justificando a rapida e abrupta liberta-
¢ao observada. Em conclusdo, o perfil de libertagdo é altamente dependente do grau de en-
capsulamento do farmaco na matriz original.

Ainda no mesmo ano, Tungprapa et al. [23] estudaram a libertacdo de quatro farmacos
modelo no interior de fibras de acetato de celulose (AC) eletrofiadas (20% do peso de AC
utilizado). Para fins comparativos foram produzidos filmes de AC na mesma propor¢do dos
respetivos farmacos. Os resultados demonstraram que as fibras apresentaram maior teor de

farmaco no seu interior (84% a 93%) do que os filmes (81% a 90%), que se deve ao facto de as
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fibras possuirem uma maior area de superficie. Além disso, verificaram que o sistema de sol-
ventes mais adequado para preparar as solugoes de AC por eletrofiacao era acetona/dimetila-
cetamida (DMAC), numa proporg¢ao de 2:1 (v/v), uma vez que esta mistura permitiu que as
solu¢des de AC resultantes fossem eletrofiadas em fibras com didametros médios compreendi-
dos entre 100 nm e 1T mm.

As nanofibras de AC eletrofiadas tém suscitado um enorme interesse como matriz po-
limérica para imobilizagdo ndo s6 de farmacos, mas também de outras substancias bioativas,
como as vitaminas. Algumas vitaminas, utilizadas na pele por via tépica, sdo potentes agentes
terapéuticos para o tratamento de patologias cutaneas. Neste grupo, a vitamina A e a vitamina
E exibem uma acdo bioldgica multifacetada. Desta forma, Taepaiboon et a/. em 2007 imobilizou
estas duas vitaminas em nanofibras de AC eletrofiadas, com diametro médio entre 247 e 265
nm e com morfologia de seccao transversal lisa e redonda. Os autores destacaram o aumento
gradual da libertacdo cumulativa das vitaminas durante o periodo de libertacao a partir das
fibras eletrofiadas de AC, em contraste com a sua libertacdo imediata a partir das correspon-
dentes peliculas fundidas de AC [24].

A resisténcia antimicrobiana tem-se tornado num problema de saude publica, o qual
exige a utilizacdo de novos antibidticos e a utilizacdo de substancias com propriedades anti-
microbianas que limitem a sua utilizacdo massiva. Os 6leos essenciais obtidos das plantas apre-
sentaram propriedades antimicrobianas, podendo modular a resisténcia antimicrobiana dos
microrganismos [25]. Para tal, Liakos et al. [26], produziram fibras eletrofiadas de AC encapsu-
ladas individualmente com trés tipos diferentes de 6leos essenciais (canela, erva-limao e hor-
tela-pimenta) para aplicagdo como pensos transdérmicos de tratamento de feridas. As matrizes
poliméricas produzidas e encapsuladas com os 6leos essenciais ndo s6 demonstraram uma
elevada compatibilidade celular e nenhuma citotoxicidade, provado por ensaios de biocom-
patibilidade em modelos de células cutaneas, mas também a capacidade de inibir o cresci-
mento de Escherichia coli, mesmo quando foram utilizadas pequenas quantidades de 6leos
essenciais. Os pensos produzidos sao promissores como dispositivos biomédicos para acelerar
a cicatrizacao de feridas cutaneas.

Em 2009, Kenawy et al. [27] desenvolveram tanto fibras de PCL como polimero biode-
gradavel, de poliuretano como polimero nao biodegradavel, como também fibras a partir da
mistura dos dois polimeros, todas elas incorporadas com farmacos. Os resultados demonstra-
ram que apesar das taxas de libertacdo de farmaco dos trés tipos de fibras serem idénticos, as

fibras de mistura dos dois polimeros apresentavam melhores propriedades mecanicas.



2.2 Funcionalizacdo das Membranas com PPi e PEDOT

A funcionalizacdo das membranas/fibras é realizada de modo a permitir que estas pos-
sam apresentar funcionalidades acrescidas, por exemplo, maior resisténcia, maior flexibilidade,
mais estavel em meios acidos ou basicos, melhores propriedades oticas, elétricas, ou magné-
ticas, entre outras. No caso concreto da aplicacdo deste trabalho, para que seja possivel a
elaboragdo de um sistema que responda a estimulos elétricos, é necessario que a membrana
seja condutora elétrica. Tal é possivel, funcionalizando a membrana com um polimero condu-
tor como o PPi e o PEDOT [9], [28]. Os trabalhos seguintes sdo alguns exemplos de fibras
funcionalizadas com estes polimeros.

Em 2010, Laforgue et al. [29] estudaram a polimerizacdo do PEDOT em fase de vapor
para obter fibras eletrofiadas de polivinilpirrolidona. Neste estudo, obtiveram fibras com dia-
metros médios de cerca de 350 nm, com elevada organizacdo molecular, obtendo por isso
membranas com uma condutividade muito elevada (~60 S/cm). Nesta altura, este valor de
condutividade era o mais elevado dos valores reportados para as nanofibras produzidas por
esta técnica de polimerizagao. No entanto, em 2014 foram produzidos nanofios monocristali-
nos de PEDOT através desta técnica de polimerizagdo, os quais alcancaram condutividades de
8797 S/cm [30].

Em 2011, Mller et al. [31] conseguiram revestir membranas de celulose bacteriana com
PPi, através da polimerizacao /n situ do pirrol. Neste caso, a membrana é colocada numa solu-
¢ado aquosa de pirrol, dando-se a polimerizacdo do mondmero pela adicdo de cloreto de ferro
(I, FeCls, como catalisador. Dos testes realizados, observou-se que a espessura e resisténcia
elétrica da membrana compdsita (celulose - PPi) é dependente da concentracao de PPi no meio
onde se da a reacdo e do seu tempo de polimerizacdo. A resisténcia elétrica da membrana
alterou-se de 9,1 x 10> Qcm para 0,33 Qcm dada a formacdo de uma camada continua de
PPi. Para o valor de menor resistividade, foi necessaria uma concentracao de 0,03 mol/L de
pirrol, e um tempo de 90 minutos para a reagdo de polimerizacao.

Em 2015, Tang et a/. [32] produziram membranas comp®sitas flexiveis e condutoras, uma
vez mais através da sintese quimica /n situ do pirrol na presenca de celulose bacteriana, tendo
posteriormente tratado a membrana com uma solu¢do de polisiloxano. Os resultados obtidos
evidenciaram uma estrutura continua constituida pelas particulas de PPi depositadas a super-
ficie da celulose. Com o tratamento de polisiloxano, as fibras passaram de altamente hidrofili-

cas a hidrofdbicas. Estes resultados demonstram que é possivel alterar a molhabilidade das



membranas, sem comprometer a condutividade do PPi, alargando o espectro de possiveis far-
macos que se podem incorporar nas fibras.

Em 2018, Baptista et al. [33] desenvolveram bio-baterias a base de fibras eletrofiadas
flexiveis, leves, biocompativeis e condutoras a base de acetato de celulose e funcionaram-nas
com PPi, através de polimerizagdo /n situ. As concentracdes de mondmero, os tempos de po-
limerizagdo e a concentracdo do agente oxidante foram alguns dos parametros estudados. Os
valores de condutividade aumentaram notavelmente até 102 S/cm. Este trabalho foi utilizado
como referéncia para o desenvolvimento experimental do trabalho desta tese.

Em 2019, Carli et al. [34] estudaram pela primeira vez, as propriedades neuroprotectoras
e anti-inflamatorias do tauroursodesoxicolico (TUDCA). Este acido biliar natural foi incorporado
em PEDOT e o novo material, PEDOT-TUDCA, promoveu eficientemente uma libertagdo do
farmaco controlada electroquimicamente, preservando ao mesmo tempo as propriedades ele-
troquimicas. Além disso, a baixa citotoxicidade observada com ensaios de viabilidade, torna o
PEDOT-TUDCA um bom candidato para prolongar o periodo dos implantes cerebrais crénicos
de registo neuronal.

A Figura 2.1 apresenta alguns exemplos de fibras funcionalizadas com os polimeros con-

dutores PPi e PEDOT.

Figura 2.1 - Membranas funcionalizadas. A - Membrana de AC funcionalizada com PPi [35]. B - Membrana de clo-

roférmio e N,N - dimetilformamida funcionalizada com PEDOT [36].

2.3 Libertacdao do Farmaco

No que diz respeito a libertagdo controlada de farmacos a partir de estimulos elétricos,
embora ainda ndo sejam aplicados ao ser humano, tém sido desenvolvidos nos ultimos anos
alguns sistemas funcionais. Hidrogéis eletro-responsivos, polimeros condutores e filmes ele-
tro-responsivos camada por camada sdo as principais vias estudadas para a libertacao
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eletronica controlada de farmacos [3]. De acordo com Giuseppi-£Elie [37], os dispositivos de
libertacao eletronicamente controlada de farmaco sao dispositivos que produzem um perfil de
libertacdo programado influenciado pela aplicagdo de tensdao ou mesmo de corrente. Para
compreender se as membranas produzidas e funcionalizadas neste trabalho sdo realmente
sensiveis ao estimulo elétrico, um dos objetivos propostos é averiguar se os sistemas de mem-
branas estudados sdao capazes de mostrar uma capacidade de ligar/desligar o interruptor
("ON/OFF"). Isto significa que, ao aplicar determinados estimulos elétricos, a libertagdo do far-
maco deve aumentar mais rapidamente, diminuindo a sua velocidade de libertacdo durante os
periodos de ndo aplicacdo ou de aplicacao de estimulos que retenham o farmaco no seu inte-
rior.

Em 2006, Wadhwa et a/. [38] desenvolveram um dos primeiros sistemas de libertacdo de
farmacos, cujo controlo é realizado eletronicamente. Este consiste em dois elétrodos, sobre os
quais é depositado um filme de PPi, por eletropolimerizacao do pirrol, contendo dexametasona
(anti-inflamatorio) que, devido a sua carga negativa, funciona como dopante do polimero con-
dutor. Foi realizada a libertacdo do farmaco utilizando a técnica de voltametria ciclica e foi
verificado que sé a partir do 3° ciclo de varrimento apareciam os picos de reducdo e oxidacao
caracteristicos do pirrol e que quanto maior era o numero de ciclos, mais intensos eram os
picos.

Ainda no mesmo ano, Abidian et al. [38] estudaram a libertacdo controlada de dexame-
tasona através da aplicacdo de estimulos elétricos externos em nanotubos de PEDOT. Nanofi-
bras de PLLA ou poli (latico-co-acido glicdlico) (PLGA) biodegradaveis foram eletrofiadas e
polimeros condutores em torno das nanofibras eletrofiadas foram depositados por um pro-
cesso eletroquimico. A aplicagdo de 1V entre um elétrodo de platina e os nanotubos carrega-
dos com 2 mg do farmaco permitiu obter um controlo linear da libertacao do farmaco até 200
horas para uma libertacao de 1,5 mg.

Em 2013, Servant et al/. [8] testaram hidrogéis de PMAA-pMWNT (acido polimetacrilico
- nanotubos de carbono de paredes multiplas) na libertacdo de sacarose marcada radioactiva-
mente, que por sua vez originavam um perfil de libertacdo pulsatil de *C-sacarose, encapsu-
lada na matriz polimérica por inchamento, quando os pulsos "ON/OFF' de campo elétrico de
corrente continua (10 V durante 15 min) eram aplicados. Cerca de 70% foi libertado apds 80
minutos de exposicdo ao campo elétrico.

Em 2014, Krukiewicz et a/. [39] desenvolveram com sucesso um sistema a base de PEDOT
de libertacdo eletronicamente controlada de ibuprofeno na forma idnica. A sintese eletroqui-

mica foi otimizada para obter uma matriz condutora com o maior teor de farmaco possivel. O
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processo de libertagcdo de farmaco através de estimulos elétricos foi estudado através de apli-
cagao de estimulos entre os -0,8 V e os +0,8 V, com um contra-elétrodo de prata, que eviden-
ciaram que a maior quantidade de farmaco libertada ocorreu aquando da aplicagdo do esti-
mulo de -0,5 V. A concentragdo de ibuprofeno libertado mostrou-se ser dependente do estado
redox da matriz polimérica, portanto, a aplicagdo de potencial negativo resultou na libertacao
do farmaco, enquanto os potenciais positivos resultaram na retencdo do farmaco.

Em 2017 Samanta et a/. [7] desenvolveram um sistema de libertacdo de farmaco reab-
sorvivel e eletro-responsivo que inclui filmes de nanocompdsitos de um polimero a base de
metilmetacrilato-co-metacrilico, com o objetivo de controlar a dose de farmaco libertada. Con-
cluiram que evolui linearmente consoante o potencial aplicado.

Em 2019, Feiner et al. [40] desenvolveram um dispositivo multifuncional capaz de efetuar
a libertacao controlada de diferentes farmacos e em simultaneo monitorizar a corrente apli-
cada entre um catodo, coberto com PPi contendo o farmaco, e um anodo de prata. Os autores
demonstraram que a relagdo entre a corrente aplicada, o conteddo encapsulado na camada
fibrosa de PPi e a quantidade de farmaco libertada (dexametasona, indometacina e aspirina) €
linear.

Em 2021, Baptista et al. [41] estudaram a libertacdo controlada eletronicamente de ibu-
profeno impregnado previamente em membranas de gaze e de AC. Obtiveram uma conduti-
vidade na faixa de 1-10 mS/cm em gaze funcionalizada com PPi e fibras de AC, proporcionando
uma libertacdo controlada de farmaco por estimulos elétricos num sistema composto por
membranas PPi/lbuprofeno/PPi e um elétrodo de prata. As imagens SEM (do inglés, scanning
electron microscopy) evidenciaram a adesdo de PPi as fibras e os espectros Micro Raman com-
provaram a incorporagao e libertacdo do farmaco. Um pequeno penso dérmico construido
com essas membranas retém o ibuprofeno a 1,5 V e liberta-o rapidamente aquando da apli-
cacao de -0,5 V.

Ao longo dos ultimos anos, ocorreu uma grande evolucao no desenvolvimento de novos
sistemas de libertacao de farmacos para aplicacbes dérmicas [4], [5], [12], [42]. Atualmente ja
existem dispositivos que reagem a estimulos mecanicos (Figura 2.2-A) [43], eletricamente fle-
xiveis [10], de iontoforese sob a pele (Figura 2.2-B) [44]; outros multifuncionais, controlados
pela temperatura (Figura 2.2-C) [45], e por estimulos elétricos. Os nanocompasitos de hidrogel
representam outra familia de sistemas de libertagdo transdérmica de farmacos que tém vindo
a ser controlados pela temperatura [46], pelo pH [47], por estimulos elétricos [48] ou autoali-

mentados [49], e utilizados para a cicatrizacao de feridas [50].
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A Figura 2.2 apresenta varias aplicagdes de sistemas de libertacdo controlada de farma-

COs.

Libertagéo do farmaco

para a pele

Figura 2.2 - Sistemas de libertagdo controlada de farmacos para aplicagdes dérmicas. A - Esquematico (a es-
querda) e penso transdérmico de libertacdo controlada de farmaco através de estimulos mecanicos (a direita) [5],
[43]; B - Penso transdérmico de libertacdo de farmaco através de iontoforese sob a pele [44]; C - Penso transdér-

mico de libertagdo controlada de farmaco através da temperatura [45].

Microchips, capsulas, bombas, autoinjectaveis e pensos transdérmicos sdo exemplos de
sistemas eletronicos de libertacdo controlada de farmacos disponiveis comercialmente [51].
Embora existam grandes vantagens no uso destes sistemas, ha muito trabalho a ser realizado
para torna-los mais faceis de utilizar e melhorar a adesdo do doente. Neste campo, a adminis-
tracao topica regular de medicamentos para doencas de pele talvez seja uma das principais
necessidades [52].

Consequentemente, este trabalho abre portas para a produgdo de sistemas eletronicos
simples e de baixo custo para o controlo da libertacao de farmacos no tratamento de doengas

dermatoldgicas prolongadas.
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CONSTITUINTES DO BIODISPOSITIVO

Neste capitulo abordam-se os materiais que compdem o dispositivo proposto: as matri-
zes poliméricas de acetato de celulose, os polimeros condutores utilizados para revestir as
fibras eletrofiadas, bem como o farmaco modelo contido nestas matrizes que sob a agédo de

um estimulo elétrico sera libertado.

3.1 Matrizes Poliméricas

Os polimeros s@ao moléculas em forma de uma cadeia composta pela repeticéo de ele-
mentos, designados monomeros, ligados entre si. Devido a sua elevada massa molecular, os
polimeros sao classificados como macromoléculas, com grau de polimerizacdo igual ao nu-
mero de repeticdes do mondmero na cadeia. As suas propriedades variam, principalmente,
consoante os mondmeros que o constituem e o tipo de ligagdo quimica estabelecida entre
estes, podendo existir polimeros elasticos, termoplasticos ou termorrigidos [53].

As matrizes poliméricas produzidas por eletrofiacao sdo utilizadas como suporte de far-
macos e polimeros condutores, devido a sua alta resisténcia, estabilidade, area superficial e
porosidade. Os materiais a utilizar no fabrico destas matrizes devem obedecer a trés caracte-
risticas importantes: a biocompatibilidade, a capacidade de nao alterar as interagdes farmaco-

tecido e a inocuidade [54].

3.1.1 Acetato de Celulose

Atualmente, os biopolimeros tém ganho relevancia como sistemas de libertagdo de far-
macos quando comparados aos polimeros sintéticos devido a sua biodegradabilidade, bio-

compatibilidade, baixa imunogenicidade e citotoxicidade. A versatilidade da sintese e
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formulagéo de biopolimeros oferece vantagens em termos de encapsulamento de farmacos e
libertacao controlada dos mesmos. Polimeros biodegradaveis devem ser facilmente degrada-
dos a substancias nao tdxicas e excretados por vias fisiologicas, bem como devem ser livres de
reacoes inflamatorias /n vivo [55], [56].

A celulose, o biopolimero mais abundante na natureza, é composta por uma cadeia linear
de unidades de D-glicose unidas por ligacdes B-D-1,4. Em geral, é utilizada na composigao de
biomateriais devido as propriedades mecanicas elevadas em comparagdo com outros polissa-
carideos e a sua elevada estabilidade térmica. Na sua forma nativa apresenta alta cristalinidade
e rigidez, sendo insoluvel em agua e solu¢des aquosas, levando a necessidade de derivagdo da
sua estrutura [57]. Para melhorar o valor ou expandir a versatilidade da celulose, através da sua
funcionalidade quimica, varios derivados de celulose foram desenvolvidos e utilizados em in-
dustrias biomédicas consoante a finalidade atribuida e, por isso, muitas novas areas de aplica-
cao também tém sido exploradas, como engenharia de tecidos [58], tratamento de feridas [59]
e sistemas de libertacdo de farmacos [56], [60].

Dentro destes derivados, o acetato de celulose (AC) derivado da celulose natural pelo
processo de acetilagdo, ou seja, pela substituicdo dos grupos hidroxilo de cada unidade de
glicose por grupos acetil, tem sido amplamente usado para producao de fibras eletrofiadas e
depois transformado em fibras de celulose por desacetilacao ou hidrolise aquosa (Figura 3.1)

[61].

C/ Celulose

Acetilacao Desacetilagdo

Acetato de celulose

H o | \
/ ‘ \ OH H
OH H HC 0 0
HyC H,C
° |
0

Figura 3.1 - A transformacao da Celulose em Acetato de celulose e vice-versa. Adaptado de [61].

Como consequéncia podem-se obter polimeros com diferentes graus de substituicao,

sendo o grau de substituicdo o nimero médio de grupos acetil que substituem os grupos
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hidroxilo por unidade glicosidica, o qual pode variar de zero a trés. O grau de substituicdo é
um parametro de extrema importancia, pois afeta a cristalinidade do polimero, o potencial de
biodegradabilidade e a solubilidade em diferentes solventes. Por exemplo, a celulose tem um
grau de substituicdo igual a zero sendo por isso insolUvel na maioria dos solventes [62], en-
quanto que o AC com um grau de substituicao de 2,5 tem sido amplamente utilizado em apli-
cagOes biomédicas e producdo de nanofibras através de técnicas de eletrofiacdo por apresen-
tar propriedades Unicas para sistemas de libertacdo de farmacos [56]. Destas propriedades
destacam-se a biodegradabilidade a longo-prazo, a biocompatibilidade, vantajosas proprie-
dades mecanicas e térmicas, baixa densidade e custo de producao relativamente baixo, inso-
lubilidade em agua, néo toxicidade, alta afinidade, boa estabilidade hidrolitica e excelente re-
sisténcia quimica [56], [61], [63], [64]. Contudo, as propriedades dos derivados de celulose ndo
sdo determinadas apenas pelo tipo e grau de substituicdo, mas também pelo padréo de fun-
cionalizacdo ao longo da cadeia polimérica [63].

Para além destas propriedades, a solugdo de AC apresenta uma elevada condutividade
idnica o que permite que aquando do processo de eletrofiagdo a solucdo seja eficazmente
ejetada da agulha da seringa quando sujeita a um campo elétrico e depositada no alvo (ligado
a terra) sob a forma de fibras. Por sua vez, estas fibras podem ser utilizadas com sucesso no
desenvolvimento de sistemas de libertacdo de antioxidantes, vitaminas e anti-inflamatorios
nao esteroides como é o caso do ibuprofeno [61].

Escolhendo os parametros adequados ao processo de eletrofiacdo, as membranas fibro-
sas de AC produzidas podem ter diversas aplicacdes na area dos biomateriais tirando partido
do elevado racio area superficial/volume, leveza e flexibilidade. O AC para além mostrar esta-
bilidade em meio fisiol6gico, € bastante utilizado em aplicagdes médicas devido a sua biocom-
patibilidade [65]. Por estes motivos o AC foi escolhido como matriz para o desenvolvimento

do biodispositivo.

3.2 Revestimentos Condutores

Os polimeros condutores sdo polimeros organicos com elevada condutividade elétrica
intrinseca. Atualmente, os principais polimeros condutores sao maioritariamente derivados de
polipirrol (PPi) e poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT) [66].

Os polimeros condutores tém em comum uma estrutura conjugada de ligagdes duplas
de carbono alternadas com liga¢des simples que Ihes confere condutividade. Esta propriedade
deve-se a existéncia de reagdes de oxidagdo-reducao nos locais das ligacdes duplas uma vez
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que nesses locais a energia de ionizacao é relativamente baixa e ocorre consequente libertacao
de ides, que se podem mover para dentro ou para fora do polimero, dependendo da carga do
mesmo [67].

Com a adicdo de dopantes a condutividade destes polimeros pode ser aproximada a dos
metais condutores. Estes dopantes podem ser agentes oxidantes ou redutores e introduzem
uma carga no polimero através da adigdo ou remogao de eletrdes, provocando reorganizagoes
nas ligacdes em certas zonas da estrutura [68]. Os compositos poliméricos condutores apre-
sentam boa flexibilidade, facil processamento e excelentes propriedades mecanicas e elétricas.
Por este motivo, sdo mais Uteis do que os metais para o fabrico de téxteis eletronicos [69].

Neste trabalho foram estudados processos distintos de polimerizacdo, nomeadamente

in situ em solucdo aquosa para o PPi e em camara de vapores para o PEDOT.

3.2.1 Polipirrol

O polipirrol (Figura 3.2) é um polimero condutor promissor nas areas eletrénica, otica,
biologica e médica devido a sua simples polimerizacao, biocompatibilidade, baixo custo, na-
tureza ndo tdxica, estabilidade ambiental e condutividade elétrica relativamente alta que pode
ser controlada consoante o dopante utilizado, tal como mencionado anteriormente. Para além
disto apresenta amplas perspetivas em aplicacdes comerciais, tais como dispositivos biomédi-
cos, biossensores, sistemas de libertacdo controlada de farmacos, regeneragdo de tecidos e
dispositivos eletrénicos como substituto de condutores metalicos ou semicondutores [1], [70],
[71].

Figura 3.2 - Formula molecular do polipirrol. Adaptado de [72].

Este polimero pode ser sintetizado através de duas formas de polimerizacdo do mono-
mero pirrol, quer quimica quer eletroquimica. A polimerizacdo quimica /n situ divide-se em
trés tipos: polimerizacdo em fase de solucdo, polimerizacdo em fase de vapor, e deposicao
quimica oxidativa de vapor, sendo esta segunda técnica a que produziu a mais elevada con-
dutividade até a data. A polimerizagcdo quimica tem a vantagem de combinar este polimero

com varios substratos ndo condutores para formar compdsitos com propriedades
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interessantes e adaptadas, enquanto a polimerizacao eletroquimica sé pode ser realizada em
substratos condutores de corrente elétrica [71].

Na polimerizagdo quimica ocorre a reacao de mondmeros de pirrol em solucao aquosa
com um agente oxidante tal como o cloreto de ferro Ill (FeCls). Neste mecanismo, a etapa
inicial passa pela producdo de um radical livre de carga positiva, através da oxidagdo dos mo-
ndmeros de pirrol. Esta carga torna-o instavel e altamente reativo, o que pode levar a formagao
de um dimero neutro. Por sua vez, também este composto é altamente oxidativo, pelo que
num mesmo processo forma ligagdes com outros mondmeros, originando uma reagdo em
cadeia de polipirrol. Neste processo, o acoplamento entre mondmeros é feito de forma alea-
tdria, o que resulta em cadeias sem uma orientacao especifica com defeitos na sua estrutura.
Nesta oxidacdo /n situ, o polimero permanece no seu estado oxidado e é dopado com anides
de CI', proporcionando caracteristicas condutoras ao polimero [73]. Dependendo do solvente
utilizado, da propor¢cdo mondémero/agente oxidante, da duracao da reagdo e da temperatura
a que se da, consegue-se controlar a condutividade elétrica [71].

A sintese eletroquimica € mais simples e semelhante ao caso anterior, contudo, € neces-
saria a aplicacdo de uma tensao positiva que provocara a oxidagdo, com a extracdo de um
eletrdo da estrutura e a criacdo de radicais livres do pirrol. Estes radicais ligam-se covalente-
mente uns aos outros ou a outros radicais livres presentes na solucao, levando a criacao de

filmes finos de polipirrol [74].

3.2.2 Poli-(3,4-etilenodioxitiofeno)

O poli(3,4-etilenodioxiotiofeno) (Figura 3.3) € um dos polimeros condutores mais bem-
sucedidos devido a sua flexibilidade, elevada transparéncia e condutividade, biocompatibili-
dade, e grande estabilidade térmica e ambiental [75]. Estas propriedades intrinsecas tornaram
o PEDOT de interesse fundamental, uma vez que permitem a utilizagdo do polimero em diver-
sas aplicacdes de conversao e armazenamento de energia tais como por exemplo, visores
OLED, janelas electrocromicas e fotovoltaicas, e na area da biomédica, como biossensores ou

em sistemas de libertacdo controlada de farmacos [76], [77].
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Figura 3.3 - Férmula molecular do poli(3,4-etilenodioxiotiofeno). Adaptado de [78].

O método de sintese do PEDOT é muito importante, uma vez que origina diferentes
propriedades que determinam as suas aplicacdes. Desde que foi desenvolvido pela primeira
vez, a condutividade do PEDOT evoluiu de 2 S/cm para valores superiores a 1500 S/cm, apre-
sentando condutividades superiores a do polipirrol. Esta gama de condutividade que abrange
trés ordens de grandeza deve-se, em parte, ao facto de o PEDOT poder ser produzido por
métodos de polimerizacao diferentes e simples: polimerizacao eletroquimica e polimerizacao
quimica oxidativa, que se divide em polimerizacdo oxidativa de dispersao PEDOT e polimeri-
zagao quimica /n situ [75]-[77].

A sintese do PEDOT por polimerizacdo quimica oxidativa ou por polimerizacao eletro-
quimica é semelhante as respetivas polimeriza¢cdes do PPi. A polimerizacao quimica /n situ em
fase de vapor € o método de sintese comum para polimeriza¢des /n situ, no qual os reagentes
participam na reacao em estado gasoso e a polimerizacao tem lugar a superficie do substrato.
Esta técnica envolve trés etapas: 1) depositar um solvente contendo um agente oxidante tal
como o FeCls; sobre um substrato; 2) expor o substrato revestido e ja seco ao vapor de moné-
mero EDOT (3,4-etilenodioxiotiofeno) numa camara fechada para polimerizacdo; 3) lavar a pe-
licula depositada para remover o oxidante residual e o mondémero adsorvido. A reacao de
oxidacao ocorre na interface entre oxidantes e mondémeros em fase gasosa. Os parametros
controlados durante esta polimerizacdo sdo: concentracdo de mondmero, temperatura do
substrato e tempo de polimerizacao [76], [77].

Embora a polimerizacdo em fase de vapor seja uma técnica que produz revestimentos
menos defeituosos e mais condutores que outras técnicas de polimerizacao /n situ, deve ga-
rantir-se a homogeneidade dos vapores para que a uniformidade do revestimento nao seja

comprometida [76].
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3.3 Farmaco Modelo: Ibuprofeno

O ibuprofeno (IBU) ou acido 2-(4-isobutilfenil)propidnico (Figura 3.4) é um farmaco que
pertence a classe terapéutica dos anti-inflamatorios ndo esteroides (AINE), sendo o primeiro
AINE de venda livre no mercado [79].

Este farmaco foi desenvolvido em 1960 quando se pesquisava uma alternativa mais se-
gura para a aspirina [80]. O ibuprofeno foi patenteado em 1961 e o seu primeiro medicamento,

contra a artrite reumatoide, foi lancado em 1969 no Reino Unido e em 1974 nos EUA.

O
HO

Figura 3.4 - Formula molecular do ibuprofeno. Adaptado de [81].

Os AINE sao uma classe de farmacos extensamente reconhecida por diversas acdes te-
rapéuticas, nomeadamente, antipirética, analgésica e anti-inflamatoria [82], [83]. Eles sdo efi-
cazes no tratamento da dor, de pequena a moderada intensidade, sem apresentarem os efeitos
indesejaveis dos opiaceos sob o sistema nervoso central, nomeadamente, a dependéncia fisica
e a depressao respiratoria [84].

A analgesia dos AINE é uma acao particularmente Util no estado febril, nas dores associ-
adas a pos-operatdrios ou nos processos inflamatérios [82], [85].

O ibuprofeno é o AINE mais utilizado em Portugal, administrado principalmente por via
oral e tdpica, tendo sido dispensadas 9 408 077 de embalagens nas farmacias comunitarias de
Portugal Continental e utentes do Servico Nacional de Saude no periodo de 2016 a 2020 [86].

A classificacdo dos AINE varia conforme a seletividade de inibicdo das isoformas das
ciclooxigenases (COX), uma familia de isoenzimas que catalisam as reagdes de formagao de
marcadores inflamatorios. Dentro desta familia de isoenzimas sdo conhecidas as ciclooxigena-
ses 1 (COX-1), ciclooxigenases 2 (COX-2) e ciclooxigenases 3 (COX-3). Os AINE podem classi-
ficar-se como inibidores ndo seletivos das COX-1 e COX-2 ou inibidores seletivos da COX-2
[85]. O ibuprofeno é um inibidor ndo seletivo da COX-1 e da COX-2,

O IBU apresenta uma forte ligacdo as proteinas plasmaticas (> 98%) e é rapidamente
metabolizado e eliminado na urina, cerca de 70% a 80% da dose terapéutica [83], [87].

As propriedades fisico-quimicas de um farmaco definem qual o seu comportamento,

quer ao nivel do organismo, nos processos de absorcdo, distribuicdo, metabolizagdo e
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excrecdo, quer fora dele, como no caso dos biodispositivos [88]. Nas propriedades dos farma-
cos destacam-se a sua massa molecular, densidade, solubilidade, ionizacado e hidrofobicidade.
Estas propriedades sao essenciais ndo sé para avaliar a acao farmacolégica e toxica de um
farmaco, mas também sdo importantes para avaliar o comportamento do composto nos bio-
dispositivos [88], [89].

Para compreender e determinar o comportamento de uma molécula num determinado
meio é necessario conhecer as propriedades intrinsecas do composto, tais como a constante
de dissociacdo acida (pKka), o coeficiente de particio em diferentes meios, nomeadamente n-
octanol-agua (/og Kow) e o coeficiente de distribuicdo n-octanol-agua (/og Dow) [90]. A Tabela

3.1 apresenta algumas das propriedades fisico-quimicas do IBU.

Tabela 3.1 - Propriedades fisico-quimicas do ibuprofeno. Adaptado de [91].

Propriedades Ibuprofeno
Formula molecular Ci3H1802
Massa molecular, g/mol 206,28
Solubilidade em &gua, mg L' (25 ° Q) 21
pKa 4,9
log Kow 3,97
log Dow, pH 7,4 0,45 [90]

O IBU é um acido organico fraco, com um valor de pka relativamente baixo [83].

O /og Kow descreve a lipofilicidade intrinseca dos grupos funcionais e do esqueleto do
carbono de uma molécula, na auséncia de ionizagao. Este coeficiente representa a solubilidade
de uma molécula em solventes organicos e determina a afinidade por compostos de natureza
apolar. Esta propriedade permite aferir o destino de moléculas organicas num determinado
meio. Se /og Kow for superior a 3,0 temos compostos de natureza lipofilica com tendéncia a
ligarem-se a compostos apolares. Ja os compostos com /og Kowinferior a 3,0 sdo considerados
hidrofilicos e consequentemente tém maior afinidade para se ligarem a meios polares [92],
[93].

O ibuprofeno é um composto apolar uma vez que tem um grupo de funcao carboxilo
polar (COOH), mas os grupos alquilo ndo polar e o anel aromatico reduzem significativamente

a sua polaridade [94].

20



J& o coeficiente de distribuicdo (/og D) corresponde ao coeficiente de particdo de uma
molécula ionizada ou que é influenciada por um determinado pH, tendo em conta a distribui-
¢ao da carga de uma molécula. Este indice constitui um parametro importante nos estudos de
mobilidade de compostos em meios de diferentes polaridades para prever qual a particdo em
meios de diferentes polaridades [92].

O ibuprofeno € um farmaco com elevada solubilidade em agua, o que possibilita que se
atinjam concentragdes superiores em meios aquosos, no entanto, de forma geral este farmaco
é pouco soluvel em meios aquosos, pelo que a taxa de dissolugdo a partir das formas de do-
sagem solida atualmente disponiveis € limitada. Isto leva a uma fraca biodisponibilidade em
doses elevadas apds administragdo oral, aumentando assim o risco de efeitos adversos inde-
sejados. A fraca solubilidade é um problema para o desenvolvimento de formas de dosagem
de soluges injetaveis. Devido a sua fraca permeabilidade da pele, é dificil obter uma concen-
tracdo terapéutica eficaz a partir de preparagdes tépicas. Conseguinte, independentemente da
larga utilizacdo dos AINE e das vantagens da sua utilizacdo, eles apresentam varios efeitos
secundarios ou indesejaveis [95].

Este farmaco é geralmente bem tolerado, mas podera desencadear dor de cabeca, dor
de estdmago, vomitos, diarreia, Ulceras no estbmago e duodeno [83]. Alguns destes efeitos
sao significativos em tratamentos de longa duracao ou nos casos de necessidade de dosagens
mais elevadas. Os dispositivos de libertagdo controlada tém por objetivo mitigar estes proble-
mas, através da libertacdo de menores concentragdes de farmaco por periodos mais longos,
alcangando uma melhor acao terapéutica.

A eficacia terapéutica de qualquer farmaco administrado topicamente é fun¢do da sua
penetracdo através da pele. Como o IBU € o AINE que apresenta o melhor fluxo cutaneo entdo
é o farmaco escolhido e o mais adequado para a administragdo topica, como acontece num

penso transdérmico [94].
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4

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo presentes os métodos, os materiais e os respetivos procedimentos
realizados para o desenvolvimento do biodispositivo proposto. Assim, sdo apresentadas as
seguintes etapas: producdo das membranas e respetiva funcionalizagdo, a sua andlise através
de técnicas de caracterizacao morfoldgicas, estruturais, elétricas e eletroquimicas, e por fim, os

testes de libertagcdo do farmaco encapsulado.

4.1 Produgao das Membranas

Neste estudo, foram produzidas tanto membranas poliméricas de acetato de celulose
(mAC) como membranas poliméricas de acetato de celulose com incorporacao do farmaco

(mAC:IBU). Ambas as membranas foram produzidas com recurso a técnica de eletrofiacao.

4.1.1 Solucéo Polimérica de Acetato de Celulose

A solucao polimérica preparada contém 12% (m/v) de acetato de celulose (Mn ~ 50000
com 40% de grupos acetil, Sigma Aldrich), dissolvidos num sistema de solventes de acetona
(Honeywell Riedel-de Haén, 99,5%) e dimetilacetamida (DMAc) (Carlo Erba Reagents S.A.S.),
numa proporcao de 2:1, respetivamente. Esta dissolugdo ocorreu sob constante agitacdo mag-
nética a 100 rpm, a temperatura e humidade ambiente. A agitacdo magnética permaneceu
constante até o AC estar completamente dissolvido, o que é visivel por a solucao tornar-se
translicida e a auséncia de particulas sélidas em suspensao, obtendo-se uma solucdo homo-
génea.

O DMAc tem maior tensdo superficial, viscosidade e ponto de ebulicdo em comparagado

com a acetona, misturando-as como um solvente binario, pelo que as propriedades da solucao
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polimérica podem ser melhoradas [56]. A tensdo superficial dos solventes utilizados na solucao
polimérica tem um papel importante na qualidade das fibras obtidas por eletrofiacdo. E possi-
vel obter fibras uniformes e sem defeitos se a tensado superficial da solucdo polimérica for baixa.
Assim, a propor¢do de solventes, neste caso acetona e DMAc (2:1), ja tinha sido otimizada

previamente [11].

4.1.2 Solugdo Polimérica de Acetato de Celulose com Ibuprofeno

Para a producao de fibras de AC com ibuprofeno (AC:IBU), preparou-se uma solugdo
idéntica a solugdo polimérica de AC na qual foi adicionado 1Tmg de ibuprofeno a solucao de
2g de AC (Farma-Quimica Sur S.L.,, 99,3%).

4.1.3 Eletrofiacdo

4.1.3.1 Processo

Desde o advento da nanotecnologia, varias metodologias tém vindo a ser desenvolvidas
para a criacao de nanoestruturas unidimensionais, tal como métodos que permitam a produ-
cao de um material em larga escala. Dentro desta area, destacam-se as varias tecnologias de
fiagdo que resultam na preparagdo continua e constante de fibras de diferentes materiais e
consequentemente propriedades diversas, as quais dependem também da especificidade dos
parametros e métodos adotados. Dentre as diferentes técnicas de fiacao, a eletrofiacdo evi-
dencia-se como uma técnica de sintese versatil capaz de produzir fibras com uma larga varie-
dade de composi¢des, morfologias e diametros que variam de micrometros a nandmetros,
podendo levar a producdo de fibras com diametro inferior a 1 nanémetro. As nanofibras obti-
das pela técnica de eletrofiacdo podem ser utilizadas num numero elevado de aplica¢des bi-
omédicas, tecnoldgicas e ambientais devido a combinacao Unica de elevada razdo area super-
ficial/volume, porosidade, flexibilidade, desempenho mecanico, simplicidade de processa-
mento e custo relativamente baixo [96], [97].

Nos ultimos vinte anos, a eletrofiagdo é uma das técnicas mais utilizadas na produgéo de
membranas fibrosas para aplicagdes biomédicas. Nomeadamente para o desenvolvimento de
sistemas de libertacdo controlada, membranas para cicatrizacdo de feridas e regeneracao de
tecidos e no desenvolvimento de biossensores vestiveis. Varios estudos relatam o uso da téc-
nica de eletrofiacdo para o desenvolvimento de membranas para aplicacdo em curativos, in-
volucros para encapsulamento de farmacos/moléculas bioativas, entre outros sistemas, tirando

proveito do efeito da taxa de dissolu¢do de um farmaco aumentar com o aumento da area
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superficial [14], [21], [94]. Por isso a producao de nanofibras eletrofiadas tem sido alvo de in-
tensa investigacao e refinamento nas Ultimas décadas, mostrando-se promissora tanto em es-
cala laboratorial quanto industrial [98].

No processo de eletrofiacdo (eletrospinning) é aplicado um potencial elétrico a uma so-
lugdo polimérica que se encontra numa seringa. Esta solugdo é expelida por uma agulha a um
determinado fluxo. Na auséncia de estimulo elétrico, a solugdo que sai da agulha assume a
forma de uma gota devido a sua tensdo superficial. No entanto, ao ser aplicada uma tensao
suficientemente alta, as suas particulas ficam carregadas e repelem-se. Quando as forgas ele-
trostaticas atingem valores equiparaveis as forcas de tensdo superficial, a gota assume a forma
de um cone, denominado cone de 7ay/or. Quando o campo elétrico aplicado for superior a
estas forcas, um jato de solugdo é libertado a alta velocidade em dire¢do a um coletor metalico,
que se encontra ligado a terra. No percurso, os solventes sdo evaporados, permitindo a depo-
sicdo do polimero sob a forma de fibras com diametros na ordem dos micrémetros ou nano-

metros [99]. Este processo esta esquematizado na Figura 4.1.
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Figura 4.1 - Esquema de um sistema de eletrofiacdo convencional. Adaptado de [98].

Apesar do processo de eletrofiagdo ser conceptualmente simples, na pratica existem
muitos parametros necessarios controlar para que se possa obter a fiacdo da solucao polimé-
rica e as fibras com as caracteristicas pretendidas e também para que a sua reprodutibilidade

seja efetiva [14], [56].
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41.3.2 Parametros

Muitos parametros podem influenciar a transformacao das solu¢des poliméricas em na-
nofibras, nomeadamente: as propriedades da solugdo, como a concentracdo e viscosidade, a
condutividade, e a tensao superficial; varidveis do sistema como o caudal e o potencial elétrico
na agulha, e a distancia ao alvo (distancia entre a ponta da agulha e o coletor metalico); e os
pardmetros ambientais, tais como a temperatura da solugdo e da camara de eletrofiagdo, e a
humidade no interior desta [98].

As propriedades fisico-quimicas do solvente, do polimero e as intera¢des polimero-sol-
vente tém um papel significativo no diametro e morfologia das fibras resultantes. O uso de
solventes com baixa volatilidade leva a formacao de filmes ou a obtencdo de fibras achatadas.
Por outro lado, se a volatilidade do solvente for muito alta, podera ocorrer a solidificacdo do
polimero na ponta da agulha, impedindo o processo de obtencdo de fibras. Para obtencdo de
fibras uniformes e com distribuicdo estreita de diametro, o polimero deve apresentar massa
molecular adequada e a solugdo polimérica deve ter viscosidade apropriada de forma a garan-
tir a formacao de um jato continuo, evitando assim a rutura do mesmo no trajeto da ponta da
agulha até ao coletor [98]. Em geral, uma viscosidade mais baixa favorece a formacao de fibras
mais finas e homogéneas. Por outro lado, para altos valores de viscosidade, as cargas elétricas
na superficie da gota podem ndo ser suficientes para gerar a forca necessaria para formagado
do jato polimérico. Além disso, dependendo da volatilidade do solvente empregado, uma vis-
cosidade muito elevada pode favorecer o entupimento da agulha, interrompendo o processo
de eletrofiacdo [100]. Como mencionado anteriormente, para que o processo de eletrofiacdo
se inicie, 0 campo elétrico aplicado deve ser suficientemente alto para superar a tensédo super-
ficial da solugdo. Sendo assim, em geral, a redugdo na tensao superficial esta associada com a
formagdo de jatos mais estaveis e, consequentemente, de fibras sem defeitos. A condutividade
da solugcdo também pode ser ajustada a fim de se favorecer a formagao de fibras homogéneas.
Uma maior condutividade esta associada com uma maior densidade de cargas na solucao, o
que favorece o processo de alongamento do jato polimérico e a formacao de fibras com menos
defeitos e menores diametros [85], [98].

Como mencionado anteriormente, o campo elétrico é a forca que garante o alonga-
mento da gota e formagdo do jato que sera responsavel pela formacado das fibras. Se o campo
elétrico for muito abaixo do valor caracteristico do sistema polimero/solvente, o jato da solu-
¢ao polimérica nao é estabilizado, o que dificulta a formagdo de fibras ou leva a obtencao de

fibras com defeitos. Por outro lado, um campo elétrico elevado pode favorecer um maior
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alongamento do jato da solugdo polimérica e a formacao de fibras com menores diametros
[101]. O caudal da solucao polimérica também é um parametro importante do processo, pois
influencia o tamanho da gota, a velocidade do jato e a taxa de transferéncia de material, exer-
cendo grande influéncia no diametro e morfologia das fibras. Um caudal muito baixo leva a
formacao de fibras ndo uniformes, pois ndo ha transferéncia de material suficiente, por outro
lado, um caudal acima do valor critico pode levar a formagao de fibras de maiores diametros
e com defeitos, devido a secagem incompleta do jato durante o percurso da ponta da agulha
até ao coletor [98]. A distancia entre a ponta da agulha e o coletor deve ser tida em conta.
Uma reducdo da distancia de trabalho pode resultar na supressdo de estagios posteriores ao
alongamento da fibra e evaporacdo do solvente, podendo acarretar o aumento do diametro
da fibra ou fibras com defeitos, devido a evaporacao incompleta do solvente. Por outro lado,
quando a forca do campo elétrico é suficiente para manter o processo de eletrofiacéo, o au-
mento da distancia de trabalho fornece maior percurso para o alongamento do jato e evapo-
racao do solvente, favorecendo a formacao de fibras com menores diametros [94].

Outros parametros a serem considerados no processo de eletrofiagdo sdo as condi¢des
ambientais de temperatura e humidade relativa. Em ambientes com menor humidade relativa
observa-se uma maior tendéncia para rapida evaporacao do solvente o que, geralmente, acar-
reta a formacao de fibras mais finas [101]. No entanto, taxas de evaporacao do solvente muito
elevadas podem levar a solidificacdo do polimero na ponta da agulha, impedindo o processo
de formacao de fibras. O aumento da humidade relativa pode levar a formagado de poros na
superficie das fibras, que por sua vez esta relacionada ao processo de evaporacao do solvente
[94]. Face a temperatura, estudos demostram que o aumento da temperatura pode induzir a
formacao de fibras com menores diametros por dois mecanismos distintos: aumentando a taxa

de evaporagdo do solvente e diminuindo a viscosidade da solucao polimérica [101].

4.1.3.3 Técnica

Depois da solucao estar em agitacao e completamente homogeneizada, foi introduzida
numa seringa de 1 mL de capacidade (/njekt, B.Braun) com bastante cuidado de forma a evitar
a formacéo de bolhas de ar que podem interromper a producao de fibras. Seguidamente co-
locou-se uma agulha metalica de diametro interno 4,50 mm (modelo 21G ITEC, /beriana Te-
chnical) na ponta da seringa, sendo esta uUltima disposta numa bomba infusora (modelo 100
series, Kd. Scientific) para ejetar a solucdo polimérica a uma taxa constante e controlada (caudal
de 0,20 mL/h). Enquanto a bomba infusora empurra o émbolo da seringa com o caudal previ-
amente definido, uma fonte de alta tensdo (Keithley 237 High Voltage Source Measure Unit)
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esta a ser aplicada entre a agulha de um coletor estatico ligado a massa a 15 cm de distancia
desta, revestido com uma folha de papel de aluminio. Foi também colocado um aro metalico
de cobre, ligado a fonte de alta tenséo, colocado de forma que a agulha ficasse no seu centro,
para uniformizar o campo elétrico e, consequentemente, permitir uma maior direcionalidade
e colimacdo das fibras para o coletor. A montagem experimental previamente descrita encon-

tra-se representada na Figura 4.2.

Figura 4.2 - Montagem experimental do processo de eletrofiacdo.

A eletrofiacdo de TmL de solugdo de AC demora 5 horas a executar, enquanto a produgéo
das membranas de AC:IBU demora 10 horas que se dividem em duas deposi¢ées de 5 horas
consecutivas. Este tempo é o necessario para ejetar toda a solucdo, cerca de 2 mL. Estas con-
dicbes permitem obter membranas circulares de grandes dimensdes e com espessura sufici-
ente (entre 0os 80 um e 0s 90 um) para que as amostras sejam facilmente recolhidas do coletor.
De modo que todas as membranas a serem estudadas apresentassem o mesmo tamanho e no
caso das membranas de AC:IBU apresentassem cada uma a mesma quantidade de farmaco
entdo recortaram-se as membranas em triangulos, sendo possivel recortar 16 triangulos ap6s
cada deposicao terminada e deixando-as a secar a temperatura ambiente durante 24 horas.

Durante todo o processo de eletrofiacdo foi assegurada a ndo acumulagdo de solucdo
na ponta da agulha para evitar que esta entupisse. Todos os parametros foram definidos e
regulados com base no estudo de Baptista et a/[33], bem como outros fatores ambientais
relevantes para a formacao das fibras por eletrofiacdo de AC com e sem ibuprofeno que se

indicam na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Parametros para a produgado das membranas por eletrofiacdo de AC:IBU e AC.

Parametros mAC:IBU mAC

Diametro da seringa (mm) 4,50
Caudal (mL/h) 0,20
Calibre da agulha 21G
Distancia da agulha ao alvo (cm) 15
Diferenca de potencial (kV) 20 18
Tempo de deposicao (h) 10 5
Temperatura (°C) 20-25
Humidade relativa (%) 35-45

4.2 Funcionalizacdo das Membranas

As membranas produzidas logo apds o processo de eletrofiacao, devido a sua composi-
¢ao (acetato de celulose e uma quantidade muito reduzida de farmaco), séo consideradas ndo
condutoras. Por isso é necessaria a sua funcionalizagdo com PPi e PEDOT, para tornar em mem-
branas eletricamente condutoras, de modo a que os testes de libertacdo controlada por esti-
mulo elétrico possam ser realizados. A influéncia de parametros como concentracao de mo-
némero, agente oxidante, fracdo molar, concentracdo de mondmero/agente oxidante, tempo
de polimerizagdo e temperatura de reacdo na morfologia da fibra foram consideradas para
esta metodologia.

As membranas de AC e AC:IBU foram recortadas em 16 partes e retiradas da folha de
aluminio que reveste o coletor, com as dimensdes de aproximadamente 1,5 cm de base por

3,5 cm de altura. Estas sao entao pesadas e medida a sua espessura.

4.2.1 Oxidacao /n situ do Pirrol em Solu¢éo Aquosa

Preparou-se uma solugdo aquosa de 0,05 mol/L de pirrol (Sigma-Aldrich, Mw=67,09
g/mol, 98%) e num volume de 10 mL desta solucao, adicionou-se uma membrana triangular
(1,5 cm de base por 3,5 cm de altura) que é deixada a agitar por 10 minutos a temperatura
ambiente, permitindo a impregnagdo do mondémero pirrol. Apds este periodo, adicionou-se
suavemente a solugdo de 10 mL de agente oxidante - cloreto de ferro (lll) hexahidratado

(FeCl3.6H,0, Chem-Lab NV, pureza = 99%) - na proporc¢ao 2:1 (FeClz:pirrol) [33]. Este composto
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provoca a oxidacao dos mondmeros de pirrol, que devido a sua instabilidade, criam ligagdes
entre si, formando cadeias de PPi em torno das fibras das membranas. Durante a polimerizagdo
oxidativa do pirrol, as membranas de AC passaram de branco a preto em poucos minutos, o
que confirmou a formagdo do PPi, tal como ilustrado na Figura 4.3.

Apos a adicao do agente oxidante, a solugdo foi mantida em agitagdo para dois tempos
de polimerizacao diferentes, 45 min e 90 min. Passados estes intervalos de tempo, as mem-
branas sdo retiradas das solu¢des cuidadosamente e lavadas com agua ultrapura (sistema de
purificacao Elix®, Merck Millipore) e etanol (Honeywell Ricomel-de Haén, 99,5%), a fim de ex-
trair os subprodutos e residuos da reacao. As membranas foram deixadas a secar ao ar, a tem-
peratura ambiente. Foram funcionalizadas membranas de AC e AC:IBU de modo a ser possivel

construir os sistemas de membranas a serem estudados.
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Figura 4.3 - llustracdo do processo de polimerizacdo oxidativa /n situ do pirrol em solucdo aquosa. Adaptado de
[102].

4.2.2 Polimerizagao em Fase de Vapor do EDOT

O processo de funcionalizagao das membranas com PEDOT, através da exposicao destas
a vapores de EDOT, tem por base um procedimento experimental adaptado da literatura [103].

As membranas eletrofiadas e com as dimensdes previamente estabelecidas foram imer-
sas numa solucao aquosa de 40 g/l de agente oxidante, cloreto de ferro (lll) hexahidratado
(FeCl3.6H,0, Chem-Lab NV, pureza = 99%), em 10 mL de volume, durante 20 minutos sob uma
agitacao suave.

ApOs este periodo, as membranas impregnadas com o agente oxidante foram retiradas
cuidadosamente da solucdo e deixadas a secar a temperatura ambiente durante 1 hora. Uma

vez secas, sdo penduradas no interior de uma camara fechada com 0,5 mL do monémero EDOT
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(Sigma-Aldrich, Mw=142,18 g/mol, 97%) no fundo do recipiente. As camaras foram introduzi-
das num forno (Memmert) a 90°C durante 120 minutos, de modo a serem expostas aos vapo-
res do mondmero. Durante esta polimerizacdo do EDOT, as membranas passaram do branco
para o preto, o que indicou a formacao de PEDOT, tal como ilustrado na Figura 4.4.

As membranas revestidas foram retiradas da camara e lavadas com agua ultrapura (sis-
tema de purificacdo Elix®, Merck Millipore) e etanol (Honeywell Riedel-de Haén, 99,5%) abun-
dantes para remover subprodutos da reagdo. Finalmente, as amostras foram secas a tempera-
tura ambiente. O tempo de exposicdo da membrana a vapores de mondmero foi avaliado
exclusivamente para 120 minutos. Foram funcionalizadas membranas de AC e AC:IBU de modo

a construir os sistemas de membranas a serem estudados.
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Figura 4.4 - llustragdo do processo de polimerizacdo da polimerizacdo em fase de vapor do EDOT.

4.3 Técnicas de Caracterizacdo das Membranas

Para um correto funcionamento do penso transdérmico é essencial analisar em porme-
nor cada componente que o constitui, verificar se a sua produgao foi realizada da forma ade-
quada e garantir que a mesma é resistente o suficiente para uma utilizacdo com qualidade e
durabilidade. Na caracterizacdo das membranas utilizou-se microscopia otica para uma pri-
meira observagdo das membranas quanto a existéncia de fibras e a microscopia eletrénica de
varrimento para melhor visualizar a morfologia, uniformidade e diametro médio das fibras que

constituem as membranas.
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Para comprovar a presenca dos compostos adicionados as membranas de AC, tais como
o IBU, o PPi ou o PEDOT, realizou-se uma analise quimica por espectroscopia Raman. Avaliou-
se também o comportamento elétrico e eletroquimico antes e apds a libertacdo por meio de

técnicas de medidas de condutividade elétrica e voltametria ciclica, respetivamente.

4.3.1 Microscopia Otica

A microscopia Otica é uma das técnicas mais antigas utilizadas na biomedicina para es-
tudar amostras até a escala dos micrometros. Os microscopios éticos consistem num sistema
de lentes que focam a imagem de uma amostra com a ampliacdo desejada e uma fonte de luz,
na regiao do visivel do espetro da radiacdo eletromagnética, para iluminar a amostra. A amos-
tra é colocada numa lamina de vidro, entre a fonte de iluminacao e as lentes. Existem varios
microscopios com diferentes funcionalidades que permitem uma facil manipulagdo e prepara-
cao das amostras, melhor resolu¢do da imagem obtida, observada diretamente através de len-
tes oculares, ou através de um computador ligado ao microscépio [104].

Com a microscopia eletrénica, devido ao seu principio de funcionamento podem ser
obtidas ampliacdes muito maiores sendo possivel observacdo da superficies dos materiais a
escala nanométrica [104]. Para a microscopia 6tica, colocaram-se as amostras numa lamina de
vidro para microscopio (Deltalab S.L.) que foi introduzida no respetivo suporte do microscopio
otico invertido da marca Leica e modelo DMi8, onde as imagens foram obtidas em modo re-
flexdo e captadas com a ampliacdo de 50x, 100x ou 200x. Através desta técnica foram analisa-
das uma membrana de AC, de PPig/AC (AC funcionalizado com PPi por 90 minutos) e de PE-
DOT120/AC (AC funcionalizado com PEDOT por 120 minutos).

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varrimento

A microscopia eletronica de varrimento (do inglés, Scanning Electron Microscopy, SEM)
é uma técnica que por ndo estar sujeita ao limite de difracdo da luz, possui uma resolugdo a
escala nanométrica, sendo capaz de revelar informac¢des sobre a morfologia da superficie da
amostra. O SEM beneficia de uma grande profundidade de campo, pelo que a maior parte da
superficie da amostra esta simultaneamente em foco, independentemente da rugosidade da
superficie [105].

Neste microscopio eletrénico os eletroes incidentes tém tipicamente energias de 2-40
keV. Duas ou trés lentes condensadoras controladas por um gerador de varrimento focalizam

o feixe numa area selecionada da superficie da amostra. A profundidade de penetracdo do
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feixe de eletrdes aumenta quanto maior for a energia do feixe incidente, angulo de incidéncia,
e massa atémica da amostra. A interacao do feixe de eletrées com a amostra produz eletrdes
secundarios, recolhidos por varios detetores de eletrdes na camara da amostra. O sinal de cada
detetor pode ser enviado para um monitor, que esta em continua sincronizagdo com o feixe
de eletrdes. E a detecdo e identificacdo do sinal proveniente destes eletrdes que permite a
formagdo da imagem da amostra [106]. A interacao entre o feixe de eletrbes e a amostra ocorre
em vacuo para evitar a presenga de outros atomos e moléculas que poderiam interferir com o
feixe de eletrdes e reduzir a qualidade da imagem [107].

Para o estudo realizado, cortaram-se amostras de dimensdes de 0,5 cm por 0,5 cm, apro-
ximadamente, de diferentes tipos de membranas. Foram analisadas membranas de AC e de
AC:IBU, de PPigso/AC, de PEDOT120/AC, de PPigo/AC:IBU (AC:IBU funcionalizado com PPi por 90
minutos e de PEDOT120/AC:IBU (AC:IBU funcionalizado com PEDOT por 120 minutos), sendo
que para os ultimos 4 tipos analisou-se o antes e ap0s a libertagao.

Depois, foram coladas sobre um suporte de amostras metalico e circular através de uma
fita condutora a base de carbono (£/ectron Microscopy Sciences), tal como ilustrado na Figura
4.5. As amostras foram cobertas por uma camada fina da fita de carbono para evitar o carre-
gamento de eletrbes e melhorar o sinal. O modelo utilizado para realizar a técnica foi o 52400
Hitachi e as imagens resultantes foram analisadas utilizando o software de processamento de
imagem (/mage/®, NIST) para estudar os diametros das fibras, considerando 30 medicdes di-

ferentes para cada amostra (6 medi¢des para cada uma das 5 fibras mais superficiais).

Figura 4.5 - Porta-amostras com as amostras preparadas e identificadas para o SEM.

4.3.3 Espetroscopia Raman

Em 1928, um fisico indiano Chandrashekhara Venkata Raman descobriu o fendmeno da
dispersdo inelastica da luz, conhecido como o efeito Raman. A irradiacdo de uma molécula
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com uma luz monocromatica resulta sempre em dois tipos de dispersdo de luz, elastica e ine-
lastica. Quando um fotdo de luz interage com uma molécula, pode induzir uma transi¢do de
curta duragdo para um estado de energia virtual. Este aumento temporario de energia significa
que a molécula estd num estado de energia mais elevado ou virtual. A molécula pode regressar
ao estado fundamental libertando a mesma quantidade de energia que a dos fotdes de exci-
tacao, dispersao de Rayleighou dispersao elastica. Como a energia de um fotao é proporcional
a sua frequéncia, e como nao ocorre qualquer alteracdo na frequéncia do fotdo nem qualquer
alteracao no seu comprimento de onda ou energia, esta dispersao nao produz qualquer infor-
macao sobre a amostra a ser analisada. Por outro lado, a dispersao inelastica € acompanhada
pela mudanca na frequéncia do fotdo devido a excitagdo ou desexcitacao das vibragdes mole-
culares onde o fotdo pode perder alguma quantidade de energia ou ganhar energia, diferente
da do fotdo incidente. Este fendmeno é conhecido como dispersao de Raman [108].

Assim é explicada a mudanca no comprimento de onda de uma pequena fracédo de ra-
diagdo espalhada por moléculas, tendo uma frequéncia diferente da do feixe incidente. Este
desvio no comprimento de onda depende da estrutura quimica das moléculas responsaveis
pela dispersao. Como a intensidade do espectro Raman estéa relacionada com a concentragéo
das moléculas e dado que as ligagdes moleculares vibram a determinadas frequéncias carac-
teristicas, a interpretacao dos espectros Raman pode ser utilizada para inferir a composicao
quimica de uma amostra. O espectro tipico de Raman representa a intensidade da dispersao
da radiacao eletromagnética (em unidades arbitrarias) em fun¢do da variagdo do comprimento
de onda (cm™) (varidvel que é proporcional a frequéncia) das radiacdes incidente e dispersa
[109].

Através desta técnica de analise quimica ndo destrutiva, torna-se possivel estudar a li-
bertacao transdérmica de farmacos de forma nado invasiva para obter informacdes detalhadas
sobre a composi¢ao quimica e gradientes de concentragdo do farmaco na pele sem compro-
meter a regeneracao da mesma [110].

Todas as analises foram realizadas num espectrofotometro Confocal Raman (Witec Alpha
300 RAS) utilizando um laser de 532 nm e uma poténcia de 0,5 mW. Foram preparadas 13
amostras para identificar a presenca dos compostos adicionados: IBU (em pd, como amostra
de controlo), PPi (em liquido, como amostra de controlo), PEDOT (em liquido, como amostra
de controlo), uma membrana de AC e de AC:IBU, de PPigo/AC, de PEDOT120/AC, de PPiso/AC:IBU
e de PEDOT120/AC:IBU, sendo que para os Ultimos 4 tipos analisou-se o antes e ap0s a liberta-

gao.
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4.3.4 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica é uma propriedade dos materiais que pode ser definida como
a capacidade que cada material tem de conduzir corrente elétrica. A condutividade elétrica foi
calculada através das curvas caracteristicas de corrente-tensao (curvas I-V) que mostram a
relagdo entre a corrente que flui através de um dispositivo eletrdnico e a tensdo aplicada aos
seus terminais. Ao aplicar qualquer valor de tensdao a um elemento resistivo, a corrente resul-
tante é obtida diretamente da curva I-V.

Pela Lei de Ohm,
V=R XI 4.1)

a corrente que atravessa o dispositivo é fun¢do do potencial aplicado, pois /¢é proporci-
onal a diferenca de potencial, ¥, vezes a constante de proporcionalidade, 1/R. Assim, numa
resisténcia ideal, esta relacdo é linear, fazendo com que 1/R seja a inclinacdo da reta que re-
presenta a corrente contra a diferenca de potencial.

Assim, obtendo as curvas I-V e calculando a resisténcia (R), a condutividade da mem-

brana funcionalizada é obtida pela seguinte expressao,

l 4.2)

Onde ¢ é a condutividade elétrica (S/cm), R é a resisténcia (Q2) obtida pelo declive da reta
I-V, A é a area da seccdo transversal da membrana atravessada pela corrente (cm?) e /a dis-
tancia entre os elétrodos (cm) [33].

A caracterizagao elétrica foi realizada logo ap0s a etapa de funcionalizagdo das membra-
nas, para medir as condutividades das membranas, com e sem o farmaco, antes de submeté-
las a um estimulo elétrico para posteriormente compara-las aos valores de condutividade ob-
tidos ap0s a realizacao dos testes de libertagao.

O processo de medicdo de condutividades é realizado através de um pico-amperime-
tro/fonte de tensdo (modelo 6400, Keithley Instruments), duas pontas de prova (Alessi REL-
450) e com o auxilio de um computador registou-se os valores de corrente-tensao (I-V).

Para determinar a condutividade de cada membrana é necessaria a espessura média das
membranas, a area da sec¢do transversal das mesmas, a distancia entre os elétrodos, a dimen-
sao destes, e a média dos declives dos graficos I-V obtidos para cada amostra. Para se obter

a espessura média de cada membrana recorreu-se a um micrometro e mediu-se a espessura
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em 15 zonas diferentes da membrana e calculou-se a média. As medidas I-V foram repetidas
3 vezes para cada mesma amostra calculou-se a média dos declives obtidos para cada mem-
brana e para cada tipo de condutividade estudada, planar ou transversal.

A condutividade planar é medida na superficie da membrana e para tal utilizou-se uma
tinta condutora de carbono (Bare Conductive®) para obter os elétrodos com formato retangu-
lar de dimensbes 5 mm por 3 mm que distam 1T mm um do outro, tal como representado na
Figura 4.6-A. As pontas de prova foram colocadas nos contactos realizando-se de seguida a
aquisicdo dos valores de I funcdo da tensao aplicada. Neste caso, a secgdo transversal é deli-
mitada pela distancia entre os elétrodos e espessura da membrana. A condutividade transver-
sal € medida ao longo da espessura da membrana e para tal pressionou-se uma membrana
entre duas laminas de microscépio (Deltalab S.L.) as quais estavam colados dois elétrodos de
fita condutora de aluminio, um em cada lamina, com dimensdes 6 mm por 6 mm relativamente
a area em contacto com a membrana, tal como representado na Figura 4.6-B. Neste caso, a

secgao transversal corresponde a area da fita de aluminio em contacto com a membrana.

Figura 4.6 - Representacdo da medicdo das condutividades, A: planar e B: transversal.

A condutividade foi também obtida ao longo do tempo para funcionaliza¢gdes e tempos
de polimerizacdo diferentes (PPiss/AC, PPiso/AC e PEDOT120/AC), e antes e ap0s a libertacdo de
membranas com e sem IBU encapsulado (PPiso/AC, PPiso/AC:IBU, PEDOT120/AC e PE-
DOT120/AC:IBU).
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4.3.5 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é uma técnica eletroquimica utilizada para obter informagdes qua-
litativas e quantitativas de materiais e sistemas que apresentam algum comportamento ele-
troquimico. Através desta técnica foi possivel prever a gama de tensdes e em alguns casos o
valor de tensao especifico para os quais cada sistema de membranas retinha o farmaco no seu
interior ou estimulava a sua libertacao.

As células eletroquimicas utilizadas em voltametria podem ser compostas por dois ou
trés elétrodos: o elétrodo de trabalho, o contra-elétrodo e o elétrodo de referéncia. De modo
a assegurar uma adequada condutividade elétrica ao sistema, uma forca idnica ajustada e um
pH constante, utiliza-se uma solugdo com concentragdes relativamente elevadas de sais inertes
para estabelecer o contacto eletronico entre os elétrodos [111]. E medida a corrente elétrica
entre o elétrodo de trabalho e o contra-elétrodo quando se induz uma diferenca de potencial
a uma velocidade constante entre os mesmos, registando-se uma curva de corrente (I) em
funcao do potencial aplicado (V) denominada de voltamograma, no qual o potencial e a cor-
rente resultante sdo registados simultaneamente [112].

Nesta técnica inicia-se a aplicagdo do potencial num valor no qual nenhuma redugao
ocorre. Com a variacdo de potencial para regidées mais negativas ocorre a reducao do com-
posto em solucao, gerando um pico de corrente proporcional a concentragdo deste composto.
Quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma rea¢do de redugéo ocorre, o
potencial é varrido no sentido inverso (regides positivas) até ao valor inicial. No caso de uma
reacao reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto serdo oxidados,
gerando um pico simétrico ao pico da reducao, pico de oxidagdo [111]. Enquanto o sistema
tenta alcancar o estado de equilibrio com a ajuda de reacdes redox, esforca-se por alcancar a
mesma posi¢cdo em que comegou. Segue um padrdo ciclico, no qual se pode observar as mu-
dangas para os diferentes valores de tensdo, velocidade de varrimento e ao longo do tempo.
A analise das curvas obtidas podem fornecer informagdo importante relativamente a sua na-
tureza capacitiva bem como reversibilidade e estabilidade [113].

Esta técnica é bastante expedita para fornecer informagdes sobre os processos de oxi-
dacao-reducao, nomeadamente sobre a cinética das reacdes de transferéncia de eletrdes [114].
Logo, a reacdo eletroquimica é composta primeiro pelo transporte da espécie em estudo até
a superficie de um dos elétrodos e segundo, a reacdo que ocorre no elétrodo, que se inicia
com a transferéncia de massa, ou seja, a transferéncia da espécie presente na solugdo para a

superficie do elétrodo; depois tem de existir uma transferéncia de eletrdes na superficie do
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elétrodo (transferéncia de carga); e, por fim, dao-se as rea¢des quimicas que precedem ou
sucedem a transferéncia de eletroes [111].

A voltametria ciclica pode ser realizada num ciclo ou multiplos ciclos e a velocidade de
varrimento da tensdo a medida que sdo produzidos os ciclos e obtidos os picos também pode
ser variada. Com base na velocidade de varrimento, podem-se obter alteragdes nas correntes
de pico de oxidagao e redugao e nos potenciais de pico. Uma elevada velocidade de varrimento
resulta num maior nimero de reacdes redox. Para uma velocidade de varrimento mais lenta
podem ndo ser detetados picos devido ao tempo suficiente disponivel para os produtos da
reducdo ou oxidagdo participarem numa reagdo quimica cujos produtos podem ndo ser eletri-
camente responsivos [113].

As caracterizacbes eletroquimicas dos varios sistemas de membranas foram realizadas
utilizando um potenciéstato Gamry Instruments (Reference 3000). A configuracdo escolhida
foi a de dois elétrodos, ou seja, ligou-se o contra-elétrodo ao elétrodo de referéncia, sendo o
potencial medido entre este conjunto e o elétrodo de trabalho. Neste estudo analisaram-se 5
sistemas de membranas diferentes (Figura 4.7):

i. Sistema Rebordo PPig, constituido por duas membranas de AC idénticas polimeri-
zadas com PPi por 90 min, com uma membrana de AC:IBU no meio. Este sistema
apresenta fita adesiva isoladora (Kapton® tape) a sua volta para selar as laterais do
dispositivo e garantir que a libertagdo ndo se dé pelas "bordas";

ii. Sistema Unico PPig, constituido por uma membrana de AC:IBU polimerizada com
PPi por 90 min;

iii.  Sistema Rebordo PEDOTjz0, constituido por duas membranas de AC idénticas poli-
merizadas com PEDOT por 120 min, com uma membrana de AC:IBU no meio. Este
sistema apresenta fita adesiva isoladora (Kapton® tape) a sua volta;

iv.  Sistema Unico PEDOT1z, constituido por uma membrana de AC:IBU polimerizada
com PEDOT por 120 min;

v. Sistema Rebordo Mix, constituido por duas membranas de AC idénticas mas uma
polimerizada com PPi por 90 min e outra com PEDOT por 120 min, com uma mem-
brana de AC:IBU no meio. Este sistema apresenta fita adesiva isoladora (Kapton®

tape) a sua volta.
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PPiso/AC PEDOT,,,/AC PPiso/AC
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PPiso/AC PEDOT,,,/AC PEDOT,,,/AC

PPiso/AC:IBU PEDOT,,,/AC:IBU

D

Figura 4.7 - A: Sistema Rebordo PPig; B: Sistema Rebordo PEDOTi20; C: Sistema Rebordo Mix; D: Sistema Unico
PPigo; E: Sistema Unico PEDOTjzo.

Em todos os sistemas foi colocada uma fita adesiva condutora de cobre/niquel (£lectro-
nic Microscopy Sciences) na parte superior de cada sistema para que o potencial aplicado
possa ser distribuido uniformemente pelas membranas condutoras. Estes sistemas foram fixos
num crocodilo do elétrodo de trabalho e mergulhados em 20 mL de SBF (do inglés, Simulated
Bodly Fluids) a 1 cm de distancia de um fio de prata (contra-elétrodo), sendo que a area de
contacto dos sistemas de membranas com o meio corresponde a cerca de 1 cm?. Para cada
sistema de membranas foram obtidos 5 ciclos para cada velocidade de varrimento, sendo uti-
lizado o terceiro ciclo para fins comparativos.

As medidas de Voltametria Ciclica foram realizadas de modo a analisar a presenca de
reacdes de oxidagdo-reducao (reacdes redox). Os parametros de varrimento adotados encon-

tram-se na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Condi¢des de ensaio do varrimento adotados para a caracterizacdo eletroquimica.

Parametros
Gama de varrimento (V) -Ta+1
Velocidade de varrimento (mV/s) 25, 50, 100, 150
Numero de ciclos 5

4.4 Estudo da Libertacdo do Farmaco

Apos a produgdo das membranas por eletrofiacdo, correspondente funcionalizagdo e

montagem dos sistemas de membranas, realizaram-se ensaios de libertacdo do farmaco em
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SBF, meio que simula os fluidos corporais. Os sistemas de membranas foram mergulhados
num recipiente com este meio e através de uma fonte de tensdao foram aplicadas diferencas
de potencial, correspondentes a estimulos elétricos continuos, entre as membranas e um elé-
trodo de prata. O estimulo com uma determinada amplitude e durante um certo periodo, foi
repetido varias vezes numa sequéncia determinada, correspondendo a um ciclo de libertacdo
controlada do farmaco. A libertacdo do farmaco foi avaliada por espectroscopia UV-Visivel
apos cada estimulo, sendo possivel relacionar a concentracdo de farmaco libertada para o
meio, através da utilizagdo da curva de calibracdo do ibuprofeno em SBF, com a quantidade

de farmaco presente antes da libertacao.

44.1 Simulated Body Fluids

O SBF é uma solugdo isoténica que mantém o pH das solucdes, € ndo-toxica e simula a
parte inorganica do plasma sanguineo [115].
A preparagao da solugao teve por base o procedimento descrito por Kokubo et a/[116].

Os reagentes utilizados, bem como as quantidades respetivas, encontram-se na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Reagentes utilizados para a preparagdo da solucdo de SBF.

Reagente |6es Quantidade (g/L) Marca
NaCl Na*; CI 6,547 Sigma-Aldrich
NaHCOs; Na*; HCOs - 2,268 PanReacAppliChem
KCl K*; CI 0,373 Scharlau
Na;HPO4.H,0 Na*; HPO4* 0,178 FLuka Analytical
MgCl>.6H,0 Mg®*; CI 0,305 PanReacAppliChem
1M HClI H*; CI 5mL | -
CaCl».2H,0 Ca®; CI 0,368 Sigma-Aldrich
Na>SOs4 Na*; SO4* 0,071 Sigma-Aldrich
(CH2OH):CNH2 | —==—------- 6,057 Sigma-Aldrich
M HC] e Titular até ser atingido |
umpH =74

Os reagentes sdo adicionados um a um a 700 mL de agua ultrapura (sistema de purifi-
cacdo Elix®, Merck Millipore) em agitacdo constante, pela ordem que se apresenta na Tabela
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4.3 e, apods a adicdo do ultimo reagente, aqueceu-se a solugdo desde a temperatura ambiente
até atingir 37°C. Por fim, acrescentou-se agua ultrapura até perfazer 1 L de solucao e esta pode

ser utilizada durante um més, armazenada num frigorifico a 5°C.

4.4.2 Espetroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Esta técnica baseia-se na interacdo da radiacao eletromagnética com um material. A in-
cidéncia de uma radiacdo continua (feixe de luz monocromatica) sobre uma amostra resulta
numa absorc¢do da radiagdo, onde dtomos e moléculas passam de um estado de energia mais
baixa (estado fundamental) para um estado de energia mais elevado (estado excitado). A ra-
diacdo absorvida é quantizada, ou seja, tem um valor igual a diferenca de energia entre os
estados excitado e fundamental [117].

A absorcao de energia depende da estrutura eletrénica da molécula, e por isso, a espec-
troscopia de absorcao na regidao do UV-Vis tem uma ampla aplicacdo na caracterizacdo de
diversas espécies organicas e inorganicas. Como a energia absorvida é quantizada, o espectro
de uma Unica transigao eletronica deveria corresponder a uma linha discreta, mas tal ndo acon-
tece uma vez que a absorcdo eletronica se sobrepde a subniveis rotacionais e vibracionais.
Assim, um espectro de UV-Vis tem o aspeto de uma banda. As principais caracteristicas de
uma banda de absor¢do correspondem ao valor de comprimento de onda em que ocorre a
maxima absor¢do de energia e sua intensidade. Este comprimento de onda corresponde ao
comprimento de onda da radiagdo cuja energia é igual a necessaria para que ocorra a transi¢ao
eletrénica. E a intensidade depende, principalmente, da interacdo entre a energia incidente e
o material [118].

No espectrofotémetro, a radiacdo eletromagnética atravessa uma amostra contida numa
célula. A radiagdo no intervalo de comprimentos de onda de interesse é lida ao mesmo tempo
que a radiacdo com a mesma frequéncia e intensidade atravessa a célula de referéncia apenas
contendo o solvente. O fotébmetro deteta a radiacdo transmitida e o espectrometro, que com-
parando a intensidade de radiacdo que atravessa a célula com a amostra com a célula de re-
feréncia, regista a absor¢ao. Como o vidro comum absorve radiacao a partir de 365 nm, para
um espectrofotometro que opere nestes comprimentos de onda, devem ser utilizadas células
de silica pura que absorve para radia¢des inferiores aos 200 nm.

A quantidade de luz absorvida corresponde a diferenca entre a intensidade da radiacao
incidente /; e a intensidade da radiacao transmitida / Através da lei de Lambert-Beer, a fracao

de luz absorvida por cada camada da amostra € a mesma. Ou seja, estabelece que a
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absorvéncia (A) é diretamente proporcional ao comprimento do percurso de luz que atravessa
a solucao (/ cm), a concentracao da solucao (¢ mol/L) e a constante de absorcao molar (g,
L/mol/cm):

A= loglOITO = (Cle 43

O equipamento disponivel (T90+ UV/VIS Spectrometer, PG Instruments Ldt) possui uma
gama de comprimento de onda de 190 nm a 900 nm e é controlado por computador via soft-
ware (UVWin Spectrometer Software Versao 5.2.0.).

No inicio de cada ensaio, duas células de quartzo contendo SBF sdo posicionadas nas
duas cavidades para a realizacdo da linha de base (possibilita a eliminacdo da absor¢do do
meio), deixando-se a célula da referéncia no devido encaixe. Durante o teste de libertacao, sao
colocados 3 mL de amostra na outra célula, obtendo-se o espectro de absor¢do para o inter-
valo 190 - 300 nm, por ser nesta gama que se encontra o pico de absor¢do do IBU.

Assim, é possivel obter uma gama de valores de absorvéncia em funcdo de concentra-
¢oes conhecidas, obtendo-se uma relacao linear, como teoricamente esperado pela lei de Lam-

bert-Beer, cujo grafico pode ser usado como uma curva de calibragao.

4.4.3 Curva de Calibragdo do Ibuprofeno

A variagdo da concentracao de IBU libertado pelas fibras em SBF foi possivel conhecendo
previamente a absorvéncia para diferentes concentracdes conhecidas de IBU dissolvido em
SBF. Desta forma, adquiriram-se os espectros para varias diluicdes sucessivas deste farmaco
em SBF, retiraram-se os valores dos picos maximos caracteristicos do farmaco no meio e com
estes valores, construiu-se uma curva de calibracdo da absorvéncia em funcao da concentra-
¢ao.

Comecou-se por preparar uma solucdgo mae de 20 mg/L de IBU em SBF. Por dilui¢cdes
sucessivas desta solucao, obtiveram-se solucdes com as concentracdes constantes na Tabela
44,

Tabela 4.4 - Concentracdes das solugdes para a curva de calibracdo do ibuprofeno em SBF.

Concentrages de ibuprofeno em SBF (mg/L)
0 1 2 3 4 5 6 7 8|19 (10|11 (12|13 (14 |15(16 |17 |18 | 19| 20
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444 Testes de Libertacao em SBF

Os ensaios de libertagdo de farmaco foram realizados para cinco configuracdes de sis-
tema diferentes, Sistema Rebordo PPig, Sistema Unico PPigg, Sistema Rebordo PEDOTjzq, Sis-
tema Unico PEDOT:2 e Sistema Rebordo Mix, previamente explicados no subcapitulo anterior
e representados na Figura 4.8. Através do estudo prévio [41], mostrou-se que o sistema com
rebordo é um sistema que permite controlar a libertacao de farmaco. Optou-se por reproduzi-
lo de modo a ter um sistema de comparacao para o novo sistema desenvolvido neste trabalho.
O sistema anterior é constituido por uma membrana AC ensanduichada entre duas membranas
funcionalizadas com PPi (sistema rebordo). O novo sistema a testar é formado por uma Unica
membrana funcionalizada que contem o farmaco. Para a funcionalizacdo para além do PPi
testou-se também o PEDQOT e foi realizado um sistema em que uma membrana é funcionali-
zada com PEDOT e a outra membrana PPi (sistema rebordo mix). Deste modo, optaram-se por
estes dois sistemas diferentes para criar as cinco configuragdes e prosseguir com os ensaios

de libertagdo com estimulos elétricos.

i 2 3 4 5

Figura 4.8 - Configuracdes de sistemas de membranas estudados. 1 - Sistema Rebordo PPig; 2 - Sistema Unico
PPigq; 3 - Sistema Rebordo PEDOT1z0; 4 - Sistema Unico PEDOT120; 5 - Sistema Rebordo Mix.

Em todos os sistemas foi colocada uma fita adesiva condutora de cobre/niquel (£lectro-
nic Microscopy Sciences) para que o potencial aplicado possa ser distribuido uniformemente
pelas membranas condutoras. Estes sistemas foram fixos num crocodilo ligado ao polo positivo
da fonte de tensdo (Keithley 237 High Voltage Source Measure Unit) e mergulhados num re-
cipiente de vidro com 20 mL de SBF a 1 cm de distancia de um contra elétrodo de prata (polo
negativo), sendo que a area de contacto dos sistemas de membranas com o meio corresponde

a uma area de cerca de 2 cm?. E importante manter a distancia entre os sistemas de membranas
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e o elétrodo de prata para todos os ensaios, de modo a minimizar o erro e manter o campo
elétrico constante. Aplicaram-se pulsos elétricos de duracdo pré-definida. A montagem expe-

rimental utilizada para os testes de libertacdo encontra-se na Figura 4.9.

Figura 4.9 - Montagem experimental adotada nos testes de libertacdo. A esquerda, elétrodo positivo em contacto

com o sistema de membranas, a direita contra-elétrodo de prata.

Para evitar erros experimentais, para cada ensaio foi sempre utilizado um sistema novo,
com aproximadamente o mesmo tamanho, provenientes de uma sé membrana inicialmente
produzida para garantir que todas possuam a mesma condutividade e concentracao de AC e
IBU. Por outro lado, para evitar a contaminagdo de amostras, é utilizado um meio novo para
cada teste de libertacao.

Durante um teste e ap0s aplicacdo de um estimulo, o aparelho (membrana e elétrodos)
é retirado do recipiente, e com o auxilio de uma pipeta de Pasteurenche-se uma célula com 3
ml do meio, coloca-se a célula no espetrofotometro e obtém-se o espetro de absorcao. Depois
de obtido o espetro, devolve-se o liquido ao recipiente, volta-se a colocar o aparelho com o
sistema de membranas e os elétrodos, e aplica-se um novo estimulo durante o tempo estipu-
lado para o teste que esta a decorrer.

Na Tabela 4.5 encontram-se discriminados os diferentes testes realizados.

Uma vez que o farmaco modelo utilizado, IBU, é solivel em agua e em SBF, € importante
analisar o quanto do farmaco é libertado por difuséo passiva, apenas por ser imerso em SBF.
O procedimento neste caso é igual, mas sem tensao aplicada entre os elétrodos.

Este estudo é ainda mais importante nos sistemas Unicos uma vez que durante a etapa
de polimerizacao, as membranas de AC:IBU estdo totalmente imersas enquanto sdo revestidas

com os polimeros condutores, acabando eventualmente por perder algum farmaco.
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Tabela 4.5 - Parametros dos testes de libertagdo do farmaco aplicados as membranas produzidas.

Designagao do sistema

Tensdo aplicada (V) / Difusao

Duragao

Sistema Rebordo PPigo

-0,3

+0,3

+0,5

+1,0

Difusédo

-0,3

+0,5

1T min

Sistema Unico PPigo

-1,5

-0,3

0

+0,3

+0,8

+1,2

Difusdo

-0,3

+0,3

1T min

Sistema Rebordo PEDOT120

-0,3

+0,3

+0,5

Difuséo

-0,3

+0,5

T min

Sistema Unico PEDOT120

-0,3

+0,3

+0,8

Difuséo

-0,3

+0,8

Tmin

Sistema Rebordo Mix

-0,3

+0,3

+0,8

+1,2

Difusdo

-0,3

+0,8

1T min

Protétipo Sistema Rebordo PPigo

-0,3

+0,5

1T min

Protétipo Sistema Unico PPigo

-0,3

+0,3

T min
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445 Método de confirmacao: LC-MS/MS

A versatilidade da cromatografia faz dela uma técnica muito utilizada na quantificacao
de farmacos, a qual é justificada pelos seguintes fatores: i) disponibilidade de métodos de
detecdo muito sensiveis para todos os tipos de técnicas cromatograficas; ii) elevada velocidade
relativa na separacao dos varios componentes da amostra (rapidez); iii) facilidade de utilizacdao
quando comparada a outros métodos analiticos; iv) possibilidade de desenvolver métodos
analiticos precisos e de elevada veracidade (exatos) [119].

Embora a cromatografia gasosa (GC) tenha elevado poder de resolugdo e tenha sido
aplicada na determinagdo de varios farmacos, eles sdo na sua maioria polares e pouco volateis
ou termicamente instaveis, o que impossibilita a sua determinacdo direta por GC, sendo ne-
cessario uma etapa preliminar de derivatizacao. Portanto, a cromatografia liquida (LC) tornou-
se a técnica de eleigdo, pois permite a quantificagdo de farmacos de diferentes classes tera-
péuticas e com diferentes propriedades fisico-quimicas [120].

A cromatografia liquida baseia-se na diferenca de velocidade de movimentacdo de um
soluto transportado por uma fase movel através de uma fase estacionaria. Os componentes
com maior afinidade para a fase estacionaria movem-se mais lentamente que aqueles que
apresentam menor afinidade. Como consequéncia destas diferencas de mobilidade, os com-
ponentes da amostra separam-se em bandas por ordem de afinidade, constituindo a ordem
de eluicdo com tempos de retencao caracteristicos. A técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) difere da cromatografia classica pelo diametro interno da coluna, que é signi-
ficativamente inferior e pelo facto do fluxo do eluente ser impulsionado a velocidade superior
por intermédio de uma bomba [119].

A quantificacdo de farmacos por HPLC pode ser realizada com recurso a varias técnicas
de detecdo, como os detetores de ultravioleta e os de diodos, de fluorescéncia ou os espec-
trometros de massa (MS) [121], [122]. O acoplamento da cromatografia liquida com o espec-
trometro de massa (LC-MS) combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e efici-
éncia de separacdao) com as da espectrometria de massa (informacdes estruturais, massa molar
e maior seletividade e detetabilidade), fazendo desta técnica uma das mais utilizadas [123].

A espectrometria de massa baseia-se no principio de que particulas carregadas, mo-
vendo-se num campo elétrico ou magnético, podem ser separadas de acordo com a sua massa
ou, mais rigorosamente, com a sua relacdo massa/carga (m/z). Este processo requer uma fase
de ionizacao e fragmentagao. A relagdo entre as abundancias relativas e os respetivos valores

de m/z constitui um espectro de massa [120].

46



O LC-MS é uma técnica hifenada, em que os dois instrumentos sdo complementares
entre si, fornecendo informacgao estrutural e analitica dos compostos em analise. Os compo-
nentes do sistema de LC acoplado a um detetor por espectrometria de massa sdo o circuito
de fase mével, a bomba, o injetor, a coluna cromatogréfica (fase estacionaria) e o detetor [120].

O HPLC passou por algumas melhorias consideraveis, especialmente em termos de fases
estacionarias inovadoras e instrumentacdo, nomeadamente: colunas mais curtas e de menor
diametro, enchimentos de maior porosidade com particulas de 2 yum ou menores e equipa-
mentos de menores dimensdes, mas que suportam pressdes na ordem dos 1.000 — 1.300 bar.
Este tipo de cromatografia é conhecido como cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
(UHPLC) ou cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC). O equipamento de UPLC usa par-
ticulas de pequeno diametro (tipicamente 1,7 um) na fase estacionaria e colunas curtas, que
permitem pressdes mais altas e, finalmente, picos de LC mais estreitos (5-10 s de largura). Além
de fornecer picos estreitos e melhor resolucao cromatografica, o UPLC reduz drasticamente os
tempos de andlise, geralmente para 10 minutos ou menos [123]. Portanto, apresenta varias
vantagens, nomeadamente: emprega menor volume de amostra, proporciona analises mais
rapidas, menor consumo de fase movel, maior resolucdo dos picos cromatograficos, melhor
detetabilidade e maior relagdo sinal/ruido, que, por sua vez, diminui o limite de quantificagéo
(LOQ) [119].

Embora a variedade de colunas atualmente disponiveis para HPLC e UPLC seja ampla e
variada, a maioria dos métodos aplicados a analise de farmacos recorre ao uso de colunas de
fase reversa C18 (RP).

As colunas UPLC BEH (£thylene Bridged Hybrid) de 1,7 um e 1,8 um sao as mais utilizadas
em UPLC e UHPLC. Devido a estabilidade quimica intrinseca da tecnologia de particulas hibri-
das, elas permitem uma ampla faixa de pH (pH 1-12). Portanto, tem sido aplicado a analise de
diversos tipos de farmacos [124].

O UPLC acoplado a espectrometria de massas foi, sem duvida, o desenvolvimento mais
significativo (quase a um nivel exponencial) para aplicagdes no campo da investigacao, mas
sobretudo na analise de rotina. Esta associagao (UPLC-MS) permitiu o aumento da sensibili-
dade (assim como a precisao e veracidade) como aumentou o poder de resolucéo, reduziu os
fendmenos da supressdo idnica e melhorou a simetria dos picos [125].

A espectrometria de massas em tandem (MS/MS) tem sido considerada uma ferramenta
de identificacdo e confirmacdo. A monitorizagdo dos fragmentos fornece uma discriminacao

muito superior do que um Unico quadrupolo (MS) [119], [126].
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Face ao exposto, o UPLC-MS/MS foi utilizado como método de confirmagdo da liberta-
¢ao do ibuprofeno das matrizes poliméricas.

A analise foi realizada usando um cromatografo liquido de ultra eficiéncia associado a
espectrometria de massa tandem (UPLC-MS/MS), Dionex Ultimate 3000 system, Thermo Sci-
entific, equipado com: bomba binaria, injetor automatico e forno de temperatura; coluna cro-
matografica, C18, Kinetex EVO 2,1 mm x 50 mm x 2,6 um, Phenomenex; e espectrometro de
massa de triplo quadrupolo, TSQ Endura, 7hermo Scientific com sonda de ionizagdo por elec-
trspray (ESI).

As Tabelas 4.6 e 4.7 apresentam as condi¢des de operacao do espectrometro de massa

e a composicdo do gradiente de eluicdo da analise cromatografica, respetivamente.

Tabela 4.6 - Condicdes do espectrometro de massa.

Gas de nebulizacao, dessolvatacdo e de cone Azoto

Gas de colisdo Argon
lonizagao Electrospray
Extrator (V) 2
Temperatura da fonte (°C) 200
Temperatura de vaporizacao (°C) 300

Fluxo do gas no cone (L/h) 50

Tabela 4.7 - Gradiente do método cromatografico em meio basico na andlise por LC-MS/MS. Solvente A (agua
ultrapura + amonia 0,05%). Solvente B (Metanol grau LC, 99.9%, Merck).

Tempo (min) Gradiente cromatografico (fluxo: 0,5 mL/min)
Solvente A, % Solvente B, %
00 70 30
>0 30 70
> 10 90
50 10 90
10,0 70 0
11,0 70 o
14,0 - —
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O ido precursor é obtido através da ionizacdo do composto, por electrospray, sendo
utilizado o azoto como gas de nebulizagdo, dessolvatacao e de cone, e por aplicacdo de vol-
tagem na fonte de ionizacdo (voltagem do capilar) e no cone de extragdo (voltagem de cone).

A Tabela 4.8 apresenta a janela de tempo de retencdo para a analise do ibuprofeno, nas
quais sdo definidas as condi¢des de monitorizacdo: modo de ionizagdo (M), voltagem de cone,

transicdo MRM1 e energia de colisao.

Tabela 4.8 - Condicdes 6timas de analise do ibuprofeno por UPLC-MS/MS.

Janela de tempo de Transicdgo MRM )
) Voltagem Energia de
Farmaco | Ml retengdo (tempo de |ao precursor — 1do .
cone (V) B ) colisdo (eV)
retencao, tR) (min) produto
Ibuprofeno | - 15 1,0-4,0 (1,62) MRM1 | 205,1 — 161,1 10

Para quantificar o ibuprofeno, injetaram-se 6 padrdes de calibracdo de ibuprofeno em
agua, numa gama de concentracdes entre 1,6 ug/L a 14,5 ug/L. A curva de calibragdo (y = bx
+ &), area versus concentragao teve como critérios de aceitagdo para o coeficiente de determi-
nacdo e para o coeficiente de variacdo, R* 2 0,995 e CVm < 5.0%, respetivamente.

Os meios de libertacdo analisados através desta técnica foram escolhidos de forma ale-
atoria e numa fase inicial dos testes de libertacdo, uma vez ter sido uma técnica usada como
método de confirmagdo de libertagdo de IBU. Deste modo, foram analisados os meios para
dois estimulos do Sistema Rebordo PPig, seis estimulos do Sistema Unico PPiso, dois estimulos
do Sistema Rebordo PEDOTi2 e dois estimulos do Sistema Unico PEDOTj2, apresentados na

Tabela 5.7 do capitulo seguinte.

4.4.6 Protétipo de Libertacdo de Farmaco

Depois de todos os testes de libertacao efetuados, analisaram-se os resultados de modo
a verificar quais as tensdes que melhor controlam a libertacao de farmaco, a que mais retém o
farmaco e a que melhor estimula a sua libertacao. Posteriormente, verificaram-se estes em dois
protétipos de um sistema transdérmico de libertagcdo controlada de farmaco usando o sistema
Rebordo PPig e o sistema Unico PPigo

O protoétipo desenvolvido é constituido por um divisor de tensdo constituido por uma
bateria externa, uma resisténcia, um potenciometro, um fio de prata, os respetivos sistemas de

membranas escolhidos, fita condutora e um penso adesivo de feridas.
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A bateria externa usada foi uma pilha comercial de botdo de 1,5 V. Uma vez que as
tensdes estudadas sdo bastante reduzidas, no protétipo foram incluidas resisténcias. Para além
disso, utilizou-se um potenciometro de modo a ajustar a resisténcia necessaria a cada sistema
de libertacdo, e conseguir intercalar entre duas tensdes distintas num Unico circuito.

Para se proceder ao estudo da libertacdo com o prototipo montou-se o circuito elétrico
e ligou-se 0 mesmo ao sistema de membranas escolhido para teste através de um crocodilo
ligado a fita condutora que esta colada a parte superior da membrana. Por cima da membrana
foi colocado um penso adesivo de feridas para simular o penso a ser estudado e ao lado foi
colado um fio de prata com 0,1 mm de diametro (correspondendo ao que havia disponivel) a
parte inferior do adesivo do penso. Durante toda a libertacdo teve-se um multimetro ligado
ao circuito de modo a garantir que as tensdes a serem aplicadas estavam corretas e ndo so-
friam alteragdes durante o estudo.

A montagem experimental do prototipo encontra-se representada na Figura 4.10.A e o
esquematico do divisor de tensdo na Figura 4.10.B. Neste divisor de tensdo Vi, corresponde a
fonte de tensdo que neste caso é a pilha de 1,5V, R1 é uma resisténcia de 320 Q, Vot corres-
ponde a tensdo de saida que esta a ser aplicada na membrana e R; refere-se ao potenciémetro

que funciona entre 0 e 47 uQ.

Figura 4.10 - A: Montagem experimental do protétipo do Sistema Unico PPigo. B: Divisor de tensdo do circuito.

Aquando do teste de libertagdo colocaram-se 20 mL de SBF numa placa de petride vidro

e montou-se o circuito de modo que o primeiro estimulo aplicado fosse o da tensdo que retém
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o farmaco, ou seja, o estimulo de tensdo negativa. Posteriormente, inseriu-se o sistema de
membranas na placa ligou-se o circuito e comecou-se a contar o tempo. Findo o tempo esti-
pulado analisou-se o meio, obteve-se o espetro de absor¢ao do primeiro minuto e colocou-se
o meio de volta a placa de petri. De seguida, rodou-se o potenciémetro de modo a alcancar o
outro valor de tensdo e inverteram-se os terminais da pilha de modo a tensdo ficar positiva e
estimular a libertagdo do farmaco. Este processo foi intercalado até o estudo ser terminado.
A ideia futura com este protétipo é produzir um penso como o simulado na Figura 4.11
no qual, durante a sua utilizacdo, esta sempre a ser aplicado um estimulo negativo para reter
o farmaco e por isso a luz vermelha estd sempre acionada. No entanto, quando se pretende
libertar o farmaco para atingir o seu alvo terapéutico, pressiona-se o botdo que induz a liber-
tacdo e enquanto o mesmo esta em utilizacdo a luz vermelha apaga-se e a luz verde acende-

Se.

Visdo superior  y/iszs inferior

5

Figura 4.11 - Simulagéo do protétipo a ser produzido.
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APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTA-
DOS

No presente capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados do trabalho experi-
mental desenvolvido. Em primeiro lugar, apresentam-se os resultados relativos a presenga de
farmaco (ibuprofeno) e a correta funcionalizagdo das membranas, através da analise por espe-
troscopia Raman e depois a analise morfolégica das membranas por microscopia 6tica e por
SEM. A funcionalizacdo das membranas e o respetivo impacto na condutividade elétrica em
duas configuragdes, planar e transversal, também é discutida. Segue-se a avaliagdo do com-
portamento eletroquimico das membranas através da analise por voltametria ciclica. Por fim
discutem-se os resultados referentes a libertacao controlada do farmaco das membranas pro-

duzidas.

5.1 Analise Quimica

O correto encapsulamento do ibuprofeno (IBU) e funcionalizacdo das membranas de
acetato de celulose (MAC) com polipirrol (PPi) e poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT) foram
avaliados por espetroscopia Raman. A Figura 5.1-A mostra os espetros obtidos dos constituin-
tes individuais das membranas no seu estado original, nomeadamente, o PEDOT, o PPi, o AC
e o IBU. Através da analise destes espetros é possivel identificar os picos caracteristicos de
cada composto isoladamente, os quais permitem a sua identificagdo posterior nas membranas
funcionalizadas. A Figura 5.1-B apresenta os espetros referentes as membranas funcionalizadas
com PPi, nomeadamente PPiso/AC:IBU e PPiso/AC, bem como de uma membrana de acetato

de celulose com ibuprofeno (AC:IBU). A Figura 5.1-C apresenta os espetros referentes as
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membranas funcionalizadas com PEDOT, nomeadamente PEDOT1,0/AC:IBU e PEDOT120/AC, e

mais uma vez uma membrana de AC:IBU.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 O

Raman shift (cm™)

A B c
— PEDOT — PPi,,/AC:IBU —— PEDQT, ,,/AC:IBU
PPi
;f% O PPig,/AC —— PEDOT,,,/AC
o
0
1]
B
51— AC
g
£
— IBU AC:IBU AC:IBU

Raman shift (cm™)

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Raman shift (cm™)

Figura 5.1 - A: Espetros Raman padrdo de PEDOT, PPi, AC e IBU. B: Espetros Raman de PPigo/AC:IBU, PPigo/AC e
AC:IBU. C: Espetros Raman de PEDOT120/AC:IBU, PEDOT120/AC e AC:IBU.

Como cada composto tem um espectro caracteristico e Unico, o conjunto de picos que
o identifica nunca é idéntico ao de um outro composto. Por esse motivo torna-se possivel
identificar a sua presenca num dado material através da pesquisa dos seus picos caracteristi-
cos. A Figura 5.1-B e 5.1-C mostra claramente a assinatura espetral de novos grupos funcionais
nas membranas de acetato de celulose, principalmente, os que estao destacados nos circulos
a vermelho.

Como anteriormente relatado [127], os picos caracteristicos do PPi situam-se nos 928
cm™, 971 cm™, 1048 cm™, 1365 cm™ e 1584 cm™. Os dois primeiros picos sdo fracos e corres-
pondem a vibracdes de deformacdo do anel de glicose, o pico a 1048 cm™ é devido a defor-

macao simples no plano C-H e os dois Ultimos picos podem ser atribuidos ao alongamento do
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anel e da ligacdo C=C e aos modos de vibragdo de alongamento. Na Figura 5.1-B identificaram-
se os picos 971 cm™’, 1048 cm™, 1365 cm™ e 1584 cm™, o que evidencia claramente que a
funcionalizacao do PPi foi bem-sucedida, ou seja, o PPi esta a revestir a superficie das fibras
das membranas.

Relativamente aos picos caracteristicos do PEDOT, estes situam-se nos 1270 cm™, 1380
cm, 1451 cm™ e 1519 cm™ [128], tal como observado no espetro de referéncia. Estes picos
correspondem aos modos de vibracao de alongamento da ligacao C-C, ao alongamento da
ligacdo C-C, ao alongamento da ligacdo simétrica C=C e ao alongamento da ligagdo assimé-
trica C=C, respetivamente. Na Figura 5.1-C identificaram-se os picos 1451 cm’e 1519 cm™, o
que evidencia claramente que a funcionalizacdo do PEDOT ocorreu com sucesso.

Ao analisar os espectros de referéncia do IBU, os picos caracteristicos identificados e os
mais relevantes para a amostra em estudo foram 2869 cm™, 2957 cm ™ e 3047 cm, correspon-
dendo a uma banda na regido 2850-3100 cm™ [129]. Estes picos correspondem ao alonga-
mento da ligagdo C-H, ao alongamento simétrico da ligacdo CHs e ao alongamento antissimé-
trico da ligagao H-C-C-H, respetivamente [130]. Como indicado na Figura 5.1-B e 5.1-C, esta
banda é proeminente no espectro Raman das membranas PEDOT+,0/AC:IBU e AC:IBU, eviden-
ciando também que o farmaco esta incorporado nas mesmas. E de notar que na membrana
PPiso/AC:IBU a presenca de IBU ndo é tdo evidente quanto a do polimero condutor, uma vez
que a quantidade de farmaco presente nas membranas é bastante reduzida em proporcao
com as quantidades dos restantes materiais. No entanto, na regiao da banda dos picos carac-
teristicos de IBU é possivel identificar uma intensidade superior do espetro em comparacao
com a mesma regiao do espetro da membrana de PPigo/AC sem IBU, evidenciando que o com-
posto pode estar presente, mas ndo em quantidades significativas que o permitam ser identi-
ficado. O mesmo acontece nos espetros relativos a funcionalizagdo com PEDOT, contudo, no
espetro de PEDOT120/AC:IBU é possivel identificar os picos a 2869 cm™ e 2957 cm™, embora
com uma intensidade bastante reduzida. Face ao espetro de AC:IBU identificou-se o pico de
2957 cm™' para a presenca de IBU.

Nao era expectavel observar grandes diferencas de composi¢do nas amostras com e sem
IBU, uma vez que a concentracdo do farmaco é baixa relativamente a quantidade de polimero,
e muito dificil de detetar por esta técnica de Raman. Deste modo, os espectros aqui apresen-
tados evidenciam principalmente a assinatura espectral do polimero utilizado, porém, em al-
guns dos casos, a assinatura espetral do ibuprofeno é identificada.

Apos este estudo, as membranas foram subsequentemente usadas para produzir os sis-

temas de membranas direcionados para a libertacdo controlada do farmaco através de um
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estimulo elétrico. Apos os testes de libertacao, a espectroscopia Raman também foi usada nas
membranas revestidas com PPi e com PEDOT, as quais foram utilizadas para construir os sis-
temas de rebordo nas membranas inicialmente impregnadas com o farmaco e revestidas tam-
bém com os polimeros condutores, de forma a criar um sistema Unico. O objetivo desta analise
é verificar se, o farmaco migrou para as membranas funcionalizadas adjacentes ou ndo no caso
dos sistemas de rebordo, e se o farmaco migrou para a superficie da membrana ou se foi todo
libertado para o meio, no caso dos sistemas Unicos.

A Figura 5.2 apresenta os espetros Raman obtidos apds os testes de libertagdo do far-
maco. Na Figura 5.2-A encontra-se o espetro PPiseo/AC:IBU que corresponde a membrana do
Sistema Unico PPig e o0 espetro PPiso/AC que corresponde a uma das membranas adjacentes
funcionalizadas do Sistema Rebordo PPig. Na Figura 5.2-B encontra-se o espetro PE-
DOTi20/AC:IBU que corresponde & membrana do Sistema Unico PEDOTix e 0 espetro PE-
DOT120/AC que corresponde a uma das membranas adjacentes funcionalizadas do Sistema Re-

bordo PEDOT 2.

A B
L PPi,,/AC:IBU —— PEDOT,,,/AC:IBU

PPiso/AC —— PEDOT,,/AC

Intensidade (u.a.)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 O 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Raman shift (cm™) Raman shift (cm™)

Figura 5.2 - A: Espetros Raman de PPigo/AC:IBU e PPigo/AC. B: Espetros Raman de PEDOT120/AC:IBU e PEDOT120/AC.
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Os espetros Raman da Figura 5.2-A coincidem com os espectros de PPi da Figura 5.1-B.
A membrana PPiso/AC:IBU do Sistema Unico PPis analisado antes da libertacdo ndo apresenta
vestigios de farmaco. Isso pode estar relacionado com a quantidade de farmaco ser muito
baixa, devido a nao uniformidade da distribuicdo de farmaco durante a eletrofiacdo, impli-
cando uma distribuicdo ndo uniforme do farmaco nas 16 membranas pequenas e triangulares,
recortadas da membrana total produzida. Outra causa pode ser a concentracao de ibuprofeno
muito baixa o que implica que o farmaco liberta-se todo para o meio durante a funcionalizagéo
e consequentemente ndo se obtém nenhum pico caracteristico do IBU no espetro de
PPiso/AC:IBU ap0s o teste de libertacao. Relativamente ao espetro de PPiso/AC a hipdtese para
a inexisténcia de picos de IBU é a mesma da sugerida para o espetro de PPig/AC:IBU, sendo
que esta analise Raman é feita na face interna destas membranas que estd em contacto com a
membrana central de AC:IBU. Portanto, pode-se colocar a hipotese de o IBU ser completa-
mente libertado da membrana central de AC:IBU existente no Sistema Rebordo PPigy, posteri-
ormente atraido pelas membranas adjacentes de PPi e, por fim, libertado, dado o estimulo
elétrico aplicado durante o ensaio de libertacao.

A Figura 5.2-B mostra um espetro de Raman do PEDOT120/AC:IBU onde se identificam
picos caracteristicos do IBU aos 2869 cm™ e aos 2957 cm™, o que leva a concluir que o IBU ndo
foi completamente libertado durante o teste de libertacdo do Sistema Unico PEDOT12. Além
disso, a analise Raman efetuada na face interna de uma das membranas PEDOT120/AC adja-
centes a membrana central de AC:IBU existente no Rebordo PEDOT1 evidencia também a
presenca de IBU através dos picos 2869 cm™' e aos 2957 cm™, o que leva a concluir que o IBU
foi libertado da membrana central de AC:IBU existente no Sistema Rebordo PEDOTjzo, poste-
riormente atraido pelas membranas adjacentes de PEDOT e, por fim, retido devido ao estimulo
elétrico aplicado durante a libertacao.

Estes resultados comprovam a possibilidade de encapsular IBU em membranas de AC e

controlar a sua libertacao através de estimulos elétricos de baixo potencial.

5.2 Analise Morfoldgica

As membranas eletrofiadas e revestidas com polimeros condutores (PPi e PEDOT) foram
avaliadas quanto a sua morfologia através da microscopia ética e da microscopia eletronica de
varrimento (do inglés, SEM). O objetivo destas andlises € verificar se as membranas produzidas

por eletrofiacdo possuem uma distribuicdo uniforme de diametros, se o material depositado
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para funcionalizar as fibras cobre uniformemente as mesmas e se os testes de libertacdo afe-

taram a morfologia das fibras.

5.2.1 Microscopia Otica

A observacao através do microscépio 6tico realizou-se com a intencdo de comparar a
superficie de uma membrana de acetato de celulose normal com uma membrana de acetato
de celulose funcionalizada.

A Figura 5.3-A mostra uma imagem da membrana de AC onde é possivel identificar al-
gumas fibras de diametros muito reduzidos e dificeis de analisar, mesmo a partir da ampliacdao
mais elevada do microscépio utilizado (200x). Para além disso, torna-se dificil visualizar se exis-
tem vibras fundidas e se a sua distribuicdo é uniforme. A Figura 5.3-B mostra uma imagem da
membrana de PPis/AC onde é possivel observar texturizagdo da superficie devido a polimeri-
zagdo sem que, no entanto, seja possivel distinguir as fibras que a constituem e por isso avaliar

se o0 PPi cobriu uniformemente as mesmas.

Figura 5.3 - A: Membrana de AC observada no microscopio ético com ampliacdo de 200x; B: Membrana de

PPigo/AC, observada no microscépio 6tico com ampliacdo de 200x.

Dada a reduzida dimensdo das fibras da membrana de AC e da limitacdo de ampliagdo
desta técnica, ndo foi possivel fazer uma analise comparativa das membranas de PPi e PEDOT,
de modo a avaliar a uniformidade no revestimento das fibras. Por este motivo as membranas

foram analisadas por SEM.
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5.2.2 SEM

Como referido na seccdo 4.3.2 a morfologia das membranas poder ser observada a na-
noescala com esta técnica, permitindo visualizar as fibras que as constituem e também o re-

vestimento quando funcionalizadas com PPi ou PEDOT.

5.2.2.1 Membranas de AC e AC:IBU

A Figura 5.4 apresenta as imagens de SEM das fibras da membrana de AC. As imagens
evidenciam a aleatoriedade das direcdes das fibras, bem como uma distribuicao relativamente
elevada dos diametros das fibras, 467+196 nm (Figura 5.4-B). Estes valores foram estimados
utilizando o programa de processamento de imagem /mage/®, realizando 30 medices alea-

torias por membrana na imagem de maior ampliacao.

SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV SE MAG: 15000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.4 - Imagens de SEM das fibras da membrana de AC obtidas por eletrofiacdo. A: Ampliacdo de 2000x. B:
Ampliacdo de 15000x. A barra é referente a uma escala de 20 pm e 2 um, respetivamente.

Comparando as fibras da Figura 5.4 com as da Figura 5.5 correspondentes as membranas
de AC:IBU observa-se também a mesma deposicao aleatéria de fibras bem como a sua elevada
dispersdao em termos do diametro das fibras, 667+191 nm. Pelas imagens ndo é possivel dete-
tar a presenca de IBU nas fibras, contudo, o diametro das fibras com IBU é superior ao das
fibras sem o farmaco. Esta diferenca pode ser explicada pelo aumento da viscosidade da solu-
¢do com a adicao do farmaco, levando a formacao de fibras de maiores diametros, correspon-
dendo neste caso a um aumento de cerca de 30% no diametro médio das fibras. A Figura 5.5-
B revela algumas fibras fundidas que podem ser justificadas por uma alteragdo dos parametros

ideais de humidade e temperatura durante o processo de eletrofiacdo, que podem afetar a
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viscosidade da solugdo, mas principalmente provocam uma alteracao na taxa de evaporacao

do solvente, levando assim a formacao de fibras nao uniformes e defeituosas.

£

SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV SE MAG: 15000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.5 - Imagens de SEM das fibras da membrana de AC:IBU obtidas por eletrofiacdo. A: Ampliacdo de 2000x.
B: Ampliagdo de 15000x. A barra é referente a uma escala de 20 um e 2 um, respetivamente.

5.2.2.2 Membranas de AC e AC:IBU funcionalizadas com PPi

As imagens das Figura 5.6 e a Figura 5.7 sdo referentes a membrana PPiso/AC antes e

apos o teste de libertagdo de farmaco (utilizada no Sistema Rebordo PPig), respetivamente.

SE MAG: 300 x HV: 20.0 kV SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.6 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PPigo/AC obtidas por eletrofiacdo, antes do teste de li-
bertacdo do farmaco. A: Ampliacdo de 300x. B: Ampliacdo de 2000x. A barra é referente a uma escala de 100 um e

20 um, respetivamente.

A Figura 5.6, mostra claramente que existe uma camada de PPi ao longo de toda a su-

perficie das fibras, observando-se inclusive a existéncia de aglomerados deste polimero na
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Figura 5.6-B. Atendendo a que a polimerizagdo foi de 90 minutos, seria expectavel obter-se
um bom recobrimento das fibras pelo PPi [33].

Da Figura 5.7, observa-se que depois do teste de libertacdo, a membrana apresenta me-
nos aglomerados do polimero condutor, sendo possivel observar as fibras, o que ndo era tao
evidente na imagem de SEM antes da libertacdo. Tal leva a conclusdo de que ha uma perda de
revestimento para o meio. E também evidente uma diminuicdo no didmetro médio das fibras.
Inicialmente estas fibras possuiam 596+151 nm de diametro, obtendo-se um diametro de
4761165 nm nas membranas utilizadas no sistema de libertagdo do farmaco, o que pode estar

relacionado com alguma variacao do diametro das fibras ao longo membranas.

SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV SE MAG: 15000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.7 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PPig/AC obtidas por eletrofiagdo, apds o teste de liber-
tacdo do farmaco. A: Ampliacdo de 2000x. B: Ampliagdo de 15000x. A barra é referente a uma escala de 20 pm e 2

pum, respetivamente.

As Figura 5.8 e a Figura 5.9 mostram as imagens de SEM de uma membrana PPigs/AC:IBU
antes e ap0s o teste de libertacao de farmaco, respetivamente, membrana utilizada para pro-
duzir o Sistema Unico PPic.

As membranas polimerizadas com PPi, mas sem IBU, ndo apresentam reducao significa-
tiva do diametro médio das fibras apds o ensaio de libertacdo do farmaco. Apesar do valor
médio ser ligeiramente inferior, a variacdo é maior nas fibras depois da libertagdo, pelo que
nao se pode afirmar estar diretamente relacionado com o processo de libertagdo, mas sim com
a variacao do diametro das fibras ao longo da membrana, 513+79 nm nas membranas antes
e 507173 nm apds libertacdo. No entanto, comparando a Figura 5.8-B com a Figura 5.9-B,
também é possivel verificar que ap6s a libertacdo ndo ocorreu uma perda do revestimento de

PPi, apesar da imagem de maior ampliagédo poder indicar isso (0 que se deve a ampliagdo de
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uma zona menos coberta por PPi), mas a imagem de menor ampliacdo mostra claramente um

elevado revestimento das fibras.

SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV SE MAG: 15000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.8 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PPigo/AC:IBU obtidas por eletrofiacdo, antes do teste de
libertacdo do farmaco. A: Ampliacdo de 2000x. B: Ampliacdo de 15000x. A barra é referente a uma escala de 20

um e 2 um, respetivamente.

SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV SE MAG: 15000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.9 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PPigo/AC:IBU obtidas por eletrofiagdo, apds o teste de
libertacdo do farmaco. A: Ampliacdo de 2000x. B: Ampliagdo de 15000x. A barra é referente a uma escala de 20

pm e 2 um, respetivamente.

5.2.2.3 Membranas de AC e AC:IBU funcionalizadas com PEDOT

As Figura 5.10 e a Figura 5.11 apresentam as imagens de SEM das membranas de AC
funcionalizadas com PEDOT e as de uma membrana PEDOT120/AC antes e apds o teste de

libertacao de farmaco, respetivamente (Sistema Rebordo PEDOTj2o).
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SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV SE MAG: 15000 x HV: 20.0 kV
Figura 5.10 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PEDOT1,0/AC obtidas por eletrofiagdo, antes do teste
de libertagdo do farmaco. A: Ampliacdo de 2000x. B: Ampliacdo de 15000x. A barra é referente a uma escala de 20

um e 2 um, respetivamente.

Na Figura 5.10-A, observam-se bastantes fibras aleatoriamente distribuidas, mas com
um revestimento bastante uniforme de PEDOT ao longo de toda a superficie das fibras, mais
evidenciado comparando as fibras de AC da figura 5.4 com as da Figura 5.10-B. A forma como
o PEDOT reveste as fibras é mais uniforme e aparentemente mais homogénea do que o PPi.
Isto deve-se ao facto de a polimerizagdo do PEDOT ocorrer na fase gasosa. Mesmo que se
possam ter formado alguns aglomerados durante a funcionalizagdo, a lavagem das membra-
nas apos funcionalizacdo elimina restos de PEDOT nao aderidos as fibras.

Na Figura 5.10-A identificam-se algumas fibras fundidas, bem como alguns nodulos.
Comparando com a Figura 5.11, observa-se que depois do teste de libertacdo a membrana
apresenta menos vestigios do polimero condutor, o que indica que o mesmo pode ter sido
libertado para o meio durante o processo de libertacao de farmaco. Observa-se uma diminui-
¢do no diametro médio das fibras nas membranas apds o teste de libertacdo, que pode estar
relacionado com uma variabilidade da dimensdo das fibras ou a libertacao de farmaco. O dia-
metro médio das fibras da Figura 5.10-B é 777+211 nm das fibras da Figura 5.11-B é 684110

nm.
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SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV SE MAG: 15000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.11 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PEDOT120/AC obtidas por eletrofiacdo, apds o teste de
libertacdo do farmaco. A: Ampliagdo de 2000x. B: Ampliacdo de 15000x. A barra é referente a uma escala de 20

um e 2 um, respetivamente.

Relativamente as membranas de AC:IBU funcionalizadas com PEDQT, as Figura 5.12 e a
Figura 5.13 mostram as imagens de SEM de uma membrana PEDOT120/AC:IBU antes e apds o
teste de libertacdo de farmaco, respetivamente. De forma analoga as membranas de PPi, esta

membrana foi utilizada no Sistema Unico PEDOTj2.

SE MAG: 300 x HV: 20.0 kV SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.12 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PEDOT1,0/AC:IBU obtidas por eletrofiacdo, antes do
teste de libertacdo do farmaco. A: Ampliagcdo de 300x. B: Ampliagdo de 2000x. A barra é referente a uma escala de
100 um e 20 um, respetivamente.

O diametro médio medido nas imagens da Figura 5.11-A e 5.12-B sao, respetivamente,
777£211 nm e 945+143 nm, o que pode estar relacionado com a variabilidade da dimensao

das fibras ao longo da membrana ou devido a incorporacdo do farmaco. Esta Ultima

64



possibilidade é razoavel considerando que a presenca de IBU em solugdo torna a solugdo mais
viscosa levando a fibras de diametros maiores uma vez que o alongamento das gotas de so-
lucdo é menor.

A Figura 5.13-B mostra a aleatoriedade e a ndo uniformidade das fibras, existindo fibras
fundidas e nédulos.

A aparente reducao do diametro das fibras, apds os ensaios de libertagdo de farmaco,
também se verifica nestas membranas o diametro médio das fibras, diminuiu de 945+143 nm
para 869+151 nm. Apesar de haver alguma consisténcia nesta diminuigdo das fibras das mem-
branas apos libertacdo de farmaco, ndo se pode afirmar que esta exista devido a variacdo da

dimensao das fibras ao longo das membranas.

100 pm
SE MAG: 300 x HV: 20.0 kV SE MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

Figura 5.13 - Imagens de SEM das fibras da membrana de PEDOT120/AC:IBU obtidas por eletrofiacdo, apds o teste
de libertacdo do farmaco. A: Ampliacdo de 300x. B: Ampliacdo de 2000x. A barra é referente a uma escala de 100

pm e 20 um, respetivamente.

A morfologia das fibras das membranas funcionalizadas com PPi ou com PEDOT, com
ou sem IBU, mantém-se praticamente inalteradas apds serem submetidas aos testes de liber-
tagdo de farmaco. Deste modo, estas membranas mantém a sua integridade face aos testes de

libertacao.

5.3 Analise da Condutividade Elétrica

A funcionalizacao foi verificada medindo a condutividade das membranas, como referido
na seccao 4.3.4. De modo a avaliar a uniformidade dos revestimentos das fibras mediu-se a

condutividade planar (na superficie da membrana) e transversal (entre as duas faces da
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membrana). A condutividade foi medida nas membranas logo apos a funcionalizacdo e pas-
sado algum tempo, para avaliar a degradacao do revestimento quando exposto as condi¢des
atmosféricas. Para além disso, a condutividade das membranas foi também medida apos os

ensaios de libertacdo do farmaco para verificar a degradagdo do mesmo.

5.3.1 Evolucdo da condutividade ao longo do tempo

As membranas de AC foram funcionalizadas tanto com PPi como com PEDOT. Com base
em trabalhos anteriores para a funcionalizacdo das membranas com PPi foram selecionados
dois tempos de polimerizacao diferentes, 45 minutos e 90 minutos e para a funcionalizacao
das membranas com PEDOT 120 minutos. A Figura 5.14 mostra os valores de condutividades
planares médias (3 réplicas) para membranas de AC, PPiss/AC, PPigso/AC e PEDOT120/AC, obtidos

logo apés a sua funcionalizagdo e ao fim de 3 e 5 meses.

®AC wPPi45/AC mPPI90/AC 4 PEDOT120/AC
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|

1E-10
1 2 3 4 5

Tempo (meses)

Figura 5.14 - Condutividade (S/cm) planar em funcdo do tempo (meses) de exposi¢do das membranas de AC,

PPiss/AC, PPigo/AC e PEDOT120/AC a pressao e condi¢des atmosféricas do laboratério.

A condutividade planar para a membrana de AC é muito Dbaixa,
4,71 x 1078 + 2,26 x 1077 (S/cm), e decresce em duas ordens de grandeza apds 5 meses,
3,02 x 10719+ 3,26 x 10711 (S/cm). As membranas polimerizadas com PPi, para um tempo
de polimerizacdo de 90 minutos, apresentam os valores mais elevados de condutividade,
1,29 x 1072 + 1,73 x 10~* (S/cm), que ao fim de 5 meses diminuiram numa ordem de gran-

deza para 4,47 x 1073 + 1,30 x 107> (S/cm).
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Observa-se que com o passar do tempo 3 e 5 meses, em todas as membranas, ha um
ligeiro decréscimo de condutividade elétrica. No caso das membranas revestidas com PPi o
decréscimo poderia estar relacionado com uma oxidacao do polimero devido ao facto de as
membranas apds funcionalizadas ficarem a secar a temperatura ambiente e por isso ficam em
contacto com o ar do meio envolvente [131], [132].

A condutividade das membranas funcionalizadas com PEDOT apresenta valores seme-
lhantes as de PPiss na ordem dos 10 (S/cm) e 107 (S/cm) logo apds a producdo e passados 5
meses, respetivamente, com um desvio padrdo associado na ordem dos 10 (S/cm).

Em relacdo a condutividade transversal, tal como no caso anterior, as medicoes foram
repetidas logo apds a respetiva producgdo, apds 3 e 5 meses paras as mesmas membranas,
sendo estes resultados demonstrados no gréafico da Figura 5.15 uma média de 3 medigdes

efetuadas de condutividade para cada membrana.

e AC PPi45/AC mPPi90/AC 4 PEDOT120/AC
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Figura 5.15 - Condutividade (S/cm) transversal em funcdo do tempo (meses) de exposicdo das membranas de AC,
PPiss/AC, PPigso/AC e PEDOT120/AC a pressao e condi¢des atmosféricas do laboratério.

A condutividade transversal da membrana de AC apresenta valores menores,
3,04 x 10711 + 4,15 x 10712 (S/cm), e decresce em uma ordem de grandeza apds 5 meses,
para 1,95 x 10712 + 6,37 x 1071* (S/cm). As membranas de PPi e PEDOT apresentam uma
degradacdo da condutividade com o tempo devido a respetiva reacdo com o oxigénio tal como
ja mencionado [131], [132], que afeta maioritariamente a superficie das membranas. No geral
a variacao da condutividade com o tempo tem a mesma tendéncia de a apresentada na
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condutividade planar. No entanto os valores de condutividade planar, sdo superiores a condu-
tividade transversal (ao longo da espessura). Isto acontece porque o revestimento a superficie
(planar) forma um filme uniforme que possivelmente ndo atravessa a espessura da membrana
de um modo uniforme e/ou continuo. Isso deve-se ao facto de que tanto o agente oxidante,
neste estudo o FeCl;, como o mondémero, neste caso o PPi ou o PEDOT, ndo penetrem ao
longo da espessura da amostra, o que leva a uma menor existéncia de pontos de contacto
entre as fibras revestidas com estes polimeros condutores. Como ha mais espacos vazios entre
fibras, hd um menor nimero de pontos de contacto entre o polimero e por isso a deposicao
do polimero condutor nao sera uniforme, que desta forma dificulta os percursos dos eletroes,
0 que pode causar a menor condutividade transversal obtida (2,84 x 107>+ 1,46 x 1077
S/cm) em relacéo a condutividade planar (1,29 x 1072 + 1,73 x 10~* S/cm) no caso da mem-
brana PPig/AC.

Por outro lado, quanto maior o tempo de imersdo em FeCls, maior sera a quantidade
de agente oxidante ao longo da espessura da amostra, no qual a polimerizacdo ocorrerd mais
facilmente, aumentando a condutividade transversal. Consequentemente, a espessura da
membrana influencia de forma bastante significativa a impregnacao do agente oxidante. Como
as membranas estudadas apresentavam sensivelmente a mesma espessura, entdo para um
tempo de polimerizagdo maior, a condutividade transversal também sera maior, justificando o
facto de as membranas de PPiso/AC apresentarem condutividades superiores as de PPiss/AC.

Face as membranas de PEDOT120/AC, o seu decréscimo de condutividade ao longo dos
meses acompanhou o das membranas de PPig/AC, apresentando sempre valores inferiores
uma ordem de grandeza. Logo apds a producao as membranas de PEDOT120/AC apresentavam
uma condutividade de 6,85 x 107+ 3,97 x 1077 (S/cm) que ao fim de 5 meses decresceu
para valores de 2,74 x 1078 + 1,41 x 1078 (S/cm).

Dados estes resultados de condutividade tanto planar como transversal, optou-se por
utilizar membranas de PPigo/AC e de PEDOT120/AC para fins comparativos entre polimeros di-
ferentes. Deste modo, os cinco sistemas de membranas que serao sujeitos aos testes de liber-
tacdo de farmaco serdo criados com estes tempos de polimerizagdo para os respetivos poli-

meros condutores.

5.3.2 Condutividade antes e apés ensaio de libertagdo de farmaco

Para além do estudo da evolucao temporal da condutividade, em ambos os tipos de

planos, das membranas polimerizadas de AC apos a sua producdo, foi também analisado a
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condutividade das membranas antes e apds um ensaio de libertacdo de farmaco para mem-
branas com e sem IBU.

Os valores obtidos nas Tabelas 5.1 e 5.2, correspondem aos valores da condutividade
planar e transversal para o antes e 0 ap6s ensaio de libertagdo de fadrmaco, aplicando um esti-

mulo elétrico de +0,3 V durante 11 minutos.

Tabela 5.1 - Condutividade planar e transversal média e desvio-padrdo para as membranas de PPigo/AC e PE-

DOT120/AC, antes e apds o teste de libertagdo de farmaco com estimulo +0,3 V, durante 11 minutos.

Condutividade Planar (S/cm)

Amostras
Antes do ensaio ApOés ensaio
PPiso/AC 1,74 x 1072 +£3,76 x 1077 1,70 x 1073 £ 3,04 x 1077
PEDOT120/AC 3,55x 107*+8,71 x 107° 1,01 x 1075+ 1,04 x 107°
Condutividade Transversal (S/cm)
Antes do ensaio Apos ensaio
PPigo/AC 1,00 x 1075 + 4,67 x 1078 1,93 x 1077 + 4,62 x 10710
PEDOT120/AC 2,08x 107+2,50% 1078 3,79 % 1078 +1,05x 1078

A Tabela 5.1 mostra que para ambas as configuracdes de condutividade planar e trans-
versal os valores de condutividade antes do ensaio de libertacdo sao sempre superiores aos
de apos o ensaio. Este resultado deve-se ao facto de parte do revestimento condutor perder
a sua adesao a superficie das fibras apds os ensaios de libertacdo do farmaco, independente-
mente da condicao de libertacao, o que foi verificado através da analise das imagens de SEM.
Outra possivel causa pode ser devida ao facto de os sistemas de membranas durante os testes
de libertagdo de farmaco estarem em contacto com o SBF. Sup&e-se que as moléculas de agua
do SBF reajam com as cargas positivas das moléculas de azoto dos polimeros condutores,
tornando-as neutras e por isso a condutividade diminui. Portanto, o decaimento da condutivi-
dade pode ser atribuido a eliminacdo das cargas positivas das moléculas de azoto apds as
moléculas de agua neutralizarem os centros eletroativos dos polimeros condutores [133].

Além disso, tal como explicando anteriormente, as condutividades transversais sdo sem-
pre inferiores as planares devido ao interior das membranas ndo apresentar uma rede interli-
gada de polimero de um lado ao outro. Na condutividade planar o decréscimo é de 102 S/cm
para 10° S/cm para PPioo/AC, e para PEDOT120/AC é de 10 S/cm para 10 S/cm. A diferenca
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é de uma ordem de grandeza. Na condutividade transversal o decréscimo é de 10 S/cm para
10 S/cm para PPiso/AC, e para PEDOT120/AC é de 10° S/cm para 10 S/cm. A diferenca é de

duas ordens de grandeza.

Tabela 5.2 - Condutividade planar e transversal média e desvio-padrao para as membranas de PPigo/AC:IBU e PE-

DOT120/AC:IBU, antes e apos o teste de libertacdo de farmaco com estimulo +0,3 V, durante 11 minutos..

Condutividade Planar (S/cm)

Amostras

Antes do ensaio Apos ensaio
PPiso/AC:IBU 1,36 x 1072+ 5,08 x 107° 2,28x 107*+9,45x 1077
PEDOT120/AC:IBU 5,57 x 1073 +2,89 x 107 2,53 x 1075 +1,27 x 107°

Condutividade Transversal (S/cm)

Antes do ensaio ApOés ensaio
PPiso/AC:IBU 1,05 x 1075+ 1,28 x 1077 6,46 x 1078+ 253 x 107°
PEDOT+20/AC:IBU 1,15%x 1076+ 1,32 x 1077 4,74 x 107° £ 2,75 x 10710

A Tabela 5.2 mostra que as membranas com IBU também possuem condutividade planar
superior a transversal. Adicionalmente, para cada tipo de membrana, a condutividade antes
dos testes de libertacao de farmaco é superior a apos os testes o que segue a variacao das
membranas sem IBU.

Na condutividade planar o decréscimo é de 10 S/cm para 10 S/cm para PPigo/AC:IBU,
e para PEDOT120/AC:IBU é de 10 S/cm para 10 S/cm. A diferenca é de duas ordens de gran-
deza. Na condutividade transversal o decréscimo é de 10> S/cm para 10® S/cm para
PPiso/AC:IBU, e para PEDOT120/AC:IBU é de 10 S/cm para 10° S/cm. A diferenca é de trés
ordens de grandeza.

De forma geral, os decréscimos de condutividade nas duas configuracbes de medicéo
foram mais acentuados para as membranas com IBU. O que pode ser devido a influéncia da

carga elétrica do IBU na do revestimento.

5.4 Analise Eletroquimica

A analise eletroquimica dos sistemas de membranas foi realizada por voltametria ciclica.

Esta técnica foi usada com o objetivo de prever a gama de tensdes e em alguns casos o valor
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de tensdo especifico que é necessario aplicar nos testes de libertacdo controlada de farmaco.
Com esta técnica estudou-se o comportamento dos cinco sistemas de membranas produzidos
com recurso a uma montagem experimental idéntica a utilizada durante os ensaios de liberta-
¢do, ou seja, 20 mL de SBF como eletrolito e um sistema de dois elétrodos, um deles um elé-
trodo de prata (contra-elétrodo) e o outro o sistema de membranas (elétrodo de trabalho).
Para cada sistema de membranas estudaram-se 4 velocidades de varrimento, com 5 ciclos para
cada uma, e selecionou-se para fins comparativos 3° ciclo.

Nos voltamogramas das Figuras 5.16, 5.17, 5.18, 5.19 e 5.20 pode-se verificar que cada
um dos picos anddicos se deslocou para potenciais mais positivos, comprovando a limitagao
cinética da reagao eletroquimica. Além disso, as correntes de pico anddicas aumentam linear-
mente com o aumento da velocidade de varrimento, o que prova que é um processo eletro-
quimico controlado pela superficie do elétrodo [134]. Os processos eletroquimicos controlados
pela superficie sdo consequéncia das reacdes redox a baixas velocidades de varrimento em
elétrodos modificados, como é o caso dos sistemas de membranas. A velocidades de varri-
mento mais altas, as reacSes redox passam a ser controladas por processos de difusdao [135].
Para além disto, uma vez que se observam inflexdes e picos anddicos e catddicos pode-se
afirmar que este se trata de um processo reversivel, onde se prevé que exista uma transferéncia
de cargas entre a membrana e os elétrodos [136].

Na analise do voltamograma do sistema rebordo PPig, Figura 5.16, observa-se que a
uma velocidade de 50 mV/s observam-se picos de oxidacao e redu¢do mais definidos, acom-
panhados de uma densidade de corrente (1,3 mA/cm?). E possivel visualizar a existéncia de
dois picos anddicos (+0,1 V e +0,5 V) e dois picos catddicos (-0,15 V e -0,4 V) que descrevem

duas reacdes de oxidagao e duas reacdes de reducao, respetivamente.
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Figura 5.16 - Voltamograma referente ao 3° ciclo usando SBF como eletrélito do Sistema Rebordo PPig, obtido
para varias velocidades de varrimento (25, 50, 100 e 150 mV/s).

Sugere-se que o pico de oxidacao a +0,1 V e de reducao a -0,15 V seja provocado pela
reacdo do AC da membrana de AC:IBU, que se encontra como separador entre as duas mem-
branas funcionalizadas com PPi, com o SBF. Muito provavelmente associados a oxidacao ou
reducdo do oxigénio dos grupos hidroxilo ou carbonilo. Os outros dois picos a +0,5V e -0,4 V
sao entdo devidos as reagoes redox do PPi. A reacao de oxidagdo do PPi associada aos picos
observados é:

PPi® - PPi* + e~ (5.1

Por outro lado, a reacdo de reducéo é:

PPi* + e~ - PPi° 52)

Para todos os sistemas que apresentem como polimero condutor o PPi estas serdo as
reagoes redox que ocorrerdao no catodo (elétrodo de trabalho) do respetivo sistema.

No voltamograma da Figura 5.17, referente ao sistema unico PPig, observam-se a uma
velocidade de varrimento de 25 mV/s os picos de oxidacdo e redugdo mais definidos, acom-
panhados de uma densidade de corrente bastante mais reduzida em comparagdo com o sis-
tema de rebordo PPig (0,13 mA/cm?). E possivel visualizar a existéncia de um pico anddico
(+0,9 V) e um pico catodico (-0,3 V), representativos de uma reagdo de oxidacdo e outra de
reducdo, respetivamente.

Neste voltamograma, ja ndo se observam os picos redox correspondentes ao acetato de

celulose da membrana, uma vez que neste caso, o sistema é composto por uma Unica
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membrana funcionalizada e por isso o efeito do acetato de celulose acaba por ser mascarado

pelo PPi.
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Figura 5.17 - Voltamograma referente ao 3° ciclo usando SBF como eletrélito do Sistema Unico PPig, obtido para

varias velocidades de varrimento (25, 50 e 150 mV/s).

No voltamograma da Figura 5.18 referente ao sistema rebordo PEDOT120, também se
observou a uma velocidade de varrimento de 25 mV/s picos de oxidagdo e redugdo mais defi-
nidos, acompanhados de uma densidade de corrente bastante mais reduzida em comparagéao
com o sistema de rebordo PPig (0,23 mA/cm?). E possivel visualizar a existéncia de dois picos
anodicos (+0,3 V e +0,5 V) e dois picos catodicos (-0,2 V e -0,4 V) descritivos de duas reagdes
de oxidagdo e duas reagdes de redugao, respetivamente.

Sugere-se que um dos picos de reducao seja provocado pelo AC que se encontra entre
as duas membranas funcionalizadas com PEDOT, tal como acontece no sistema de rebordo
PPigo. Os outros dois picos sdo entao devidos as reagdes redox do PEDOT. A reagado de oxidagao
do PEDOT que governa o pico observado é:

PEDOT® - PEDOT* + e~ (5.3)

Por outro lado, a reacdo de reducao é:

PEDOT* + e~ - PEDOT® (5.4)

Para todos os sistemas com o polimero condutor PEDOT estas serao as reagdes redox

que ocorrerao no catodo do respetivo sistema.
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Figura 5.18 - Voltamograma referente ao 3° ciclo usando SBF como eletrélito do Sistema Rebordo PEDOT 1o, ob-
tido para varias velocidades de varrimento (25, 50, 100 e 150 mV/s).

No voltamograma da Figura 5.19 referente ao sistema Unico PEDOT10 observa-se a 25
mV/s picos de oxidacao e reducao mais definidos acompanhados de uma densidade de cor-
rente reduzida e bastante semelhante a do sistema Unico PEDOT1 (0,23 mA/cm?). E possivel
visualizar a existéncia de um pico anddico (+0,9 V) e um pico catodico (-0,3 V). Estas tensdes
de pico sdo idénticas as do voltamograma do sistema Unico de PPig e também nao se obser-

vam os picos redox correspondentes ao acetato de celulose da membrana.
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Figura 5.19 - Voltamograma referente ao 3° ciclo usando SBF como eletrélito do Sistema Unico PEDOT 20, obtido
para varias velocidades de varrimento (25, 50, 100 e 150 mV/s).
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No voltamograma referente ao sistema rebordo mix, Figura 5.20, a 25 mV/s os picos de
oxidacdo e reducdo estdo mais definidos com uma densidade de corrente bastante elevada
em comparacdo com os sistemas anteriores (0,7 mA/cm?). E possivel observar dois picos and-
dicos (+0,3 V e +0,8 V) e dois picos catodicos (-0,5V e -0,3 V).

No caso deste sistema, apesar de também conter uma membrana de AC:IBU no seu in-
terior, a semelhanca dos outros dois sistemas de rebordo estudados, como tem uma mem-
brana funcionalizada com PPi e outra funcionalizada com PEDOT adjacentes, entdao os picos
das reagdes redox do AC com o SBF ndo sdo visiveis, apenas as dos polimeros condutores.

Para uma velocidade de varrimento a 50 mV/s observam-se algumas interferéncias que

a partida sd@ao um erro de equipamento devido ao ruido de rede a 50 Hz.
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Figura 5.20 - Voltamograma referente ao 3° ciclo usando SBF como eletrélito do Sistema Rebordo Mix, obtido

para varias velocidades de varrimento (25, 50, 100 e 150 mV/s).

A libertagdo do farmaco durante os testes de libertacao implica que os polimeros con-
dutores que revestem as membranas mudem de sinal para repelir o farmaco e nédo para o
atrair, por isso é necessario conhecer o potencial das reagdes redox dos polimeros. Ou seja, se
ndo fossem visualizados picos nos voltamogramas significava uma auséncia de rea¢des de oxi-
dacgdo redugdo e por isso o0 mais provavel era os polimeros condutores atrairem o IBU e impe-
direm a sua libertacdo do sistema para o meio. E espectavel que as tensdes de pico com os
valores mais elevados de corrente libertem mais farmaco do que os as tensdes de picos com

uma densidade de corrente associada mais reduzida.
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A Tabela 5.3 mostra as tensdes referentes aos picos de oxidacdo e reducdo, que serdo
utilizadas na libertacao controlada de farmaco. Apesar das tensdes que estimulam a libertagao
ou retém mais farmaco poderem ser diferentes, o objetivo da utilizagdo da voltametria ciclica
foi atingido, uma vez que, foi possivel restringir uma gama de tensdes a aplicar para cada
sistema.

Também se verificou que em alguns casos, as tensées que melhor controlaram a liberta-
¢do correspondiam as tensdes de pico, tal como sera verificado na seccdo seguinte (seccao

5.5).

Tabela 5.3 - Tensdes dos picos catddicos e anddicos de cada sistema.

Sistemas Pico catddico (V) | Pico anddico (V)
Sistema Rebordo PPig -0,4 +0,5
Sistema Unico PPigo -0,3 +0,9
Sistema Rebordo PEDOT1z0 -0,2 -04 +0,3 +0,5
Sistema Unico PEDOTj120 -0,3 +0,9
Sistema Rebordo Mix -0,3 -0,5 +0,3 +0,8

5.5 Testes de Libertacdo de Farmaco

De forma a poder monitorizar a quantidade de farmaco libertada durante os ensaios de
libertacdo controlada foi necessario quantificar o IBU em SBF e para isso mediu-se o espectro
de absorvéncia por espectroscopia UV/vis. Apds o desenvolvimento de cinco sistemas de li-
bertacao de farmaco, procedeu-se aos testes de libertacdo de farmaco de forma passiva e de
forma ativa. A libertacdo de forma passiva consiste na libertagdo por difusdo, ou seja, a favor
do gradiente de concentragéo, para servir de comparacao com os testes de forma ativa, ou
seja, com tensao aplicada entre os elétrodos.

As tensdes a serem aplicadas foram selecionadas a partir dos resultados dos ensaios de
voltametria ciclica. Com base nestes resultados, adaptaram-se alguns potenciais a aplicar. Apds

selecionadas as duas tensdes que melhor estimulam ou retém a libertacdo de farmaco,
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realizaram-se os testes de libertacdo de farmaco nas mesmas condi¢des experimentais, mas
alternando os ensaios entre as duas tensdes selecionadas. Este raciocinio foi aplicado para os
cinco sistemas.

Depois de estudados os parametros de libertagdo, desenvolveu-se um protétipo de um
possivel sistema de libertacao de farmaco por via tépica e procedeu-se aos testes de libertacdo

de farmaco com as tensdes previamente otimizadas de modo a validar os resultados.

5.5.1 Curva de Calibragao do Farmaco

A Figura 5.21. apresenta o espectro de absorvéncia (u.a.) de 20 solugdes de IBU em SBF
com concentragdes entre 0-20 mg/L na zona do UV (190 nm e 290 nm). O perfil dos espectros
é semelhante para as varias concentracdes, apresentando dois picos maximos de absor¢ao, a

211 nm e 222 nm.
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Figura 5.21 - Espetro de absorcao para varias concentra¢des de IBU em SBF. Identificagdo dos picos caracteristicos
obtidos.

Na Figura 5.22 apresentam-se as retas de calibracdao a 211 nm e a 222 nm. Na estrutura
do IBU existem dois grupos cromoéforos, o anel benzénico e o acido carboxilico, os quais justi-
ficam os dois maximos de absorcdo no espetro UV da Figura 5.21. Durante os testes de liber-
tacdo controlada das membranas, verificou-se que apenas ha aumento da absor¢do no com-
primento de onda a 211 nm, indicando que um dos grupos croméforos desapareceu. Logo, a

molécula do IBU reage com algum componente do meio reacional, nomeadamente com
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componentes da membrana que foram libertados para o meio. Por esse motivo, a quantifica-
cao realizou-se a 211 nm, , ao invés da utilizacdo do pico a 222 nm, tal como descrito por

outros autores [137].
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Figura 5.22 - Gréfico da curva de calibracdo, estimada para as absorc¢des registadas no pico de 211 nm e 222 nm.
Equacéo da regresséo linear obtida, com a qual é possivel estimar a concentracdo de farmaco libertado para o
SBF.

A regressao linear dos pontos experimentais obtidos apresenta um bom coeficiente de
determinacdo (R? = 0,9953). Nos ensaios de libertaco passiva e ativa de farmaco, a quantifi-
cacdo do IBU é realizada através da equagao da reta, absorvéncia versus concentracao obtida

para o picoa 211 nm.

5.5.2 Ensaios de Libertacao

As Tabelas 4.5 e 4.6 do capitulo 4 apresentam um resumo das condi¢des de ensaio de
libertacao do farmaco, que permitiram a obtencao dos resultados a seguir apresentados.

Em todos os ensaios foi contabilizada a quantidade de farmaco libertada para o meio, a
qual foi comparada com a quantidade de farmaco que existia na membrana antes de se realizar

o ensaio de libertacao.

5.5.2.1 Testes de Libertacao Passiva e Ativa dos Sistemas

Tal como referido no capitulo 4, os ensaios de libertagdo de farmaco foram realizados

para cinco configuracdes de sistema diferentes, Sistema Rebordo PPig, Sistema Unico PPig,
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Sistema Rebordo PEDOT120, Sistema Unico PEDOTi2 e Sistema Rebordo Mix. Estudos prévios
[41] demonstraram que o sistema com rebordo é um sistema que permite controlar a liberta-
cao de farmaco e por este motivo optou-se por reproduzi-lo, de modo a ter um sistema de
comparagao para o novo sistema desenvolvido neste trabalho, formado por uma Unica mem-
brana funcionalizada que contem o farmaco.

De modo a haver um termo de comparagdo para os testes de libertacdo com estimulos
elétricos, estudou-se o perfil de libertacdo do farmaco de forma passiva para cada sistema de
membranas. Todos os ensaios seguiram o mesmo procedimento experimental para a liberta-
cdo de farmaco através da aplicacdo de estimulos elétricos: 1 cm? do respetivo sistema foram
colocados em contacto com 20 mL de SBF e apds estimulacao, foi analisada a concentragdo
de farmaco libertado, neste caso por difusdo, através do gradiente de concentracao.

Para todos os testes de libertacao, a distancia entre elétrodos foi mantida a 1 cm, sendo
que o elétrodo de trabalho correspondia sempre ao polo positivo da fonte de tensdo e estava
ligado ao sistema de membranas e o contra-elétrodo era de prata e por sua vez estava ligado
ao polo negativo da fonte de tensdo. Todos os ensaios foram realizados com 1 minuto inicial
de difusdo, seguido de uma estimulacao fixa periédica de 1 minuto durante 10 minutos. Os
testes foram realizados cumulativamente, ou seja, o estimulo elétrico foi aplicado por um pe-
riodo de 1 minuto, depois foi desligado, uma amostra do meio de libertacdo foi retirada e
colocada numa célula de quartzo de 3 ml para realizar os espectros de absorvéncia. O meio
retorna ao recipiente de libertacdo, a amostra foi novamente imersa e o potencial aplicado
novamente.

De modo a ser possivel comparar exclusivamente a acdo da aplicagdo do estimulo elé-
trico, o minuto inicial correspondente a difusdo foi descontado as libertagdes. Contudo, é sem-
pre necessario que o sistema sofra inicialmente uma difusdo, para que, aquando da aplicagdo
do estimulo elétrico, o respetivo sistema ja esteja em equilibrio com o meio e a libertagdo do
farmaco a partir dai seja exclusivamente dependente do estimulo e ndo da difusdo que ocorre
imediatamente apds se colocar o sistema em contacto com o SBF.

Para iniciar o estudo da libertagcdo de farmaco demonstrando um padrao de libertagdo
"ON/OFF' em resposta a um estimulo elétrico especifico, € necessario estudar um conjunto de
estimulos elétricos diferentes para cada sistema e a partir da comparacao de todos os estimu-
los concluir-se quais sdo as duas tensdes que a partida permitem alcangar este padrdo de
libertacao.

O primeiro sistema a ser estudado foi o Sistema Unico PPigo (Figura 5.23). De acordo com

os resultados de voltametria ciclica, este sistema apresenta um pico catddico a -0,3 V e um
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pico anddico a +0,9 V. Deste modo, testaram-se estimulos negativos e positivos e a difusdo
sem polarizagdo aplicada. Para os negativos foi aplicado um potencial de -1,5V e -0,3 V e para

os positivos um potencial de +0,3V, +0,8 Ve +1,2V.
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Figura 5.23 - Perfil de Libertacdo de ibuprofeno através da aplicacdo de varios estimulos para o Sistema Unico

PPigo. Ordem da legenda igual a ordem do gréfico.

A Figura 5.23 mostra os perfis de libertacdao de farmaco para os diferentes valores de
polarizacao. O perfil obtido pela aplicagdo de -1,5V, -03V,0V, +0,8 Ve +1,2 V apresenta
valores de concentracao inferiores aos obtidos pela difusdao, o que significa que para estes
valores de potencial aplicado a libertagdo de farmaco é retardada pelo PPi, especialmente para
uma tensao de -0,3 V que corresponde a menor concentracado libertada no periodo testado.
Em oposicao, aplicando um estimulo de +0,3 V, ha um ligeiro aumento na concentracao de
farmaco libertado em comparacao com a difusao.

Conforme relatado por Jin Qu et al. [47], polimeros condutores podem-se ligar e libertar
diferentes farmacos devido a sua oxidagdo e redugdo parcial por estimulacao elétrica. Ele veri-
ficou que a libertacao de farmacos carregados negativamente — como dexametasona e indo-
metacina — era consequéncia da redugao parcial do trimero de anilina de carga positiva que
induzia as moléculas do farmaco a se moverem para o elétrodo com carga oposta. Como o
IBU é uma molécula carregada negativamente, espera-se que se ligue electrostaticamente ao
esqueleto do PPi. A molécula terapéutica foi repelida da membrana de AC:IBU revestida de PPi
e movida para o contra-elétrodo de prata para potenciais especificos de acordo com a carga

do esqueleto do PPi. Assim, confirmado pela ocorréncia de reagdes redox do PPi através da
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voltametria ciclica, essa oxidacao e reducdo das membranas de PPi afeta a quantidade de IBU
libertada pelas membranas o que por sua vez depende do valor do potencial.

Deste modo, verificou-se que para este sistema as tensdes a testar para ser possivel obter
um padrao "ON/OFF' séo -0,3V e +0,3 V.

Para o Sistema Rebordo PPig obteve-se o grafico da Figura 5.24 para os perfis de liber-

tacdo estudados.
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Figura 5.24 - Perfil de Libertacdo de ibuprofeno através da aplicacdo de vérios estimulos para o Sistema Rebordo

PPigo. Ordem da legenda igual a ordem do grafico.

De acordo com os resultados de voltametria ciclica, este sistema apresenta um pico ca-
tddico a -0,4 V e um pico anodico a +0,5 V. Assim, foi aplicado um estimulo negativo e trés
estimulos positivos e ainda o resultado do ensaio de difusdo. Para o negativo foi aplicado um
potencial de -0,3 V, a semelhancga do valor que mais retinha farmaco no sistema anterior e por
ser um valor de tensdo bastante perto da tensado de pico catddico. Para os positivos foi aplicado
um potencial de +0,3 V, +0,5 V e +1V. No caso do potencial de +0,3 V por ser um potencial
idéntico ao estimulo que mais libertava farmaco no sistema anterior estudado, a +0,5 V por
corresponder a tensdao do pico anddico do respetivo voltamograma e +1 V por ser um valor
bastante mais elevado que esta tensao de pico.

Seguindo o mesmo raciocinio, verificou-se que para este sistema as tensdes a testar para
ser possivel obter um padrao "ON/OFF' séao -0,3 V e +0,5 V, que sdo praticamente coincidentes
com as tensdes de pico catddico e anddico, respetivamente.

A Figura 5.25 apresenta os perfis de libertacdo estudados para o Sistema Rebordo PE-
DOTjzo.
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Figura 5.25 - Perfil de Libertacdo de ibuprofeno através da aplicacdo de varios estimulos para o Sistema Rebordo

PEDOT120. Ordem da legenda igual a ordem do gréfico.

De acordo com os resultados de voltametria ciclica, este sistema apresenta dois picos
catddicos a -0,2 V e -0,4 V e dois picos anddicos a +0,3 V e +0,5 V. Assim, foi aplicado o
estimulo negativo, o qual ja demonstrou nos dois sistemas anteriores, ser o que mais retém o
farmaco. Este ensaio foi semelhante, ou seja a -0,3 V houve maior retengdo de farmaco. Este é
um potencial que se insere entre a tensdo dos dois picos catddicos estudados. Face aos dois
estimulos positivos foi aplicado um potencial de +0,3 V e +0,5 V. No caso do potencial de +0,3
V por ser uma tensao de pico anddico do respetivo voltamograma e o potencial que mais
libertou farmaco no Sistema Unico PPig e a +0,5 V por também corresponder & tensdo do pico
anddico do respetivo voltamograma e por ser o potencial que mais libertou farmaco no Sis-
tema Rebordo PPig. Para este sistema as tensdes a testar para ser possivel obter um padrao
"ON/OFF' sdo -0,3 V e +0,5 V, que sdo praticamente coincidentes com as tensdes de pico
catodico e anddico, respetivamente.

O pendltimo sistema a ser estudado foi o Sistema Unico PEDOTz, ilustrado na Figura
5.26. De acordo com os resultados de voltametria ciclica, este sistema apresenta um pico ca-
tédico a -0,3 V e um pico anddico a +0,9 V. Pela mesma ordem de ideias dos sistemas anteri-
ores foi aplicado um potencial negativo de -0,3 V e positivo de +0,3 V e +0,8 V. O potencial
de +0,8 V aplicado deve-se ao facto de se apresentar perto da tensdo do pico anddico do
respetivo voltamograma. Valores mais elevados de tensdo nao foram estudados uma vez que

através do Sistema Unico PPig foi possivel concluir que a aplicacdo de tensdes acima de +0,9
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V ndo permitem controlar a libertacdo de farmaco. Para este sistema as tensdes a testar para

ser possivel obter um padrdo "ON/OFF' sao -0,3V e +0,8 V.
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Figura 5.26 - Perfil de Libertacio de ibuprofeno através da aplicacio de vérios estimulos para o Sistema Unico PE-

DOTj120. Ordem da legenda igual a ordem do grafico.

Por fim, de modo a estudar se a utilizagdo de dois polimeros diferentes num Unico sis-
tema leva a obtencdo de resultados idénticos aos anteriores procedeu-se ao estudo do Sistema

Rebordo Mix, cujo perfil de libertagdo esta representado na Figura 5.27.
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Figura 5.27 - Perfil de Libertacdo de ibuprofeno através da aplicacdo de varios estimulos para o Sistema Rebordo

Mix. Ordem da legenda igual a ordem do grafico.
De acordo com o respetivo voltamograma, este sistema apresenta dois picos catédicos
a-0,3Ve-05V e dois picos anddicos a +0,3 V e +0,8 V. Pela mesma ordem de ideias dos

sistemas anteriores foi aplicado um potencial negativo de -0,3 V e positivo de +0,3 V, +0,8 V

e +1,2 V. Para este sistema as tensdes a testar para ser possivel obter um padrao "ON/OFF'
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sd0 -0,3 V e +0,8 V, & semelhanca do Sistema Unico Pedoti. Ou seja, a utilizacdo de dois
polimeros condutores em nada impediu a obtengdo de um perfil de libertagdo idéntico aos
quatro sistemas anteriormente analisados.

Apesar de ter sido observado um comportamento semelhante em todos os sistemas para
a tensdo que leva a maior retencao de farmaco, a tensdo que por sua vez levou a libertacao
maxima de IBU andou entre os +0,3 V, +0,5 V e +0,8 V para os varios sistemas (Tabela 5.4).
Esta discrepancia de valores pode ocorrer devido a possivel flexdo dos sistemas durante a
imersdo em SBF, o que pode afetar a distancia entre os elétrodos e os proprios sistemas [41].
Para além disso, este potencial pode depender do niUmero de cargas positivas, ou seja, da
quantidade de moléculas de PPi ou PEDOT que cobrem as fibras de AC. Como as membranas
revestidas com PEDOT apresentam um revestimento mais uniforme tal como visualizado por
SEM, apresentam mais sitios ativos para interagir com as moléculas do farmaco [39]. Este facto
pode explicar a necessidade de maiores potenciais para aumentar a libertagao de IBU obser-
vada em membranas funcionalizadas com PEDOT, nos casos dos sistemas de Rebordo PE-
DOT120, Unico PEDOT420 € Rebordo Mix.

Tabela 5.4 - Tensdes a intercalar em cada sistema para ser possivel obter um padrao "ON/OFF'.

Sistemas OFF (V) | ON (V)
Sistema Rebordo PPig -0,3 +0,5
Sistema Unico PPigo -0,3 +0,3

Sistema Rebordo PEDOT1 20 -0,3 +0,5

Sistema Unico PEDOT 120 -0,3 +0,8

Sistema Rebordo Mix -0,3 +0,8

Para todos os ensaios supramencionados foi contabilizada a quantidade de farmaco li-
bertada para o meio, a qual foi comparada percentualmente com a quantidade de farmaco
que existia na membrana antes de se realizar o ensaio de libertagao. Assumindo que a massa
de IBU (1 mg) se distribui uniformemente pela membrana, apds a divisdo da mesma em 16

triangulos idénticos, teriamos 62,5 png de IBU/membrana inicialmente. Através das
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concentragdes de libertacdo alcancadas ao fim de 11 minutos de libertacao, contabilizou-se a
quantidade de IBU existente em 20 mL de SBF e calculou-se a proporcdo de farmaco libertada.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 - Percentagem de ibuprofeno libertado para o meio consoante as respetivas tensdes aplicadas ao fim
de 11 minutos.

Designagao do sistema Tensao aplicada (V) / Difusao IBU (%)
-0,3 292
+0,3 306
Sistema Rebordo PPigy +0,5 457
+1,0 385
Difusao 298
-1,5 298
-0,3 311
ov 337
Sistema Unico PPigo +0,3 315
+0,8 388
+1,2 347
Difusao 300
-0,3 372
Sistema Rebordo PEDOTj29 +03 3
+0,5 505
Difusédo 545
-0,3 488
. +0,3 665
Sistema Unico PEDOTj20
+0,8 724
Difusao 492
-0,3 378
+0,3 342
Sistema Rebordo Mix +0,8 459
+1,2 475
Difusao 527
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Como a andlise espectrofotométrica ndo é seletiva, qualquer substancia libertada no
meio e que absorva na mesma regido do UV vai afetar os resultados, dando origem a percen-
tagens de libertacao superiores a 100%. Uma hipotese é a libertacao de pequenos subprodutos
e residuos da reacdo de funcionalizacdo com PPi e PEDOT durante os ensaios de libertacao.
Esta hipotese é confirmada pelos ensaios de difusdo realizados com uma membrana de

PPiso/AC e PEDOT120/AC, tal como ilustrado na Figura 5.28.
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Figura 5.28 - Espetros de absor¢do da membrana de PPigo/AC e PEDOT120/AC em SBF, respetivamente.

Pela analise da Tabela 5.5 conclui-se que as maiores percentagens de libertacdo de
farmaco estao associadas aos sistemas funcionalizados com PEDOT o que vai ao encontro dos
espetros de absorcao de cada polimero em SBF da Figura 5.28. Aos 211 nm e ao fim de 11
minutos, a membrana de PPig/AC atingiu uma absorvéncia de 0,35 enquanto a membrana de
PEDOT120/AC uma absorvéncia de 0,8. Verifica-se assim, que ao fim do mesmo intervalo de
tempo e para o mesmo comprimento de onda da regido do visivel, é libertado mais PEDOT
para o meio do que PPi, que por sua vez mascaram a quantidade real de IBU libertada para o

meio.

5.5.2.2 Testes de Confirmacgao da Libertagdo de IBU

Face a falta de seletividade do método espectrofotométrico, realizaram-se alguns dose-
amentos de IBU por LC-MS/MS, os quais permitiram confirmar a libertagdo de ibuprofeno, em
concentragdes entre < LOD e 33 pg/L.

A Tabela 5.6 apresenta os resultados dos testes aplicados para a avaliagdo da linearidade
e gama de trabalho do método de UPLC-MS/MS, para a gama de concentragdes de 0 a 14,5
pg/L de ibuprofeno.
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Tabela 5.6 - Avaliacdo da linearidade e gama de trabalho do método de UPLC-MS/MS para a anélise do I1BU.

Parametro Intervalo linear Gama trabalho

Numero de pontos de calibracdo
7 6

(N)
Intervalo de concentragdes (ug/L) 0-14,5 1,5-14,5
Equacao da reta y = 16535,14x — 79,522 | y = 16539,96x — 126,368
Coeficiente de determinacao (R?): 1,0000 0,9999
Coeficiente de variacdo do método
(cVm, %) 0,51 0,57
Analise de residuos (%) [-3,7 - 0,0] [-3,7 - 0,0]
Limite de detegdo (LOD), ug/L 0,11 0,12
Limite de quantificacao (LOQ), pg/L 0,36 0,40

Os resultados mostram que a reta de calibragdo entre 0-14,5 pg/L apresenta uma boa
correlacdo (R*> 0,995) e uma boa linearidade com CVm e anélise de residuos inferiores a 5,0%.

O limite de quantificacdo provisério (10 x quociente entre o desvio padrao residual da
curva e do declive) é inferior ao primeiro ponto da curva de calibracdo (1,5 pg/L), indicando
que as concentragdes dos varios pontos da reta de calibracdo estdo bem ajustadas. O primeiro
nivel de concentracdo estudado, situado acima do limite de quantificacdo, € o padrao de 1,5
pg/L. Consequentemente, a gama de trabalho é de 1,5 -14,5 pg/L.

A Figura 5.29 apresenta a curva da gama de trabalho utilizada para quantificar o ibupro-

feno nas amostras de membranas selecionadas para a confirmacao da libertagdo do ibupro-

feno.
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Figura 5.29 - Gama de trabalho da quantificacdo do ibuprofeno por UPLC-MS/MS.

87



Para minimizar os potenciais efeitos de matriz, supressdo ou enriquecimento idnico, as
amostras foram diluidas de 1:1 com agua ultrapura. Consequentemente, as concentra¢des ob-
tidas por leitura direta na curva de calibracao, area versus concentragao (ug/L) foram multipli-
cados por dois.

A Tabela 5.7 apresenta a concentragdo e a percentagem de ibuprofeno obtida nas amos-

tras analisadas e respetiva percentagem de libertacao.

Tabela 5.7 - Concentracdo e percentagem de ibuprofeno nas amostras analisadas por UPLC-MS/MS.

Sistemas Tensao (V) IBU (ug/L) IBU (%)
+0,5 12 0,38
Sistema Rebordo PPig
+1,0 <LOD | @ -ee--
-0,3 <LOD | = --m--
Difusao 2,3 0,074
i 0 24 0,77
Sistema Unico PPigg
+0,3 33 1,0
+0,8 19 0,61
+1,2 14 0,45
, +0,3 12 0,38
Sistema Unico PEDOT12
+0,8 24 0,77
Sistema Rebordo Mix +0,8 25 0,80
+1,2 16 0,51

As concentragdes medidas correspondem a menos de 1% da massa de IBU inicial (62,5
ug de IBU/membrana). Esta baixa taxa de libertacdo pode ser explicada por varios fatores: i)
falta de homogeneizacdo da solucdo de libertacao; ii) libertacdo do farmaco durante a funcio-
nalizacdo das membranas, no caso dos sistemas Unicos; e iii) nem toda a area da membrana é

usada nos ensaios de libertacao.

5.5.2.3 Perfil de Libertagdo com um padrao "ON/OFF'

Com base nos resultados obtidos anteriormente e dada a finalidade do trabalho, procu-
rou-se o valor ideal de potencial elétrico que quando aplicado, permitisse uma maior libertacao
do farmaco pelos sistemas bem como o valor ideal de potencial elétrico que quando aplicado,
impedisse a libertacao do farmaco totalmente ou de forma significativa para o meio. Ou seja,

o potencial estaria sempre aplicado ao sistema de libertacdao e a impedir a libertacao do
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farmaco e s6 quando ocorresse o corte desse potencial, a libertacdo ocorreria e por aplicagdo
de um potencial que estimulasse a sua libertacao. Por este motivo, para se alcancar um padrdo
de libertacao "ON/OFF' comecou-se sempre por aplicar em primeiro lugar o estimulo negativo

e s6 depois o estimulo positivo, alternando entre os dois durante 10 minutos, 1 minuto cada.
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Figura 5.30 - Perfis de libertagdo dos cinco sistemas de membranas: Sistema Rebordo PPig, Sistema Unico PPigp,
Sistema Rebordo PEDOT12q, Sistema Unico PEDOT120 e Sistema Rebordo Mix.
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A fim de verificar a possibilidade de construir um adesivo para controlar eletronicamente
a libertacao do farmaco na ferida testaram-se as tensdes "ON/OFF' para cada sistema apre-
sentadas na Tabela 5.4, e obtiveram-se os graficos da Figura 5.30. Analisando os graficos é
possivel detetar a existéncia de patamares que demonstram uma paragem na libertacdo de
farmaco que ocorrem aos minutos de aplicacdo dos estimulos negativos, de retencao de IBU.
Entre cada patamar existe mais farmaco a ser libertado para o meio e de forma linear, associ-
ados a aplicagdo dos estimulos positivos.

Mais uma vez, foi para os sistemas funcionalizados com PEDOT que se atingiram con-
centracoes de IBU mais elevadas no meio face aos sistemas funcionalizados com PPi. O Sistema
Rebordo Mix atingiu um valor maximo de concentracdao de IBU que se encontra entre os ma-

ximos de concentragao alcangados pelos sistemas de PPi e PEDOT.

5.5.2.4 Protétipo desenvolvido para aplicagdo via topica

Uma vez demonstrados os perfis de libertagdo com um padrao "ON/OFF' para todos os
sistemas procederam-se a implementacgado de dois protdtipos montados num curativo comum,
um do Sistema Rebordo PPig e 0 outro do Sistema Unico PPig. As tensdes " ON/OFF" aplicadas
para cada prototipo foram as mesmas testadas em cada sistema aquando da confirmacao do
perfil de libertacao " ON/OFF'. Devido a restricdes de tempo nao foi possivel implementar pro-

totipos para todos os sistemas e testa-los.
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Figura 5.31 - Perfis de libertacdo dos protétipos do Sistema Rebordo PPigo e Sistema Unico PPig, respetivamente.

Os resultados da Figura 5.31 mostram um claro aumento na libertacdo do farmaco
quando a tensdo positiva é aplicada enquanto a retengao é observada a -0,3 V. Os testes
reproduziram os resultados da Figura 5.30 e demonstraram que a libertacdo do farmaco pode

ser controlada pela aplicacdo de uma tensao adequada para o sistema em questao.
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CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram testados diferentes sistemas para libertagdo controlada de far-
maco. O farmaco testado foi o ibuprofeno um dos farmacos anti-inflamatérios mais comuns.
Os sistemas construidos consistiram na inclusdo do farmaco numa membrana de acetato de
celulose produzida por eletrofiacdo. O farmaco foi incluido numa quantidade conhecida na
solucao de acetato de celulose a qual foi completamente utilizada na produgdo de uma mem-
brana que foi depois recortada em pedagos triangulares iguais de modo a todos conterem um
interior e exterior da membrana idénticos uma vez que a espessura varia radialmente. Com
estas membranas foram construidos dois sistemas com cinco configuragdes diferentes usadas
nos ensaios de libertacdo controlada de farmaco com estimulos elétricos. Um dos sistemas é
constituido por uma membrana de acetato de celulose com ibuprofeno ensanduichada entre
duas membranas funcionalizadas com PPi ou PEDOT (sistema rebordo). O outro sistema é for-
mado por uma Unica membrana funcionalizada que contem o farmaco (sistema Unico).

A espetroscopia Raman permitiu confirmar a existéncia de IBU nas membranas de AC e
a funcionalizacdo das membranas de acetato de celulose com PPi e PEDOT.

A morfologia observada por SEM das fibras das membranas funcionalizadas com PPi ou
com PEDOT, com ou sem IBU, mostra a existéncia dos respetivos revestimentos de uma forma
geral bastante uniformes e ap6s submissdo aos testes de libertacdo de farmaco as membranas
mantém a sua integridade face aos testes de libertacao.

Os valores de condutividade planar sdo superiores aos da condutividade transversal. Para
ambas as configuracdes, ocorreu um decréscimo de condutividade ao longo dos trés e depois
cinco meses de exposicao das membranas ao ar, para todas as membranas. Os valores mais
elevados de condutividade, na ordem dos 107 (S/cm) para a condutividade planar, foram ob-

tidos para as membranas de PPi funcionalizadas com um tempo de 90 minutos que ao fim de
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5 meses diminuiram numa ordem de grandeza para 10 (S/cm), e uma condutividade trans-
versal na ordem dos 10 S/cm que decresceu duas ordens de grandeza. Para as membranas
de PEDOT120/AC, o decréscimo de condutividade ao longo dos meses acompanhou o das
membranas de PPig/AC, apresentando sempre valores inferiores uma ordem de grandeza.
Comparando os valores de condutividade planar e transversal antes e apds um ensaio de li-
bertacao de farmaco, verificou-se a diminuicdo de condutividade em ambos os tipos de mem-
branas, tanto com como sem IBU, de 102 S/cm para 10 S/cm para PPisw/AC, e para PE-
DOT120/AC de 10 S/cm para 10 S/cm. Na condutividade transversal o decréscimo é de 10
S/cm para 107 S/cm para PPiso/AC, e para PEDOT1,0/AC é de 10° S/cm para 108 S/cm. Face as
membranas com IBU, na condutividade planar o decréscimo é de 10 S/cm para 10* S/cm
para PPigo/AC:IBU, e para PEDOT120/AC:IBU é de 10 S/cm para 10™ S/cm. Na condutividade
transversal o decréscimo é de 10° S/cm para 10® S/cm para PPiso/AC:IBU, e para PE-
DOT120/AC:IBU é de 10 S/cm para 10 S/cm.

A voltametria ciclica permitiu verificar a existéncia de rea¢des de oxidagado reducao, indi-
cando a gama de tensdes a aplicar para cada sistema e verificou-se através dos testes de li-
bertacdo de farmaco que em alguns casos, as tensdes que melhor controlaram a libertacdao
correspondiam as tensdes de picos de oxidagao e reducao.

O estudo do efeito da tensao aplicada entre os sistemas de membranas e o elétrodo de
prata levou a conclusdo de que a libertacdo do farmaco foi retardada em relacao a difuséao,
quando foi aplicado um potencial negativo, enquanto se comprovou uma libertacdo rapida
com tensdes positivas. Para os cinco sistemas foi com um potencial de -0,3 V a que se deu a
maior retencdo de farmaco e as tensdes que estimularam a libertacdo foram a um potencial
de +0,3 V para o Sistema Unico PPis, +0,5 V para o Sistema Rebordo PPig e Sistema Rebordo
PEDOTi20 €, por fim, +0,8 V para o Sistema Unico PEDOT.2 e Sistema Rebordo Mix.

Também se quantificou a percentagem de ibuprofeno libertada para o meio, dando ori-
gem a percentagens de libertacdo superiores a 100% devido a libertagdo de pequenos sub-
produtos e residuos da reacao de funcionalizacdo com PPi e PEDOT durante os ensaios de
libertacao. Face a falta de seletividade do método espectrofotométrico, realizaram-se alguns
doseamentos de IBU por LC-MS/MS, os quais permitiram confirmar a libertacdo de ibuprofeno,
em percentagens inferiores a 1%.

Com tensdes alternadas numa libertag@o alcangou-se um perfil de libertacao " ON/OFF"
para todos os sistemas. Estas condi¢des foram replicadas com sucesso num protétipo de penso
transdérmico contendo as membranas, um fio de prata muito fino e coberto com um curativo

limpo para simular um possivel contato com a pele.
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O protétipo proposto possibilitard uma libertagdo continua de farmaco para pensos di-
recionados a doencas dermatoldgicas prolongadas apos a implementacdo de um pequeno
circuito eletrénico que altera o potencial de libertagdo de farmaco (padrdo "ON/OFF") em fun-
¢do da severidade das feridas e criard um sistema de libertacdo, simples e econdmico para
administragdo topica de farmacos.

Em estudos futuros dever-se-a ter em conta a verificacao dos resultados efetuando mais
ensaios de modo a ter-se uma melhor estatistica para cada ensaio. Para melhorar o rendimento
dos sistemas criados sera necessario otimizar a quantidade de farmaco encapsulada bem como
averiguar qual a técnica que melhor permite quantificar a quantidade de farmaco libertada
para o meio. Face ao tempo disponivel para a realizagcdo deste estudo, nao foi possivel o aper-
feicoamento do protdtipo nem o seu estudo para todos os sistemas o que permitiria obter
informagdes mais conclusivas no que diz respeito as caracteristicas do funcionamento do bio-
dispositivo, a concentragdo de farmaco libertada e respetiva correlagdo com as quantidades
de farmaco introduzidas nas membranas. No entanto, ja foi definida uma ideia de um prototipo

de um penso transdérmico, tal como ilustrado na Figura 4.11 do Capitulo 4.
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