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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma matriz sélida utilizando latex
natural (Natural Rubber Latex - NRL) extraido da seringueira Hevea brasiliensis para
futuras aplicacdes em liberacdo tdpica sustentada de Anfotericina B (Anf. B). O latex
natural € de facil manipulacdo, apresenta baixo custo e possui alta resisténcia mecanica,
além de ser um material biocompativel ele também estimula a angiogénese. A matriz
polimérica desenvolvidade neste trabalho foi capaz de liberar 45 % de todo o farmaco
incorporado em um periodo de 48 horas (2 dias). Esta, ainda foi capaz de liberar mais
10 % de Anf. B no periodo que se estende entre 48 — 120 horas. As analises por
espectroscopia de infravermelho mostraram interacGes entre o farmaco e a matriz por
ligacOes de hidrogénio. Adicionalmente, foi obsrvada a estabilidade da Anf. B em
solucdo contendo substancias naturalmente liberadas pelo latex natural, esta observacéo
é de grande interesse, uma vez que a Anf. B € instavel em solucdes aquosas em
temperaturas acima de 8° C. Os resultados obtidos neste trabalho concluem que o latex
natural extraido da seringueira H. brasiliensis pode ser utilizado como matriz sélida em
futuras investigacGes quanto a liberacéo topica de Anf. B no tratamento de feridas
cutaneas causadas por protozoarios flagelados do género Leishmania, da familia
Trypanosomatidae.

PALAVRAS-CHAVE: latex natural; anfotericina B; liberagdo sustentada; matriz
polimérica, leishmania.

ABSTRACT: The objective of this study was to develop a solid matrix using natural latex (Natural
Rubber Latex - NRL) extracted from the rubber tree Hevea brasiliensis for future applications in sustained
topical delivery of Amphotericin B (anf B.). Natural latex is easy to handle, is inexpensive and has high
mechanical strength, besides being a biocompatible material it also stimulates angiogenesis. The
polymeric matrix desenvolvidade this work was able to release 45% of all incorporated drug over a period
of 48 hours (2 days). This was still able to release 10% more Anf. B during the period extending between
48-120 hours. Analysis by infrared spectroscopy showed interactions between the drug and the matrix by
hydrogen bonding. Additionally, the stability was obsrvada ANF. B solution containing substances



released by natural latex course, this observation is of great interest, since Amph. B is unstable in aqueous
solutions above 8 ° C temperature The results of this study conclude that the natural latex extracted from
the rubber tree H. brasiliensis can be used as solid matrix in future investigations as topical release Anf. B
in the treatment of cutaneous wounds caused by flagellate protozoa of the genus Leishmania, the
trypanosomes family.

KEYWORDS : natural latex ; amphotericin B; sustained release ; polymer matrix , leishmania .

0. Introducao

A leishmaniose € uma doenca infecciosa zoonotica, amplamente distribuida em todo o
mundo. Segundo a organiza¢cdo mundial de saide 90% dos casos de de leishmania viceral
(a forma mais severa da doenca) sdo registradas em Bangladesh, Nepal, india, Sudéo e
no Brasil. No Brasil encontra-se disseminada disseminada nas regifes nordeste, centro-
oeste e sudeste (RATH, et al, 2003).

Diversos farmacos derivados de quinolinas tem sido empregado na terapia para destruicao
de protozoérios especialmente a maléaria. Os derivados quinolinicos também tem-se
mostrado eficazes nos tratamentos das diversas formas de leishmanias. A Anf. B
(antibiotico poliénico) é uma droga de escolha no tratamento de leishmanias, porém
possui alta toxicidade, e muito instavel para se trabalhar (FILIPPIN, SOUZA, 2006).

A Anf. B é um farmaco de amplo espectro antifungico que vem sendo alvo de inimeros
estudos, pois, a administracdo através das formulagdes convencionais apresentam
desvantagens farmacoldgicas como: efeitos adversos, baixa disponibilidade oral havendo
necessidade de administracdo via endovenosa, toxicidade celular, principalmente
associada a nefrotoxicidade (DAS e SURESH, 2011).

A Anf. B consiste no antibiético de escolha para o tratamento de infec¢Bes flngicas
sistémicas, mas sua elevada toxicidade associada principalmente a pacientes
imunossuprimidos, limita sua utilizagio (MENEZES, et al., 2009). As inUmeras
peculiaridades quimicas da molécula de Anf. B estdo relacionadas ao seu eficiente
mecanismo de a¢do antifungica e também a sua toxicidade sobre a membrana plasmatica
de células de mamiferos (VANDERMEULEN, et al., 2006; WASAN, et al., 2009;
OLIVEIRA, 2008).

Apesar de sua eficacia, essas formulacGes apresentam problemas de toxicidade apos
semanas de tratamento, principalmente em casos de sistemas imunoldgicos debilitados
(FILLIPPIN e SOUZA, 2006). Provavelmente a falta de homogeneidade molecular de
Anf. B nos sistemas convencionais permitem a presenca de oligdmeros moleculares,

apresentando portanto, maior toxicidade devido a interagédo com o colesterol (FRANZINI,



2006; JAIN e KUMAR, 2010). E ainda, a forte interacdo da Anf. B com os lipidios
presentes nas formulagBes interferem na liberagdo do farmaco, o que resulta em
diminuicdo da eficécia terapéutica (SZOKA e TANG, 1993; BOLARD; JOLY; YENI,
1993).

O latex de borracha natural é extraido da seringueira Hevea brasiliensis, uma arvore
originaria da bacia hidrografica do Rio Amazonas. As particulas de borracha presentes
no latex representam 30 - 45% do volume total e 90% do peso seco do latex. Elas
consistem principalmente de particulas de poli(cis-1,4-isopreno) envolvidas e
estabilizadas por uma fina camada de fosfolipidios e proteinas (Nawamawat, et al, 2011).
Recentemente pesquisas vém utilizando o latex natural em aplicagbes biomédicas. Neste
tipo de aplicacdo, o0 método de fabricacdo do latex utilizado é o NRLb (Natural Rubber
Latex Biomedical), que evita a utilizacdo de produtos quimicos como os carbamatos e o
enxofre (Pinho, et al, 2014). O NRLb foi proposto porque o NRL (utilizado
anteriormente) apresentava reacoes alérgicas e citotoxicas (ALLARCON, J. B; MALITO,
M; LINDE, H. e BRITO, M. E. M, 2003).

Mrué, et al, (1996) utilizou a membrana de latex natural pela primeira vez como proétese
de um segmento do es6fago cervical de cdes. Neste estudo o latex funcionaria apenas
como uma protese. No entanto, os resultados mostraram que o latex teve propriedade
indutora de regeneracao tecidual, sendo totalmente eliminado nas fezes dos animais dez
dias ap6s o implante. E no lugar da prétese formou-se um “neo-es6fago”.

Em estudo “in vivo” da membrana cério-alantoide de embribes de galinha, a membrana
de latex natural foi usada por Alves, (2003) para analisar o estimulo de atividade
angiogénica causada por varios clones deste material. O autor observou a indugdo de
angiogénese no tecido onde a membrana de latex ficou em contato durante o experimento.
Herculano et al, (2009) demonstrou a utilizacdo do latex natural extraido da seringueira
Hevea brasiliensis como matriz para um Sistema de Liberacdo Controlada, mostrando
resultados promissores para futuras aplicacfes biomédicas para este material.

O objetivo desse trabalho e estudar a cinetica de liberagcdo da anfotericina B incorporadas
em membranas de latex e observar possiveis mudandas em suas estabilidades que tambem

interfere na sua toxicidade.



1. Matériais e Métodos

1.1 Obtencéo do Latex natural

O NRL utilizado neste projeto de pesquisa foi adquirido da BDF Comércio de Produtos
Agricolas LTDA, Guarantd - SP. Este latex € obtido da mistura de dois clones: RRIM 600
e PB 235 (Lote: 01703/13). Depois da extracdo, o latex foi mantido em fase liquida
através da adicéo de hidroxido de aménio corrigindo a acidez e estabilizando 0 meio ao
pH igual a 10,20. Apo6s adicdo do hidroxido de aménio, o material foi centrifugado a
8000g para retirar o excesso de proteinas contidas no latex natural.

Os resultados das analises realizadas no Lote n°® 01703/13 estdo listadas na Tabela

1
Requisitos Valores
Sélidos totais 61
Borracha Seca (DRC) 60
Diferenca entre solidos totais e 1,00
borracha seca
NH3 0,71
pH 10,20
Viscosidade 30 seg
Estabilidade mecénica 515
VFA 0,0136
Cor Normal
Odor Normal

Tabela 1 — Parametros analisados no latex natural pela BDF — Comércio de Produtos
Agricolas LTDA.

1.2 Confecgédo das membranas

1.2.1 Materiais
e Latex Natural e Ponteiras de 1ml
e Liofilizador e Anfotericina B

e Nitrogenio liquido e Agua deionizada



e Pipetador Automatico e Placas de vidro (22,33 mm @)

1.2.2 Procedimento

A confecgdo das membranas contendo Anfotericina B foi realizada com base no método
desenvolvido por Miranda (2014), com pequenas modificagdes.

Misturas de 1 mL de latex natural e 2 mL da solugdo de Anfotericna B (5 mg.mL™) foram
misturadas, homogeinizadas, e vertidas em placas de vidro (22,33 mm @). As placas
contendo a mistura foram submetidas a uma lamina de nitrogénio liquido durante 2
minutos. Apoés, foram colocadas no liofilizador em temperatura de -97°c e pressao de
56Hg por 24 horas para a obtencdo das membranas como apresentado na figuras 1, 2, 3
ed.
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Figura 1: Mistura da solucéo de Anf. B e o latex natural.

Figura 2: Placas contendo a mistura de latex e Anf. B em lamina de nitrogenio.

Figura 3: Membranas sendo liofilizadas.



Figura 4: Membranas ap0s liofilizacao.
1.3 Ensaio de liberagéo

1.3.1 Materiais

e Espectrofotometro de varredura e Cubeta de quartzo

e Agua deionizada e Ponteira de 1ml

e Béqueres e Membranas de latex

e Pipetador automatico e Membranas de latex com

Anfotericina

1.3.2 Procedimento

Os ensaios de liberacdo foram realizados utilizando 100 mL de &gua deionizada em
béqueres de vidro (Figura 5), mantidos em temperatura ambiente (25°C) e protegidos da
luz. Em tempos pré determinados foram realizadas analises em espéctrofotdmetro
(varredura: 200 — 500 nm) para a identificacdo da quantidade de farmaco liberada em

solucéo.



Figura 5: Ensaios de liberacéo.

1.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica foi utilizada por permitir a identificacdo de grupos funcionais (aminas,
amidas, anéis aromaticos, alcoois, fendis, entre outros), além de proporcionar o estudo de
possiveis interacBes entre o latex natural e o farmaco utilizado. O equipamento opera
mediante a técnica de transformada de Fourier. Os espectros serdo registrados na regiao
compreendida entre 4000 e 370 cm™, pelo método ATR (Refletancia Total Atenuada) em
um Espectrofotdmetro FTIR - VERTEX 70 / BRUKER; fonte: Laser de HeNe (emite
radiacdo na regido do infravermelho médio); Detector: DLaTGS).

A espectroscopia de Reflexdo Interna ou Refletancia Total Atenuada (ATR) é umatécnica
utilizada para se obter espectros no infravermelho de amostras como: pastas, adesivos e
p6s que ndo podem ser analisados pelos métodos convencionais, como pastilhas ou

filmes.

2. Resultado e disculssdes

2.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram utilizados para identificar grupos funcionais caracteristicos
do latex natural e da Anfotericina B.

A Figura 6 mostra o espectro de FTIR para as membranas de latex natural, onde podemos
identificar absorc@es caracteristicas para o poli(cis-1,4-isopreno): 2960 e 1375 cm?
deformacéo CHg; 2916, 2852 e 1446 cm™ deformagédo CHy; 1661 cm™ deformagéo C=C;



e 836 cm™ CH fora do plano, sendo esta absor¢do a mais importante para a identificagio

do latex natural, pois caracteriza a fungdo R,C=CHR (cis-1,4).
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Figura 6: Espectro de FTIR da membrana de latex natural.

A Figura 7 mostra o espectro de FTIR para a Anf.B onde podemos identificar absorcdes
caracteristicas: 3350 cm™ deformagdo OH; 1710 cm™ deformagdo COOH, 1550 cm?
deformacgdo NHz; 1068 cm™ deformagdo CO e 1005 cm™ deformagdo CH fora do plano

caracteristica de um polieno.
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Figura 7: Espectro de FTI;R da Anf.B.



A figura 8 mostra o espectro de FTIR para a membrana NRL com Anf.B, onde podemos
observar absorgdes caracteristcas tanto para o NRL quanto para a Anf.B. Adicionalmente
foram observadas diferencas nas bandas de absorcdo: em 3350 cm™ (deformagdo OH)
onde o aumento da banda indica maior quantidade de interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio; em 1550 cm™ (deformag&o NH>) onde a definig&o e o0 aumento da intencidade
da banda indica a presenca de maior concentracdo do grupo funcional NH> de aminas.
Estas duas observacdes evidenciam a incorporacdo do farmaco na matriz polimérica, e

que estes ndo interagem covalentemente.
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Figura 8 Espectro da membrana de latex impreguinada de Anf. B
2.2 ldentificacdo da concentracdo de farmaco em solugédo

Para a identificacdo da quantidade de farmaco liberada pelas membranas de latex natural
durante os ensaios de liberacdo foi contruida uma curva de calibragdo. Esta curva foi
obtida utilizando diferentes concentracfes do farmaco, dissolvidos em solucdo de
hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 mol.L ™. As leituras das absorbancias apresentadas pelas
solucBes de diferentes concentracdes do farmaco foram realizadas no comprimento de
onda de 330 nm (comprimento de onda de maior absor¢do para a Anfotericina B
dissolvida em NaOH 0,1 mol/L™ — Figura 9). A curva obtida é apresentada na Figura 10.
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Figura 9: Espectro de absorbancia da Anfotericina B.
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Figura 10: Curva de Calibracao

2.3 Cinética de liberagdo

As membranas funcionalizadas com Anfotericina B foram capazes de liberar em um
periodo de 120 horas (5 dias) até 55 % de todo o farmaco incorporado nas membranas.
A Figura 8 apresenta a cinética de libera¢do do farmaco pelas membranas de latex natural
utilizando agua deionizada como solvente.

A cinética de liberacdo para a Anfotericina B foi obtida utilizando a funcdo bi-
exponencial: y(t) = yo + A" + Ae™, onde y(t) é a quantidade farmaco liberado pelas

membranas em funcéo do tempo t, yo € a quantidade inicial de farmaco nas membranas,



os valores para as constantes A; e A, séo respectivamente -46,60437 e -6,08242, e 0s
tempos caracteristicos 11 e T2 S0 26,69628 e 0,43631, respectivamente.

A cinética de liberacdo da Anfotericina B por membranas de latex natural confeccionadas
em liofilizador utilizando as proporcGes de latex natural e solugdo de farmaco 1:2
apresenta duas etapas durante a cinética de liberagdo: (i) liberacdo inicial rapida (“burst
release”) em um periodo de 3 horas, liberando 15% de todo o firmaco presente nas
membranas, seguida de (ii) liberagdo mais lenta de 40 % do farmaco em 120 horas, como
mostra a figura 11.

Durante a confeccdo das membranas funcionalizados com o farmaco uma parcela deste
cristaliza na superficie das membranas sendo liberada nas primeiras horas de ensaio sendo
responsavel pelo “burst release” (a primeira etapa da cinética de liberagdo). A segunda
etapa desta cinética (etapa lenta) depende da capacidade de difusdo do meio aquoso entre
0S poros presentes nas membranas, o fluido permeia as membranas carreando o farmco

atravez de ligagdes de hidrogénio entre a 4gua e o farmaco.
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Figura 11: Cinetica de liberacdo da Anfotericina B em membranas de latex.

2.4 Estabilidade

A Anf. B é caracterizada pela sua toxicidade quando da formacéao de dimeros e agregados,
diminuindo a concentracdo de sua forma livre. Estes dimeros e agregados, quando
formados, diminuem a absor¢do da amostra no comprimento de onda de 330 nm, e

apresentam variagGes em outras regifes do espéctro.



A estabilidade de Anf. B pode ser observada pela ndo diminuicéo do pico de absor¢do no
comprimento de onda de 330 nm durante os ensaios de liberacdo do farmaco pelas
membranas de latex natural (Figura 12), esta estabilidade pode ser observada com maior

facilidade no periodo que se estende de 48 -120 horas.
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Figura 12 Estabilidade de Anf. B em solugado liberada pelo latex natural.

3. Conclusao

Os espéctros de FTIR para a membrana de latex natural e para a Anf. B permitiram a
identificacdo de grupos funcionais caracteristicos para estes, alem disso a analise de FTIR
para a membrana de latex natural impreguinada com Anf. B ndo apresentou nenhuma
banda de absor¢éo adicional, provando a auséncia de interacdo covalente entre o farmaco
e a matriz polimérica. Estes resultados demostram a capacidade de as membranas de latex
naural funcionarem como matriz sélida na liberacéo sustentada de Anf. B.

Os ensaios de liberacdo in vitro da Anf. B sustentada por membranas de latex natural
mostraram que a matriz polimérica é capaz de manter o farmaco estavel apds a
incorporacgdo e confecgdo das membranas, e posteriormente, proporcionar uma gradual
liberacdo da substdncia quando carreada atravez de interacfes do tipo ligacdo de
hidrogénio pela solucdo difundida no interior das membranas. A matriz mostrou-se eficaz
na liberacdo sustentada de Anf. B por 48 horas (2 dias), liberando neste periodo
aproximadamente 45% de todo o farmaco incorporado. A matriz ainda foi capaz de liberar
mais 10 % de farmaco no periodo que se estende entre 48 — 120 horas.

As solugdes concentradas de Anf. B (5 mg/ ml) em &gua, mantém sua poténcia durante

24 horas em temperatura ambiente e protegidas da luz, ou por uma semana em



refrigerador.( CRISTALIA 2015). No entanto, durante os ensaios realizados a Anf. B
apresentou estabilidade em temperatura ambiente (25°C) quando em solu¢do com a
presenca de substancias liberadas pelo latex natural por todo o periodo que se estenderam
0s ensaios (120 horas), ndo apresentando nenhum indicio de formacdo de dimeros e
agregados durante os 5 dias analizados.

Com base nos resultados obtido durante a realizacdo do projeto concluimos que o latex
natural extraido da Seringueira Hevea brasiliensis pode ser utilizado como matriz solida
em futuras investigacfes quanto a liberacdo topica de Anf. B no tratamento de feridas
cutdneas causadas por protozoarios flagelados do género Leishmania, da familia
Trypanosomatidae. Possiveis ensaios a serem realizados nesta tematica sdo: tratamento
de fibroblastos contaminados com o protozoario da Leishmania; tratamento de caes
portadores de Leishmania; e futuramente, o estudo clinico em humanos, utilizando

matrizes de latex natural como sistema de liberacdo sustentada de Anf. B.
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