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RESUMO

A esterilizacdo de materiais injetaveis através da técnica de irradiacdo-y €
frequentemente usada para fins biomédicos. Entretanto, a irradiacdo em
matrizes poliméricas usadas como sistemas carreadores de farmacos pode
afetar diretamente as propriedades dos materiais. Neste estudo, foi avaliada a
influéncia da radiacdo gama nas propriedades fisico-quimicas de duas
formulac6es de microesferas de Poli(succinato de butileno) - PBS. Além disso,
de modo a estudar o efeito da irradiacdo na cinética de liberagcédo, foram usados
dois ativos modelos, um com caracteristicas lipofilicas (Meloxicam) e outro
solivel em agua (Fosfoetanolamina). Os ativos foram encapsulados em
microesferas de PBS pela técnica de emulsdo simples/evaporacdo de solvente.
As microesferas foram irradiadas a uma dose de 25 kGy e extrapoladas a
doses de 50kGy e 100kGy, avaliando por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e cromatografia de permeacdo em gel (GPC) as caracteristicas desses
materiais. Nenhuma diferenca foi notada no tamanho e morfologia das
microesferas antes e depois da irradiacdo. Entretanto, a massa molar numérica
média (Mn) dos materiais aumentou com o aumento da dose de radiacao.
Quanto ao estudo de liberagédo, o encapsulamento de farmacos lipofilicos por
emulsdo simples foi maior. No entanto, ambos os sistemas foram capazes de
sustentar a liberacdo dos farmacos. A irradiacdo das microparticulas afetou a
liberacdo dos farmacos no ensaio de dissolugdo in vitro. Com o aumento da
irradiacdo e consequente aumento da fracdo gel dos materiais, menor foi a taxa
de liberacdo de farmaco. A partir desses resultados, pode-se concluir que o
processo de esterilizacdo-y causou mudancas nas propriedades das

microesferas vazias e carregadas com Fosfoetanolamina e Meloxicam.

Palavras-chave: Poli(succinato de butileno) — PBS, liberagdo controlada de

farmacos, microparticulas, esterilizagéo, irradiagdo gama.



ABSTRACT

Sterilization of injectable materials by the y-irradiation technique is often used
for biomedical purposes. However, irradiation in polymer matrices used the drug
carrier systems can directly affect the properties of the materials. In this study,
the influence of gamma radiation on the physical-chemical properties of two
formulations of Poly (Butylene Succinate) - PBS microspheres was evaluated. In
addition, in order to study the effect of irradiation on release kinetics, two active
models were used, one with lipophilic characteristics and the other water soluble.
The actives were encapsulated in PBS microspheres by the simple
emulsion/solvent evaporation technique. The microspheres were irradiated at a
dose of 25 kGy and extrapolated at 50 kGy and 100 kGy doses, evaluating the
characteristics of these materials by scanning electron microscopy (SEM) and
gel permeation chromatography (GPC). No difference was noted in the size and
morphology of the microspheres before and after irradiation. However, the
number average molecular mass (Mn) of the materials increased with increasing
irradiation dose. As for the release study, the encapsulation of lipophilic drugs
by simple emulsion was greater. However, both systems were able to sustain
drug release. Irradiation of the microparticles affected drug release in vitro. With
the increase of irradiation and consequent increase of the gel fraction of the
materials, the lower rate of drug release. From these results, it can be
concluded that the y sterilization process causes changes in the properties of

the empty microspheres and loaded with Phosphoethanolamine and Meloxicam.

Keywords: Poly (butylene succinate) - PBS, controlled release of drugs,

microparticles, sterilization, gamma irradiation.
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1 INTRODUCAO

Os poliésteres alifaticos baseados em acidos lacticos e glicolicos séo
frequentemente utilizados em estudos de liberagdo controlada de farmacos,
entretanto, o uso do poli(succinato de butileno) — PBS em aplicacdes
biomédicas tem emergido em diversos trabalhos de aplicacdes biomédicas, por
ser biodegradavel, biocompativel e apresentar caracteristicas de boa
processabilidade (BRUNNER et al., 2011; KIM et al., 2015; NUGROHO et al.,
2001).

Em especial, esses sistemas podem ser amplamente usados para o
preparo de microesferas biodegradaveis destinadas a utilizacdo parentérica.
Microesferas destinadas a administracdo parenteral, que tem contato direto
com fluidos corporais, tem de satisfazer os requisitos da farmacopeia quanto a
esterilidade (DAl et al., 2016). Entretanto, alguns métodos de esterilizacdo
propostos para materiais ndo sdo adequados para poliésteres alifaticos
biodegradaveis, como a esterilizagdo quimica com oOxido de etileno, que
provoca graves problemas toxicologicos, devido a residuos do agente de
esterilizacao.

Por sua vez, a esterilizacdo por irradiacdo é uma das técnicas mais
frequentemente usadas em dispositivos médicos termoldbeis, podendo ser
aplicada com sucesso em polimeros biodegradaveis e substancias
farmaceuticamente ativas (IGARTUA et al., 2008; MONTANARI et al., 2001).
Nesse método, uma dose minima de 25 kGy € considerada como adequada
para esterilizacdo de produtos farmacéuticos. No entanto, durante 0 processo
de irradiacao-y, a oxidagao do polimero pode induzir, concomitantemente, a
ligacdo cruzada e/ou a cisdo da cadeia destes polimeros.

Os efeitos da irradiacdo-y em sistemas microparticulados podem
influenciar em diversas caracteristicas importantes para a confeccdo desses
sistemas, podendo alterar a morfologia das esferas, a homogeneidade do
tamanho das particulas, a massa molar dos carreadores poliméricos e,
consequentemente, afetar a cinética de liberacdo do farmaco.

Além disso, os perfis de liberacdo também sé&o influenciados pela carga

do farmaco e nado sao facilmente previsiveis devido as diferentes
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caracteristicas fisico-quimicas do ingrediente ativo e as suas interagcdes com a
matriz polimérica (VOLLAND; WOLFF; KISSEL, 1994; YOSHIOKA et al., 1995).

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da radiacdo gama, em
diferentes dosagens, sobre a estabilidade das microesferas de PBS, visando a
compreensao dessa técnica na morfologia, massa molar do polimero e cinética
de liberacdo. Tendo em vista que além da radiacdo ionizante, a influéncia da
carga do farmaco sobre a degradacdo do polimero também pode ser discutida,
foi proposta a utilizagéo de dois ativos modelos com caracteristicas distintas, a

fim de verificar a cinética de liberacdo de microesferas de PBS.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia da irradiacdo gama
nas caracteristicas dimensionais e morfologicas das microparticulas de PBS.
Além disso, também foi proposta a analise da irradiacdo sobre a cinética de

liberacédo de dois ativos modelos em estudos “in vitro”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintese do polimero PBS, visando a aplicacdo na liberacdo controlada de
ativos;

Sintese de microesferas de PBS, avaliando o efeito de algumas variaveis de
processamento nas caracteristicas morfolégicas das microparticulas;

Irradiar as microesferas preparadas e avaliar os efeitos da radiacao ionizante
sobre a estrutura macromolecular do PBS e as consequentes influéncias na
massa molar e tamanho das particulas;

Carregar as microesferas com ativos de caracteristicas diferentes (hidrofilico e
lipofilico) visando estudar a alteracdo na cinética de liberacdo apoés a irradiacéo
destes sistemas.

2.3 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta Dissertacdo encontra-se distribuida em sete capitulos descritos
abaixo:

O Capitulo 1 apresenta, resumidamente, uma introducdo ao tema
proposto ao longo da Dissertacdo. No Capitulo 2 encontram-se 0s objetivos
que levaram ao desenvolvimento desta pesquisa, assim como um
detalhamento para a constru¢do do mesmo.

O Capitulo 3 apresenta uma revisdo bibliografica sobre os principais
pontos do estudo de sintese de microparticulas poliméricas, bem como as
técnicas de esterilizagdo destes materiais para aplicacdes biomédicas e

consequentes alteracdes estruturais das microparticulas.
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O Capitulo 4 descreve os materiais utilizados no trabalho, a metodologia
de preparo do polimero e microesferas e suas caracterizacfes. Posteriormente,
no Capitulo 5, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos da sintese
e irradiacao dos materiais.

O Capitulo 6 e Capitulo 7 fecham esse trabalho com a apresentacéo das
principais conclusdes obtidas no trabalho e as sugestbes pertinentes a

melhoria do trabalho proposto, respectivamente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

O desenvolvimento de medicamentos que garantam melhor eficacia na
entrega do farmaco e reducéo dos efeitos adversos resulta em grande nimero
de estudos em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, onde um
farmaco € ancorado dentro de um transportador polimérico adequado. A
selecdo adequada de transportadores biocompativeis e biodegradaveis permite
que estes ativos sejam entregues atravées de novas vias ou de forma
sustentada, garantindo controle espacial e/ou cinético desses sistemas
(LYONS; BLACKIE; HIGGINBOTHAM, 2008).

O objetivo dos sistemas de liberacdo controlada é manter a cinética de
liberacdo do farmaco constante, com as seguintes vantagens em relacdo a via
de administracao tradicional:

(i) maior concentracdo do farmaco no alvo (KANJICKAL; LOPINA, 2004);

(i) a protecdo de farmacos até o destino de interesse, aumentando assim a
possibilidade de uso de medicamentos que possuem uma meia-vida curta no
organismo (ELSABAHY; WOOLEY, 2012; ROGOBETE et al., 2016);

(i) farmacocinética melhorada na liberagdo do farmaco, mantendo a
concentracéo do ativo dentro da janela terapéutica (WANG et al., 2016);

(iv) subsequente reducdo dos efeitos adversos indesejaveis (MIYATA,
CHRISTIE; KATAOKA, 2011);

(v) diminuigcdo da administragdo do medicamento no tratamento do paciente
(HERRERO-VANRELL et al., 2014).

A Figura 1 compara 0 que ocorre na corrente sanguinea quando um
medicamento é administrado em um sistema de liberagdo convencional (multi-
dose) e em um sistema de liberacdo controlada através do uso de sistemas

matriciais poliméricos.
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Figura 1: Comparacao entre o sistema convencional multidose e sistema de liberacéo

controlada (A) e esquema ilustrativo do modo de liberacdo em sistemas de cinética sustentada

(B).
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Fonte: Adaptado LOPES, 2005

A liberacdo do farmaco utilizando carreadores poliméricos pode ocorrer
concomitantemente com a erosao da superficie e degradacdo em massa. O
estagio inicial da liberacdo é conduzido por difusdo do meio externo entre 0s
poros e consequente carreamento do farmaco para o ambiente externo. De
acordo com a porosidade do polimero, essa liberacdo €& facilitada.
Posteriormente, um segundo estdgio de liberacdo é comandado pela

degradacéao/erosao da matriz polimérica (KANJICKAL; LOPINA, 2004).
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3.1.1 Poliésteres aplicaveis a liberacdo controlada

O uso de sistemas matriciais constituidos por polimeros alifaticos € uma
das estratégias disponiveis para alcancar a liberacdo controlada de farmacos.
Esses sistemas poliméricos apresentam diversidade quanto ao carater
anfifilico, velocidade de degradacdo, caracteristicas fisicas e facilidade de
sintese, atendendo as necessidades desejadas para um efeito terapéutico
prolongado do farmaco, aumentando a eficacia do medicamento
(SEYEDNEJAD et al., 2011; SHEN et al., 2015).

Dentre os polimeros utilizados para esses sistemas de entrega,
encontram-se 0s poliésteres alifaticos biodegradaveis, tais como: poli(e-
caprolactona) — PCL, poli(acido latico) — PLA e o poli(acido glicélico) — PGA e
seus copolimeros (PLAPIED et al., 2011). O uso de PGA e PLA em estudos
académicos é extensamente abordado e os seus usos para fins médicos foram
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) desde 1969 e 1971,
respectivamente. Poliésteres contendo caprolactona também foram aprovados
pelo FDA para usos clinicos em 1997 (GIGLI et al., 2016).

Polihidroxialcanoatos (PHA) pertencem a classe de poliésteres
produzidos por bactérias. Estas bactérias geram uma variedade de PHAS,
sendo, entre eles, o poli(3-hidroxibutirato) — PHB um dos mais conhecidos.
Esses polimeros funcionam como reserva de carbono e energia para as
bactérias e sdo depositados como inclusdes semiesféricas insollveis no
citoplasma das células (GRAGE et al., 2009).

3.1.2 Poli(succinato de butileno) (PBS)

Entre os poliésteres alifaticos, o Poli(succinato de butileno) (PBS) ganha
destaque em diversos estudos recentes, devido as suas aplicacbes biomédicas
como polimero plataforma, apresentando caracteristicas de biodegradabilidade,
biocompatibilidade e excelente processabilidade. Além disso, seus produtos de
degradacédo também sdo atoxicos, sendo descrito que o PBS degrada a &cido
succinico, um intermediario no ciclo do acido tricarboxilico e, posteriormente,
em diéxido de carbono e agua (ZHAO et al., 2005).

O PBS encontra-se disponivel comercialmente desde 1993 pela Showa-

Den sob nome de Bionolle™ e pela Mitsubishi Chemical Corporation,
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comercialmente conhecido como GS PLATM. A sintese do PBS consiste em
duas etapas principais: na primeira etapa ocorre a esterificacdo de acido
succinico e 1,4-butanodiol visando a eliminagdo de agua do sistema; na
segunda etapa, ocorre a policondensacdo dos oligbmeros, a altas
temperaturas. O uso de elevadas temperaturas facilita a remocao do butanodiol
colocado em excesso, levando a formacédo do polimero de alta massa molar
média (XU; GUO, 2010). O catalisador frequentemente usado na sintese de
PBS € o tetrabutoxido de titanio (FERREIRA et al., 2015). O esquema da

polimerizacdo € mostrado na Figura 2.

Figura 2: Esquema da sintese de PBS
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Fonte: Adaptado GIGLI et al., 2016

Quanto as propriedades, o PBS possui capacidade de cristalizacdo entre
35-45%, temperatura de fusdo cristalina (Tm) na faixa de 111-115°C, e
temperatura de transicao vitrea (Tg) abaixo da temperatura ambiente, entre
37°C a -18°C, permitindo facilidade de processamento. Quando ndo ha
modificadores quimicos na sintese do PBS que permitam a extensdo de cadeia
do polimero, as propriedades mecéanicas do material sdo reduzidas (GIGLI et
al., 2016; KIM et al., 2015).

A velocidade de biodegradacdo deste polimero é dependente da
hidrofilicidade da cadeia, da cristalinidade do polimero e da massa molar dos
componentes da matriz. Cho e seus colaboradores em 1999 investigaram o
efeito da microestrutura cristalina sob a degradacdo hidrolitica de PBS
submetidos a diferentes tratamentos térmicos: amostras fundidas e

posteriormente submetidas ao queenching (resfriamento rapido) e amostras
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cristalizadas isotermicamente a 60°C. Conforme proposto pelos autores, a
amostra tratada termicamente apresentou maior cristalinidade e taxa de
degradacdo mais lenta, indicando que a degradacdo hidrolitica ocorre
preferencialmente na regido amorfa de PBS enquanto a amostra cristalizada
isotermicamente apresentou estrutura esferulitica com fibrilas menos
empacotadas, facilitando a penetracdo de agua e aumentando a taxa de
degradacéo (CHO; LEE; KWON, 2001).

Gualandi e colaboradores (2012) relataram os efeitos da hidrofobicidade
do PBS na degradacao hidrolitica do material, observando taxa de degradacédo
muito lenta em condicbes fisiolégicas simuladas in vitro (pH7,4 e 37°C) com
massa molar mantida relativamente constante durante semanas (GUALANDI et
al.,, 2012). Como a degradacdo pode ser controlada pelo balanco
hidrofilico/hidrofobico do material, a adicdo de polimeros hidrofilicos na cadeia
do PBS pode alterar a taxa de degradacéo do polimero. E o que propds Deng e
colaboradores (2004) quando adicionaram poli(etileno glicol) — PEG na cadeia
de PBS, aumentando a taxa de degradacao do copolimero devido a uma maior
capacidade de absorcdo de agua pelo segmento hidrofilico de PEG (DENG et
al., 2004).

Diversos estudos tém sido abordados na avaliagdo da citotoxicidade do
PBS em células e animais, importante para a aplicacio em substitutos de
tecido ou como carreadores de farmacos. Alguns autores estudaram a
citoxicidade de scaffolds de PBS em osteoblastos (WANG et al.,, 2010),
fibroblastos (SUTTHIPHONG; PAVASANT; SUPAPHOL, 2009) e no 0sso
femoral de coelhos brancos (NIU et al., 2014) demonstrando a potencialidade

do PBS na aplicacdo de engenharia de tecidos.

3.2 MICROPARTICULAS POLIMERICAS

As microparticulas sdo comumente usadas para a entrega em longo
prazo de proteinas, peptideos e pequenas moléculas, que geralmente sao
administradas por via intramuscular ou subcutanea (DEYOUNG et al., 2011;
KIM et al.,, 2010; SHISHATSKAYA et al., 2011). O sistema adequado de
liberacdo controlada depende do tipo de carreador empregado, das

caracteristicas do agente terapéutico usado e da forma de administracdo do
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medicamento. A busca pela melhoria desses sistemas de entrega € frequente,
onde a matriz carreadora deve ser escolhida de forma adequada. Além disso,
modificacdes na superficie do material sdo uteis para torna-lo mais invisivel ao
sistema imunolégico, como no caso da “PEGlacao” (SAKATA et al., 2014; TIAN
et al., 2012). Outra estratégia € a ligacdo de receptores adequados que atuem
como chave-fechadura. Esses sistemas fazem a marcacdo dessa particula,
como é o exemplo da albumina e folatos (WEBSTER; SUNDARAM; BYRNE,
2013).

Dependendo da hidrofobicidade do polimero e das caracteristicas do
ativo de interesse, diferentes estruturas podem ser formadas. Componentes
hidrofilicos sdo encapsulados dentro do nicleo aquoso e farmacos hidrofébicos
sao aprisionados dentro de uma “casca”, formando estruturas da forma de
capsulas. O esquema genérico da estrutura de um carreador com diferentes

componentes pode ser observado na Figura 3.

Figura 3: Estrutura genérica de uma microparticula contendo diferentes componentes para

melhorar a eficacia de entrega do farmaco

O REGIAD HIDROFILICA * FARMACO SOLUVEL
O REGIAQ HIDROFOBICA * FARMACO LIPOFILICO

MODIFICADOR BIOCOMPATIVEL RECEFTORES

MICROESFERA MICROCAPSULA

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.1 Parametros para o preparo de microesferas poliméricas

As propriedades quimicas e estruturais das microesferas sé&o
intimamente relacionadas ao modo de liberacdo do farmaco, da
biocompatibilidade e do encapsulamento.

Recentemente, Mitragotri e colaboradores (2014) estudaram os
principais parametros das microparticulas que afetam a liberagéo do farmaco.
Os parametros avaliados sdo referentes a porosidade das microesferas,
tamanho das particulas e polidispersdo, modificagbes superficiais e forma dos

materiais. A porosidade da matriz polimérica afeta a difusdo do farmaco,
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facilitada quando ha um maior nimero de poros presente na estrutura da matriz
(MITRAGOTRI; BURKE; LANGER, 2014). Além disso, o aumento da
porosidade permite a penetracdo de agua, facilitando a sua degradacdo e
subsequente liberacdo do farmaco (NGUYEN et al.,, 2012; PATEL; GUPTA;
AHSAN, 2012).

O tamanho das esferas e a polidispersdao também contribuem
significativamente na entrega do farmaco, pois, quanto maior é o tamanho da
particula, menor € a relacdo superficie/volume, o que prolonga a liberacdo do
farmaco. Além disso, a polidispersdo pode ocasionar variabilidade nas taxas de
liberacdo, devido a distribuicdo de tamanhos das microesferas produzidas
(KOBIASI et al., 2012).

Quanto as caracteristicas superficiais das microesferas, estas afetam a
interacdo com o ambiente no local do tumor, especialmente células imunes. A
modificacdo da superficie com polimeros, tais como o PEG, é usada para
reduzir as interagbes da microesfera com células do sistema imunoldgico
(TABATABAEI REZAEI et al., 2012). Outro parametro importante no projeto
das microesferas é a forma das particulas, que afeta as interacbes com
macrofagos; particulas alongadas apresentam internalizacdo dependente da
orientacdo por macrofagos (SHARMA et al., 2010).

Mohanraj e colaboradores (2013) desenvolveram microcapsulas de PBS
carregadas com Levodopa, farmaco para tratamento de Parkinson. Os autores
observaram que as microesferas que exibiram superficie mais lisa exibiram
maior eficiéncia de encapsulacdo em comparacdo as mais porosas. Além
disso, a liberacdo do farmaco foi mais elevada no liquido cefalorraquidiano
simulado do que em tampao fosfato, mostrando que a composi¢cdo do meio de
liberacdo € um fator importante que afeta a liberacdo do farmaco (MOHANRAJ;
SETHURAMAN; KRISHNAN, 2013).

3.2.2 Emulsificacao

Dentre as possibilidades de métodos disponiveis para o preparo de
microparticulas, a emulsificagdo seguida por evaporacdo do solvente é
extensamente usada devido sua facilidade de processamento (DELGADO et
al., 2012; STAFF et al., 2013).
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A técnica de emulsificacdo e evaporacéo do solvente consiste em quatro
etapas principais. Inicialmente acontece a dissolucéo ou dispersdo do farmaco
hidrofébico em um solvente organico adequado que contém o polimero
previamente dissolvido. Esta fase organica, chamada de fase dispersa, é
vertida lentamente sob uma fase aquosa (fase continua) que contém o
tensoativo, formando micro goticulas a partir da difusdo da fase organica sob a
fase continua. Mantendo as condi¢bes de agitacdo, o solvente € evaporado e
as particulas soélidas formadas séo recuperadas e secas para eliminagdo do
solvente residual e conformacdo soélida das microesferas. Este método de
emulsificacao é frequentemente usado para farmacos hidrofobicos, ndo sendo
adequado para farmacos hidrofilicos, pois apresentam tendéncia de migracdo
para o solvente polar, diminuindo a eficiéncia de encapsulamento do farmaco
(GERT et al., 2016; LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).

Para farmacos hidrofilicos é necessaria dupla emulsdo, método similar a
técnica de emulsdo simples com o acréscimo de uma segunda etapa de
emulsificacdo contendo fase aquosa e tensoativo (AYOUB et al., 2011). Para
diminuir o tamanho das goticulas, € necesséaria alta energia de agitacdo através
do uso de homogeneizadores de alta presséo ou de um sonicador (LUCIANI et
al., 2008).

Determinadas condi¢cdes de emulsificacdo também influenciam no
tamanho e morfologia das microesferas obtidas. A escolha adequada dos
parametros resultard no aumento da encapsulacdo de farmaco de interesse
(FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005)(freitas; merkle; gander, 2005). A Figura

4 mostra a diferenca entre os dois métodos de emulséao.
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Figura 4: Preparacao de microesferas a partir de emuls@es simples e dupla emulsao.

A B

FASE ORGANICA: FASE AQUOSA FASE AQUOSA 1 SGLUQ&G GF{G-G.NIC-"-.
FARMACO + FASE 1 FARMACO + A.GU-"-. CONTENDO POLIMERO
POLIMERICA

O/A EMULSAD AT1/0 EMULS -'3-.0 FASE AQUOSAZ

@
@@'
@

A1I0IAZ2 EMULSAD

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.3 Otimizacao dos parametros de emulsificacéo

Embora o processo de emulsificacdo e evaporagdo de solvente seja
extensamente abordado devido a sua facilidade, alguns fatores séo
importantes na morfologia das microesferas e, consequentemente, na eficacia
de encapsulacédo de farmacos.

A concentracdo e a massa molar do polimero influenciam na viscosidade
da fase orgéanica, o que modifica a constante de difusdo do farmaco (KATOU;
WANDREY; GANDER, 2008). Uma elevada viscosidade da fase organica, quer
através do uso de polimeros de alta massa molar ou com maiores
concentragbes do polimero, resultard em alta eficiéncia de encapsulacgao.
Conforme reportado por Brunner e colaboradores (2011) a concentracdo da
fase organica altera a morfologia de microesferas de PBS preparadas por dupla
emulséo, A concentracdo de polimero em diclorometano foi ajustada para 1%,
3% e 5% e verificou-se que conforme o aumento da concentracdo de PBS,

menor era a esfericidade dos materiais preparados (BRUNNER et al., 2011).
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Entretanto, no estudo feito por Chaisri e colaboradores (2011),
microesferas de PLGA tiveram uma reducdo na porosidade com o aumento da
concentragdo de polimero. Além disso, os autores estudaram o efeito da
concentragdo do PLGA na eficiéncia de encapsulagdo da gentamicina, um
antibiotico aminoglicésido. Os autores mostraram que aumentando a
concentracdo de PLGA, em dicloro metano, de 10% para 20% resultou num
aumento da eficiencia de encapsulamento de 17% para 68%, devido ao
aumento da viscosidade do meio (CHAISRI et al., 2011).

A porosidade também pode ser dependente da composicdo das
microesferas. Park; Lee e Hong (2006) sintetizaram microcapsulas de
PBS/PCL contendo indometacina avaliando o efeito do PCL sobre o perfil de
liberacdo do farmaco e a morfologia dos materiais preparados. Os autores
concluiram que a taxa de liberacdo de indometacina foi menor com a
diminuicdo do tamanho dos poros das microcapsulas resultante do aumento da
incorporagao de PCL, conforme ilustrado na Figura 5 (PARK; LEE; HONG,
2006).

Figura 5: Micrografia SEM de microcapsulas de PBS/PCL preparadas com diferentes
proporcdes de PCL, em peso: (a) 5%, (b) 10%, (c) 15% e (d) 20%

(a) (b) (©) (d)

Fonte: Adaptado PARK; LEE; HONG, 2006

No estudo de Crucho e Barros (2015), nanoparticulas poliméricas foram
sintetizadas por nanoprecipitacdo e diferentes parametros experimentais
(escolha do solvente organico e taxa de evaporacéao) foram investigados de
modo a verificar a influéncia no tamanho meédio das particulas obtidas. Quanto
ao solvente, a miscibilidade entre solvente organico e agua pode influenciar no
tamanho das particulas, uma vez que a diferenca entre os parametros de
solubilidade dos solventes & minimizada com o aumento da miscibilidade
(CRUCHO; BARROS, 2015). O segundo fator experimental avaliado pelos
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autores foi a taxa de evaporacao do solvente, sob pressao atmosférica por 16h
ou pressao reduzida de 300mbar. Os resultados obtidos por disperséao de luz
dindmica indicam que o tamanho médio para as nanoparticulas que sofreram
evaporacao a vacuo foi de 96 nm enquanto um aumento de tamanho para 132
nm foi observado quando as mesmas particulas foram evaporadas a pressao
atmosférica. A analise sugere que o0 aumento da taxa de evaporacédo reduz a
probabilidade de coalescéncia das particulas preparadas (CRUCHO; BARROS,
2015).

Diversos estudos também tém sido avaliados a fim de investigar o efluxo
de farmacos anfifilicos para a fase aquosa da emulsificacdo, reduzindo a
eficiéncia de encapsulagéo. A adicao de diferentes sais (NaCl, NaBr, NaCIlO4 e
Na,SO,) na fase externa tem sido uma das soluc¢des utilizadas por alguns
autores para minimizar os efeitos de transporte do farmaco (GERT et al., 2016).

Brunner e colaboradores (2011) estudaram o efeito de PVA sobre a
morfologia das microesferas de PBS. A sintese de PBS foi feita por dupla
emulsdo e a variagcdo de PVA na segunda fase aquosa foi de 0,5%, 1%, 2%,
4% e 6% (BRUNNER et al., 2011). O grupo de Mohanraj (2013) também
desenvolveram microesferas de PBS por dupla emulséo utilizando cloroférmio
e diclorometano como solventes organicos e diferentes tensoativos:
dodecilsulfato de so6dio — SDS (surfactante anibnico), brometo de
cetiltrimetilaménio — CTAB (surfactante catiénico) e poli(alcool vinilico) — PVA
(surfactante ndo i6nico). Eles observaram que usando diclorometano como
solvente as microesferas exibiram superficie externa é&spera com alta
porosidade enquanto com cloroférmio, as microesferas eram mais rugosas.
Além disso, o PVA como surfactante aumentou a irregularidade na superficie
das particulas. Os autores sugerem que esse fendmeno € relacionado ao
mecanismo de “respiracdo”, que envolve a disposi¢cao das goticulas de agua
formada pela condensacdo de vapor de agua na superficie do material
preparado (MOHANRAJ; SETHURAMAN; KRISHNAN, 2013).

3.3 ESTERILIZACAO EM SISTEMAS BIOMEDICOS

O método de esterilizacdo de materiais destina-se a remover ou destruir

todas as formas de vida, macroscopica ou microscopica, do produto de



32

interesse, garantindo que ndo ocorra inativacdo de toxinas e enzimas celulares.
O método de esterilizacao deve ser cuidadosamente selecionado, pois implica
em alteragbes nas propriedades fisicas e mecéanicas dos materiais durante o
processo.

De acordo com os requisitos de garantia de esterilidade descritos nas
farmacopeias, um nivel de garantia de esterilidade (SAL) de 10°° (probabilidade
estatistica de encontrar uma unidade contaminada é igual a 1:1000000) é
geralmente aceito para procedimentos de esterilizacdo de materiais e produtos
farmacéuticos (MONACO et al.,, [s.d.];, SAKAR et al., 2016). Entretanto, o
meétodo de esterilizacdo deve ser cuidadosamente selecionado, uma vez que
pode resultar em alteracdes nas propriedades fisicas e mecanicas dos
materiais durante o processo (YAMAN, 2001).

3.3.1 Técnicas de esterilizacéo

Neste subcapitulo serdo apresentadas as formas de esterilizacdo
(métodos quimicos e fisicos) de sistemas poliméricos carreadores de farmacos
gue sao atualmente utilizadas para as aplicac6es farmacéuticas.

Esterilizacbes através de métodos quimicos podem ser utilizadas com
gas adequado, frequentemente usando o éxido de etileno. Embora ndo cause
degradacdo da cadeia polimérica, apresente compatibilidade com um grande
namero de materiais e possa ser aplicado em materiais que nao resistam a
altas temperaturas, apresenta como desvantagens natureza altamente
inflamével, propriedades mutagénicas e possibilidade de residuos toxicos nos
materiais tratados, subprodutos em polimeros e apresenta capacidade limitada
de penetragcdo no polimero (SAVARIS; SANTOS; BRANDALISE, 2016;
SOMMERFELD; SCHROEDER; SABEL, 1998).

O método fisico mais simples utilizado apresenta como agente
esterilizante o calor, podendo ser por calor umido e calor seco. Embora barato
e seguro, a esterilizacdo por calor apresenta desvantagens referentes a
degradacéo de biomateriais poliméricos ja que a técnica frequentemente utiliza
temperaturas que excedem as temperaturas de transicdo vitrea (Tg) e fuséo
cristalina (Tm) dos materiais (ROGERS, 2012; SANDLE, 2013).

A esterilizagdo por calor amido ocorre em autoclave, utilizando vapor

saturado sob pressdo, dependente do tempo de exposicdo ao calor e
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temperatura (MEMISOGLU-BILENSOY; HINCAL, 2006). A esterilizacdo por
calor seco é feita em estufa, com circulacdo forcada de ar para promover a
distribuicdo homogénea do calor (KOTHA et al., [s.d.]).

Outro método fisico de esterilizagdo ocorre por exclusdo de tamanho,
através de filtracdo em matriz porosa. A eficiéncia da filtracdo depende do
tamanho dos poros do material e da adsor¢cdo de micro-organismos dentro da
matriz do filtro (DOBROVOLSKAIA; MCNEIL, 2016; LI et al., 2013). Esse tipo
de esterilizacdo ndo € aplicada a materiais poliméricos, devido a limitacdo dos
poros da membrana.

O uso de radiacfes ionizantes de varias fontes, tais como a, B, y e raios
X, servem muito bem ao propédsito da esterilizacdo. Entre estes, o feixe de
elétrons e radiacdo gama sao os mais amplamente utilizados (DEARTH et al.,
2016; RAIl et al, 2013). A técnica consiste na colisdo entre ondas
eletromagnéticas ou particulas de alta energia com os atomos do material
irradiado, alterando a carga elétrica do material. Os 4tomos irradiados tornam-
se ions positivos ou negativos que ao atravessarem as células, criam
hidrogénio livre; radicais hidroxilas e alguns peroxidos capazes de causarem
diferentes efeitos nestas células (CUSINATO et al., 2016). A técnica de
irradiacdo é amplamente utilizada para esterilizar produtos médicos, tais como
suturas cirargicas, implantes e outros materiais metalicos. No caso de materiais
poliméricos, a irradiacdo tem o potencial de penetrar na cadeia polimérica e
ndo deixar residuos toxicos (SEFAT et al., 2013; ZEMBOUAI et al., 2016). No
entanto, pode causar alteracfes indesejaveis na estrutura de alguns polimeros,
tais como degradacédo ou reticulacdo (SUHARTINI et al., 2003). A irradiacao é
especialmente til para a esterilizacdo de materiais sensiveis ao calor. Neste
caso, o fator de controlo é a dose de radiacdo absorvida. Normalmente, a dose
de referéncia é de 25 kGy, mas esta pode ser alterada para atingir um certo
nivel de letalidade e reprodutibilidade (CROONENBORGHS; SMITH; STRAIN,
2007).

3.3.2 Efeitos dairradiag&do-y em sistemas poliméricos

A irradiacdo-y € uma das técnicas mais utilizadas na area biomeédica, no
entanto, induz a fragmentacao de ligacoes covalentes e a producao de radicais

livres nos materiais irradiados, que recombinados, podem resultar em
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alteracdes fisicas, acarretando em fragilizacdo, enrijecimento, amolecimento,
descoloracdo, geracdo de odor e diminuicho da massa molar média
(CROONENBORGHS; SMITH; STRAIN, 2007).

Neste tipo de esterilizacdo, podem ser usados dois tipos de radiagbes
ionizantes: raios gama emitidos pelos is6topos radioativos artificiais °°CO e
137Cs e feixes de elétrons obtidos em aceleradores de elétrons
(CHMIELEWSKI; HAJI-SAEID; AHMED, 2005). O mecanismo de interacao,
para ambas as fontes de radiacédo, envolve a ionizagcdo atbmica e posterior
ejecdo de um elétron de alta energia. Este elétron continua a produzir
numerosas excitacdes eletronicas e ionizacdes ao longo do caminho tomado
[270]. A diferenca entre as fontes é a faixa de energia fornecida e o grau de
penetracdo no material. A taxa de dose para uma fonte de ®°CO é kGy/h
enguanto a taxa de dose média para o feixe de elétrons é 10.000 vezes maior.
A diferenca entre as taxas de dose € de 4-5 ordens de grandeza. Além disso,
as emissbes do feixe de elétrons tém um grau moderado de penetracéo,
porque o numero de interacBes entre os elétrons diminui significativamente
com a profundidade do material, enquanto que os raios gama tém alto poder de
penetracdo no material (ITO; ISLAM, 1994; RAZEM; KATUSIN-RAZEM, 2008).

Como ja foi citada anteriormente, a aplicacdo de radiacdo-y em
polimeros pode gerar cisdo da cadeia polimérica ou reticulacdo (ver Figura 6).
Embora ambos o0s processos ocorram simultaneamente, se a clivagem
predominar sobre a reticulacdo, o massa molar; o processo € chamado de
degradac&o. No entanto, se a irradiagao resulta num aumento da massa molar,

0 processo envolve a reticulacéo.
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Figura 6: Esquema de alteracbes na cadeia de polimero apés irradiacédo
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Fonte: Elaborado pelo autor

No caso de poliésteres alifaticos biodegradaveis, as alteracdes fisicas
dependem da presenca ou auséncia do grupo lateral metila (JO et al., 2012).
Em poliésteres tais como PCL e PBS, que ndo tém grupo metila, os
biomateriais séo reticulaveis por radiacdo (JEONG et al.,, 2015; LUK et al.,
2013; SONG; YOSHII; KUME, 2001). Nugroho e colaboradores (2001)
propuseram uma mistura de PCL e PBS (30/70) por fusdo dos polimeros na
extrusora. Os granulos foram irradiados por raios-y a partir de uma fonte de
®0Co, de modo a melhorar a estabilidade do PCL durante o processamento. Os
autores descobriram que um aumento na dose de radiagdo aumenta a massa
molar do material e a polidispersidade (NUGROHO et al., 2001). Quanto aos
polimeros com grupos metila, a consequéncia predominante da irradiacéo é a
cisdo da cadeia, como € observado em PHB, PLLA e PLGA (CHAKOLI et al.,
2015; KELES et al., 2015; KHALIL; ALBACHIR; ODEH, 2016).

3.3.3 Efeitos da irradiacdo-y em sistemas microparticulados

A irradiacdo de sistema microparticulados para liberacdo de farmacos
produzem diferentes alteracdes, tanto na morfologia e na distribuicdo de
tamanho das microparticulas, como na taxa de liberagdo. Além disso, 0s
resultados sdo dependentes da estrutura quimica do ativo, apresentando
particularidades quanto as alteracbes esperadas e a eficiéncia de

encapsulamento do farmaco de interesse. A determinagcdo do efeito
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predominante depende além das condi¢cdes de irradiacdo, da estrutura da
macromolécula e da presenca de ar e aditivos (NINAYA et al., 2016;
THOMARAYIL MATHEW et al., 2013).

O grupo de Lee (2002) estudou os efeitos da irradiacéo na difusividade
do farmaco etanidazol em microesferas de parede dupla formada por PLLA e
PLGA. Os autores verificaram uma difuséo lenta do farmaco durante cerca de 3
semanas nas microesferas néo irradiadas, entretanto, quando as
microparticulas foram irradiadas a fase de liberagéo lenta do farmaco diminuiu
para 1 semana (LEE; WANG; WANG, 2002).

Bozdag e su (2001) encapsularam diclofenaco, um farmaco anti-
inflamatdrio, em microesferas de PLGA e submeteram esses sistemas a
irradiacdo em dosagens de 5kGy, 15kGy e 20kGy. Os autores perceberam que
houve aumento no didmetro médio das microesferas preparadas, sugerindo
que é possivel controlar as caracteristicas de liberagdo o farmaco com a
dosagem adequada (BOZDAG; SU, 2002). Erdemli; Keskin e Tezcaner (2015)
sintetizaram microesferas de PCL com diferentes tensoativos, visando
aumentar a estabilidade das microparticulas preparadas. As amostras foram
submetidas 25kGy de radiacdo-y e o tamanho médio foi medido por SEM. A
distribuicdo de tamanho entre as microesferas nao irradiadas e irradiadas néo
foi estatisticamente significativo, indicando estabilidade dos sistemas
preparados (ERDEMLI; KESKIN; TEZCANER, 2015).

Quanto as alteracdes morfologicas nas microesferas apos esterilizacao,
Spadaro e colaboradores (1996) observaram por SEM a irregularidade das
microparticulas de PHEA, contendo um agente anti-neoplasicopleonasico, apos
a irradiacdo (SPADARO et al, 1996). Wang et al. (2003) prepararam
microesferas de PLGA contendo placitaxel com e sem aditivos, as quais foram
iradiadas a 10kGy usando uma fonte de °°Co. Os autores reportam uma
reducdo da massa molar média de 97% e de 88% para o polimero e para o
polimero aditivado, respectivamente (WANG et al., 2003). Memisoglu-bilensoy
e Hincal (2006) produziram particulas injetaveis de B-cyclodextrina para
tratamento de cancer e compararam os efeitos de esterilizagdo por calor e
irradiacdo-y, a 25kGy, dos materiais. Os autores observaram alteracdes

significativas no potencial zeta dos materiais irradiados sugerindo que, com a



37

irradiacdo, ocorreu fragmentacao de ligacdes covalentes e quebra parcial da
cadeia. Essa hipotese também foi confirmada pelo estudo in vitro dos materiais
preparados (MEMISOGLU-BILENSOY; HINCAL, 2006).

3.4 ATIVOS HIDROFILICOS E LIPOFILICOS EM ESTUDOS DE LIBERACAO
CONTROLADA

A producgdo de microparticulas para administragdo parenteral tem sido
uma via eficaz nos sistemas de administracdo de farmacos devido ao aumento
da biodisponibilidade do mesmo, afetando a eficacia terapéutica e a seguranca
da forma de dosagem (VAN NGO et al., 2016). Na preparacéo destes sistemas,
a solubilidade € um dos principais fatores que influenciam a biodisponibilidade
de medicamentos. Atualmente, estima-se que aproximadamente 40% dos
medicamentos de novas substancias quimicas mostram solubilidade limitada
em agua (TRAN; TRAN; LEE, 2009). A técnica de emulsificacdo e evaporacéo
de solvente é frequentemente utilizada para o desenvolvimento de sistemas
visando melhorar a solubilizacdo de farmacos pouco solUveis em agua.
Dependendo da técnica de emulsificagdo (simples ou dupla), da caracteristica
do ativo e da hidrofobicidade da matriz polimérica, esses sistemas terdo maior
desempenho quanto a encapsulacao do ativo de interesse (EL-SAY; EL-SAWY,
2017).

O Meloxicam, um farmaco anti-inflamatério e analgésico nao esteroidal
de baixa massa molar, € frequentemente usado para tratar artrite reumatoide,
osteoartrite e outras doencas articulares (AMBRUS et al., 2009). Aprovado pelo
FDA para comercializacdo desde 2000, este farmaco apresenta baixa
solubilidade em &gua e baixa taxa de dissolucao, fatores limitantes para a sua
taxa de absorcéo (biodisponibilidade 89% apds a sua dissolucao) (TACCA et
al., 2002). A sua concentracdo plasmatica maxima é atingida 3-7 h apés a
administracdo de uma suspensao oral e apos 5-9 h para comprimidos (LIANG;
CHESSIC; YAZDANIAN, 2000). Para obter propriedades farmacodinamicas
adequadas, como o inicio rapido do efeito do medicamento, a dissolugéo rapida

€ um fator importante.
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Outro ativo proposto para o estudo neste trabalho € a Fosfoetanolamina
sintética. A estrutura quimica dos ativos modelos propostos é apresentada na

Figura 7.
Figura 7: Estrutura quimica dos ativos modelos usados neste trabalho:

(A) Meloxicam e (B) Fosfoetanolamina
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Fonte: Elaborado pelo autor

Atualmente, novos medicamentos tém sido estudados para a
substituicdo dos agentes quimioterapéuticos no tratamento de cancer. Uma
alternativa promissora sdo o0s analogos sintéticos de alquil-lisofosfolipidios,
conhecidos como fosfolipidios antineoplasicos, que apresentam atividade
anticancerigena (GAJATE et al.,, 2012). O mecanismo de acdo desses
compostos ndo visa ataque ao DNA. Esses fosfolipidios se inserem facilmente
na bicamada lipidica, o que pode interferir no metabolismo lipidico e na
transducdo de sinal, induzindo a apoptose (ALDERLIESTEN et al., 2011).

A Fosfoetanolamina pertence a classe desses novos ativos, sendo um
composto precursor central na biossintese de fosfolipidios (FERREIRA et al.,
2012). Recentemente, muitas discussdes foram abertas quando a possibilidade
da Fosfoetanolamina sintética ter efeitos potentes em uma grande variedade de
células tumorais (ZHU; BAKOVIC, 2012). Alguns estudos demonstraram que a
fosfoetanolamina sintética é altamente citotoxica para uma grande variedade
de células tumorais, incluindo os melanomas humanos SK-MEL-28 e MEWO e
o melanoma murino B16-F10, induzindo a apoptose (FERREIRA et al., 2011).

A Fosfoetanolamina apresenta alta solubilidade em &agua, cerca de
25mg/mL, enquanto que o Meloxicam apresenta solubilidade em agua de
0,154mg/mL (YU et al., 2006; YUAN et al., 2006). De acordo com a técnica de
emulsificacdo utilizada, as caracteristicas lipofilicas de cada ativo interferem

diretamente na eficiéncia de encapsulamento.
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O objetivo do presente estudo € investigar a cinética de liberacao destes
dois ativos modelos, que apresentam caracteristicas diferentes, apos a
irradiacdo-y dos seus respectivos sistemas matriciais e, estudar as interagoes
farmaco-cadeia polimérica na liberagcédo desses ativos em meio adequado.
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4.1 MATERIAIS
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Os materiais estdo listados e classificados dentro da etapa em que

foram utilizados durante a Dissertacéo.

4.1.1 Sintese dos polimeros

Acido succinico - ISOFAR
1,4 butanodiol - VETEC
Acido fosférico - VETEC
Nitrogénio gas — IMA

4.1.2 Sintese das microesferas

Diclorometano P.A. - VETEC

Cloroformio - ISOFAR

Poli( alcool vinilico) - VETEC

Agua destilada e deionizada - LaBioS
Fosfoetanolamina - SIGMA ALDRICH

Meloxicam - ZHEJIANG EXCEL PHARMACEUTICA

4.1.3 Caracterizacbes das amostras

Brometo de potassio - SYNTH
Fluorescamina - SIGMA ALDRICH

4.2 LISTA DOS EQUIPAMENTOS

Equipamentos localizados no IMA-UFRJ - Rio de Janeiro - RJ:

Agitador mecéanico IKA modelo Eurostar 2600000;

Andlise Termogravimétrica modelo STA 6000, da Perkin — Elmer;

Balanca Analitica Shimadzu AY 220;
Bomba de vacuo Prismatec 131;

Cromatégrafo de exclusdo por tamanho Shimadzu Pump LC20AD

detector RID 20A Coluna CTOZ20A;
Destilador de agua em inox CIENTEC CT-422;
Deionizador de agua JAPI;

Difratdmetro de raios X, Rigaku Inc., Modelo Miniflex;
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= Dissolutor Ethiktechnology modelo 299;

= Espectrometro de ultravioleta-visivel (UV-Vis) Varian modelo Cary 100;

= Espectrobmetro de ultravioleta-visivel (UV-Vis) Biospectro, modelo
SP220;

= Estufa DE LEO EQUPAMENTOS DE LABORATORIO;

= Liofilizador de bancada Liotop, modelo L101;

= Mastersizer MAF5000 Particle Size Analyzer, Malvern Instruments

» Microscoépio optico (MO), Olympus, BX50 acoplado a um analisador de
imagens;

* Moinho de bancada, IKA A1l

= Turrax T10 IKA modelo S10N com dispersores S10N-10G e S10N-8G;

» Placa de aquecimento com agitador magnético FISATOM modelo 753A;

» Placa de aquecimento com agitador magnético IKAMAG;

= pHgametro MS Tecnhopon equipamentos especiais LTDA modelo NT
PHM.

Equipamentos localizados em outros Institutos:

= Irradiador Gama, fonte de ®°Co, MDS Nordion, Gammacell 220 Excel -
COPPE-UFRJ, Rio de Janeiro - RJ

» Microscopio eletrdnico de varredura tabletop marca Hitachi modelo
TM3000 - NUMATS-UFRJ, Rio de Janeiro, RJ

» Espectrofluorimetro Spectramax M3, Molecular Devices, USA - CCS -
UFRJ, Rio de Janeiro, RJ

» FT-IR Sprectrum 100 - Perkin Elmer - COPPE-UFRJ, Rio de Janeiro - RJ

4.3 METODOLOGIA

O trabalho experimental desta pesquisa foi dividido em cinco etapas:

1. Sintese do Poli(succinato de butileno) - PBS: Esterificacdo e
transesterificacao;

2. Preparo de microesferas de PBS usando diferentes solventes e
modificacdo dos materiais por irradiacdo gama,

3. Preparo de microesferas de PBS contendo Fosfoetanolamina e

irradiacéo dos materiais;
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4. Preparo das microesferas de PBS contendo Meloxicam e irradiagcdo-y
dos materiais;

5. Caracterizagéo dos materias obtidos.

Os produtos obtidos em cada etapa foram caracterizados por diferentes

técnicas, que serdo detalhadas adiante.

4.3.1 Sintese do Poli(succinato de butileno) - PBS

O poli(succinato de butileno), PBS, foi preparado através de reacao de
transesterificacdo em duas etapas (FERREIRA et al., 2015). Para isso, o 1,4
butanodiol e o acido succinico foram adicionados em quantidades equimolares
(0,3mol), juntamente com 0,1mL de acido fosférico, em um sistema constituido
por um baldo de 3 bocas com agitacdo magnética, mantido em banho de
silicone. As entradas foram acopladas com um condensador (dgua circulante a
10°C), fluxo constante de nitrogénio e termopar para controle da temperatura.
O sistema é mostrado na Figura 8. Nesta primeira etapa de esterificacdo, o
sistema foi mantido aberto para retirada de 4gua e a temperatura mantida em
160°C por 2 horas. Na segunda etapa, de policondensacdo, o sistema foi
fechado com a aplicacdo de vacuo e a temperatura da reacdo ajustada para
230°C por mais 4 horas.

Terminada a reacédo, o polimero foi rapidamente vertido para um gral,
macerado com o auxilio de nitrogénio liquido e moido com moinho de bancada,

para reducao do tamanho do material.

Figura 8: Esquematizacao do sistema proposto para a sintese do PBS.

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.2 Sintese das microparticulas poliméricas de PBS

Todas as microesferas foram preparadas usando o método de
evaporacao de solvente por emulséo simples.

Microparticulas de PBS foram preparadas usando o método de
evaporacao de solvente. Dissolveu-se 1,25mg de PBS em 25mL de solvente
organico e 6mL desta fase organica foi entdo adicionada lentamente a 50mL de
fase aquosa contendo solucdo de PVA 1%m/v. A emulsificagdo deste sistema
foi conduzida a 30000rpm/min, durante 5 minutos, com um homogeneizador
(Ultraturrax modelo IKA S10N-10G e 8G) sob banho de gelo durante todo o
processo (DORATI et al., 2005). Posteriormente para evaporagdo do solvente,
foram acrescentados mais 100mL de PVA 1%m/v, mantendo o sistema em
agitacdo mecanica por 2 horas a 200rpm. As microesferas sélidas foram
recuperadas por decantacdo, lavadas com agua destilada e secas sob
liofilizacao.

Para preparo das microesferas, parametros de composi¢cdo e variaveis
técnicas podem influenciar na morfologia e distribuicdo de tamanho das
particulas. Neste estudo, foram avaliados os efeitos do método de secagem no
tamanho das microparticulas preparadas (BERKLAND; KIM; PACK, 2001; MA
et al., 1994), como variavel técnica e, nas variaveis de composicao, a escolha
do solvente da fase organica (FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005;
SANSDRAP; MOES, 1993; TAGHIPOUR et al.,, 2014). Foram utilizados

diclorometano (PBSD) e cloroférmio (PBSC) como solventes na fase organica.

4.3.3 Preparo das microesferas de PBS carregadas com dois ativos
modelos

O trabalho prop6s o estudo da cinética de liberacdo de dois ativos
modelos diferentes, um com caracteristicas hidrofilicas (fosfoetanolamina) e
outro com caracteristicas lipofilicas (meloxican), de modo a avaliar o efeito do
ativo ancorado na matriz polimérica e seus resultados na liberagdo controlada
em meio adequado.

A técnica de emulsdo/evaporacdo de solvente foi utilizada para preparar
as microesferas de ambos os casos. Além disso, a baixa solubilidade do

Meloxicam em solu¢Bes aquosas é uma barreira importante a sua aplicagéo e,
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portanto, o encapsulamento deste farmaco constitui uma solucdo adequada
para esta limitacao.

Para a insercdo da fosfoetanolamina (F), 300mg da proteina foram
dispersas em 6mL da solugao organica contendo PBS (50mg/ml) em solvente
adequado. Os solventes utilizados foram cloroformio e diclorometano. A fase
organica foi entdo adicionada a fase aquosa e o procedimento apresentado no
subcapitulo anterior seguiu conforme descrito. O esquema ilustrativo do

preparo das microesferas encontra-se na Figura 9.

Figura 9: Esquema ilustrativo para a preparacdo de microesferas de PBS contendo

fosfoetanolamina/meloxican por emulsdo simples.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para o preparo das microesferas contendo meloxican (M), o
procedimento segue da mesma forma como o0 proposto para as microesferas
contendo fosfoetanolamina. Entretanto, a carga de ativo adicionada foi de 3mg
de meloxican na fase organica de PBS, em diferentes solventes (cloroférmio e

diclorometano). A quantidade de ativo sugerido € para que as microesferas
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possam ter a mesma quantidade de ativo encapsulado, visto que a
fosfoetanolamina € mais sollvel em agua, sendo perdida durante o processo
de emulsificacdo. Assim, garante-se o0 mesmo teor dos farmacos hidrofilico e
hidrofébico, sem alterar a rota de preparo e as condigcbes emulsificantes

envolvidas.

4.3.4 Irradiacédo gama das microesferas sintetizadas

Diferentes doses de irradiacdo gama foram selecionadas para testar
tanto a esterilidade dos materiais preparados quanto para verificar as
alteracdes morfologicas e fisicas das matrizes poliméricas. A dose minima de
25 kGy é considerada adequada para fins de esterilizacdo de produtos
farmacéuticos (IGARTUA et al., 2008; SHALABY, 1993).

As microesferas vazias e carregadas com Fosfoetanolamina e
Meloxicam foram irradiadas a temperatura ambiente. Foi aplicada uma dose de
25kGy, 50kGy e 100kGy a uma taxa de dose de 56Gy/min e *°Co como fonte
de irradiacao (Laboratério de Engenharia Nuclear - COPPE, UFRJ).

Figura 10: Esquema ilustrativo das amostras preparadas
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.5 Caracterizagcédo dos materiais

As técnicas de caracterizacdo empregadas, assim como O0S

equipamentos utilizados, s&o descritos nesta sec¢ao.
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4.3.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier - com
refletancia total atenuada (FTIR-ATR)

Para estudo da composicdo quimica do polimero sintetizado, foi feita
analise de FTIR-ATR. A analise foi feita em equipamento Spectrum 100 -
Perkin Elmer, com resolucédo de 4 cm™ e 32 varreduras de 4000 a 550cm™.

As transmitancias das microesferas apdés a irradiagdo e das microesferas
carregadas com fosfoetanolamina e meloxicam foram comparadas
estatisticamente. Para isso, os resultados da analise foram normalizados em um
intervalo de 1 a 100. Os graficos foram construidos de modo que os valores de
transmitancia das amostras (eixo das ordenadas) fossem relacionados aos valores
de transmitancia obtidos para a microesfera pura, sem irradiagcdo (eixo das
abcissas) com auxilio de uma regressao linear via minimos quadrados, a partir da
qual foi possivel obter os valores de correlacdo (R2) e do erro médio quadratico
(RMSE).

4.3.5.2 Difracao de raios X

Esta andlise foi usada para observar a cristalinidade do polimero
sintetizado, feitos em difratbmetro da marca Rigaku, modelo Miniflex As
condicBes de andlise foram: 20 variando de 2° a 80° pelo método FT (tempo
fixo), sob passo de 0,05° e tempo de 1s. A analise foi feita em temperatura
ambiente, usando um equipamento ajustado com diferenca de potencial de
30kV no tubo e corrente de 15mA. A radiacao utilizada foi de CuKa = 1,5418A.

4.3.5.3 Analise Termogravimétrica e Calorimetria diferencial de varredura

As analises simultaneas de termogravimetria e calorimetria diferencial de
varredura foram conduzidas utilizando um equipamento simultaneo de medicéo
de analises térmicas, modelo STA 6000, da Perkin — EImer. As amostras foram
acondicionadas em panela de platina aberta. Foram aquecidas de 25 °C a
700 °C com taxa de aquecimento igual a 20°C/min, sob atmosfera de
nitrogénio, com vazao igual a 20 mL/min. A massa utilizada nas amostras foi
ajustada para cerca de 20 mg.

Com as curvas de TG/DSC obtidas € possivel determinar o valor da
temperatura de fusdo cristalina (Tm) do polimero, temperatura de maxima

degradacédo (Td), entalpia de degradacédo (AHd) e o valor da entalpia de fusdo
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do polimero (AHf) e, através dele, calcular a cristalinidade do material por meio
da Equacao 1 (FERREIRA et al., 2015).

Xc = AHf amostra x 100 Equacéo 1
AHf (100% cristalino)

Na Equacédo 3, Xc é a cristalinidade do polimero, AHf amostra é a
entalpia de fusdo do polimero (J/g) e AHf (100% cristalino) é o valor empirico
da entalpia de fusdo de uma amostra 100% cristalina de PBS, igual a 110,3 J/g
(PHUA et al., 2011).

4.3.5.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A fim de verificar a temperatura de transicdo vitrea (Tg) do polimero
sintetizado, o PBS foi submetido a anédlise de DSC em TA Instruments DSC,
Q1000 V9.9 Build 303. Cerca de 9mg da amostra foram selados em placas de
aluminio e aquecidos em atmosfera inerte (50mL/min de N,). A referéncia era
um recipiente vazio. O equipamento foi calibrado com uma amostra de indio. O
polimero foi tratado termicamente por queenching, a 10°C/ min de -80°C a
150°C.

4.3.5.5 Cromatografia de exclusao por tamanho (SEC)

As massas molares numérica média (Mn), ponderal média (Mw) e a
polidispersao (Mw/Mn) do polimero sintetizado e das microesferas puras foram
determinados por meio da técnica de cromatografia de exclusdo de tamanho
(GPC). Foram pesados cerca de 5 mg da amostra e o cloroférmio foi usado
como fase movel. As condi¢cbes de analise foram: temperatura de 30°C; vazao
de 1 mL/min; concentracdo de 1g/L; volume de injecdo: 20 uL; coluna série
1200 com colunas MIXED-C; calibragdo com padrbes de poliestireno
monodispersos com massas molares de 2,5 x 10? a 1,4 x 10°. A amostra foi

filtrada para remocéo de aglomerados e de material reticulado.

4.3.5.6 Medigao de fracao gel

A verificacdo da fracdo de gel, ou fragédo insoluvel, de PBS puro e das

microesferas irradiadas foi medida comparando a alteracdo de massa das
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amostras de cada condicédo, antes e depois de serem imersos em excesso de
cloroférmio durante 48h (KIM et al., 2015). Apés a imerséo, o PBS soluvel, que
ndo estava reticulado, foi removido através de papel de filtro. Apds a remocao
do cloroférmio da superficie das amostras, calculou-se a fracdo de gel das
amostras nao irradiadas e irradiadas utilizando a Eq. 2. O teste foi conduzido

em duplicata para todas as amostras.

Fracao Gel(%) = Massa da amostra apds imersdo em cloroférmio x 100 (Eq.2)

Massa da amostra antes da imersao

4.3.5.7 Espalhamento de luz (Mastersizer)

O diametro médio volumétrico e a distribuicdo de tamanho das
microesferas de PBS foram caracterizados pelo equipamento de Mastersizer
da Malvern Instruments, Modelo MAF5000. As esferas foram dispersas em
agua e analisadas antes e ap0s a liofilizacdo. Posteriormente, as microesferas
foram irradiadas e também foram conduzidas a analise de espalhamento de
luz. Esta dispersdo foi adicionada no equipamento com excesso de agua
deionizada e submetidas a ultra-som de 2700rpm, a fim de estimar o tamanho
das microparticulas através do coeficiente de difusdo destas no meio.

Os resultados foram obtidos através de valores de D10, D50 e D90
correspondentes a 10%, 50% e 90% em volume sobre uma curva de

distribuicdo de tamanho cumulativa, respectivamente.

4.3.5.8 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A fim de verificar a morfologia dos materiais preparados, as microesferas
foram analisadas por microscopia eletrdnica de varredura (SEM) por elétrons
retro-espalhados, em um Microscopio Hitachi TM 3000, operando em 15 kV,
com ampliacdo de 500 a 800. As microesferas foram depositadas sobre fita de

carbono e recobertas com uma fina camada de ouro.

4.3.5.9 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi feita usando o programa Statistica
StatSoft, Inc. (2001), versédo 6. O nivel de significancia (1-— p) é de 95%. O

valor p pode ser entendido como a "insignificancia estatistica" do resultado, de



49

modo que os valores p inferiores a 0,05 indicam melhores resultados e,

portanto, resultados estatisticamente significativos.

4.3.5.10 Percentual de rendimento

O rendimento percentual foi calculado como a razdo entre a massa de
microparticulas obtida no final do processo e a massa das substancias iniciais
adicionadas, incluindo o ativo e o polimero. O calculo do rendimento esta

indicado na Equacéo 3.

Rendimento (%) = massa das microesferas obtidas x100 (Eq. 3)

Massa inicial de polimero + massa do farmaco

4.3.5.11 Determinacéo do teor de ativo nas microesferas

A quantidade de carga de fosfoetanolamina nas microesferas PBS foi
determinada por meétodo de extracdo, utilizando um espectrofluorimetro
(Spectramax M3, Molecular Devices, EUA). Cerca de 10mg de microesferas de
PBS carregadas com fosfoetanolamina (F) foram dissolvidas em 2mL de
diclorometano com agitacao por 10min. A solucao foi vertida em 10mL de agua
num funil de separacdo com agitacdo vigorosa da mistura, de modo a extrair a
fosfoetanolamina em PBS a partir da solucéo organica. Posteriormente, a fase
aguosa e a fase organica foram separadas para se obter a solu¢cdo aquosa de
proteina (CHENG; LIU; HE, 2010). A intensidade de fluorescéncia do
sobrenadante foi medida a 480nm. A estimativa da quantidade encapsulada de
F foi calculada comparando a leitura do desconhecido com uma curva padrao.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata. A percentagem de
eficiéncia de encapsulacdo foi determinada a partir da Egq. 4 (DOZIE-
NWACHUKWU et al., 2017).

Eficiéncia de encapsulamento (%) = massa de proteina medida x 100 (Eq.4)

Massa teodrica de proteina adicionada

Por outro lado, a quantidade de Meloxicam nas microesferas foi

determinado por dissolucdo de 10 mg de amostra em 100 mL de solucéo
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tampéao fosfato (pH 7,4), mantendo a agitacdo da solucdo durante 24 h. O

sobrenadante foi analisado por espectrometria UV a 362 nm.

4.3.5.12 Teste de crescimento microbiano

A fim de verificar o potencial de esterilidade dos materiais apdés a
irradiacdo-y em comparacdo as amostras nao irradiadas, cerca de 5mg de
microesferas de cada condicdao foram pulverizadas sob meio previamente
preparado contendo 3g/L de extrato de carne, 10g/L de peptona, 1g/L de
fosfato dissédico, 5g/l de cloreto de sodio e 3g de meio sélido Agar (KASANA
et al., 2008). O meio de cultura é propicio para crescimento de bactérias e foi
ajustado para pH 7,0 (RAVINDRA et al., 2011). Posteriormente a adicdo das
microesferas, as placas foram mantidas a 30°C em incubadora humidificada

durante 48 horas.

4.3.5.13 Espectrometria para quantificacdo da Fosfoetanolamina e Meloxicam

Os perfis de liberacdo de farmacos, frequentemente, utilizam a
espectrometria ultravioleta (UV) para quantificagdo do percentual de ativo
liberado (PEREIRA et al., 2016). Neste topico serdo apresentadas as analises
espectrométricas apropriadas para cada farmaco, de acordo com suas

caracteristicas fisico-quimicas.

4.3.5.13.1 Espectrofluorimetria

A Fosfoetanolamina ndo apresenta bandas de absorcéo na regido do
UV, entretanto, quando a proteina € reagida com fluorescamina, produz um
fluoréforo que tem um maximo de emissédo a 480 nm por excitacdo a 390 nm
(GUERREIRO et al., 2012). A interacdo entre essas moléculas gera um produto
altamente fluorescente enquanto que a fluorescamina e os seus produtos de
degradacdo ndo sdo fluorescentes, permitindo que a analise seja livre de
perturbacdo da fluorescéncia de fundo (DE BERNARDO et al., 1974). O
esquema ilustrativo da reacdo entre a fosfoetanolamina e a fluorescamina é

apresentada na Figura 11.
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Figura 11: Reacédo de obtencao do derivado fluorescente da Fosfoetanolamina.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A curva de calibracdo da fosfoetanolamina foi medida em Spectramax
M3 da Molecular Devices - EUA, através da intensidade de fluorescéncia
resultante a 480 nm. A linearidade foi obtida pela regresséo linear das curvas

de calibracéo, feitas em duplicatas.

4.3.5.13.2 Espectrometria no UV-Visivel

O farmaco Meloxicam apresenta bandas de absorcdo na regido do
Ultravioleta, sendo possivel a utilizacdo da técnica de espectrometria no UV-
Vis. Foi preparada uma solucédo conhecida de meloxicam e posteriormente feita
sucessivas diluicbes. Foi feita uma varredura no espectrébmetro Cary 100 para
determinacdo do comprimento de onda a ser feita a quantificacdo. As diluicdes
foram analisadas com o auxilio de um espectrometro UV-Vis Bioespectro, onde o

farmaco foi quantificado na regido do comprimento de onda de 362nm.

4.3.6 Estudo in vitro da liberacdo controlada dos ativos

Os estudos de liberagdo das microesferas contendo os diferentes
farmacos foram feitos em dissolutor conforme sugerido pela United States
Pharmacopeia — USP. Cerca de 50 mg de microesferas foram mergulhadas em
provetas de 230ml contendo solugéo salina tamponada com fosfato, de modo a
simular o ambiente do sangue no corpo humano (pH 7,4 e temperatura de
37°C) sob rotacéo orbital continua. As aliquotas de 5 ml foram removidas em
intervalos de tempo de 15min, 30min, 1h, 2h, 2,25h, 2,50h, 3h, 4h, 5h e 6h;
sendo substituidas com volume igual de tampé&o. O sobrenadante foi recolhido
e quantificado utilizando a técnica de espectrometria apropriada para cada

farmaco (Espectrofluorimetria para a Fosfoetanolamina e espectrometria no



52

UV-Vis para o Meloxicam), de acordo com a curva de calibracdo previamente

construida. Os dados foram expressos como a percentagem de libertacdo
cumulativa.

Os perfis de libertacdo in vitro buscaram avaliar a influéncia da
irradiacdo-y na cinética de liberagao. Além disso, também foi estudado o modo
de liberacdo para cada sistema de acordo com a interacdo farmaco-matriz

polimérica, ao encapsular um farmaco solivel em agua e um farmaco lipofilico.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO POLI(SUCCINATO DE BUTILENO) - PBS

5.1.1 Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)

O espectro de FTIR do PBS sintetizado no laboratério é mostrado na
Figura 12.

Figura 12: Espectro FTIR do PBS sintetizado
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na regi&o de grupos, a banda em torno de 3430 cm™ pode ser atribuida
ao grupo terminal hidroxila no PBS (FERREIRA et al., 2015). Além disso,
bandas em 2946 e 1335 cm™ sdo atribuidas as vibracdes assimétricas e
simétricas de deformacdo de grupos -CH,- na cadeia principal do PBS,
respectivamente (PHUA; CHOW; MOHD ISHAK, 2011).
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As fortes bandas de absorcdo caracteristicas do PBS em
aproximadamente 1716 cm™ sdo atribuidas ao alongamento vibracional da
ligacdo C=0, as bandas em 1164 e 1207cm™ podem ser atribuidas ao grupo
éster C-O-C e as bandas em 1046 cm™ ao alongamento vibracional da ligacdo
O-C-C (KIM et al., 2006).

5.1.2 Difracéo de raios X (XRD)

Informacdo sobre a estrutura cristalina do PBS foi obtida através de

medicdes de XRD. A Figura 13 mostra os difratogramas do poliéster.

Figura 13: Difratograma do PBS
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Fonte: Elaborado pelo autor

Como pode ser visto, os indices de Miller correspondentes aos picos do
PBS sao observados em 26 =19.95 (002), 22.93 (110) e 29.17 (111),
respectivamente (NIKOLIC; DJONLAGIC, 2001). Além disso, é possivel
observar comportamento semi-cristalino do PBS, devido a presenca de halos
amorfos e picos criatalinos (NIKOLIC; DJONLAGIC, 2001).

5.1.3 Analise termogravimétrica e fluxo de calor simultédneo

A Figura 14 apresenta o termograma de TG/DSC simultaneo obtido para
o PBS.
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Figura 14: Termograma do PBS contendo as informacdes de perda de massa (linha continua),

derivada da perda de massa (linha pontilhada) e fluxo de calor (linha tracejada).
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Fonte: Elaborado pelo autor

A curva de TG apresentada na Figura 14 representa a perda de massa
(em %) e a curva de DTG, a derivada desta perda em funcdo da temperatura
(em °C). Para o polimero PBS observa-se apenas um evento de perda de
massa, na faixa de 320-500°C, associado a degradacdo da matriz polimérica. A
amostra de PBS apresenta 0,511% de massa residual.

Na curva de DSC € possivel observar um pico endotérmico em 111,7°C,
referente a Tm do polimero, calculada pelo maximo do pico endotérmico de
fusdo (KIM et al., 2001). A temperatura encontrada corresponde com a
proposta pela literatura, indicando que a sintese proposta esta de acordo para
producdo do poliéster alifatico de interesse. A Tabela 1 indica as principais

informac@es térmicas do polimero sintetizado.

Tabela 1: Resultados térmicos obtidos da curva de DSC
Amostra  Tm (°C) AHf (J/g) Xc (%) Td (°C) AHd (J/g)
PBS 111,7 64,75 58,71 409,35 413,44

Fonte: Elaborado pelo autor

E importante destacar que o valor teérico da entalpia de formacéo para
uma amostra 100% cristalina de PBS é igual a 110,3 J/g. Como o valor de AHf
encontrado é de 64,75 J/g, corresponde a um valor de 58,71% de cristalinidade

para o polimero, pode-se observar uma caracteristica semi-cristalina do PBS
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sintetizado. Além disso, o valor de AHf confirma a identidade semi cristalina do

material proposta pelo teste anterior de XRD.

5.1.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise de DSC foi repetida em outro equipamento adequado de modo
a estudar a temperatura de transicdo vitrea (Tg) do PBS, uma vez que no
equipamento de TG/DSC simultaneo utilizado no subtdpico anterior ndo é
possivel atingir a temperatura tedrica proposta para encontrar a Tg do PBS. O

resultado da analise de DSC é indicado na Figura 15.

Figura 15: Verificagdo da Tg no termograma obtido para o PBS
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Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel foi verificar a Tg do poliéster indicada por uma deflexdo da
linha de base, correspondente ao valor de -29,24°C. Esta temperatura
encontrada esta de acordo com o previsto para o PBS comercial, na faixa entre
37°C a -18°C (KIM et al., 2006).
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5.1.5 Cromatografia de exclusé&o por tamanho (SEC)

A avaliacdo da massa molar média para o polimero foi analisada por
SEC. Nesta analise séo obtidos os resultados de massa molar numérica média
(Mn) e massa molar ponderal média (Mw), além do indice de polidispersao
(CANEVAROLO JR., 2003). Os resultados séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados obtidos na analise de SEC

Amostra Mn (Da) Mw (Da) POI(II\C/th;/pI\irrSaO

PBS 2760 11862 4,298
Fonte: Elaborado pelo autor

Vale destacar que nesse trabalho foi utilizado o acido fosférico como
catalisador. Com isso, a polimerizacdo do PBS gerou um polimero de massa
molar mais baixa do que as sinteses preparadas com outros catalisadores,
como o tetrabutdxido de titdnio ou com o uso de extensores de cadeia, onde 0s
valores de Mn sdo maiores a 6000 (CHRISSAFIS; PARASKEVOPOULOQOS;
BIKIARIS, 2005; FERREIRA et al., 2015). Esse valor de Mn encontrado é
adequado para aplicagdo em estudos de liberacdo controlada de farmacos
(BODMEIER; OH; CHEN, 1989).

5.2 CARACTERIZACAO DAS MICROESFERAS DE PBS PREPARADAS

5.2.1 Percentual de rendimento

O rendimento percentual foi calculado através da razéo entre as massas
de microparticulas obtidas apds o preparo da emulsdo e a massa inicial de
polimero carregada (0,3g de PBS). As sinteses foram feitas em triplicata e a
média dos valores de rendimento obtida encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3: Percentual de rendimento para as microesferas vazias

Média (%) Desvio padrédo
PBS Cloroférmio 73,50 8,06
PBS Diclorometano 78,91 6,20

Fonte: Elaborado pelo autor
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Os rendimentos da producéo de microesferas de PBS foram elevados,
maiores que 70%. Porém, podem ter ocorrido perdas durante a recuperacao
das microesferas na etapa de lavagem das particulas.

Apls a pesagem dos materiais para verificagdo de rendimento, as
amostras foram divididas em 4 conjuntos sendo uma mantida sem irradiacao
para controle e as outras trés irradiadas a 25kGy (PBS 25), 50kGy (PBS 50) e
100kGy (PBS 100).

5.2.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier com

reflectancia total atenuada

Na analise de infravermelho é possivel a identificacdo qualitativa do
material através das ligacdes quimicas da estrutura comparando-as com o
encontrado na literatura (SILVERSTEIN et al., 2014). Os espectros obtidos
para as microesferas de PBS, variando o solvente utilizado e a dose de
radiacdo, encontram-se na Figura 16.

Conforme observado, ndo é possivel a visualizacdo de diferencas
significativas entre as bandas dos espectros. Devido a isso, podem ser usadas
outras ferramentas para esta comparagao. Especificamente neste caso, optou-
se pelo uso da técnica dos minimos quadrados, que permite calcular a
correlacéo e o erro médio quadratico (RMSE) entre a populacdo em estudo e a
modelo. Entre estes dois, 0 RMSE esta relacionado com o ajuste entre os
dados experimentais e o modelo, sendo considerado uma importante

ferramenta de comparacao entre as populacdes (KELLEY E LAI, 2011).
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Figura 16: Espectro FTIR das microesferas preparadas a partir do PBS, variando o solvente

organico. Em (@) cloroférmio e em (b) diclorometano.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Figura 17 e Figura 18 apresentam as principais observacdes obtidas
com o uso desta técnica.
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Figura 17: Andlise comparativa das transmitancias das microesferas usando cloroférmio (a) nao
irradiadas e ndo irradiada, (b) ndo irradiada e 25kGy, (c) nao irradiada e 50kGy e (d) ndo
irradiadas e 100kGy
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Figura 17 mostra a transmitdncia das amostras irradiadas em
comparacao com a transmitancia da formulacdo de microesfera, ndo irradiada.
Para a Figura 17(a), a transmitancia do PBSC €& comparada com a
transmitédncia do proprio PBSC. Essa comparacdo serve de base para 0s
outros sistemas, permitindo o calculo da correlagcdo e do RMSE, fornecendo
valores iguais a 1,0 e 0,0, respectivamente.

A Figura 17(b) apresenta a comparacao entre a transmitancia do PBSC
irradiado a 25kGy versus a transmitancia do PBSC n&o irradiado. E possivel
perceber um pequeno desvio da linearidade. A mesma comparacgao foi feita
para a Figura 17 (c) que compara o PBSC irradiado a 50kGy e para a Figura 17
(d) gue compara o PBSC irradiado a 100kGy.

A mesma andlise foi proposta para as formulacbes de PBS em
diclorometano e sédo apresentadas na Figura 18.
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Figura 18: Andlise comparativa das transmitancias das microesferas usando diclorometano (a)

nao irradiadas e nao irradiada, (b) ndo irradiada e 25kGy, (c) ndo irradiada e 50kGy e (d) ndo
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A comparacédo entre os dados de RMSE dos sistemas ap0s diferentes

dosagens de irradiacdo-y € apresentada na Tabela 4. Na formulacdo de PBSC,

a radiacdo de 25kGy € a que provoca um maior desajuste entre os dados

experimentais e o modelo. Com o aumento da dose de radiagéo, os valores de

RMSE sé&o reduzidos. J& para as formula¢cdes de PBS com diclorometano a

irradiacdo de 50kGy provocou um maior desajuste, consequentemente, maior

alteracdo na estrutura quimica das microesferas.

Tabela 4: Relacéo entre os espectros de FTIR do polimero & OkGy e irradiados a diferentes

Sistemas
PBSC
PBSC 25
PBSC 50
PBSC 100

doses
RMSE Sistemas
0,000 PBSD
0,956 PBSD 25
0,360 PBSD 50
0,350 PBSD 100

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.3 Difragao de raios X (XRD)

RMSE
0,000
0,340
0,836
0,445

O espectro de XRD das microesferas néo irradiadas e irradiadas a

diferentes doses é mostrado na Figura 19. Os picos de difracdo principais
ocorrem em 20O, aproximadamente, 19.45° 22.45° e 28.95° (NIKOLIC;
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DJONLAGIC, 2001). O perfil dos halos mostra que as microesferas de PBS sao

parcialmente cristalinas com uma fase amorfa dominante.

Figura 19: PadrGes de difragcdo de raios-x para as microesferas apos irradiagao preparadas

com cloroférmio (a) e diclorometano (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor

E interessante notar que ha ligeiro aumento da intensidade dos picos de
difracdo a dose de 50kGy e 100kGy. O aumento na intensidade de pico sugere
um arranjo mais ordenado ap6és a irradiacao gama (MALLICK et al., 2006).

5.2.4 Anélise Termogravimétrica e Fluxo de Calor simultaneo

O comportamento térmico dos materiais apds a irradiacdo foi estudado
por andlise TG/DSC simultaneo. A Figura 20 apresenta o termograma das
microesferas de PBS antes e apo0s a irradiacédo. A perda de peso inicial do PBS
ocorre cerca de 240 °C, valor igualmente préximo para todas as amostras
irradiadas.
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Figura 20: Termograma das microesferas de cloroférmio néo irradiadas e irradiadas a 25kGy,
50kGy e 100kGy
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Fonte: Elaborado pelo autor

A curva de DSC das microesferas com cloroformio antes e apods a
irradiacdo encontra-se na Figura 21. A diferenca nas curvas de PBSC e PBSC
25 em comparacao as curvas de PBSC 50 e PBSC 100 esta relacionada a

capacidade calorifica do material.

Figura 21: Curva DSC das microesferas de cloroférmio néo irradiadas e irradiadas a 25kGy,
50kGy e 100kGy
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para as microesferas de PBS preparadas usando diclorometano, as
curvas de TG e DSC estdo apresentadas na Figura 22 e Figura 23,
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respectivamente. Semelhante a Figura 20, as amostras de PBS com
diclorometano néo irradiadas e irradiadas comecam a sua perda de peso inicial

na regiao de 210°C-240°C e degradam-se principalmente acima de 300°C.

Figura 22: Termograma das microesferas de diclorometano néo irradiadas e irradiadas a
25kGy, 50kGy e 100kGy
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 23: Curva DSC das microesferas de diclorometano néo irradiadas e irradiadas a 25kGy,
50kGy e 100kGy
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Tabela 5 apresenta as informacdes obtidas dos graficos acima, como
a temperatura de fusdo (Tm), a entalpia de fusao cristalina (AHf) e os valores
de temperatura de maxima degradagédo encontrados tanto para a curva de DSC
quanto para a curva de TG. Além disso, com a entalpia de fuséo cristalina &
possivel calcular a cristalinidade de cada material preparado.
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Tabela 5: Efeito da irradiacdo sobre o comportamento térmico das microesferas

Tm (°C) AHf(J/g) Xc (%) Td (°C)* AHd (Jlg) Td (°C)**

PBSC 108,97 88,90 80,60 | 407,35 419,84 406,46
PBSC 25 107,60 84,20 76,34 407,49 379,85 409,82
PBSC 50 110,67 105,33 95,49 | 412,43 386,39 410,41
PBSC 100 109,77 101,12 91,68 413,01 357,98 410,60
PBSD 110,69 83,37 75,58 | 411,40 447,20 404,33
PBSD 25 109,36 83,84 76,01 406,14 468,79 405,69
PBSD 50 108,92 80,55 73,03 | 407,60 447,02 407,15

PBSD 100 107,56 80,89 73,34 406,80 422,71 407,25
Fonte: Elaborado pelo autor

*dado obtido da curva de DSC
**dado obtido da curva de TG

Verificou-se que para as microesferas preparadas com diclorometano o
valor de Tm é diminuido com o aumento da irradiacdo, tal como observado em
outro estudo (SUHARTINI et al., 2003). Entretanto este comportamento néo
pbde ser observado nas microesferas preparadas em cloroférmio.

Este comportamento da Tm nas microparticulas de PBSD esta
intimamente relacionado com o tamanho do cristalito. Segundo autores, a
diminuicdo da temperatura de fusdo nesses casos pode ser atribuida a
diminuicdo do tamanho do cristalito, resultando na diminuicdo da regiao
cristalizavel nas moléculas de PBS (KIM et al., 2015). E mencionado que a
reticulacdo por radiacdo ionizante pode levar a diminuicdo do tamanho de
cristalito das moléculas de PBS e consequentemente, responsavel pela
diminuicao da temperatura de fuséo do PBS (KIM et al., 2015).

Além disso, os resultados apresentados de Xc indicam alteracdes na
cristalinidade do PBS com diferentes doses absorvidas. Para a formulacdo de
PBSC, a dose de radiacdo de 25kGy provoca uma diminuicdo da cristalinidade
enquanto que para doses de 50-100 kGy, a cristalinidade aumenta. Ja nas
formulacbes de PBSD, os valores de Xc variam de acordo com a dose de

radiac&o aplicada.
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5.2.5 Espalhamento de luz (Mastersizer)

A andlise de dispersdo de luz dindmica foi proposta a fim de verificar a
influéncia de diferentes parametros experimentais, na etapa de emulsificacao,
sobre o tamanho médio das microesferas. Os parametros avaliados foram
secagem das particulas e tipo de solvente orgéanico.

As amostras foram analisadas antes da liofilizacdo e posteriormente ao
processo de liofilizacdo até total remocao de agua dos materiais. Os resultados

obtidos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6: Efeito da etapa de secagem e do tipo de solvente no tamanho médio das

microesferas preparadas

D(v;01)um D(v; 0,5 um D(v; 0,9) um

PBSD - antes liofilizagéo 6,26 +£1,48 15,33 +£1,48 109,79 + 1,48

PBSD - ap6s liofilizacao 7,00 £1,30 15,72 £1,30 90,63 = 1,30

PBSC - antes liofilizac&o 7,92 + 3,39 16,55 + 3,39 25,49 + 3,39

PBSC - ap6s liofilizacao 9,69 + 3,06 17,04 + 3,06 25,30 = 3,06
Fonte: Elaborado pelo autor

As esferas de PBS preparadas com diclorometano apresentam tamanho
médio em torno de 15,33um e posteriormente a liofilizagdo, o valor médio
encontra-se em torno de 15,72um. Essa diferenca esta dentro da faixa de erro,
entretanto, é possivel observar uma maior distribuicdo de tamanho para as
microparticulas antes da secagem dos materiais. O mesmo efeito pode ser
observado para as microesferas usando cloroférmio como solvente: antes da
liofilizagcdo as microesferas apresentaram tamanho médio de 16,55 um e apés
a liofilizacado, esse valor aumentou ligeiramente para 17,04 ym. Com isso, &
possivel afirmar que a etapa de secagem das microesferas de PBS preparadas
ndo altera a distribuicdo de tamanho das particulas, sem gerar fatores
indesejaveis como a aglomeracao.

Além disso, de acordo com a solubilidade do PBS, os solventes
utilizados na fase organica foram diclorometano e cloroformio. Como mostrado
na Figura 24, menores valores de tamanho foram encontrados utilizando
diclorometano (15,72um) enquanto o uso de cloroférmio resultou em particulas

de tamanho médio maior (17,04um). Esse efeito € consequéncia da maior
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miscibilidade de diclorometano em agua, enquanto a miscibilidade é diminuida
em cloroférmio/agua (HANSEN, 2007). Conforme ha um aumento da
miscibilidade entre a fase orgéanica e a fase aquosa na etapa de emulsificacao,
a difusdo do solvente na agua é melhorada e mais rapidamente acontece a
dispersédo de polimero em agua, resultando na formacéo de goticulas menores
e mais homogéneas (FESSI et al., 1989).

Figura 24: Influéncia do solvente e liofilizacdo sobre o tamanho das particulas
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Fonte: Elaborado pelo autor

O efeito da irradiacdo-y sobre a distribuicdo de tamanho das
microesferas de PBS também foi investigada pelo Mastersizer para ambas as
formulagbes, como mostrado na Tabela 7. As microesferas tem seu tamanho
micrométrico preservado ap0s a irradiacao. Entretanto, € possivel observar que
a irradiacdo provoca um ligeiro acréscimo de tamanho nas microesferas,

comparados aos valores de didmetros para as particulas néo irradiadas.

Tabela 7: Efeito da irradiagé@o-y sobre o tamanho médio das microesferas

D (v; 0,5) um
PBSC (néo irradiada) 17,04 + 3,25
PBSC 25 18,15 + 2,67
PBSC 50 20,52 + 2,53
PBSC 100 18,32 + 3,01
PBSD (n&o irradiada) 15,72 + 2,87

PBSD 25 24,78 + 3,32
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PBSD 50 23,74 £ 2,67
PBSD 100 24,31 £ 2,71
Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.6 Medicao de fracao gel

A avaliacdo da fragdo gel das microesferas ap6s a irradiacdo-y é
apresentada na Figura 25. As fracdes de gel de microesferas de PBS néo
irradiadas apresentam valores de 13% para as esferas preparadas em
cloroférmio e 9,05% para as esferas preparadas em diclorometano, indicando
que ocorre uma geleificacdo minima dos materiais (KIM et al., 2015). Apés a
irradiacdo de 25kGy a fracdo de gel das microesferas preparadas é
abruptamente aumentada para 14,35% e 18,16% nas microesferas preparadas
com cloroférmio e diclorometano, respectivamente. E possivel verificar que
para as microesferas em cloroférmio a fracdo gel aumentou gradualmente para
20,49% a 50kGy e posteriormente, ao receber a dose de 100kGy, teve sua
fracdo gel ligeiramente diminuida a 19,51%.

Para as microesferas preparadas com diclorometano, com o aumento da
irradiacdo para 50kGy e 100kGy, os valores encontrados para a fracao gel
foram de 16,36% e 20,32%, respectivamente.

Figura 25: Efeito da dose de radiac&o-y na fracéo de gel de PBS puro e microesferas de PBS
irradiadas a 25kGy, 50kGy e 100kGy
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5.2.7 Cromatografia de exclusédo por tamanho (SEC)

A modificacdo da massa molar média de microesferas de PBS,
preparadas com diferentes solventes, ap0Os irradiacdo gama € mostrada na
Tabela 8.

Tabela 8: Resultados de massa molar e polidispersdo das amostras de PBS

Mn (Da) Mw (Da) Polidispersdo (Mw/Mn)

PBS 2760 11862 4,30
PBSC 25 3821 7921 2,07
PBSC 50 5001 7758 1,55
PBSC 100 2680 6255 2,33
PBSD 25 4179 8160 1,95
PBSD 50 5326 8857 1,66
PBSD 100 4613 8444 1,83

Fonte: Elaborado pelo autor

Verificou-se que massa molar média (Mn) das microesferas € de 2760
Da na amostra néo irradiada, sendo possivel observar um ligeiro aumento nos
valores de massa molar média quando as amostras foram submetidas a
irradiacdo. Entretanto, € possivel observar que a massa ponderal média (Mw)
apresenta resultados opostos.

As cadeias maiores de PBS sdo mais representativas no valor de Mw. E
possivel observar que, com a irradiagcdo e posterior aumento da dose, 0s
valores de Mw tendem a diminuir significativamente. Este resultado leva a crer
que, de fato, a irradiacdo seja um processo que gere concomitantemente,
competicdo entre a degradacdo e reticulagdo dos materiais. As cadeias
maiores de PBS tendem a quebrar, diminuindo os valores observados em Mw,
enquanto que a alteracdo nos valores de Mn pode ser devido a ligacao das
cadeias menores de PBS que sé&o recombinadas, aumentando os valores de
Mn até um ponto 6timo de 50kGy.

Além disso, é possivel verificar o efeito da irradiacdo sobre a
polidispersado dos materiais. A polidisperséao (PDI) do PBS antes da irradiacao €
de 4,30, resultado esperado para polimeros produzidos por policondensacao
(YOKOZAWA; YOKOYAMA, 2007). Depois que esses materiais sdo atingidos
por raios gama sofrendo um processo de reticulacdo das cadeias, a PDI é

alterada para valores que chegam a 46% e 64% menores que o valor inicial,
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para o0 PBSC100 e PBSC50, respectivamente. Entretanto, para as amostras

irradiadas a 100kGy €é possivel verificar um leve acréscimo no valor de PDI.

Isso pode estar relacionado a ramificacdo das cadeias (HAUGEN et al., 2007).
A relagdo entre a Mn dos materiais e o teor de reticulado pode ser

observada na Figura 26.

Figura 26: Alteragdes na fracdo gel do polimero (linha continua) e na massa molar numérica

média (Mn - linha tracejada) em fungéo da dose de radiacao.
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Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel perceber que, com o aumento da irradiacdo (linha continua)
h& um aumento da Mn das microesferas em 25kGy e 50kGy, devido a ligacdo e
aumento das cadeias poliméricas. Entretanto, em 100kGy, ha uma reducédo do
valor de Mn embora o teor de reticulagdo tenha aumentado. Isso ocorre devido
a fracdo gel dos materiais aumentar e consequentemente, tornar mais dificil a
solubilizagdo das amostras. Como o material é filtrado antes de ser injetado no
GPC, a fracdo gel fica retida e somente a fracdo soluvel é analisada, gerando

menores valores de Mn.

5.2.8 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A morfologia das microesferas antes da irradiagdo e posteriormente ao
tratamento com irradiacdo gama foi analisada pela técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (SEM). As imagens para as microesferas produzidas
utilizando diclorometano como solvente sdo apresentadas na Figura 27 e
Figura 28.
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Figura 27: Microscopia das microesferas de PBS preparadas com diclorometano sem

irradiacao.

2016/09/14 A D41 x500 200 um

Fonte: Elaborado pelo autor

As microesferas néo irradiadas e preparadas com diclorometano
apresentam formato esférico e superficie porosa, com uma estrutura de poros
abertos. Este tipo de morfologia superficial aspera é tipico de sistemas
preparados com PBS (BRUNNER et al., 2011). Além disso, as gotas de agua
presas no interior das microesferas apds a liofilizacdo deixam espacgos vazios
nos materiais. Como a energia superficial da agua é muito alta, as gotas de
agua internas podem coalescer umas com as outras, produzindo uma matriz
porosa (YANG, 2001).
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Figura 28: Microscopia das esferas de PBS preparadas com diclorometano (A) irradiada a
25kGy, (B) irradiada a 50kGy e (C) irradiada a 100kGy
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Fonte: Elaborado pelo autor

Embora aplicada dose de radiacdo de 25kGy, 50kGy e 100kGy nas
microesferas de PBS com diclorometano, a morfologia superficial dos materiais
permanece inalterada pela irradiacdo-y, como descrito por outros trabalhos
(MOHR; WOLFF; KISSEL, 1999). Além disso, alguns trabalhos afirmam que a
irradiacdo-y pode causar aglomeragdo ou agregagao nas microparticulas
preparadas (FERNANDEZ-CARBALLIDO et al., 2006). Os materiais
preparados nesse trabalho ndo parecem ter sofrido com aglomeracdo apds o
tratamento com a radiagdo ionizante, mantendo estabilidade dimensional e
morfoldgica.

A microscopia também foi utilizada para avaliar a morfologia das

microesferas produzidas com cloroférmio e é apresentada na Figura 29.
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Figura 29: Microscopia das microesferas de PBS preparadas com cloroférmio, antes da

irradiacao
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Fonte: Elaborado pelo autor

Pode ser visto que o preparo com cloroférmio confere uma superficie
mais rugosa para as particulas, com um design de “uva passa”. Além disso,
embora pequenas microesferas esféricas possam ser vistas, as microesferas
com cloroférmio  apresentaram  maior irregularidade  dimensional,
diferentemente das preparadas com diclorometano onde era possivel observar
maior esfericidade.

A Figura 30 mostra a morfologia do exterior de microesferas de PBS

submetidas a diferentes doses de irradiagéo.
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Figura 30: Microscopia de microesferas de PBSC nas condicfes: (A) irradiada a 25kGy, (B)
irradiada a 50kGy e (C) irradiada a 100kGy
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Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel que o solvente além de influenciar no tamanho das particulas
preparadas também seja responsavel pela alteracdo na morfologia das esferas,
uma vez que o tipo de solvente altere a viscosidade da fase organica e a taxa
de evaporacdo. O diclorometano apresenta viscosidade de 0,44 enquanto o
cloroférmio 0,57. A medida que a solucédo de polimero se torna mais viscosa
pelo tipo de solvente, é necessaria mais energia para quebrar a energia de
superficie para formar as goticulas. Este fato pode aumentar a irregularidade
da populacédo de microesferas. Além disso, durante a fase de evaporacdo do
solvente, estas particulas podem coalescer principalmente quando a taxa de
evaporacao do solvente for menor (no caso, para o cloroférmio), contribuindo

para a formacao de estruturas superficiais complexas (BRUNNER et al., 2011).
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5.2.9 Anédlise estatistica e correlacdo dos resultados anteriores

Devido ao grande numero de respostas encontradas nas
caracterizacbes das microesferas vazias de PBS, foi proposta uma analise
estatistica de todas as variaveis estudadas, de modo a facilitar a visualizacédo e
compreensao dos resultados obtidos. As propriedades mensuradas nesse
topico para as microesferas de PBS sem a presenca de algum ativo
(microesferas vazias) foram inseridas no programa Statistica para avaliacdo da
correlacdo entre os resultados. Nesse estudo, os parametros (fatores) levados
em consideracado foram o solvente usado (cloroférmio e diclorometano) e a
dose de radiacdo. Os dados de entrada para a constru¢cdo dessa analise
encontra-se no Anexo 1. Os resultados de saida sdo mostrados na Tabela 9.

Em relacao a influéncia do solvente nas caracteristicas das microesferas
obtidas, é possivel observar que esta variavel de entrada provoca alteracées
estatisticamente significativas na entalpia de fusdo dos materiais e na entalpia
de degradacdo. A mudanca de cloroférmio para diclorometano provoca uma
diminuicdo nos valores de entalpia de fusdo e, consequentemente, provoca
uma diminui¢cdo na cristalinidade dos materiais (Xc). Com isso, as microesferas
produzidas com cloroférmio (apolar) sdo mais cristalinas do que as
microesferas preparadas com o uso de diclorometano (polar) como solvente.
Isso demonstra que mesmo pequena, a polaridade do diclorometano aumenta
as interacdes entre esse solvente e a cadeia polimérica, o que facilita a
dissolucdo, mas impede a completa remocado, levando a necessidade de
menores valores de entalpia para a fusdo do material.

Por outro lado, a dose de radiacdo produz alteracdes estatisticamente
significativas na massa molar ponderal média (Mw) e na fragcdo gel dos
materiais. O aumento da irradiacdo afeta majoritariamente as cadeias maiores,
fazendo com que as cadeias se quebrem e isso seja perceptivel na diminuicéo
de Mw. Entretanto, as cadeias grandes que foram quebradas ficam instaveis e
logo sao rearranjadas, ligando-se nas cadeias menores e provocando
reticulacdo da matriz polimérica, Esse efeito da consequente reticulacdo €
confirmado pelo teor de gel dos materiais. Com o0 aumento da dose de
radiacdo, a fracdo gel ou fragdo insollvel das microparticulas preparadas é

aumentada.
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Além disso, os dados da Tabela 9 permitem estabelecer correlacdes
entre as variaveis complementares, ou seja, entre as respostas obtidas. Como
exemplo, os valores de massa molar numérica média (Mn) influenciam
diretamente na polidispersdo e no diametro das microparticulas. O aumento de
Mn € consequéncia da quebra de cadeias maiores (observado em Mw). Este
rearranjo de ligacdes acaba tornando mais uniforme o tamanho das cadeias,
influenciando na polidispersao. Quando maior 0 Mn, maior o rearranjo € menor
€ a polidispersdo. Além disso, quanto ao didmetro das particulas, o aumento de
Mn gera microesferas de tamanho maiores.

A fracdo gel é outra variavel complementar que apresenta significancia
estatistica com a alteracdo de Mw e polidispersdo. Com o aumento da fracdo
gel os valores de Mw sédo diminuidos devido a quebra das cadeias mais longas
e rearranjo das mesmas, aumentando a reticulacdo entre as cadeias. Além
disso, os valores de polidispersdo sdo diminuidos, consequéncia de cadeias

mais homogéneas.



Tabela 9: Tabela de correlagdes gerada no Statistica. As correlagdes que apresentam significancia estatistica apresentam p<0.05

Solvente Dose Mn Mw PDI Fr.Gel Diam. Tm dHf Td DSC dHdeg Td TGA RMSE
Solvente 1.0000 0.0000 .3285 .2375 -.0599 -.1144 5467 -.0534 -7168 -.4028 .8406 -.7412 -.0176
p=--- p=1.00 p=.427 p=.571 p=.888 p=.787 p=.161 p=.900 p=.045 p=322 p=.009 p=.035 p=.967
Dose 0.0000 p=1.00 .2828 -.7445 -6278 .8006 .4444 -2432 2713 .2137 -.4442 5466 .2932
p=1.00 p=-- p=.497 p=.034 p=.096 p=.017 p=.270 p=.562 p=.516 p=.611 p=.270 p=.161 p=.481
Mn .3285 .2828 1.0000 -.3586 -.7954 5422 7861 -.2135 -.1301 -.3015 .2267 .1660 .5944
p=.427 p=.497 p=-- p=.383 p=.018 p=.165 p=.021 p=.612 p=.759 p=.468 p=.589 p=.694 p=.120
Mw 2375 -.7445 -3586 1.0000 .8462 -.8152 -.4345 .1649 -4183 -.1989 5304 -.7688 -.5716
p=.571 p=.034 p=.383 p=--- p=.008 p=.014 p=.282 p=.696 p=.302 p=.637 p=.176 p=.026 p=.139
PDI -.0599 -.6278 -.7954 .8462 1.0000 -.8207 -.7468 .2831 -.1385 .1036 1865 -.5635 -.7290
p=.888 p=.096 p=.018 p=.008 p=-- p=.013 p=.033 p=.497 p=.744 p=.807 p=.658 p=.146 p=.040
Er Gel -.1144 .8006 .5422 -.8152 -.8207 1.0000 .6699 -.1544 4295 .0501 -.3234 .6004 2972
' p=.787 p=.017 p=.165 p=.014 p=.013 p=--- p=.069 p=715 p=.288 p=906 p=.435 p=.116 p=.475
Diam.  .5467 4444 7861 -4345 -7468 .6699 1.0000 -.3436 -.2910 -5239 4199 -.0508 .4026
p=.161 p=.270 p=.021 p=.282 p=.033 p=.069 p=-- p=.405 p=.484 p=.183 p=.300 p=.905 p=.323
™ -.0534 -.2432 -2135 .1649 .2831 -.1544 -3436 1.0000 .5642 .7408 .0483 -.0984  -5825
p=.900 p=.562 p=.612 p=.696 p=.497 p=.715 p=.405 p=--- p=.145 p=.036 p=.910 p=.817 p=.130
dHf -.7168 2713 -.1301 -.4183 -.1385 4295 -2910 .5642 1.0000 .7784 -.6965 .6945 -.2333
p=.045 p=.516 p=.759 p=.302 p=.744 p=.288 p=.484 p=.145 p=-- p=.023 p=.055 p=.056 p=.578
Td DSC -.4028 2137  -.3015 -1989 .1036 .0501 -5239 .7408 .7784 1.0000 -.5649 .4270 -.3028
p=.322 p=.611 p=.468 p=.637 p=.807 p=.906 p=.183 p=.036 p=.023 p=--- p=.145 p=.291 p=.466
dHdeg .8406 -4442 2267 5304 .1865 -.3234 4199 .0483 -.6965 -.5649 1.0000 -.8995 -.2098
p=.009 0 p=.589 p=.176 p=.658 p=.435 p=.300 p=.910 p=.055 p=.145 p=-- p=.002 p=.618
Td TGA - 7412 5466 .1660 -.7688 -5635 .6004 -.0508 -.0984 .6945 .4270 -.8995 1.0000 .4707
p=.035 p=.161 p=.694 p=.026 p=.146 p=.116 p=.905 p=.817 p=.056 p=.291 p=.002 p=-- p=.239
RMSE -.0176 2932 5944  -5716 -.7290 .2972 .4026 -.5825 -.2333 -.3028 -.2098 .4707 1.0000
p=.967 p=.481 p=.120 p=.139 p=.040 p=.475 p=.323 p=.130 p=.578 p=.466 p=.618 p=.239 = ---

Fonte: Elaborado pelo autor
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Outra analise estatistica proposta para observacédo dos resultados pode
ser apresentado em um grafico de analise de componentes principais (PCA).
Neste tipo de analise, 0s eixos principais representam os fatores arbitrarios
capazes de representar a distribuicdo das variaveis estudadas e a importancia
de cada uma sobre a variacdo total dos dados. A Tabela 10 mostra os fatores
encontrados para esse estudo e a variancia total de cada um deles. Temos trés
fatores com autovalores maiores que 1, entretanto, é importante destacar que
os fatores PCA ou “supervariaveis” 1 e 2 sao responsaveis por 74,39% da

variancia total das respostas estudadas.

Tabela 10: Tabela de autovalores

Autovalores Varianciatotal Autovalor Acumulativo

(%) acumulativo (%)
1 5,384 41,413 5,384 41,413
2 4,287 32,980 9,671 74,393
3 1,653 12,719 11,324 87,111
4 0,821 6,318 12,146 93,429
5 0,567 4,365 12,713 97,794
6 0,259 1,993 12,972 99,787
7 0,028 0,213 13,000 100,000

Fonte: Elaborado pelo autor

Cada variavel de entrada, obtida nesse trabalho, € um autovetor. Os
autovetores representam o peso de cada variavel original sobre cada
componente e sdo mostrados na Tabela 11. Os autovetores variam de -1 a +1
e quanto mais proximo da unidade, maior € a significAncia da variavel sobre o

componente. O grafico de PCA é mostrado na Figura 31.
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Tabela 11: Tabela de autovetores

Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4 Fator5 Fator 6 Fator?7
Solvente 0,1274 0,3740 0,3281 -0,1476 0,4490 0,0115 -0,3110
Dose -0,3384 10,0127 0,1300 -0,5760 0,2899 0,3411 0,4040

Mn -0,2328 0,2960 0,1761 0,4799 -0,1048 0,5740 -0,1522
Mw 0,4027 0,0193 -0,0330 0,0728 -0,1694 0,6269 0,1932
PDI 0,3867 -0,1783 -0,0901 -0,2050 -0,0489 0,1427 0,3803
FG -0,3819 0,0528 0,2283 -0,2349 -0,3537 0,0090 -0,0865

Diametro -0,2096 0,3808 0,2468 -0,0707 -0,2339 -0,1109 0,3057
m 0,1099 -0,2622 10,5689 0,3246 0,1003 -0,1974 0,3173
dHf -0,1882 -0,3898 0,2388 0,1084 -0,3076 -0,0096 0,0944

Tdeg DSC -0,0638 -0,3981 0,3115 0,0829 10,4656 0,1849 -0,1315
dHdeg 0,2460 0,3486 0,2779 0,0953 -0,0914 -0,2024 0,2948
Tdeg TGA -0,3605 -0,2311 -0,1851 0,1265 -0,0286 0,0678 0,0751

RMSE -0,2673 0,1957 -0,3645 0,3995 0,4023 -0,0975 0,4632
Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 31: Projec&o das varidveis no plano do fator (1 x 2)
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Podemos observar que a Mw € inversamente relacionada a dose de
radiacdo e a fracdo gel. Quando hd um aumento da irradiacdo, a fracdo gel
tende a aumentar e a Mw diminui. Esse resultado também foi previsto na
correlacao.

Outra discussédo importante é quanto ao diametro médio obtido por meio
do Mastersizer. Estudos relatam que a irradiacdo leva a agregacdo de
microesferas e que quando esses materiais apresentam estrutura porosa,
guebram-se muito facilmente apés a irradiacdo (DORATI et al., 2005). Este
fendbmeno de aglomeracéo foi proposto apds avaliacdo da Tabela 7, entretanto,
esses resultados ndo apresentam significancia estatistica. A analise estatistica
permite, com exatiddo, indicar que ndo h& alteracdes na distribuicdo de
tamanho das microesferas de PBS com o aumento da dose de radiacao.

Outra correlacéo estatisticamente relevante ocorreu entre polidispersao
e 0 RMSE dos materiais (obtidos na analise de FTIR-ATR). Entretanto, como
sdo comparados as esferas irradiadas contra o PBS sintetizado, essa analise
nao é conclusiva, ja que o preparo das esferas pode funcionar como uma etapa

de purificacdo que impacta nos resultados de RMSE e de PDI obtidos.

5.3 CARACTERIZACOES DAS MICROESFERAS CARREGADAS COM
FOSFOETANOLAMINA E MELOXICAN

5.3.1 Percentual de rendimento

O percentual de rendimento das microesferas contendo a
Fosfoetanolamina e o Meloxicam é apresentado na Tabela 12.

Os valores baixos de rendimento para as microesferas contendo
Fosfoetanolamina sé@o devidos a perda do ativo durante o processo de
emulsificacdo, ja que este ativo € hidrofilico. Como o rendimento é calculado
levando em consideracdo a massa inicial adicionada de ativo e polimero, com a
migracao da fosfoetanolamina o valor do numerador da Equacéo 3 é diminuido,
contribuindo para o baixo valor de rendimento.

Esse fato ndo acontece para as diferentes formulagcbes de PBS

contendo Meloxicam, farmaco lipofilico. Nesses sistemas o rendimento m/m
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dos sistemas chega a 86% para a formulacdo com cloroformio e 93% para a

formulacdo com o diclorometano.

Tabela 12: Percentual em massa das microesferas carregadas com ativos modelos

Rendimento Desvio Rendimento Desvio

(%) padréo (%) padréo
PBSC F 43,31 2,89 PBSC M 86,91 6,17
PBSD F 43,05 1,78 PBSD M 93,47 1,93

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.2 Eficiéncia de encapsulamento (EE)

A eficiéncia de encapsulamento (EE) para a Fosfoetanolamina e para o

Meloxicam nas microesferas de PBS é mostrada na Tabela 13.

Tabela 13: Eficiéncia de encapsulamento para as microesferas de PBS

Eficiéncia de _
Desvio Padréao
Encapsulamento (%)

PBSC F 0,862 0,055
PBSD F 0,946 0,203
PBSC M 82,43 -
PBSD M 89,32 -

Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel verificar que a eficiéncia de encapsulamento para a
fosfoetanolamina € muito baixa, de 0,862% para o PBSC F e 0,946% para o
PBSD F, uma vez que os compostos hidrofilicos podem difundir facilmente para
a fase aguosa externa durante a etapa de emulsificacdo e precipitacdo do
polimero (BRUNNER et al., 2011). Por outro lado, a EE do Meloxicam nas
microesferas do poliéster é elevada: 82% e 89% para as formulacées de PBSC
M e PBSD M, repectivamente. Estas altas eficiéncias de encapsulamento
podem ser explicadas pela fraca solubilidade em agua do farmaco e
solubilidade facilitada em solugbes de polimeros hidrofébicos.

5.3.3 Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)

O espectro FTIR-ATR da Fosfoetanolamina é apresentado na Figura 32.

Esse composto € uma etanol amina ligada a um grupo fosfato. A banda larga
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em 3080 cm™ e 2989 cm™ é atribuida a amina livre presente na estrutura, As

bandas caracteristicas ao grupo fosfato podem ser observadas na regido de

1096 cm™ e em 960 cm™. A banda em 750 cm™ é caracteristica da etanolamina
(KRAFFT et al., 2005).
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Figura 32: Espectro FTIR-ATR da Fosfoetanolamina
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Os espectros de FTIR-ATR das microesferas de PBS contendo

fosfoetanolamina nao irradiadas e irradiadas sdo mostrados na Figura 33 e 34.

Todas as bandas dominantes observadas sao as bandas caracteristicas da

matriz

polimérica de PBS.

Figura 33: Espectro FTIR-ATR para as microesferas contendo fosfoetanolamina, preparadas
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Figura 34: Espectro FTIR-ATR para as microesferas contendo fosfoetanolamina, preparadas

com diclorometano e irradiadas a diferentes doses.
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De modo semelhante ao proposto para as microesferas vazias, o uso de
ferramentas para comparacdo através dos minimos quadrados permitiu
calcular a correlacéo e o erro quadratico médio (RMSE) entre as transmitancias
das microesferas contendo Fosfoetanolamina, em diferentes doses de
irradiacao, e as transmitancias de cada formulacdo de microesferas vazias. Os
valores sdo apresentados na Tabela 14.

E possivel perceber que os valores de RMSE s#o ligeiramente maiores
do que os encontrados para as microesferas vazias, onde somente a irradiacao
provocava o0 desvio de linearidade. Na Tabela 14, embora haja o efeito da
irradiacéo e do encapsulamento de Fosfoetanolamina, € possivel perceber que
ha um maximo no valor de RMSE para 0os materiais submetidos a 50kGy de
radiacdo, efeito também observado para os polimeros irradiados sem ativo.
Devido a isso, é possivel que haja maior contribuicdo no desvio da linearidade

como efeito da matriz do que de modificacdo do farmaco.

Tabela 14: Erro quadratico médio (RMSE) dos sistemas contendo Fosfoetanolamina

Sistemas R2 RMSE Sistemas R2 RMSE

PBSC F 0,999 0,614 PBSD F 0,996 1,114
PBSC F25 0,996 1,028 PBSD F25 0,994 1,270
PBSC F50 0,995 1,194 PBSD F50 0,992 1,501

PBSC F100 0,995 1,146 PBSD F100 0,994 1,334
Fonte: Elaborado pelo autor
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O espectro de FTIR-ATR do Meloxicam, segundo ativo usado neste
trabalho, é apresentado na Figura 35. Os picos principais para o meloxicam
estdo presentes em 3126 cm™ atribuido ao estiramento de NH, 1620 cm™
estiramento vibracional de CN e em 1580 cm™ ao estiramento de CO. Os picos
correspondentes a 1340 cm™ e 1180 cm™ referem-se & ligacdo S=0O. Além
disso, os picos na faixa de 528 cm™ a 845 cm™ sdo caracteristicos da flexdo do
anel aromatico CH (YAR et al., 2016).

Figura 35:; FTIR-ATR do Meloxicam
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro IR correspondente para as formulacfes de microesferas de

PBS contendo meloxicam s&o apresentadas na Figura 36 e Figura 37.
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Figura 36: Espectro FTIR-ATR para as microesferas em cloroférmio contendo meloxicam e

irradiadas a diferentes doses.
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Figura 37: Espectro FTIR-ATR para as microesferas em diclorometano contendo meloxicam e

irradiadas a diferentes doses.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O mesmo tratamento estatistico dos minimos quadrados foi usado para

esses materiais, avaliando a diferenca entre os espectros na Figura 38 e Figura
39.



Figura 38: Comparacéao entre as transmitancias das microesferas puras
(PBSC - eixo das abscissas) e as microesferas contendo Meloxicam (eixo das ordenadas): (A)
PBSC M, (B) PBSC M25, (C) PBSC M50 e (D) PBSC 100
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 39: Comparacéo entre as transmitancias das microesferas puras (PBSD - eixo das
abscissas) e as microesferas contendo Meloxicam (eixo das ordenadas): (A) PBSD M, (B)
PBSD M25, (C) PBSD M50 e (D) PBSD 100
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados estatisticos deste estudo sdo mostrados na Tabela 15. E
também possivel notar que os valores de RMSE dos materiais aumentam
ligeiramente com o aumento da irradiacdo e do encapsulamento do farmaco.
Entretanto, novamente é possivel observar um valor de RMSE maximo para a

dose de 50kGy. Essa observacao juntamente com a pequena diferenca entre
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os valores de RMSE antes e ap0s o encapsulamento indica maior influéncia da

irradiacdo sobre a matriz que o farmaco.

Tabela 15: Erro médio quadratico para as microesferas contendo Meloxicam

Sistemas R2 RMSE Sistemas R2 RMSE
PBSC M 0,997 0,818 PBSD M 0,994 1,316
PBSCM25 0,990 1,631 PBSD M25 0,993 1,419
PBSC M50 0,987 1,801 PBSD M50 0,991 1,646
PBSC M100 0,992 1,489 PBSD M100 0,991 1,588

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.4 Anélise Termogravimétrica e Fluxo de Calor simultaneo

As Figuras 40 e 41 mostram os termogramas dos ativos usados no
trabalho. Na Figura 40, a termogravimetria (linha continua) da
Fosfoetanolamina indica duas regifes de perda de massa, a primeira na regido
210°C-310°C e a segunda na faixa de 360°C a 500°C. Em 700°C, a
fosfoetanolamina ainda apresenta um residuo de 51,33% de massa residual. A
curva de DSC (linha tracejada) mostra um efeito endotérmico na regido de

241°C-243°C, onde ocorre a decomposicéo do farmaco.

Figura 40: Termograma (linha continua) e curva calorimétrica (linha pontilhada) para a

Fosfoetanolamina
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Figura 41: Termograma (linha continua) e curva calorimétrica (linha pontilhada) para o

Meloxicam
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Fonte: Elaborado pelo autor

A curva termogravimétrica (linha continua) de meloxicam indicou Tg a

251°C com uma perda de massa para 42,05% a 300°C. A massa residual em
700°C é de 16,26%. A curva de DSC (linha tracejada) mostra um efeito
endotérmico na regido de 250°C, onde ocorre a decomposicdo do farmaco
(JAIN; PATHAK, 2010).

As esferas contendo ambos os farmacos foram avaliadas pela mesma

técnica e os dados térmicos obtidos para cada formulacdo sdo apresentados
na Tabela 16 e Tabela 17.

Tabela 16: Resultados térmicos para as microesferas contendo Fosfoetanolamina

PBSC F
PBSC F25
PBSC F50
PBSC F100

PBSD F
PBSD F25
PBSD F50
PBSD F100

Tm
(°C)
111,24
110,81
110,08
110,20
113,10
111,33
110,53
111,50

DeltaHf
(J/9)
75,05

77,50
39,90
88,97
90,14
90,21
83,68
49,02

Xc (%)

68,04
70,27
36,17
80,67
81,72
81,78
75,87
44,45

Td
eC)y
415,67
409,61
413,36
411,86
411,17
413,53
413,03
412,42

Fonte: Elaborado pelo autor

DeltaHd
(J/9)
322,15

335,01
178,74
322,43
330,89
361,24
313,16
320,77

Td
ge) =
413,32
406,41
411,34
408,90
414,84
413,94
411,15
409,11
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Tabela 17: Dados térmicos para as microesferas contendo Meloxicam

m DeltaHf . Td DeltaHd Td
cc) @ig X ecy Qg cor
PBSC M 113,96 95,52 86,60 414,25 303,33 411,07
PBSC M25 108,77 86,56 78,48 409,87 364,47 408,66
PBSC M50 107,94 87,93 79,72 410,73 363,31 411,30
PBSC M100 107,31 83,86 76,03 413,60 353,92 412,12
PBSD M 114,44 91,87 83,29 409,83 380,62 410,95
PBSD M25 112,72 91,53 82,99 413,04 339,02 409,79
PBSD M50 112,05 78,32 71,00 413,77 328,33 410,95

PBSD M100 106,38 61,08 55,38 413,10 327,61 408,53
Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.5 Medicéao de fracéo gel

Os resultados de teor de reticulagdo das microesferas de PBS contendo
Fosfoetanolamina sdo mostrados na Tabela 18. E possivel perceber que ndo
ha uma tendéncia de aumento linear da fracdo gel com o aumento da
irradiacdo. Isso pode ser ocasionado pela dispersdao do ativo na matriz
polimérica.

Tabela 18: Teor de gel para as microesferas contendo Fosfoetanolamina

Sistemas Fracao Gel (%) Sistemas Fracédo Gel (%)
PBSC F 7,34 PBSD F 10,30
PBSC F25 5,38 PBSD F25 4,07
PBSC F50 11,61 PBSD F50 10,00
PBSC F100 3,37 PBSD F100 15,66

Fonte: Elaborado pelo autor

A Tabela 19 apresenta os resultados de fracdo gel para as microesferas
contendo Meloxicam. Nesses materiais, 0 aumento de irradiacdo provoca um
aumento do teor de gel dos materiais. Esses resultados serdo essenciais para
a avaliacdo da cinética de liberacdo dos farmacos, apresentados mais a frente.

Tabela 19: Medicdo do teor de gel para as microesferas contendo Meloxicam

Sistemas Fracédo Gel (%) Sistemas Fracédo Gel (%)

PBSC M 3,09 PBSD M 4,60
PBSC M25 10,68 PBSD M25 5,29
PBSC M50 13,86 PBSD M50 5,83
PBSC M100 7,06 PBSD M100 10,04

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.3.6 Teste de crescimento microbiano

As microesferas contendo a Fosfoetanolamina e o Meloxicam foram
colocadas sobre o gel solidificado de nutriente Agar e as placas divididas em
quadrantes, recebendo cada placa a mesma formulacdo de esferas. Cada
quadrante recebeu um tipo de material, sendo eles: microesferas nao
irradiadas, microesferas irradiadas a 25kGy, microesferas irradiadas a 50kGy e
a 100kGy.

Os testes realizados para as formulacbes contendo Fosfoetanolamina
sao apresentados nas Figuras 42 e Figura 43. As imagens mostram as placas
antes e apos a incubacéo, para medir a zona de inibigc&o.

E possivel observar que para todas as microesferas de PBSC irradiadas
nao houve aparecimento de halos referentes ao crescimento de fungos.
Entretanto, para a microesfera ndo irradiada marcada na imagem, houve
aparecimento de um pequeno halo, indicando crescimento fangico.

Para os materiais de PBSD contendo fosfoetanolamina, as duas regides
marcadas nha imagem apos 48h mostram a adsor¢cdo de fungos nas
microesferas, para o quadrante referente ao PBSD F néo irradiado e PBSD
F100 (irradiado a 100kGy). A adsorcgéao de fungos na amostra de PBSD 100kGy
pode ter ocorrido devido a contaminacdo durante a manipulacdo da amostra e

preparacao das placas.

Figura 42: Placas testadas para crescimento microbiano nas microesferas de PBSC contendo

Fosfoetanolamina, no inicio do teste (A) e ap6s 48h de incubagéo (B).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 43: Placas testadas para crescimento microbiano nas microesferas de PBSD contendo

Fosfoetanolamina, no inicio do teste (A) e apos 48h de incubagéo (B).

Fonte: Elaborado pelo autor

As placas testadas para as formulagbes com Meloxicam sé&o
apresentadas nas Figuras 44 e 45. E possivel observar que as microesferas de
PBSC e PBSD contendo Meloxicam e sem irradiagdo mostraram crescimento
de fungos na superficie das microparticulas. Ja as microesferas irradiadas, em
todas as doses de irradiacdo propostas, ndo apresentaram esse crescimento.

O resultado mostra que as microparticulas apés a irradiacao-y podem,
efetivamente, impedir tal adsor¢cdo/adesao de fungos nos materiais, indicando
gue ha esterilizacdo destes materiais.

Figura 44: Crescimento microbiano nas microesferas de PBSC contendo Meloxicam, no inicio

do teste (A) e ap0s 48h de incubacéo (B).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 45: Crescimento microbiano nas microesferas de PBSD contendo Meloxicam, no inicio

do teste (A) e apos 48h de incubacéo (B).

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.7 Espectrometria

As microesferas preparadas contendo a Fosfoetanolamina (F) e o
Meloxicam (M) foram usados para o estudo do perfil de dissolugéo.

Para a constru¢do da curva analitica da Fosfoetanolamina foi utilizada a
técnica de espectrofluorimetria com reacdo quimica com a fluorescamina. Para
isso, foi preparada uma solucdo méde com a concentragdo maxima do farmaco
estabelecido para o teste proposto e diversas diluicdes foram realizadas, usando o
meio da dissolucdo, a fim de conseguir o maior nimero de pontos para a

construcdo da curva analitica (Figura 46).

Figura 46: Curva analitica para a Fosfoetanolamina
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Para o Meloxicam, inicialmente foi realizada uma varredura no UV-Vis para
determinacdo do comprimento de onda a ser feita a quantificacdo, observando um
pico caracteristico para o farmaco em 362nm, como mostra a Figura 47. O
comprimento de onda correspondente encontra-se condizente com a literatura
(AMBRUS et al., 2009)

Figura 47: Espectro de UV do Meloxicam
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Fonte: Elaborado pelo autor

Diversas concentragdes de Meloxicam em solu¢do tamponada de fosfato
salino (pH 7,4) também foram preparadas de modo a construir a curva analitica

para a quantificacdo do farmaco. Os dados obtidos encontram-se na Figura 48.

Figura 48: Curva analitica para o Meloxicam
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Com as equacdes de reta para ambos os farmacos e valores satisfatorios
de R2, foi possivel quantificar os ativos modelos liberados em cada teste de
dissolucéo ao longo de 6 horas.

5.4 ESTUDO DE DISSOLUCAO

O estudo de dissolucdo utilizando tampéo fosfato (pH 7,4) durante
6horas foi feito para as microesferas contendo Fosfoetanolamina e Meloxicam,
em todas as condi¢cdes de irradiagcdo. As curvas de dissolucdo para a

fosfoetanolamina s&o mostradas na Figura 49.

Figura 49: Teste de liberagéo para as esferas contendo a Fosfoetanolamina, em cloroférmio (A)

e em diclorometano (B)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Em todas as curvas observou-se um efeito de liberacdo na primeira

hora, seguido por um aumento gradual de liberacdo nas proximas 5 horas em
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pH 7,4. Os efeitos da irradiacdo-y parecem ocorrer de modo aleatério na
cinética de liberacdo de fosfoetanolamina.

As curvas de dissolucao para as formulagcdes de microesferas contendo
Meloxicam sdo apresentadas na Figura 50. A ordem de liberacdo para as
formulacées em cloroférmio foi M> M100> M25> M50 e para as formulacdes
em diclorometano foi de M> M25> M50> M100. Essa cinética deve ser
discutida tendo em consideracdo parametros relacionados a estrutura fisica
das microesferas. A irradiacdo-y afeta a fracdo gel dos materiais, como
mostrado na Tabela 17. E possivel perceber que ha uma relacéo direta, nas
formulacbes de Meloxicam, da fracdo gel com a cinética de liberacdo das
microesferas. Conforme hd um aumento no teor de fragédo gel, ou reticulacdo

dos materiais, a liberacao do farmaco se torna mais lenta.

Figura 50: Teste de dissolu¢éo para as microesferas preparadas com cloroférmio (A) e

diclorometano (B), usando Meloxicam
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Os sistemas estudados na dissolugcdo foram correlacionados no
Statistica. As variaveis de entrada sdo apresentadas no Anexo 2, sendo:
Solvente, farmaco encapsulado, dose de radiacdo, tempo de liberacdo e
quantidade de farmaco liberado. A Tabela 18 indica a correlagdo entre estas
variaveis.

E importante destacar que, o coeficiente de correlagéo linear de Pearson
indica a intensidade da associacgao linear existente entre as variaveis, podendo
ser quantificada (ZOU; TUNCALI; SILVERMAN, 2003). Nesse estudo, observa-
se que ha uma correlacéo estatisticamente significativa (p<0.05) tanto entre a
dose de radiacdo e a quantidade de farmaco liberado quanto para o tempo de
andlise e a liberagdo. Entretanto, o coeficiente de correlagdo entre a dose e a
liberacdo dos farmacos (r = -0,2230) é classificado como fraca enquanto a

correlacdo entre o tempo e liberacéo, r = 0,5185 € moderada.

Tabela 20: Tabela de correlacéo para o estudo de liberagéo

Solvente Farmaco Dose Tempo Farmaco Liberado

Solvente 1.0000 -0.0000 0.0000 0.0000 0.1051

p= --- p=1.00 p=1.00 p=1.00 p=0.186

FArmaco -0.0000 1.00 0.0000 -0.0000 0.0544

p=1.00 p=--- p=1.00 p=1.00 p=0.494

Dose 0.0000 0.0000 1.00 0 -0.2230

p=1.00 p=1.00 = - p=1.00 p=0.005

Tempo 0 -0 0 1.00 0.5185

p=1.00 p=1.00 p=1.00 p=--- p=0.000

Farmaco 0.1051 0.0544  -0.2230 0.5185 1.0000
Liberado p=.186 p=.494 p=.005 p=.000 p=---

Fonte: Elaborado pelo autor

A andlise de componentes principais (PCA) também é proposta para
observar a importancia de cada variavel. Os fatores e respectivos autovalores
sao apresentados na Tabela 21. Os dois fatores serdo nossas “supervariaveis”

e sdo responsaveis por 51,53% da variancia total das respostas estudadas.
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Tabela 21: Tabela de autovalores

Autovalores Variancia total (%) ASVELEIES — AELLENE

acumulativos (%)
1 1,5767 31,533 1,5767 31,53
2 1,0000 20,000 2,5767 51,53
3 1,0000 20,000 3,5767 71,53
4 1,0000 20,000 4,5767 91,53
5 0,4233 8,467 5,0000 100,00

Fonte: Elaborado pelo autor

A Tabela 22 mostra os autovetores e representam o peso de cada

variavel original sobre cada componente.

Tabela 22: Tabela de autovetores

Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator4 Fator5

Solvente -0,1289 -0,6918 0,1283 0,6869 -0,1289

Farmaco -0,0667 -0,6843 0,0413 -0,7219 -0,0667

Dose 0,2735 -0,1905 -0,8989 10,0787 0,2735

Tempo -0,6357 0,1301 -0,4170 -0,0296 -0,6357

FL -0,7071 0,0000 0,0000 0,0000 0,7071
Fonte: Elaborado pelo autor

O grafico de PCA encontrado para este estudo de liberacdo é
apresentado na Figura 51. Nesse PCA, observa-se que o autovetor da dose
pode ser relacionado com os autovetores do tempo de liberacdo e quantidade
de farmaco liberado. Os autovetores para o solvente e farmaco ndo indicam
significancia estatistica, estando apenas organizados na mesma direcéo,

A liberagéo pode ser afetada por muitos fatores, incluindo a degradacéo
do polimero, a massa molar, a cristalinidade e a afinidade de ligacdo entre o
polimero e o farmaco. Neste estudo usando dois farmacos de caracteristicas
hidrossollveis diferentes, ndo € possivel identificar uma correlacao estatistica
entre o farmaco e a taxa de liberacdo, podendo ser previsto que a taxa de
liberacdo nesses sistemas € determinada pela difusdo do farmaco através da
matriz polimérica das microesferas.

Como equivalente ao observado na tabela de correlacdo, podemos
verificar uma tendéncia no aumento da dose de radiagdo provocar uma
reducdo na cinética de liberacdo do farmaco. Além disso, a quantidade de

farmaco liberado é aumentada conforme aumento do tempo de analise.
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Figura 51: Projecao das variaveis nos fatores 1x2 (Método biplot)

10t T
:’__.f'. £l .H.

- P 'f i -". -
a 05F} 5,
'a\_ ] | -:r.
o K
S
=) : Tegnpo
N ' Farmaco Liberador—--—__ i
c'\i DJD L .{_‘} = H-'\-\. ................................................................. 4
5 jhese
O - l.J-'
[1»] | A i |!' "_:
L 051 . I

& -
I " 0 S
. S o
_,.H
L . _’.__.-f"'.
1.0 1 TR PRl
-1.0 -05 0,0 0,5 1.0 o
< Variaveis

Factor 1: 31.53%

Fonte: Elaborado pelo autor

6 CONSIDERACOES FINAIS
Os parametros avaliados, solvente e etapa de secagem dos materiais,

ndo acarretaram em alteracdes criticas nas caracteristicas morfolégicas e
fisico-quimicas das microparticulas, indicando que o preparo desses materiais
pode ser realizado de acordo com o desejado.

O estudo da esterilizacao por irradiacdo-y também foi proposto nesse
trabalho. As microesferas sintetizadas de PBS foram irradiadas a diferentes
doses de radiacdo, sendo observado através da microscopia eletronica de
varredura que nao houve aglomeragcdo dos materiais. Esse resultado também
foi confirmado pela técnica de espalhamento de luz. Entretanto, o aumento da
dose de radiagcdo dos materiais levou ao aumento da reticulacdo, como

observado nas analises de fracdo gel e cromatografia por exclusdo de

tamanho.
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Quanto ao encapsulamento de diferentes ativos pela técnica proposta,
foi possivel verificar que o encapsulamento de fosfoetanolamina € muito baixo
devido a afinidade do ativo pela fase aquosa. Entretanto, a eficiéncia de
encapsulamento do meloxicam €& proxima a 90%, devido as caracteristicas
lipofilicas desse farmaco.

Os perfis de liberacdo de ambos os ativos se mostraram bastante
sustentados para todos o0s sistemas estudados no intervalo de 6 horas,
liberando, no méaximo, 35,06% de fosfoetanolamina no sistema de PBSD n&o
irradiado e 27,61% de meloxicam para o sistema de PBSC néo irradiado. As
mudancas na cinética de liberacdo para os ativos modelos sdo diretamente
relacionadas pela irradiacdo-y, sendo observado que o aumento da dose de

radiagdo provoca uma diminuigdo da quantidade de farmaco liberado.

7 SUGESTOES

Como sugestdes deste trabalho ficam:

. Fazer a purificacdo do PBS sintetizado para melhorar a homogeneidade
do sistema;
. Fazer a analise de ressonancia magnética nuclear de carbono para

confirmar a reticulacdo dos materiais preparados;

. Fazer duplicatas para os testes de fracado gel das microesferas contendo
meloxicam e fosfoetanolamina;

. Avaliar por microscopia eletrdnica de varredura a morfologia dos
materiais preparados contendo os dois ativos modelos e verificar por
espectroscopia de energia (EDS) a composi¢ao dos sistemas;

. Verificar o tamanho das microesferas e a influéncia no teste de
dissolucéo
. Repetir os testes de dissolucdo para verificar o desvio padrao entre as

cinéticas de liberacao;
. Fazer microesferas de PBS com Fosfoetanolamina por emulsao dupla, a

fim de verificar a eficiéncia de encapsulamento nesses sistemas;
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ANEXO A:

Solvente

PBSC C
PBSC25 C
PBSCS50 C
PBSC 100 C
PBSD D
PBSD25 D
PBSD50 D
PBSD 100 D

Dose

o
25
50

100

o
25
50

100
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TABELA DE ENTRADA PARA AS CORRELACOES DAS

2760
3821
5001
2680
2760
4179
5326
4613

11862
7921
7758
6255

11862
8160
8857

MICROESFERAS VAZIAS

PDI
43
2,07
1,55
2,33
43
1,95
1,66
1,83

Fragdo Gel D (v; 0,5)

13,000
14,354
20,483
19,512
9,045
18,164
16,355
20,324

17,04
18,15
20,52
18,32

15,72

24,78

23,74

24,31

Tm (2C) DeltaHf (J/g) Td (2C)-DSC DeltaHd (J/g) Td (2C)-TGA RMSE

108,37
107,60
110,67
109,77
110,69
109,36
108,32
107,56

88,90
24,20
105,33
101,12
83,37
83,84
80,55
80,89

407,35
407,49
412,43
413,01
411,40
406,14
407,60
406,80

419,34
379,85
386,39
357,98
447,20
468,79
247,02
422,71

406,46
409,82
410,41
410,60
404,33
405,69
407,15
407,25

0,000
0,956
0,360
0,350
0,000
0,340
0,336
0,445
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ANEXO B: TABELA DE ENTRADA PARA AS CORRELACOES DO ESTUDO

DE LIBERACAO

Solvente Farmaco Dose

<

OO0 0O 0O 0O O O O

NININDNDNDNDNDNDN
oo or oo 0 O] 01 O1

g o g a g g g o o a
OO0 0 0O 0 0 00 O O

100
100
100
100
100
100
100
100
100

vlivijvijvilviivilvijvijvilviivivilvijviivijvilvilviiviivigvilviiviivilvilviivilvIAviNviRwiRwiE VIR RN VIR)
EMEYE4EMEAEYE4EYEY E4EYAEYEME4EYEMEYEY E4E4EYE4DEAEYE4DEYEYEDE4AEYEDEYEY E4EDEY E4EY
N
(6]

Tempo

0,25
0,5
1

2
2,25

2,25

2,25

2,25

Liberado
5,878
6,476
8,966

12,447
13,648
14,399
14,691
16,393
16,715
17,507
3,527
5,955
7,494
12,355
14,496
15,268
15,110
15,411
15,713
16,955
2,586
4,994
5,572
9,451
10,121
12,211
12,462
13,183
13,443
13,704
2,116
3,573
6,471
7,079
9,109
9,768
10,438
10,647
10,387
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LIRLE4E4E4E4E4EDEDEDEDEDE4EYEAEYE4EDEDEDEYEDEYEYEDEYEDEMEYEYEDEMEDEMEMEDEDEDEDEDEGEDES

100

Ol o000 0O 0O 0O 0O O O

g a g a o a gl a aiN NDINDNDNDNDNDNDDNDN
O 0O 0O 0O 0O 0O 0l O OCjgrOorOor01yO1O1 01 O 01 O1

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

0,25
0,5

2,25

2,25

2,25

2,25

11,056
6,349
9,308

11,859

15,871

16,204

17,006

17,349

22,864

26,611

27,607
4,938
5,986
9,875

10,085

12,176

17,129

17,952

19,725

22,000

22,435
4,938
5,986
7,524
7,683

10,192

10,872

12,033

13,684

18,657

18,560
5,878
8,828

12,779

13,050

13,321

14,532

19,996

21,341

25,997

26,514

23,028

25,986
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100
100
100
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2,25

2,25

2,25

2,25

2,25

26,864
27,429
27,991
28,128
31,293
33,553
34,698
35,059
4,882
5,411
7,202
7,568
7,692
9,825
12,156
12,460
12,495
12,661
7,848
7,538
7,175
6,815
11,415
16,501
16,375
16,075
14,868
15,855
2,557
4,030
4,602
7,269
12,814
14,912
14,623
15,216
14,647
15,763
7,800
8,761
9,411
10,676
10,206
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25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

2,25

2,25

10,278
10,440
10,444
10,312
10,424
3,517
3,220
3,190
4,672
4,719
5,304
6,409
6,796
6,564
6,306
3,809
4,248
5,323
6,045
5,991
6,728
7,612
9,453
10,973
11,420
9,131
9,827
11,474
12,235
12,378
11,399
12,947
12,815
13,678
14,017
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